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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FARELERDE DEKSTRAN SULFAT SODYUM iLE OLUSTURULAN KOLIiT
MODELINDE GALEKTIN-1’IN ROLU

Giiliz AYKOL

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Yrd. Do¢. Dr. Pelin ARDA-PIRINCCI

Ulseratif kolit, kolon mukoza ve submukozasinda, periferal ve mukozal T hiicre
aktivasyonu, notrofil ve makrofajlardan reaktif oksijen metabolitlerinin salinimi ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin iiretiminde artisa baglh olarak gelisen bir inflamatuvar bagirsak
hastaligidir. Galektin-1 (Gal-1) T hiicre aracili immiin cevaplari, hiicre biiytimesi, hiicre
¢ogalmasi, hiicre goc¢ii ve yara iyilesmesi gibi cesitli biyolojik olaylar1 diizenleyen, -
galaktozid baglayan protein ailesinin bir {iyesidir.

Bu calismanin amaci, dekstran siilfat sodyum (DSS) ile farelerde olusturulan deneysel
akut kolit modelinde kolon morfolojisi, hiicre proliferasyonu, oksidatif stres, anti-
oksidan sistem, inflamatuvar ve anti-inflamatuvar aracilar {izerinde galektin-1’in roliinii
ortaya ¢ikarabilmektir.

Bu ¢alismada kullanilan toplam 32 adet ergin erkek C57BL/6 fareler dort gruba ayrildi.
I. grup PBS enjekte edilen ve steril musluk suyu verilen kontrol hayvanlardan, Il. grup 5
giin boyunca oral olarak % 3 DSS verilerek akut kolit olusturulan farelerden, Il1. grup 7
giin boyunca giinde bir kez intraperitoneal yolla 1 mg/kg dozda rekombinant insan Gal-
1 enjekte edilen hayvanlardan, IV. grup ise hem rekombinant insan Gal-1 enjeksiyonu
yapilan hem de % 3 DSS verilen farelerden olusturuldu. Deneyler sirasinda farelerin
viicut agirliklarindaki % degisim ve hastalik aktivite indeksleri (HAI) giinliik olarak
belirlendi. Gal-1’in DSS ile olusturulan kolon hasar1 tizerindeki etkileri makroskobik ve
mikroskobik olarak incelenerek, kolit skorlama sistemi ile belirlendi. Hiicre
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¢ogalmasma etkileri Ki-67 immiinohistokimyas1 ile gosterildi. Glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi anti-
oksidan sistem parametreleri ile oksidatif hasar gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Kolon dokularinda I6kosit
infiltrasyonunun gostergesi olan miyeloperoksidaz (MPO) seviyeleri ile tiimor nekroz
faktor-a (TNF-a) ve interlokin-10 (IL-10) diizeyleri ELISA yontemi ile tespit edildi.

Farelere DSS uygulamasi kolon dokusunda dejeneratif degisikliklere, HAI, MDA, MPO
ve TNF-a diizeylerinde artisa; viicut agirliginda, kolon uzunlugunda, hiicre ¢ogalma
indeksinde, GSH-Px, CAT ve SOD aktivitelerinde, GSH ve IL-10 seviyelerinde
azalmaya sebep olarak yaygin bir hasar ile sonuglandi. Gal-1’in én uygulamasi, HAI,
MDA, MPO ve TNF-a diizeylerinde anlamli bir azalmaya; viicut agirliginda, kolon
uzunlugunda, hiicre ¢ogalma indeksinde, GSH-Px, CAT ve SOD aktivitelerinde, GSH
ve IL-10 seviyelerinde ise artisa yol acarak kolit hasarim1 Onledi. Sonu¢ olarak bu
calisma, farelerde DSS ile olusturulan akut kolit hasarina karst Gal-1’in hiicre
cogalmasin1 uyarici, anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve koruyucu etkilere sahip
oldugunu gostermistir. Bu calismadan elde edilen sonuglarin, iilseratif kolit gibi
inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde Gal-1’1n terapotik bir
ajan olarak kullanilabilmesine katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Subat 2014, 145 Sayfa.

Anahtar kelimeler: Galektin-1, dekstran siilfat sodyum, iilseratif kolit, anti-oksidan
sistem, fare.
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Ulcerative colitis is an inflammatory bowel disease which is characterized by an effect
on the mucosa and submucosal layer of the colon, peripheral and mucosal T-cell
activation, the release of reactive oxygen metabolites from neutrophils and
macrophages, and increase in the synthesis of pro-inflammatory cytokines. Galectin-1
(Gal-1) is a member of B-galactoside binding proteins which regulate T-cell mediated
immune response and diverse biological processes such as cell growth, cell
proliferation, cell migration, and wound healing.

The aim of this study was to reveal the role of Gal-1 on colon morphology, cell
proliferation, oxidative stress, anti-oxidant system, inflammatory and anti-inflammatory
mediators in the model of experimental acute colitis induced by dextran sulfate sodium
(DSS) in mice.

A total of 32 adult male C57BL/6 mice used in this study were divided into four groups.
I. group, control animals injected with PBS and given sterile tap water; Il. group, mice
administered orally 3 % DSS for 5 days to induce acute colitis; I1l. group, animals
injected intraperitoneally with 1 mg/kg recombinant human Gal-1 once a day for 7
consecutive days; IV. group, mice both injected recombinant human Gal-1 and given 3
% DSS. During the experiment, change % in body weight of the mice and disease
activity index (HAI) was determined in a daily manner. The effects of Gal-1 on DSS-
induced colonic injury were determined using colitis scoring system by examining
macroscopically and microscopically. Its role on cell proliferation was shown by Ki-67
immunohistohemistry. Parameters of anti-oxidant system such as glutathione (GSH),
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glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and
malondialdehyde (MDA) level which is a marker of oxidative injury, were examined by
spectrophotometry. Myeloperoxidase (MPQO) levels as an indicator of leukocyte
infiltration, tumor necrosis factor-o. (TNF-a) and interleukin-10 (IL-10) levels in colon
tissues determined by ELISA.

Administration of DSS resulted in a common injury in colon by causing degenerative
changes, an increase in HAI, MDA, MPO and TNF-a levels; a decrease in bodily
weight, colon length, cell proliferation index, GSH-Px, CAT and SOD activities, GSH
and IL-10 levels. Gal-1 pretreatment prevented colonic injury by a significant reduction
in HAI, MDA, MPO and TNF-a levels; an increase in body weight, colon length, cell
proliferation, GSH-Px, CAT and SOD activities, GSH and IL-10 levels. As a result, this
study showed that Gal-1 has proliferative, anti-oxidant, anti-inflammatory, and
protective effects against DSS-induced acute colonic injury in mice. The results
obtained from this study suggest that Gal-1 can be used as a therapeutic agent expected
to contribute in preventing and treating of inflammatory bowel disease such as
ulcerative colitis.

February 2014, 145 Pages.

Keywords: Galectin-1, dextran sulphate sodium, ulcerative colitis, anti-oxidant system,
mouse.
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1. GIRIS

Ulseratif kolit, etiyolojik olarak genetik yatkinlik ve bir takim enfeksiydz ajanlardan
kaynaklanan; rafine yiyeceklerin tliketimi, stres, alkol ve sigara kullanim1 gibi ¢evresel
bazi faktorlerle tetiklenebilen ve spesifik tedavisi bulunmayan bir inflamatuvar bagirsak
hastaligidir. Kolon mukoza ve submukozasini tutan, tekrarlayan inflamasyon ve iilserler
ile karakterize bir hastalik olan {ilseratif kolit, diinyada sik¢a goriilen hastaliklar
arasinda yer almaktadir (Lindberg ve dig., 1988). Bu hastaligin patogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte, periferal ve mukozal T hiicre aktivasyonu, inflamatuvar hiicre
gocii, oksidatif stres ve cesitli pro-inflamatuvar sitokinlerin tiretimindeki artisin iilseratif
kolitte potansiyel veya tetikleyici temel faktorler oldugu diistiniilmektedir (Thompson-
Chagoyan ve dig., 2005, Yao ve dig., 2010).

Ulseratif kolitin, diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilen ve &lim ile
sonuclanabilen kolon kanseri riskini arttirmasi nedeniyle, erken teshis ve tedavisi nem
tagimaktadir. Giiniimiizde kolit tedavisinde kullanilan ilaglar kolite sebep olan etkenleri
ortadan kaldirmaya yonelik olmayip, inflamasyonun geriletilmesini saglayan anti-
inflamatuvar tipte ilaglar ve immiin sistemi baskilayici ajanlardir (Lewis ve dig., 1999;
Pohl ve dig., 2000; Ozkan, 2003). Kolit etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmediginden,
halen mevcut tedavi yontemleri hastaligin iyilesmesi ya da O6nlenmesinde tam etkili
olamamaktadir. Bunun yani sira, mevcut tedavi yontemleri enfeksiyon riski,
hipertansiyon, diyabet, pankreatit, hepatit, bobrek hasari, sinir hiicrelerinde iletim
bozuklugu gibi ciddi yan etkilere de sahiptir (Duvnjak ve dig., 2013). Bu nedenle
gliniimiizde, iilseratif kolit hastalig1 icin yeni ve etkin tedavi yontemleri gelistirilmeye
calisilmaktadir. Dekstran siilfat sodyum (DSS), trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS),
indometazin, asetik asit, iodoasetamid ve oksazolon gibi bazi kimyasal ajanlarin
kullanilmas1 ile deneysel olarak olusturulan in vivo hayvan modelleri inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinin patogenez mekanizmalarinin arastirilmasina yardimci olmakla

beraber, etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesine de katki saglamaktadir (Gautam ve
Goel, 2012).



Sentetik siilfatlanmig bir polisakkarit olan dekstran siilfat sodyumun oral olarak igme
suyuna katilmasi ile fare ve sican gibi kemirgenlerde olusturulan kolit; agirlik kaybi,
diyare, kanli digski, mukoza ve submukozada erozyon ve iilserasyon, lamina proprea ve
submukozaya inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, epitel tabakanin dejenerasyonu, kript
apsesi ve kript kayb1 gibi bir¢ok klinik ve histopatolojik 6zelligi yansitmasi agisindan
insanlarda gozlenen tilseratif kolite olduk¢a benzerdir (Huang ve dig., 2010, Whittem ve
dig., 2010). DSS, kolon dokusundaki epitel hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edip,
lamina propreadaki immiin sistem hiicrelerini aktif hale getirerek ve TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinimini artirarak, kolon epitelinin bariyer fonksiyonlarini
bozar. Fagositik hiicreler tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) kolon
dokusundaki yikimi hizlandirip, arttirabilir. ROT lar tarafindan olusturulan bu mukozal
hasar, bagirsak mukozasina fazla sayida I6kositin infiltrasyonuna neden olur,
16kositlerin infiltrasyonu ise mukozada oksidatif hasari artirir ve pro-inflamatuvar
sitokinlerin salinimi ile birlikte, 16kosit gocilindeki artis bir kisir dongii halinde devam
eder (Podolsky, 2002). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda ve DSS ile olusturulan
kolit modellerinde, oksidatif stres gostergelerindeki artis ile birlikte, anti-oksidan sistem

parametrelerinin seviyelerinin azaldig1 da saptanmistir (Loftus ve Sanborn, 2002).

Galektin-1 (Gal-1), p-galaktozid baglayan galektin protein ailesinden olan,
homodimerik yapida bir lektindir (Camby ve dig., 2006). Yapilan arastirmalar sonucu,
Gal-1’in hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda, hiicre adhezyonu ve hiicre
gbcilinde, T hiicre apoptozunda ve immiinmodiilasyonda rol aldig1 bilinmektedir. Ayrica,
yara iyilesmesi, anjiyogenez ve anti-inflamatuvar yanit olusumu gibi énemli biyolojik
stireglerde de regiilator gorevlere sahiptir (He ve Baum, 2006). Literatiirde, Gal-1’in
eksojen olarak deney hayvanlarina uygulanmasinin inflamasyon ile iligkili hepatit,
pankreatit, artrit ve peritonit gibi bazi hastaliklarin in vivo modellerinde kronik ve akut
inflamasyon gelisimini 6nledigine dair bulgular mevcuttur (Rabinovich ve dig, 1999;
Santucci ve dig, 2000; Gil ve dig., 2010). Galektin-1, T hiicre aracili ¢esitli immiin
hastaliklarin deneysel modellerinde timustaki olgun olmayan timositlerin ve aktif T
hiicrelerinin  apoptozunu uyararak hastaligi baskilayict etkiler gostermektedir
(Rabinovich ve dig, 1999; Santucci ve dig, 2000). Bu modellerde eksojen olarak Gal-1
uygulamasi, antijen ile uyarilan T hiicrelerini ortadan kaldirarak ve sitokin dengesini

Tip 2 yardimer T hiicresi (Th2) yoniine kaydirarak, inflamatuvar yaniti inhibe



etmektedir. ilaveten, eksojen galektin-1’in uygulanan doza ve siireye bagli olarak hiicre
proliferasyonu iizerinde bifazik etkilere sahip oldugu da rapor edilmistir (Adams ve
dig., 1996). Bununla birlikte, Gal-1’in in vivo deneysel modellerde kullanimi oldukga

sinirlidir ve etki mekanizmalari heniiz tam olarak aydinlatilamamugtir.

Bu bilgiler 1s1g1inda, galektin-1 biyolojik sistemlerde sahip oldugu anti-inflamatuvar ve
immiinmodiilator etkileri nedeniyle, iilseratif kolitin de dahil oldugu ¢esitli inflamatuvar
hastaliklar i¢in yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde potansiyel bir hedef olarak
diisiniilebilir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, deney hayvanlarinda DSS ile
olusturulan {lseratif Kolitte Gal-1’in etkilerini inceleyen herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle, ¢alismamizda farelerde DSS ile olusturulan deneysel kolit
modelinde eksojen olarak uygulanan Gal-1’in olas1 etkilerini tespit ederek, etki

mekanizmalar1 hakkinda fikir sahibi olabilmeyi hedefledik.

Calismamizin esas amaci, DSS ile C57BL/6 farelerde olusturulan akut kolit modelinde
farelerin viicut agirliklari, kolon uzunluklari, hastalik aktivite indeksi, kolon morfolojisi,
hiicre proliferasyonu, inflamatuvar ve anti-inflamatuvar aracilar, oksidatif stres ve anti-
oksidan sistem {izerinde Gal-1’in roliinii ortaya ¢ikarmaktir. Yapilan literatiir taramalari
sonucunda, DSS ile olusturulan ilseratif kolitte Gal-1’in etkilerini inceleyen herhangi
bir ¢alismanin mevcut olmamasi, ¢alismamizin Ozgiinliigiinii ortaya koymaktadir.
Ayrica, Gal-1’in kolon dokusunda anti-oksidan sistem iizerindeki etkilerinin
bilinmemesi bu tezin 6zgiin olan diger yoniinii olusturmaktadir. Tiim bu yo6nleriyle bu
calismanin, DSS ile olusturulan Kkolit hasar1 iizerindeki etkileri ve fonksiyonlari
bilinmeyen Gal-1’in roliiniin anlasilmasina katkida bulunmanin yani sira, bu proteinin
tilseratif kolit gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda tedavi edici amagla kullanimina

dair bir fikir verebilecegi de diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEKTINLER

Hiicre biiyiimesi, hiicre boliinmesi ve hiicre farklilasmasi gibi ¢esitli biyolojik olaylar
icin hiicreler arasinda ve hiicreler ile eksojen makromolekiiller arasinda farkl: tiplerdeki
hiicresel etkilesimler gereklidir. Bu biyolojik olaylarda taninma siirecine aracilik eden
molekiil gruplarindan biri hiicre yiizeyi glikokonjugatlaridir. Bunlar, ¢ogunlukla
membranlarda bulunan ve biiylime faktorleri, enzimler ve hormonlar i¢in reseptor
gbrevi yapan, hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve bazi patolojik olaylarda rol oynayan

antijenik determinantlar olarak tanimlanirlar (Paulson, 1989, Sharon ve Lis, 1989).

Lektinler, spesifik oligosakkarit yapilar1 tantyan ve en 6nemlisi “lektin aktivitesi” olarak
adlandirillan eritrosit ve lokositlerin agliitinasyonuna ve/veya lizisine neden olan
karbohidrat baglayici proteinlerdir (Barondes, 1988). Lektinler ilk olarak yaklasik 50 yil
once bitki ekstraktlarinda, uygun sakkarit yapilara baglanarak hiicreleri agliitine
edebilme yeteneklerinden dolayr multivalent, non-enzimatik, non-immiin karbohidrat
baglayict proteinler olarak tanimlanmistir (Sharon ve Lis, 1972). Lektin benzeri
proteinlerin omurgali karacigerinde varligi 40 yil once Ashwell ve Morell (1974),
tarafindan gosterilmistir. Diger bir lektin, elektrikli yilan baliginin elektrik organinda
kesfedilmistir (Teichberg ve dig., 1975). Gliniimiize kadar, kesfedilen farkli lektinler
bitkilerden insanlara kadar farkl: tiirler arasinda genis ¢apta dagilim gdsteren bir protein

ailesini olusturmaktadir.

Hayvan lektinleri; sakkarit ligandlarinin tipine, katildiklar1 biyolojik olaylara, hiicre
icindeki lokalizasyonlarina, suda ¢Oziniirlik gibi fiziksel oOzelliklerine, metal
kofaktorlere bagimliliklari gibi 6zelliklerine gore siniflandirilabilirler. Lektinlerin
biitiinsel yapis1 degisiklik gosterebilirken, karbohidrat baglama aktivitesi lektinin sadece
belirli bir kismi ile sinirlandirilmistir. Bu segment, karbohidrat-tanima bolgesi (CRD)
olarak tanimlanmistir (Drickamer, 1988). Lektinler, CRD dizilerinin karsilastiriimasi
yapilarak 3 grup halinde siniflandirilmistir. Bunlar: P, C ve S tipi lektinlerdir.

Pentraksinler olarak da adlandirilan P-tipi lektinler primer ligandlari olan mannoz-6-



fosfata baglanirlar. C-tipi lektinler, karbohidrat baglamak i¢in kalsiyuma gereksinim
duyarken; galektinler olarak bilinen S-tipi lektinler, kalsiyumdan bagimsiz olarak
karbohidrat baglarlar (Barondes ve dig., 1994). S-tipi lektinlerin B-galaktozidleri
baglama yetenegi vardir. S-Lac lektinler olarak da isimlendirilirler. Deterjan

kullanmaksizin hiicre ve dokulardan izole edilebildigi i¢in ¢6zilinebilir proteinlerdir.

2.2. GALEKTINLER

[-galaktozidleri baglama yetenegine sahip olan galektinler endojen lektin ailelerinden
biridir (Barondes ve dig., 1994). Galektinler ve galektin benzeri proteinler tim
hayvanlarda bulunmaktadir ve evrimsel olarak olduk¢a iyi korunmuslardir (Cooper ve
Barondes, 1999). Tiim galektinlerin CRD’leri yaklasik 130 amino asit uzunlugundadir
ve benzer bir dizi homolojisi gosterirler. B-galaktoz igeren oligosakkaritlere baglanma

afiniteleri de birbirine benzerdir (Leffler ve dig., 2004).

Giliniimiizde bilinen, 15 memeli galektini vardir. Bu lektinlerden 11 tanesinin (galektin
-1,-2,-3,-4,-7, -8, -9, -10, -12, -13, -14) insanlarda bulunabildigi gosterilmistir (Liu ve
Rabinovich, 2005).

Proto- tlp Kimera-tip Tandem-repeat tlp
\v
Galektin-1 | Galektin-3 Galektin-4
Galektin-2 . Galektin-8
Galektin-7 Galektin-9
Galektin-10 Galektin-12
Galektin-13
Galektin-14

Sekil 2.1: insan galektinlerinin farkls tipleri. insan galektinleri yapilarina gore 3
grupta siniflandirilir: Proto-tip, Kimera-tip ,Tandem-repeat tip
(Varki ve dig., 2009).
Galektinler yapisal organizasyonlarina gore ii¢ gruba ayrilirlar. Sadece bir adet CRD

igeren galektinler proto-tip olarak isimlendirilir. Bu grupta yer alanlar, galektin -1, -2,



-5, -7, -10, -11, -13, -14 ve -15’tir. Farkli uzunluktaki baglayici1 bir peptitle baglanan iki
adet CRD igeren galektinler tandem repeat-tip olarak isimlendirilir ve galektin -4, -6, -8,
-9, -12 bu gruba dahildir. Bir adet CRD’si olan ve prolin ve glisince zengin lektin
olmayan bir domaine sahip olan galektin kimera-tip’tir. Bu grubun tek temsilcisi ise
galektin-3’tir (Sekil 2.1).

Galektinlerin endojen ligandlar1 glikolipid ve glikoproteinler gibi glikokonjugatlarin
sakkarit zincirleridir. Tiim galektinler pek¢ok N- veya O- bagh glikanda bulunan yaygin
bir disakkarit olan N-asetillaktozamine baglanir (Galfl1-3GlcNAc veya Galfl-
4GIcNAc) (Hirabayashi ve dig., 2002, Patnaik ve dig., 2006). Bireysel laktozamin
birimlerine baglanma goreceli olarak daha diisiik afinitededir. Polilaktozaminler ise

baglanma afinitesini yiiz kat artirirlar (Cho ve Cummings, 1995).

Galektin ailesinin farkli iiyelerinin dokularda dagilimi da farklidir. Galektin-1, -3 ve -8
bircok dokuda eksprese edilir. Diger galektinlerin lokalizasyonu ise daha sinirhidir

(Chiariotti ve dig., 2004, Huflejt ve Leffler, 2004).

Galektinler, aktif makrofajlar, monositler, dendritik hiicreler ve aktif T hiicreleri gibi
farkli immiin hiicreler tarafindan eksprese edilir (Blaser ve dig., 1998; Rabinovich ve
dig., 1998; Zuniga ve dig., 2001; Rabinovich ve dig., 2002).

Son 10 yilda galektinlerle ilgili literatiirlerin sayist belirgin olarak artmaktadir. Bu artan
ilginin temel nedeni galektin ailesinin farkli tiyelerinin farkli hiicresel fonksiyonlarda rol

oynamasi ve bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecin anahtar diizenleyicisi olmasidir.

2.2.1. Galektin-1

2.2.1.1. Molekiiler Yapisi

Galektin-1 14.5 kDa agirliginda, B-galaktozid baglayan protein ailesinin ilk kesfedilen
tiyesidir. Electrophorus electricus’un elektrik organindan izole edildigi i¢in baslangigta
“elektrolektin” olarak isimlendirilmistir (Teichberg ve dig., 1975). Gal-1 22912
kromozomunda yer alan LSGALS1 geni tarafindan kodlanan, 135 amino asitlik bir
proteindir (GenPept: NP_002296, SwissProt: P09382) (Sekil 2.2). Gal-1, sirasiyla 5
(F1-F5) ve 6 (S1-S6a/b) ipligin meydana getirdigi iki antiparalel B-pilili tabakadan
olusan bir B-sandvi¢ yapisina sahiptir (Lopez-Lucendo ve dig., 2004) (Sekil 2.3).



S1 F2 S3
MACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKD

S4 S5 S6

SNNLCLHFNPRFNAHGDANT!V CNSKDGGA\WGTEQREAV

F3 F4 F5
FPFQPGSVAEV CITFDQANLTVKLPDGYEFKFPNRL

S2 F1
NLEAINYMAADGDFKIKCVAFD

Sekil 2.2: Insan galektin-1 amino asit dizilimi. Yesil amino asit sembolleri yiiksek
derecede korunmus kalintilar1 belirtir. Pembe ve turuncu amino asit sembolleri
CRD’lerin anahtar kalintilarindandir ve sirasiyla hidrojen baglari ve Van der Walls
etkilesimleri ile karbohidratlara baglanirlar (His44, Asn46, Arg48, Val59, Asn61,
Trp68, Glu71 ve Arg73) (Cooper, 2002).

Sekil 2.3: Homodimerik insan galektin-1’in 3 boyutlu diyagrami. Her
monomerin N ve C terminali dimerlerin arayiiziinde konumlanmigtir. CRD’ler
ise, monomerlerin uzak ucunda yer alir. Her bir CRD’de bir laktoz molekiilii
gosterilmistir (Lopez-Lucendo ve dig., 2004).



Bir adet CRD bulunmasi ile karakterize proto-tip galektinler grubuna dahil olan Gal-1
monomer veya dimer (her alt birim bir CRD’ye sahiptir) halinde bulunabilir (Barondes
ve dig., 1994, Cho ve Cummings, 1995). Dimerleri olusturan Gal-1 alt birimleri
birbirlerine kovalent olarak bagli degildir ve monomerler dimerik form ile dinamik bir
denge halindedir. Monomerlerin birbirlerine olan afinitelerinin giigli olmamasi
nedeniyle, diisiik konsantrasyonlarda denge, proteinin monomerik formuna dogru kayar.
Bu problemin iistesinden gelebilmek icin Gal-1’in kristal yapisi iizerinde kovalent
olarak bagli olan dimer formu olusturulmustur. Stabil olan dimerik form, normal Gal-
1’den 10 kat daha diisiik konsantrasyonlarda bile fare timosit ve olgun T hiicrelerinin
apoptozunu uyarir (Blttig ve dig., 2004). Proteinin stabilitesini artirmak ve monomer-
dimer denge problemlerini dnlemek i¢in yapilan bir calismada, Cedeno-Laurent ve dig.
(2010), fare Gal-1 proteinini insan immiinoglobulin G1’in Fc bolgesiyle birlestirerek
kimerik bir fiizyon protein elde etmislerdir. Bu kimerik protein ile aktif T hiicrelerinin
ko-kiiltiirii yapilmis ve siipernatantlarda interlokin (IL)-4, IL-10, IL-13 gibi anti-

inflamatuvar sitokin seviyelerinde artis bulunmustur.

Galektin-1’in monomerik ve dimerik formlar1 farkli biyolojik aktivitelere sahiptir. insan
Gal-1 genellikle non-kovalent homodimer halinde bulunur. Bu dimerin hiicre igine
girisi, monomerleri arasindaki etkilesimler ve dimerin esas stabilitesini saglayan
korunmus hidrofobik 6z bolgesiyle olur (Lopez-Lucendo ve dig., 2004). Diisiik
konsantrasyonlarda spontan olarak monomerik forma dontisen Gal-1, karbohidrat
baglama 6zelligini koruyarak, ligandlarina daha diisiik bir afiniteyle de olsa baglanabilir
(Cho ve Cummings, 1995). Bununla birlikte, Gal-1’in monovalent, divalent veya
multivalent ligandlara yiiksek afinitede baglanmasi i¢in dimerik form gerekli degildir,
tek bir monomerik CRD ile yapilan etkilesimler de yeterli diizeyde baglanmay1 saglar
(Salomonsson ve dig, 2010). Fakat, monomerik form hiicrelere baglanmasina ragmen,
hiicre i¢i sinyalleri aktiflestiremez. Bu nedenle oligomerlerin olusumu biyolojik aktivite
icin gereklidir (Dias-Baruffi ve dig., 2003). Hem monomerik hem de dimerik formdaki
Gal-1’in, multivalent ligandlarina baglanmasi ile kafes yapisi olusur. Bu yap1 hem
plazma membraninin organizasyonunu saglar hem de reseptorlerin endositozunu

engelleyerek uyarilara karsi hiicrenin yanitin1 diizenler (Rabinovich ve dig., 2007). Bu



nedenle bir¢ok biiyiime faktorii (epidermal biiyiime faktori, fibroblast biiyime faktorii
ve insiilin benzeri biiylime faktorii) reseptorii, N-glikanlarca zengindir ve galektinlerin
baglanmasi i¢in hedeftirler (Lau ve dig., 2007) (Sekil 2.4). Gal-1 hiicrede okside formda
da bulunabilir fakat bu durumda lektin aktivitesine sahip degildir (Outenreath ve Jones,
1992).
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Sekil 2.4: Galektinlerin hiicre yiizeyi ve ekstraselliiler glikokonjugatlar ile etkilesimi,
hiicre adhezyonu ve hiicre sinyallerine neden olabilir. Galektinlerin hiicre i¢i ligandlar
ile etkilesimi hiicre i¢i yolaklarin diizenlenmesine katkida bulunur (Varki ve dig, 2009).

2.2.1.2. Subselliiler Dagilimi ve Tasinmast
Cesitli normal ve patolojik dokularda eksprese edilen Gal-1, hem hiicre i¢inde hem de

hiicre diginda bulunabilir ve bu alanlarda farkli biyolojik fonksiyonlara sahiptir.

Dimerik Gal-1’in hiicre dis1 aktivitesi karbohidrat baglamasimi gerektirirken (lektin
aktivitesine bagimli); hiicre i¢i aktivitesi diger proteinler ile karbohidrat baglama
Ozelliginden bagimsiz etkilesimleri gerektirir (lektin aktivitesinden bagimsiz). Gal-1 en
fazla hiicrenin sitoplazmasinda eksprese edilir. Bunun disinda nukleusta, hiicre

yiizeyinde ve ekstraselliller matrikste de bulunmaktadir (Camby ve dig., 2006).
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Galektin-1 sitoplazmada serbest ribozomlarda sentezlenir. Yeni sentezlenmis protein
stabil degildir ve karbohidrat ligandlarina baglanarak stabil hale gelebilir veya
hiicredeki diger proteinler ile etkilesime girebilir. Stabil monomerik Gal-1 hiicre iginde
homodimerleri olusturabilir. Ayn1 zamanda Gal-1, hiicrelerden sekresyona ugrayarak
hiicre dig1 alanlara da tasinabilir. Fakat, galektinlerde klasik endoplazmik retikulum —
golgi aygit1 sekresyon yolagi i¢in gerekli olan sinyal peptit dizileri bulunmaz (Hughes,
1999). Bu nedenle Gal-1’in sekresyon ve tasinma mekanizmasi agik degildir. Gal-1’in
muhtemel taginma mekanizmasi, heniiz tanimlanmamig membran proteinleri ve
sitozolik faktorlerin araciligiyla, memeli hiicrelerinin plazma membranlar1 boyunca
proteinin direkt olarak translokasyonunun gergeklestigi yoniindedir (Seelenmeyer ve
dig., 2003).

Baglanma, ¢apraz

Galektin baglanma ve
reseptorii stabilizasyon
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[ "\ PrE— . _men @
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katlanmaya o~ ;a“a"":a:':’ \\‘ /,/ o Nom |
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Sekil 2.5: Galektinlerin hayvan hiicrelerinde olasi biyosentez mekanizmasi
(Varki ve dig., 2009).

Galektin-1, CRD boélgesi ile B-galaktozid igeren glikolipidler gibi hiicre yiizeyindeki
molekiillere baglanir. Baglanmis olan Gal-1, glikolipidlerin plazma membraninin i¢ ve

dis yapragi arasinda transloke olmasina neden olur. Sadece dogru katlanmis olan Gal-1
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hiicre yiizeyindeki bu reseptdr molekiiller tarafindan taninabildigi i¢in Gal-1 i¢in dolayl
olarak bir kontrol mekanizmasi da saglanmis olur (Nickel, 2005). Proteinin hiicre disina
sekresyon mekanizmasinda dogru olarak katlanmis monomerik yapiin gerekliligi ya da
proteinin zardan taginmasinin katlanmaya aracilik edip etmedigi hala bilinmemektedir.
Hiicre disina salinan Gal-1, burada hiicre yiizeyi reseptorlerine capraz baglanir. Boylece
proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve sitokin sekresyonu gibi ¢ok sayida hiicresel
olayin diizenlenmesi i¢in sinyal yolaklarini aktiflestirir (Liu ve Rabinovich, 2005). Gal-
1 hiicre yilizeyindeki ligandlara baglanmanin yani sira, ekstraselliller matriksteki
ligandlarla veya diger hiicrelerdeki ligandlarla da dogrudan etkilesime girebilir (Sekil
2.5).

2.2.1.3. Galektin-1 Baglayict Ligandlar
Galektin-1, p-galaktozidlere baglanan bir lektin olmasinin yani sira, hiicre iginde

protein-protein etkilesimlerine de girer.

Karbohidratlarla etkilesimi: Gal-1, karbohidratlara CRD bolgesi araciligiyla hidrojen
baglart ve Van der Walls etkilesimleri ile baglanir. Dimerik Gal-1 tercihen N-
asetillaktozamin igeren glikokonjugatlara baglanmasina ragmen, serbest laktozamin
birimlerine de nispeten daha diisiik bir afiniteyle baglanabilir (Schwarz ve dig., 1998,
Ahmed ve dig., 2004). Polisakkaritlerde ise terminal N-asetillaktozamin igermeyen
glikanlara baglanmaz (Stowell ve dig., 2004). Terminal galaktoz kalintilar1 dimerik Gal-
I’in tanmimasi i¢in olduk¢a Onemli olmasina ragmen, a3- siyalillenmis ve o2-
fruktozillenmis terminal N-asetillaktozaminlere de baglanabilir (Leppanen ve dig.,

2005).

Ekstraselliiler matriksteki ligandlar: Gal-1 doza ve lektin aktivitesine bagli olarak
birgok ekstraselliiler matriks bilesenine baglanabilir. Baglanma afinitesi yiiksek olandan
diisiik olana dogru ekstraselliiler matriksteki ligandlar1 su sekilde siralanabilir: Laminin,
hiicresel fibronektin, trombospondin, plazma fibronektin, vitronektin, osteopontin.
Laminin ve hiicresel fibronektin iki veya dort dalli poli-N-asetillaktozaminlere sahip
oldugu icin Gal-1’in bu glikoproteinlere afinitesi digerlerine oranla daha fazladir

(Moiseeva ve dig., 2003).
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Hiicre yiizeyindeki ligandlar: Gal-1, T hiicrelerinin yilizeyinde bulunan CD2, CD3,
CD4, CD7, CD43 ve CD45 gibi glikoprotein tabiatli hiicre ylizeyi reseptorlerine lektin
aktivitesine bagimli olarak baglanir. Bu glikoproteinlerin glikozilasyonu Gal-1’in T
hiicrelerine verdigi yanitta kritik bir 6neme sahiptir (Pace ve dig., 1999; Walzel ve dig,

1999; Symons ve dig., 2000).

Integrinler de Gal-1’in baglanmasi igin &nemli hiicre yiizeyi reseptdrlerindendir.
Integrin adhezyon reseptorlerinin aktivitesi, hiicresel fonksiyonlarin devami ve hiicrenin
yasamast i¢in Onemlidir. Dimerik Gal-1’in B1 integrinlere direkt olarak baglanmasi
kismen aktiflesmis olan integrinlerin miktarini artirir ve hiicrenin laminine adhezyonunu
diizenleyerek hiicre iskeletinin yeniden organizasyonunu saglar (Moiseeva ve dig.,
2003). Insan néroblastoma hiicrelerinin yiizeyinde bulunan GM1 gangliyozitlerin
karbohidrat kisimlar1 da Gal-1 i¢in O6nemli bir reseptordiir ve Gal-1 tarafindan

biiylimenin diizenlenmesinde rol oynar.

Proteinlerle etkilesimi: Proteinler Gal-1 ile yapisal olarak iligkili olmamasina ve ortak
bir domain paylasmamalarina ragmen lektin aktivitesinden bagimsiz bir sekilde Gal-1
ile etkilesime girerler. Ornegin, Gal-1 lektin aktivitesinden bagimsiz bir sekilde H-Ras-

GTP’ye baglanarak H-Ras’in membrana baglanmasini gii¢lendirir (Paz ve dig., 2001).

2.2.1.4. Hiicre Sinyal Yolaklarindaki Rolii

Hiicre bityiimesinin diizenlenmesi

Galektin-1 doza bagli olarak hiicre biiyiimesi iizerinde bifazik bir etkiye neden olur.
Yiiksek dozda (1 pM) uygulanan Gal-1 ndroblastoma ve stromal kemik iligi
hiicrelerinde lektin aktivitesinden bagimsiz olarak hiicre proliferasyonunu inhibe
ederken, diisiik dozda (1 nM) uygulandiginda lenf diiglimii hiicreleri, memeli vaskiiler
hiicreleri ve karaciger satellit hiicrelerinde mitojenik etkiye sahiptir ve laktoz ile

inhibisyona duyarhidir (Adams ve dig., 1996, Vas ve dig., 2005).

Eksojen dimerik Gal-1, hiicre yilizeyindeki aS5B1 integrinlere baglanarak hiicre
biiyiimesini inhibe eder (Sekil 2.6). Bu anti-proliferatif etki Ras-mitojen ekstraselliiler
kinaz (MEK) - ekstraselliiler sinyal-diizenleyici kinaz (ERK) yolaginin inhibisyonu ve
p27°’nin transkripsiyonunun uyarilmasiyla gerceklesir. Ayni1 zamanda Gal-1, p21

transkripsiyonunu da uyarir. Gal-1 araciligiyla p27 ve p21’in birikmesi siklin bagimli
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kinaz-2 aktivitesini engeller ve hiicre G1 fazindan S fazina gegemediginden hiicre

boliinmesi durur (Fischer ve dig., 2005).

7t olarak, monomerik Gal-1 ise, sitozolden hiicre membranina tasinarak H-Ras-GTP ile
birlesir, Kkarbohidrat baglama aktivitesinden bagimsiz olarak proto-onkogen
serin/threonin-protein kinaz-1 (Raf-1)’e baglanarak ERK sinyal yolagini aktiflestirir ve
hiicre biiylimesini uyarir (Sekil 2.6). Ras genleri insan tiimdr hiicrelerinde ¢ogunlukla
mutasyona ugramistir ve malignant transformasyona neden olur. Ras’in
transformasyona neden olabilmesi i¢in membrana siki olarak baglanmasi gerekir. Gal-
I’in asir1 ekspresyonu Ras, Ras-GTP’nin membrana stabilizasyonunu artirarak ERK

yolagini aktiflestirir ve hiicre proliferasyonunu artirir (Elad-Sfadia ve dig., 2002).

Galektin-1’in hiicre biiyiimesi iizerindeki bu paradoksal etkisi, hiicre tipine, hiicrenin
aktivasyon durumuna, proteinin monomerik ve dimerik formunun dagilimina veya

hiicre i¢i ve hiicre dis1 formlarina gore degisebilir.

Artnus hiicre hareketliligi

B Dimeril Gal1 Gad
Mono veya Dimerik Gal-1
v Poli-L-laktozamin

= = =P [ndirekt indiikler/aktive eder
eep Direkt indiikler/aktive eder

= = = | Qindirekt azaltur/ inhibe eder
So=-

| 3
x‘ Indirekt secici aktivasyon

Sekil 2.6: Galektin-1 ve hiicre sinyalizasyonu (Camby ve dig., 2006).
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Hiicre gociiniin diizenlenmesi

Hiicre gogii; adhezyon, hareketlilik ve invazyon proseslerinin bir sonucudur ve Gal-1 bu
ic prosesin de diizenlenmesinde rol oynar. Gal-1 ¢esitli normal ve kanser hiicrelerinin
ylizeyindeki integrinlerin, laminin ve fibronektin gibi ekstraselliller matriks
bilesenlerinin karbohidrat kisimlar1 ile capraz baglanarak hiicre adhezyonunu artirir
(Van den Brule ve dig., 2003). Ayrica homotipik ve heterotipik hiicre etkilesimlerine de
aracilik eder. Aktin polimerizasyonunu ve depolimerizasyonunu diizenleyen bir protein
olan RhoA, aktin hiicre iskeletinin polimerizasyonunu degistirerek hiicre hareketliligini
saglar. Gal-1 ise RhoA ekspresyonunu uyararak hiicrenin hareketliligini artirir (Camby
ve dig., 2002) (Sekil 2.6). Glioma hiicrelerinde Gal-1 ekspresyonunun baskilanmasi
hiicrelerin hareketliliginin ve adhezyon 6zelliginin azalmasiyla sonuglanmistir (Camby
ve dig., 2005). Ayrica Hittelet ve dig. (2003), Gal-1’in karsinoma hiicrelerinin

hareketliligini azalttigini gostermislerdir.

2.2.1.5. Inflamasyon ve Immunitedeki Rolii
Galektin-1, inflamatuvar cevabin baslamasi, ¢ogalmasi ve sonlandirilmasinin kontroli
acisindan onemli bir molekiildiir. Gal-1’in immiin ve inflamatuvar hiicreler lizerindeki

etkileri bu hiicrelerin yiizeyindeki glikoproteinlere ¢capraz baglanmasinin sonucudur.

Lokositlerin  toplanmas1 ve gogli ile ilgili olarak Gal-1, periferik kandan ve
ekstraselliiler matriksten ¢esitli inflamatuvar hiicrelerin go¢ etmesini engeller. Vaskiiler
endotel hiicreler, timdr nekroz faktor-a (TNF-a) gibi inflamatuvar bir uyartya cevaben
Gal-1 eksprese eder (Baum ve dig., 1995). Lokositlerin toplanmasinda Gal-1’in
inhibitor etkisi hem fosfolipaz A2 ile olusturulan hem de Kkarregeean ile olusturulan
penge 6demi (Igbal ve dig., 2011) ve akut peritonit (La ve dig., 2003) gibi gesitli in vivo
inflamasyon modellerinde gosterilmistir. Fosfolipaz A2 ile olusturulan penge 6deminde,
Gal-1 6n uygulamasi, polimorfnuklear l6kosit (PMN) infiltrasyonunu, mast hiicre
degraniilasyonunu ve doku hasarini azaltarak inflamasyona bagli 6demi iyilestirmistir.
Calismanin lipopolisakkaritle aktive edilen makrofajlarla yapilan in vitro kisminda ise,
Gal-1 doza bagimli ve karbohidrat baglama ozelliginden bagimsiz olarak, aragidonik
asit ve prostaglandin E2 salinimin1 engelleyerek inflamasyonu azaltmistir (Rabinovich
ve dig., 2000). Yapilan in vitro ¢aligmalar aktif endotel hiicrelere uygulanan insan

rekombinant Gal-1’in 16kosit kiimelenmesini 6nemli Ol¢lide azalttigini gdstermistir.
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Gal-1’in 16kosit toplanmasini inhibe ederek, immiinsupresif ve anti-inflamatuvar bir

araci olarak rol oynadig1 yoniinde kuvvetli deliller bulunmaktadir.

Makrofajlar inflamasyonun erken basamaklarinda patojenlerin uzaklagtirilmasi ve doku
homeostazinin saglanmasinda 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. Gal-1 dogal immiin
sistem hiicrelerinden makrofajlar1 da aktiflestirir. Makrofajlarin aktivasyonunda lokal
sitokinler etkilidir ve aktivasyonlar1 iki bagimsiz mekanizma ile saglanir. Interferon-y
(IFN-y) ile uyarilan klasik aktivasyon yolaginda, denge Tip 1 yardimci T hiicresi (Th1)
cevabina dogru kayarken; IL-4 ve IL-13 ile uyarilan alternatif aktivasyon yolaginda Th2
cevabi uyarilir. Gal-1 nitrik oksit sentezini inhibe ederek, arjinaz aktivitesini artirarak ve
prostoglandin E; tiretimini artirarak makrofajlarin alternatif yol ile aktivasyonunu uyarir
(Barrionuevo ve dig., 2007). Ayrica Gal-1 makrofajlarin T hiicrelerine antijen
sunmasini saglayan major histokompatibilite kompleks (MHC) II molekiillerinin
ekspresyonunu inhibe eder (Barrionuevo ve dig., 2007). Zimosan ile olusturulan bir akut
inflamasyon modeli olan peritonitte, Gal-1 24. saatte mononuklear fagositlerin go¢iinii
artirmistir. Esasen Gal-1, inflamasyonun erken asamalarinda mononuklear fagositlerin

gociinil artirarak inflamasyonu inhibe etmistir (Gil ve dig., 2010).

Galektin-1, nétrofillerin makrofajlar tarafindan fagositozunu kolaylastirarak ndtrofil
dongiisiiniin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Bu siirecte, Gal-1 aktif nétrofillerin
ylizeylerinin fosfotidilserine maruz kalmasini uyararak; fagositozla ortadan kaldirmaya
hazirlamaktadir, ancak bu durum aktif noétrofillerin apoptozuyla sonuglanmamaktadir
(Dias-Baruffi ve dig., 2003). Yine Gil ve dig. (2010), yaptiklart bir g¢alismada
olusturduklar1 akut inflamasyon modelinde, eksojen Gal-1’in 4. saatte 2 adhezyon
molekiiliiniin seviyesinin azaltarak PMN’lerin gociiniin engelledigi ve peritoneal
hiicrelerden TNF-o, IL-1B pro-inflamatuvar sitokinlerinin salimimini inhibe ettigi
gosterilmistir. Inflamasyonun baslangi¢ fazinda Gal-1, PMN’lerin gogiinii diizenleyerek
inflamasyonu inhibe etmistir. Benzer sekilde Gal-1, noétrofil kemotaksisini ve
transendoteliyal go¢ii inhibe eder (La ve dig., 2003). Gal-1 nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonunu uyarip, siiperoksit (O,") radikali
tiretimini  artirarak, inflamasyonlu dokuya go¢ eden notrofiller iizerinde pro-

inflamatuvar bir etki gostermektedir (Almkvist ve dig., 2002).
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Galektin-1’in T hiicreleri iizerinde de Onemli gorevleri vardir. Yapilan in vitro
calismalarda, Gal-1’in fare ve insan T hiicrelerinin timusta olgunlasmasi ve periferdeki
aktivasyonlar1 boyunca gelisimini diizenledigi veya bu hiicrelerin apoptotik siirece
girmesini sagladigi gosterilmistir (Perillo ve dig., 1995; Perillo ve dig., 1997). Gal-1
aktif haldeki T hiicrelerinin (dinlenme halindeki T hiicreleri hari¢) apoptozunu uyararak
immiin cevabi sonlandirabilir (Perillo ve dig., 1997). Gal-1 aym1 zamanda birgok farkli
T hiicre tipinin proliferasyonunu inhibe etmektedir (Rabinovich ve dig., 1997; Blaser,
1998; Novelli ve dig., 1999). T hiicrelerine spesifik glikoproteinler olan CD45, CD43,
CD7; insan MOLT4 ve Jurkat T hiicrelerinde Gal-1’in baglandig1 spesifik
reseptorlerdir. Gal-1’in bu reseptorlere baglanmasi hiicrede 6liim reseptorleri araciligi
ile, mitokondriyal yolak gibi sinyal akis yolaklarini baslatarak, Gal-1 aracili T hiicre
apoptozuna neden olur (Symons ve dig., 2000). Ornegin, kutanéz T hiicre
lenfomalarindaki malignant T hiicreleri CD7 eksprese etmedigi i¢in Gal-1 gibi T hiicre
apoptozunu uyaran ajanlara karsi direnglidir. Gal-1, baz1 6zel transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlarini uyararak, mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK)
sinyal yolagimi aktive ederek, Bcl-2 protein iiretimini diizenleyerek, mitokondriyal
membranlarin depolarizasyonunu ve sitokrom c¢ salinmimini saglayarak ve kaspazlari
aktive ederek aktif T hiicrelerini apoptoza gotiiriir. Gal-1 Thl hiicrelerinin apoptozunu
uyarirken, Th2 hiicrelerinin apoptozunu indiiklemez ¢iinkii bu hiicrelerin yiizey
molekiillerinin glikozilasyonu farklidir (Toscano ve dig., 2007). Bu nedenle, yiiksek
dozda (uM) T hiicrelerine uygulanan Gal-1, pro-inflamatuvar bir sitokin olan IL-2
sekresyonunu baskilayip; anti-inflamatuvar bir sitokin olan 1L-10 sekresyonunu

uyararak inflamasyonu baskilar (Van der Leij ve dig., 2004).

Galektin-1’in otoimmiin hastaliklar ve kronik inflamasyon modelleri gibi in vivo
deneysel calismalarda, T hiicre fonksiyonlarini inhibe etme yetenegi ile gii¢lii immiin
diizenleyici etkileri vardir. Bu deneysel modellerde Gal-1, dengeyi Th2 sitokin cevabina
(TNF-a, IFN-y, IL-2 ve IL-12 seviyelerinde azalma, IL-5 seviyesinde artma) kaydirarak
inflamasyonu baskilar (Santucci ve dig., 2000). In vivo Gal-1 tedavisi kronik
inflamasyon gelisimini engelleyerek, otoimmiin encephalomiyelit (Offner ve dig.,
1990), artrit (Rabinovich ve dig., 1999), hepatit (Santucci ve dig., 2000) ve pankreatit
(Wang ve dig., 2000) gibi hastaliklarin deneysel modelleri {izerinde iyilestirici bir etki

gostermistir. Romatoid artrit hastaliginin deneysel bir modeli olan kollagen ile
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olusturulan artritte, hastaligin baslangicinda Gal-1 eksprese eden DBA/1 fibroblastlar,
artritli farelere enjekte edilerek gen terapisi, rekombinant insan Gal-1; ise farelere
giinliik olarak verilerek protein terapisi yapilmistir. Sonugta her iki uygulamada da Gal-
1, T hicrelerinin apoptozuna yol agarak artritin klinik ve histopatolojik etkilerini
baskilamistir. Ayrica, farelerin serumlarinda IFN-y seviyesinin azalip, IL-5 seviyesinin
artmasiyla sitokin dengesinin Th2 ydniine dogru kaydig1 gosterilmistir (Rabinovich ve
dig., 1999). T hiicre bagimli karaciger hasar modeli olan konkanavalin A ile olusturulan
hepatitte ise, konkonavalin A’dan 30 dakika once uygulanan Gal-1, aktif T hiicrelerini
secici olarak elimine ederek, karacigere infiltre olan T hiicrelerinin sayisini azaltmis ve
Thl kokenli pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a ve IFN-y) sentezlenmesini/salinimini

inhibe ederek fareleri karaciger hasarina kars1 korumustur (Santucci ve dig., 2000).

Galektin-1’in B hiicrelerinin gelisimi ve farklilagsmasi tizerinde de 6nemli rolii vardir.
Periferde Gal-1 ekspresyonu, aktif B hiicrelerinin sentezini arttirir ve onlarmn antikor

iireten plazma hiicrelerine farklilasmasini saglar (Tsai ve dig., 2008).

2.3. ULSERATIF KOLIT

Ulseratif kolit, rektumdan baslaylp proksimale dogru tiim kolon mukoza ve
submukozasina yayilan, akut ve kronik inflamatuvar degisikliklerle karakterize,
kisilerde genetik ve gevresel faktorlerin etkisiyle, kolon mukozasinda bakteriler ve
antijenler ile immiin yanitin uyarilmasi sonucu meydana gelen bir inflamatuvar bagirsak
hastaligidir. Aslinda iilseratif kolit sadece sindirim kanalina 6zgii degil, bagirsak dis1

tutulumlar1 da olan sistemik bir hastaliktir (Okten ve dig, 2001).

2.3.1. Epidemiyoloji

Ulseratif kolit, tiim diinyada goriilen, goriilme sikligi cografik bolge ve topluluklara
gore biiyiik degisiklikler gdsteren bir hastaliktir. Insidansi, 2-10/100.000, prevalansi 35-
100/100.000 olarak bildirilmistir. Tiirkiye’de ise prevalansi 0.079 olarak bulunmustur
(Dagli, 2006). Hastalik cografik bolge olarak Amerika Birlesik Devletleri ve Kuzey
Avrupa iilkelerinde, 1rk olarak beyaz irkta ve etnik koken olarak Yahudilerde daha fazla
goriilmektedir (Gilat ve dig., 1986). Yas gruplart incelendiginde, {ilseratif kolit
olgularmin 15-30 ve 60-80 yaslar1 arasinda yigilim yapacak sekilde dagildig
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saptanmistir. Geng hastalarda genetik yatkinlik nedeniyle immiin yanitta bir artig s6z
konusuyken; daha yaslilarda g¢evresel etkenlere maruz kalma sonucu immiin yanit
artmaktadir (Pietro ve Lawrance, 1999). Bu bulgu patogenezde cevresel faktorlerin
onemli oldugunun gostergesidir. Tiirkiye’de ise yas gruplarina gore dagilimlar
incelendiginde, prevalans 20-29 yas arasinda 1.95/100.000, 40-49 yas arasinda
4.77/100.000, 50-59 yas arasinda ise pik yaparak 6.55/100.000 olarak bulunmustur
(Dagli, 2006). Bu hastaliga, kadin ve erkekler arasinda benzer siklikta rastlanmaktadir
(Peterson ve Graham, 2002). Ulseratif kolit insidansindaki artis kentlerde kirsal alanlara
gore daha fazladir (Pietro ve Lawrance, 1999). Ayrica, egitim seviyesi ve
sosyoekonomik diizeyi yiiksek kisilerde, diisiik sosyoekonomik diizeyli kesime gore,

tilseratif kolit daha sik goriilmektedir.

2.3.2. Etiyoloji ve Patogenez

Ulseratif kolit, etiyolojisi hala tam olarak bilinmeyen ve popiilasyondaki kolorektal
kanser riskini artiran bir hastaliktir. Ulseratif kolit gelisimini tek bir mekanizma ile
aciklamak miimkiin degildir. Etiyolojide, genetik yatkinlik, ¢evresel ve immiinolojik

faktorlerin rol oynadigi diistiniilmektedir (Hibi ve Ogata, 2006).

Yapilan klinik arastirmalarda, tilseratif kolit gelisiminde genetik yatkinligin rol oynadigi
goriilmiistlir. Birinci derece akrabalar1 arasinda iilseratif kolit hastalig1r bulunan birinin,
hastaliga yakalanma ihtimali 30-100 kat artar. Kolit hastalarinin % 10 kadarinda
otozomal dominant ge¢is vardir. Genetik caligsmalar, hastalik lokuslarinin 12. ve 16.
kromozomlarda tanimlanmis oldugunu, ayrica 1., 3., 6., 7., 14. ve 19. kromozomlardaki
degisikliklerin de hastaliktan sorumlu oldugunu gostermektedir (Farrell ve Peppercorn,
2002). Hastalikta, 6. kromozom {izerinde bulunan insan l6kosit antijen smif II
lokusundaki insan 16kosit antijen-DR2, insan 16kosit antijen-DRB1*0103, insan 16kosit
antijen-DR9 ve insan 16kosit antijen-DRB1*¥1502 allellerinin etkili oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica “niikleotid baglayici oligomerizasyon bolgesi-2” geni hastalik ile
iligkili bulunmustur (Cho, 2003). Coklu ilag direng geni-1 varyantlarinin da hastalik ile
ilgili oldugu bulunmustur. Coklu ilag diren¢ geni-1, hiicrelerden ksenobiyotiklerin ve
ilaglarin uzaklagsmasini saglayan bir tasiyici olan P-glikoprotein 170’1 kodlar. P-
glikoprotein 170 bir flippaz gibi gorev yaparak amfipatik maddeleri membranin

sitoplazmik kismindan dis yapragina tasir. Coklu ila¢ direng geni-1, ilseratif kolit
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tedavisinde direng gostermektedir ve bu geni eksik olan farelerde kolit gelistigi
goriilmiistir (Ho ve dig., 2005). Peroksizom proliferasyonunu aktive edici reseptor
gama geni de nuklear faktor-«B (NF-«kB) aktivitesini engelleyen 6nemli bir nuklear
reseptordiir ve ekspresyonu iilseratif kolitli hastalarda azalmaktadir (Dubuquoy ve dig.,
2003). Ulseratif kolit patogeneziyle ilgili tiim bu genler dogal immiin cevabi, mukozal

bariyer fonksiyonlarini ve bakteriyal 6liimii diizenleyerek etkilerini gostermektedir.

Cevresel faktorler arasinda ise sigara i¢imi, diyet, non-steroidal anti-inflamatuvar
ilaclar, stres ve enfeksiy0z ajanlar sayilabilir. Yapilan c¢aligmalarda, sigara i¢iminin
kolon mukozasindaki musinin yapisin1 bozmasi sonucunda iilseratif koliti tetikledigi
diistiniilmektedir (Blumberg ve Strober, 2001). Karbohidrat, rafine seker ve protein
tiiketiminin yiiksek olmasi ve yliksek miktarda yag asidi igeren besinlerin tiiketilmesi
tilseratif kolite yatkinligi arttirmaktadir. Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar, non-
spesifik olarak inflamasyonu baslatir ve mukozal bariyeri yikarak dogal immiin cevabi
aktiflestirir. Genetik olarak hastaliga yatkin bireylerde kommensal bakteri ve diger
antijenlerin enterositlere fazla girisi sonucu uzun siireli T hiicre aracili inflamasyon
uyarihr. Ornegin 2 hafta boyunca non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglardan
proksikam’a maruz kalan IL10™ farelerde kronik kolit gelismistir (Berg ve dig., 2002).
Stres de mukozal bariyer gegirgenligini, immiin yaniti ve liiminal mikrogevreyi
degistirerek inflamasyona duyarhiligi artirmaktadir. Ulseratif kolitin alevlenme
donemlerinde enfeksiyoz barsak hastaliklarindan ayirt edilmesi gligtiir ve iilseratif kolit
ile Campylobacter, Shigella, Escherichia coli ve Cytomegalovirus enfeksiyonlari
benzerlik gostermektedir (Sartor, 1995).

Ulseratif kolit, mikrobiyal ajanlara maruz kalan kolon mukozasindaki immiin
diizenleyici mekanizmalarin defektiyle karakterizedir. Saglikli bagirsakta, kommensal
bakteriler konak ile simbiyotik bir yasam siirer ve bu bakterilerin inflamatuvar genleri
inhibe etmesiyle, immiin cevap baskilanir. Immunolojik dengeyi saglayan mukozal
immiin sistem sayesinde, bagirsakta her giin ¢ok miktarda bakteriyel ve diyetsel
antijenik uyar1 olmasina ragmen, herhangi bir immiin yanit gelismemektedir. Ulseratif
kolit hastaliginda ise bu tolerans kaybolur. Mukozadaki immiin hiicreler tarafindan
liminal mikrofloraya karst immiin yanit baslatilir. Kontrolsliz immiin yanit epitelin

bariyer fonksiyonunu bozarak, permeabiliteyi artirir (Kitajima ve dig., 1999a). Kolon
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epitel hiicrelerinin permeabilitesinin artmasi mikroorganizmalarin mukozal bariyeri
daha kolay ge¢mesine neden olur ve antijenler immiin hiicrelerle direkt olarak temas
eder. Permeabilite defektleri daha da siddetlenir. Boylece mukozada kendi kendini
uyaran bir inflamasyon siklusu baslatilir (Podolsky, 2002). Bu durum kalici
inflamasyonu baglatir ve inflamatuvar yaniti baskilayamayan genetik olarak yatkin

kisilerde kronik kolit olusur.

Yukarida s6zii edilen tiim bu genetik ve gevresel faktorler kisiyi tilseratif kolite egilimli
kilar. Duyarli hale gelen Dbireylerde sindirim kanali mukozasinda inflamasyonu
baslatacak ¢esitli tetikleyicilere ihtiya¢ vardir. Bu tetikleyiciler baslica, liminal
bakteriler veya iirlinleri, diyet antijenleri ve bagirsak epitel hiicreleri olarak ii¢ grupta
toplanabilir (otoimmiin teori). Duyarli hale gelmis kisilerde tetikleyicilerden herhangi
biri bagirsak duvarinda inflamasyonu baglatabilir. Bagirsak duvarindaki inflamasyona
immiin (mukozal B ve T hiicreler, monositler, makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller,
bazofiller ve mast hiicreleri) ve nonimmiin hiicreler (epitel hiicreleri, mezenkimal
hiicreler, sinir hiicreleri, endotel hiicreleri) katilir. inflamasyon, bagirsakta permeabilite
artist nedeniyle liimenden kolayca bagirsak duvarma niifuz eden tetikleyici ajanin,
burada antijen sunan hiicreler araciligiyla hemen alttaki lenfoid follikiillerde bulunan T
hiicrelerine sunulmasi ile baglar. Makrofajlarin ve Th’lerin aktivasyonu bir¢ok sitokinin
salinmasina yol agar. Ulseratif kolitin kronik fazinda IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 gibi Th2
tipi sitokinler daha fazla salgilanarak inflamasyonu alevlendirir. Th2 tipi sitokinler B
hiicrelerini uyararak asirt miktarlarda immiinoglobulin G salinimina yol acarlar.
Normalde bagirsak mukozasinda yer alan B hiicreleri immiinoglobulin A salgilar.
Immunoglobulin A komplemani uyarmazken, immiinoglobulin G komplemanin ve
fagositlerin aktivasyonuna yol agarak inflamasyonu daha da alevlendirir. Aktiflesmis
makrofajlardan salinan IL-8 de notrofilleri aktive eder. Aktiflesen nétrofillerden agiga
¢ikan reaktif oksijen metabolitleri ile ortamda bulunan inflamatuvar sitokinler bagirsak
epitel hiicrelerini hasara ugratarak kolit gelisimine katkida bulunur (Okten ve dig., 2001,
Hanauer, 2006).

2.4. DEKSTRAN SULFAT SODYUM iLE OLUSTURULAN KOLiT MODELI

Dekstran siilfat, dekstranin klorosiilfonik asit ile esterlesmesi yoluyla olusan

polianyonik bir dekstran tiirevidir. Heparin benzeri siilfatlanmig olan bu polisakkarit,
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anhidro-D-glikoz (a-1,6-glikozidik bag) ve siilfattan olugmaktadir. Bu siilfatlanmis
polisakkarit yaklasik olarak % 17 oraninda siilfiir igerir ki, bu dekstran molekiiliindeki
her bir glikoz kalintisinin ortalama 1.9 siilfat grubuna sahip oldugunu gosterir. Her bir
glikoz molekiilii 3 siilfat grubu tasiyabilir (Ricketts, 1952) (Sekil 2.7).

Dekstran siilfat sodyum, LDL ve VLDL lipoproteinlerini ¢oktiirme 6zelligine sahiptir
ve soliisyonda niikleik asitlerin hibridizasyon oraninin arttirilmas: amaciyla kullanilir
(Wahl ve dig., 1979). Bunun yani sira, hiimoral immiinitenin artmasi veya azalmasi, B
lenfositlerinin  aktivasyonu, timositlerin lektinlere reaktivitesinin  degistirilmesi
(Blitstein-Willinger ve dig., 1976), kan koagiilasyonunun inhibisyonu, platelet
agregasyonu (Nakajima, 1979) ve hiicresel immiin cevabin artmasi veya baskilanmasi

(Bradfield ve dig, 1974) gibi pek ¢cok immiinolojik etkilere sahiptir.

R: SO;NaorH

Sekil 2.7: DSS’nin molekiiler yapis1 (Ricketts, 1952).

Son on yilda, {lseratif kolitin bir¢ok farkli hayvan modelleri gelistirilmistir. Bunlar;
spontan kolit modelleri, genetik olarak modifiye modeller, adoptif hiicre transferi ve
kimyasallar yoluyla olusturulan modelleridir (Wirtz ve dig., 2007, Wirtz ve Neurath,
2007). Bu modeller, insan hastaliklarinin kompleksligini tam olarak yansitmamasina
karsin, ilseratif kolit patogenezine neden olan faktorleri ve farkli terapétik ajanlarin
etkilerini arastirmak acisindan Onemlidir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin
kimyasallar yoluyla olusturulan fare modelleri, hastaligi kolay olarak uyarmasi,
inflamasyonun baslangig, ilerleme ve siddetinin kontrol edilebilir olmasi1 bakimindan en
cok kullanilan modeller arasindadir. DSS ile olusturulan kolit modelinin diger modeller

ile karsilastirildiginda avantajlar1 vardir. Akut, kronik veya niiksedici modeller,
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uygulanan DSS’nin konsantrasyonunun degistirilmesi yoluyla kolaylikla olusturulabilir.
Son yillarda, DSS ile olusturulan kolit modeli, kolit ile iliskili karsinogenezin
aragtirtlmasinda da kullanilmaktadir (Kanneganti ve dig., 2011). Ayrica DSS kolit
modeli, insan iilseratif kolitin tedavisinde kullanilmak {izere farkli terapdtik ajanlarin

deney hayvanlari lizerinde test edilebilmesi agisindan da oldukga elverislidir (Melgar ve

dig., 2008).

Mukoza

Muskaularis ~—_ &

mukoza

Submukoza e
M.proprea /

Normal

Konak
faktorleri
Molekiler agirlik, . N Bakim gartlari,

konsantrasyon, sire, Genetik ya'tku_nllk, tur, soy, mikrobiyolojik durum,
aretici firma cinsiyet intestinal mikroflora

Sekil 2.8: DSS ile olusturulan kolite yatkinlig1, hastaligin baslangici ve siddetini ve
hastaliga yaniti etkileyebilecek gesitli faktorlerin sematik gosterimi
(Perse ve Cerar, 2012).

DSS, ilk defa 1985 yilinda Ohkusa ve digerleri tarafindan hamsterlerde kolit olugturmak
amactyla kullanilmistir. Daha sonra farelerde denenmeye baslamistir ve giiniimiizde
kolitin patogenezini ve etkileyen faktorleri arastirabilmek igin DSS ile olusturulan kolit
modelinin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma vardir. DSS’nin konsantrasyonuna, siiresine ve
uygulama sikligina bagli olarak akut veya kronik kolit hatta kanser lezyonlari
olusturulabilir. DSS wuygulamasina verilen bu farkli yanitlar, sadece DSS’nin

konsantrasyonuna, molekiiler agirligina, maruz kalma siiresine bagl degildir; ayni
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zamanda genetik ve mikrobiyal faktorler de direkt etkilidir (Perse ve Cerar, 2012) (Sekil
2.8).

Siilfatlanmis bir polisakkarit olan DSS 5 kDa’dan 1400 kDa’a kadar farkli molekiiler
agirliklarda bulunabilmektedir. DSS’nin molekiiler agirlig1 kolitin uyarilmasi agisindan
onemli bir faktordiir (Kitajima ve dig., 2000). BALB/c farelerde en siddetli kolit 40
kDa’luk DSS uygulandiginda gézlemlenmistir; 5 kDa’luk DSS verilmesi ise, daha hafif
bir kolit gelisimi ile sonug¢lanmistir. 40 kDa’luk DSS’nin hiicrelerce alimimi ve
dokulardaki dagiliminin histokimyasal analizleri, DSS’nin bagirsak epitel hiicre
membranlarindan niifuz ettigi gosterilmistir. DSS, bagirsaktaki mikroflora tarafindan
yikima, farkli pH derecelerinin (4.0-7.5) etkisine ve anacrobik inkiibasyona direnglidir
(Kitajima ve dig., 2002). DSS idrar ve feces yoluyla atilmaktadir. (Kitajima ve dig.,
1999D).

Akut kolit genellikle % 2-5’lik DSS’nin siirekli olarak kisa periyotta (4-9 giin)
uygulanmasiyla olusturulur. Akut fazda DSS kolitin klinik belirtileri; agirlik kaybi,
diyare, digkida gizli kan, piloereksiyon ve anemidir. Tipik histolojik degisiklikler ise,
musin artigi, epitel dejenerasyonu, nekroz, lamina proprea ve submukozada nétrofil
infiltrasyonu, kriptitis, kript apsesi ile mukozal ve submukozal inflamasyondur.
Notrofillerin mukozal epitele transepiteliyal gocii kriptitis olarak adlandirilir. Cok
sayidaki notrofilin mukozal epitelden kriptlerin limenine gecisi ise, kript apselerinin
olusumuna neden olur. Kriptitis ve kript apsesi insanlardaki hastaligin yaygin gériilen
bir histolojik 6zelligi olmasina karsin, DSS ile olusturulan akut kolitte nadiren

gbzlenmektedir (Melgar ve dig., 2005).

Farelerde DSS kolit patogenezinde bagirsak florasinin da etkili oldugunu gosteren bazi
calismalar vardir. Okayasu ve dig. (1990), bu kolit modelinde kolondaki bakteriler ve
onlarin Uriinlerinin kolitin gelisimine katkisinin olup olmadigini incelemisler ve DSS
uygulanan farelerin kolon dokularinda Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae ve
Clostridium spp. sayilarinin arttigini tespit etmislerdir. Bagirsak inflamasyonunun
gelisiminde dogal immiinitenin ve kommensal bakterilerin roliiniin arastirildigt bir
calismada, immiinokompetan (bagisiklik sistemi saglam olan) BALB/c fareler ile, T ve
B hiicreleri olmayan immiin yetersiz SCID fareler normal sartlarda yetistirilmis ve DSS

uygulamasi ile kolit uyarilmistir. DSS verilmesinden sonra iki soyun da kolon
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mukozalarinda siddetli infiltrasyon ve epitelde kayiplar tespit edilmistir. Ayni fareler
bagirsak mikroflorasinin bulunmadigi germ-free sartlarda yetistirildiginde ise, DSS
uygulamasindan sonra iki soyda da az miktarda mukozal inflamasyon goriilmiistiir
(Hudcovic ve dig., 2001). Bu bulgular, DSS ile olusturulan kolitte mikrofloranin

varliginin inflamasyonu kolaylastirdigini kanitlamaktadir.

Insanlarda goriilen iilseratif kolitte oldugu gibi DSS kolitte de genetik faktdrler Snemli
bir rol oynamaktadir. Ornegin C3H/Hej, NOD/Ltj ve NOD-scid inbred soylar DSS ile
olusturulan lezyonlara daha c¢ok yatkin iken; 129/SvPas ve DBA/2J inbred soylarin
yatkinlig1 daha azdir. BALB/c fareler DSS ile olusturulan kolite, C57BL/6 farelerden
daha az duyarlidir. Duyarliliktaki bu farkliliklar, mukozanin inflamatuvar hasara
dayanma giiciindeki genetik farkliliklar veya inflamatuvar cevabin olusturulmasindaki
farkliliklardan kaynaklanabilir. DSS bir siklus uygulandiktan sonra, BALB/c farelerde
kolit iyilesirken; C57BL/6 farelerdeki kolit kronik faza ilerlemektedir (Melgar ve dig.,
2005, Perse ve Cerar, 2012).

DSS kolon epitel hiicreleri iizerinde toksik etkiye sahiptir ve epitel bariyerin
gecirgenliginde bozulmalara yol acar. Boylece kolon mukozasimin permeabilitesi
artarak, DSS gibi biiyilk molekiillerin gegisine imkan verir. DSS’nin mukozal epitel
hiicrelerden ge¢is mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, DSS
kolitin akut fazinda siki baglantilarda bulunan proteinlerden olan okludin, siki baglanti
proteini-1, klaudin-1, -3, -4 ve -5’in kayb1 ve yeniden dagilimi sonucu epitelde bariyer
fonksiyonlarinin bozuldugu bildirilmektedir (Mennigen ve dig., 2009). Siki1 baglanti
proteinlerinin ekspresyonundaki degisimler ve epitel hiicrelerde apoptozun artisi insan
hastaliginda da izlenmektedir. Apoptoz ve proliferasyon arasindaki dengenin bozulmasi
epitel bariyerden sizintilara neden olmaktadir. Bu bulgular, akut DSS kolit modelinde
epitelin artmis apoptozu ve azalmis proliferasyonu ile desteklenmektedir (Araki ve dig.,
2010). DSS ile olusturulan kolitte, ¢esitli sitokinlerin, kemokinlerin ve nitrik oksitin
tiretimi artmaktadir. DSS uygulamasinin ilk giiniinde TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-10 ve IL-
12 ekspresyonlarinin arttigi gézlenmistir (Yan ve dig., 2009). DSS kolitin Kkronik
fazinda TNF-a ve IL-17 seviyeleri diisiik, IL-4, IL-6, IL-10 ve IFN-y seviyeleri ise
yiiksek olarak tespit edilmektedir (Alex ve dig., 2009). DSS kolitte sitokin profili, klinik

ve histolojik parametreler ve epiteliyal bariyer 6zellikleri ile yakindan iligkilidir.
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2.5. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIiJEN TUREVLERI

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron igeren,
elektrik yiiklii veya yiksiiz, kimyasal reaktiviteleri yiliksek olan atom veya
molekiillerdir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen molekiilii reaktif olmamasina ragmen diger radikallerle
reaksiyona girme 6zelligine sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ise, diger molekiiller
ile ¢cok kolay elektron aligverisine giren molekiillerdir. ROT lar, siiperoksit radikali
(O27), hidroksil radikali (OHY), peroksil radikali (RO), alkoksil radikali (RO),
hidroperoksil radikali (HO), hidrojen peroksit (H20,), hipoklorik asit (HOCI ), ozon
(O3) ve singlet oksijen (O) gibi reaktif tirtinlerdir (Cavdar ve dig., 1997, Halliwell ve
Gutteridge, 2007).

Serbest radikaller baslica 3 yolla olusabilmektedir.

1. Kovalent bagh bir molekiiliin homolitik bdliinmesi. Bu boliinme sonucunda

olusan atomlar ortak elektronlardan birini alir.

X:Y—X+Y

2. Molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
bolinmesi. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,

atomlardan birisinde kalir.

X:Y— X +Y"

3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

X+e—» X

Oksijen kaynakli serbest radikaller viicutta normal veya patolojik durumlarda endojen
olarak sentezlenen metabolik yan iiriinlerdir. Bu iirlinler hemen sentez edildikleri yerde
detoksifiye edilmezler ise zararli etkilerini olustururlar. Serbest radikallerin yol agtig
hiicre hasarmin derecesi hiicre igindeki koruyucu sistemlerin etkinlik derecelerine

baghidir (Halliwell ve Gutteridge, 2007).
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O, radikali, hemen tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir e alarak indirgenmesi ve
indirgenmis gegis metallerinin (demir ve bakir, v.b.) otooksidasyonu sonucunda olusur.
Diisiik pH derecelerinde, reaktivitesi artarak, HO, olusturmak {izere protonlanir. O;" ve
HO, reaksiyona girerek, H,0; olusumuna neden olur. Ayrica, Oy” in bir serbest radikal
olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu, OH' radikali gibi diger toksik iirtinlere
doniisebilme kapasitesine sahip bir reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitrit (ONOQ")
meydana gelir. Boylece dokularda nitrik oksitin vazodilatasyon gibi etkileri inhibe
edilir. O,” bir serbest radikal olmakla birlikte, asil oksidan etkisi direkt zararl etkiden
cok, H,O; kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan

kaynaklanir (Halliwell, 1994).

Membranlardan kolayca gegebilen, uzun omiirlii bir oksidan olan H,O,, molekiiler
oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki e almasi veya O, in bir e almasiyla olusur.
Fakat, biyolojik sistemlerde asil {iretimi Oy~ in dismutasyonuyla (siiperoksid dismutaz
enzimi etkisiyle veya spontan olarak) meydana gelir. H,O, bir serbest radikal
olmamakla birlikte, O, radikali ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan OH' radikalini olusturmak {izere yikilabilir (Cheeseman ve Slater,
1993).

OH' radikali, ROT’larin en gii¢liisiidiir. H,O,’nin, O," ile reaksiyonu sonucu gegis
metallerinin varliginda indirgenmesi (Fenton reaksiyonu) veya suyun yiiksek enerjili
radyasyona maruz kalmasi sonucu olusan, son derece reaktif, zarar verici ve yarilanma
omrii ¢ok kisa olan bir oksidan radikaldir. Tiyoller ve yag asitleri gibi molekiillerden bir
proton koparip, yeni radikallerin olusumuna neden olarak serbest radikal zincir

reaksiyonlarini baglatir (Cheeseman ve Slater, 1993).

H,O,’nin fagositlerdeki en fazla bulunan proteinlerden biri olan miyeloperoksidaz
(MPO) enzimi tarafindan metabolize edilmesi ile okside edici bir radikal olan HOCI
olusur. Bu reaksiyon ozellikle inflamatuvar siireglerde ¢ok 6nemlidir. HOCI', O," ve
H,02’den 100-1000 kat daha fazla toksiktir ve farkli biyokimyasal hedefleri vardir.
Ornegin bazi temel enzimleri inaktive eder (Schraufstiitter ve dig., 1990), plazma
membranindaki tiyol gruplarimi okside eder (Carr ve Winterbourn, 1997), bazi

proteinleri ve plazma membran fonksiyonlarini bozar (Zavodnik ve dig., 2001).
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Serbest radikaller hiicrelerde proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz,
ksantin oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirip, alfa-1l-antitripsin gibi savunma
sistemlerini inhibe ederek, plazma membrani ve organellerde doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak lipidler, siilfidril igeren enzimlerin oksidasyonu ve
enzimlerin inaktivasyonuna  neden olarak  proteinler, polisakkaritlerin
depolimerizasyonuna sebep olarak karbohidratlar ve DNA sarmallarinin ayrilmasini
saglayarak ve niikleotid yapili koenzimleri yikarak DNA {izerinde zararli etkiler
gosterir. Ayrica, serbest radikallerin mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozup, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirma
etkileri vardir. Dolayisiyla bu o6zellikleri ile serbest radikallerin, diyabet, kanser,
ateroskleroz ve kronik inflamasyon gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde énemli rol

oynadigi diistiniilmektedir (Halliwell, 1994).

2.5.1. Serbest radikallerin kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve eksojen olmak
tizere iki gruba ayrilabilir. Eksojen kaynaklar sdyle siralanabilir (Delibas ve Ozcankaya,
1995, Simsek, 1999).

e (Cevresel faktorler: Hiperoksi, hava kirliligi, sigara, alkol, uyusturucu, bocek
ilaglari, metaller.

e Toksik kimyasallar: Kloroform gibi halojenlenmis hidrokarbonlar, redoks
potansiyelli maddeler, karbontetrakloriir

e Stres

¢ Radyasyon

e (esitli antineoplastik ajanlar, antibiyotikler ve anestezikler.

Endojen kaynaklar alti ana bashik altinda toplanabilir (Kavas, 1989, Delibas ve
Ozcankaya, 1995).

e Mitokondriyal elektron tagima sistemi: Aerobik hiicrelerdeki en dnemli serbest
radikal kaynagi, mitokondriyal elektron tasima zincirinde olusan sizintidir.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik
oranda indirgendiginde mitokondriyal O, iiretimi artmaktadir.

e Endoplazmik retikulum ve nuklear membran elektron tagima sistemleri:

Endoplazmik retikulum ve nuklear membrandaki serbest radikal {retimi,
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membrana bagli sitokromlarin  oksidasyonundan kaynaklanir. Nuklear
membranda olusan serbest radikaller 6zellikle DNA’da hasar olustururlar.

e Peroksizom: Peroksizomlar H;O,’in hiicredeki en Onemli kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, yag acil-KoA oksidaz ve
L-a-hidroksi asit oksidaz gibi oksidazlar, O, radikali iiretilmeden bol miktarda
H,0, tiretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda, H,O’in suya ayrigsmasini
katalizleyen CAT enziminin aktivitesi ¢ok yiiksek oldugundan peroksizomlardan
sitozole ne kadar H,0; gectigi bilinmemektedir

e Oksidan enzimler: Oksidan enzimlerin Kkatalitik etkinligi serbest radikal
olusumuna yol agmaktadir. Ksantin oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan
dioksijenaz, galaktoz oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz ve monoamin oksidaz
belli basl oksidan enzimler olarak siralanabilir.

e Aragidonik asit metabolizmasi: Plazma membranina bagli enzimlerden
siklooksijenaz ve lipoksijenaz, prostaglandin ve lokotrien biyosentezi igin
arasidonik asidin oksidasyonunu katalizledikleri sirada karbon ve oksijen
merkezli serbest radikaller aciga ¢ikmaktadir.

e Fagositik hiicreler: Fagositik hiicreler herhangi bir etken ile uyarildiklarinda
ROT’un olusumuyla birlikte, mitokondri disinda oksijen tiiketimi de artar.
Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanim1 sonucu
O2’nin O;7’e indirgenmesi ile NADP+ iiretimi artar. Fagositik hiicrelerin
lizozomal graniillerinde bulunan MPO enzimi, uyaricilarin etkisiyle
ekstraselliiler alandaki fagositik vakuol igine bosaltilir. Fagosite edilmis bakteri,
solunumsal patlama iriinlerinin etkisiyle Oldiiriiliir, ancak bu esnada ROT

iiretimi de gerceklesmis olur.

2.6. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, organizmalarda normal veya patolojik durumlarda endojen olarak
stirekli sentezlenen ve anti-oksidan savunma sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan
kaldirilan molekiillerdir. Serbest radikallerin olusumu ile bunlarin anti-oksidan sistem
tarafindan ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge vardir. Bu denge “oksidatif denge”
olarak adlandirilir. Oksidatif denge durumunda, organizma serbest radikallerin olumsuz

etkilerinden zarar gérmez. Anti-oksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi
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veya serbest radikal olusumunun artmasi nedeniyle, oksidatif denge serbest radikaller
yoniine kayarak oksidatif stres meydana gelir (Serafini ve Del Rio, 2004). Bakterilerin,
notrofiller tarafindan oksijen radikalleri aracilig ile yok edilmesi gibi bazi durumlarda,
serbest radikal olusumu, organizmaya faydali olabilir. Fakat fazla miktarda serbest
radikal iretimi sonucu meydana gelen oksidatif stres hiicrede DNA, proteinler, lipidler,
karbohidratlar ve enzimlerin zarar gérmesine yol agabilir (Song, 2004). ROT’lar ¢ok
yiiksek reaktivitede olmalarina ragmen, olduk¢a kisa bir yarilanma Omriine sahip
olduklar1 i¢in genellikle tiretildikleri bolgelere yakin yerlerde oksidatif doku hasarlarina

neden olurlar.

Immun sistem hastaliklar, iirolojik rahatsizliklar, kas, gz, deri, akciger ve karaciger
hastaliklari, ateroskleroz, iskemik hasar, karsinogenez, norolojik hastaliklar gibi birgok
hastalikta oldugu gibi, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde de
inflamatuvar hiicreler tarafindan olusan mukozal oksidatif stres ve redoks dengesinin
bozulmasi kritik rol oynayabilir. ROT larin iiretimi, nétrofil infiltrasyonu ve kolitin
aktivasyonuna eslik eder (Keshavarzian ve dig., 1999). In vivo yapilan deneylerde
oksidanlarin inflamasyona aracilik ettigi bilinmektedir. Inflamasyonun gelisiminde
bagirsak mukozasina go¢ eden inflamatuvar hiicreler, burada oksidanlar1 ve birtakim
proteazlar1 salarak mukozal hasara neden olurlar. Bagirsakta kronik inflamasyonun
baglamasi veya gelisimine katki saglayan oksidatif stresin yayilmasini neyin sagladigi
hala bilinmemektedir. In vivo deneysel modeller ve insan inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda, oksidatif olarak modifiye olmus markir molekiillerin degerlendirildigi
bilinmektedir. Ornegin, inflamatuvar bagirsak hastaligt olan kisilerin  kolon
biyopsilerinde malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-nonenal seviyelerinin ylikselmesi,
etan solunumu ve pentan bosaltiminin artmasi, yiiksek lipid peroksidasyonunun bir
kanitidir. ROT’lar ile olusan protein hasart ile ilgili olarak, hiicre ve dokularin karbonil
icerigi, oksidatif protein hasar markir1 olarak kullanilmaktadir. Proteinlerdeki tirozin
kalintilarinin nitrasyonu sonucu olusan, 3-nitrotirozin ise peroksinitrit ile modifiye
olmus proteinlerin belirteci olarak kullanilir. Ulseratif kolitli hastalarm kolon
biyopsilerinde proteinlerin karbonil igeriginin arttigi ve esas olarak lamina propreadaki
mononuklear  hiicrelerde  3-nitrotirozin ~ ekspresyonunun  artis  gosterdigi

immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (Kruidenier ve Verspaget., 2002).
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2.6.1. Lipid peroksidasyonu

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki en 6nemli etkileri lipidler tizerinedir. “Lipid
peroksidasyonu” olarak bilinen bu etki hiicrelerdeki membran fosfolipidlerinin
yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde
lipid peroksidasyonunu baslatan radikaller sunlardir: O, OH, RO, RO
Peroksidasyon, kuvvetli yiikseltgen bir serbest radikalin, membran fosfolipidlerinin
yapisinda bulunan a-metilen gruplarindan bir hidrojen atomu kopararak doymamis yag
asidi zincirinin radikal 6zelligi kazanmasi ile baslar. Hidrojen atomunun koparilmasi ile
olusan karbon merkezli lipid radikali, oldukg¢a dayaniksiz bir bilesik olup, molekiil i¢i
cift baglarin aktarilmasi ile dien konjugatlarma doniisiir. Daha sonra dien konjugatlari,
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek, lipid peroksil radikali (LOO’) meydana gelir.
Olusan LOO" membranda bulunan diger doymamis yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid
radikallerinin olugsmasini saglamakta ve bu arada agiga ¢ikan hidrojen atomlarini ise
kendisi alarak lipid hidroperoksitlere (LOOH) dontismektedir. Bu asamada tepkimeler
otokatalitik olarak stirekli sekilde devam eder. Doymamis yag asitlerinin miktarina bagl
olarak, hidroperoksit olusumu da devamlidir. Bu tepkimeler, peroksit gruplarinin bir
araya gelerek tepkimeye girmesi ve etkisiz tiriinler olusturmasina kadar siirer. Meydana
gelen gruplar ise ya birbirleriyle reaksiyona girerek etkisiz iirtinlere doniisiir ya da anti-

oksidanlar ile reaksiyonlar1 sonucu tepkimeyi sonlandirirlar (Yarsan, 1998).

Lipid peroksidasyon olaymin zincir asamasinda ortaya cikan lipid hidroperoksitler son
derece dayaniksiz tiriinlerdir; 6zellikle zincirde agilmalar seklinde yapisal bozulmalara

ugrayarak, aldehidler, ketonlar, alkanlar, alkenler ve karboksilik asitler gibi cesitli
metabolik formlara donisiirler. Bu olaylar sonucunda ortaya ¢ikan malondialdehit
(MDA) gibi iiriinler peroksidasyonun siddetini belirler. U¢ veya daha fazla ¢ift bagh
yag asitlerinin yikilmasi sonucu olusan MDA ve 4-hidroksi-nonenal peroksidasyon
sonucunda olusan en Onemli iriinlerdir (Yarsan, 1998). Bu aldehitler hiicre
membranlarindan kolayca gecebildikleri ve yarilanma Oomiirleri uzun oldugu i¢in doku
hasarindan sorumludurlar. MDA proteinlerin amino grubuna, niikleik asitlerin bazlarina
ve membran bilesenlerine ¢apraz baglanip polimerizasyona neden olarak, etkisini

gosterir. Sonug olarak membran akigkanligi, iyon taginmasi, enzimlerin inaktivasyonu
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gibi membran Ozellikleri degisir. MDA, ayrica DNA bazlar1 ile reaksiyona

girebildiginden, kuvvetli mutajenik, genotoksik ve karsinojeniktir (Isik, 2009).

2.7. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Organizmada ger¢eklesen pek cok biyokimyasal reaksiyon sonucunda olusan serbest
radikallerin zararli etkilerine karsi organizmayi koruyan anti-oksidan sistemler
bulunmaktadir. Hiicreler, boylece serbest radikallerin etkilerinden ve lipid

peroksidasyonundan korunurlar (Halliwell, 1994).
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Sekil 2.9: Serbest oksijen radikallerinin potansiyel enzimatik kaynaklari, hiicredeki
lokalizasyonlar1 ve bazi dnemli endojen anti-oksidan enzimler
(Shihabi ve dig., 2002).

Anti-oksidanlar genel olarak, endojen ve eksojen kaynakl olarak iki grupta incelenirler.
Endojen anti-oksidanlar ise, kendi aralarinda enzim olanlar ve enzim olmayanlar
seklinde simiflandirilirlar. Anti-oksidan enzimler baslica, siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir (Sekil 2.9). Bunlardan baska,
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dolayli olarak anti-oksidan sistem igerisinde yer alan ikincil anti-oksidan enzimler,
glutatyon rediiktaz (GRx) ve glutatyon-S-transferaz (GST)’dir. Enzim olmayan endojen
anti-oksidanlar; a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, glutatyon (GSH), askorbik asit,
melatonin, lirat, seruloplazmin, transferrin, ferritin, albumin ve bilirubindir. Baslica
eksojen kaynakli anti-oksidan sistem elemanlar1 ise, ksantin oksidaz ve NADPH
oksidaz inhibitorleri, gesitli sitokinler, demir selatorleri ve gida anti-oksidanlaridir

(Akkus, 1995, Shihabi ve dig., 2002).

2.7.1. Glutatyon

Glutatyon  (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin)  tim  memeli  hiicrelerinde =~ mM
konsantrasyonlarda bulunan, glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusmus

protein olmayan bir tripeptittir ve hiicre i¢indeki en dnemli anti-oksidan molekiillerden
biridir (Penninckx, 2000).

v-Glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein + ATP —» y-L-glutamil-L-sistein + ADP + P

Glutatyon sentetaz
y-L-glutamin-L-sistein + glisin +ATP—»y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin + ADP +P

Glutatyonun tiyol grubu anti-oksidan savunma, ksenobiyotik ve eikozanoid

metabolizmasi, hiicre siklusu ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde énemlidir.

elkelrofil

UGCS gly tiyoe ter
Ny

NADP XHz O
GSSG

Sekil 2.10: Glutatyon redoks sistemi (Arrick ve Nathan, 1984).
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Glutatyon, ROT’lar ile direkt olarak reaksiyona girerek veya GRx ve GSH-Px gibi
enzimlerin aktivasyonu ile dolayli olarak anti-oksidan savunmada goérev alabilir.
Ornegin, GSH hidroperoksitlerle direkt olarak reaksiyona girmez ancak, GSH-PX igin
substrat olarak kullanildiginda H,O; ve diger hidroperoksitlerin indirgenmesi i¢in temel
bir unsurdur. Glutatyon disilfit (GSSG) diger adiyla okside glutatyon, NADPH
varliginda GRX ile reaksiyona girerek GSH’ye indirgenir (Sekil 2.10).

Okside glutatyon total glutatyonun % 1’inden daha az oranda bulunurken, glutatyon
hiicrelerde ¢ogunlukla indirgenmis tiyol (GSH) formunda bulunur ve asil anti-oksidan
etki bu form tarafindan gergeklestirilir. Oksidatif strese maruz kalma GSSG {iretiminde
artisa neden olur. Artan GSSG, proteinlerin siilfidril gruplari ile yer degistirerek protein-
glutatyon karigimi disiilfitler olusur. Bu protein-glutatyon karigimlarinin yarilanma
Oomiirleri daha uzundur. Yani, GSH/GSSG oran1 ne kadar biiyiikse oksidatif hasara kars1
savunma o kadar gii¢liidiir. Bunun disinda, glutatyon proteinlerin siilfidril gruplarini
indirgenmis halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi koruyarak proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Glutatyon, hiicre membraninda y-glutamil siklusu
ile amino asitlerin tasinmasini saglar. Ayrica, glutatyon glioksilaz ve insiilin
transhidrojenaz gibi enzimlerin kofaktoriidiir. GSH formlar1 ayrica, nonenzimatik olarak
elektrofil bilesenlerle de konjuge olarak hem ksenobiyotik mekanizmasi i¢in hem de
normal fizyolojik metabolizma i¢in gereklidir. Glutatyon, hiicrelerden atilan kiigiik
molekiiller ile de konjuge olur ve bu konjugasyonun detoksifikasyon mekanizmasinin
bir parcast oldugu diisiiniiliir. GSH’nin anti-oksidan savunmadaki diger bir rolii ise
karbon merkezli radikaller ile reaksiyona girme yetenegidir. GSH oksidatif hasari
engellemek i¢in SOD ile birlikte hareket edebilir. Agir metallerin varhigi, yiiksek glikoz
konsantrasyonu ve 1s1 soku gibi durumlarda hiicre i¢i GSH seviyesi degisebilir. H,0;
gibi ROT’lara maruz kalma ya da ROT’lar1 olusturabilen bilesiklere maruz kalma gibi
durumlar GSH sentez oranmi artirabilir. GSH’nin hiicre i¢indeki konsantrasyonu,
kullanimi1 ve sentezi arasindaki dengeyle saglanir. Hiicre icinde GSH igerigi, glutatyon-
S-transferaz ile konjugasyon yaparak, H,O, varliginda GSH-Px aktivitesi ile azalabilir

(Dickinson ve Forman, 2002).
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2.7.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (EC:1.11.1.9), GSH’y1 kullanarak H,O, ve diger
hidroperoksitlerin  indirgenmesinden sorumlu olan bir enzimdir. Bu enzimin
memelilerde bilinen en az 5 izoformu vardir ve bunlarin bazilart bagirsaktaki
absorlayici epitel hiicrelerde lokalizedir (Kruidenier ve Verspaget, 2002). Fakat bu

enzimin iki ana tipi ¢ok daha 6nem kazanmaktadir.

[k izoenzim; aktif bdlgesinde kovalent olarak baglh selenyum atomu igeren, selenyuma
bagimli GSH-Px (Se-GSH-Px)’tir. Bu enzim, organik hidroperoksitler ve H,O;’ye kars1
katalitik aktivite gosterir. Se-GSH-PX, dort protein alt biriminden olusur ve her {inite
aktif bolgesinde selenosistein formunda selenyum atomu igerir. Molekiil agirlig:
yaklagik 85 kDa’dur. Baskin olarak sitoplazmada bulunmakla birlikte, mitokondri ve
peroksizomlarda da mevcuttur. Se-GSH-Px, GSH’in oksidasyonunu Kkatalizleyerek,
H,0, ve diger organik hidroperoksitlerin yikimini saglar. GSSG ise GRX aracilig ile
tekrar GSH’ya indirgenir (Aydin ve dig., 2001).

GSH-Px
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

GRXx
GSSG + NADPH + HY ———»2GSH + NADP"

Ikinci izoenzim ise glutatyon-S-transferaz olarak adlandirilan, selenyuma bagimli
olmayan, H,O,’den daha ¢ok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan
enzimdir. Selenyuma bagimli olmayan GSH-Px’ler glutatyon ile konjugasyon
reaksiyonlarinda glutatyon transferaz olarak aktivite gosterirler (Lawrence ve Burk,
1976).
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2.7.3. Katalaz

Katalaz (CAT) (E.C: 1.11.1.6), yaklasik 240 kDa’luk bir molekiiler agirliga sahip olan,
aktif kisminda 4 tane Fe**-protoporfirin bulunduran bir hemoproteindir. Katalaz,
H,02’yi suya ve molekiiler oksijene pargalayarak, H,O,’nin yikici etkilerine karsi

hucreleri korur.

CAT
2H,0p ——» 2H,0+0,

Ayrica, enzim Hy0, varliginda, peroksidaz etkisi de gostererek, etil ve metil alkol gibi

alkolleri, formaldehit ve asetaldehite oksitler.

CAT
H,O, + AH, —m>» A + 2 H,0

Katalaz aktivitesinin % 98’den fazlasimi olusturan eritrositler, fazla miktarda katalaz
igerir. Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular ise karaciger ve bobrektir. Katalaz
baslica peroksizomlarda bulunmakla birlikte, mitokondri, endoplazmik retikulum ve
sitoplazmada da aktivite gostermektedir. CAT ve GSH-Px enzimlerinin ikisi de substrat
olarak H,0,’yi kullanmalarina ragmen, diisiik konsantrasyonlarda ve devamli olarak
H,02’ye maruz kalma durumunda GSH-Px aktivite gosterirken; akut ve siddetli
oksidatif stres durumlarinda H,O, seviyesi yiikseklere ulastiginda CAT katalitik olarak
aktiftir. GSH-Px, ekstraselliiler alanda CAT’in gorevini istlenir. GSH-Px’in H,0;’ye
afinitesi CAT’dan daha fazladir ve sadece GSH-PXx lipid hidroperoksitler ile de etkili bir
sekilde reaksiyona girerken, CAT’in lipid hidroperoksitleri katalizleme 6zelligi
bulunmamaktadir (Kruidenier ve Verspaget, 2002).

2.7.4. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD), (E.C: 1.15.1.1), O, radikalinin, H,O,’ye dismutasyonunu
katalizlayen, hiicreleri O," radikalinin zararli etkilerinden koruyan ve serbest radikal

saldirisina karst ilk savunmayi gergeklestiren bir metalloenzimdir.
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SOD

20;"+2H" ——— H,0, +0,

Bu reaksiyon, sulu ortamda spontan olarak da gerceklesebilmesine ragmen, ortamda

SOD bulundugu zaman 4000 kat daha hizli ger¢eklesir (Akkus, 1995).

Okaryotik hiicrelerde SOD enziminin, metal icerikleri ve lokalizasyonlarma gore 3

izoenzimi bulunmaktadir (Kruidenier ve Verspaget, 2002). Bunlar;

1. Cu/Zn-SOD: 32 kDa agirliginda, homodimerik ve her bir alt biriminde bir
Cu ve bir Zn atomu igerir. Hiicrelerde en bol bulunan izoenzimdir. En ¢ok
sitoplazmada bulunmakla birlikte; nukleusta, lizozom, i¢ ve dis
mitokondriyal membran bosluklarinda da bulunan ve total SOD aktivitesinin
% 70’inden sorumlu olan formdur.

2. Mn-SOD: 80 kDa agirliginda, kovalent bag olusturmayan, tetramerik
yapida, aktif bolgesinde Mn atomu igeren, mitokondriyal matrikste bulunan
izoenzimdir.

3. EC-SOD: 135 kDa agirliginda, tetramerik yapida, Cu ve Zn igeren
glikoprotein yapisinda, en ¢ok ekstraselliiler sivi ve kan plazmasinda
bulunan, heparin gibi glikozaminoglikanlara yiiksek afinite gosteren, total

SOD aktivitesinin % 0.5-17’sinden sorumu olan izoenzimdir.

2.7.5. Miyeloperoksidaz

Akut inflamasyon durumunda PMN’ler ekstravazasyon ile dokulara go¢ ederler. Bu
hiicrelerin lizozomlarinin primer azurofilik graniillerinde bulunan oksidan ve hidrolitik
enzimler ile fagosite edilmis olan mikroorganizmalar pargalanirken, bazi enzimler de
ekstraselliiler alana salimir (Matheson ve dig., 1981). Inflamatuvar uyarilar sonucu
notrofillerin  aktivasyonu ile ekstraselliler alana salinan enzimlerden biri de
miyeloperoksidazdir. Miyeloperoksidaz, (MPO), (E.C.:1.11.1.7), inflamasyonun
baskilanmasinda 6nemli gorevleri olan, 16kositlerden salgilanan, iki agir ve iki hafif
zincirden olusan, tetramerik, hem prostetik grubuna sahip glikoprotein yapida, bir

lizozomal enzimdir (Andersen ve dig., 1982). Baslica, notrofillerde bulunmakla birlikte
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monosit ve makrofajlarda da az miktarda mevcuttur. MPO, nétrofillerin azurofilik
graniillerinde yliksek oranda bulunmasi nedeniyle, nétrofil infiltrasyonunun kantitatif

belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir biyomarkirdir.

MPO, H;0; ve klor iyonlarmin ¢ok kuvvetli oksidan bir bilesik olan HOCI

doniisiimiinii katalizler.

MPO
H,O, + X + H ———» XOH + H,O
(CI' Br, 1)

HOCI bilinen en kuvvetli oksidan bilesiktir ve kuvvetli antimikrobiyal aktivite gosterir.
Cok sayida biyolojik molekiil ile reaksiyona girebilme kapasitesine sahiptir. HOCI',
glikozamin ve taurin gibi aminler ile reaksiyona girerek, yine kuvvetli bir oksidan olan
klorlanmig aminleri olustururlar. Amonyum ile reaksiyonlar1 sonucunda olusan
amonyum kloriir ise oksitleyici 6zelligi ile tiyol gruplarini siilfoksitlere doniistiirerek,
stilfidril gruplarmin redoks reaksiyonlarina girmelerini engeller (Akkus, 1995). Bundan
baska, cesitli enzimleri inaktive ederek ve hiicre membranlarindaki doymamis yag
asitlerinin de yapisini bozarak, sitotoksik etkiler gosterir. Ayrica MPO, floriir disindaki
diger halojenlerin H,O, varliginda oksidasyonunu katalizler, fakat hiicre iginde klor
derisimi fizyolojik olarak yiiksek konsantrasyonda oldugundan, genellikle reaksiyonlara
klor iyonu da eslik eder (Kettle ve Winterbourn, 1994). MPO, anilinleri ve fenolik
bilesikleri oksitleyerek serbest radikal olusumuna da neden olur. MPO’dan baska,
notrofillerden salinan proteazlar da (elastaz, kollajenaz) hasara katkida bulunurlar. Bu
bilgiler 15181nda, MPO inflamatuvar hastaliklarda nétrofiller tarafindan olusturulan doku

hasarmin esas sorumlusu olarak kabul edilmektedir.

2.8. SITOKINLER

Sitokinler, immiin sistemin haberlesmesinde esas gorevi olan, protein veya glikoprotein
yapisindaki molekiillerdir. Immiin yanitin regiilasyonu, hiicre biiyiimesi ve
farklilagsmasi, doku tamiri gibi proseslerde hiicreler arasindaki kimyasal haberlesmeyi
saglarlar (Oberholzer ve dig., 2000). Pek ¢ok inflamatuvar hastalik sitokin dretimi ile

iligkilendirilmistir. Septik sok, iskemi/reperfiizyon hasar1 ve yara olusumu ve
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rejenerasyonu gibi inflamatuvar durumlarda sitokinlerin roli biiyiik 6nem tagimaktadir

(Thijs ve Hack, 1995, Oberholzer ve dig., 2000).

Sitokinler, makrofaj, graniilosit, endotel hiicre, dendritik hiicre, T ve B hiicreleri, mast
hiicreleri ve tiimdr hiicreleri gibi farkll hiicre tipleri tarafindan salgilanirlar (Munoz ve
dig., 1991, Casey, 2000). Sitokinler genel olarak gecici etki gosterirler ve fizyolojik
sartlar altinda diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Sitokinlerin biyolojik aktiviteleri
membrandaki reseptorler araciligr ile diizenlenir. Sitokin reseptorleri iki ya da daha
fazla transmembran polipeptit zincirlerinden olusur. Bunun yani sira, ¢ézilinebilir sitokin
reseptorleri de vardir. Bu reseptorler, membran bagiml reseptorlerle rekabete girerek,
sitokin sinyallerini diizenlerler. Coziinebilir sitokin reseptorleri, sepsis gibi enfeksiyon
durumlarinda veya romatizmal hastaliklar gibi inflamatuvar hastaliklarda artar (Munoz
ve dig., 1991, Casey, 2000). Coziinebilir sitokin reseptorleri diisiik konsantrasyonlarda
bulunduklar1 zaman sitokin tastyicist olarak gorev yaparak, sitokinlerin etkinligini uzatir
ve aktivitesini dengede tutar. Bakteriyal enfeksiyon durumlarinda oldugu gibi yiiksek

konsantrasyonda olan ¢dziinebilir sitokin reseptorleri sitokinlerin aktivitesini engeller.

Sitokinler, degisik hiicre tiplerinde farkli etkiler gostermektedir. Sitokinler diger
sitokinlerin sentez veya salinmasini artirarak veya azaltarak, immiin veya inflamatuvar
yanit1 baskilayabilir veya arttirabilirler. Sitokinler, hedef hiicrelerindeki hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanarak, ayn1 hiicreden sitokin sekresyonu (otokrin), komsu hiicrelerde
(parakrin) veya uzaktaki hiicrelerde (endokrin) aktivasyona neden olabilirler (Thijs ve

Hack, 1995).

Etki mekanizmalarina gore sitokinler, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar olarak iki
grupta toplanabilirler. Inflamasyonun baslangi¢ fazinda salman pro-inflamatuvar
sitokinler, immiin yanitin baslatilmas1 ve siirdiiriilmesi igin gereklidir. inflamatuvar
stireglerde rol oynayan temel pro-inflamatuvar sitokinler, TNF-a ve IL-1’dir. Ayrica IL-
6 ve IL-8 de sekonder yardimei pro-inflamatuvar sitokinlerdendir. Anti-inflamatuvar
sitokinler ise inflamasyonun ileri asamalarinda salgilanirlar ve inflamatuvar yanitin
kontroliinii saglarlar. Bunlar, IL-4, IL-10, IL-11 ve IL-13’tiir (Alkharfy ve dig., 2000,
Casey, 2000). Dogal immiin yanitta, mononuklear fagositler ve dogal 6ldiiriicti hiicreler
tarafindan {iretilen sitokinler, adaptif immiin yanitta T hiicreleri tarafindan iiretilirler.

Dogal immiinitede gorev alan en 6nemli sitokinlerden olan TNF-a, IL-1 ve IL-6, immiin
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yanitin diizenlenmesinde tek baslarina rol oynamazlar, ancak Th yanitina neden olarak

adaptif immiinitenin gelisimine katki saglarlar (Thijs ve Hack, 1995, Oberholzer ve dig.,
2000).

2.8.1. Tiimor Nekroz Faktor-a

Timoér nekroz faktor-a (TNF-a), makrofaj ve monositler gibi dogal immiin yanitta rol
oynayan hiicreler, ile farklilasmis T hiicreleri tarafindan salgilanan, 17 kDa’luk
pleiotropik bir pro-inflamatuvar sitokindir. TNF-a pro-inflamatuvar etkileri, IL-18 ve
IL-6 {iretimini, adhezyon molekiillerinin ekspresyonlarini, fibroblast proliferasyonunu
artirarak, akut faz yanitini baslatarak ve apoptozu inhibe ederek gergeklestirir (Sanchez-
Muiioz ve dig., 2008). Akut travmaya yanit olarak gergceklesen TNF-a salinimi, hizli ve
kisa siirelidir. Fakat ortamda kisa siireli bulunmasi bile dnemli metabolik degisikliklerin
gelisimine ve siklusun daha ileri basamaklarindaki sitokinlerin aktiflesmesine neden
olur. TNF-a; IL-1, IL-6, IL-8 salinimini uyarir. Aynt zamanda T hiicreleri tarafindan

IFN-y ve IL-2 {iretimini stimiile eden bir mediyatordiir (Sands, 2000).

TNF-o’nin iki farkli spesifik transmembran reseptorii vardir. Tip I reseptor, apoptoz ve
sitotoksisiteyi indiikler ve pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimini uyarir. Tip II reseptor
ise, anti-apoptotik etki ile T hiicrelerinin, dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve fibroblastlarin
yasamasini, proliferasyonunu saglar (Mizoguchi ve dig., 2002). Ayrica, TNF-o’nin
proteolitik olarak pargcalanmis membran reseptdrleri olarak bilinen spesifik ¢dziinebilir
reseptorlere baglandigi da bilinmektedir. Bu ¢oziinebilir reseptorler bir dogal TNF
inhibitori gibi etki gostererek, yarismali olarak dolagimda bulunan fazla TNF-o’y1

baglayip noétralize ederek koruyucu rol oynamaktadir (Sayim, 2010).

TNF-o inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde mukozal immiin yanitta rol
oynayan ve inflamasyonun siirecinde ilk suglanan sitokindir. Doku hasar1 veya
enfeksiyonlar sonucu olusan immiin yanitta pro-inflamatuvar sitokin siklusunun
baslamasini saglar ve immiin yanitin olusmasindaki en etkin aracilardan biridir (Sayim,
2010). TNF-a ayrica bagirsak permeabilitesinde artisa neden olan bir molekiildiir.
Ulseratif kolitli hastalarin kolon dokularinin incelendigi bir ¢alismada, mukozada TNF-
o seviyesinin arttigit ve buradaki aktif makrofajlarin TNF-a sekresyonu yaptigi
gosterilmistir (Stucchi ve dig., 2006). Baska bir caligmada, serumdaki TNF-a,

diizeylerinin, inflamatuvar bagirsak hastalik aktivitesinin klinik ve laboratuvar
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gostergeleri ile korele oldugu goriilmiistir (Reimund ve dig., 1996). Infliximab,
adalimumab ve certolizumab pegol gibi ajanlar ile anti-TNF-a terapisi, Crohn

hastaligini belirgin derecede iyilestirmistir (Yamamoto-Furusho, 2007).

2.8.2. interlokin-10

Interlokin-10 (IL-10) immiin yamit: baskilayan 18 kDA agirhiginda énemli bir anti-
inflamatuvar pleiotropik sitokindir. CD4 Th2 hiicreler tarafindan salinan IL-10 antijen
sunan hiicrelerden sitokin iiretimini inhibe ederek, hem dogal hem adaptif immiin yaniti
kontrol eden 6nemli bir sitokindir. Antijen sunumunu ve pro-inflamatuvar sitokin
salinimini baskilayarak mukozal inflamasyonu iyilestirir. Bu nedenle IL-10 bagirsak
homeostazin1 diizenleyici énemli bir faktordiir (Sanchez-Mufoz ve dig., 2008). IL-10
geni olmayan farelerde kronik kolitin gelistigi goriilmektedir ve mukozal immiin sistem
tizerinde IL-10’un Onemli terapdtik etkileri vardir (Wirtz ve Neurath, 2007). IL-10

inaktive olan farelerde IL-12 ve IFN-y iiretimi artar.

IL-10, IL-10 reseptdr I ve II olarak adlandirilan iki zincirli bir reseptore sahiptir ve IL-

10 homodimer olarak bu reseptorlere baglanir (Paul ve dig., 2011).

Dogal immiinitede, I1L-10 ekspresyonu Toll-benzeri reseptor (TLR) bagimli veya
bagimsiz yollar ile tetiklenebilir. TLR’ler patojenlerdeki bazi molekiilleri tanirlar.
Patojenlerin TLR’ye baglanmasi ERK, P38-MAPK, fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) ve
NF-kB yolaklarin1 aktiflestirerek inflamasyonu baslatir. P38-MAPK ve PI3K’in
aktivasyonu IL-10 tiretimini baskilar (Giinzl ve dig., 2010).

IL-10, dentritik hiicrelerdeki MHC II molekiillerinin ekspresyonlarini azaltarak, bu
hiicrelerin antijen sunumunu engeller. Boylece T hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe
eder. IL-10 ayrica, IL-1, IL-6, TNF-a ve IL-12 salinimini da inhibe eder. Ayrica otokrin
olarak kendi ekspresyonunu arttirir (Paul ve dig., 2011). IL-10, sinyal iletici
transkripsiyon aktivatorii-3 (STAT-3) yolu ile aktif makrofajlarin proliferasyonunu
inhibe eder (O’Farrell ve dig., 1998). IL-10 cevabina bagl olarak makrofajlardan pro-

inflamatuvar sitokinlerin tiretimi ve MHC Il molekiillerinin tiretimi de azalir.
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Adaptif immiinitede ise IL-10un T hiicreleri lizerindeki etkileri indirekttir. IL-10,
dentritik hiicrelerin antijen sunmasini engelleyerek ve IL-12 ile IFN-y sekresyonunu
inhibe ederek, naif T hiicrelerinin Th1 hiicrelere farklilagmasini engeller. Th2 hiicreleri
tarafindan tretilen IL-10, Thl hiicrelerin olusumunu da kontrol eder (Paul ve dig.,
2011). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda regiilatér T hiicreleri tarafindan I1L-10
tiretimi 6nemlidir. Regiilator T hiicreleri tarafindan IL-10 ve transforme edici biiylime
faktorii-f sekresyonunun uyarilmasi bu hiicrelerin baskilayici fonksiyonlar1 igin
gereklidir (Mills, 2004). Ayrica regiilator B hiicreleri de IL-10 {iretiminde rol oynar
(Fillatreau ve dig., 2008).

IL-10, IL-10 reseptor I ve II’ye baglandiginda, Janus kinazlar (Jakl ve Tyk2)’in
aktivitesi artar. Bu reseptor alt birimlerinin ve diger kinazlarin fosforilasyonu STAT3
molekiillerinin dimerizasyonuna ve fosforilasyonuna neden olur. Dimerik STAT3
nukleusa transloke olur ve DNA iizerindeki STAT baglayici elementlere baglanarak, IL-
10 cevap genlerini aktiflestirir. Diger sitoplazmik molekiiller de aktif reseptor
komplekslerine baglanabilir. Bu PI3K ve MAPK yolaklarimin aktivasyonu ile
sonuglanir. STAT3’lin fosforilasyonu IL-10’un anti-inflamatuvar 6zelliklerini arttirir.
IL-10, TLR sinyallerini, baz1 gerekli sinyal molekiillerinin proteozomal degredasyona
ugratarak inhibe eder. Bu yolla IL-10, NF-kB’nin ve TNF-a, IL-6, IL-1 gibi
inflamatuvar  sitokinlerin  ekspresyonlarini  engeller.  Inflamatuvar  bagirsak
hastaliklarinda IL-12’nin hastalig1 arttirici aktivitesi IL-10 tarafindan da antagonize
edilir. IL-12 heterodimerik reseptdriine baglandiginda Jak2 ve Tyk2 araciligi ile STAT-
4 aktiflesir. IL-12 boylece Thl ve dogal oldiiriicii hiicreleri aktiflestirerek IFN-y ve
TNF-a salinimina neden olur. IL-10, NF- kB’yi diizenleyerek IL-12 iiretimini baskilar
(Paul ve dig., 2011) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11: Inflamatuvar bagirsak hastaliklarida IL-10 sinyal yolag: (Paul ve dig., 2011).

Galektin-1 antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki glikanlara baglandiginda bu
hiicrelerden IL-27 salinimu tetiklenir. IL-27, T hiicrelerinin yiizeyindeki 1L-27 spesifik
reseptore baglanarak, IL-10 sentezini uyarir. Alternatif olarak, dimerik Gal-1’in aktif T
hiicrelerine direkt olarak baglanmasi, IL-10 salinimina neden olarak regiilator tip I

hiicreye farklilasmasi ile sonuglanir (Cedeno-Laurent ve Dimitroft, 2012) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Galektin-1’in direkt (a) veya indirekt (b) mekanizmalar ile T
hiicrelerinde TL-10 sentezini uyarmasi (Cedeno-Laurent ve Dimitroff, 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE)
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 27.06.2012 tarihli ve 95 sayili karar yazisi ile
Etik Kurul ilkelerine uygun bulunmustur. Caliymamizda, Istanbul Universitesi
DETAE’de yetistirilen 8-10 haftalik C57BL/6 soyu 32 adet erkek fare kullanildi.
Hayvanlarin deney oncesindeki bakimlari, Istanbul Universitesi DETAE Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari standart kosullarinda yapildi. Bu siirede farelere pellet yem ve
musluk suyu verildi. Calisma boyunca her giin ayni saatte, agirlik degisimlerinin
belirlenmesi amaciyla, farelerin agirliklar: tartildi ve igtikleri su/DSS’1li su miktarlart
kaydedildi. Farelerde kolit olusumunun saglanmasi amaciyla kullanilan % 3 DSS (w/v)
(MP Biomedicals, molekiiler agirligi: 36.000-50.000 Da) soliisyonu her giin taze olarak

otoklavlanmis steril musluk suyu ile hazirlandi.

Rastgele segilen fareler 4 gruba ayrildi:
Grup | (Kontrol Grubu) (n=8): 7 giin boyunca giinde 1 kez, galektin-1 ¢oziiciisii
olarak 0.1 ml fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) intraperitoneal yolla enjekte edilen ve

deney siiresince steril musluk suyu verilen, 8. giinde sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup Il (DSS Verilen Kolit Grubu) (n=8): Deneyin ilk 2 giinii steril musluk suyu
verilip, 3. giinden itibaren 5 giin boyunca steril musluk suyu iginde ¢oziindiiriilen % 3
DSS verilen ve diger deney grubundaki hayvanlarla esit sartlar1 saglayabilmek
amaciyla, 7 giin boyunca giinde 1 kez galektin-1 ¢oziiciisii olarak intraperitoneal yolla
0.1 ml PBS (pH 7.4) enjekte edilerek, 8. giinde sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup Il (Galektin-1 Verilen Grup) (n=8): 7 giin boyunca giinde 1 kez, PBS (pH
7.4)’te ¢oziindiiriilen rekombinant insan galektin-1 (Novoprotein Scientific Inc.), 1
mg/kg dozda ve 0.1 ml olacak sekilde intraperitoneal olarak enjekte edilen ve steril
musluk suyu verilen, son enjeksiyondan 24 saat sonra 8. giinde sakrifiye edilen

hayvanlar.
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Grup IV (Galektin-1 ve DSS Verilen Grup) (n=8): Deneyin ilk 2 giinii steril musluk
suyu verilip, 3. glinden itibaren 5 giin boyunca steril musluk suyu i¢inde ¢6ziindiiriilen
% 3 DSS verilen; 7 giin boyunca giinde 1 kez PBS (pH 7.4)’te ¢oziindiiriilen
rekombinant insan galektin-1, 1 mg/kg dozda ve 0.1 ml olacak sekilde intraperitoneal
olarak enjekte edilen ve son enjeksiyondan 24 saat sonra 8. giinde sakrifiye edilen

hayvanlar.

Intraperitonal PBS enjeksiyonu

WWWW%ii —

Gémler 1 2 3 4 5 6 7 8<gsakrifiye
<I..C.‘Il...‘.....l......'..)

DSS igermeyen su

intraperitonal PBS enjeksiyonu

YVYV¥Y V¥V VY ——

Génler ) 6 7 8 <« sakrifiye

L]
w
4

M

Intraperitonal Galektin-1 enjeksiyonu (1 mgkg/giin)

VV*VVii e

Génler 1 2 3 4 5 6 7 §<gesakrifiye
(...........................)

DSS icermeyen su

Intraperitonal Galektin-1 enjeksiyonu (1 mgkg/giin)

*V***i*

Géanler 1 2 3 4 5 6 7 8«gsakrifiye

Sekil 3.1: Gruplara ait deney protokolii.
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Farelere yapilan tiim enjeksiyonlar her giin aynmi saatte (9.00°da) gerceklestirildi.
Deneyden bir gece 6nce (12 saat) a¢ birakilan fareler, yapilan son enjeksiyonlardan 24

saat sonra 8. giin saat 9.00°da intraperitoneal ketamin (40 mg/kg, Ketalar, Pfizer)

enjeksiyonu ile anestezi edildiler.

Anestezi altindaki farelerin agirliklar1 6l¢iildii. Farelerin tiimiiyle c¢ikarilan kolon
dokularinda, distal kolonda aniisiin proksimalindeki 1 cm’lik segment ikiye ayrilarak
histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerde kullanilmak {izere fiksatifler igine
alindi. Biyokimyasal incelemeler i¢in ise geriye kalan kolon dokusu 3 esit pargaya
boliinerek, proksimalden itibaren ilk iki par¢a ELISA yontemlerinde kullanilmak tizere
buz soguklugunda PBS (pH 7.2) i¢inde, son doku pargasi ise spektrofotometrik tayinleri
gerceklestirmek amaciyla i¢in buz soguklugunda % 0.9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS)

iginde deneyin yapilacag: giine kadar -86°C’deki derin dondurucuda saklandi.

3.1. GALEKTIN-1 AKTIiVITE TESTI

Farelere terapotik amagla enjekte edilen rekombinant galektin-1’in, deney Oncesi
aktivitesinin kontrol edilmesi amaciyla hemagliitinasyon testi yapildi. 5 ml taze kan
EDTA’l1 tiipe alind1 ve oda sicakliginda 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi iistte kalan plazma kismi pipet yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Eritrositlerin
bulundugu peletin tzerine % 0.9’luk FTS eklendikten sonra oda sicakliginda 800
rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak eritrositlerin yikanmasi saglandi. Ustte kalan
slipernatant uzaklastirilarak, altta kalan hiicre sollisyonu 1:1 oraninda FTS ile
sulandirildi ve hazirlanan bu seyreltik eritrosit soliisyonu ile hemagliitinasyon testi
yapildi. Ug adet lam alinarak, birinci lama sadece 20 pl seyreltik eritrosit siispansiyonu;
ikinci lama 20 pl seyreltik eritrosit siispansiyonu ve 20 ul Gal-1 ¢oziiciisii olan PBS;
ticlincli lama ise 20 pl seyreltik eritrosit siispansiyonu, 20 ul PBS ve 20 ul PBS’te
¢oziinmiis Gal-1 konuldu. Tim lamlar Olympus CX41 model 1s1tk mikroskobu ile
incelendi ve Olympus DP71 model dijital kamera ile fotograflar1 cekildi. Negatif
kontrol olarak kullanilan birinci ve ikinci lamlarda higbir agliitinasyon goézlenmezken
(Sekil 3.2, Sekil 3.3), Gal-1’in bulundugu iciincii lamda bu lektinin eritrositleri
coktiirdiigli tespit edildi (Sekil 3.4). Yalnizca ii¢lincii lamda agliitinasyonun olmasi,

rekombinant insan Gal-1’in aktif durumda oldugunu gésterdi.
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Sekil 3.2: Fizyolojik tuzlu su (% 0.9) ile negatif agliitinasyon. Orijinal biiyiitme x100.

Sekil 3.3: PBS ile negatif agliitinasyon. Orijinal biiylitme x100.
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Sekil 3.4: Galektin-1 ile pozitif agliitinasyon. Orijinal biiyiitme x100.

3.2. FARELERDEKI % VUCUT AGIRLIK DEGIiSIMININ TESPiTi

Tiim gruplardaki farelerin % viicut agirligi degisimlerinin tespit edilmesi amaciyla
deney siiresince her giin ayni saatte farelerin agirliklart kaydedildi. Farelerin o gilinkii
viicut agirliklart ile deney baslamadan 6nceki agirliklari arasindaki fark alinarak, %
degisim giinliik olarak hesaplandi. Deney boyunca her giin tiim gruplardaki fareler
arasinda % viicut agirlik degisimi istatistiksel olarak degerlendirilerek, gruplara gore

farelerin % viicut agirlik degisim grafigi ¢izildi.

3.3. FARELERIN KOLON UZUNLUKLARININ OLCULMESI

Deneyin son giinii anestezi altindaki farelerin orta hat kesileri yapildi. Hayvanlarin
kolon dokular tiimiiyle (¢ekumdan aniise kadar) ¢ikarildi ve fekal igerik dikkatlice
temizlendi. Tiim kolon dokusunun uzunlugu 6l¢iildi. Tiim farelerin kolon uzunluklarina
ait degerler istatistiksel olarak degerlendirilerek, gruplara gore kolon uzunluklarina dair

Ol¢iim grafigi cizildi.
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3.4. HASTALIK AKTIiVITE INDEKSLERININ BELIRLENMESI

Kolitin klinik degerlendirmesi, Cooper ve dig. (1993) tarafindan gelistirilen bir yontem
olan Hastalik Aktivite Indeksi (HAI)'nin tespiti ile yapildt HAI, kolondaki
inflamasyonun yayilimi ve siddetinin degerlendirilmesi amaciyla; viicut agirligi, diski
kivami ve rektal kanama diizeylerinin belirlenmesiyle hesaplanir. DSS ile olusturulan
kolit modelinde HAI giinliik olarak hesaplanir ve hastalifa yonelik tedavilerde HAI
skorlarinda azalma saptanmasi tedavi edici ajanin terapdtik etkinligi hakkinda dnemli
bilgi verir. HAI i¢gin kullanilan her bir parametre 0 (hasarsiz) - 4 (siddetli hasar) arasinda
skorlandirildi ve 3 parametreye ait skorlar toplanarak, aritmetik ortalamasi alindi.
Maksimum skor, bir birey i¢in 4 kabul edildi. Calismanizda farelerin HAI’leri giinliik
olarak hesaplandi ve deney sonunda DSS verilen kolit grubunda HAI skoru >3 olan

fareler kullanildi. HAI skorlandirilmas: Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Hastalik Aktivite Indeksi Skorlama Sistemi (Cooper ve dig., 1993).

0 Yok Normal Yok

1 1-5

2 5-10 Yumusak Gizli kan

3 10-20

4 >20 Diyare Goriiniir kanama

Hayvanlarin diskilarinda gizli kanin varligi, Hemoccult Gizli Kan Testi Kiti (Hema-
Screen Occult Blood Test, Stanbio Laboratory) kullanilarak saptandi. Gizli kan i¢eren
digki, guaiac (guaiakonik asit gibi fenolik bilesenler igerir)’li test kagidina
uygulandiginda hemoglobin ile guaiac temas eder ve reaksiyonu gelistirici soliisyonun
eklenmesiyle gelisen peroksidaz reaksiyonu sonucu olusan oksijen guaiac’t okside
ederek mavi renk olusturur. Renk olusumu hemoglobin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir ve digkida kan bulundugunun kanitidir.
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Hemoglobin + Reaksiyon gelistirici soliisyon (H202) ;
Hb + 2H,0, —2H,0 + O,

Guaiac’n oksidasyonu,;

O, + Guaiac — Okside Guaiac

(renksiz) (mavi)

3.5. HISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME

Histopatolojik yontemler i¢in tim gruplardaki farelerin distal kolon dokular1 kullanilda.
Distal kolonun aniisiin proksimalinde bulunan kismindan ilk 0.5 cm’lik segmentler
halinde alinan dokular genel histolojik incelemede kullanilmak iizere, Bouin
soliisyonunda oda sicakliginda 24 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben, yiikselen alkol
serilerinden gegirilip, ksilolde seffaflastirildiktan sonra parafine gomiilen kolon doku
parcalarindan 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler albumin mayer kapli lamlara
yapistirildi. Hematoksilen-Eozin (HE) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) ile boyanarak,
Olympus CX 41 model 151k mikroskobu ile incelendi ve Olympus DP71 model dijital

kamera ile fotograflar cekildi.

3.5.1. Kolitin Mikroskobik Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kolon kesitlerindeki histolojik kolit hasar skorunun
mikroskobik olarak belirlenmesi igin, Dieleman ve dig. (1998) tarafindan gelistirilen
kolit skorlama sistemi kullanildi. Buna gére, inflamasyonun siddeti, inflamasyonun
yayilimi Ve kript hasart gibi 6lgiitlere gore her bir fareye ait kesitler 151k mikroskobik
olarak degerlendirildi. inflamasyonun siddeti ve yayilim1 0-3 arasinda, kript hasar1 ise
0-4 arasindaki bir skalaya gore derecelendirildi. Daha sonra, her bir 6l¢iit skoru, o
oOl¢iitiin kesit tizerindeki yiizde tutulum skoru ile garpilarak, ii¢ dlgiitiin skorlar1 toplandi.
Bir birey i¢in maksimum kolit hasar skoru 40 olarak kabul edildi. Bireysel hasar skoru
istatistiksel olarak degerlendirildi. Histolojik kolit skorlamasi sistemi Tablo 3.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Histolojik Kolit Skorlama Sistemi (Dieleman ve dig., 1998).

Yok

Hafif

Orta

Siddetli

Yok

Mukoza
Submukoza
Transmural

Yok

Bazal 1/3 hasarli
Bazal 2/3 hasarli
Kript kaybi, sadece yiizey epiteli var

Inflamasyon siddeti

Inflamasyon yayilimi

Kript hasan

Kript ve viizey epitelinde kayip
% 0

% 1-25

% 26-50

% 51-75

% 76-100

Yiizde tutulum

A WODNPFPOIPR ONPEPOIWNPEFP OWDNE,O

3.6. Ki-67 IMMUNOHISTOKIMYASI

Bu caligmada 151k mikroskobu diizeyinde kolon kesitlerinde hiicre proliferasyonunu
tespit edebilmek amaciyla “Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz” yontemi kullanilarak, anti
Ki-67 (¢ogalan hiicre belirteci) antikoru ile immiin isaretleme yapildi. Ki-67
immiinohistokimyasi i¢in, alinan distal kolon dokusu pargalari % 10 tamponlanmis
formalin fiksatifinde, +4°C’de 24 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben yiikselen alkol
serilerinden gegirilip, ksilolde seffaflagtirildiktan sonra parafine gomiilen kolon
dokularindan 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler poli-L-lizin kapli lamlara
yapistirildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra distile suda
calkalanip, antijen iyilestirmesi igin sitrat tamponunda (pH 6.0), mikrodalgada (700 W)
15 dakika kaynatildi ve 20 dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra
kesitler, PBS (pH 7.4) ile yikanarak, hiicre membranlarinin gegirgenliginin artirilmasi
amaciyla 10 dakika siireyle % 0.3 Triton X-100’de bekletildi. Dokudaki endojen

peroksidaz aktivitesinin inhibe edilmesi i¢in kesitler metanolde hazirlanan % 3’lik
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H.0, soliisyonunda 10 dakika siiresince tutuldu. Daha sonra Histostatin-Plus Kiti
(Invitrogen) igin verilen yonteme uygun sekilde, kesitler dokuda spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi ig¢in 7 dakika bloklayici soliisyonda bekletildi. Kesitlere,
Ki-67 igin spesifik olan primer antikor (Abcam-ab16667), % 3’liikk Triton X-100 igeren
PBS (pH 7.4) soliisyonunda 1/100 diliisyonda hazirlanarak uygulandi ve gece boyunca
(16 saat) +4°C’de inkiibe edildi. Bu asamada, negatif kontrol kesitlere antikor yerine %
3’lik Triton X-100 igeren PBS (pH 7.4) soliisyonu uygulandi. Daha sonra Kesitler,
biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz enzim konjugatinda 25’er
dakika oda 1sisinda nemli bir kap igerisinde bekletildi. Kesitlere renk reaksiyonunu
gerceklestirmek amaciyla AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) 15 dakika uygulanarak,
mikroskop altinda renk olusumu gozlendi. Reaksiyonun durdurulmas: igin Kesitler
distile suya alindiktan sonra, 10 saniye zit boya olarak Mayer Hematoksilen uygulandi.
Zit boya sonrasinda boyay1 sabitlemek icin Kesitler distile suya alindi. GVA kapatma
soliisyonu kullanilarak, lamel ile kapatilip +4°C’de saklandi. Bloklayic1 soliisyon
uygulanmasindan sonraki asama harig, diger tiim asamalar arasinda yikamalar 10 dakika

stireyle % 0.05’1ik PBS-Tween20 ile yapildi.

Ki-67 immiinohistokimyas1 ile kolon mukozasinda isaretlenen ¢ogalan hiicreler,
Olympus CX41 model 151k mikroskobunda X40 objektif kullanilarak incelendi ve
Olympus DP71 dijital kamera ile fotograflari ¢ekildi. Hiicre proliferasyon indeksi, kolon
kesitlerinde rastgele secilen kolon mukozasinin farkli alanlarindaki Ki-67 pozitif
cogalan hiicre sayisinin, alandaki tiim hiicre sayisina oraninin 100 ile ¢arpilmasi ile

hesaplandi. Her bir bireye ait kesitlerde, farkli alanlardaki toplam 1000 hiicre sayildi.

Ki-67 pozitif ¢ogalan hiicre sayisi
Hiicre proliferasyon indeksi (%) = x 100
Toplam hiicre sayisi

3.7. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Lipid peroksidasyonunun ve anti-oksidan sistem parametrelerinin incelenmesi igin
farelerden alinan kolon doku ornekleri, analizlerin yapilacagi giine kadar -86°C’deki
dondurucuda % 0.9’luk FTS icinde saklandi. Analizlere baslamadan énce -86°C’den

alman orneklerin 6nce -20°C’de, daha sonra da +4°C’de bir giin bekletilerek
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¢oziinmeleri saglandi. Coziinen dokular % 0.9’luk FTS ile yikandiktan ve kurulandiktan
sonra agirliklar tartildi. Kolon 6rnekleri, 1 g doku igin 10 ml FTS ile sulandirilarak,
cam homojenizatdrde ve buz dolu bir kabin i¢inde homojenize edildi. Homojenize
edilen dokular 10.000 g’de 20 dakika (+4°C’de) santrifiij edilerek, berrak siipernatantlar
elde edildi. Her giin analiz yapilacak sayidaki doku homojenize edilerek, biyokimyasal

parametrelerin dl¢iilmesinde taze siipernatantlar kullanildu.

Homojenatlarda total protein seviyeleri Lowry yontemine gore (Lowry ve dig., 1951),
malondialdehit seviyeleri Ledwozyw yontemine gore (Ledwozyw ve dig., 1986),
glutatyon seviyeleri Beutler yontemine goére (Beutler, 1963), glutatyon peroksidaz
aktiviteleri Paglia-Valentine yontemine gore (Paglia ve Valentine, 1967), katalaz
aktivitesi Aebi yontemine gore (Aebi, 1984), siiperoksid dismutaz aktiviteleri Sun
yontemine gore (Sun ve dig., 1988) spektrofotometrik (Schimadzu UV 1700) olarak
belirlendi. Tiim 6rnekler ¢ift tekrarh ¢alisildi.

3.7.1. Total Protein Tayini

Prensip

Total protein seviyeleri Lowry (Lowry ve dig., 1951) yontemine gore,
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontemin esasi, folin reaktifinde bulunan
fosfomolibdik/ fosfotungustik asit ¢ozeltisinin alkali kosullarda proteinlerdeki tirozin ve
triptofan gibi aromatik halka igeren amino asitler ile verdigi reaksiyona dayanir. Alkali
ortamda bakir iyonu (Cu+2) proteinlerdeki peptid baglar1 ile kompleks olusturur ve
Cu*?’e indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan amino
asitleri folin reaktifini indirgeyerek mavi renkli bir kompleks olusumuna neden olur.
Olusan rengin, spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda verdigi absorbans siddeti

protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan ¢ozeltiler:
e A reaktifi: % 2 NayCOsz, 0.1 N NaOH ¢ozeltisi icerisinde hazirlanarak,
kahverengi sisede ve oda sicakliginda saklandi.
e B reaktifi: % 0.5 CuSO4.5H,0, % 1 dipotasyum tartarat ¢ozeltisi igerisinde her

calismada taze olarak hazirlandi.
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e C reaktifi: 50 ml A reaktifi ile 1 ml B reaktifinin karisimiyla her ¢caligmada taze
olarak hazirlandi.

e Folin reaktifi (E reaktifi): 100 g Na-tungustat, 25 g Na-molibdat, 50 ml
%85°1ik fosfat asidi, 100 ml derisik HC1 ve 700 ml ultra saf su karistirildi ve 10
saat kaynatildi. 150 g Li,SOy, 50 ml ultra saf su ve birkag damla brom eklenerek
15 dakika kaynatilip, sogutuldu ve ultra saf su ile 1 litreye tamamlandi. Stok
olan bu reaktif, deneyde kullanilirken 1:2 oraninda ultra saf su ile seyreltildi.

e Standart cozelti: % 100 mg sigir serum albumin (BSA) igeren stok ¢ozelti %
0.9’luk FTS ile hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden FTS ile seyreltmeler yapilarak %
5’lik, % 10’luk, % 15°1ik ve % 20’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Yontem

Kor, 6rnek ve standart tiipler asagidaki gibi hazirland1 ve iki tekrarli ¢alisildi.

Seyreltik doku siipernatant - 0.5ml -
Standart ¢ozelti - - 0.5ml
FTS 0.5ml - -
C reaktifi 2.5 ml 2.5ml 2.5ml

Tiipler vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
E reaktifi 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml

Tiipler vorteksle karistirildi ve oda sicakhiginda 30 dakika bekletildikten sonra

absorbanslar spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda koére kars: okundu.

Hesaplama
Her bir standart ¢ozeltiden en az 20 tekrar ¢aligildi ve elde edilen absorbans degerlerinin
aritmetik ortalamasina gore, standart grafik ¢izilerek, % mg olarak total protein

seviyeleri hesaplandi. Grafikten okunan degerler seyreltme faktorii ile ¢arpildi.
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3.7.2. Lipid Peroksidasyon Tayini

Prensip

Lipid peroksidasyon seviyeleri Ledwozyw (Ledwozyw ve dig., 1986) yontemine gore
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontem, coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda olusan MDA ’nin sicak ortamda tiyobarbiturik asit (TBA) ile
reaksiyonu sonucunda olusan kirmizi-pembe rengin 532 nm dalga boyunda verdigi

absorbansin spektrofotometrik olarak él¢lilmesine esasina dayanir.
Kullanilan c¢ozeltiler:

e 0.6 MHCI

e 1.22 M Trikloroasetik asit (TCA) cozeltisi: 0.6 M HCl ile hazirland1.

e 1M NaOH

e Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 500 mg TBA, 6 ml 1M NaOH ve 69 ml

ultra saf su ile ¢oziildii.

e Standart ¢ozelti: 4.4 nmol/ml 1.1.3.3-tetra etoksi propan
Yontem

Kor, ornek ve standart tiipler asagidaki gibi hazirlandi.

Doku siipernatanti - 0.5 ml -
Standart ¢ozelti - - 0.5 ml
Ultra saf su 0.5ml - -
TCA 2.5ml 2.5ml 2.5 ml

Tiipler vorteksle karistirildi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.
TBA 0.75 ml 0.75 ml 0.75 ml

Tiipler vorteksle karistirildi ve kaynar su banyosunda agizlari kapali olarak 30 dakika
bekletildi. 30 dakika sonra tiipler sogutuldu.

n-biitanol 2ml 2ml 2ml
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Daha sonra tiipler 1 dakika boyunca kuvvetlice ¢alkalandiktan sonra, 4000 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak 532 nm’de kore karsi absorbanslar
kaydedildi. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hesaplama

Oabsx 44
MDA (nmol/mg protein) =
Sabs X P

Oabs: Ornegin absorbansi

Sabs - Standartin absorbansi

4.4 : Standart ¢cozeltinin konsantrasyonu (nmol/ml)
P : Doku protein miktart (mg/ml)

3.7.3. Glutatyon Tayini

Prensip

Indirgenmis  glutatyon miktar1 Beutler (Beutler, 1963) yontemine gore,
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontemin esas1, Ellman reaktifi olarak da bilinen
5-5’-dithio-bis(2-nitro)benzoik asit’in  (DTNB), indirgenmis glutatyonun siilfidril
gruplart ile indirgenerek sari renkli bir iriin olan 2-nitro-5-merkaptobenzoik asite

doniigmesine ve bu bilesigin 412 nm’de verdigi absorbansin dl¢iilmesine dayanir.

Kullanilan cozeltiler:

e Proteinsizlestirme (Coktiirme) ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2
g EDTA-Na ve 30 g NaCl ultra saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 ml’ye
tamamland1. Cozelti +4°C’de 3 hafta dayaniklidir.

¢ 9% 1’lik Sodyum Sitrat ¢ozeltisi

e Ellman (DTNB) reaktifi: % 40 mg DTNB % 1°’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlandi. Bu ¢ozelti +4 °C’de 13 hafta dayaniklidir.

e Sekonder Sodyum Fosfat (Na;HPO,) ¢ozeltisi: 0.3 M Na;HPO, ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢6zelti +4°C’de saklandi.
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e Standart cozelti: % 100 mg stok GSH c¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
ultra saf su ile seyreltmeler yapilarak % 1’lik, % 2.5’lik ve % 5’lik standart

¢oOzeltiler her ¢calismada taze olarak hazirlandi.

Yontem
Deney tiiptine 0.5 ml doku homojenati ile 0.75 ml ¢oktiirme ¢ozeltisi konarak vorteksle

kanistirildi ve 4000 g’de 5 dakika santrifiij edilerek protein igermeyen siipernatant elde
edildi.

Kor, ornek ve standart tiipler asagidaki gibi hazirlandi.

Doku siipernatanti - 0.5ml -
Standart c¢ozelti - - 0.5ml
Ultra saf su 0.5 mi - -
Na,HPO, ¢ozeltisi 2 mi 2 mi 2ml
DTNB reaktifi 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml

Tiipler vorteks ile karigririldiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
Absorbanslar kore karst 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hesaplama

Ops X A X 2.5 x 10°

GSH (nmol/mg protein) =
Sabs X 307.3 x P

Oas : Ornegin absorbansi

Saps : Standartin absorbansi

A : Calismada kullanilan standartin konsantrasyonu (% mg)
307.3 : GSH’nin molekiil agirlig

P : Doku protein miktar1 (% mg)
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3.7.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Prensip

Kolon orneklerinde GSH-Px aktivitesi Paglia-Valentine (Paglia ve Valentine, 1967)
yontemine gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Reaksiyon ortamina eklenen H,0;
varliginda, Ornekteki GSH-Px aktivitesi ile GSH yiikseltgenir. GSSG’nin, GRX
aktivitesi ile tekrar indirgenmesi NADPH’nin yiikseltgenmesine neden olur.
NADPH’nin NADP+’ya yiikseltgenmesi, GSSG’nin olusum hiz1 oranindadir ve 366 nm
dalga boyunda absorbanstaki azalma ile tespit edilir. GSH-Px aktivitesi, 366 nm dalga

boyunda absorbanstaki azalmanin spektrofotometrik olarak okunmasiyla belirlendi.

GSH-Px
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H20

GRx
GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP+

Kullanilan ¢ozeltiler:

e PBS (0.25 M, pH 7): KH,PO4 ve Na;HPO,.7H,0 kullanilarak ve 100 ml
tampon ¢ozeltide 2.5 mM EDTA ile 25 mM sodyum azid icerecek sekilde
hazirlandi.

e GSH: 10 mM GSH ultra saf su ile her ¢alismada taze olarak hazirlandi.

e NADPH: 2.5 mM NADPH ultra saf su ile her ¢alismada taze olarak hazirlandi.

e GRx: 6 U/ml olacak sekilde PBS (0.25 M, pH 7) ile her ¢alismada taze olarak
hazirlandi.

o H,0,: 12 mM H,0; ultra saf su ile her ¢alismada taze olarak hazirlandi.

Yontem

Kor ve ornekler 1 mI’lik kuvartz kiivetlerin i¢inde sirasiyla asagidaki gibi hazirlandi.
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PBS 400 pl 400 pl
GSH 100 pl 100 ul
NADPH 100 pl 100 pl
GRx 100 pl 100 wl
Ultra saf su 200 ul -

Doku siipernatanti - 200 pl
H,O, 100 pl 100 ul

Tium reaktifler eklendikten sonra, kuvartz kiivete en son H,O, eklenerek reaksiyon
baslatildi. Orneklerin ve kériin absorbanslar1 366 nm dalga boyunda ultra saf su koriine
kars1 3 dakika boyunca birer dakika araliklarla okundu. 1. ve 3. dakikalarda 6lciilen

absorbans degerleri kullanilarak, sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hesaplama

Aabs O - Aaps K Toplam hacim
GSH-Px (U/dak/ml) = X
6.22 Doku stipernatantinin hacmi

GSH-Px (U/dak/ml)

Spesifik Aktivite (U/dak/g protein) =
Doku proteini (g/ml)

Aabs : 1 dakikadaki absorbans degisimi
6.22x10°M™cm™ : NADPH igin molar ekstinksiyon katsayisi

3.7.5. Katalaz Aktivite Tayini

Prensip

Kolon dokusuna ait siipernatantlarda CAT aktivitesi Aebi (Aebi, 1984) yontemine gore,

spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontem, doku homojenatinda bulunan CAT
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enziminin, reaksiyon ortamina eklenen H,O;’yi pargalamasi ile 240 nm dalga boyunda

H20,’nin absorbansinin zamana bagl olarak azalmasinin 6l¢iilmesi esasina dayanir.
Kullanilan ¢ozeltiler:

e PBS (50 mM, pH 7): KH,PO,4 ve Na;HPO,4.2H,0 kullanilarak ultra saf suda
hazirlandi.
e H;O,: 30 mM H;0,, PBS (50 mM, pH 7) ile her galismada taze olarak

hazirlandi.
Yontem

Kor ve ornekler kuvartz kiivetlerin iginde asagidaki gibi hazirlandi.

H202 2ml 2ml
FTS 0.5 ml -
Doku siipernatanti - 0.5 ml

Orneklerin absorbans1 240 nm dalga boyunda kére karsi okundu. Enzim aktivitesi, 0. ve

1. dakikadaki absorbans degerlerinin farki alinarak asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hesaplama
Aabs Toplam hacim
CAT (U/dak/ml) = X x S.F
0.0436 Doku siipernatantinin hacmi
CAT (U/dak/ml)

Spesifik Aktivite (U/dak/mg protein) =
Doku proteini (mg/ml)

Aabs . 1 dakikadaki absorbans degisimi
43.6 Mtem™ : H,0, icin molar ekstinksiyon katsayisi
S.F . Seyreltme faktorii
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3.7.6. Siiperoksid Dismutaz Aktivite Tayini

Prensip

Kolon dokularindaki SOD aktivitesi Sun (Sun ve dig., 1988) yontemine gore,
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontem, reaksiyon ortaminda enzimatik bir
reaksiyon sonucu olusan O~ radikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u
(NBT) indirgemesinin 6rnekteki siiperoksid dismutaz enzimi tarafindan engellenmesi
esasina dayanir. Yontemde O radikali tiretimi ksantin-ksantin oksidaz enzimatik
reaksiyonu ile gergeklesir. Bu sekilde olusan O, radikalleri NBT ile reaksiyona girerek
560 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren mor renkli bir formazon olusturur.
Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen radikalleri dismutasyona ugratmasi sonucunda
NBT indirgenme reaksiyonu yavaslar ve sonucta spektrofotometrede okunan absorbans
degeri diiser. Yani, formazon olusumunun inhibisyonunun tespiti ile, érnekteki SOD

aktivitesi indirekt olarak belirlenir.

Kullanilan ¢ozeltiler:

e Stok ksantin cozeltisi: 3 MM stok ksantin ¢ozeltisi 1 ml 0.1 N NaOH ile
coziilerek, ultra saf su ile hacimce 10 ml’ye tamamlandi. Cozelti +4°C°de 1 hafta
dayaniklidir.

o Ksantin ¢ozeltisi: 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi, stok ksantin ¢ozeltisinden ultra saf
su ile seyreltilerek her caligmada taze olarak hazirlandi.

e NaOH cozeltisi: 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandi.

e EDTA-Na, c¢ozeltisi: 0.6 mM EDTA-Na, ¢ozeltisi ultra saf su ile ¢oziilerek
hazirlandi.

e NBT c¢ozeltisi: 150 uM NBT ¢ozeltisi ultra saf su ile her ¢alismada taze olarak
hazirlandi.

o NayCOg¢ozeltisi: 400 mM Na,COj3 ¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandi.

e BSA cozeltisi: 1 g/l BSA ¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandu.

e Ksantin oksidaz cozeltisi: 167 U/l olacak sekilde buz soguklugunda
(NH4)2SO4 ¢ozeltisi iginde her ¢alismada taze olarak hazirlandi.

o (NH4)2SO, ¢cozeltisi: 2 M (NH;)2SOy4, ultra saf su ile hazirlandi.
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SOD ¢alisma soliisyonu: Her ¢alismada taze olarak hazirlandi.

20 ml 0.3 mM Ksantin

10 ml 0.6 mM EDTA-Na,
10 ml 150 uM NBT

6 ml 400 mM Na,COs3
3ml1g/l BSA

Yontem

500 pl doku homojenati, 300 pl kloroform ve 500 pul %96 etanol ile karistirilip, 1
dakika vortekslendikten sonra 10.000 g’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi ve

yontemde bu siipernatantlar kullanildi.

Kor ve ornek tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

SOD c¢alisma soliisyonu 2.45 ml 2.45 ml
Doku siipernatanti - 0.100 ml
Ultra saf su 0.100 ml -

Ksantin oksidaz 0.050 ml 0.050 ml

Tiipler vortekslendikten sonra 25°C’lik su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi. Ornek
ve kor tliplinde olusan renkli bilesigin absorbansi, 560 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak ultra saf su koriine kars1 okundu.

Hesaplama
Kabs - Oabs
% inhibisyon = x 100
K abs
% inhibisyon
SOD (U/ml) =

50 x Doku siipernatantinin hacmi
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SOD (U/ml)

Spesifik aktivite (U/mg protein) =
Doku proteini (mg/ml)

Kas : Kor absorbansi
Oas : Ornek absorbansi
50 : Inhibisyon katsay1s1

3.7.7. Miyeloperoksidaz Tayini

Prensip

Kolon dokularinda MPO seviyelerinin belirlenmesi fareye spesifik MPO Sandwich
ELISA Kiti (Hycult biotech-HK210) kullanilarak yapildi. Yo6ntemin esasi, fare
MPO’suna spesifik antikor ile kapli kuyucuklara eklenen orneklerdeki MPO’nun
antikorlar tarafindan yakalanmasina dayanir. Antikorlar ile kompleks olusturan MPO,
biyotinlenmis sekonder antikor ile birlesir. Daha sonra ilave edilen streptavidin-
peroksidaz konjugati biyotinlenmis sekonder antikora baglanir. Peroksidaz, substrati
olan 3,3'5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) ile reaksiyona girerek mavi renkli {iriin
olusumuna neden olur. Enzim reaksiyonu eklenen okzalik asit tarafindan durdurulur.
Okzalik asitin eklenmesiyle mavi renkli iiriiniin rengi sariya déniisiir. Ornekte bulunan
MPO konsantrasyonu, olusan sar1 renk ile dogru orantilidir. Olusan sar1 renkli sivinin
absorbans1 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (Biotek Mikroquant-Mgx200) ile

kore karsi okunur.

Kullanilan ¢ozeltiler:

¢ Yikama tamponu: 20x yikama tamponundan, 1:20 oraninda distile su ile
sulandirilarak hazirlandi.

e Diliisyon tamponu: 10x diliisyon tamponu A ve 10x diliisyon tamponu B, 1:5
oraninda distile su ile sulandirildi. Daha sonra, iki soliisyondan da esit
hacimlerde alinarak iyice karigtirildi.

e Standart cozelti: Standart, analiz sertifikasinda belirtildigi gibi, elde edilen
¢ozeltinin konsantrasyonu 100 ng/ml olacak sekilde, diliisyon tamponu ile

¢oziildi. Bu stok standart ¢6zeltiden ependorf tiiplerde diliisyon tamponu ile seri



64

diliisyonlar yapilarak 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1, 1.6 ng/ml konsantrasyonlarda
standart calisma cozeltileri hazirlandi. Standart ¢ozelti ¢oziildiikten sonra 15

dakika i¢inde kullanildi.

225ultipl  225pltap2  225pltip3  225ultapd  225ultipS  225ul tip6

7 B R Nl NET N N

i W ST W e Y o
N A Me—-A Me—A ~———

Standart , 225ul } 225ul . 225 | 225ul
cozelti \ DT \ DT DT DT
h = ~—r N D ~u= ~a =
Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tup 4 Tiip 5 Tip 6 Tup 7 Tip 8
100 50 25 12.5 6.3 31 1.6 0 ng/ml

e Biyotinli ¢ozelti: 1 ml distile suyla ¢6ziilerek stok biyotinli ¢6zelti hazirlandu.
Her deney oncesinde bu stok ¢6zeltiden 1:12 oraninda diliisyon tamponu ile
seyreltme yapilarak c¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti, +4°C’de 1 ay
stabildir.

e Streptavidin-peroksidaz soliisyonu: 100x konsantre soliisyon kullanilmadan
once kisa siire spin attirildi. Her deney Oncesinde stok soliisyondan 1:100
oraninda seyreltme yapilarak calisma soliisyonu hazirlandi.

e TMB substrat: Soliisyon renksiz olmali ve 1siktan korunmalidir.

e Stop soliisyon
Yontem

Dokularin hazirlanmasi: 10 mg doku igin 200 ul lizis tamponu (200 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 10 mM tris, % 10 gliserin, 1 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptin ve 28 ug/ml
aprotinin [pH:7,4]) eklenerek cam homojenizator iginde kolon dokulart homojenize
edildi. Daha sonra, drnekler 2 kere 1500 g’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildikten

sonra siipernatantlar1 kullanildi. On denemelerle diliisyon oranlari tespit edildi.

Deneyden oOnce tiim ¢ozeltiler ve ornekler oda sicakliga getirildi. Kor, standart ve
orneklerden 100 pl, antikor ile kapli olan Kkuyucuklara konuldu. Kor, standart ve

ornekler cift tekrarli calisildi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 1 saat oda sicaklifinda
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inkiibe edildikten sonra tiim kuyucuklar yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga,
100 pl biyotinli ¢6zeltiden eklenerek, kuyucuklarin tizeri kapatiip, 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Tiim kuyucuklar yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100
ul streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. Her bir kuyucuk kaplanarak 1 saat oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar yikama tamponu ile
yikandiktan sonra TMB substrat soliisyonu eklendi. Bu asamada kuyucuklar, giines
15181na maruz kalmamasi i¢in aliiminyum folyo ile kapatilarak karanlik bir ortamda ve
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon gelisip mavi renkli {irlin olustuktan
sonra ayni sira ile kuyucuklara 100 ul stop soliisyon eklenerek reaksiyon durduruldu.
ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda absorbanslar kore karst okundu.

Hesaplama

Tiim gruplara ait 6rneklerdeki MPO seviyeleri, fare MPO standart ¢alisma ¢ozeltileri
kullanilarak hazirlanan standart egri iizerinden hesaplandi. Elde edilen sonuglar,
sulandirma faktori ile carpildi. Her 6rnek icin mg protein basina diisen MPO miktari

hesaplandi.

3.7.8. Tiimor Nekroz Faktor-a Tayini

Prensip

Kolon dokularinda TNF-a seviyelerinin belirlenmesi, fareye spesifik TNF-o Sandwich
ELISA Kiti (USCN, Cloud-Clone Corp.-SEA133Mu) kullanilarak, ELISA yontemi ile
yapildi. Yontem, fare TNF-a’sina spesifik antikor ile kapli kuyucuklara eklenen
orneklerdeki TNF-0’nin antikorlar tarafindan yakalanmasi esasina dayanir. Kuyucuklara
uygulanan 6rneklerde mevcut olan TNF-a, biyotinle konjuge spesifik antikora baglanir.
Bu asamadan sonra avidin ile konjuge Horseradish Peroxidase reaksiyon ortamina
eklenir ve TMB substrat soliisyonu ilavesinden sonra, sadece TNF-a’ya bagli biyotinle
konjuge antikor - enzime konjuge avidin kompleksi iceren kuyucuklarda reaksiyon
geliserek, renk degisimi olur. Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit sollisyonunun
eklenmesi ile sonlandirilir ve renk degisikligi ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda

Olgiiliir.
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Kullanilan ¢ozeltiler:

Yikama tamponu: 30x yikama tamponundan, 1:30 oraninda distile su ile
sulandirilarak hazirlandu.

Belirtme Reaktifi A ve Belirtme Reaktifi B: Iki soliisyon da kullanilmadan
once spin attirild1 ve sirasiyla sulandirma soliisyonu A ve B ile 1:100 oraninda
seyreltilerek hazirlandi.

Standart cozelti: Standart, | ml standart sulandirma soliisyonu ile ¢oziildii ve
10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Elde edilen stok ¢6zeltinin konsantrasyonu
4000 pg/ml’dir. Bu stok ¢ozeltiden ependorf tiiplerde standart sulandirma
soliisyonu ile seri diliisyonlar yapilarak 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 15.6
pg/ml’lik konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Standart

¢Ozelti ¢oziildiikten sonra 15 dakika iginde kullanildi.

pl 500uL 500uL 500pL 500uL 500uL

PaVaVaVa'

ssvvivin il

Tap

pg/mL 4,000 1,000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 0

TMB substrat: Soliisyon renksiz olmali ve 1giktan korunmalidir. Steril pipet
uclart ile gerekli miktardaki soliisyon kullanildi.

Stop soliisyon

Yontem

Dokularin hazirlanmasi: Kolon dokulari buz soguklugunda PBS (0.01 M, pH: 7.2) ile

% 10 oraninda sulandirilarak, cam homojenizator i¢inde homojenize edildi. Elde edilen

homojenatlara hiicre membranlarmin lizisi icin 6 kere 10 saniyelik siirelerle

ultrasonikasyon yapildi ve homojenatlar, 5000 g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi.
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Deneyden once tiim ¢ozeltiler ve ornekler oda sicakligina getirildi. Kuyucuklara kor,
standart ve orneklerden 100’er pl eklenerek iistleri kaplandi. 37°C’lik etlivde 2 saat
inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivilar uzaklastirildi ve yikama yapilmaksizin tim
kuyucuklara 100 pl Belirtme Reaktifi A konuldu. Tiim kuyucuklarin istleri kaplanarak,
37°C’lik etiivde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, tiim kuyucuklar
yikama tamponu ile yikanarak, 100 ul Belirtme Reaktifi B uygulandi. 37°C’lik etiivde
30 dakikalik bir inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile yikama yapildi. Daha sonra,
her kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonii eklendi ve kuyucuklar isiktan
etkilenmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile kaplanarak, 37°C’lik etiivde 25 dakika
inkiibe edildi. TMB substrat eklendikten sonra, mavi renkli tiriiniin olusumu her 10
dakikada bir kontrol edildi. Renk olusum reaksiyonu gergeklestikten sonra, her bir
kuyucuga aym sira ile 50 pl stop soliisyon eklenerek, olusan mavi rengin sariya
donilismesiyle reaksiyon durduruldu. Absorbanslar 450 nm dalga boyunda ELISA

okuyucuda okundu.

Hesaplama
TNF-0 standart ¢alisma c¢ozeltilerine gore ¢izilen standart grafik yardimiyla,

orneklerdeki TNF-a seviyeleri hesaplandi. Her 6rnek i¢in, mg protein basina diisen

TNF-o miktar1 belirlendi.

3.7.9. interlokin-10 Seviyelerinin Belirlenmesi

Prensip

Kolon dokularinda IL-10 seviyelerinin belirlenmesi fareye spesifik IL-10 Sandwich
ELISA Kiti (USCN, Cloud-Clone Corp.-SEA056Mu) kullanilarak ELISA yontemiyle
yapildi. Yontem, fare IL-10’a spesifik antikor ile kapli kuyucuklara eklenen
orneklerdeki IL-10’un antikorlar tarafindan yakalanmasi esasina dayanir. Kuyucuklara
uygulanan 6rneklerde mevcut olan IL-10 biyotinle konjuge spesifik antikora baglanir.
Avidin ile konjuge Horseradish Peroxidase reaksiyon ortamina eklenir ve TMB substrat
soliisyonu ilavesinden sonra, sadece IL-10’a bagl biyotinle konjuge antikor - enzime
konjuge avidin kompleksi i¢eren kuyucuklarda reaksiyon geliserek, renk degisimi olur.
Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit soliisyonunun eklenmesi ile sonlandirilir ve renk

degisikligi, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.
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Kullanilan ¢ozeltiler:

e Yikama tamponu: 30x yikama tamponundan, 1:30 oraninda distile su ile
sulandirilarak hazirlandu.

o Belirleme Reaktifi A ve Belirleme Reaktifi B: iki soliisyona da kullanilmadan
once spin attirilldi ve sirastyla sulandirma soliisyonu A ve B ile 1:100 oraninda
seyreltilerek hazirlandi.

e Standart c¢ozelti: Standart, 1 ml standart sulandirma soliisyonu ile ¢oziildii ve
10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Elde edilen stok ¢6zeltinin konsantrasyonu
2000 pg/ml’dir. Bu stok c¢ozeltiden ependorf tiiplerde standart sulandirma
sollisyonu ile seri diliisyonlar yapilarak 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 ve 7.8
pg/ml’lik konsantrasyonlarda standart calisma c¢ozeltileri hazirlandi. Standart

¢Ozelti ¢coziildiikten sonra 15 dakika i¢inde kullanildi.

500pL 500uL 500pL 500uL 500pL

PaVaVaYa

SR

Tap 1
pa/mL 2,000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 0

e TMB substrat: Soliisyon renksiz olmali ve igiktan korunmalidir. Steril pipet
uclart ile gerekli miktardaki soliisyon kullanildi.

e Stop soliisyon
Yontem

Dokularin hazirlanmasi: Dokular buz soguklugunda PBS (0.01 M, pH: 7.2) ile % 10
oraninda sulandirilarak, cam homojenizator iginde homojenize edildi. Elde edilen

homojenatlara hiicre membranlarinin lizisi igin 6 kere 10 saniyelik siirelerle
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ultrasonikasyon yapildi ve homojenatlar, 5000 g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi.

Deneyden once tiim ¢ozeltiler ve ornekler oda sicakligina getirildi. Kuyucuklara kor,
standart ve drneklerden 100 pl eklenerek istleri kaplandi. 37°C’lik etiivde 2 saat inkiibe
edildi. Kuyucuklardaki sivilar uzaklastirildi ve yikama yapilmaksizin tiim kuyucuklara
100 pl Belirtme Reaktifi A konuldu. Tiim kuyucuklarin istleri kaplanarak, 37°C’lik
etiivde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, tiim kuyucuklar yikama
tamponu ile yikanarak, 100 pl Belirtme Reaktifi B uygulandi. 37°C’lik etiivde 30
dakikalik bir inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile yikama yapildi. Daha sonra, her
kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonii eklendi ve kuyucuklar 1siktan etkilenmeyecek
sekilde altiminyum folyo ile kaplanarak 37°C’lik etiivde 25 dakika inkiibe edildi. TMB
substrat eklendikten sonra mavi renkli iirinlin olusumu her 10 dakikada bir kontrol
edildi. Renk olusum reaksiyonu gergeklestikten sonra, her bir kuyucuga ayni sira ile 50
ul stop soliisyon eklenerek, olusan mavi rengin sartya doniismesiyle reaksiyon

durduruldu. Absorbanslar 450 nm dalga boyunda ELISA pleyt okuyucuda okundu.

Hesaplama
IL-10 standart ¢alisma ¢6zeltilerine gore ¢izilen standart grafik yardimiyla drneklerdeki
IL-10 seviyeleri hesaplandi. Her 6rnek i¢cin mg protein basina diisen IL-10 miktarlar

belirlendi.

3.7.10. istatistiksel Analizler

Veriler, SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Tiim parametreler
igin oncelikle normalite testi ve varyanslarm homojenligi testi uygulandi. HAI,
histolojik hasar skoru ile Ki-67 immiinohistokimyasina ait veriler normal dagilima
uymadiklari i¢in, tiim gruplar1 karsilastirmak amaciyla yapilan nonparametrik Kruskal-
Wallis testini takiben, ikili gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Diger
tayinlere ait veriler i¢in, tek yonliit ANOVA ve Post Hoc-Tukey testini takiben, ikili
gruplar arasinda bagimsiz t-testi kullanildi. Sonuglar “ortalama + standart hata” olarak

verildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. FARELERDE AGIRLIK DEGIiSIMLERINE AiT BULGULAR

Deney siiresince gruplara gore farelerin viicut agirliklarindaki % degisimler Tablo 4.1
ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Olgiimler sonucunda, deneyin ilk ii¢ giinii viicut
agirliklarinin % degisiminde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir. 7
giinliik enjeksiyon sonunda % agirlik degisimlerinde kontrol grubu ve galektin-1 enjekte
edilen grupta, istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artis gézlenmistir. Galektin-1
verilen grupta 4. ve 5. giinlerde kontrol grubuna gore hafif bir artis olmasina ragmen, bu
artig istatistiksel olarak anlamli olmamustir ve deney boyunca galektin-1 verilen
farelerin % viicut agirliklarinda, kontrol grubuna gore Onemli bir artma
kaydedilmemistir. Kolit belirtilerinin goézlendigi deneyin 4. giiniinden itibaren tiim
deney siiresince, DSS verilen gruptaki farelerin viicut agirliklarinda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli bir azalma gozlenmistir (p<0.001). Bunun yani sira, DSS
grubunda hayvan agirliklarindaki en belirgin azalma ise son DSS uygulamasindan
sonraki 24 saat igerisinde meydana gelmistir (-% 20.25). Deneyin 5. ve 8. giinleri
arasinda DSS+galektin-1 grubunun % viicut agirliklarinda, kontrol grubuna gore
anlaml bir diisiis tespit edilmistir (5. giin p<0.05, 6. giin p<0.01, 7. ve 8. giin p<0.001).
DSS+galektin-1 grubundaki farelerin deneyin 4. ve 8. giinleri arasindaki % viicut
agirliklarinda, sadece galektin-1 enjeksiyonu yapilan gruba gore de anlamli bir azalma
saptanmustir (4. giin p<0.05, 5. ve 6. giin p<0.01, 7. ve 8. giin p<0.001). Ancak, DSS
grubuna galektin-1’in 6n enjeksiyonu farelerin viicut agirliklarini, yalnizca DSS verilen
kolit grubuna gore deneyin 4. giiniinden itibaren deney siiresince (7. giin harig)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p<<0.001). Bununla birlikte, bu

gruptaki hayvan agirliklar: kontrol grubundaki bireylerin % degerlerine ulasamamugtir.
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Tablo 4.1: Gruplara gore deney siiresince farelerin viicut agirliklarindaki yiizde degisimler
(Ortalama + Standart hata).

Gruplar
Kontrol 0.00£0.00 0.35+0.35 0.35+0.35 0.35+0.35 0.69+£ 0.45 1.41+0.53 1.71+£ 0.7 1.94+ 0.63
DSS 0.00+£0.00 0.00£0.00 -0.34+0.03 -3.67+£0.11 -4.60+0.19  -4.60+0.23 -5.00+0.15 -20.25+0.25
Galektin-1 0.00+0.00  0.33+0.33 0.69+ 0.45 1.24+ 0.47 1.80+ 0.59 1.82+£0.59 2.14+0.54  2.07£0.52
DSS+ galektin-1 0.00+ 0.00  0.00+ 0.00 0.00+ 0.00 0.00+ 0.00 -0.68£0.01  -1.13£0.08 -4.78+0.28 -14.75+0.29
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Sekil 4.1: Gruplara gore farelerin % viicut agirlik degisimleri.

Kontrol grubuna gore (p<0.001). "Kontrol grubuna gére (p<0.05).
‘Kontrol grubuna gore (p<0.01). DSS grubuna gore (p<0.001).
®Galektin-1 grubuna gore (p<0.05). 'Galektin-1 grubuna gore (p<0.01).
9Galektin-1 grubuna goére (p<0.001).

4.2. FARELERDE KOLON UZUNLUGUNUN OLCUMUNE AiT BULGULAR

Farelerin kolon uzunluklarinda olusan degisiklikler Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Kolon dokularinin uzunlugunun 6l¢timiinde, DSS verilen grupta, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0.001); galektin-1 enjekte edilen
grupta ise kontrol grubuna gore dnemli bir artis (p<0.001) saptanmigtir. DSS verilen
gruba galektin-1 6n uygulamasi, kolon uzunlugunda kontrol grubuna gére (p<0.05) ve
galektin-1 uygulanan gruba gore (p<0.001) bir azalma gostermekle birlikte; DSS verilen

gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (p<0.01).
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DSS+Galektin-1

Galektin-1

®Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
“Galektin-1 grubundan farkli (p<0.001).

DSS
DSS+galektin-1: 6.50 + 0.02.

Kontrol

Kontrol: 7.08 + 0.20, DSS: 5.95 + 0.15, Galektin-1: 8.70 + 0.25,

#Kontrol grubundan farkli (p<0.001).

Sekil 4.4 : Gruplara gore kolon uzunlugu 6lgtim degerleri (Ortalama + Standart hata).
‘DSS grubundan farkli (p<0.01).
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4.3. HASTALIK AKTIVITE INDEKSLERININ DEGERLENDIRILMESINE AiT
BULGULAR

Gruplara gore hayvanlara DSS uygulamasimi takiben 5 giin boyunca tespit edilen
hastalik aktivite indeksleri (HAI) Tablo 4.2 ve Sekil 4.5’te Ozetlenmistir. Deney
boyunca tiim farelere ait HAI, her bir birey igin giinliik olarak hesaplanmistir.
Gozlemler sonucunda, HAI’nin kolit olusumu ile birlikte belirgin olarak yiikseldigi
tespit edilmistir. Deneyin DSS uygulanmaya baglandiktan sonraki tiim giinlerinde
HAI’nin, kolit grubunda kontrol grubuna gére, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001). Ayni sekilde, DSS+galektin-1 grubundaki
farelerde de, DSS uygulamasinin ardindan hem kontrol grubundaki farelere gore hem de
sadece galektin-1 verilen farelere gore HAI’de giinliik olarak anlamli artislar
goriilmiistiir (1. ve 5. giin p<0.001; 2., 3. ve 4. giin p<0.01). Bununla birlikte yalnizca
DSS uygulanan kolit grubunda HAI, DSS verilmesini takiben tiim giinler,
DSS+galektin-1 grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (1.
ve 5. giin p<0.001; 2., 3. ve 4. giin p<0.01). Hem DSS verilen kolit grubunda hem de
DSS+galektin-1 uygulanan grupta en yiiksek HAI degerlerine, DSS uygulamasinin 5.
giiniinde ulasilmistir. Ancak HAI, DSS+galektin-1 grubunda, DSS uygulamasinin
yapildig1 tiim giinlerde DSS verilen farelerdekinden diisiik seviyelerde seyretmektedir.
Bu durumda galektin-1 6n uygulamasinin DSS’nin etkisini hafiflettigi soylenebilir.
Ayrica, HAI’nin degerlendirilmesindeki parametrelerden biri olan rektumda goriiniir
kan bulunmasi, DSS uygulamasinin son giiniinde DSS kolit grubundaki tiim farelerde
gbzlenmistir. Bununla birlikte, iyilestirme grubundaki birkag¢ farede hafif derecede kanli
rektum goriilmiistiir. Tim gruplara ait farelerin rektum gorintiileri Sekil 4.6, Sekil 4.7,
Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.2: Gruplara gére kolit olusturduktan sonraki giinlerde hastalik aktivite indeksleri
(Ortalama + Standart hata).

Kontrol 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00=0.00
DSS 1.16 £ 0.30 1.57+023 2.12+£0.53 2.70+0.21 3.33 £0.00
Galektin-1 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00=+0.00
DSS+galektin-1  0.38 £0.13 0.66 +£0.36 1.16+£0.27 2.05+032 249+040
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Hastahk aktivite indeksi

3.5

25

—o—Kontrol —-8-DSS —+—Galektin-1 —<DSS+Galektin-1
N
ﬁ ik ik ik -
1. giin 2.giin 3. giin 4. giin 5. giin

Kontrol grubuna gore (p<0.001).

Sekil 4.5: Gruplara gore giinliik hastalik aktivite indeksleri.

°DSS grubuna gore (p<0.001).
®Galektin-1 grubuna gore (p<0.001). ‘Galektin-1 grubuna gére (p<0.01).

*Kontrol grubuna gére (p<0.01).
DSS grubuna gore (p<0.01).

Sekil 4.6: Kontrol grubu rektum

Sekil 4.8: Galektin-1 grubu rektum. Sekil 4.9: DSS+gal-1 grubu rektum
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4.4. HISTOPATOLOJIK BULGULAR
4.4.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kolonun distal bolgesine ait mukoza tek tabakali silindirik epitel ile ¢evrili olup,
Lieberkiihn kriptalar1 (bezleri) olarak adlandirilan lamina propreanin igeriye dogru
uzanarak olusturdugu basit tiibiiler bez yapilarina sahiptir. Yiizey epiteli ve kriptalari
baslica 4 adet farkli hiicre tipi olusturmaktadir. Epitelde agirlikli olarak mukus
salgilayan goblet hiicreleri bulunmaktadir. Apikal yilizeyinde mikrovilluslar iceren,
besinlerin, elektrolitlerin ve sivilarin emiliminden sorumlu olan emici hiicreler
(enterositler), goblet hiicrelerine oranla epitelde daha az bulunmakla birlikte, kriptalarin
taban kisimlarinda bulunan ve emici hiicrelerle goblet hiicrelerine kaynak veren kdk
hiicreler ve parakrin hormonlar salgilayan enteroendokrin hiicreler de epitelde daha
seyrek olarak yer almaktadir. Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde, saglikli ve
normal bir goriiniim hakimdir (Sekil 4.10, Sekil 4.11). Bu grupta goblet hiicrelerinde
goriilen PAS pozitif reaksiyon yaygin ve siddetlidir (Sekil 4.12).

Y-

Sekil 4.10 : Kontrol grubuna ait farenin distal kolon dokusunun genel histolojik
gOriiniimii. HE. Orijinal biiyiitme x100.
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Sekil 4.11: Kontrol grubuna ait farenin distal kolon dokusunun histolojik
goriiniimil. Yiizey epitelinin biitlinliigii ve diizgiin kriptler dikkat cekmektedir. HE.
Orijinal biiytitme x200.

Sekil 4.12: Kontrol grubuna ait farenin distal kolonuna ait kesitlerdeki goblet
hiicrelerinde ( » ) gozlenen siddetli ve yaygin PAS pozitif reaksiyon. PAS. Orijinal
biiytitme x200.
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4.4.2. DSS Verilen Gruba Ait Bulgular

DSS verilen gruba ait farelerin distal kolonlarinda, kontrol grubundaki bireylerle
karsilastirildiginda histolojik olarak belirgin bir hasar saptanmistir. Bu grupta belirgin
olarak gozlenen bulgular mukozada ve bazi bireylerin submukozalarinda yaygin
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve yaygin submukozal 6dem ile ileri derecede akut
inflamasyon, fokal mukozal bozulma, yiizey epitelinin yer yer hasari ile ylizeyel
erozyon, kript bitiinligiinde bozulma ile epitel ve kriptlerin yaygin kaybi, mukoza
ve/veya submukozada yer yer nekrotik alanlar ve yaygin goblet hiicre kaybidir. Bunlara
ek olarak, mukozal epiteldeki lezyonlar sonucunda bezlerden koparak bagirsak
limenine dokiilen piknotik nukleuslu nekrotik hiicrelerin ve 6zellikle kript hiicrelerinde
vakuolar hidropik dejenerasyon bu gruba ait bireylerin histolojik incelemeleri sirasinda
dikkati gekmistir (Sekil 4.13-17).

Sekil 4.13: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun genel
histolojik goriiniimii. Mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( =),
submukozada 6dem ( » ), fokal mukozal bozulma ( » ), mukoza ve
submukozaya yayilan nekroz ( % ), tamamen bozulmus kript yapist ve yaygin
kript kayb1 gézlenmektedir. HE. Orijinal biiyiitme x100.
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Sekil 4.14: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun genel histolojik
goriiniimii. Mukozada yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( = ), submukozada
6dem ( » ), mukozal bozulma ( » ), mukoza ve submukozada nekrotik alan ( * )

ve yaygin kript kayb1 goriilmektedir. HE. Orijinal biiytitme x100.

Sekil 4.15: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun histolojik
goriinimi. Submukozal 6dem ( » ), mukozal biitiinliikte bozulma ( » ), bagirsak
limenine atilmis nekrotik hiicreler ( - ), kript hiicrelerinde vakuolar hidropik
dejenerasyon ( ® ) ve kript yapisinda yaygin bozulmalar gézlenmektedir. HE.
Orijinal biiylitme x200.
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Sekil 4.16: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun histolojik
goriiniimii. Submukozaya yayilan inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( = ), kript
hiicrelerinde vakuolar hidropik dejenerasyon ( ® ) ve kript kayb1 ( = )
gozlenmektedir. HE. Orijinal biiylitme x200.

Sekil 4.17: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun histolojik
goriiniimii. Kript hiicrelerinde vakuolar hidropik dejenerasyon ( ® ), bagirsak
liimenine atilmis piknotik nukleuslu nekrotik hiicreler ( ) , mukozada nekrotik
alan ( % ), tamamen bozulmus kript yapisi ve yaygin kript kayb1 ( = )
goriilmektedir. HE. Orijinal biiyiitme x200.
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Bu grupta goblet hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif reaksiyonunun siddeti ve yayginligi
kontrol grubundakine oranla belirgin olarak azalmakla birlikte, yaygin kript hasarinin
goriildiigli ve yogun goblet hiicre kaybinin oldugu kesitlerde PAS ile negatif reaksiyon
veren mukozal bolgeler de bulunmaktadir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

Sekil 4.18: DSS verilen gruba ait farenin distal kolonuna ait kesitlerdeki
mukozada,yaygin kript hasarinin goriildigii ve goblet hiicre kaybinin oldugu
bolgelerde negatif ( % ) ve diger hasarli bolgelerde oldukga zayif ( » ) PAS

pozitif reaksiyon. PAS. Orijinal biiyiitmex 200.

Sekil 4.19: DSS verilen gruba ait farenin distal kolonuna ait kesitlerdeki
mukozada, yaygin kript hasarinin goriildiigii ve goblet hiicre kaybinin oldugu
bolgelerde negatif ( % ) ve daha az hasarli bolgelerde az sayida PAS pozitif
reaksiyon ( » ) veren goblet hiicreleri. PAS. Orijinal biiytitme x200.
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4.4.3. Galektin-1 Verilen Gruba Ait Bulgular

Galektin-1 verilen gruba ait hayvanlarin distal kolon dokularindan alinan kesitlerde,
birkag bireyde gozlenen lamina propreadaki az sayida alanda hafif siddetteki
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu disinda, kontrol grubundaki bireylerinkine benzer
normal bir histolojik goriiniim hakimdir (Sekil 4.20, Sekil 4.21). Bu grupta, genel
mukozal yapmimn ve kript biitiinliigiiniin korundugu gozlenmistir. Galektin-1 verilen
gruba ait bireylerin distal kolon Kkesitlerinde mukozal alanda bulunan goblet
hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif reaksiyon, kontrol grubundaki bireylerde

gozlenenlere benzer sekilde yaygin ve siddetlidir (Sekil 4.22).

Sekil 4.20: Galektin-1 verilen grubuna ait farenin distal kolon dokusunun genel
histolojik goriiniimii. Genel histolojik goriiniim kontrol bireylerinkinden
mukozada gozlenen hafif derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( =)

disinda farkli degildir. HE. Orijinal biiylitme x100.
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Sekil 4.21: Galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun histolojik
goriiniimil. Yiizey epitelinin biitiinligii ve diizgiin kriptler gdzlenmektedir. HE.
Orijinal bityiitme x200.

Sekil 4.22: Galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolonuna ait kesitlerdeki
goblet hiicrelerinde ( » ) gézlenen PAS pozitif reaksiyon, kontrol bireylerdeki
gibi yaygin ve siddetlidir. PAS. Orijinal biiylitme x200.
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4.4.4. DSS+ galektin-1 Verilen Gruba Ait Bulgular

DSS ve galektin-1 verilen gruba ait farelerin distal kolon kesitlerinde, DSS grubundaki
bireylerle karsilastirildiginda, histolojik hasarin belirgin olarak azaldigi ve hatta birkag
bireyde kontrol grubundakilere benzer bir goriiniim sergiledigi tespit edilmistir (Sekil
4.23-25). Bu grupta, submukozal bazi alanlarda hafif ve orta derecede 6dem, birkag
bireyin lamina propreasinda hafif inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, mukozal biitiinliikte
ve kript yapisinda hafif bozulmalar ve bazi kript hiicrelerinde vakuolar hidropik
dejenerasyon yer yer gozlenmektedir. Bu gruba ait kesitlerde, yaygin sekilde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, yaygin mukozal iilserasyonlar ve nekrotik alanlar,
genis alanlarda goblet hiicrelerinde kayip, limene atilmig nekrotik hiicreler ve ciddi
kript lezyonlart hi¢ go6zlenmemistir. DSS uygulanan farelere galektin-1’in 6n
enjeksiyonu, distal kolonda mukozal yapiy1 genel olarak koruyarak ve nekrotik hasar
olusumunu engelleyerek, DSS’nin kolonda olusturdugu hasari belirgin olarak

Onlemistir.

Sekil 4.23: DSS+galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun genel
histolojik goértiniimii. Mukozada hafif yer yer inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
(=), submukozal alanda 6dem ( » ), mukozal biitiinliik ve kript yapisinda yer

yer bozulmalar ( = ) dikkati ¢ekmektedir. HE. Orijinal biiyiitme x100.
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Sekil 4.24: DSS+galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunun
histolojik goriiniimii. Mukozal biitiinliikte yer yer hafif bozulmalar ( » ) haricinde
kontrol bireylerdekine benzer diizgiin kript yapis1 ( = ) ile histolojik hasarin
belirgin olarak azaldigi ya da tamamen ortadan kalktig1 gériilmektedir. HE.
Orijinal biiyiitme x200.

Sekil 4.25: DSS+galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon dokusunda
submukozada orta derecede 6dem ( » ), yer yer hafif fokal mukozal bozulma ( » ),
baz1 kript hiicrelerinde vakuolar hidropik dejenerasyon ( ® ) ve birkag bolgede
kript biitiinliigiinde hafif bozulma ( = ) gozlenmektedir. HE. Orijinal biiyiitme
x200.
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DSS+galektin-1 grubunda, goblet hiicrelerinde goriilen PAS pozitif reaksiyon, sadece
DSS verilen kolit grubuna gore, belirgin olarak artmis, pek c¢ok bireyde kontrol

grubunda goriilene yakin bir goriiniim sergilemistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26: DSS+galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolonuna ait
kesitlerdeki goblet hiicrelerinde ( » ) gozlenen PAS pozitif reaksiyon DSS
grubundakilere gore belirgin bir artig gostermekte ve kontrol bireylerdekine yakin
bir goriiniim sergilemektedir. PAS. Orijinal biiyiitme x200.

4.4.5. Histolojik Kolit Skorlamasina Ait Bulgular

Dieleman ve digerlerinin gelistirdigi kolit skorlama sistemine gore semi-kantitatif
olarak degerlendirilen kolon dokularina ait histolojik skorlama bulgular1 Sekil 4.27°de
gosterilmistir. Histolojik kolit skoru, DSS uygulanan gruptaki farelerin kolon
dokularinda en yiiksek oranda tespit edilmistir. DSS verilen grupta, hasar skoru kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde bir artis gostermistir (p<0.001). Sadece
galektin-1 enjeksiyonu yapilan farelerle, kontrol grubundaki fareler arasindaki histolojik
skorlamada anlamli bir farklilik saptanmamustir. Histolojik hasar skoru, DSS+galektin-1
grubunda, hem kontrol hem de galektin-1 grubuna gore anlamli olarak artmigtir
(p<0.001). Bununla birlikte DSS grubuna galektin-1 6n uygulamasi, DSS kolit grubuna
gore, histolojik hasar1 belirgin 6l¢iide azaltmstir (p<0.001).
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Sekil 4.27: Gruplara gore histolojik kolit skoru (Ortalama + Standart hata). Kontrol: 1.22
+ 0.46, DSS: 24.30 + 1.62, Galektin-1: 2.00 + 0.37, DSS+galektin-1: 10.71 + 0.94.
®Kontrol grubundan farkli (p<0.001).
*DSS grubundan farkli (p<0.001).
‘Galektin-1 grubundan farkli (p<0.001).

4.5. Ki-67 IMMUNOHISTOKIMYASINA AIiT BULGULAR

Distal kolon mukozasinda Ki-67 immuhohistokimyasina ait 151k mikrograflar1 Sekil
4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de verilmistir. Hiicre proliferasyon indeksi
(%)’nin gruplara gére dagilimlar ise Sekil 4.32’de gosterilmistir. DSS grubunda kontrol
grubuna gore, hiicre proliferasyon indeksi istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir (p<0.01). Yalnizca galektin-1 enjekte edilen gruptaki hiicre proliferasyon
indeksinde, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis oldugu
saptanmustir. DSS+galektin-1 grubundaki % Ki-67 pozitif hiicre sayisinda, kontrol
grubu ve sadece galektin-1 verilen gruba oranla bir azalma (p<0.05, p<0.01) olmasina
karsmn, DSS verilen kolit grubuna gore hiicre proliferasyonunda anlamli bir artis tespit

edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.28: Kontrol grubuna ait farenin distal kolon mukozasinda Ki-67
immiinohistokimyasi ile isaretlenen ¢ogalmakta olan kript hiicreleri ( =» ). Orijinal
biiyiitme x400.
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Sekil 4.29: DSS verilen gruba ait farenin distal kolon mukozasinda Ki-67
immiinohistokimyasi ile isaretlenen ¢ogalmakta olan hiicrelerde ( =® ) sayica
azalma gozlenmektedir. Orijinal biiyiitme x400.



89

Sekil 4.30: Galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon mukozasinda
immiinohistokimyasal olarak isaretlenen gogalmakta olan kript hiicrelerinde ( = )
kontrol grubuna gore, sayica artig goriilmektedir. Orijinal biiylitme x400.

Sekil 4.31: DSS+galektin-1 verilen gruba ait farenin distal kolon mukozasinda
Ki-67 immiinohistokimyasi ile isaretlenen gogalmakta olan hiicrelerde ( = )
DSS verilen kolit grubuna gore sayica artis dikkati cekmektedir. Orijinal
biiytitme x400.
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Sekil 4.32: Gruplara gore kolon mukozasinda Ki-67 immuhohistokimyasi ile belirlenen
hiicre proliferasyon indeksi (%) (Ortalama + Standart hata). Kontrol: 25.75 + 1.56,
DSS: 12.46 + 1.46, Galektin-1: 32.69 + 3.41, DSS+galektin-1: 18.87 + 1.19.

®Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
*Kontrol grubundan farkl (p<0.01).
‘DSS grubundan farkli (p<0.05).
‘Galektin-1 grubundan farkli (p<0.01).

4.6. BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.6.1. Lipid Peroksidasyon Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen MDA seviyelerinin gruplara gore dagilimi
Sekil 4.33’te gosterilmistir. Kolit grubundaki MDA degerleri kontrol grubuna oranla
onemli bir artig gostermistir (p<0.05). Sadece galektin-1 enjeksiyonu yapilan grupta,
kontrol bireylerle karsilastirildiginda, anlamli olmayan bir azalma kaydedilmistir.
Galektin-1 6n uygulamasi yapilan DSS grubuna ait dokularin MDA diizeyinde ise, DSS

kolit grubuna oranla, anlamli1 bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.33: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda 6l¢iilen MDA seviyeleri (Ortalama
+ Standart hata). Kontrol:1.08 + 0.13, DSS: 1.86 + 0.24, Galektin-1: 0.84 + 0.04,
DSS+galektin-1: 1.11 + 0.18.
®Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

*DSS grubundan farkli (p<0.05).

4.6.2. Glutatyon Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen GSH seviyelerinin gruplara gore dagilimi
Sekil 4.34’te gosterilmistir. Tiim deney gruplarinda GSH diizeyleri, kontrol bireylerle
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. Gruplardaki
anlamlilik dereceleri su sekildedir: DSS (p<0.001), Galektin-1 (p<0.01), DSS+galektin-
1 (p<0.01). GSH seviyelerindeki en belirgin azalma DSS uygulanan kolit grubunda
gerceklesmistir.  Bununla birlikte, DSS grubuna galektin-1 enjeksiyonu, GSH

degerlerini DSS kolit grubuna oranla anlamli derecede arttirmistir (p<0.05).
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Sekil 4.34: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda dlgiilen GSH seviyeleri (Ortalama
+ Standart hata). Kontrol: 17.62 + 1.54, DSS: 4.65 + 0.94, Galektin-1: 9.40 + 2.26,
DSS+galektin-1: 9.36 + 1.37.

#Kontrol grubundan farkli (p<0.001).
*Kontrol grubundan farkli (p<0.01).
‘DSS grubundan farkli (p<0.05).

4.6.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen GSH-Px aktivitelerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 4.35’te verilmistir. Kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda
GSH-Px aktivitelerinde, hem DSS kolit grubunda hem de galektin-1 verilen kontrol
grupta anlamli bir azalma kaydedilirken (p<0.001); DSS+galektin-1 grubunda ise
anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Ancak DSS uygulamasi, galektin-1 grubundan
farkli olarak GSH-Px aktivitelerini kontrole gore yar1 yariya azaltarak, belirgin bir disiis
meydana getirmistir. DSS+galektin-1 uygulanan grupta, hem kolit grubuna hem de
sadece galektin-1 enjeksiyonu yapilan gruba gore GSH-Px aktivitesi istatistiksel olarak

anlamli derecede artarak, kontrol bireylerdeki seviyelere yaklagmistir (p<0.001).
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Sekil 4.35: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda 6lgiilen GSH-Px aktiviteleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 23.30 + 0.50, DSS: 11.65 + 0.46,
Galektin-1: 20.36 + 0.27, DSS+galektin-1: 24.48 + 0.46.

®Kontrol grubundan farkli (p<0.001).
*DSS grubundan farkli (p<0.001).
‘Galektin-1 grubundan farkli (p<0.001).

4.6.4. Katalaz Aktivitesine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen CAT aktivitelerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 4.36’da gosterilmistir. DSS ile kolit olusturulan gruptaki farelerin CAT
aktivitelerinde, kontrol grubundaki farelere gore Onemli bir azalma saptanmigtir
(p<0.001). DSS+galektin-1 grubunda, kontrol ve galektin-1 gruplarmma gore CAT
aktivitelerinde anlamli bir farklilik gézlenmezken; galektin-1’in tek basina enjeksiyonu
da CAT aktivitesi lizerinde kontrol grubuna oranla anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. DSS grubuna galektin-1 6n uygulamasi, CAT aktivitesinde DSS kolit

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirmistir (p<0.001).
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Sekil 4.36: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda 6lgiilen CAT aktiviteleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 9.86 + 0.52, DSS: 5.19 + 0.30,
Galektin-1: 10.08 + 0.71, DSS+galektin-1: 10.19 + 0.69.
®Kontrol grubundan farkli (p<0.001).

*DSS grubundan farkli (p<0.001).

4.6.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen SOD aktivitelerinin gruplara gore dagilinm
Sekil 4.37°de verilmistir. DSS grubunda ve galektin-1 grubunda SOD aktivitelerinde,
kontrol gruba gore anlamli bir azalma tespit edilirken (p<0.05); DSS grubunda gozlenen
diisik SOD aktivitesi, galektin-1 6n uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artig gostermistir (p<0.05). Buna ilaveten DSS+galektin-1 grubunda goézlenen
SOD aktivitesindeki artis, sadece galektin-1 verilen kontrol grubundaki bireylere gore

de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 4.37 : Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda dlgiilen SOD aktiviteleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 5.08 = 0.39, DSS: 4.05 + 0.56,
Galektin-1: 3.61 + 0.28, DSS+galektin-1: 4.80 + 0.16.

#Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
*DSS grubundan farkli (p<0.05).
‘Galektin-1 grubundan farkli (p<0.01).

4.6.6. Miyeloperoksidaz Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen MPO seviyelerinin deney gruplarina gore
dagilimi Sekil 4.38de 6zetlenmistir. Tiim deney gruplar1 gozoniine alindiginda, kontrol
grubuna kiyasla MPO seviyesindeki en belirgin artis (yaklasik 13 kat) DSS kolit
grubunda gozlenmistir (p<0.001). Bunun yami sira, hem galektin-1 verilen kontrol
grupta hem de DSS+galektin-1 grubunda da kontrol bireylere gére, MPO seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmaktadir (p<0.001). DSS ve galektin-1 verilen
iyilestirme grubunda, sadece galektin-1 enjekte edilen farelere gore MPO seviyesinde
anlamli bir artis gozlenirken (p<0.001); DSS grubuna gore belirgin bir azalma

(p<0.001) tespit edilmistir.
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Sekil 4.38: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda 6lgiilen MPO seviyeleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 5.40 + 0.32, DSS: 71.99 + 4.03,
Galektin-1: 7.53 + 0.23, DSS+galektin-1: 27.11 + 1.46.

®Kontrol grubundan farkli (p<0.001).
*DSS grubundan farkli (p<0.001).
‘Galektin-1 grubundan farkli (p<0.001).

4.6.7. Tiimor Nekroz Faktor-a Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen TNF-a seviyelerinin gruplara gore dagilimi
Sekil 4.39’da gosterilmistir. Buna gore, DSS grubunun TNF-a seviyelerinde, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak belirgin bir artis gézlenmistir (p<0.01). Yalnizca
galektin-1  enjeksiyonu yapilan grupta da, kontrol grubundaki bireylerle
kiyaslandiginda, TNF-a diizeylerinde artis saptanmistir (p<0.05). DSS verilen farelere
galektin-1’in 6n enjeksiyonu, DSS grubundaki artmis TNF-a diizeylerini, bu gruba
kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede azaltarak (p<0.01), kontrol grubundaki

bireylerin sahip oldugu seviyelere yaklagtirmistir.
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Sekil 4.39: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda dlgiilen TNF-a seviyeleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 20.71 + 1.73, DSS: 111.52 + 22.54,
Galektin-1: 38.71 + 6.07, DSS+galektin-1: 22.72 + 5.73.
®Kontrol grubundan farkli (p<0.01).
*Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

‘DSS grubundan farkli (p<0.01).

4.6.8. Interlokin-10 Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon doku homojenatlarindan elde edilen IL-10 seviyelerinin gruplara gore dagilimi
Sekil 4.40’ta belirtilmistir. IL-10 seviyelerinde kontrol grubuna oranla DSS grubunda
istatistiksel olarak belirgin bir azalma (p<0.001) gozlenmekle birlikte; galektin-1
enjekte edilen grupta da bir anlaml diisiis saptanmistir (p<0.05). DSS grubuna galektin-
1’in 6n enjeksiyonu ise, kolon homojenatlarindaki IL-10 diizeylerini sadece galektin-1
verilen (p<0.01) veya kontrol grubundaki (p<0.001) bireylerin seviyelerine kadar
artirmasa da, DSS kolit grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

yiikseltmistir (p<0.05).
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Sekil 4.40: Gruplara gore gore kolon homojenatlarinda 6lgiilen TL-10 seviyeleri
(Ortalama + Standart hata). Kontrol: 186.44 + 15.18, DSS: 52.80 + 6.41,
Galektin-1: 129.38 + 13.56, DSS+galektin-1: 75.58 + 1.67.

K ontrol grubundan farkli (p<0.001).
*Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
°DSS grubundan farkli (p<0.05).
YGalektin-1 grubundan farkli (p<0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezinin incelenmesi ve bu hastaliklar igin
yeni ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi amaciyla TNBS, asetik asit, DSS ve
karregeean gibi kimyasallarla uyarilabilir modeller, transgenik ve knock out kolit
modelleri gibi ¢esitli hayvan modelleri kullanilmaktadir (Kim ve Berstad, 1992,
Blumberg ve dig., 1999). Deneysel olarak ilk kez kullanilmaya baslandigi 1990’1l
yillarin baglarindan bu yana, DSS’nin i¢gme suyunda ¢oziindiiriilerek uygulandigi DSS
ile olusturulan deneysel kolit modeli, insanlarda goriilen tlseratif kolit hastaliginin pek
cok klinik ve histopatolojik bulgusunu yansitmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir
(Cooper ve dig. 1993).

Intrarektal yoldan TNBS uygulanmasi ile olusturulan kolit modeli, insanlardaki Crohn
hastalig1 ile daha ¢ok benzerlik gostermekte ve Th hiicre aracili mukozal adaptif immiin
yanitin arastirilmasinda  kullanilmaktadir. DSS’nin oral yoldan uygulanmasi ile
olusturulan ilseratif kolit modeli ise daha c¢ok dogal immiin mekanizmalar ile
iligkilendirilmektedir (Wirtz ve dig., 2007). Kolondaki epitel hiicreler tarafindan
DSS’nin fagosite edilmesi ile epitel hiicre bariyer fonksiyonlar1 bozulur (Rogler ve
Andus, 1998) ve dogal immiinitenin olusumuna katki saglayan liiminal antijenler lamina
propreaya daha kolay ulasarak buradaki hiicreleri uyarir. Bu hiicrelerce pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinmast ile inflamasyon gelisir (Okayasu ve dig., 1990). DSS
ile olusturulan kolit modeli 6zellikle kilo kaybi, diski kivaminda yumusama, diyare ve
rektal kanama gibi klinik bulgular (Kawada ve dig., 2007) ile fokal kript hasari ile
birlikte seyreden epiteliyal hasar, {ilserasyon, mukozada yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu gibi sahip oldugu pek ¢ok histopatolojik 6zellik (Okayasu ve dig., 1990;
Cooper ve dig., 1993; Dieleman ve dig., 1998) bakimindan insanlarda goriilen iilseratif
kolitle biiyiik benzerlikler tasimaktadir ve ilseratif kolit hastaliginin hayvan modeli
olarak kullanilmaktadir. Ulseratif kolitin patogenezi heniiz tam olarak bilinmediginden
giliniimiizde {lseratif kolit tedavisinde kullanilan ilaglar kolite sebep olan etkenleri
ortadan kaldirmaya yonelik olmayip, inflamasyonun geriletilmesini saglayan anti-

inflamatuvar ve immiin baskilayici 6zellige sahip ilaglardir. Bu nedenle, iilseratif kolitin
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deneysel modelleri kullanilarak yapilan ¢alismalarla etkin ve yeni tedavi yontemleri

gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Galektin-1, insan ve farelerdeki gastrointestinal kanalin farkli tipteki hiicreleri
tarafindan eksprese edilen, yara iyilesmesi ve anti-inflamatuvar yanit olusumu gibi pek
cok biyolojik olayda rol oynayan bir molekiildiir. Insan ince bagirsaklarinda en fazla
epitelde ve lamina propreada eksprese edilen Gal-1, 129/SvJ soyuna ait farelerin
bagirsaklarinda lamina propreada yaygin olmakla birlikte muskulariste de eksprese
edilmektedir (Muglia ve dig., 2011). Mathieu ve dig. (2008), normal C57BL/6 soyu
farelerin kolon kesitlerinde anti-Gal-1 antikorlar1 ile yaptiklar1 immiin isaretlemeler
sonucunda, kolon yiizey epiteli ve kript epitel hiicrelerinde Gal-1 ekspresyonunun
olmadigini, lamina propreada ise BALB/c ve 129 Sv/Ev farelere kiyasla daha az sayida
Gal-1 ekprese eden hiicrenin oldugunu gostermislerdir. Oysa ki, normal BALB/c
farelerin ve kronik enterokolitin spontan gelistigi IL107 farelerin kolon ylzey
epitellerindeki Gal-1 ekspresyonunun % 70 gibi yiiksek seviyelerde oldugu
gosterilmistir (Mathieu ve dig., 2008). Ayrica, ayn1 grubun C57BL/6 farelere % 4
DSS’nin 7 gilin uygulanmasi ile olusturduklar1 akut kolit deneyinde, kolon dokusunda
ylizey ve kript epitelindeki Gal-1 ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna gére dnemli
bir degisiklik saptanmamis ve DSS ile akut kolit olusturulmasindan sonra da C57BL/6
farelerin kolon dokularinda endojen Gal-1 diizeyi oldukca diisiik bulunmustur (Mathieu
ve dig., 2008). ince bagirsak hiicre soylarinda yapilan analizler sonucu, 129/SvJ soyu
duodenal fare hiicrelerinde Gal-1’in mRNA ve protein ekspresyonlarinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ayrica 129/SvJ soyuna ait farelerin ince bagirsak (duodenum) epitel
hiicrelerinde eksojen Gal-1’in baglanacagi glikoepitoplarin ekspresyon seviyeleri de
yiiksektir ve Gal-1, 15 ng/ml kadar diisik dozda dahi epiteldeki hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanabilir. 129/SvJ soyu fare bagirsak hiicrelerinde yiiksek seviyelerde
bulunan Gal-1 ve Gal-1 baglayan reseptorlerinin, bu glikan baglayict proteinin
villuslardaki epitel hiicrelerinin dongiistinii  diizenleyerek, bagirsak homeostazinin
saglanmasinda 6nemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Muglia ve dig., 2011). Bu
bulgular 1s1ginda DSS ile olusturulan akut kolit modelinde eksojen Gal-1
uygulamasinin, hastaligi olasi onleme mekanizmasini arastirdigimiz c¢alismamizda,
endojen Gal-1 ekspresyonunun en diisiik oldugu fare soyu olan C57BL/6 fareler tercih

edilmisgtir.
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Uygulanan DSS’nin molekiiler agirligi, dozu ve uygulama siiresi agisindan ¢aligmamiz
ile paralellik gosteren bir baska ¢alismada, erkek CD1 farelere 36-50 kDa molekiiler
agirhiktaki % 3 DSS (w/v) soliisyonu 5 giin boyunca oral olarak verilmis ve 7. giinde
farelerin kolon dokular1 toplanarak analiz edilmistir (Matos ve dig., 2013). Farelere % 3
DSS uygulamasi kanli diyare ve stirekli agirlik kaybi ile karakterize siddetli bir kolit
hasar1 meydana getirmis (Melgar ve dig., 2005, Matos ve dig., 2013) ve bunun
sonucunda HAI’de artis, viicutta agirlik kaybi, makroskobik kolon hasari ve kolon
uzunlugunda azalmalar gézlenmistir. Bunun yan1 sira, DSS uygulanan farelerin kolon
kesitlerinde tlserli bolgeler, kript yapisinda bozulmalar, yaygin polimorfnuklear hiicre
infiltrasyonu gézlenmis ve ciddi mikroskobik hasar tespit edilmistir. Tiim bu bulgular,
C57BL/6 farelere % 3 DSS (w/v)’nin 5 giin boyunca uygulandigi ve kolit olusumundan
sonraki giinlerde rektumda kanli diski ile birlikte ciddi agirlik kaybinin gozlendigi ve
HAI’nin tiim bireylerde 3’iin iistiinde seyrettigi, kolon uzunlugunda ise kontrol bireylere
oranla belirgin azalmanin oldugu bizim ¢alismamizla uyumludur. Ayrica, Matos ve dig.
(2013) tarafindan gerceklestirilen bu ¢alismanin histopatolojik bulgulari, mikroskobik
olarak genellikle mukozada ve yer yer submukozada gozlenen yaygin inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem, baz1 bireylerde tamamen bozulmus kript yapisi
ve kaybi ile birlikte yaygin iilserasyon ve nekroz bulgularmin tespit edildigi bizim

deney sonuglarimizla da benzerlik gostermektedir.

Ulseratif kolit patogenezi ve DSS ile olusturulan kolon hasari, bagirsak mukozasina gok
sayida l16kositin infiltrasyonu ile direkt olarak iligkilidir. DSS ile olusturulan kolitin akut
faz1 esnasinda, mukozaya nétrofil infiltrasyonunun kolon inflamasyondaki en 6nemli
olaylardan biri oldugu soylenebilir. Ek olarak, notrofillerde bulunan bir enzim olan
MPO’nun, HOCI gibi sitotoksik oksidanlarin olusumunu katalizledigi de bilinmektedir
(Baumgart ve Carding, 2007, Kaser ve dig., 2010). Bento ve dig. (2012), adaptif immiin
yanitta 5nemli rol oynayan CD4* ve CD8" T hiicrelerinin, DSS kolitin akut periyodunda
degismedigini gostermislerdir. Bu ¢alisma, T ve B hiicreleri olmayan farelerde DSS’nin
koliti uyarabildiginin gosterilmesi ile desteklenmistir (Wirtz ve dig., 2007).
Calismamizda mikroskobik bulgularimizi destekleyecek bicimde, kolondaki mukozal
notrofil infiltrasyonunun bir gostergesi olan MPO seviyelerinde kolit grubunda, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 6nemli bir artis oldugu dikkati ¢ekmistir. Farelerde DSS ile
kolit olusturulan pek ¢ok ¢alismada, kolon dokularinda MPO seviyelerinin, mikroskobik
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gozlemlerle tespit edilen inflamasyon hasarinin siddeti ile paralel sekilde artig gosterdigi
rapor edilmistir (Lee ve Lim, 2007; Song ve dig., 2013; Zhao ve dig., 2013). Tim bu
sonuglar, bizim Kkolit grubundaki MPO bulgularimizla birlikte, kalin bagirsak
mukozasina nétrofil infiltrasyonunun inflamasyonla seyreden kolit hasarindan sorumlu

en 6nemli siireclerden biri oldugu gercegini destekler niteliktedir.

Farelere intrarektal yoldan TNBS uygulanmasi ile olusturulan, Crohn hastalig1 ile klinik
ve histolojik benzerliklere sahip kolon inflamasyonunun tetiklendigi bir deneysel
modelde Gal-1’in iyilestirici etkisinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, TNBS
uygulanmasi ile birlikte es zamanli olarak 7 giin boyunca giinliik olarak 0.04, 0.4 ve 1
mg/kg dozlarda intravendz olarak Gal-1 enjekte edilen BALB/c fareler, 7. giinde
sakrifiye edilerek, kolon dokular1 incelemeye tabi tutulmustur. Sadece TNBS uygulanan
grupta farelerin distal kolonlarinda yapilan histolojik incelemelerde kolon duvarinda
kalinlagmalar, lamina propreada yogun inflamatuvar infiltrasyon, goblet hiicre kayb1 ve
kript yapisinda bozulmalar ile kriptlerin kaybi gibi mikroskobik bulgular, MPO
seviyesinde 6nemli bir artis ve ciddi agirlik kayiplari tespit edilmistir (Santucci ve dig.,
2003). TNBS uygulamasindan once farelere Gal-1 6n enjeksiyonu, subepiteliyal ddem
haricinde TNBS grubundaki farelerde gézlenen histolojik hasari iyilestirerek uygulanan
doza bagl olarak (6zellikle 1 mg/kg Gal-1) kolon hasarinin yayilimini, histolojik hasar
skorunu, viicut agirhigindaki kayiplart ve MPO seviyesini belirgin derecede azaltmis ve
TNBS ile olusturulan kolon hasarina karsi koruyucu bir rol oynamistir (Santucci ve dig.,
2003). Bizim g¢alismamizda da farelere DSS ve Gal-1’in birlikte verildigi grupta,
yukaridaki bulgular ile uyumlu olacak sekilde distal kolon dokusunda, submukozal bazi
alanlarda orta derecede 6dem, birka¢ bireyin lamina propreasinda hafif inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, kript yapisinda hafif bozukluklar diginda genel olarak kontrol
bireylerdekine benzer bir goriinim mevcuttur. Gal-1’in DSS verilen farelere 6n
enjeksiyonu, DSS’nin neden oldugu yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, genis
alanlarda goblet hiicre kaybi1 ve kript yapisindaki ciddi bozukluklart 6nleyerek, kolon
morfolojisini korumustur. DSS uygulanan farelere Gal-1’in 6n enjeksiyonu mukozal
yapiy1 ve kript biitiinliigtinii koruyarak, histolojik hasar skorunu DSS kolit grubuna gore
onemli derecede azaltmistir. Ayrica, DSS verilen gruba Gal-1’in 6n enjeksiyonu, DSS
kolit grubuna gore kolon uzunlugunda bir artisa, % agirlik kaybinda azalmaya ve

HAI’de istatistiksel olarak anlamli derecede diisiise neden olarak kolit olusumunu
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Onlemistir. Bunun yani sira, Gal-1 enjeksiyonu kolit gruplarinda MPO seviyesinde
azalmaya neden olarak, PMN infiltrasyonunu Onlemistir. Bu bilgiler 1s181nda,
inflamatuvar bir bagirsak hastaligi olan {ilseratif kolitte Gal-1’in, kolon mukozasi ve
submukozasina lokositlerin goglinii 6nleyerek, anti-inflamatuvar bir etki gosterdigini

sOyleyebiliriz.

Ulseratif kolitte, epitel hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengenin bozulmas1
s6z konusudur (Jones ve Gores, 1997, Watson ve Pritchard, 2000). Ulseratif kolitte
inflamasyonlu kolon mukozasindaki epitel hiicre hasari, bu hiicrelerin apoptozu ile
sonuglanabilir. Epitel bariyerin yikimi, kalin bagirsakta bulunan mikroorganizmalarin
invazyonuna yol agarak, kolon mukozasinda kronik inflamasyona neden olur. Bazi
calismalarda, iilseratif kolitte hem proliferasyonun hem de apoptozun anormal bi¢imde
arttigi rapor edilmistir (Strater ve dig., 1997, limura ve dig., 2000). Sicanlara
tekrarlayan sikluslar ile uygulanan % 4 DSS ile olusturulan kronik kolitte, kolondaki
epitel hiicrelerin proliferasyon ve apoptoz oranlar1 belirgin derecede artmistir (Vetuschi
ve dig., 2002). Bu artiglarin alevlenme ve hafifleme sikluslarindan kaynaklandig: ileri
striilmektedir. Oysa ki, farelerde akut kolit modeli olusturdugumuz bizim
calismamizda, 5 giin boyunca uygulanan DSS’nin kolon mukozasindaki hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde azaltici etkileri oldugu tespit edilmistir. Buna paralel olarak, 8
giin boyunca molekiiler agirligi 5 kDa olan % 5 DSS (w/w) igerecek sekilde standart
kemirgen toz yemi verilen erkek BALB/cA Jcl farelerde olusturulan akut kolit
modelinde, 8. giiniin sonunda kontrol grubundaki farelere gore, viicut agirliklarinda
azalma ve histolojik hasar skorunda tespit edilen belirgin bir artisin yani sira, hiicre
siklusunun aktif fazlarmi gosteren anti-fare Ki-67 antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal isaretlemelerde kolon epitel hiicrelerinin mitotik aktiviteleri
gozlemlenmistir (Araki ve dig, 2010). Kontrol grubundaki bireylerde kriptlerin bazal
kisimlarinda anti-Ki-67 pozitif hiicreler ¢ok sayida bulunurken; DSS verilen farelerdeki
immiin isaretlemede azalma tespit edilmistir. Yani, farelere DSS uygulanmasi kriptlerde
cogalmakta olan epitel hiicre oranini kontrol grubundaki bireylere kiyasla belirgin
sekilde azaltmistir (Araki ve dig., 2010). Bu bulgular, kisa siireli DSS uygulamasinin
epitel hiicrelerini Gg fazmna sokarak hiicre siklusunu bloke ettigi ve onarim
mekanizmalar1 uyarilmadan 6nce apoptotik siirecin de tetiklenmesi ile, mukozal hasarin

olustugu seklinde agiklanabilir. Muhtemelen, farelere tekrarlayan sikluslar halinde DSS
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verilmesi, kolon epitelinin kronik inflamasyona maruz kalmasina neden olacak ve
onarim mekanizmalar1 devreye sokularak, mukozal alanda hiicre proliferasyonunun
artigin1 uyaracaktir. Yine Tessner ve dig. (1998), DSS ile farelerde olusturduklari akut
kolit modelinde, bromodeoksiiiridin isaretleme yontemi Kullanarak, ¢ogalan epitel
hiicrelerin % 90 oraninda azaldigini rapor etmislerdir. Yukarida bahsedilen akut
caligmalardan elde edilen bulgulara benzer sekilde c¢alismamizda da 5 giin siireyle
farelere  uygulanan DSS, mukozal alandaki hiicrelerde fare anti-Ki-67
immiinohistokimyasi ile belirlenen proliferasyon indeksini kontrol grubuna goére 6nemli

Ol¢iide azaltarak, yaygin kript hasarina neden olmustur.

Rekombinant Gal-1, hiicre proliferasyonu iizerinde konsantrasyona da bagli olarak
bifazik etkiler gosterir. Diisiik konsantrasyonlarda Gal-1 mitojeniktir ve laktoz ile
inhibisyona duyarhidir. Bu lektinin proliferasyon iizerindeki inhibitor etkileri ise daha
yiiksek konsantrasyonlarda gerceklesir ve laktozdan bagimsizdir (Adams ve dig., 1996).
Gal-1 vaskiiler diiz kas hiicreleri (Moiseeva ve dig, 2000), pulmoner arter endotel
hiicreleri (Sanford ve Harris-Hooker, 1990), hepatik satellit hiicreleri (Maeda ve dig,
2003) ve fare BALB3T3 fibroblast hiicreleri (Yamaoka ve dig., 1991) iizerinde
mitojenik etkiye sahiptir ve bu etki lektin aktivitesi ile iligkilidir. Oysa ki Gal-1, fare
embriyonik fibroblastlarin ¢ogalmalarini inhibe edici bir etki de gosterir (Yamaoka ve
dig., 1991). Pankreatik satellit hiicreler, pankreatit gibi inflamasyon veya hasar
durumlarinda aktifleserek, yiiksek dozda Gal-1 eksprese eder. Gal-1, sigan pankreatik
dokularindan izole edilen ve 14 giin boyunca kiiltiirde aktive olan bu satellit hiicrelerin
proliferasyonlarint ERK yolagi iizerinden ve B-galaktozid aktivitesine bagli olarak
uyarir. Bromodeoksiiiridin metoduyla tespit edilen hiicre proliferasyonu, Gal-1’in
dozuna baglh olarak artis gostermektedir (Masamune ve dig., 2006). Ayrica, antisens
cDNA transfeksiyonu ile Gal-1 geninin inhibisyonu sigcan kékenli glioma hiicre hattinda
timor gelisimini durdurmaktadir (Yamaoka ve dig, 2000). Bu bulgular Gal-1’in
proliferasyonu arttirict etkisini kanitlar niteliktedir. Calismamizda da yukarida verilen
bulgular ile uyumlu olarak, sadece Gal-1 enjeksiyonu yapilan farelerin kolon
mukozasindaki hiicre proliferasyon indeksi, kontrol grubuna gore artis gostermistir. EK
olarak, DSS’nin kolon epitel hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki baskilayici etkileri,
Gal-1’in 6n olarak enjeksiyonu ile inhibe edilmis ve kolit grubuna gore proliferasyonda

belirgin bir artis ile sonuglanmustir.
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Bu ¢alisma planlanirken hedeflerimizden biri de, DSS ile akut olarak olusturulan kolit
hasarinda oksidatif stresin ve anti-oksidan savunma sisteminin roliinii tespit edebilmek
ve Gal-1’in kolon dokusunda DSS ile olusan oksidatif hasarda oksidan/anti-oksidan

sistem iizerindeki bilinmeyen etkilerini a¢iga ¢ikarabilmekti.

Reaktif oksijen metabolitleri, sitokinler, arasidonik asit metabolitleri ve notrofil
infiltrasyonu ile birlikte pro-inflamatuvar aracilarin asir1 tiretimi gibi ¢ok sayidaki faktor
tilseratif kolit olusumuna neden olabilir. Fizyolojik sartlar altinda oksidan ve anti-
oksidan sistemler arasinda var olan denge, patolojik durumlarda bozulur (Dincer ve
dig., 2007). Ulseratif kolitte aktif hale gelen ve kolon mukozasma gd¢ eden aktif
nétrofiller, burada ROT’lar treterek kolon dokusunda oksidatif hasara neden olurlar
(Naito ve dig., 2007). Reaktiviteleri ¢ok yiiksek olan ROT’larin DSS uygulanmasindan
sonra kolon mukozasindaki seviyelerinin 6nemli derecede arttig1 bildirilmistir (Araki ve
dig., 2003). Bagirsak epitel hiicre membranlarinda, artmis ROT diizeyleri, serbest
radikal saldiris1 ve ilseratif kolit olusumunun erken safhalarinda gergeklesen ve
hastaligin gelisiminde kritik bir 6neme sahip olan lipid peroksidasyonu yolu ile
oksidatif hasar meydana gelir. Hasar olusan inflamasyonlu dokuda, ROT iiretiminin
artmasi ile pozitif bir feedback mekanizmasi olusur ve anti-oksidan sistem yetersiz kalir
(Seril ve dig, 2003). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA, membran
komponentlerine gapraz baglanarak, hiicre toksisitesine neden olur (Zhao ve dig., 2013).
Anti-oksidan savunmanin 6nemli unsurlarindan biri olan SOD, reaktif oksijen tiirlerini
ortadan kaldirarak, ROT’lar ile olusan oksidatif hasara kars: hiicreleri korur. GSH-Px
ise organik peroksitlerin ve H,O;’nin detoksifikasyonunun yani sira, lipid
molekiillerinin realkilasyonu araciligi ile hiicresel membranlarin rejenerasyonunu da
saglar (Chen ve dig., 2003, Ademoglu ve dig., 2004).

Literatiirde, DSS ile kolit modellerinde oksidatif stres ve anti-oksidan sistemin
incelendigi ¢aligmalar mevcuttur (Lee ve Lim, 2007; Yao ve dig., 2010; Song ve dig.,
2013; Zhao ve dig., 2013). Yao ve dig. (2010) % S DSS’nin 7 giin uygulanmasi ile Zhao
ve dig. (2013) ise molekiiler agirligi 5000 Da olan % 5 DSS’nin 10 giin uygulanmas ile
olusturduklart akut kolit modellerinde inflamasyonlu kolon dokusundaki oksidan/anti-
oksidan parametreleri arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, kolon MPO ve MDA seviyelerinin
kolit grubunda kontrol gruplarina goére arttigini; SOD ve GSH-Px aktivitelerinin kolit
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gruplarinda kontrol gruplarina oranla azaldigin1 ve DSS’nin oksidatif hasari arttirarak,
anti-oksidan cevabi baskiladigini tespit etmislerdir. % 5 DSS’nin 7 giin boyunca erkek
ICR soyu farelere uygulanmasi ile olusturulan akut kolit modelinde, CAT, SOD ve
GSH-Px aktivitelerinin DSS grubunda kontrol grubuna gore belirgin derecede azaldigi
rapor edilmistir (Lee ve Lim, 2007). Song ve dig. (2013) tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise, 7 giin boyunca uygulanan molekiiler agirhigi 36.000-50.000 Da olan %
3’liik DSS, kolon homojenatlarindaki GSH seviyelerini kontrol grubuna oranla azaltmus,
MDA seviyelerini ise 6nemli derecede arttirmistir. Bizim bulgularimiz da yukarida sozii
edilen ¢aligmalarla uyumlu olarak, kolon dokusunda MPO ve MDA seviyelerinin DSS
ile olusturulan kolit grubunda, kontrol grubuna kiyasla énemli derecede arttigini; GSH
seviyeleri ile SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinin ise kolit grubunda anlamli derecede
azaldigimmi gostermektedir. Bu sonuglar, DSS kolit modelinde, nétrofil ve makrofaj
aktivasyonu ve lipid peroksidasyonu ile baglantili olarak kolon dokusunda oksidatif
stresin arttigin1 ve anti-oksidan savunma sisteminin biylik Ol¢iide baskilandigini

gostermektedir.

Galektin-1’in ¢esitli dokularda oksidan ve anti-oksidan sistem ftzerindeki etkileri
bilinmemektedir. Bununla birlikte, in vitro bir ¢alismada Gal-1’in oksidatif strese karsi
hiicreleri koruduguna dair bulgular mevcuttur (Ito ve dig., 2011). Oksidatif strese
duyarli olan EAhy926 vaskiiler endotel hiicre soyuna oksidatif stres olusturmak
amaciyla 10 uM dozda H,0, uygulanmis ve 200 pug/ml dozda verilen Gal-1’in oksidatif
strese karsi bu hiicreleri korudugu tespit edilmistir. Yani, Gal-1 vaskiiler endotel
hiicrelerde H,O; ile olusturulan oksidatif stres aracili apoptozu inhibe etmektedir.
Bunun yani sira, hipoksi ve oksidatif stres durumlarinda, kanser hiicrelerinde Gal-1

ekspresyonunun arttig1 da bildirilmektedir (Ito ve dig., 2011).

Literatiirde galektin-1’in saglikli veya hasar gormiis kolon dokusunda veya baska
herhangi bir dokuda oksidatif stres belirteci olarak doku MDA diizeyi veya anti-oksidan
sistemin parametreleri olan GSH, GSH-Px, CAT, SOD iizerindeki etkilerini inceleyen
herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Bu yoniiyle ¢calismamiz galektin-1’in MDA
ve GSH diizeyleri ve anti-oksidan enzim aktiviteleri tizerindeki etkilerini ortaya koyan
ilk ¢aligma olma niteligindedir. Bu ¢aligmada DSS verilen farelere galektin-1’in 6n

uygulanmasi, kolit grubuna gore kolon homojenatlarinda GSH diizeyleri, GSH-Px, CAT
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ve SOD aktivitelerinde istatistiksel olarak belirgin bir artisa, lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA seviyelerinde ise kolit grubundaki bireylere oranla belirgin bir
azalmaya neden olmustur. Bu bulgular 15181nda, oksidatif stresin uyarildigi DSS kolit
modelinde, galektin-1’in kolon dokusunda anti-oksidan savunma mekanizmasini aktive

ederek, oksidatif hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

Sitokinler immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan molekiillerdir.
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda pro- ve anti-inflamatuvar sitokinler arasindaki
dengenin bozuldugu bilinmektedir. DSS ile olusturulan kolitte kalin bagirsak
mukozasina inflamatuvar hiicrelerin gocii, bagirsak epitel hiicreleri ve inflamatuvar
hiicreler tarafindan firetilen, kolon hasarna katkida bulunan pro-inflamatuvar sitokin
diizeylerindeki artisla korelasyonludur (Rogler ve Andus, 1998). inflamatuvar bagirsak
hastalig1 olan kisilerin kolon biyopsilerinde I1L-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y ve TNF-a gibi
pro-inflamatuvar sitokin seviyelerinin arttigi; IL-4 gibi anti-inflamatuvar sitokin
diizeylerinin azaldig1 rapor edilmistir (Obermier ve dig., 1999). DSS ile olusturulan
kolit modelinde kolitin gelisim siirecinde 6zellikle TNF-a ve IFN-y’nin 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir (Obermier ve dig., 1999). DSS ile olusturulan iilseratif kolitte
erkek C57BL/6 farelere % 2.5 DSS (36.000-50.000 Da) 7 giin boyunca uygulanmis ve
DSS’nin uygulandigi aynmi periyotta fosfotidilinositol 3-kinaz inhibitorlerinin akut
hastalik modeli iizerindeki koruyucu rolii arastirilmistir. Bu ¢alismada, kolon
dokularindaki TNF-o, IL-1B ve IFN-y seviyelerinin akut DSS Kkolitin olusturulma
fazinda, kontrole gore belirgin derecede arttig1 rapor edilmistir (Van Dop ve dig., 2010).
5 giin siire ile % 3 DSS uygulanan ve DSS uygulamas: ile baslayip 7 giin siire ile
iyilestirici ajanin uygulandig1 baska bir ¢alismada ise, DSS uygulanan grupta ELISA
yontemi ile kolon homojenatlarinda TNF-a ve IL-1p sitokin seviyelerinde 6nemli bir
artis saptanmakla birlikte; TNF-o ve IFN-y mRNA ekspresyonlarinda da belirgin artig
gbzlenmistir (Matos ve dig., 2013). Bizim calismamizda da, yukarida sézii edilen
bulgulara benzer sekilde, kontrol grubuna oranla DSS grubundaki kolon doku
homojenatlarinda pro-inflamatuvar bir sitokin olan TNF-a seviyeleri istatistiksel olarak

anlamli bir artis gostermistir.

Galektin-1’in TNF-a sitokin seviyelerine etkilerinin incelendigi konkonavalin A ile

Olusturulan bir in vivo Kkaraciger hasar modelinde, konkonavalin A’nin
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uygulanmasindan 30 dakika 6nce intravendz olarak 40 pg dozda enjekte edilen Gal-1,
hasar grubunda 2. saatte pik yapan plazma TNF-a seviyelerini neredeyse tamamen
baskilamistir (Santucci ve dig., 2000). Ayn1 ¢alismada Gal-1’in in vitro ortamda sitokin
salimimini etkileme durumu da degerlendirilmistir. Bu amacla, farelerin dalaklarindan
izole edilen makrofajlar lipopolisakkaritler ile in vitro ortamda uyarilmis ve artan
konsantrasyonlarda Gal-1 ile inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiirii siipernatantlarindaki
TNF-a seviyeleri 12 uM dozda uygulanan Gal-1 ile belirgin derecede azalmistir
(Santucci ve dig., 2000). Zimosan ile farelerde olusturulan bir akut peritonit modelinde,
zimosan enjeksiyonundan 15 dakika o6nce 0.3 pg Gal-1’in intraperitoneal olarak
uygulanmasi peritonit olusturulmasinin 4. saatinde hem notrofillerin gogilinii engellemis
hem de serumda yapilan dlgiimlere gore TNF-a ve IL-1B salintmini baskilamistir (Gil
ve dig., 2010). Bunun disinda TNBS ile olusturulan farelerdeki kolit modelinde,
intrarektal TNBS uygulamasindan sonra 7 giin boyunca farkli dozlarda (0.04, 0.4 ve 1
mg/kg) Gal-1’in intravendz olarak uygulandigi ve bu lektinin hastaligi 6nleyici etkisinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, TNBS uygulanmasindan sonra hem dokuda hem de
plazmadaki TNF-a, IL-1f, IL-12 ve IFN-y gibi Thl aracili pro-inflamatuvar sitokinlerin
seviyeleri 6nemli derecede artmig, Gal-1 enjeksiyonu ise hem plazmadaki hem de kolon
mukozasindaki bu pro-inflamatuvar sitokin diizeylerini doza bagimli olarak belirgin
sekilde azaltmistir. 1 mg/kg dozda Gal-1 enjekte edilen farelerin pro-inflamatuvar
sitokin diizeyleri, kolit olusturulan gruba oranla diger dozlara gore en diisiik seviyededir
(Santucci ve dig., 2003). Calismamizda Gal-1 verilen gruptaki TNF-a diizeylerinde
kontrol grubuna oranla bir artig tespit edilmesine ragmen, DSS verilen gruba Gal-1’in
On uygulamasi, yukaridaki caligmaya benzer sekilde kolon homojenatlarindaki TNF-a
seviyelerini kolit grubuna gore istatistiksel olarak belirgin derecede azaltmis ve kontrol
bireylerdeki diizeye yaklastirmistir. Bu bulgular Gal-1’in, inflamasyon varliginda
yukselmis TNF-a diizeylerini diisiirerek, anti-inflamatuvar etki gdsterdigini ve kolon

hasarina kars1 koruyucu rol oynayabilecegini gostermistir.

IL-10 aktif monositler, B ve T hiicreleri tarafindan sentezlenir (Mosmann ve Moore,
1991). Inflamasyonda aktif haldeki makrofajlardan TNF-o, IL-1B, ve IL-6 gibi
sitokinlerin salintmin1 da inhibe eder. IL-10 sadece T hiicre aktivasyonunun
regiilasyonunda degil, ayn1 zamanda akut inflamatuvar cevabin baskilanmasinda da rol

oynar (De Waal Malefyt ve dig., 1991; Fiorentino ve dig., 1991). Glinlimiizde IL-10’un
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inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda anti-inflamatuvar etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. IL-10 geni ¢ikarilmis farelerde kronik kolitin gelistiginin goériilmesi IL-
10’un immiin regiilasyondaki 6nemini kanitlar niteliktedir (Wirtz ve Neurath, 2007).
C57BL/6 farelerin kullanildigi ve % 3 DSS (40 kDa) ile 7 giin siireyle akut kolit
olusturulan bir ¢alismada, kolit grubundaki serum TNF-a diizeylerinin kontrollere gore
oldukca yiiksek oldugu, IL-10 seviyelerinin ise kontrol gruba gore distigi
gosterilmistir (Alex ve dig., 2009). 36-50 kDa agirligindaki DSS’nin 7 giin boyunca
farelere uygulandigi baska bir ¢alismada ise, rekombinant IL-10’un intraperitoneal
olarak enjeksiyonu, hastaligin siddetini IL-10 uygulanmayan farelere gore Onemli
derecede azaltmistir (Cardania ve dig., 2013). Biz de ¢calismamizda, yukaridaki bulgular
ile uyumlu olarak, DSS ile akut kolit olusturdugumuz farelerin kolon dokularindaki IL-

10 diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin derecede diisiik oldugunu tespit ettik.

Galektin-1’in IL-10 anti-inflamatuvar sitokin seviyelerine etkilerinin incelendigi bir
calismada, deneysel olarak olusturulmus otoimmiin bir retinal hastalik modelinde,
farelere intraperitoneal olarak immiinizasyonu takiben 1.6 mg/kg dozda Gal-1
uygulanmistir. Gal-1 enjekte edilen farelerin ve kontrol farelerin lenf diigiimii hiicreleri
immiinizasyonun 21. giiniinde izole edilip, kiiltiirii yapilmistir. Bu hiicreler in vitroda
uyarildiktan 48 saat sonra kiiltlir siipernatantlarindaki IL-10 diizeyleri incelendiginde,
kontrol grubuna gore Gal-1 enjeksiyonu yapilan grupta IL-10 seviyelerinin yiiksek
oldugu gozlenmistir (Toscana ve dig., 2006). In vivo Gal-1’in etkilerinin arttirilmasi igin
stabil Gal-1 homodimerlerinin kullanildigi bir baska c¢alismada, periferal kan
mononuklear hiicrelere, dimerik stabil Gal-1 uygulanmasinin dogal Gal-1’e gore IL-10
iiretimini arttirdigi  gozlenmistir (Van Der Leij ve dig., 2007). Insan bobrek
allograftlarin1 reddeden numunelerde in vivo T hiicre cevabi igin, IL-10’un protein ve
mRNA ekspresyonlarinin ¢alisildigi ve in vitroda ise T hiicreleri {izerinde IL-10
tiretiminin incelendigi bir ¢alismada, aCD3 ile stimiile edilen total periferal kan
mononuklear hiicre kiiltiirlerinde yiiksek konsantrasyonda dimerik Gal-1 (20 uM)
varliginda, doza ve lektin aktivitesine bagl olarak, IL-10 iiretiminin arttig1 saptanmistir
(Van Der Leij ve dig., 2004). Bobrek allograftlarinin reddedilmesinde, T hiicre araciligi
ile olusan immiin yanitlar 6nemlidir. Reddetmenin oldugu hastalarda normal kisilere
gore Gal-1, IL-10 ve IFN-y mRNA ekspresyonlari daha yiiksektir. Aktif veya aktif

olmayan T hiicrelerinde IL-10 seviyelerinin azalmasi, immiin yanitin baskilanmasindan
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sorumlu mekanizma olabilir (Van Der Leij ve dig., 2007). Literatiirde Gal-1’in kolon
dokusunda IL-10 diizeyleri tizerindeki etkisinin incelendigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Calismamizda, sadece Gal-1 enjeksiyonu yapilan grupta kontrol
grubundaki bireylere oranla kolon homojenatlarindaki IL-10 seviyelerinin diisiik oldugu
tespit edilmesine karsin, DSS verilen farelere Gal-1’in 6n enjeksiyonu IL-10 diizeylerini
DSS ile kolit olusturulan gruba gore 6nemli derecede yiikseltti. Bu bulgu, yapilan in
vitro ¢alismalardan ve diger dokulardan farkli olarak, uygulanan Gal-1’in dozuna ve
siiresine bagli olarak, kolon dokusundaki IL-10 ekspresyon diizeylerinin farkli
sekillerde etkilenebilecegi seklinde yorumlanabilir. Bunun yani sira, ¢alismamizda Gal-
I’in inflamasyon durumlarinda aktivite gostererek, hasarli kolon dokusunda IL-10
araciligryla anti-inflamatuvar bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgular
dogrultusunda, Gal-1’in DSS ile olusturulan kolon hasarinda koruyucu etkisinin 6nemli
mekanizmalarindan birinin IL-10 anti-inflamatuvar sitokin tiretimini uyarmasi oldugu

sOylenebilir.

Galektin-1, inflamatuvar hastaliklar igin potansiyel bir terapdtik ajan olarak
degerlendirilebilir. Gal-1, post-translasyonel modifikasyonlar gecirmedigi i¢in,
rekombinant bakterilerce kolaylikla sentezlenebilir ve laktozil sepharose kolonlarda
saflastirilabilir. Fakat arastirmalarda kullanilan rekombinant Gal-1’in kendi molekiiler
yapisindan kaynaklanan ¢esitli smirlandirmalar vardir. Bu sorunlarin iistesinden
gelebilmek igin, Gal-1 preparasyonlar1 ¢esitli kimyasallar kullanilarak stabilize
edilebilir. Gal-1 molekiil igi ve molekiiller aras1 disiilfit kopriilerini olusturan ¢ok sayida
stilfidril grubuna sahiptir. Bu nedenle de, hizli olarak oksidasyona ugrayabilir veya
CRD’lerin katlanmasinda bozulmalara neden olabilir. Bu oksidatif inaktivasyondan
kaginmak amaciyla, ditiyoeritrol gibi indirgeyici ajanlar Gal-1 preparatlarina
eklenebilir. Bundan baska, Gal-1’in ligandlarina diisiik afinite gésteren monomerik
forma doniismesinin engellenmesi de, aktivitesinin korunmasi igin olduk¢a 6nemlidir.
Gal-1’in dimerik yapisinin korunmasi amaciyla gergeklestirilen yeni ¢aligsmalarin sayisi
giin gegtikce artmaktadir. Dimerik ve stabil Gal-1 preparatlarmin olusturulmasi bu
lektinin fonksiyonunu artiracak, otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisi i¢in
yeni terapotik yaklasimlar saglayacaktir. Gal-1’in sitokin tiretiminin diizenlemesi, hiicre

proliferasyonu ve oliimii arasindaki dengeleri saglanmasi ve oksidatif hasari onleyici
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etkileri, onun ¢esitli inflamatuvar ve oksidatif stres kokenli hastaliklarin tedavisi igin

umut vaat edici bir molekiil olmasini saglamaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulara dayanarak vardigimiz sonuglar1 ve ¢alismanin 6zgiin

yonlerini kisaca su sekilde 6zetleyebiliriz:

e Bu c¢alisma, DSS ile olusturulan deneysel kolit modelinde eksojen olarak verilen
Gal-1’in etkilerini inceleyen ilk deneysel ¢alisma olma niteligindedir.

e Bu tezde, Gal-1’in kolon dokusunda oksidatif hasar ve anti-oksidan sistem
tizerindeki rolii ilk kez tespit edilmistir.

e 5 giin boyunca % 3 DSS verilen C57BL/6 soyu farelere rekombinant insan Gal-
I’in 6n uygulamasi, kolite bagli olarak olusan kilo kaybini azaltmis, hastalik
aktivite indeksini diistirmiis ve kolon uzunlugunu arttirmistir.

e Gal-I’in DSS verilen farelere 6n enjeksiyonu, histolojik hasar skorunu
diistirerek, DSS’nin distal kolonda meydana getirdigi dejeneratif hasar1 biiyilik
Olciide indirgemistir.

e DSS wverilen gruba Gal-1 wuygulamasi, kolon mukozasinda hiicre
proliferasyonunu uyararak, hastaligin siddetini hafifletmistir.

e Gal-1’in, DSS ile olusturulan fare akut kolit modelinde kolon dokusunda
gozlenen MDA artigin1 geri dondiirerek; azalmisg olan GSH diizeyleri ile GSH-
Px, CAT ve SOD enzim aktivitelerini arttirarak oksidatif stresi baskiladigi ve
anti-oksidan etkiler gosterdigi ilk kez ortaya konulmustur.

e DSS kolit modelinde kolonda meydana gelen inflamasyon, rekombinant insan
Gal-1’in farelere uygulanmasi ile belirgin olarak azalmistir. Gal-1 kolon
dokusunda, MPO ve TNF-a seviyelerinin indirgenmesine ve 1L-10 seviyelerinin
artigina neden olarak anti-inflamatuvar etkiler gostermistir.

e Sonug olarak, farelerde DSS ile olusturulan akut kolit modelinde Gal-1’in hiicre
¢ogalmasini uyarici, koruyucu, anti-oksidan ve anti-inflamatuvar etkilere sahip
oldugunu soyleyebiliriz.

e Bu c¢alisma, rekombinant insan galektin-1’in dlseratif kolitin tedavisinde
kullanilabilecek yeni bir terapotik ajan olarak hizmet edebilecek potansiyelde

oldugunu gostermesi acisindan 6nem tagimaktadir.
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