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OZET

BALB/C FARELERDE TNF-ALFA/AKTINOMISIN D iLE OLUSAN INCE
BAGIRSAK HASARINDA GLP-2’NiN BiYOLOJiK ROLU

Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) pek c¢ok sinyal molekiiliinii, ikinci haberciyi ve
transkripsiyon faktoriinii aktive edebilen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. TNF-a kanser
hastalarinda tedavi edici etkinlige sahip olmasina karsin, inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin ve septik sokun patogenezinde de oOnemli bir rol oynamaktadir.
Aktinomisin D (Act D) apoptotik hiicre o6liimiinii uyaran ve TNF-a’nin sitotoksik
etkisini belirgin sekilde arttiran bir transkripsiyon inhibitoriidiir. h[Gly2]GLP-2 ise
intestinotrofik etkilere sahip glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2)’nin proteaza direngli
analogudur ve uzun siireli bir etkiye sahiptir.

Bu ¢alismanin amaci1 TNF-o/Act D ile olusturulan ince bagirsak hasar modelinde GLP-
2’nin biyolojik roliinii morfolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
incelemektir. Calismada GLP-2’nin apoptoz, hiicre ¢ogalmasi ve antioksidan sistem
tizerine etkilerinin yani1 sira, bu peptidin kolesistokinin ve somatostatin gibi
gastrointestinal hormonlar ile olan iliskisine de aciklik getirebilmek amaglanmistir.

Bu ¢alismada kullanilan toplam 48 adet ergin erkek BALB/c fareler alt1 gruba ayrildi. 1.
Grup: DMSO ve PBS verilen kontrol hayvanlar, II. Grup: Intraperitonal olarak 15 pug/kg
TNF-a enjeksiyonu yapilan hayvanlar, III. Grup: Intraperitonal olarak 800 ug/kg Act D
enjekte edilen fareler, IV. Grup: TNF-a verilmesinden 2 dakika 6nce Act D uygulanan
hayvanlar, V. Grup: 10 giin boyunca her 12 saatte bir subkutandz olarak 200 pg/kg
h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonu yapilan fareler, VI. Grup: 10 giin h[Gly2]GLP-2 uygulamasi
yapildiktan sonra 11.glin TNF-a enjeksiyonundan 2 dakika once Act D verilen
hayvanlar. h[Gly2]GLP-2 verilen V. Gruba ait fareler son enjeksiyondan 16.5 saat
sonra, diger hayvanlar ise son yapilan enjeksiyondan 4.5 saat sonra servikal dislokasyon
ile sakrifiye edildi. h[Gly2]GLP-2’nin TNF-a/Act D ile olusturulan jejunum hasari
tizerindeki etkileri 1s1k ve taramali elektron mikroskobu altinda incelendi. Apoptoz
tizerindeki rolii TUNEL yontemi ile, hiicre c¢ogalmasma etkileri ise PCNA
immunhistokimyasi ile gosterildi. GLP-2’nin kolesistokinin ve somatostatin ile olan
iliskisi de immunohistokimyasal olarak tespit edildi. Glutatyon, glutatyon peroksidaz,
katalaz ve stliperoksit dismutaz gibi antioksidan sistem parametreleri ile oksidatif hasar
gostergesi olan dokudaki malondialdehid diizeyi spektrofotometrik olarak tayin edildi.

TNF-0/Act D uygulamasi dejeneratif degisikliklere, apoptoza, somatostatin
ekspresyonunda ve malondialdehid seviyesinde artisa, hiicre ¢ogalmasinda ve katalaz
aktivitesinde ise azalmaya sebep olarak, jejunum dokusunda yaygin bir hasar ile
sonuglandi. h[Gly2]GLP-2 6n uygulamasi apoptozda, somatostatin ekspresyonunda ve
malondialdehid seviyesinde belirgin bir azalmaya; hiicre ¢ogalmasinda, kolesistokinin
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ekspresyonunda ve katalaz aktivitesinde ise anlamli bir artisa yol agarak, TNF-a/Act D
ile meydana gelen ince bagirsak hasarini 6nledi. Sonug olarak, bu ¢alisma TNF-a/Act D
ile olusan ince bagirsak hasarina karsi h[Gly2]GLP-2’nin apoptozu onleyici, hiicre
cogalmasini uyarici, koruyucu ve antioksidan etkilere sahip oldugunu gdstermistir. Bu
calismada, GLP-2’nin oksidatif ince bagirsak hasarinda kolesistokinin ve somatostatin
ekspresyonunu etkileme potansiyeline sahip Onemli bir regiilator peptid oldugu
sonucuna vartlmistir. Ayrica bu ¢alismanin, TNF-a aracili ince bagirsak hastaliklarinda,
h[Gly2]GLP-2’nin tedavi edici bir ajan olarak degerlendirilmesine katkida bulunacagi
da diistiniilmektedir.
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SUMMARY

BIOLOGICAL ROLE OF GLP-2 ON TNF-ALPHA/ACTINOMYCIN D-
INDUCED INTESTINAL INJURY IN BALB/C MICE

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) is a multifunctional cytokine, which activates
many signaling molecules, second messengers and transcription factors. Although TNF-
a has a therapeutic role in the treatment of cancer in humans, it also plays an important
role in the pathogenesis of inflammatory bowel diseases and septic shock. Actinomycin
D (Act D) is an inhibitor of transcription that stimulates apoptotic cell death and
markedly increases the cytotoxic effect of TNF-a. h[Gly2]GLP-2 has long-acting and is
a protease-resistant analog of glucagon-like peptide-2 (GLP-2) which has
intestinotrophic effects.

The aim of this study was to investigate the biological role of GLP-2 at the model of
intestinal injury induced by TNF-a-/Act D, morphologically, immunohistochemically
and biochemically. In addition, it was aimed to explain the effects of GLP-2 on
apoptosis, cell proliferation and antioxidant system together with the relation of GLP-2
to some gastrointestinal hormones such as cholecystokinin and somatostatin.

In this study, 48 male BALB/c mice were used and divided into six groups. Group I:
Control animals administered DMSO and PBS, Group II: Animals injected with 15
ug/kg TNF-a, Group III: Mice injected with 800 pg/kg Act D intraperitoneally, Group
IV: Animals receiving Act D, prior to 2 minutes of the administration of TNF-a, Group
V: Animals injected subcutaneously with 200 pg/kg h[Gly2]GLP-2 every 12 hr for 10
consecutive days. Group VI: Animals given Act D prior to 2 minutes of the
administration of TNF-a at 11th day after receiving h[Gly2]GLP-2 for 10 days. The
mice that regarding to Group V were sacrificed after 16.5 h from the last treatment, and
the other animals were sacrificed after 4.5 h from the last treatment by cervical
dislocation. The effects of h[Gly2]GLP-2 on TNF-a/Act D-induced jejunal injury were
investigated under light and scanning electron microscope. Its role on apoptosis and cell
proliferation was detected by TUNEL assay and PCNA immunohistohemistry,
respectively. In addition, the relation of GLP-2 to cholecystokinin and somatostatin was
assessed immunohistochemically. Parameters of antioxidant system such as glutathione,
glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase, together with malondialdehyde
level, is a marker of oxidative stress in tissues, were examined by spectrophotometry.

Administration of TNF-o/Act D resulted in a common injury in jejunum by causing
degenerative changes, an increase in apoptosis, somatostatin expression and
malondialdehyde level, a decrease in cell proliferation and catalase activity.
h[Gly2]GLP-2 pretreatment prevented the TNF-o/Act D-induced intestinal injury by a
significant reduction in apoptosis, malondialdehyde level and somatostatin expression; a
markedly increase in cell proliferation, cholecystokinin expression and catalase activity.
As a result, the present study showed that h[Gly2]GLP-2 has a cytoprotective,
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proliferative, antiapoptotic and antioxidant effects against to TNF-o/Act D-induced
intestinal injury. In this study, it was concluded that GLP-2 is an important regulator
peptide which has a potential affecting expression of somatostatin and cholecystokinin
in the oxidative intestinal injury. Also it is suggested that h[Gly2]GLP-2 may be useful
as a therapeutic agent in TNF-a-mediated intestinal disorders.
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1. GIRIS

Gastrointestinal kanalin agiz yoluyla alinan alkol ve nonsteroidal antiiflamatuvar ilaglar
gibi zararli maddelere; gastrik asit ve safra salgist gibi endojen faktdrlere ve
Helicobacter pylori gibi dokuda hasar olusturan ¢esitli uyaranlara siklikla maruz kaldigi
bilinmektedir (Dong ve Kaunitz, 2006). Hormonal faktorler, c¢esitli kimyasallar,
inflamatuvar hastaliklar, cerrahi operasyonlar, kanser hastalarin1 tedavi amaciyla
kemoterapi veya radyasyon uygulamasi, iskemik hasar ve safra salgisi gibi pek cok
etken ince bagirsakta epitel hiicre ¢ogalmasini (proliferasyonu) inhibe ederek ve
apoptotik hiicre Oliimiinii uyararak bagirsak mukozasina zarar vermekte ve dokuda
fonksiyon kaybina neden olmaktadir (Ghatei ve dig., 2001). Bagirsak mukozasinda yer
alan epitel hiicrelerinde ve immun sistem hiicrelerinde gozlenen yiiksek apoptoz
oraninin, basta iilseratif kolit ve Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklar
olmak tizere, pek ¢ok gastrointestinal hastalik ile iligkili oldugu o6ne siiriilmektedir
(Hermiston ve Gordon, 1995, Pritchard ve Watson, 1996). Ince bagirsak dokusunda
apoptozu uyararak hasar olusumuna sebep olan radyasyonun, siklofosfamid ve
aktinomisin D gibi ¢esitli sitotoksik ajanlarin, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin,
TNF-o gibi bazi sitokinlerin veya safra tuzlarmin kullanilmasi ile deneysel olarak
olusturulan in vivo hayvan modelleri, bagirsak hastaliklarinin patogenezinin

anlasilmasina yardimci olarak, bu hastaliklarin klinik tedavisini kolaylastirmaktadir.

Tiimor nekroz faktor-o immiinite, inflamasyon, hematopoez, hiicre ¢gogalmasi ve 6liimii
gibi pek cok biyolojik olayda 6nemli rol oynayan ve viicutta endojen olarak iiretilen ¢cok
fonksiyonlu bir sitokindir (Van Horssen ve dig, 2006). TNF-o’nin inflamatuvar
reaksiyonlarin baglatilmasinda ve ilerletilmesinde kritik 6neme sahip olmasi nedeniyle,
insanlarda Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve
septik sok olusumu ile yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir (Mueller, 2002, Chang
ve Tepperman, 2003). Nekroz ve apoptoz gibi iki farkli hiicre 6liimiinii doza ve siireye

bagli olarak tesvik edebilen TNF-a, giliniimiizde baz1 kanser tiplerinin tedavisinde



onkolitik bir ajan olarak kullanilmakta oldugundan klinik bir 6neme de sahiptir (Van
Horssen ve dig, 2006). Arastiricilar tarafindan ise, septik sokta ortaya c¢ikan
patofizyolojik degisiklikleri deneysel olarak olusturmak veya onkolitik ajanlarin
toksisitesini  ¢aligmak amaciyla, deney hayvanlarina rekombinant TNF-a

uygulanmaktadir (Remick ve Kunkel, 1993).

Aktinomisin D (Act D) DNA iizerine etki ederek, hiicrelerde RNA sentezini inhibe eden
ve proliferayonunu baskilayan sistemik etkili bir transkripsiyon inhibitoriidiir (Goldberg
ve dig., 1962). Ancak, bagirsak epitel hiicreleri ve hematopoetik hiicreler gibi hizl
cogalan bazi hiicre tipleri Act D’nin sitotoksik etkilerine karsi daha hassastir (Sawicki
ve Godman, 1971). Antineoplastik 06zelligi nedeniyle insanlarda c¢esitli malignant
timorlerin tedavisinde kullanilabilen Act D, deneysel olarak ise apoptotik hiicre
Oliimiinii uyarabilmek amaciyla TNF-a ile birlikte kullanilmaktadir (Kleff ve dig., 2000,
Jones ve dig., 2000). Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda Act D’nin, hiicrelerin
TNF-a’ya hassasiyet kazanmalarina yol acarak, TNF-a aracili doku hasarinin siddetini

arttirdig gosterilmistir (Leist ve dig., 1994, 1997).

Ince bagirsakta apoptotik hiicre 6liimii epitel hiicre yenilenmesinin, farklilasmasinin ve
6limiiniin bu dokuya 6zgii siirekli olmasi sebebiyle, pek ¢cok caligmaya konu olmaktadir
(Hall ve dig., 1994, Piguet ve dig., 1999). Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, deney
hayvanlarinda TNF-a/Act D ikili kombinasyonu kullanilarak ince bagirsak hasarinin
olusturuldugu in vivo bir deneysel modele rastlanmamistir. Bu ¢alismada hem farelerin
bagirsak epitel hiicrelerinde yiiksek oranda apoptotik hiicre Oliimii meydana
getirebilmek hem de TNF-a aracili ince bagirsak hasar1 olusturabilmek amaciyla, TNF-

a/Act D ikili kombinasyonun uygulanacagi in vivo deneysel bir model tercih edilmistir.

Pek cok patolojik olayda rol oynamasi nedeniyle, dokuda meydana gelen apoptozun
kontrolii ¢esitli hastaliklarin tedavisinde olduk¢a 6dnemlidir (Pritchard ve Watson, 1996).
Gelecekte apoptoz mekanizmasi tamamen aydinlatildiktan sonra apoptozun kontroliiniin
saglanmasi ile, basta kanser olmak iizere pek ¢ok hastaliga care bulunabilecegi bilim
diinyasinda dikkatleri apoptoz mekanizmasi iizerine yoneltmektedir. Insanlarda

apoptozun genetik olarak kontroliiniin saglanmasi heniiz uzak bir hedef olarak goriilse



de, gliniimiizde cesitli hastaliklar i¢in apoptotik hiicre Oliimiinli uyaric1 yeni tedavi

yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Gastrointestinal kanalda epitel hiicre cogalmasi gastrointestinal yapinin ve fonksiyonun
devamlilig1 i¢in gereklidir. Mukoza epitelinin biitiinliigli ve bagirsaga ait fonksiyonlar
farkl1 hormonal ve néronal aracilar ile diizenlenmektedir (Estall ve Drucker, 2005).
Endokrin hiicrelerden salinan gastrointestinal hormonlar bagirsaga ait sindirim, emilim,
salg1, motilite ve hiicre ¢ogalmas1 gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen en dnemli

aracilardir (Thomas ve dig., 2003).

Glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2), besin alinimini takiben bagirsaktaki endokrin L
hiicrelerinden salgilanan proglukagon kokenli bir peptid hormondur. Deney
hayvanlarinda ince bagirsagin biiyiik bir kisminin viicuttan ¢ikarilmasi durumunda ve
kisa bagirsak rahatsizligi olan insanlarda, GLP-2’nin besinlerin bagirsaktan emilimini
arttirarak, hastalik sonucu bozulan bagirsak adaptasyonunu diizelttigi bildirilmektedir
(Jeppesen ve dig, 2001). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, GLP-2’nin en 6nemli biyolojik
roliiniin epitel hiicrelerinin ¢ogalmasin1 uyararak, ve apoptoz ile proteolizin
inhibisyonunu saglayarak, ince ve kalin bagirsaga 0zgii trofik etkiler gostermek

oldugunu ortaya koymaktadir (Drucker ve dig., 1996, Estall ve Drucker, 2003, 2005).

Glukagon-benzeri peptid-2’nin  trofik ve rejeneratif etkileri ¢esitli bagirsak
hastaliklarinda yeni tedavilerin kesfedilmesine olanak saglamaktadir. ince bagirsag
doseyen epitel hiicrelerinin devamliligini, biiyiimesini ve ¢ogalmasini diizenleyen dogal
bir hormon olan GLP-2’nin proteaza direngli analoglarimin (h[Gly2]GLP-
2=Teduglutide=ALX-0600) inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, kisa bagirsak
rahatsizlig1 olan hastalarda, kemoterapi ya da radyasyon tedavisi sonucu olusan bagirsak
hasarinda, gastrointestinal kanaldaki organizmalardan kaynaklanan sistemik
enfeksiyonlarda ve bagirsakta besin emiliminin bozuldugu durumlarda tedavi edici
amagla kullanilabilirligi klinik olarak da arastirilmaktadir (Jeppesen ve dig., 2001, Estall
ve Drucker, 2005). GLP-2’nin etkileri ve etki mekanizmalar1 hakkinda 6zellikle son
yillarda ¢ok sayida calisma yapilmasina karsin, gastrointestinal kanalda bu peptidin
hiicre koruyucu ve trofik etkisinden sorumlu mekanizmalar heniiz aydinlatilamamaistir.

Bu nedenle, bu peptidin veya analoglarinin hasta kisiler iizerinde klinik kullanimi



olduk¢a smirhidir ve hala deneme asamasindadir. Giiniimiizde GLP-2’nin ve
analoglarinin bagirsak hasar1 iizerindeki etki mekanizmalarin1 aydinlatacak cok sayida

calismaya ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

Bu caligmanin esas amaci, farelerde TNF-o/Act D ile olusturulan ince bagirsak
hasarinda ekzojen olarak verilen GLP-2’nin morfolojik hasar, apoptoz, hiicre cogalmasi,
antioksidan sistem {izerine etkilerinin ve somatostatin ile kolesistokinin gibi bazi
gastrointestinal hormonlar ile iligkisinin incelenmesidir. Literatiirde deneysel olarak
TNF-a/Act D ile olusturulan ince bagirsak hasarini ve bu hasar iizerinde GLP-2’nin
biyolojik etkilerini inceleyen herhangi bir ¢caligmanin mevcut olmamasi, ¢alismamizin

6zglinliigiinii ortaya koymaktadir.

Calismamizda TNF-a ve Act D’nin birlikte uygulanmasi yoluyla olusturulan ince
bagirsak hasar modelinin ve TNF-a ile Act D’nin ayr1 ayr bagirsak dokusu iizerindeki
etkilerinin morfolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi
de hedeflenmistir. GLP-2’nin saglikl1 ya da hasarli ince bagirsak dokusunda antioksidan
enzim sistemi tizerindeki etkilerinin bilinmemesi ve kolesistokinin ile somatostatin gibi
gastrointestinal hormonlar ile olan iliskilerinin de aydinlatilamamis olmasi bu tezin
0zgin olan diger yoniinii olusturmaktadir. Tiim bu yonleriyle bu calismanin,
fonksiyonlar1 heniiz aydinlatilamamis olan GLP-2’nin ince bagirsaktaki biyolojik
roliiniin ve etki mekanizmasimin anlagilmasina katkida bulunmasinin yani sira, g¢esitli
bagirsak hastaliklarinda tedavi edici amagla kullanilmasina dair bir fikir verebilecegi de

diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TUMOR NEKROZ FAKTOR-ALFA

Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-0) esas olarak bakteri kaynakli endotoksinler, g¢esitli
sitokinler, immun kompleksler ve siklooksigenaz inhibitorleri gibi cesitli uyaranlara
cevaben aktive edilmis makrofajlar, monositler, notrofiller, lenfositler, mast hiicreleri,
dogal 6ldiirticii (NK) hiicreler ya da fibroblastlar tarafindan iiretilip salinan bir sitokindir
(Mueller 2002). Tan ve arkadaslar1 (1993) insan bagirsaginda Paneth hiicrelerinin
bagirsaktaki TNF gen ekspresyonunun esas kaynagi oldugunu gostermislerdir. Bununla
birlikte, bakteri girigsine yanit olarak bazi bagirsak epitel hiicre soylarinda TNF-a
sentezinin uyarildig:r bildirilmektedir (Jung ve dig., 1995). TNF 26 kDa molekiil
agirhigma sahip ve 233 amino asitten olusan, Oncii bir molekiil (pro-TNF) olarak
sentezlenir ve daha sonra TNF-a doniistiiriicii enzim (TACE)’in proteolitik kesimi ile 17
kDa molekiill agirligina sahip ve 157 amino asit igeren aktif monomer halinde
hiicrelerden salinir (Jones ve Selby, 1989, Mueller, 2002). Sekil 2.1’de h TNF-o’nin

amino asit dizilimi gosterilmistir.

mstesmirdv elaeealpkk tggpqgsrrc Iflsifsfli vagattlfcl
Ihfgvigpgr eesprdlsli splagavrss srtpsdkpva hvvanpgaeg
glgwlnrran allangvelr dnglvvpseg lyliysqvlf kgggcpsthv
I1thtisria vsyqtkvnll saikspcqgre tpegaeakpw yepiylggvft
glekgdrilsa einrpdyldf aesgqvyfgi ial

Sekil 2.1: 233 amino asit igeren h TNF-a’nin amino asit dizilimi.

Tiimor nekroz faktér ilk olarak kati tiimorlere etki eden onkolitik bir ajan olarak
tanimlanmis ve adlandirilmis olmasina karsin, sonraki yillarda yapilan ¢alismalar onun
cok genis etkilere sahip oldugunu ve pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigini
ortaya koyar (Remick ve Kunkel, 1993). TNF c¢esitli hiicre tiplerinde bazi sinyal
molekiillerini; fosfolipazlar, kinazlar, fosfatazlar gibi ikinci habercileri; oksijen

radikallerini ve transkripsiyon faktorlerini aktive ederek, pek cok biyolojik ve



patofizyolojik yolun Onemli bir aracisi olarak islev gormektedir (Pastorino ve dig.,
1996). TNF’nin in vitro’da hiicre cogalmasini, farklilasmayi, sag kalimi ve hiicre
Olimiinii regiile edebildigi gosterilmistir (Kiinstle ve dig., 1997). TNF-a normal immun
yanitlarin olugmasi i¢in gereklidir, ancak fazla ekspresyonu hiicre 6liimiine yol agan
apoptoz ya da nekroz gibi iki 6nemli fizyolojik yolu aktive edebilmektedir (Pastorino ve
dig., 1996). TNF-a inflamatuvar reaksiyonlarin baglatilmasinda ve ilerletilmesinde de
kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle de, Chron hastalig1 ve iilseratif kolit gibi inflamatuvar
bagirsak hastaliklari ile romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin patogenezi
ile yakindan iligkilidir (Mueller, 2002, Chang ve Tepperman, 2003). Septik sokta ortaya
cikan patofizyolojik degisiklikleri deneysel olarak olusturmak ya da onkolitik ajanlarin
toksisitesini ¢aligmak amaciyla, TNF-o deney hayvanlarinda eksojen olarak

uygulanmaktadir.

Timor nekroz faktor-a insanlarda ve farelerde TNF-R1 (TNF-RS55, p55) ve  TNF-R2
(TNF-R75, p75) olarak adlandirilan birbirinden farkl: iki reseptdr araciligr ile etkilerini
gostermektedir (Vandenabeele ve dig., 1995). TNF-R1’in olgun eritrositler hari¢ tiim
hiicre tiplerinde ve tiimor hiicrelerinde ekspresyonu yapilirken, TNF-R2 sadece immiin
sistem hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Bu iki reseptér arasindaki yapisal
esas farklilik TNF-R1’de bulunan, ancak TNFR-2’de mevcut olmayan 6liim bolgesidir.
Bu yapisal ozelliginden dolayr TNF-R1 apoptozu tesvik etmenin yani sira, hiicrenin
hayatta kalmasini saglayabilecek yasamsal sinyallerin iletilmesinde de islev gormektedir

(Van Horssen ve dig., 2006).

Tiimor nekroz faktor-o TNF-R1’e baglanarak onu aktive eder ve Oliim bdlgesini
susturucu protein (SODD) salinir. TNF-R1 ile iligkili 6liim bolgesi (TRADD) TNF-
R1’in 6liim bolgesine baglanir ve reseptor ile etkilesen protein (RIP), TNF-R ile iliskili
faktor 2 (TRAF-2) ve Fas ile iligkili oliim bolgesi (FADD) gibi adaptor proteinler
uyarilir. Bu adaptor proteinler hiicre ici sinyallesmeden sorumlu kilit molekiilleri aktive
eder. TNF-R1 apoptoz sinyali gonderecegi zaman, FADD pro-kaspaz-8’e baglanarak
onu aktif hale getirir. Bu aktivasyon apoptoza yol agan proteaz akisini baglatir.
Apoptotik sinyallesmede en son meydana gelen olay DNA’nin parcalara ayrilmasi ile
sonuglanan EndoG gibi bir endonukleazin aktivasyonudur. TNF-R1 yasamsal sinyal

yolunu uyaracak olursa, TRAF-2 aktivite kazanir ve apoptoz proteininin sitoplazmik



inhibitorii (cIAP) araciligi ile apoptozu inhibe eder. TRAF-2’nin adaptér proteinler
aracilig1 ile reseptore baglanmasi, mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve cJun
N-terminal kinaz (JNK) araciligit ile cFos/cJun transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna yol acan fosforilasyon yolagini baslatir. TRAF-2 ve RIP’in en dnemli ve
en c¢ok calisilan sinyallesme yolagi ise NF-kB’yi uyaran kinaz (NIK) ve kB kinazin
inhibitdr kompleksi (IKK) araciligi ile nuklear faktor kappa B (NF-xB) transkripsiyon
faktoriinlin aktivasyonudur. Hem NF-kB hem de cFos/cJun transkripsiyon faktorleri
antiapoptotik, proliferatif, immunmodulatdr ve inflamatuvar genlerin transkripsiyonunu

uyarir (Van Horssen ve dig., 2006). TNF-R1 sinyal yolagi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2: TNF-R1 sinyal yolagi. TNF-o, TNF-R1 aracilig1 ile hem proliferasyon siirecini
(yasamsal yol) hem de apoptotik siireci (6liim yolu) aktive eder (Van Horssen ve dig., 2006).



2.2. AKTINOMISIN D

Aktinomisin D (Act D), Vining ve Waksman (1954) tarafindan kesfedilmis, peptid
tabiatta antineoplastik bir antibiyotiktir. Aktinomisin D’nin molekiiler yapis1 Sekil
2.3°de gosterilmistir. Bu antibiyotik gram-pozitif bakterilerin ve dogal ya da deneysel
olarak olusan cesitli tiimorlerin biiylimelerini inhibe etmenin yani sira, ylksek
organizasyonlu canlilar i¢in de oldukca toksik etkilere sahiptir (Reich ve dig., 1962). Bir
transkripsiyon inhibitorii olan Act D, bu etkisini ¢ift iplikli DNA’nin deoksiguanozin
bakiyeleri ile dayanikli bir bilesik olusturarak spesifik olmayan bir yoldan gergeklestirir.
Boylece Act D, DNA’ya baglanir ve RNA ve protein sentezini inhibe ederek hiicre
cogalmasini baskilar (Goldberg ve Rabinowitz, 1962, Sawicki ve Godman, 1971). Bu
toksik bilesik, in vitro’daki hiicrelere yiiksek dozlarda (>1 pg/ml) uygulandiginda, tiim
RNA tiirlerinin  transkripsiyonunu bloke ederken, diisiik dozlarda (<100 ng/ml)
yalnizca ribozomal RNA sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir (Perry ve Kelley,
1970). Bununla birlikte bazi arastiricilar Act D’nin yiliksek konsantrasyonlarda ve uzun
sireli uygulamalarda direkt olarak DNA sentezi {izerine etkili oldugunu da

bildirmektedir (Goldberg ve dig., 1962, Bacchetti ve Whitmore, 1969).
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Sekil 2.3: Aktinomisin D’nin molekiiler formiilii (Cs;HgsN12015).

Act D antineoplastik etkisinden dolayr Wilms tiimér, sarkoma ve karsinoma gibi bazi
malignant kanser tiirlerinin tedavisinde “Dactinomycin” adi altinda kullanilmaktadir.

Ancak, bu antibiyotik kemik iliginde kan hiicrelerinin tiretimini baskilamak ve sindirim



sistemi toksisitesine neden olmak gibi ciddi yan etkilere sahip oldugu icin, tiptaki

kullanim alan1 kanser kemoterapisi ile sinirli kalmistir.

Aktinomisin D’nin g¢esitli hiicre soylarinda apoptozu uyardig1 in vitro ve in vivo
deneylerle ortaya konmustur (Kleff ve dig., 2000, Jones ve dig., 2000). Sistemik etkili
bir transkripsiyon inhibitorii olan Act D, apoptozu uyarmak amaciyla TNF-a ile birlikte
in vitro kullanilmaktadir. Aktinomisin D uygulamasi, protein sentezinin inhibisyonu
sayesinde hiicrelerin TNF nin sitotoksik etkisine hassasiyetini arttirir ve konsantrasyona
bagl olarak hiicre dliimiinii, 6zellikle de apoptozu uyarir. Act D gibi transkripsiyonu
durduran bir etken varliginda koruyucu proteinlerin sentezi durur ve TNF-a ile uyarilan

apoptotik sinyal yolu faaliyete gecirilir (Leist ve dig., 1997, Jones ve dig., 2000).

2.3. GASTROINTESTINAL HORMONLAR

Sindirim sistemi, besinlerin fiziksel ve kimyasal olarak sindirimi, salgilama, emilim ve
motilite gibi fonsiyonlar1 yerine getirmek icin Ozellesmistir. Bu fonsiyonlar, gesitli
hormonlar, ndrotransmiterler, sitokinler ve biiylime faktorleri gibi regiilatér molekiiller
tarafindan olusturulan kompleks bir ag ile regiile edilir. Endokrin olmayan epitel
hiicreleri arasina dagilmis ve pek cok biyoaktif molekiiliin kan dolasimina ya da komsu
hiicrelere sekresyonu i¢in Ozellesmis “difiiz néroendokrin sistem” (DNES) olarak
isimlendirilen bir grup hiicre bu kontrol mekanizmasinda esas rolii oynamaktadir
(Kasacka ve Majewski, 2007). Gastrointestinal kanaldaki endokrin ve parakrin hiicreler
ile noronlardan salinan gastrointestinal hormonlar (néropeptidler) bagirsaga ait sindirim,
emilim, salgi, motilite ve hiicre ¢ogalmasi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen

kimyasal habercilerdir (Thomas ve dig, 2003).

Bagirsak viicudun diger bolgelerinden ¢ok daha fazla sayida ve ¢esitlilikte hormon
icerdiginden, en biiyiik endokrin organ olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte,
gastrointestinal hormonlarin fonksiyonlar1 sadece bagirsaga 06zgii degildir. Bu
hormonlarin pek ¢ogu, noral ya da parakrin yollardan bagka kan dolagimina katilarak da
hedef dokularina ulasir ve farkli organlar iizerinde etki gosterebilir. Gastrointestinal

hormon {ireten hiicrelerin bu peptidleri farkli yollarla hedef dokularina ulastirmasi, ayni
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peptidin kan yoluyla tasinan bir hormon, lokal bir biiylime faktorii, ndrotransmiter ya da
bir fertilite faktorii olarak farkli etkilere sahip olmasina neden olmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolay1 bu peptidler i¢in, “gastrointestinal hormon” yerine “regiilator

peptid” terimi de siklikla kullanilmaktadir (Shulkes, 1990).

2.3.1. Glukagon-Benzeri Peptid-2

Glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2), bagirsakta ve merkezi sinir sisteminin bazi
bolgelerinde (hipotalamus ve beyin sapi) sentezlenen, proglukagon kokenli bir peptid
hormondur (Lovshin ve Drucker, 2000). Memelilerde GLP-2, proglukagon geninden
tiremis glukagon-benzeri peptid ailesinin bir {yesidir. 158 amio asit iceren
proglukagon, prohormon doniistiiriicii enzim aracili1 ile dokuya spesifik olarak kesime
ugrar ve glukagon, glisentin, oksintomodulin, glukagon-benzeri peptid-1 (GLP-1) ve
glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2) ayni1 gen iiriinli olarak meydana gelir (Sinclair ve
Drucker, 2005) (Sekil 2.4). 33 amino asit iceren GLP-2, baskin olarak distal ileum ve
kolonda lokalize olan endokrin L hiicrelerinden GLP-1, glisentin ve oksintomodulin ile
birlikte salinir. Dolasimdaki GLP-2 diizeyi, aclik durumunda oldukga diisiiktiir; besin
alinimimi takiben hizla artar. Glukagon benzeri peptidlerin sekresyonu igin primer

uyaran, 6zellikle karbonhidratli ve yagl besinlerdir (Drucker, 2005).

Proglukagon
1 30 64 69 78 107/8 126 158
GRPP Glukagon IP1 GLP-1 IP-2 GLP-2
33 61 72 111 123 158
f——— Glisentin 1 MPGF I

- Oksintomodulin -

Sekil 2.4: Proglukagon ve proglukagondan tiirevlenen peptidlerin yapisi.
Sayilar proglukagon i¢indeki amino asit pozisyonlarini, N-terminal amino asitten baslayarak
belirtmektedir (Drucker, 2005).

Glukagon-benzeri peptid-2’nin bu giine kadar lic molekiiler formu tespit edilmistir:
Biyolojik olarak aktif olan GLP-2 (1-33) formu, inaktif olan GLP-2 (3-33) formu ve

major proglukagon fragmenti (MPGF). 2. pozisyonda alanin amino asidi iceren
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aktif GLP-2 (1-33), dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) enzimi tarafindan N-terminal
olarak kesilerek inaktif forma (3-33) doniistiiriiliir. Bu nedenle, biyolojik olarak aktif
olan GLP-2 (1-33)’nin dolasimdaki yarilanma 6mrii olduk¢a kisadir (yaklasik 7 dakika)
(Lovshin ve Drucker, 2000). GLP-2’nin yarilanma Omriinii uzatmak ve etki siiresini
arttirmak amaciyla, aktif GLP-2’nin 2. pozisyondaki alanin amino asidi yerine glisin
eklenerek elde edilen, proteaza direngli analogu h[Gly2]GLP-2 ise sentetik olarak
sentezlenmistir (Burrin ve dig, 2003). Sekil 2.5, h GLP-2 (1-33)’nin ve h[Gly2]GLP-

2’nin amino asit dizilimini gostermektedir.

Human GLP-2 (1-33) HA DGS FSDEM NTILD NLAAR DFINW LIQTK ITD
Human GLP-2 [Gly?] HG DGS FSDEM NTILD NLAAR DFINW LIQTK ITD

Sekil 2.5: h GLP-2 (1-33)’nin ve h[Gly2]GLP-2’nin amino asit dizilimi.

GLP-2 etkilerini, glukagon-sekretin reseptor ailesine ait 7 transmembran bolgeye sahip
G proteini ile iligkili spesifik bir reseptor araciligi ile gosterir. Gastrointestinal kanalda
ve beyinde ekspresyonu yapilan GLP-2 reseptoriiniin (GLP-2R) insan endokrin
hiicrelerinde (Yusta ve dig., 2000), kemirgenlerin bagirsak bolgesindeki sinirlerde
(Bjerknes ve Cheng, 2001) ve subepiteliyal miyofibroblastlarda (Orskov ve dig., 2005)

bulundugu gosterilmistir.

GLP-2’nin ince bagirsakta epitel gecirgenligini, gastrik asit sekresyonunu ve
gastrointestinal motiliteyi azalttig1; besinlerin emilimini, sindirim enzimlerinin sentezini
ve mukozada heksoz taginmasini ise arttirdigr bildirilmistir (Estall ve Drucker, 2003)
(Sekil 2.6). Kimyasallar yolu ile olusturulan ince bagirsak iltithab1 (Boushey ve dig.,
2001), vaskular iskemi/reperfiizyon hasar1 (Prasad ve dig., 2000), dekstran siilfatla
olusturulan kolit (L’heureux ve Brubaker, 2003) gibi c¢esitli deneysel modellerde
eksojen olarak verilen GLP-2’nin ya da yikima direngli analoglarinin epitel hasarinin,
bakteri enfeksiyonlarinin ve mortalitenin azaltilmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
GLP-2 siganlarda deneysel olarak ince bagirsagin biiyiik bir kisminin ¢ikarilmasi
durumunda ya da kisa bagirsak sendromlu insanlarda, bozulan bagirsak adaptasyonunu

ve besinlerin emilimini diizeltmektedir (Jeppesen ve dig., 2001).
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Sekil 2.6: GLP-2’nin gastrointestinal mukoza {izerindeki etkileri (Drucker, 2005).

Son yillarda yapilan caligmalar, GLP-2’nin en o6nemli biyolojik roliiniin, epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak, apoptoz ve proteolizin inhibisyonunu saglayarak
ince ve kalin bagirsaga 6zgii trofik etkiler gdstermek oldugunu ortaya koymaktadir
(Drucker ve dig., 1996, Estall ve Drucker, 2003, 2005). GLP-2’nin rejeneratif ve hiicre
koruyucu etkileri 0Ozellikle bagirsak hastaligi olan insanlarda yeni tedavilerin
kesfedilmesine olanak saglamaktadir. Bagirsak hasari olusturan deneysel modellerde
GLP-2’nin 6nemli iyilestirici etkileri olmasina karsin, insan hastaliklarinda klinik olarak
uygulanmasi oldukga giigtiir. Ciinkii son 10 yildir GLP-2’nin biyolojik etkileri hakkinda
pek cok sey Ogrenilmis olmasma karsin, gastrointestinal kanalda GLP-2’nin hiicre
koruyucu ve intestinotrofik etkisinden sorumlu mekanizmalar tam olarak
aydmlatilamamistir (Estall ve Drucker, 2003, 2005). GLP-2’nin tedavi edici amacla
uygulanmasindaki en 6nemli problemlerden biri de, in vivo olarak GLP-2’nin dipeptidil
peptidaz IV enzimi tarafindan yikima ugratilarak dakikalar i¢inde hizla inaktive
edilmesidir. Arastiricilar GLP-2’nin yarilanma 0mriinii uzatmak ve biyolojik aktivitesini
arttirmak amaciyla caligmalarda, dipeptidil peptidaz IV’e direngli sentetik GLP-2
analoglar1 ya da valine-pyrolidide gibi dipeptidil peptidaz IV’iin spesifik inhibitorlerini
kullanmaktadir (Burrin ve dig, 2003).
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2.3.2. Somatostatin

Somatostatin iyonlar, besinler, ndropeptidler, nérotransmiterler, tiroid ve steroid
hormonlar, biiylime faktorleri ve sitokinlere yanit olarak noéroendokrin hiicreler (D
hiicreleri), inflamatuvar hiicreler ve immun sistem hiicreleri tarafindan tiretilen regiilator
bir peptiddir. Somatostatin ilk olarak, bliyiime hormonunun salgilanmasini inhibe eden
bir tetradekapeptid olarak hipotalamustan izole edilmistir (Brazeau ve dig., 1973).
Ancak daha sonraki caligmalarda somatostatinin sadece hipotalamusta iiretilmedigi,
merkezi sinir sistemi boyunca ve pek ¢ok periferal organda sentezinin yapildigi tespit
edilmistir. Somatostatin lireten hiicreler biiylik oranda merkezi ve periferal sinir sistemi
boyunca, endokrin pankreasta ve gastrointestinal kanalda; az miktarda ise tiroid bezi,
bobrekiistii bezi, submandibular bez, bdbrek, prostat ve plasentada lokalize olur.
Sicanlarda total viicut somatostatinin ~ %65’inin gastrointestinal kanalda (ince bagirsak
ve kolonda, spesifik olarak ise antrum ve duodenumda), ~ %25’inin beyinde, ~ %5’inin
ise pankreasta iiretildigi gosterilmistir. Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda bu peptidin
gastrointestinal kanalda mukozada, enterik néronlarda ve bagirsak ile iligkili lenfoid

dokuda varlig1 belirlenmistir (Patel, 1999).

Somatostatin dokularda biyolojik olarak aktif iki formda bulunur: 14 amino asit igeren
ve ilk olarak hipotalamustan izole edilen somatostatin-14; somatostatin-14’iin N-
terminal olarak genislemesiyle meydana gelen 28 amino asitlik bir prohormon olan
somatostatin-28 (Pradayrol ve dig., 1980). Bu peptid bir norotransmiter ya da
parakrin/otokrin regiilator olarak etkisini gosterir, veya kan dolasimina gecerek cesitli
fizyolojik olaylar1 diizenlemek iizere daha genis bir alanda aktivitesini gosterebilir
(Patel, 1999). Somatostatin endokrin ve ekzokrin salgilari, bagirsak motilitesini,
iyonlarin ve besinlerin emilimini, vaskular kasilmay1 ve hiicre ¢ogalmasini inhibe eder,
apoptozu uyarir, bunun yani sira motor ve biligsel fonksiyonlar ile sinirsel iletinin
diizenlenmesinde de gorev alir (Ferjoux ve dig., 2000). Bu peptid bagirsak motilitesi,
hormon sekresyonu ve mezenterik kan akisinin diizenlenmesi gibi bagirsak dokusuna ait
fonksiyonlarda gastrointestinal aktivitenin diizenleyicisi olarak 6nemli bir rol istlenir.
Bundan bagka, ince bagirsakta inflamatuvar yanit olusumunda, lenfosit ¢ogalmasini ve
pro-inflamatuvar  sitokinler ile immunoglobulinlerin {iretimini  baskilayarak,

immunoregiilatdr ve antiinflamatuvar bir peptid olarak da aktif rol oynar (Chowers ve
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dig., 2000, De Jonge ve dig., 2003). Bu regiilator peptidin neoplazi, inflamasyon,
diyabet, epilepsi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastalii ve AIDS gibi c¢esitli
patofizyolojik hastaliklarda 6nemli olabilecegine dair kanitlar vardir (Patel, 1999).

Somatostatinin biyolojik etkilerinin, diger trofik hormonlarin inhibisyonu gibi indirekt
bir mekanizma ile ya da merkezi sinir sistemi, pankreas, bagirsak, hipofiz, bobrek,
tiroid, akciger ve immun sistem hiicreleri gibi cesitli dokularda yaygin bir dagilim
gosteren spesifik somatostatin reseptorler ile etkileserek direkt yolla meydana geldigi
diisiiniilmektedir (Ferjoux ve dig., 2000, Thomas ve dig., 2003). Somatostatin, G
proteinine bagli reseptor ailesine ait 5 spesifik somatostatin reseptorii (SSTR1-SSTRS)
aracilif ile direkt etkisini gostermektedir. Bu reseptorler arasinda sadece SSTR2, hiicre
i¢ci C-terminal sekuensinde farkliliga sahip SSTR2A ve SSTR2B olarak adlandirilan iki
farkli izoforma sahiptir. Somatostatinin biyolojik etkilerindeki cesitliligin SSTR’lerinin
dokuya spesifik ekspresyonundan kaynaklandigi one siiriilmektedir. Siganlarda mide,
duodenum, jejunum, ileum ve kolonda bu 5 reseptoriin de mRNA’sinin eksprese
edildigi in situ hibridizasyon yontemi ile gosterilmistir. Normal hiicrelerin yani sira, pek
¢ok kanser hiicresi de somatostatin reseptorii tagimaktadir (Patel, 1999, Ferjoux ve dig.,

2000).

Somatostatinin tlimor hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkilere sahip
olmasi, gesitli hormon ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasinda inhibitor etkili bir
regiilator peptid olarak islev goérmesi ve antiinflamatuvar yanit olusumuna katkida
bulunmasi bu peptidin tedavi amagh kullanilmasina olanak saglamaktadir. Ancak, dogal
somatostatinin yarilanma Omriiniin kisa olmasi nedeniyle klinik kullanim amacgh pek
cok somatostatin analogu sentezlenmistir. Bunlar arasinda octreotide, lanreotide ve
vapreotide akromegali ve noroendokrin tiimorlerin tedavisinde klinik olarak

kullanilmaktadir (Ferjoux ve dig. 2000).

2.3.3. Kolesistokinin

Kolesistokinin (CCK), esas olarak gastrointestinal kanalda bulunan regiilator bir peptid
hormon ve sinir sistemi boyunca mevcut olan bir ndrotransmiterdir. Endojen CCK, iki

ayr1 hiicre tipi tarafindan sentezlenir ve salinir: duodenum, jejunum ve proksimal
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ileumun mukoza tabakasinda lokalize olan endokrin hiicreler (I hiicreleri) ve merkezi
sinir sistemi ile miyenterik pleksustaki Ozellesmis noronlar. Kolesistokininin
bagirsaktaki endokrin hiicreler tarafindan kana salimimi, o6zellikle yag ve proteince
zengin besinlerin viicuda alinimini takiben CCK-salgilatic1 peptid tarafindan uyarilir.
CCK, 115 amino asitlik oncli bir molekiil olan prepro-CCK seklinde sentezlenir ve
sonra biyolojik olarak aktif olan CCK-58’1 olusturmak iizere kesime ugrar. Bu peptid
CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-12 ve CCK-8 olacak sekilde daha kisa peptidleri
olusturmak {izere, amino ucundaki arjinin bakiyelerinden ardisik olarak kesilir. CCK-58
ve CCK-8, bu peptidin insanlarda en ¢ok bulunan baslica tipleridir (Chandra ve Liddle,
2007).

Kolesistokinin, ilk olarak Ivy ve Oldberg (1928) tarafindan safra kesesinin kasilmasini
uyaran hormon olarak kesfedildi, daha sonra ise gastrointestinal kanal ve merkezi sinir
sistemi lizerinde de pek c¢ok fonksiyona sahip oldugu gosterildi. Gastrointestinal
sistemde CCK bagirsak motilitesini, pankreatik enzim salinimini, safra kesesinin
kasilmasini, gastrik bosalmay1 ve gastrik asit sekresyonunu diizenler. Bugiine kadar
yapilan ¢esitli ¢caligmalarda, kolesistokininin 6zellikle ekzokrin pankreas {lizerinde trofik
etkilere sahip oldugu, yami sira endokrin pankreas salgilarindan olan insiilin ve
somatostatin sentezini de uyardigi gosterilmistir. Diger yandan cerulein gibi CCK
analoglarinin yiiksek dozlar1 hiicre hasar1 olusturarak pankreatite neden olabilmektedir
(Trulsson ve dig., 2001). Sinir sisteminde ise anksiyete olusumu, tokluk hissinin
olusturulmasi, viicut 1sisinin diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi siiregler ile iliskili
oldugu one siriilmektedir. Bunun yam sira CCK merkezi sinir sisteminin bazi
kisimlarinda diger ndrotransmiterler ile (esas olarak dopamin ile) etkilesim halindedir
ve birlikte lokalize olurlar. Bu 6zelliginden dolay1 depresyon, sizofreni ve uyusturucu

bagimlilig1 gibi noropsikiyatrik hastaliklar ile de iliskillendirilmektedir (Herranz, 2003).

Kolesistokininin biyolojik etkileri, CCK; ve CCK, reseptorleri olarak adlandirilan G
proteini ile iligkili iki farkli reseptor araciligi ile gergeklesmektedir. CCK, reseptorleri
esas olarak gastrointestinal kanalda (pankreas, safra kesesi, gastrik mukoza, sfinkterler),
kiigiik bir oranda da miyenterik pleksus ile merkezi sinir sisteminin ve vagus sinirinin
baz1 bolgelerinde bulunmaktadir. CCK; reseptorleri ise baskin olarak merkezi sinir

sistemi boyunca yerlesim gdstermektedir. Bu iki reseptor tipinin de ¢esitli timor hiicre
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soylarinda lokalize oldugu ve tiimor biiylimesine aracilik ettigi tespit edilmistir. CCK;
siilfatlanmis kolesistokinine baglanmak i¢in oOzellesmistir, CCK, ise gastrin ve
kolesistokinine esit afinite ile baglanabilir. CCK sekresyonu ve CCK reseptorlerinin
sayist, diyabet, asir1 duyarli bagirsak sendromu ve anksiyete gibi cesitli hastaliklarla
iligkilendirilmektedir. CCK ile iligkili oldugu diisiiniilen bu hastaliklarin tedavisi igin,
Ozellikle son yillarda CCK antagonistleri ve CCK antikorlarina dayali ¢esitli tedavi
yontemleri gelistirilmektedir. CCK,; antagonistleri pankreatik hastaliklar, bagirsak
hastaliklari, gastro-6zofagiyal reflii gibi diizensizliklerin tedavisi amaciyla; CCK2
antagonistleri ise gastik asit sekresyonu ile ilgili bozukluklar ve anksiyete gibi
rahatsizliklarin tedavisi amaciyla kullanilmak {izere pek ¢ok calismaya konu olmaktadir

(Herranz, 2003).

2.4. APOPTOZ

Omurgali dokularinda hiicre 6liimii birbirinden bagimsiz iki mekanizma ile meydana
gelir: Nekroz ve apoptoz (Cohen, 1993). Apoptoz normal hiicre siklusu embriyonik
gelisim, doku sekillenmesi, metamorfoz, hormonlara bagli atrofi, immiin sistem
fonksiyonlar1, kanser savunmasi ve kimyasallar yoluyla olusan hiicre 6limi gibi pek
cok biyolojik olayda 6nemli rol oynayan ve cok hiicreli yasamin her agamasinda
meydana gelebilen programli hiicre 6liimiidiir (Cohen, 1997). Programli hiicre 6liimii
olarak da adlandirilan apoptoz, gelisim ve normal biyolojik siirecler sirasinda
istenmeyen, fazla, yaslanmis, hasarli ya da mutasyona ugramis hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda fonksiyonel olan fizyolojik ve patolojik bir siiregtir (Desagher ve
Martinou, 2000, Kroemer, 2003). Nekroz ise, fiziksel veya kimyasal etkilere maruz
kalan hiicrelerde meydana gelen patolojik bir siirectir (Cohen, 1993).

Apoptoz morfolojik ve biyokimyasal olarak nekrozdan farkli bir hiicre 6liim gesididir.
Nekrotik hiicre 6liimii hiicrelerin hacimce biiyiimesi ve lizisi ile karakterize edilen ve
akut hiicre hasar1 ile sonuglanan patolojik hiicre 6liim formudur (Thompson, 1995).
Nekroz sirasinda hiicreler siser, mitokondriler genisler, diger organeller erir ve hiicre
zar1 bozulur, sitoplazmik icerik hiicre disina salinir ve siklikla inflamatuvar yanit olusur

(Desagher ve Martinou, 2000). Apoptotik hiicre 6liimii ise, hiicrenin kontrollii olarak
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kendi kendini sindirmesi ile karakterize edilir (Thompson, 1995). Nekrozun aksine
apoptoz sirasinda sitoplazma biiziiliir, hiicre iskeleti dagilir, ancak hiicre organelleri
biitiinliiglinii korur. Hiicre zar1 kabarciklanir ve normal durumda hiicre zarinin ig¢
yiiziinde yer alan fosfotidil serin molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine geger. Ancak,
hiicre zar1 bozulmaz ve hiicre icerigi dis ortama dagilmaz (Desagher ve Martinou,
2000). Apoptotik hiicrelerin hiicre zarlarindaki degisiklikler fagositik hiicreler igin
sinyal teskil eder ve 6lmekte olan hiicrelerin inflamasyon olmaksizin fagositoz yoluyla
ortadan kaldirilmasina neden olur. Apoptoz nukleustaki karakteristik degisiklikleri de
icerir. Nukleus endonukleazlarin aktivasyonu yoluyla kondanse olur ve nuklear
DNA’nin yikimi baslar (Thompson, 1995). Apoptozun biyokimyasal belirteci DNA’nin
180-200 baz ciftlik parcalara ayrilmasidir. DNA fragmentasyonu hiicreleri oliime
gdtiiren geri doniisiimsiiz bir olaydir ve hiicre zar1 gecirgenligindeki degisimlerden dnce
meydana gelir. Pek ¢ok sistemde DNA fragmentasyonunun Ca’" ve Mg* -bagiml
nukleusta bulunan bir endonukleazin aktivasyonundan kaynaklandigi gosterilmistir
(Arends ve dig., 1990). Bu enzim nukleozomal birimler arasinda yer alan bolgelerde
secici olarak DNA’y1 keserek, mono- ve oligo-nukleozomal DNA pargalarinin
olusumuna sebep olur. Apoptozun karakteristik 6zelliklerinden biri de mitokondriyal
fonksiyon kaybidir. Apoptoz sirasinda mitokondri zarlarinin gegirgenligi degisir ve
mitokondriden sitozole sitokrom ¢ ve AIF (apoptozu tesvik eden faktor) gibi apoptoza

spesifik proteaz aktivatorler salinir (Blatt ve Glick, 2001).

Apoptoz toksik uyarilara karsi stres yaniti olarak bagirsak epitelinin homeostazinda
onemli bir role sahiptir. Epitel hiicre yenilenmesi, farklilagmasi ve 6liimii gibi fizyolojik
olaylarin ince bagirsak dokusunda siirekli olmasi sebebiyle, bu dokuda apoptotik hiicre
olumii pek ¢ok calismaya konu olmaktadir (Groos ve dig., 2003). Bagirsak dokusunda
apoptozun “kendiliginden meydana gelen apoptoz” ve “stres ile uyarilan apoptoz”
olmak {iizere iki genel tipi tanimlanmistir. Kendiliginden olusan apoptoz herhangi bir
strese maruz kalmamis bagirsakta diisiik oranda da olsa diizenli bir sekilde meydana
gelen apoptozdur. Bu hiicre 6liim tipinin bagirsakta gézlendigi bolgeler kriptlerin tabani
veya epitel kok hiicrelerinin yakinindaki alanlardir. Stres ile uyarilan apoptoz ise,
gamma radyasyon ve DNA’y1 hasara ugratan ilaglar gibi ¢esitli genotoksik uyaranlardan
sonra meydana gelmektedir. Bu mekanizmada, hiicre siklusunun durdurulmasi kritik bir

rol oynamaktadir (Watson ve Pritchard, 2000). Gastrointestinal kanalda epitel
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hiicrelerinin apoptoz ile ortadan kaldirilma mekanizmasi tire spesifik 6zellikler
gosterebilmektedir. Erigkin fare ve sicanlarda hiicre kaybi 6len hiicrelerin bagirsak
limenine atilmasi yoluyla gerceklesirken, kobay ve maymunlarda apoptotik epitel
hiicrelerin bir kism1 liimene dokiilerek, diger kismi da bagirsak mukozasinda bulunan
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir (Han ve dig., 1993, Godlewski
ve dig., 2005).

2.4.1. Kaspazlar

Apoptoz sirasinda meydana gelen morfolojik degisimlerden sorumlu olan proteazlar
“kaspazlar” (sistein aspartat-spesifik proteazlar) olarak bilinir. Kaspazlar kataliz i¢in
sisteini kullanir ve yalniz aspartik asit bakiyelerinden sonra kesimi gerceklestirir. Bu
ozellikleri ile de diger proteazlardan ayrilir. Bu proteazlar inaktif zimojenler olarak tiim
hayvan hiicrelerinde bulunurlar ve tek bir polipeptid zinciri halinde sentezlenir.
Aktivasyon sirasinda, zimojen pro-protein, aktif enzimin biiyiik (yaklasik 20 kd) ve
kiigiik (yaklasik 10 kd) alt tinitelerini olusturmak icin kesime ugrar. Aktif enzimler iki
biiyiik ve iki kiigiik alt iinitenin birlesmesi ile olugan ve her molekiilde iki aktif bolgeye
sahip heterotetramerlerden meydana gelir. Bugiine kadar, memeli dokularinda 14 farkl
kaspaz enzimi tespit edilmistir (Reed, 2000, Blat ve Glic, 2001). Bu enzimler ya amino
asit dizilimlerinin benzerligine ya da proteaz spesifikli§ine gore alt gruplara ayrilirlar.
Fonksiyonlar1 g6z oniline alindiginda, kaspazlar “baslatici kaspazlar” ve “effektor
kaspazlar” (sonlandiric1 kaspazlar) olarak ikiye ayrilir (Reed, 2000). Baslatic1 kaspazlar
(kaspaz-2, -8, -9, -10) zincirleme bir akis baslatarak, diger kaspazlar1 aktive ettikleri i¢in
“sinyal veren enzimler” olarak da adlandirilir. Effektor kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7)
aktivasyonlar1 ve proteolitik iglevleri i¢in baslatic1 kaspazlara bagimlidir ve apoptotik
morfolojinin kazanilmasi i¢in gerekli olan pek c¢ok hedef proteinin kesiminden
sorumludur. Bu kaspazlarin kesimden sorumlu oldugu hiicresel hedefler; lamin, a-fodrin
ve aktin gibi yapisal elementler; DNA fragmentasyon faktorii, poli(ADP-riboz)
polimeraz (PARP), DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK), kaspaz ile iliskili DNA
inhibitorii (CAD) gibi nuklear faktorler; diger kaspazlar ve protein kinaz C (PKC) 9,
p21-aktive edilmis kinaz, fosfolipaz A,, Bcl-2, Bcl-x;, Bid gibi sinyal proteinleridir
(Blat ve Glic, 2001).
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Sekil 2.7: Hiicresel apoptoz yolagi (http://www.superarray.com/pathway.php?sn=Cellular
_Apoptosis_Pathway)

Memeli hiicrelerinde apoptotik 6liim yolunu baslatan, “ekstrinksik” (Sliim reseptor
yolu) veya “intrinsik” (mitokondriyal yol) olmak iizere iki temel kaspaz aktivasyon
mekanizmasi vardir (Reed, 2000). Ekstrinksik mekanizmada kaspaz aktivasyonu hiicre

yilizeyindeki 6lim reseptorlerinin FasL. (CD95L), TNF-a, lenfotoksin-a (LT-o) ve TNF
ile iliskili apoptozu tesvik edici ligand (TRAIL) gibi ligandlar ile birlesmeleri sonucu
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baglatilir  (Blat ve Glic, 2001). Hiicre yilizeyi oOliim reseptorleri, tiimor nekroz
faktor/sinir biiyime faktorii reseptor siiper ailesine ait bir transmembran protein
ailesidir. Bu reseptorler hiicre disinda kalan bolgelerinde sisteince zengin tekrarlar
igerir, sitoplazmik bolgelerinde ise “0liim bolgesi” olarak bilinen bir parcaya sahiptir.
(Budihardjo ve dig., 1999). Bu reseptorlerin ligandlar1 ile aktive edilmeleri sonucu,
reseptoriin sitozolik 6liim bolgesine baglananan Fas ile iligkili 6liim bolgesi (FADD),
TNF-RI1 ile iliskili 6liim bolgesi (TRADD) ve reseptdr ile etkilesen protein (RIP) gibi
adaptor proteinler DED-bakiyesine sahip pro-kaspazlara (o6zellikle pro-kaspaz-8’e)
baglanir. Boylece kaspaz aktivasyonu baslatilmis olur (Reed, 2000, Blat ve Glic, 2001).
Intrinsik mekanizma ise, ¢esitli uyaranlar aracihig ile uyarilmis olan mitokondriden
sitokrom c¢ salinimi ile faaliyete gegirilir. Sitokrom c’nin mitokondriden salinmasini
diizenleyen regiilatorler Bcl-2 ailesine ait proteinlerdir. Bcl-2 veya Bcel-xL’nin fazla
ekspresyonu mitokondrinin i¢ ve dis zarlari arasinda kalan bolgesinden sitokrom c
salinitmini durdurur. Bax ve Bid gibi Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik iliyeleri ise
sitokrom ¢ salinimini tesvik eder. Mitokondriden sitozole salinan sitokrom c sitozolde
APAF-1’e baglanir. APAF-1/sitokrom ¢ kompleksi pro-kaspaz-9’a baglanarak onun
aktivasyonunu gergeklestirir. Intrinsik mekanizmada aktive edilen kaspaz-9 veya
ekstrinksik mekanizmada aktive edilen kaspaz-8 direkt olarak kaspaz-3 gibi bir
sonlandirict proteazi aktive ederek, apoptotik hiicre Sliimiinii tetikler (Budihardjo ve

dig., 1999, Reed, 2000) (Sekil 2.7).

2.4.2. Apoptoz Tayin Metodlar

Apoptozun morfolojik Ozellikleri ince yapisal diizeyde elektron mikroskobu ile
kolaylikla ayirt edilebilir, ancak apoptotik morfolojiyi rutin histolojik kesitlerde 151k
mikroskobu diizeyinde tespit edebilmek olduk¢a giictiir (Wijsman ve dig., 1993).
Apoptotik hiicrelerin ayirt edilmesinde kullanilan 6nemli morfolojik kriterler kromatin
yogunlasmasi, nuklear ve sitoplazmik parcalanmay1 takiben apoptotik cisimlere
ayrilmadir. Ancak apoptotik hiicreler disinda, telofazdaki mitotik hiicrelerde oldugu gibi
kondanse olmus kromatin igeren baska hiicreler de bulundugundan ve fiksasyon
asamasinin nuklear morfolojiyi degistirdigi bilindiginden apoptotik hiicreleri morfolojik
kriterlere gore tespit etmenin ¢ok dogru olmadigi kanisi oldukca yaygindir (Negoescu

ve dig., 1996). Apoptozun genel belirteci DNA’nin pargalara ayrilmasidir. Apoptotik
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siirecin erken evresinde, bliyilk DNA pargalar1 (50-300 kbp) halinde ¢ift zincir DNA
kiriklari meydana gelir (Goping ve dig., 1999). Bu biiyik DNA fragmentleri
elektroforez ile jellerde goriiniir hale getirilebilir. Pek ¢ok modelde ise, Ca®- ve Mg*'-
bagimli endonukleaz aktivasyonu sonucu, DNA’nin nukleozomlar arasinda yer alan
baglanma bolgelerinden kesilmesi ile daha kiigiik parcalar (yaklasik 180-200 bp’lik
nukleozomal {initeler) olusur. Apoptotik hiicre populasyonlarindan izole edilen
DNA’nin agaroz jel elektroforezi ile analizi sonucu 180-200 bp’lik multimerler goriiniir
hale getirilebilir (Arends ve dig., 1990). DNA fragmentasyonu esas alinarak apoptozu
tespit etmenin diger bir yolu ise, 151k mikroskobu diizeyinde parafin veya kriyo kesitlere
uygulanan in situ TdT (terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili DNA kirik ug
isaretleme (TUNEL) yontemidir. Bu yontemde apoptoz sirasinda meydana gelen tek ve
cift zincir DNA kiriklar1 serbest 3°-OH uglari modifiye edilmis niikleotidler
(digoksigenin, biotin veya fluoresin isaretli dUTP) kullanilarak, enzimatik (TdT ile)
olarak isaretlenerek goriniir hale getirilir (Goping ve dig., 1999, Stadelmann ve
Lassmann, 2000). Bu yontem dokuda apoptotik hiicrelerin lokalizasyonunu gostermek
acisindan oldukca kullanish bir yontem olmakla birlikte, nekrotik hiicrelerde rastgele

meydana gelen DNA kiriklarini da gortiniir hale getirdigi icin dezavantaja sahiptir.

Memeli hiicrelerinde apoptozun aracilar1 olarak bilinen kaspaz ailesinin g¢esitli
tiyelerinin aktivitelerini tayin edebilmek amaci ile flurometrik veya kolorimetrik
kantitatif yontemler de gelistirilmistir. Bu yontemler hizli sonug¢ alinabilmesi agisindan
iistiinliige sahip olmakla beraber, sadece kaspaz aracili apoptozun kantitatif tayininde

kullanilabilir olduklari i¢in dezavantaja sahiptir (Gurtu ve dig., 1997).

2.5. HUCRE COGALMASI

Ergin dokularda mevcut hiicre sayis1 hiicre cogalmasi ve hiicre kaybr arasindaki denge
ile diizenlenmektedir (Hall ve dig., 1994). Gastrointestinal kanalda epitel hiicre
cogalmas1 gastrointestinal yapinin ve fonksiyonun devamliligi icin gereklidir.
Gastrointestinal kanal viicudun en hizli prolifere olan dokularindan biridir. Farelerin her
bir bagirsak kriptinde yaklasik her 5 dakikada bir, bir hiicre mitoza girer ve kriptte

bulunan her bir hiicre ise giinde 2 kez boliiniir (Potten ve dig., 1995). Gastrointestinal
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epitel ekstrasellular matriksten, komsu hiicrelerden ve kanda bulunan hormonlardan
sinyaller alarak farklilasma programini baslatabilen ya da apoptoza gidebilen karmasik
bir dokudur (Watson ve Pritchard, 2000). Dokulardaki hiicre ¢cogalmasi oraninin uyarici
ve inhibe edici biiyiime faktorleri arasindaki etkilesime bagli oldugu diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, bagirsak epitelindeki hiicre ¢ogalmasi stres durumlarina kars1 da

oldukca duyarlidir (Potten ve dig., 1995).

Hiicre ¢ogalmasi sirkadiyan bir siirectir ve ¢esitli uyaranlarla uyarilmasi miimkiindiir.
Yaglanma, apoptoz, doku hasart ve immun sistem hiicrelerinin gelisimi sirasinda
hiicrelerin ¢ogalma orami diigebilir. Dokuda hiicre ¢ogalmasini uyaran baslica uyaranlar

ise sunlardir:

e Hormonal geri bildirim (feed back) mekanizmasi
e Dokunun trofik aktivitesinde inhibisyon

e Antijenik maddelere maruz kalma

e Doku iskemisi

e Toksik maddelere maruz kalma

e Dokunun cerrahi olarak viicuttan kesilerek ¢ikarilmasi

2.5.1. Hiicre Cogalmasi Tayin Metodlar:

Gegmis yillarda hiicre/doku kinetigi ¢aligmalar: trityumlu timidin histootoradyografisi
yontemi kullanilarak gergeklestirilmekte idi. Ancak son yillarda, hiicre ¢ogalmasi ile
iligkili antijenlere kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar sayesinde hiicre ¢ogalmasinin
kolaylikla tespit edilmesi miimkiin olmaktadir. Hiicre siklusu ile iliskili cogalma markir
olarak kullanilan bu antijenler; PCNA, p53, Ki67, AGNOR, Statin ve BrdU’dur
(Iatropoulos ve Williams, 1996). Bu markirlar arasinda PCNA immunohistokimyasi
hiicre ¢ogalma indeksi olarak yaygin kullanilan giivenilir bir yontemdir (Hall ve dig.,

1990, Sheen-Chen ve dig., 2003).

2.5.2. Cogalan Hiicrelerin Nukleus Antijeni (PCNA)

Cogalan hiicrelerin nuklear antijeni (PCNA) DNA replikasyonu ve tamirinde 6nemli rol

oynayan ve ¢ogalmakta olan tiim dkaryotik hiicrelerde bulunmas1 gerekli bir proteindir.



23

PCNA ilk olarak Miyachi ve arkadaglar1 (1978) tarafindan c¢ogalan hiicrelerin
nukleusunda bulunan bir antijen olarak tanimlandi, daha sonra ise hiicre siklusunun S
fazinda sentezlenen bir protein oldugu anlasilarak, “siklin” olarak da isimlendirildi
(Bravo ve Celis, 1980). Mathews ve arkadaglar1 (1984) tarafindan ise, PCNA ve
siklinin aslinda ayni protein oldugunun gosterilmesi ile, bu protein PCNA olarak
adlandirildi. Siklin terimi ise, simdilerde hiicre siklusunun kontrolii ile iliskili bir protein

ailesini tanimlamak icin kullanilmaktadir.

PCNA DNA polimeraz-§’nin yardimci proteini olarak dnemli bir fonksiyona sahiptir
(Bravo ve dig., 1987). Bunun yaninda, hiicre siklusunun kontrolii ve diizenlenmesi ile
ilgili hiicresel proteinler ile de etkilesim halindedir (Kelman 1997). Bu proteinin
ekspresyon diizeyi, hiicre ¢ogalmast ve DNA sentezi ile orantilidir. PCNA hiicre
siklusunun G1 faz1 sirasinda sentezlenmeye baglar, S fazinda ise en fazla oranda
sentezlenir, G2/M faz1 sirasinda ise ekspresyonu azalir ve tiim hiicre siklusu boyunca
nukleusta bulunur (Kurki ve dig., 1987). PCNA ekspresyonunun zamana baglh

spesifikligi onu hiicre ¢ogalmasi i¢in ideal bir markir haline getirmistir.

2.6. REAKTIF OKSIJEN/NITROJEN TUREVLERI VE SERBEST
RADIKALLER

Reaktif oksijen tiirevleri (ROT), oksijenin (O,) oksidasyon-rediiksiyon basamaklari
sirasinda meydana gelen siiperoksit radikali (O;"), singlet oksijen (O), hidroksil
radikali (OH’), ozon (Os3) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi molekiilleri igeren reaktif
tirtinlerdir. ROT hem oksijen radikallerini hem de radikal olmayan okside edici ajanlari
ve kolaylikla radikal haline déniisebilen O, O3 . H,O; gibi molekiilleri tanimlamak i¢in
kullanilan ortak bir terimdir. OH" serbest radikal zincir reaksiyonlarin1 baglatan ve tiim
biyolojik molekiillere saldirma yetenegine sahip en reaktif ROT’tur. O,” ve H,O;,
hidroksil radikalinden daha az reaktif olmalarina karsin, organizma icin oldukga toksik
etkilere sahiptirler. H,O, kendisi bir serbest radikal olmadig1 halde, O, ile reaksiyona
girerek, en reaktif serbest radikal olan OH’1 olusturma Ozelligine sahiptir. O, ise,

onemli bir H,O; kaynagidir, bunun yani sira nitrik oksit ile reaksiyona girerek, gii¢lii bir
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oksidan olan peroksinitrit olusumunda da rol oynamaktadir (Halliwell, 1994, Halliwell

ve Gutteridge, 1999) (Sekil 2.8).

Reaktif nitrojen tiirevleri (RNT) ise, nitrojenin oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari
sirasinda meydana gelen nitrik oksit (NO°), nitroksil anyonu (NO’), nitrosonyum
katyonu (NO"), nitrit (NO,), peroksinitrit (ONOO"), nitrat (NO3) gibi reaktif
tiriinlerdir. Reaktif nitrojen tiirevleri arasinda ise sadece NO' ve NOj' serbest radikaldir,
diger molekiiller ise radikal olmayan reaktif tiirlerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999,
Nathan, 2003).

Sekil 2.8: Molekiiler oksijenin serbest radikallere (O,", OH") ve radikal olmayan reaktif
bir tiireve (H,0;) doniisiim mekanizmasi (Haddad, 2002).

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla sayida ortaklanmamis elektrona sahip olduklari
icin olduk¢a reaktif bilesiklerdir. Serbest radikaller ve ROT proteinler, lipidler,
karbonhidratlar, niikleik asitler {izerinde zararl etkilere sahiptir ve bu nedenle de doku
hasar1 olusturarak c¢esitli hastaliklarin  patogenezinde 6nemli rol oynarlar. Kronik
inflamasyon ile iliskili doku hasari, reperfiizyon hasari, romatoid artrit, ateroskleroz,
diyabet ve kanser gibi hastaliklar serbest radikaller ile iligkilendirilmektedir (Kehrer,
1993).

2.6.1. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikaller, aerobik organizmalarda normal metabolik siiregler sirasinda endojen
olarak ya da dis kaynakli etkenler ile eksojen olarak olusabilir (Freeman ve Crapo,

1982, Kehrer, 1993).
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2.6.1.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklari
Serbest radikallerin fizyolojik kosullarda hiicresel olarak olusturuldugu pek ¢ok

metabolik yol vardir. Bunlar asagida kisaca 6zetlenmistir:

° Otooksidasyon reaksiyonlari: Tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidropterinler ve antibiyotikler gibi bazi kiigiik molekiillerin otooksidasyonu

ROT olusumuna sebep olabilir.

° Enzimler: Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, triptofan dioksigenaz, iirat oksidaz

gibi enzimler katalitik sikluslar1 sirasinda genellikle O,” olusumuna sebep olurlar.

e  Mitokondriyal elektron transport zinciri: Hiicrelerde en biiylik serbest radikal
kaynag elektron transport zincirinden elektron sizintisidir. Normal elektron akist
sirasinda en son olusan iiriin sudur. Ancak elektron transport zincirinden kacan
elektronlar molekiiler oksijen ile direkt olarak reaksiyona girerek, O," olusturur.
Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklasik %1-2’si sizintiya

ugrayarak endojen serbest radikallerin kaynagini olusturur.

. Endoplazmik retikulum ve nuklear membran elektron transport zinciri:
Hiicre i¢i membranlara bagli olarak bulunan sitokrom P450 ve sitokrom bs

otooksidasyonla oksijen kdkenli serbest radikalleri olusturabilir.

° Peroksizomlar: Peroksizomlar, cesitli oksidaz enzimlerini yiiksek oranda
icermelerinden dolayi, HO,’nin 6nemli kaynaklaridir. Peroksizomal H,O,
olusturan enzimlerin bazilar1 D-amino asit oksidaz, lirat oksidaz, L-hidroksil asit

oksidaz ve yag asidi agil-CoA oksidazdir.

. Hiicre zarlari: Hiicre zar serbest radikal reaksiyonlari i¢in biiyiik oneme sahiptir.
Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna neden olur.
Bunun yani sira, serbest radikaller zar yapisinda bulunan transmembran
proteinlerde amino asit oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglanmasina veya
protein zincir yikimina sebep olarak, zarar verebilir. Hiicre zarinda bulunan

oksijen radikali kaynaklarindan biri arasidonik asittir. Prostaglandinlerin de sentez
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edildigi aragidonik asit metabolizmas1 sirasinda (lipooksigenaz ve siklooksigenaz
ana metabolik yollarinda) ara peroksi bilesiklerden hidroksil radikalleri meydana

gelir.

o Fagositler: Serbest radikallerin en iyi tanimlanmis biyolojik kaynaklarindan biri
de aktive edilmis fagositik hiicrelerdir. Notrofiller, monositler ve makrofajlar
fagositoz sirasinda, membranlarinda ve sitoplazmalarinda bulundurduklar
NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri
hem de asir1 okside edici HOCI gibi ajanlari iireterek karsilagtiklar viriis, bakteri,
mantar gibi patojenleri yok ederler. Bu islemler sirasinda hem ana hem de ara iiriin

olarak basta O,” olmak iizere ¢ok fazla miktarda ROT olusur.

. Demir ve bakir ile katalizlenen reaksiyonlar: Gegis metalleri, ¢esitli oksidasyon
basamaklarinda rol aldiklar i¢in, serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirir ve
katalizor gorevi goriirler. Haber-Weiss reaksiyonu veya Fenton reaksiyonu ile ¢ok
toksik olan OH' radikali meydana gelir. Bunun yani sira geg¢is metalleri lipid
hidroperoksitlerinin par¢alanmalarin1 ve lipid peroksidasyon reaksiyonlarini

kataliz eder. Boylece az zararli olan radikalleri daha zararl hale getirir.

2.6.1.2. Eksojen Kaynaklar
Eksojen serbest radikal kaynaklar1 olarak stres, radyasyon, antineoplastik ajanlar,
ksenobiyotikler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, anestezik maddeler, ilaclar, sigara

dumaninda bulunan bazi maddeler ve ¢evresel kirleticiler gosterilebilir.

2.7. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin artan iiretim diizeyi ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin fonksiyonunu yerine getirememesi sonucu ortaya ¢ikan bir
durumdur. Reaktif oksijen radikalleri oksidatif hasardan sorumlu olan toksik
metabolitlerdir. Reaktif nitrojen tiirevleri de son yillarda 6nemli oksidatif stres aracilari

olarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, konsantrasyona bagli olarak RNT nin hiicre
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Oliimiiniin hem pozitif hem de negatif aracilar1 oldugu kabul edilmektedir. (Curtin ve

dig, 2002).

Cesitli hastaliklar, travma, toksik ajanlar ve diger nedenlerle olusan doku hasari,
genellikle prostaglandinler, 16kotrienler, interlokinler, interferonlar, TNF ve NO' gibi
hasar aracilariin artan iiretimi sonucu meydana gelir. ROT ve oksidatif stres, doku
hasar1 olusumuna neden olan bu aracilarin dokuda fazla ekspresyonu sonucu ortaya
cikabilir, yani oksidatif stres pek ¢ok hastalikta hastalifin sonucu olarak ortaya ¢ikan
ikincil olaydir. Bununla birlikte oksidatif stres, pek c¢ok hastalik olusum
mekanizmasinda da 6nemli bir rol oynar. Ornegin, kan damarlarinin duvarinda bulunan
lipidlerin oksidasyonu, ateroskleroz olusumu i¢in 6nemli bir aracidir. Oksidatif DNA
hasar1 kanser ve yaslanma siireclerinde belirgin rol oynar. Serbest radikallerin asiri
tiretimi ilseratif kolit ve Chron hastaligi gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda ve
romatoid artritte meydana gelen doku hasariin baglica sebeplerindendir. Azheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda da oksidatif hasar olustugu bilinmektedir

(Halliwell, 1994) (Sekil 2.9).

Oksidatif Stres
1 ” 1
Hiicre ve Doku Hasar Sinyal Iletimi
| |
l l Transkripsiyon Faktorleri
Nekroz Apoptoz l
l l Gen Ekspresyonu
Hiicre i¢i organellerde DNA
bozulma Fragmentasyonu l—‘ l \—l
l l Antioksidan  Oksidatif strese ~ Sitokin
Sitoplazmada hacimce Mitokondri fonksivonlarinda  Enzimler duyarli genler ve
artig hozulma l Kemokinler
v
l l Hilcresel inflamasyon
" Hiicre zarinda kabarciklanma ~ korunma v
Hicre zarinda pargalarma e
1 apoptotik cigim olugumu Hekwoz

Sl Hiicre intihar1

Proliferasyon Farkhlagma Adaptasyon Apoptoz

Sekil 2.9: Oksidatif strese yanitta hiicresel siirecin diizenlenmesini gdsteren genel sema

(Haddad, 2002).
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2.7.1. Oksidatif Stres ve Apoptoz

Pek ¢ok kimyasal ve fiziksel uygulama oksidatif strese neden olarak apoptozu
uyarabilir. Apoptoza yol acan pek c¢ok ajan ya oksidandir ya da hiicresel oksidatif
metabolizmanin uyaricilaridir. Buna zit olarak, pek ¢ok apoptoz inhibitori de
antioksidan aktiviteye sahiptir ya da hiicresel antioksidan savunmay1 arttirir. Ornegin;
iyonize ve ultraviyole radyasyon hem apoptoz olusturma kapasitesine sahiptir hem de
H,0, ve OH' gibi reaktif oksijen tiirevlerini olusturur. H,O,’in diisiik dozlarina maruz
kalma (10-100 uM) cesitli hiicre tiplerinde hem oksidatif stres olusumuna neden olur
hem de apoptozu uyarir. Bunun yani sira doksorubisin ve sisplatin gibi apoptozu uyarici
bazi1 anti-neoplastik ajanlar serbest radikal olmamalarina karsin ROT olusumuna katkida
bulunabilirler. Alternatif olarak oksidatif stres, hiicrenin ROT u savici ya da detoksifiye

edici yeteneginin azalmasiyla da olusabilir (Buttke ve Sandstrom, 1994).

Giliniimiizde ROT ve RNT {iretimindeki artigin apoptoz ya da nekroz araciligi ile hiicre
Oliimiine sebep oldugu bilinmektedir. Oksidatif stresin ve hiicrenin redoks durumundaki
degisikliklerin hiicre oliimiiniin kontrollii formu olan apoptozun regiilasyonunda esas
rolii oynadig1 one siiriilmektedir. Apoptoz olusumunda oksidatif stresin rolii oldugu,
ROT iiretiminde disiik seviyelerdeki artis sonucu apoptotik hiicre 6liimiiniin tesvik
edildigini ve N-asetilsistein gibi ¢esitli antioksidanlarin bu hiicresel 6liimii inhibe
ettigini gosteren ¢aligmalar ile kanitlanmaktadir (McGowan ve dig., 1996). Buna ek
olarak, TNF ve Fas aracili apoptozda hiicre i¢i ROT iiretiminin arttigini gdsteren
caligsmalar da kanit saglamaktadir (Suzuki ve dig., 1998). ROT kaspazlarin aktivasyonu
araciligl ile apoptotik siirecin tetiklenmesinde oOnemli oldugu kadar, bu siirecin

sonlandirilmasinda da 6nemli fonksiyonlara sahiptir.

RNT, TNF-a aracili apoptozu ya tesvik ederek ya da inhibe ederek, apoptotik siirecte
onemli rol oynamaktadir. Bir oksidan olan nitrik oksitin makrofajlarda ve monositlerde
apoptoz uyaricist oldugu son yillarda ileri siiriilmektedir. Nitrik oksit olusumunun TNF-
a aracili apoptoz i¢in gerekli oldugu, TNF-a’nin TNF-R1’e baglanmasi sonucu iNOS
ekspresyonunun uyarildiginin gosterilmesi ile agiklik kazanmistir. TNF-a nitrik oksit
sentaz (NOS) aktivasyonunu uyararak NO olusumuna neden olur (Curtin ve dig, 2002).

TNF-o0, pek cok hiicre ve doku tipinde ROT ve RNT tiretimini arttirarak, oksidatif strese



29

neden olmaktadir. TNF-a’dan dolay1r artan mitokondriyal ROT iiretimi NF-xkB veya
JNK-aracili olarak bazi nuklear genlerin aktivasyonuna yol acar (Halliwell, 1994).
Oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan ROT diizeyi, aktive edilmis hiicrenin ya
cogalmaya ya da apoptoza gidecegini belirler. TNF tarafindan NF-kB bagimli genlerin
aktivasyonu, hiicrenin okside olmus redoks durumunda olmasini gerektirir (Buttke ve

Sandstrom, 1994).

ROT aracili DNA hasarinin, apoptoz ile iliskili olan poli(ADP-riboz) transferazin
aktivasyonuna ve p53°ln birikimine neden oldugu gosterilmistir. ADP-ribozun
polimerizasyonu, proteinler i¢in hiicresel NAD/NADH havuzlarinda hizli bir azalma,
ATP depolarinda tilkenme ve sonucta hiicre 6liimii ile sonu¢lanir. Ek olarak, oksidatif
stres hiicre membranlarinda lipidlerin okside olmasma da yol acabilir. ROT, hiicre
membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ve kolesterol ile reaksiyona girer
ve bunun sonucunda okside olmus lipidler apoptozu tesvik edebilir (Buttke ve

Sandstrom, 1994, Kannan ve Jain, 2000).

2.7.2. Lipid Peroksidasyonu

Biyolojik membranlar ile mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i organeller
membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varlig1 nedeniyle, serbest radikal
saldirilarina  kars1 olduk¢a duyarlidir. Lipid peroksidasyonu OH', peroksil ve
hidroperoksil gibi radikaller tarafindan baglatilan ve membran yapisinda yer alan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Biyolojik
sistemlerde lipid peroksidasyonu, bir serbest radikal tarafindan ¢oklu doymamis yag
asidi zincirindeki bir metilen grubundan hidrojen atomunun koparilmasi yoluyla
baslatilir. Hidrojen atomunun ayrilmasi ile yag asidi zinciri karbon merkezli lipid
radikali 6zelligi kazanir. Olusan lipid radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek,
lipid peroksil radikalini (LOO) meydana getirir. Peroksil radikalleri komsu yag asidi
zincirinden hidrojen atomu kopararak, bir yandan yeni lipid radikallerinin olusumuna
neden olurken, bir yandan da agiga ¢ikan H'i alarak hidrofilik 6zellige sahip lipid
hidroperokside (LOOH) doniistir. Lipid hidroperoksid ¢ogu zaman “lipid peroksid”
olarak ifade edilir. Boylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlar1 kendi kendini

kataliz ederek, devam eder. Bu zincir reaksiyonlar1 ortamdaki oksijen konsantrasyonuna



30

ve antioksidan molekiillerin miktarina bagl olarak radikal olmayan bir iiriin olusumuna

kadar siirer (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan lipid hidroperoksidlerin yiiksek sicaklik ya da
metal iyonlarmin etkisi ile yikimi sonucu aldehidler, hidrokarbonlar, epoksidler ve
ketonlar gibi sekonder lipid peroksidasyon iirlinleri olusur. Sekonder lipid
peroksidasyon iirlinleri arasinda aldehidler en toksik olanlaridir ve bu iirlinler hiicrenin
diger boliimlerine difiize olarak, c¢esitli hiicre bilesenlerine zarar verirler. Biyolojik
sistemlerde lipid hidroperoksidlerin yikimi sonucu olusan baslica aldehidler,
malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi-2-trans-nonenal’dir (Sinclair ve Barnett, 1990,
Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Malondialdehid, linolenik asid ve arasidonik asid gibi iki veya daha fazla ¢ift bag iceren
coklu doymamis yag asidlerinin peroksidasyonu sirasinda nonenzimatik olarak veya
eikosanoid metabolizmasi sirasinda enzimatik olarak olusan ucucu bir molekiildiir.
MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere ve niikleik asitlere baglanarak,
organizmada toksik etki gosterir. MDA membranlardan kolaylikla difiize olarak DNA
bazlar1 ile reaksiyona girer ve mutajenik, genotoksik etkiler gosterir (Sinclair ve

Barnett, 1990, Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Canli organizmalarda oksidatif stres sonucu artan serbest radikal {iretiminin neden
oldugu lipid peroksidasyonu, genellikle cesitli hastaliklarda meydana gelen doku
hasarindan sonra ortaya ¢ikabilir, bazen de doku hasar1 olusumuna ve hasarin
ilerlemesine katkida bulunabilir. Biyolojik membranlarda meydana gelen lipid
peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksidlerin ve sekonder lipid peroksidasyon
triinlerinin  etkisi ile hiicre membran fonksiyonlarinda bozulmalar, membran
akiciliginda ve gegirgenliginde degisimler, membrana bagli reseptér ve enzimlerde
inaktivasyon meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu direkt olarak membran
yapisini bozarak, indirekt olarak ise reaktif aldehid tiretimine neden olarak, diger hiicre
bilesenlerine zarar verebilir. Boylece bir ¢cok hastalifa ve doku hasarina neden olabilir.

(Gutteridge ve Halliwell, 1990).
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2.7.3. ROT/RNT’nin Ol¢iilmesi

Son derece reaktif ve kisa Omiirlii olmalarindan dolay1, hiicrelerde ROT ve RNT nin
Olciilmesi olduk¢a zordur. Bu yiizden, hiicrede oksidatif stresi tespit ederken, ROT ve
RNT’nin genellikle lipidlerle, proteinlerle ve DNA ile reaksiyonlar1 sonucu olusan
cesitli Uriinlerin Gl¢iimii gibi indirekt metodlar kullanilir. Bunlar arasinda lipid
peroksidasyon {iriinlerinin Ol¢imii en sik kullanilan yontemlerden biridir. Biyolojik
numunelerdeki serbest radikal aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak, en yaygin ve kolay uygulanan metod tiyobarbiturik asit (TBA) testidir. Bu
metod, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehid ile TBA’nmin distiik
pH’da 1s1 etkisiyle reaksiyonu sonucu meydana gelen, pembe renkli kromojenin

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Halliwell ve Chirico, 1993).

2.8. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMLERI

Hedef molekiiliin oksidatif hasara ugramasini geciktiren veya engelleyen maddeler
“antioksidan” olarak tanimlanir. Hiicreler, herhangi bir nedenle {iretimi artan reaktif
oksijen tiirevlerinin meydana getirecegi zararli etkilere karst korunmak amaciyla,
normal fizyolojik kosullarda cesitli antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir.

(Halliwell, 1994).

Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde siniflandirilabilir.
Okaryotik ~organizmalardaki tiim hiicreler enzimatik antioksidanlar1 igerirler.
Detoksifikasyon mekanizmasinda ig goren baslica antioksidan enzimler; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)’dir. Bunlara ek olarak
indirekt antioksidan fonksiyonlar1 yerine getiren bazi yardimci enzimler de vardir.
Glutatyon disiilfidin (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) doniigiimiinii kataliz eden
glutatyon rediiktaz (GR) ile reaktif bilesiklerin taginmasi ve eliminasyonunda gorev alan
glutatyon-S-transferaz (GST) yardimer antioksidan enzimlere 1iyi birer 6rnektir Enzim
olmayan baglica antioksidanlar ise C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol),
[-karoten, glutatyon, melatonin, {irik asit, albiimin, bilirubin ve ferritin, transferin,

seruloplazmin ile metallotionein gibi metal baglayan proteinlerdir (Sies, 1997).
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2.8.1. Glutatyon

Hiicrelerde antioksidan savunma sistemine dahil olan, ancak enzim yapisinda
bulunmayan bazi serbest radikal savicilar mevcuttur. Bunlar arasinda, pek ¢ok reaktif
oksijen/nitrojen tiirevleri ile reaksiyona girme potansiyeline sahip olan glutatyon
(GSH), hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan, onemli bir antioksidan molekiildiir.
Glutatyon, vy-glutamik asid, sistein ve glisin aminoasidlerinden dogal olarak olusan,
protein olmayan bir tiyol bilesigidir. GSH’ nin hiicre i¢i stabilitesini saglayan ve
fonksiyonlar1 ile iliskili olan iki Onemli karakteristik yapisal ozelligi vardir. Bu

ozellikler tiyol (-SH) grubunu ve y-glutamil grubunu igermesidir (Meister, 1988).

elekirofil

'I'GCS qly tivee ter
Gsi

NADP X Hz Oz
GSSG

Sekil 2.10: Siilfidril bagimlt GSH metabolizmasi. Oksidasyon- rediiksiyon siklusu ve tiyoeter
olusumu. (Arrick ve Nathan, 1984).

Tim hayvan hiicrelerinde bulunan glutatyon indirgenmis formda sitozolde sentezlenir,
ancak mitokondride ve nukleusta da az miktarda bulunmaktadir. Viicutta GSH
sentezinden sorumlu organ ise karacigerdir. Memeli hiicrelerinde GSH, dinamik olarak
birbirine doniigebilen ii¢ ya da dort farkli metabolit olarak bulunmaktadir. Normal
durumlarda hiicre i¢i glutatyonun biiyiik bir kism1 indirgenmis formda (tiyol formunda,
GSH) dir. GSH’nin nonenzimatik olarak veya GPx’in etkisiyle enzimatik olarak
oksidasyonu sonucu olusan okside glutatyon (disiilfid formu, GSSG) ise oldukga diisiik
konsantrasyonlarda (total GSH’nin %2’sinden de az oranda) bulunmaktadir. GSSG’nin
glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan GSH formuna indirgenmesi normal durumlar

altinda dengede olmasina karsin, hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmasi sonucu bu



33

denge bozulabilmektedir. Hiicre i¢i GSH f{igiincli formunda, diisilk molekiil agirlikli
bilesiklere ve proteinlere distilfidler halinde baglanabilir. Diger bir GSH formu da GSH
tiyol esterleridir (Arrick ve Nathan, 1984, Meister, 1988) (Sekil 2.8).

Glutatyon H,0,, lipid peroksidleri, disiilfidler ve serbest radikaller gibi toksik
metabolitleri indirgeme 6zelliginden dolay1 canlilarda meydana gelen detoksifikasyon
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu tripeptid, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon S-transferaz enzimlerinin spesifik substratlar1 olmasinin yani sira mikrozomal
peroksidazlarin katalizledigi reaksiyonlara da katilmaktadir (Freeman ve Crapo, 1982,
Kaplowitz ve dig., 1985). Formaldehid dehidrogenaz, glioksilaz ve prostaglandin
endoperoksidaz izomerazlar gibi bazi enzimlerin kofaktoriidiir. GSH, indirgenmis
piyridin nukleotidi kullanarak, hiicre i¢i sistein ve proteinlerin tiyol formlarinin
olusumunda gorev alan sistemin 6nemli bir bilesenidir. Ayrica GSH serbest radikalleri
ve peroksidleri detoksifiye eden ¢esitli proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezi ile iliskili

reaksiyonlarda da gorev alir (Meister, 1988).

Bu fonksiyonlar1 ile GSH dokuda olusan oksidatif strese karsi1 korunmada ¢ok 6nemli
bir antioksidan olmasi nedeniyle, oksidatif durumlarda dokuda ya da kanda meydana
gelen GSH diizeyindeki degisimleri tespit etmek olduk¢a Onemlidir. Bu amacla
kullanilan en gecerli yontemlerden biri, Ellman tarafindan gelistirilen ve Beutler ve

arkadaslar1 (1963) tarafindan modifiye edilen yontemdir.

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde organik ve inorganik peroksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu olan
glutatyon peroksidaz (EC.1.11.1.9) oksidatif hasara kars1 hiicresel savunmada ve lipid
peroksidasyonunun engellenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu enzim, substrat
olarak inorganik bir peroksit olan H,O,’i katalaz ile paylasmasina karsin, lipid
peroksitleri ve diger organik hidroperoksitleri tek basina etkili bir bigimde detoksifiye
edebilir. GPx, indirgeyici ajan olarak GSH’y1 kullanarak H,O,’in ve diger pek ¢ok
peroksitin (ROOH) alkole (ROH) ve suya indirgenme reaksiyonunu kataliz eder. (Mates
2000).



34

ROOH +2GSH —SPX_, ROH + GHGH + H,0

Memelilerde bugiine kadar tespit edilen GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 ve GPx5 olarak
adlandirilan 5 fakli GPx izoenzimi mevcuttur (Mates 2000). Ancak bu enzimin esas
olarak selenyuma bagimli (Se-GPx) ve selenyumdan bagimsiz GPx olmak tizere iki ana
tipi tamimlanmistir. Se-GPx, hem organik peroksitlerin hem de H,O, gibi inorganik
peroksitlerin; selenyumdan bagimsiz GPx ise sadece organik peroksitlerin indirgenme
reaksiyonunu kataliz eder. Se-GPx enzimi yaklagik 80 kDa molekiil agirliga sahiptir ve
aktif bolgesinde bir selenosistein bakiyesi i¢eren birbirine es dort alt {initeden meydana
gelir (Mannervik, 1985). Glutatyon peroksidaz enzimi tiim dokularda bulunmasina
karsin, dokudaki her bir izoform diizeyi doku tipine bagli olarak degisiklik gosterir.

Hiicre iginde ise sitozolde ve mitokondrilerde lokalize olmustur (Halliwell, 1994).
2GSH + H,0, —CPX , 11 0+ GSSG + NADPH —CR , 2GSH + NADP

Dokudaki GPx aktivitesinin tayini i¢in en ¢ok kullanilan yontem, Paglia ve Valentine

(1967) tarafindan gelistirilen indirekt 6l¢iim metodudur.

2.8.3. Katalaz

Cift fonksiyona sahip olan katalaz (EC 1.11.1.6) antioksidan savunma sisteminin 6nemli
bir enzimidir. Katalaz enzimi, H,O;’1 su ve oksijene doniistiirerek, hiicreler i¢in zararsiz
hale getirir. Bundan baska, metanol, etanol, fenoller ve formik asit gibi H vericilerinin 1
mol peroksid ile reaksiyonu sonucu oksitlenmesini peroksidaz aktivitesi gostererek

katalizler.

oH,0, —Kawhz . Hy 6410,
ROOH + AH, —Ka@laz , g o ROH + A
Katalaz aktif kisminda ferriprotoporfirin grubu igeren 4 protein alt linitesinden olusan

bir hemoproteindir. Molekiil agirligt 240 kDa olan bu enzim, hemen hemen tiim

dokularda aktivite gosterir, ancak karacigerde, bobreklerde ve kanin eritrositlerinde
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fazla miktarda bulunur. Hiicre i¢inde ise Ozellikle peroksizomlarda yogunlasmistir,

mitokondride ve endoplazmik retikulumda da az miktarda bulunur (Aebi, 1974).

CAT aktivitesi ya H,O, yikimi sonucu olusan H»O,’teki azalmanin ya da O,

olusumundaki artigin takip edilmesi yoluyla ol¢iilebilir (Aebi, 1974).

2.8.4. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), oldukga reaktif olan siiperoksit radikalinin oksijene
ve daha az toksik olan hidrojen peroksite doniistimiinii kataliz ederek, oksidatif strese

kars1 ilk savunma hatti olarak islev goren antioksidan bir enzimdir.
205 +2H" —39D , g o +o0,

Insanlarda SOD’un sitozolik (CuZn-SOD), mitokondriyal Mn-SOD ve ekstraselliiler
SOD (EC-SOD) olmak {izere li¢ formu vardir. CuZn-SOD 0&karyotik hiicrelerin hemen
hepsinde bulunur. Hayvan hiicrelerinde CuZn-SOD’un en biiyiik kismi sitozolde
lokalize olmustur. Bununla birlikte lizozomlarda, nukleusta, i¢ ve dis mitokondri zarlar1
arasindaki alanda ve peroksizomlarda az miktarda da olsa CuZn-SOD varlig1 tespit
edilmistir. 32 kDa agirligindaki bu enzim, bir Cu ve bir Zn iyonu iceren aktif bolgeye
sahip, birbirine es yapida 2 protein alt iinitesinden olusur (Mates 2000).

Dokularda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini ya da protein diizeyini belirlemek i¢in
pek c¢ok yontem gelistirilmistir. Ancak bunlar arasinda en ¢ok kullanilan enzim
aktivitesinin indirekt metodlar ile spektrofotometrik olarak oSlgiilmesidir (Fridovich,

1974).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismaya Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiit (DETAE) Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 20.09.2005 tarih ve 45 sayili karari ile etik kurul onay1
verilmistir. Calismada, Istanbul Universitesi DETAE’de yetistirilen 8-10 haftalik 48
adet BALB/c erkek fare kullanilmistir. Deney Oncesi ve deney siiresince hayvanlar,
standart pelet yem ve musluk suyu ile beslenerek, kontrollii laboratuvar sartlarinda

muhafaza edildiler. Rastgele secilen hayvanlar 6 gruba ayrildi:

I. Grup: Dimetil siilfoksit (DMSO) ve fosfat tamponu (PBS) verilen kontrol grup
(n=7)

II. Grup: TNF-a verilen grup (n=7)

1. Grup: Act D verilen grup (n=7)

IV. Grup: TNF-a /Act D verilen grup (n =10)

V. Grup: h[Gly2]GLP-2 verilen grup (n=7)

VI. Grup: h[Gly2]GLP-2 ve TNF-o/Act D verilen grup (n=10)

I. grubu olusturan kontrol hayvanlara, Act D’nin ¢6ziiciisii olarak kullanilan DMSO 1.1
mg/ml dozda intraperitonal yolla enjekte edildikten 2 dakika sonra, TNF-o ve
h[Gly2]GLP-2’nin ¢oziiciisii olarak kullanilan PBS (pH 7.4) intraperitonal yolla enjekte
edildi. II. grubu olusturan farelere, 15 pg/kg TNF-a (Sigma-T6674) tek doz olarak
intraperitonal yolla enjekte edildi. III. gruba ait hayvanlara, 800 pg/kg Act D (Sigma-
A1410) tek doz olarak intraperitonal yolla enjekte edildi. IV. grubu olusturan farelere,
ince bagirsak hasar1 olusturmak amaciyla 800 pg/kg Act D ve ondan 2 dakika sonra 15
ug/kg TNF-a, her ikisi de intraperitonal yolla enjekte edildi. V. gruba ait hayvanlara,
PBS’te (pH 7.4) c¢oziindiirilen GLP-2’nin yikima direngli analogu h[Gly2]GLP-2
(Bachem, 6zel sentez), 200 ng/kg dozda subkutandz yolla 10 giin boyunca 12 saatte bir
(9.00, 21.00) enjekte edildi. VL. gruba ait farelere ise, h[Gly*]JGLP-2 V. grup ile ayn
doz ve siirede uygulandiktan sonra 11. giin saat 9.00’da, hasar olusturan ajanlar Act D

ve TNF-a yukarida belirtilen dozlarda intraperitonal yolla enjekte edildi.
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Deneyden bir giin 6nce 16 saat siireyle a¢ birakilan II., IV. ve VI. gruba ait hayvanlar,
TNF-a enjeksiyonundan, I. grup hayvanlar PBS enjeksiyonundan, III. grup hayvanlar
ise Act D verilmesinden 4.5 saat sonra, V. gruba ait fareler ise son h[Gly2]GLP-2

enjeksiyonundan 16.5 saat sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edildiler.

3.1. HISTOLOJIiK YONTEMLER

Hizla ¢ikartilan ince bagirsak dokularinda olusan morfolojik hasari tespit edebilmek ve
GLP-2’nin bu hasar iizerindeki etkisini ortaya koyabilmek amaciyla histolojik
yontemler uygulanmistir. Histolojik yontemler icin I., II., III. ve V. gruplara ait 5’er
hayvanin, IV. ve VL. gruplara ait 7’ser hayvanin jejunum dokular1 kullanildi. Jejunumun
pilordan 10 cm uzakta yer alan kismindan 0.5’er cm’lik segmentler halinde alinan
dokular, Bouin fiksatifinde 22 saat fikse edilip, rutin takip islemlerinden gecirildikten
sonra, parafin i¢inde bloklandi. 5 pm kalinliginda alinan doku kesitleri Masson’un ii¢lii
boyast (Humanson, 1972) ve periodik asit Schiff (PAS) (Humanson, 1972) ile
boyanarak, Olympus CX 41 model 151k mikroskobu ile incelendi ve Olympus PM-
C35DX model kamera ile fotograflar ¢ekildi.

3.1.1. Histolojik Hasar Skoru

Bu calismada, epitel hiicrelerinde hiperplazi, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, koyu
sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artis, ¢izgili kenarda devamsizlik, villus
biitiinliigiinde bozulma ve kayp, villuslarin lamina propriasinda odem, bez
biitiinliigiinde bozulma ve kayip, bez hiicrelerinde hipertrofi, mukozada nekrotik alan,
mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, mukoza ve submukozada hiperemi gibi 151k
mikroskobik kriterler goz oniine alinarak Masson’un {i¢lii boyasi ile boyanan jejunum
kesitlerine ait histolojik hasar skoru saptandi. Bu kriterlere gore her bir bireye ait
jejunum kesitleri degerlendirildi. Her bir histolojik kriter 0 (hasarsiz), 1 (az hasar), 2
(orta hasar) veya 3 (siddetli hasar) seklinde skorlandirildi (Sukumar ve dig., 1999).
Total skor, incelenen 11 histolojik kritere ait skor toplamindan elde edildi ve maksimum
histolojik skor bir birey i¢in 33 olarak kabul edildi. Her bir birey icin elde edilen

histolojik hasar skorlamasi istatistiksel olarak degerlendirildi.
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3.2. TARAMALI ELEKRON MIiKROSKOPi (SEM) YONTEMI

Bu yontem i¢in jejunumdan alinan dokular, PBS ile hazirlanan %?2’lik glutaraldehid
soliisyonu (0.1 M, pH 7.2) ile 2 saat fikse edildikten sonra, ayni tamponla hazirlanan
%1°lik osmium tetraoksit soliisyonunda 1 saat postfiksasyona tabi tutuldu. Fikse edilen
doku pargalar1 yiikselen alkol serilerinden gecirildikten sonra, amil asetata alindi. Doku
ornekleri kritik nokta kurutma cihazi ile kurutularak, altinla kaplandi. Altin kaph
orneklerde, bagirsak epitel hiicrelerinin yiizey morfolojileri JEOL 5200 JSM model

taramali elektron mikroskobu ile incelendi.

3.3. TUNEL (In Situ TdT Aracih DNA Kirik Uc isaretleme) YONTEMIi

Ince barsagin jejunum bodlgesinden alinan doku parcalarina ait parafin kesitlere in situ
TdT (terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili DNA kirik ug isaretleme yontemi
uygulanarak, DNA kirik uclar1 tasiyan apoptotik hiicreler isaretlendi. ApopTag Plus
Peroksidase kiti (Millipore S7101) kullanilarak yapilan isaretleme, kit icin dngdriilen
metod gelistirilerek uygulandi. Bu yontem igin, 1., II., III. ve V. gruplara ait 3’er
hayvanin, IV. ve VI. gruplara ait 5’er hayvanin ince barsak dokusu kullanildi. ince
barsagin 11-12. cm’leri arasinda kalan jejunum bolgesinden alinan doku pargalart % 10
tamponlanmis formalinde 18 saat fikse edildikten sonra, yiikselen alkol serilerinden
gecirilerek, parafin i¢inde bloklandilar. Bloklanan doku parcalarindan 5 pm kalinliginda
alinan kesitler, Poly-L-lysine ile kapli lamlar iizerine alindiktan sonra, deparafinizasyon
ve rehidratasyon islemlerine tabi tutuldular. Rehidratasyondan sonra PBS (pH 7.4) ile
yikanan kesitler, proteolitik sindirim i¢in proteinaz K (20 pug/ml) ile oda 1sisinda 15
dakika inkiibe edildi. Bu asamadan sonra distile su ile yikanan kesitler, dokudaki
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi i¢in % 3 H,O, ile 10 dakika oda 1sisinda
muamele edildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra, {izerlerine 75 pl dengeleme
tamponu konularak 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Bu islemi takiben, kurulanan
kesitlere 55 ul TdT enzim kariginu 1 saat siireyle nemli ortamda ve 37 °C’de uygulandi.
Inkiibasyon sonrasi enzim reaksiyonunun durdurulmasi amaci ile durdurma / yikama
tamponu ile oda 1sisinda 10 dakika yikandilar. Bir sonraki asamada, PBS ile yikanan
kesitler 65 pl anti-digoksigenin peroksidaz konjugati ile oda 1sisinda 30 dakika

muamele edildi. PBS ile yikamadan sonra DAB (diaminobenzidin) kromojeni uygulandi
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ve isaretli hiicrelerin mikroskopta goriiniir hale geldigi gozlendikten sonra, kesitler saf
suya alinarak reaksiyon durduruldu. Metil green ile zit boyamaya tabi tutulan kesitler,
hizla absolii alkol ve ksilolden gegirildikten sonra entellan ile kaplanarak, lamelle
kapatildi. Pozitif kontrol kesit olarak, yavrular siitten kesildikten 3-5 giin sonra normal
disi sicandan alinan meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol kesitlere ise TdT enzim

karisimi yerine PBS uygulandi.

Jejunum kesitlerinde TUNEL pozitif reaksiyon veren apoptotik hiicreler hiicresel
biiziilme, kromatin kondensasyonu ve marjinasyonu ile apoptotik cisimlerin varlig1 gibi
bazi morfolojik kriterler de dikkate alinarak ayirt edildi. Apoptotik hiicreler Olympus
CX41 model 151k mikroskobunda X400 biiylitmede incelenerek ve video adaptorii 0.5X
olan, 151k mikroskobuna bagli Olympus DP71 model dijital kamera ile fotograflari
cekildi. Tiim kesitlerde hem Lieberkiihn kriptalarinda hem de villuslardaki TUNEL
pozitif epitel hiicreleri ayr1 ayr1 sayilarak degerlendirildi. Villuslardaki apoptotik indeks
orani, her kesit icin rastgele secilen 10 villustaki TUNEL pozitif epitel hiicre sayisinin,
villuslardaki toplam epitel hiicre sayisina oraninin 100 ile carpilmasi seklinde
hesaplandi. Kriptlerdeki apoptotik indeks orani ise her kesit i¢in rastgele secilen 20 tam
kriptteki TUNEL pozitif epitel hiicre sayisinin, kriptlerdeki toplam epitel hiicre sayisina

oraninin 100 ile ¢arpilmasi seklinde hesaplandi.

TUNEL pozitif villus epitel hiicre sayist < 100

Villuslarda apoptotik indeks (%) = : - ~
Toplam villus epitel hiicre sayisi

TUNEL pozitif kript epitel hiicre sayis1
Toplam kript epitel hiicre sayist

x 100

Kriptlerde apoptotik indeks (%) =

3.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER

3.4.1. PCNA immunohistokimyasi

Bu calismada, 151k mikroskobu diizeyinde PCNA immunlokalizasyonu “Streptavidin-

Biyotin-Peroksidaz” yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Javois, 1999).
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Immunohistokimyasal yéntemde, 1., I1., III. ve V. gruplara ait 4’er hayvanin, IV. ve VI.
gruplara ait 5’er hayvanin ince barsak dokusu kullanildi. PCNA immunohistokimyasi
icin, % 10 tamponlanmis formalinde fikse edilen jejunum dokular1 kullanildi. 5 pum
kalinliginda alinan kesitler, Poly-L-lysine ile kapli lamlar iizerine alindiktan sonra,
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerine tabi tutuldu. Rehidratasyondan sonra
distile suya alinan kesitler, mikrodalga firinda 10mM sitrat tamponunda (pH 6) 10
dakika boyunca 700 W’ta kaynatilarak, antijen iyilestirmesine maruz birakildi. Bu
asamadan sonra PBS (pH 7.4) ile yikanan kesitler membran permeabilizasyonu i¢in
%0.3’lik Triton X-100 ile 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin inhibe edilmesi amaciyla kesitlere, oda 1sisinda ve nemli ortamda,
metanolde hazirlanan %3’liikk H,O, soliisyonu 10 dakika uygulandi. Bundan sonraki
asamalar Ultravision Detection System Kiti (Lab Vision TM-125-HL) ile kit igin
Oongoriilen metoda uygun olarak gerceklestirildi. Dokuda spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi i¢in kesitlere bloke edici soliisyon 5 dakika uygulandiktan
sonra, kesitler antikor sulandirma soliisyonu (Lab Vision) ile 1/50 diliisyonda hazirlanan
PCNA i¢cin spesifik olan primer antikor (Clone PC10, NeoMarkers MS-106) ile oda
1sisinda 40 dakika inkiibe edildi. Negatif kontrol kesitlere bu agsamada antikor yerine
PBS uygulandi. Sirasiyla biyotinlenmis sekonder antikor ile streptavidin-peroksidaz
enzim konjugati 15’er dakika uygulandi. Renk reaksiyonu gerceklestirmek amaciyla
kesitler AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) kromojen ile muamele edildi ve mikroskopta
spesifik immun reaksiyonun olusumu gozlendikten sonra, kesitler distile suya alinarak
reaksiyon durduruldu. Kesitler Mayer Hematoksilin ile zit boyamaya tabi tutuldu.
Primer antikor uygulamasindan 6nceki basamak harig, diger tiim basamaklar arasinda
kesitler PBS ile 10’ar dakika yikandi. Son agsamada kesitler GV A kapatma soliisyonu ile
kaplanarak lamelle kapatildi.

Jejunum kesitlerinde PCNA immunohistokimyas1 ile isaretlenen Lieberkiihn
kriptalarindaki ¢ogalmakta olan epitel hiicreleri Olympus CX41 model 151k
mikroskobunda X400 biiylitmede incelendi ve Olympus PM-C35DX model kamera ile
fotograflar1 ¢ekildi. Kript hiicrelerinin ¢ogalma indeksi, her kesit i¢in rastgele secilen 20
tam kriptteki PCNA pozitif epitel hiicre sayisinin, kriptlerdeki toplam epitel hiicre

sayisina oraninin 100 ile ¢arpilmasi seklinde hesaplandi.
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PCNA pozitif kript hiicre sayis1
Toplam kript hiicre sayis1

x 100

Hiicre cogalma indeksi (%) =

3.4.2. Somatostatin ve Kolesistokinin Immunohistokimyasi

Jejunum kesitlerinde 151k mikroskobik diizeyde somatostatin ve kolesistokininin ayri
ayr1 immunlokalizasyonlar1 “Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz” yontemi kullanilarak
tespit edildi (Javois, 1999). Yontemde, 1., I1., III. ve V. gruplara ait 4’er hayvanin, IV.
ve VI. gruplara ait 5’er hayvanin % 10 tamponlanmis formalinde fikse edilen jejunum
dokular1 kullanildi. Somatostatinin ve kolesistokininin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi i¢in yukarida ayrintilari ile anlatilan, PCNA immunohistokimyasi i¢in
kullanilan, yontem uygulanmistir. Farkli olarak 1/50 diliisyonda hazirlanan somatostatin
i¢in spesifik olan primer antikor (Thermo RB-038) veya kolesistokinine spesifik primer

antikor [CCK-8 (26-33), Thermo RB-9418] 24 saat +4°C’de uygulandi.

Jejunum kesitlerinin her alaninda, somatostatin veya CCK-8 antikoru ile villuslarda ve
kriptlerde isaretlenen, spesifik hiicreler Olympus CX41 model 151k mikroskobunda
X400 biiyiitmede incelenerek sayildi ve Olympus PM-C35DX model kamera ile
fotograflar ¢ekildi. Her bir kesitteki mukozal alan, 151k mikroskobuna bagli Olympus
DP 71 dijital kamera (35 mm) ve Olympus Analysis 5 Dijital Imaging bilgisayar
programi kullanilarak, X4’lik objektif ile um?” cinsinden tespit edildi. Bir kesit i¢in elde
edilen toplam immunreaktif endokrin (somatostatin veya CCK) hiicre sayis1 kesit
alanmna oranlanarak, 1 mm” mukoza alani basina diisen somatostatin veya CCK hiicre

sayist belirlendi.

3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Ince bagirsaga ait doku drnekleri, %0.9’1uk fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikandiktan ve
kurulandiktan sonra agirliklar1 saptandi. Agirliklar1 saptanan doku parcalari, 1 g doku
icin 10 ml FTS ile sulandirilarak, cam homojenizatérde ve buz dolu bir kabin icinde
homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 10.000 g’de 20 dakika (+4°C’de)
santrifiij edilerek, slipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlar, -86°C’lik derin

dondurucuda analizlerin yapilacag: giine kadar saklandi. Analizlere baslanmadan 6nce
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-86°C’den alinan 6rneklerin, 6nce -20°C’lik derin dondurucuda, daha sonra da +4°C’de
bir siire bekletilerek ¢éziinmeleri saglandi. Cozilinen 6rnekler analizlerin yapilacag giin

tekrar santrifiij edilerek berrak siipernatant elde edildi.

Ince bagirsak homojenatlarinda Lowry metoduna gére total protein (Lowry ve dig.,
1951), Beutler metoduna gore glutatyon (Beutler, 1979), Ledwozyw metoduna gore
malondialdehid (Ledwozyw ve dig., 1986) miktarlari; Aebi metoduna gore katalaz
(Aebi, 1974), Paglia-Valentine metoduna gore glutatyon peroksidaz (Paglia ve
Valentine, 1967), Sun metoduna gore siiperoksid dismutaz (Sun ve dig., 1988)
aktiviteleri spektrofotometrik (Schimadzu UV 1700) olarak tayin edildi.

3.5.1. Total Protein Tayini

Dokuda protein miktar tayini i¢in Lowry metodu kullanildi (Lowry ve dig., 1951).
Proteinlerin yapisindaki aromatik halka iceren amino asitler, alkali ortamda ve bakir
varliginda folin reaktifinde bulunan fosfomolibdotungustik asiti indirgeyerek mavi
renkli bir kompleks olustururlar. Olusan mavi rengin spektrofotometrede 500 nm dalga

boyunda verdigi absorbans siddeti, protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

3.5.1.1. Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi : %2 Na,COs3 (0.1 N NaOH igerisinde)
0.1 N NaOH; 4 g NaOH ultra saf suda ¢oziilerek, son
hacim 1000 ml’ye tamamlandi.
%2 Na,COs; 2 g NaCOs; 0.1 N NaOH cozeltisi ile

coziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

B Reaktifi : %0.5 CuS04.5H,0 (%1 dipotasyum tartarat icerisinde)
%1 dipotasyum tartarat; 1 g dipotasyum tartarat ultra saf
su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
%0.5 CuS04.5H,0; 0.05 g CuS045H,0 tartildiktan
sonra, %]1’lik dipotasyum tartarat cozeltisiyle c¢oziilerek
son hacim 10 ml’ye tamamlandi. Bu ¢o6zelti her giin taze

olarak hazirlandi.



C Reaktifi

E Reaktifi
(Folin Reaktifi)

Standart Cozelti

Doku Siipernatanti

3.5.1.2. Yontem
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(Alkali bakir siilfat ¢ozeltisi) 50 ml A reaktifi ve 1 ml B
reaktifi alinarak hazirlandi. Bu karisim kullanmadan

hemen Once taze olarak hazirlandi.

1500 ml’lik florence balonuna 100 g Na-tungustat, 25 g
Na-molibdat, 700 ml ultra saf su, 50 ml %85’lik fosfat
asidi ve 100 ml derisik HCI konuldu. Geri sogutucu
altinda 10 saat kaynatildi. 150 g Li,SOy4, 50 ml ultra saf su
ve birka¢ damla brom ilave edildi. Bromun fazlasini
uzaklagtirmak i¢in 15 dakika kaynatildi, sogutuldu ve
ultra saf su ile son hacim 1 I’ye tamamlandi. Reaktif
deneyde kullanilirken 1:2 oraninda ultra saf su ile

seyreltilerek kullanildi.

100 mg s1gir serum albumin (BSA), %0.9’luk FTS ile 100
ml’ye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stoktan
seyreltmeler yapilarak %35, %10, %15 ve %20’lik ¢alisma

standart ¢ozeltileri hazirlandi.

%0.9’luk FTS ile 100 kat seyreltilerek kullanildi.

Kor, standart ve drnek tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Standart Ornek
%0.9’luk FTS 0.5 ml - -
Calisma Standarda - 0.5 ml -
Seyreltik Doku Siipernatant - - 0.5 ml

C Reaktifi

2.5ml 2.5ml 2.5ml
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Tipler vorteks ile kanistirilip, oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi. 10 dakika sonra her bir
tiipe 0.25 ml E reaktifi (Folin ayiraci) eklendi. Tiipler vorteks ile karistirilip oda 1sisinda
30 dakika bekletildikten sonra, spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda absorbanslar

kore kars1 okundu.

3.5.1.3. Hesaplama

Standart grafik yardimiyla % mg cinsinden total protein miktar1 hesaplandi. Total
protein standart grafigi Sekil 2°de gosterildi. Grafikten elde edilen deger, seyreltme
katsay1s1 (100) ile carpildu.

0.3
y = 0.0134x + 0.0095
R? = 0.9989

0.25

o
N
!

0.15

Absorbans (500 nm)
o
'_\

0.05 -

0 T T T T
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (%omg)

Sekil 3.1: Total protein standart grafigi.

3.5.2. Lipid Peroksidasyon Tayini

Ledwozyw metoduna gore (Ledwozyw ve dig., 1986), dokuda lipid peroksidasyonu
sonucu olugan malondialdehid’in tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan
pembe renkli kromojenin 532 nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirildi.

3.5.2.1. Kullanilan Cozeltiler
1.22 M Trikloroasetik asit (TCA) : 1993 g TCA, 0.6 M HCI ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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0.6 M HC1 : %37’1ik HCI’den 4.973 ml alinarak 100 ml’ye

ultra saf su ile tamamlandi.

TBA Cozeltisi : 500 mg TBA, 6 ml 1 M NaOH ve 69 ml ultra

saf su ile ¢oziildii.

1 M NaOH : 4 g NaOH ultra saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.
Standart Cozelti : 4.4 nmol/ml 1.1.3.3-tetra etoksi propan

3.5.2.2. Yontem
Kor, standart ve 0rnek tiipleri agagidaki gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Standart Ornek
Ultra Saf Su 0.5 ml - -
Standart Cozelti - 0.5 ml -
Doku Siipernatanti - - 0.5 ml
TCA 2.5 ml 2.5 ml 2.5ml

Tiipler vortekste karistirilip, oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonra her bir
tiipe 0.75 ml TBA ¢ozeltisi eklendi. Tiipler vorteks ile karigtirilip, 30 dakika kaynar su
banyosunda agizlarina bilye kapatilarak bekletildi. Daha sonra tiipler sogutulup, tizerine
2 ml n-butanol eklendikten sonra, 1 dakika boyunca kuvvetlice calkalanarak
ekstraksiyon yapildi. 4000 g’de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklere ait siipernatantlar
alinarak, spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda absorbans kore karsi okundu.

Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

3.5.2.3. Hesaplama

Ornek,, x 4.4

MDA (nmol/mg protein )= Sl 2P
X

abs



46

Ornekaps @ Ornegin absorbansi

Stdaps . Standardin absorbansi

4.4 : Standart ¢6zeltinin konsantrasyonu (nmol/ ml)
P' : mg/ml cinsinden doku protein miktar1

3.5.3. Glutatyon Tayini

Ince bagirsak homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda indirgenmis glutatyon

miktari, Beutler yontemi kullanilarak belirlendi (Beutler, 1979). Yontemde, reaksiyon

ortaminda kullanilan DTNB (5-5'-dithio-bis(2-nitro)benzoik asit)’nin protein olmayan

stlfidril gruplan ile reaksiyonu sonucu olugan sar1 renkli {irlinlin, spektrofotometrede

412 nm dalga boyunda verdigi absorbans siddeti degerlendirildi.

3.5.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Coktiirme Cozeltisi

%1’lik Sodyum Sitrat

DTNB Reaktifi

Sekonder Sodyum Fosfat

GSH Standart Cozeltisi

1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2 g EDTA-Na,
ya da EDTA-K,; ve 30 g NaCl ultra saf suda
¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti +4°C’de
3 hafta dayanikhidir.

1 g sodyum sitrat ultra saf suda ¢oziilerek 100
ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti DTNB reaktifi

hazirlanirken kullanildi.

40 mg DTNB %]!1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde
coziilerek, bu ¢ozelti ile 100 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan reaktif +4°C’de 13 hafta dayaniklidir.

0.3 M Na,HPOy, ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti
+4°C’de sakland.

100 mg GSH ultra saf su ile ¢oziilerek 100 ml’ye
tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden %1, %2.5 ve %5
mg GSH olacak sekilde c¢alisma standart

¢Ozeltileri taze olarak hazirlandi.
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3.5.3.2. Yontem

Deney tiiptine 0.6 ml doku homojenati ile 0.9 ml ¢oktiirme ¢ozeltisi konulup, vorteks ile
karistirildiktan sonra 4000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijleme sonrasinda
cokelti atilarak silipernatant alindi. Bu islemlerden sonra kor, standart ve drnek tiipleri

asagidaki gibi hazirlandu.

Reaktifler Kor Standart Ornek
Ultra Saf Su 0.5 ml - -
Calisma Standardi - 0.5 ml -
Doku Siipernatanti - - 0.5 ml
Sekonder Na Fosfat 2 ml 2 ml 2 ml
DTNB Reaktifi 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml

Tiipler vorteks ile karigtirlldiktan sonra oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.
Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda, kore karst 6rnek ve standart ¢ozeltilerin

absorbanslar1 okunarak kaydedildi. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

3.5.3.3. Hesaplama

Ornek,,, x A x 2.5 x 10°
Std, 3073 x P

GSH (nmol/mg protein )=

Ornek,,, : Ornegin absorbansi

Std,,, . Standardin absorbansi

A : % mg standart konsantrasyonu

P : % mg cinsinden doku protein miktari
307.3 : Glutatyonun molekiil agirlig

3.5.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Ince bagirsak siipernatantlarinda, Paglia-Valentine metoduna gére GPx aktivite tayini
yapild1 (Paglia ve Valentine, 1967). Glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. GSH-Px



reaksiyonu ile olusan GSSG, NADPH’nin indirgeyici substrat olarak kullandig:

glutatyon rediiktaz (GR) reaksiyonu ile tekrar GSH’ya doniigiir. Bu reaksiyonlar

sirasinda NADPH’nin NADP’ye yiikseltgenmesi ile olusan absorbans azalisi, 366 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlgiilerek GPx aktivitesi hesaplandi.

3.5.4.1. Kullanilan Cozeltiler
PBS (0.25 M, pH 7; 2.5 mM EDTA

ve 2.5 mM sodyum azid iceren)

GSH (10 mM)

NADPH (2.5 mM)

Glutatyon Rediiktaz (6 U/ml)

H202 (12 mM)

: Stok A: 3.4 g KH,POy4 ultra saf su ile

coziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

Stok B: 13.4 g Na,HPO,4.7H,0 ultra saf
su ile ¢oziilerek, 200 ml’ye tamamlandi.
A ve B soliisyonlar1 hacimece 1:1.5
oraninda karisgtirildi. PH T’ye
ayarlanmadan 6nce 100 ml’lik tampona
0.09306 g EDTA ve 0.01620 g sodyum

azid ilave edildi.

: 0.00307 g GSH ultra saf su ile ¢oziilerek,

1 ml’ye tamamlandi. Deneyden hemen

Once taze hazirlanda.

: 0.00208 g NADPH ultra saf su ile

coziilerek, 1 ml’ye tamamlandi.

Deneyden hemen 6nce taze hazirlandi.

: Glutatyon rediiktaz son hacim 100 pl

olacak sekilde, PBS ile sulandirildi.

Deneyden hemen 6nce taze hazirlandi.

: 13.6 pul %30’luk H,O; ultra saf su ile 10

ml’ye tamamlandi. Deneyden hemen

Once taze hazirlanda.
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3.5.4.2. Yontem

Kor ve ornekler asagidaki gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Ornek
PBS 400 pl 400 pl
GSH 100 pl 100 pl
NADPH 100 pl 100 pl
GR 100 pul 100 pl
Doku siipernatanti - 200 pl
Ultra Saf Su 200 pl -

H,0, 100 pl 100 pl

1 ml’lik kuvartz kiivete H,O, ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Kor tiipliniin non-
enzimatik reaksiyon oranini belirlemek i¢in ultra saf su koriine karsi, kor tiipiiniin ve
ornegin 366 nm dalga boyunda absorbanslarindaki diisiis 3 dakika boyunca birer dakika
araliklarla kaydedildi.

3.5.4.3. Hesaplama

Ay, (Ornek) — A, (K8
GSH-PX(U/dak/ml) _ abs (Ome 6)22 abs( OI') ‘5

Ay, : 1 dakikadaki absorbans degisimi
6.22x10° M cm’! : Molar ekstinksiyon katsayisi
5 : Toplam hacim/ doku siipernatantinin hacmi

GSH-Px (U/dak/ml)

GSH-Px Spesifik Aktivite (U/dak/g protein) = Dok ot ( / 1)
oku proteini (g/m

3.5.5. Katalaz Aktivite Tayini

Ince bagirsaga ait doku siipernatantlarinda CAT aktivitesi Aebi yontemine gore tespit

edildi (Aebi, 1974). Yontem H,O;’nin katalaz aktivitesi ile yikilmasinin 240 nm dalga
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boyunda absorbansta bir azalma olarak takip edilmesi esasina dayanir. Absorbansta

gozlenen azalma hiz1 enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.5.5.1. Kullamilan Cozeltiler

PBS (50 mM, pH 7)

H,0; (30 mM)

Doku Siipernatanti

3.5.5.2. Yontem

: Stok A: 6.81 g KH,POy4 ultra saf su ile ¢oziilerek 1 I'ye
tamamlandi.
Stok B: 8.9 g Na,HPO4.2H,0 ultra saf su ile ¢oziilerek 1
I’ye tamamlandi.

A ve B soliisyonlar1 hacimce 1:1.5 oraninda karistirildi.

: 340 pl %30°luk H,O,, PBS ile 100 ml’ye tamamlandi.

Deneyden hemen dnce taze hazirlandi.

: Ince bagirsaga ait doku siipernatant1 % 0.9’luk FTS ile 10
kat seyreltilerek kullanildi.

Kor ve 6rnekler asagidaki gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Ornek
H,0; iceren PBS 2 ml 2 ml
Doku Siipernatant - 0.5 ml
% 0.9’luk FTS 0.5 ml -

Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda, kuvartz kiivette 0. ve 1. dakikadaki

absorbanslar kore kars1 ol¢tildii.

3.5.5.3. Hesaplama

CAT(U/dak/ml)

Aabs

abs

A
= —2 x5 xseyreltme katsayisi
0.0436 7 Y

: 1 dakikadaki absorbans degisimi

43.6 M cm™ : Molar ekstinksiyon katsayisi
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5 : Toplam hacim/ doku siipernatantinin hacmi
Seyreltme katsayis1 : Doku siipernatantinin seyreltme orani (10)
CAT(U/dak/ml)

CAT Spesifik Aktivite(U/dak/mg protein) = Doku protein (me/mi)
oku proteini (mg/m

3.5.6. Siiperoksid Dismutaz Aktivite Tayini

Ince bagirsak siipernatantlarinda SOD aktivitesinin tayini i¢in, Sun ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen metod kullanildi (Sun ve dig., 1988). Bu metod, ksantin-ksantin
oksidaz reaksiyonu sonucu iiretilen siiperoksid radikalinin reaksiyon ortaminda bulunan
nitroblue tetrazolium (NBT)u indirgemesinin SOD enzimi tarafindan engellenmesi
prensibine dayanir. NBT nin indirgenmesi ile 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans veren mor renkli formazan olusur. SOD aktivitesi, olusan formazanin

absorbansiyla ters orantilidir.

3.5.6.1. Kullanilan Cozeltiler

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM) : 0.0046 g ksantin, 1 ml 0.1 N NaOH ile
hafif 1s1 altinda ¢oziilerek, ultra saf su
ile 10 ml’ye tamamlandi. Cdzelti

+4°C’de 1 hafta dayanikhidir.

Ksantin Cozeltisi (0.3 mM) : Stok ksantin ¢dzeltisinden 1 ml alinarak
ultra saf su ile son hacim 10 ml’ye

tamamlandi. Deney giinii taze hazirland.

NaOH Cozeltisi (0.1 N) :04 g NaOH  ultra saf su ile

coziilerek 100 mI’ye tamamlandi.

EDTA-Na, Cozeltisi (0.6 mM) : 0.0223 g EDTA-Na; ultra saf su ile

coziilerek 100 ml’ye tamamlandi.



NBT Cozeltisi (150 uM)

Na,CO; Cozeltisi (400 mM)

BSA Cozeltisi (1g/1)

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/l)

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2M)

SOD Cahisma Reaktifi

3.5.6.2. Yontem
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: 0.0012 g nitroblue tetrazolium ultra saf su

ile ¢oziilerek 10 ml’ye tamamlandi.

Deney giinii taze hazirlanir.

: 42396 g NayCOs; ultra saf su ile

coziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

: 0.05 g BSA ultra saf su ile ¢oziilerek 50

ml’ye tamamlandi.

: Soguk amonyum siilfat ¢ozeltisi i¢inde

siispanse edilir. Deney giinli taze

hazirlandi.

: 2.6428 g (NH4)2SO4 ultra saf su ile

coziilerek 10 ml’ye tamamlandi.

: Deney giinii taze hazirland.

20 ml 0.3 mM Ksantin

10 ml 0.6 mM EDTA-Na,

10 ml 150 pmol NBT

6 ml 400 mM Na,CO;

3 ml 1g/l BSA karistirilarak elde edildi.

500 pul doku homojenati, 300 pul kloroform + 500 upl Etanol (%96) karisimi ile

kanistirildiktan sonra, 1 dakika boyunca vorteks ile karistirilarak ekstrakte edildi.

Ekstraksiyondan sonra, 10.000 g’de +4°C’de 20 dakika santrifiijjlenen Orneklere ait

stipernatantlar kullanildi. K6r ve 6rnekler agagidaki gibi hazirlandi.
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Reaktifler Kor Ornek
SOD Calhisma Reaktifi 2.45 ml 2.45 ml
Ultra Saf Su 0.100 ml -
Doku Siipernatanti - 0.100 ml
Ksantin Oksidaz 0.050 ml 0.050 ml

Vortekslenen tiipler 25 °C’lik su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda Ornek ve kor tiipiinde olusan eflatun-mor renkli bilesigin absorbansi 560 nm

dalga boyunda ultra saf su koriine kars1 okundu.

3.5.6.3. Hesaplama
SOD enziminin iinite tammm: 1 Unite SOD aktivitesi, NBT nin indirgenmesini %50

inhibe eden protein konsantrasyonu olarak ifade edilir.

Orneklerde bulunan SOD enziminin meydana getirdi§i % inhibisyon ve enzim

aktiviteleri asagida verilen formiillere gore hesaplandi:

Kor, — Omek
% inhibisyon = 0 — 0Ky, 15

Kor,

% inhibisyon

SOD (U/ml) =
50 x0.1
Kor,, : Koriin absorbansi
Ornek : Ornegin absorbansi
0.1 : Doku siipernatantinin hacmi (ml)

SOD (U/ml)
Doku proteini (mg/ml)

SOD Spesifik aktivite (U/mg protein)=
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3.5.7. Istatistiksel Degerlendirmeler

Histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal veriler, SPSS 15.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Tiim parametreler i¢in Oncelikle normalite testi ve
varyanslarin homojenligi testi uygulandi. TUNEL, PCNA ve CCK immunohistokimyasi
ile GSH tayinine ait veriler normal dagilima uymadiklar1 i¢in, nonparametrik Kruskal-
Wallis testini takiben, ikili gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Diger
tayinlere ait veriler i¢in, tek yonlii 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. HISTOLOJIiK BULGULAR

4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Ince bagirsagin jejunum bdlgesine ait bagirsak mukozasi, lamina propria i¢ine dogru
uzanarak kriptleri (Lieberkiihn bezlerini) ve liimene dogru yaptig1 parmaksi ¢ikintilar
(villuslar1) olusturan basit silindirik epitel ile gevrilidir. Bagirsak kriptlerinin tabana
yakin bolgelerinde yer alan kok hiicrelerden koken alan 4 farkli tipte hiicre bagirsak
epitelini olusturmaktadir. Apikal kisimlarinda yer alan mikrovilluslarin olusturdugu
cizgili kenar ile mikroskobik olarak ayirdedilen ve besinlerin emilimi i¢in 6zellesmis
emici hiicreler (enterositler) ince bagirsak kanali boyunca baskin olarak bulunmaktadir.
Emici hiicrelerin arasia serpistirilmis olan ve mukus iiretiminde gorev alan goblet
hiicreleri ile peptid yapida hormon salgilayan hiicrelerin genel karakteristik 6zelliklerini
tagityan enteroendokrin hiicreler ise bagirsak epiteli boyunca emici hiicrelere oranla daha
seyrek olarak yer almaktadir. Epiteli olusturan diger bir hiicre tipi olan, antimikrobiyal
fonksiyona sahip Paneth hiicreleri ise kriptlerin taban bolgelerinde konumlanmiglardir

ve biiyiik eozinofilik salg1 graniilleri ile kolaylikla ayirdedilebilmektedir.

Sekil 4.1 : Kontrol grubuna ait farenin ince bagirsaginin jejunum bdolgesinin farkli
biiylitmelerdeki histolojik goériiniimii. (A) Orjinal biiyiitme x100, (B) Orjinal biiyiitme x200,
(C) Orjinal biiyiitme x400. Masson’un ii¢lii boyasi.
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Sekil 4.2 : Tiim gruplara ait bireylerden alinan jejunuma ait kesitlerde ¢izgili kenarda (=) ve
goblet hiicrelerinde (») gbzlenen PAS pozitif reaksiyon. PAS . Orjinal biiyiitme x100.
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Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde jejunumda normal histolojik goriiniim hakimdir
(Sekil 4.1) ve ¢izgili kenarda ve goblet hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif reaksiyon
yaygin ve siddetlidir (Sekil 4.2).

4.1.2. TNF-a Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular

TNF-a verilen II. gruba ait farelerin jejunum dokusunda, kontrol bireyler ile
karsilastirildiginda, mikroskobik olarak belirgin bir hasar tespit edilmistir (Sekil 4.3).
Mukozada ¢ok sayida nekrotik hiicre igceren Lieberkiihn kriptalari, villuslarin lamina
propriasinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, villus ve kript biitiinliiglinde bozulma ve
yer yer kayiplar, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon bu grupta belirgin olarak gézlenen
bulgulardir. Bunun yan1 sira TNF-a enjekte edilen farelerde, mukoza ve submukozada
hafif hiperemi ve villuslarda hafif 6dem oldugu; ¢izgili kenarda ve goblet hiicrelerinde
gozlenen PAS pozitif reaksiyon siddetinin ise kontrol bireylerdekine gore azaldigi

belirlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.3 : TNF-a verilen gruba ait hayvanin ince barsaginin jejunum bolgesinin farkli
biiyiitmelerdeki histolojik goriiniimii. (A) Orjinal biiylitme x100, (B) Orjinal biiyiitme x200,
(C) Orjinal biiyiitme x400. Mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (), villus biitiinliigiinde
bozulma ve kayip (»), Lieberkiihn bezlerinin biitiinliigiinde bozulma ve bezlerde yer yer
kayiplar (®), nekrotik hiicreler igeren Lieberkiihn bezleri (%), hiperemi (h), bez hiicrelerinde
vakuolizasyon (v). Masson’un tiglii boyasi.
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4.1.3. Aktinomisin D Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular

Aktinomisin D verilen III. grup hayvanlarin jejunum kesitlerinde kontrol bireylere ait
doku kesitleri ile karsilastirildiginda, dejeneratif bazi degisiklikler gdzlenmistir. Bu
degisikliklere ait dikkati ¢eken bulgular, villuslarda yaygin 6dem ve epitel hiicrelerinde
vakuolizasyon, mukozada nekrotik hiicreler igeren Lieberkiihn kriptalar1 ile birlikte
kript biitiinliigiinde yer yer bozulmalardir. Bu gruba ait bazi bireylerde ise mukoza ve
submukozada hafif hiperemi ile bazi villuslarin lamina propriasinda inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu tespit edilmistir (Sekil 4.4). Act D grubunda c¢izgili kenarda ve goblet
hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif reaksiyon, kontrol bireylerdeki gibi yaygin ve
siddetlidir (Sekil 4.2).

Sekil 4.4 : Act D verilen hayvanin ince barsaginin jejunum bolgesinin farkli biiylitmelerdeki
histolojik goriiniimii. (A) Orjinal biiylitme x100, (B) Orjinal biiyiitme x200, (C) Orjinal
biiyiitme x400. Nekrotik hiicreler iceren Lieberkiihn bezleri (®), villuslarin lamina propriasinda
6dem (») ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (%), bez hiicrelerinde vakuolizasyon (v).
Masson’un {iglii boyasi.

4.1.4. TNF-o/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular

TNF-a/Act D verilen deney grubunda 6zellikle villus epitelinde yaygin hiperplazi, koyu
sitoplazmik reaksiyon veren epitel hiicre (asidik boyalarla siddetli reaksiyon veren
asidofilik sitoplazmaya sahip, Oliime giden koyu hiicreler) sayisinda kontrol

bireylerdekine oranla hafif bir artis, cok sayida apoptotik hiicrenin ve yer yer vakuolli
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veya hipertrofik hiicrelerin bulundugu hasar goérmiis kriptler ile, bazi kriptlerin
biitlinliigiinde bozulmalar ve yer yer kayiplar tespit edilmistir. Bu gruba ait bireylerin
doku kesitlerinde mukozada yer yer hafif nekroz, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, baz
villuslarin ¢izgili kenarlarinda devamsizlik, lamina propriada 6dem, hem mukozal hem
de submukozal alanda bulunan bazi kan damarlarinda hiperemi yukaridaki hasar
bulgularindan daha seyrek olarak gozlenmistir (Sekil 4.5). Cizgili kenarda ve goblet
hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif reaksiyon siddeti kontrol grubuna gore belirgin

olarak azalmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.5: TNF-a/Act D uygulanan deney grubuna ait bir hayvandan alinan jejunum kesitinin
farkli biiyiitmelerdeki histolojik goriiniimii. (A) Orjinal biiytlitme x100, (B) Orjinal biiyiitme
x400, epitel hiicrelerinde hiperplazi (™), kript biitiinliigiinde bozulma (®), mukozada nekrotik
alan (%), apoptotik hiicre (»). (C) Orjinal biiylitme x200, (D) Orjinal biiyiitme x400, ¢ok
sayida apoptotik hiicre igeren Lieberkiihn bezleri (®),bez hiicrelerinde vakuolizasyon (v) ve
hipertrofi (»), koyu sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artis (e). Masson’un tiglii
boyast.

4.1.5. h|Gly2]GLP-2 Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular

h[Gly2]GLP-2 verilen bireylerin jejunum bdlgesinden alinan kesitlerde, villuslarin
lamina propriasinda 6dem ve hafif hiperplazi disinda kontrol bireylerdeki gibi normal

histolojik goriiniim hakimdir (Sekil 4.6). Bu gruba ait bireylerin jejunum kesitlerinde
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epitel hiicrelerinin ¢izgili kenarlarinda ve goblet hiicrelerinde gozlenen PAS pozitif

reaksiyon yine kontrollerdeki gibi yaygin ve siddetlidir (Sekil 4.2).

Sekil 4.6: h[Gly2]GLP-2 verilen gruba ait bir bireyin jejunum dokusunun kesitinin farkli
biiyiitmelerdeki histolojik goriiniimii. (A) Orjinal biiyiitme x100, (B) Orjinal biiytlitme x200,
(C) Orjinal biiyiitme x400, villuslarin lamina propriasinda 6dem (»), epitel hiicrelerinde
hiperplazi (™). Masson’un li¢lii boyasi.

4.1.6. h|Gly2]GLP-2 ve TNF-a/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait Histolojik
Bulgular

h[Gly2]GLP-2 ve TNF-o/Act D verilen iyilestirme grubuna ait farelerden alinan
jejunum kesitlerinde koyu sitoplazmik reaksiyon veren epitel hiicre sayisinda,
villuslarin lamina propriasindaki 6demde ve villus epitelindeki hiperplazide hafif bir
artis disinda genel olarak kontrol bireylerdekine benzer bir goriinim hakimdir. Bu
grupta villuslardaki 6dem disinda diger histopatolojik bulgularda TNF-o/Act D verilen
hasar grubuna gore belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira
villuslarin ¢izgili kenarlarinda devamsizligin, villus ve kript biitiinliigiinde bozulma
veya kayiplarin, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun ve hipertrofinin bu gruba ait
bireylerin jejunum dokusunda hi¢ gozlenmedigi, hasar grubuna h[Gly2]GLP-2 6n
uygulamasinin villus ve kript biitiinliigiinii koruyarak dejeneratif hasar1 belirgin olarak

onledigi dikkati cekmistir (Sekil 4.7). Bu gruba ait farelerin jejunum kesitlerinde epitel
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hiicrelerinin ¢izgili kenarlarinda ve goblet hiicrelerinde gdzlenen PAS pozitif reaksiyon
siddeti, TNF-a/Act D grubundakine gore, artis gostermekte ve kontrol bireylerdekine
yakin bir goriiniim sergilemektedir (Sekil 4.2).

Sekil 4.7: h[Gly2]GLP-2 ve TNF-o/Act D verilen gruba ait bir bireyin jejunum kesitinin
farkl biiylitmelerdeki histolojik goriiniimii. (A) Orjinal biiylitme x100, (B) Orjinal biiylitme
x200, (C) Orjinal biiyiitme x400, villuslarin lamina propriasinda 6dem (»), epitel hiicrelerinde
hiperplazi (™), koyu sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artis (e). Masson’un {iglii
boyast.

4.1.7. Histolojik Hasar Skoru

Tespit edilen histolojik kriterlere gore, farelerin jejunum kesitlerinde, 151k mikroskobik
diizeyde elde edilen yari-kantitatif degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.1°de, histolojik
hasar skoruna ait bulgular ise Sekil 4.8’de gosterilmistir. Incelenen histolojik kriterlere
gore, en yiiksek hasar skoru TNF-a’'nin tek olarak uygulandigi grupta gozlenmistir.
Kontrol bireyler ile kiyaslandiginda TNF-a, Act D ve TNF-o/Act D verilen gruplarda
total hasar skoru istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0.01, p<0.001,
p<0.001). Sadece h[Gly2]GLP-2 uygulamas: da kontrol gruba gore histolojik hasar
skorunu anlaml bir sekilde arttirmistir (p<<0.05). TNF-o/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2
on uygulamasi, TNF-o/Act D grubuna gore, histolojik hasar1 belirgin 6l¢iide azaltmigtir

(p<0.001).
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Tablo 4.1 : Jejunum dokusunun yari-kantitatif olarak histolojik incelenmesi.

Kontrol TNF Act TNF/Act GLP-2 GLP 2+

Histolojik Kriterler (n=5) (n=5) (n=5) (n=7) (n=5) TNF/Act
(n=7)

Epitel hiicrelerinde 4 2 0 9 6 6

hiperplazi

Epitel hiicrelerinde

vakuolizasyon 0 8 6 6 0 1

Koyu sitoplazmik reaksiyon

veren hiicre sayisinda artis 3 3 2 6 3 6

Cizgili kenarda devamsizhik 0 0 1 4 0 0

Villus biitiinliigiinde bozulma 0 6 1 2 0 0

ve kayip

Villuslarin lamina 0 4 9 5 7 5

propriasinda 6dem

Bez biitiinliigiinde bozulma 0 6 7 8 0 0
ve kayip

Bez hiicrelerinde hipertrofi 0 1 2 4 0 0
Mukozada nekrotik alan 0 10 8 4 0 1

Mukozada inflamatuvar

hiicre infiltrasyonu 0 5 3 4 0 0
Mukoza ve submukozada 1 4 3 4 0 2
hiperemi

Ortalama Deger 1.6 9.8 8.4 8.0 32 3.0

NOT: 0, 1, 2, 3 olarak skorlanan histolojik hasar bulgular1 bir gruptaki toplam birey sayis1 (n) dikkate
almarak verilmistir.



63

14

12 4 b

_
=
L
—
o

o

I

—
o
| | le)

Histolojik Hasar Skoru

4] a d
T T
L T
2 1 T
L
0 T T T
Kontrol TNF ActD TNF/ActD GLP-2 GLP-2 +
TNF/ Act D

Sekil 4.8: Jejunuma ait histolojik hasar skoru. Her bir grup i¢in elde edilen degerler “Ortalama
+ Standart hata” olarak gosterilmistir. Kontrol (n=5): 1.6 £ 0.5, TNF (n=5): 9.8 £ 1.9, Act D
(n=5): 8.4 £ 1.2, TNF/Act D (n=7): 8.0 + 0.9, GLP-2 (n=5): 3.2 £ 0.3, GLP-2+TNF/Act D
(n=7):3.0+0.4.

*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)

®Kontrol grubundan farkli (p<0.01)

“Kontrol grubundan farkli (p<0.001)

4 TNF/Act D grubundan farkli (p<0.001)

4.2. TARAMALI ELEKRON MIKROSKOPI YONTEMINE AIT BULGULAR
4.2.1. Kontrol Grubuna Ait SEM Bulgulan
Ince bagirsagin jejunum bolgesinden alnan dokularda taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile yapilan incelemelere gore, kontrol bireylere ait bagirsak mukozasinda normal

ylizey topografisi gozlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Kontrol bireye ait jejunal mukozanin degisik biiyiitmelerdeki SEM mikrograflari.

4.2.2. TNF-a Verilen Gruba Ait SEM Bulgular:

TNF-o verilen gruba ait bireylerin dokularinda epitel yiizeyinde belirgin kopma

bolgeleri ve aciga ¢ikmis bazal lamina tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10: TNF-a. verilen bireye ait jejunal mukozanin degisik biiytitmelerdeki SEM
mikrograflarinda epitel yiizeyinde belirgin kopma bolgeleri (#) ve agiga ¢ikmig bazal lamina
yapist (V) goriilmekte.
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4.2.3. Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulgular

Hayvanlara tek olarak Act D uygulamasi bagirsak mukozasinda ileri derecede epitel

harabiyetine ve villus yapisinda diizensizliklere neden olmustur (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: Act D verilen bireye ait jejunal mukozanin degisik biiyiitmelerdeki SEM
mikrograflarinda ileri derecede epitel harabiyeti (®) ve villus yapisinda diizensizlik (v) dikkati
¢ekmekte.

4.2.4. TNF-o/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulgular

TNF-o/Act D’nin birlikte uygulandigi deney grubunda, diizensiz ve kiintlesmis villus
yapisi, villus epitelinde belirgin dokiilme bolgeleri ve agiga ¢ikmis bazal lamina

gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: TNF-a/Act D verilen bireye ait jejunal mukozanin degisik biiylitmelerdeki SEM
mikrograflarinda epitelde belirgin dokiilme bolgeleri (%) ve agiga ¢ikmig bazal lamina (V)
gdzlenmekte.

4.2.5. h[Gly2]GLP-2 Verilen Gruba Ait SEM Bulgular

h[Gly2]GLP-2 verilen farelerin jejunum Orneklerindeki villus yapisi ve ylizey
topografisi normal yapiy1 yansitmaktadir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13: h[Gly2]GLP-2 uygulanan bireye ait jejunal mukozanin degisik biiylitmelerdeki SEM
mikrograflarinda normal villus yapis1 dikkati ¢ekmekte.
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4.2.6. h|Gly2]GLP-2 ve TNF-o/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulgulari

h[Gly2]GLP-2 ve TNF-a/Act D verilen iyilestirme grubuna ait farelerden alinan
jejunum dokularinin villus epitelinde hafif derecede harabiyet bolgeleri ve oldukga

diizenli yiizey topografisi izlenmektedir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14: h[Gly2]GLP-2 ve TNF-o/Act D uygulanan bireye ait jejunal mukozanin degisik
biiyiitmelerdeki SEM mikrograflarinda hafif derecede harabiyet bolgeleri () nin disinda
diizenli ylizey topografisi goriilmekte.

4.3. TUNEL YONTEMINE AiT BULGULAR

Bu calismada farelerin jejunum villus ve kript epitel hiicrelerinde TUNEL
immunohistokimyasi ile elde edilen apoptotik indeks (%) verilerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da gosterilmistir. Buna goére, hem villus hem de kripte
ait epitel hiicrelerindeki apoptoz indeksi TNF-a, Act D, h[Gly2]GLP-2 ve h[Gly2]GLP-
2+TNF-o/Act D verilen gruplarda kontrol grubuna yakin degerlerde gozlenmistir. TNF-
o/Act D verilen grupta ise her iki bolgeye ait apoptotik indeksin, kontrol bireylere gore,
belirgin ve istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05).
TNF-o/Act D hasar grubuna h[Gly2]GLP-2 6n uygulamasinin, apoptoz oranini hem

villuslarda hem de kriptlerde TNF-a/Act D verilen hayvanlara gore istatistiksel olarak
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anlaml bir sekilde azalttig1 ve kontrol bireylerdeki degerlere ulastirdigi gozlenmistir

(p<0.01) (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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Kontrol TNF ActD TNF/ActD GLP-2  GLP-2+
TNF/Act D

Sekil 4.15: Kript epitel hiicrelerinde TUNEL yontemi ile tespit edilen apoptotik indeks (%). Her
bir grup i¢in elde edilen degerler “Ortalama + Standart hata” olarak gdsterilmistir. Kontrol
(n=3): 1.75 £ 0.32, TNF (n=3): 1.07 £ 0.44, Act D (n=3): 1.82 £ 0.67, TNF/Act D (n=5): 10.1
+ 1.3, GLP-2 (n=3): 0.7 £ 0.2, GLP-2+TNF/Act D (n=5): 1.63 + 0.23.

*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
> TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01)
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Sekil 4.16: Villus epitel hiicrelerinde TUNEL ydntemi ile tespit edilen apoptotik indeks (%).
Her bir grup i¢in elde edilen degerler “Ortalama + Standart hata” olarak gosterilmistir. Kontrol
(n=3): 0.9 £ 0.4, TNF (n=3): 0.45 %+ 0.13, Act D (n=3): 0.56 = 0.06, TNF/Act D (n=5): 2.75

0.55, GLP-2 (n=3): 0.72 £ 0.11, GLP-2+TNF/Act D (n=5): 0.65 + 0.27.
*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
> TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01)
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e

Sekil 4.17: Farelerin jenunum dokusundaki kriptlerde TUNEL ydntemi ile isaretlenen apoptotik
hiicreler (). Orjinal biiyiitme x400.
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Sekil 4.18: Farelerin jenunum dokusundaki villuslarda TUNEL yontemi ile isaretlenen

apoptotik hiicreler (#). Orjinal biiyiitme x400.
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4.4. PCNA IMMUNOHISTOKIMYASINA AIiT BULGULAR

Bu calismada farelerin jejunum kript epitel hiicrelerinde PCNA immunohistokimyasi ile
elde edilen hiicre ¢ogalma indeksi (%) verilerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.19°da
gosterilmigtir. Buna gore, TNF-a, Act D ve TNF-a/Act D verilen gruplardaki hiicre
cogalma indeksinde, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig: tespit edilmistir. Ancak sadece h[Gly2]GLP-2 verilen grupta kontrol gruba
kiyasla anlamli bir artis goézlenirken (p<0.05), h[Gly2]GLP-2 + TNF-a/Act D

uygulanan grupta ise hasar grubuna gore, anlamli bir hiicre ¢cogalma artis1 belirlenmistir

(p<0.01) (Sekil 4.20).
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Kontrol TNF ActD TNF/ActD GLP-2 GLP-2 +
TNF/ActD

Sekil 4.19: Kript epitel hiicrelerinde PCNA immunohistokimyasi ile tespit edilen hiicre
cogalma indeksi (%). Her bir grup i¢in elde edilen degerler “Ortalama + Standart hata” olarak
gosterilmistir. Kontrol (n=4): 64.9 + 2.04, TNF (n=4): 63.12 +£2.51, ActD (n=4): 65.82 +
1.06, TNF/Act D (n=5): 61.84 + 1.42, GLP-2 (n=4): 73.17 + 1.18, GLP-2+TNF/Act D (n=5):
72.61 £2.45.

*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
® TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01)
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Sekil 4.20: PCNA immunohistokimyasi ile farelerin jejunum kriptlerinde isaretlenen
¢ogalmakta olan epitel hiicreleri (). Orjinal biiyiitme x400.

4.5. SOMATOSTATIN IMMUNOHISTOKIMYASINA AiT BULGULAR

Calismada ince bagirsagin jejunal mukozasinda somatostatin ekspresyonu yapan
endokrin hiicreler immunohistokimyasal olarak gdsterilmistir. Immunohistokimya
bulgularina gore, tiim deney gruplarinda somatostatin endokrin hiicreler hem villuslarda

hem de kriptlerde yerlesim gostermektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: Tiim gruplara ait farelerden alinan jejunum kesitlerinde somatostatin sentezi yapan

enteroendokrin hiicreler (). Orjinal biiyiitme x400.
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Bu ¢alismada 1 mm’ mukoza alami basma diisen somatostatin immunreaktif hiicre
sayisinin gruplara gore dagilimi Sekil 4.22°de gosterilmistir. Elde edilen verilere gore,
TNF-a/Act D verilen hasar grubunda somatostatin immunreaktif endokrin hiicre
sayisinda, kontrol bireylere gore, istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gbzlenmektedir (p<0.01). h[Gly2]GLP-2 verilen iyilestirme grubunda ise, hasar grubuna
gore, mukozal alandaki somatostatin immunreaktif hiicre sayisinin istatistiksel olarak

anlaml bir sekilde azaldig tespit edilmistir (p<0.01).
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Sekil 4.22: Somatostatin immunreaktif endokrin hiicre sayisi. Her bir grup icin elde edilen mm®
mukoza alani bagina diisen immunreaktif hiicre sayis1 “Ortalama + Standart hata” olarak
gosterilmistir. Kontrol (n=4): 2.54 + 1.05, TNF (n=4): 3.24 + 0.57, Act D (n=4): 4.75 £ 0.37,
TNF/Act D (n=5): 12.26 £ 1.61, GLP-2 (n=4): 2.17 + 0.6, GLP-2+TNF/Act D (n=5):
5.45+1.01.

“Kontrol grubundan farkli (p<0.01)
® TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01)

4.6. KOLESISTOKININ IMMUNOHISTOKIMYASINA AiT BULGULAR

Bu c¢alismada ince bagirsagin jejunum bolgesinden alman kesitlerde kolesistokinin
(CCK-8) ekspresyonunu tespit edebilmek amaciyla, mukozal alanda CCK-8 pozitif
reaksiyon veren endokrin hiicreler, immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Elde

edilen bulgulara gore, tim deney gruplarinda kolesistokinin sentezi yapan hiicreler,
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baskin olarak kriptlerde olmak tizere, hem villuslarda hem de kriptlerde yerlesim

gostermektedir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23: Tiim gruplara ait farelerden alinan jejunum kesitlerinde CCK sentezi yapan
enteroendokrin hiicreler (®). Orjinal biiytitme x400
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Tiim gruplara ait 1 mm? mukoza alam basma diisen CCK immunreaktif hiicre sayilari
Sekil 4.24°de gosterilmistir. Buna gore, h[Gly2]GLP-2 + TNF-a/Act D uygulanan grup
hari¢ diger tiim gruplarda CCK sentezi yapan endokrin hiicre sayilarinda kontrol gruba
kiyasla anlamli ve belirgin bir degisiklik tespit edilememistir. TNF-a/Act D
uygulanmadan once farelere 10 giin boyunca h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonu, jejunum
mukozasinda gozlenen CCK immunreaktif hiicre sayisin1 hem kontrol hem de hasar

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir gekilde arttirmistir (p<0.05).
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Sekil 4.24: CCK immunreaktif endokrin hiicre sayis1. Her bir grup icin elde edilen mm® mukoza
alani1 basina diisen immunreaktif hiicre sayis1 “Ortalama + Standart hata” olarak gdsterilmistir.
Kontrol (n=4): 2.55 + 0.63, TNF (n=4): 3.14 + 0.29, Act D (n=4): 2.99 + 0.66, TNF/Act D
(n=5): 3.28 £ 0.66, GLP-2 (n=4): 3.64 £ 0.81, GLP-2+TNF/Act D (n=5): 8.15 + 1.49.

*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
® TNF/Act D grubundan farkli (p<0.05)

4.7. BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.7.1. Lipid Peroksidasyon Degerlerine iliskin Bulgular

Ince bagirsak homojenatlarindan elde edilen MDA degerlerinin gruplara gore dagilinm
Sekil 4.25°de gosterildi. Buna gore, TNF-a, Act D, ve TNF-a/Act D verilen gruplarin
MDA degerleri, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig

gostermis; h[Gly2]GLP-2 verilen grupta ise, kontrol bireylerle karsilastirildiginda, yine
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anlamsiz bir azalma kaydedilmistir. h[Gly2]GLP-2 + TNF-a/Act D uygulanan farelerde
lipid peroksidasyon degerlerinde, TNF-a/Act D verilen hayvanlara gore istatistiksel

olarak anlamli ve belirgin bir azalma gozlenmistir (p<0.01).
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Sekil 4.25: ince bagirsaga ait homojenatlarin MDA degerleri (Ortalama + Standart hata).
Kontrol (n=7): 0.70 = 0.07, TNF (n=7): 0.79 £ 0.08, Act D (n=7): 0.72 + 0.07, TNF/Act D
(n=10): 0.82 £ 0.08, GLP-2 (n=7): 0.55 + 0.04, GLP-2+TNF/Act D (n=10): 0.55 £ 0.03.

4 TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01).

4.7.2. Glutatyon Degerlerine iliskin Bulgular

Ince bagirsaga ait homojenatlarin GSH degerleri Sekil 4.26°da verildi. Elde edilen
verilere gore GSH diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TNF-alfa/Act D
verilen grupta istatistiksel olarak anlamsiz bir artma gosterirken, TNF-alfa ve Act D’nin
tek olarak verildigi gruplarda anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0.05, p<0.01).
TNF-a/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2 6n uygulamasinin, kontrol grubuna ve TNF-
a/Act D verilen gruba gore GSH diizeylerini anlamli derecede azalttigi gozlendi

(p<0.01, p<0.001).
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Sekil 4.26: ince bagirsaga ait homojenatlarin GSH degerleri (Ortalama + Standart hata).
Kontrol (n=7): 35.62 +4.89, TNF (n=7): 72.45 + 10.63, Act D (n=7): 84.36 + 6.09, TNF/Act
D (n=10): 52.37 £ 8.68, GLP-2 (n=7): 29.98 + 4.56, GLP-2+TNF/Act D (n=10):

13.17 £ 1.60.

*Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
® Kontrol grubundan farkli (p<0.01)
*TNF/Act D grubundan farkli (p<0.001)

4.7.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine iliskin Bulgular

Ince bagirsaga ait homojenatlarin GPx aktiviteleri Sekil 4.27°de 6zetlendi. Elde edilen
verilere gore, Act D’nin tek olarak verildigi hayvanlarda GSH-Px aktivitesi, kontrol
bireylere kiyasla, anlamli bir artig gosterirken (p<0.05); TNF-o’nin tek olarak
uygulandig1r ve TNF-o/Act D’nin birlikte uygulandig1 gruplarda, kontrole gore, 6nemli
bir artis kaydedilmemistir. h[Gly2]GLP-2 enjekte edilen farelerde, kontrol grubundaki
hayvanlarla karsilastirildiginda, anlamsiz bir azalma goézlenirken; h[Gly2]GLP-2 +
TNF-a/Act D verilen deney grubunda ise, hem kontrol grubuna hem de TNF-o/Act D

grubuna gore, 6nemli bir azalma tespit edilmistir (p<0.01).
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Sekil 4.27: Ince bagirsaga ait homojenatlarin GPx aktivite degerleri (Ortalama + Standart
hata). Kontrol (n=7): 8.24 + 0.99, TNF (n=7): 9.03 + 1.23, Act D (n=7): 12.04 +0.99,
TNF/Act D (n=10): 8.42 = 0.98, GLP-2 (n=7): 7.61 +0.94, GLP-2+TNF/Act D (n=10):
4.76 +0.56.

“Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
®Kontrol grubundan farkli (p<0.01)
4 TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01)

4.7.4. Katalaz Aktivitesine Iliskin Bulgular

Farelerin ince bagirsak doku homojenatlarina ait CAT aktiviteleri Sekil 4.28’de
gosterildi. Tim gruplardan elde edilen CAT aktiviteleri, kontrol bireylerle
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. Gruplara ait
anlamlilik dereceleri su sekildedir: TNF-a (p<0.001), Act D (p<0.01), TNF-o/Act D
(p<0.001), h[Gly2]GLP-2 (p<0.01), h[Gly2]GLP-2 + TNF-a/Act D (p<0.01).
TNFa/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2 6n uygulamasi, CAT aktivitesini TNF-alfa/Act D
verilen gruba oranla, belirgin olarak arttirmis (p<0.01), ancak kontrol bireylerdeki

diizeye ulastiramamustir.
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Sekil 4.28: Ince bagirsaga ait homojenatlarin CAT aktivite degerleri (Ortalama + Standart
hata). Kontrol (n=7): 14.27 £ 0.81, TNF (n=7): 7.00 +0.92, Act D (n=7): 8.76 + 1.4,
TNF/Act D (n=10): 7.52 £ 0.58, GLP-2 (n=7): 10.26 + 1.01, GLP-2+TNF/Act D (n=10):
10.70 +0.66.

®Kontrol grubundan farkl (p<0.01)
¢Kontrol grubundan farkli (p<0.001)
4 TNF/Act D grubundan farkli (p<0.01).

4.7.5. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesine Iliskin Bulgular

Ince bagirsak homojenatlarindan elde edilen SOD aktivitelerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 4.29°da verildi. TNF-a, Act D, ve TNF-a/Act D gruplarmma ait SOD
aktivitelerinde, kontrol gruba oranla énemli bir degisme kaydedilmezken; h[Gly2]GLP-
2’nin tek olarak verildigi grupta ve h[Gly2]GLP-2 + TNF-o/Act D uygulanan grupta,
kontrol bireylerle karsilastirildiginda belirgin bir azalma goézlenmistir (p<0.01,
p<0.001). TNF-o/Act D grubunda gozlenen SOD aktivitesi, h[Gly2]GLP-2 6n

uygulamast ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gostermistir (p<0.001).
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Sekil 4.29: Ince bagirsaga ait homojenatlarin SOD aktivite degerleri (Ortalama + Standart
hata). Kontrol (n=7): 2.04 £ 0.06, TNF (n=7): 2.04 +0.08, Act D (n=7): 2.21 =+
0.13, TNF/Act D (n=10): 2.19 +0.10, GLP-2 (n=7): 1.67 +0.07,
GLP-2+TNF/Act D (n=10): 1.70 +0.04
®Kontrol grubundan farkli (p<0.01)
“Kontrol grubundan farkli (p<0.001)
“TNF/Act D grubundan farkli (p<0.001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Ince bagirsak esas olarak besinlerin emilini saglamak ve aym zamanda patojenik
antijenler i¢in bir bariyer olusturmak iizere 6zellesmis bir doku olmasiin yani sira,
viicut icin toksik bazi maddelerin detoksifikasyonunda da énemli bir rol oynamaktadir
(Wirtz ve Neurath, 2000). Gastrointestinal kanalda meydana gelen pek ¢ok hastalikta ve
kanser hastalarin1 tedavi amaciyla kemoterapi veya radyasyon uygulamasi gibi bazi
durumlarda, apoptotik ve/veya nekrotik hiicre Oliimiiniin uyarilmasi sonucu ince
bagirsak epitelinin ciddi oranda hasara ugradigi, ve hasar gérmiis bagirsak dokusunun
fonksiyonlarni tam olarak yerine getiremedigi bilinmektedir (Bulut ve dig., 2004).
Cesitli bagirsak hastaliklarinin  deneysel modelleri bu hastaliklarin  patogenezinin

anlasilmasinda ve tedavi edici yaklasimlarin olusturulmasinda oldukga énemlidir.

Tiimdr nekroz faktdr-o fosfolipazlarin, mitojen aktive edici kinazlarin (MAPK), NF-
kB’nin, apoptozun ve nekrozun aktivasyonuna yol agan ¢esitli sinyal yollarim
diizenleyen bir sitokindir (Li ve dig., 2004). Kanser hiicrelerine antineoplastik bir ajan
olarak etki etmesinden dolayi, TNF-a sitotoksisitesi yaygin olarak arastirilmaktadir.
Rekombinant TNF-a’nin hayvanlara deneysel amagla ya da kanser hastalarina tedavi
edici amagla enjeksiyonu, ciddi ve yaygin organ hasari ile sonuglanabilir (Remick ve
Kunkel, 1993). Insanlarda TNF gibi sitokinlerin regiilasyonlarindaki bozukluklarin ve
fazla ekspresyonlarinin, sistemik inflamatuvar yanit sendromu ve onu takiben meydana
gelen ¢oklu organ hasar1 gibi bazi patolojik olaylar ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, TNF-a’nin hasar goren ya da inflamasyonun oldugu
normal dokulardaki hiicrelerde de Oliimii uyarabildigi gosterilmistir (Jones ve dig.,

2000).

Farelere 1 pg’in iizerindeki (45 pg/kg) ylksek dozlarda uygulanan TNF’ nin kisa siirede
Oliimle sonuclanabilen toksik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir. Yapilan
mikroskobik gézlemler, deney hayvanlarina yiiksek dozlarda uygulanan TNF nin ince

bagirsagl primer olarak ve ciddi oranda hasara ugrattigini gostermektedir. TNF-o’nin
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ince bagirsak tizerindeki toksik etkilerini incelemek amaci ile farelere 0.001 pg ile 10
ng arasinda farkli TNF dozlarmin intraven6z olarak uygulandigi bir calismada, 1 pg ve
tizerindeki dozlarda organ hasarinin meydana geldigi tespit edilmistir. Hayvan basina 1
ng olacak sekilde uygulan TNF-a’nin, ince bagirsak mukozasinda oOzellikle de
villuslarin tepesindeki bolgelerde odaksal nekrotik alanlarin olusumuna neden oldugu
gosterilmistir (Remick ve Kunkel, 1993). Bu bulgu TNF aracilig1 ile mukozada yer yer
nekrotik alanlarin olustugu, villus biitiinliigiinde bozulma ve villuslarda kayiplarin

olustugu bizim deney sonucumuzla benzerlik géstermektedir.

Piguet ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada (1999), farelere intravendz olarak
10 png TNF enjeksiyonundan 1 saat sonra alinan ince bagirsak dokularinda villuslarin
tepesindeki epitel hiicrelerinde yaygin dokiilmeler, agiga ¢ikmis bazal membran ve
villuslarin  yiliksekliginde azalmalar gdzlenmis, kript bdolgesinde ise lezyona
rastlanmamistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada uygulanan TNF dozu ile villuslarda
apoptozun uyarildigi, TUNEL-pozitif reaksiyon veren ¢ok sayida enterositin varligi ile
ortaya konmustur. Bizim ¢alismamizda SEM ile yapilan incelemelerde, 15 ng/kg dozda
verilen TNF-a’nin epitel yiizeyinde belirgin kopma boélgelerine sebep oldugu ve bu
grupta, aciga ¢ikmis bazal lamina yapisinin dikkati ¢ektigi goriilmektedir. Ancak Piguet
ve arkadaglar1 tarafindan farelere TNF uygulamasini takiben bagirsaktaki epitel

hiicrelerinde apoptoz gozlenmesi, bizim bulgularimiz ile uyum gdéstermemektedir.

Bir baska calismada, siganlara intraluminal olarak TNF enjeksiyonu duodenumun
mukozal biitliinliigiinde bozulmaya, epiteliyal dokiilmeye, lamina propriada siddetli
konjesyon ve 6deme sebep olmustur. TNF’nin intraluminal uygulanmasi mukoza hasari
olusturmak i¢in yeterli olmasina karsin, bagirsak duvarinin asagi bolgelerinde hasar
olusturabilmek i¢in TNF-o’nin sistemik uygulanmasi gerektigi rapor edilmistir
(Jackson ve dig., 2000). Bizim ¢alismamizda ise farelere intraperitonal olarak TNF- o
verildikten 4.5 saat sonra sakrifiye edilen hayvanlardan alinan ince bagirsak dokularinda
mukozada nekroz, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon,

mukoza ve submukozada hiperemi ve villuslarda 6dem tespit edilmistir.

Aktinomisin D hiicresel niikleik asitler iizerinde etkili olmasi sebebiyle, gii¢lii

antikanser ajanlardan biridir. Aktinomisin D’nin primer biyokimyasal etkisi, DNA
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tizerindeki spesifik bolgelere baglanarak RNA polimeraz sentezini inhibe etmesi ve
boylece RNA sentezini durdurmasidir (Goldberg ve Rabinowitz, 1962). Diisiik
aktinomisin konsantrasyonlarinda, nuklear RNA sentezinin inhibisyonu sitoplazmik
RNA’y1 ve protein sentezini etkiler (Schwartz ve dig., 1963). Yiiksek
konsantrasyonlarda ise Act D’nin DNA polimerazi inhibe ederek, direkt olarak DNA
sentezi lizerinde etkili oldugu bildirilmektedir. Schwartz ve arkadaslar1 (1963), Act
D’nin sitotoksik dozlari ile bagirsak epitel hiicrelerinde olusturulan akut hasarda DNA
sentezi baskilanirken, RNA sentezinin inhibisyonunun diisiik oranda meydana geldigini
tespit etmeleri sonucu, Aktinomisin D’nin toksisiteye yol acan etki mekanizmasinin
RNA sentezinin inhibisyonundan ¢ok DNA sentezinin inhibisyonu ile iliskili oldugu
sonucuna varmiglardir. Estensen ve Baserga (1966) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
farelere 1.33 mg/kg tek doz Act D enjeksiyonundan 4 saat sonra ince bagirsakta RNA
sentezi %90 oraninda, DNA sentezi ise %50 oraninda inhibe edilirken, bu siire i¢inde
protein sentezinde herhangi bir inhibisyon meydana gelmedigi rapor edilmistir. Bununla
birlikte bu yiiksek Act dozu ile enjeksiyondan sonraki 8 saat i¢inde ince bagirsak
kriptlerinde hiicre hasari olusmadigi tespit edilmistir. Calismamizda hiicre ¢ogalma
indeksinin tespiti ile gosterilen DNA sentezinde, farelere Act D uygulamasindan 4.5
saat sonra herhangi bir azalma tespit edilememistir. Bu bulgunun Act D dozu ve

uygulama siiresinden kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Schwartz ve Sodergren tarafindan (1968), farelerde Act D ile timor gerilemesinin takip
edildigi deneyler sirasinda, duyarli tiimorler i¢in dldiiriicii olan aktinomisin dozlarinin
(400-1200 pg/kg) bagirsak kript hiicreleri icin de toksik oldugu tespit edilmistir. Hem
tiimor hiicrelerinde hem de bagirsak hiicrelerinde 24 saatte DNA sentezinin neredeyse
tamamen durduruldugu, oysa ayni siirede RNA sentezinin ya kismen inhibe edildigi ya
da hi¢ etkilenmedigi rapor edilmistir. Act D enjeksiyonundan sonraki 2., 4. ve 8.
saatlerde ise ayni hiicrelerde DNA sentezi iizerinde bir degisim meydana gelmezken
RNA sentezi kismen inhibe edilmistir. Bu bulgulara ek olarak, yiiksek aktinomisin
dozlarinin bagirsak kript epitelinde siddetli hasara neden oldugu gosterilmistir. Act
D’nin hayvan dokularinda ¢ogalmakta olan hiicreleri secgerek tahrip ettigi de
bildirilmektedir (Sawicki ve Godman, 1971). Act D DNA’ya baglanarak hayvan
hiicrelerinin hemen hemen tiimiinde transkripsiyonu inhibe eder ancak, bagirsak

hiicreleri, hematopoietik hiicreler ve lenfositler gibi bazi hiicre tipleri bu ajan tarafindan
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in vivo olusturulan sitotoksik hasara karsi cok daha duyarlidir. Bagirsak kript epiteli gibi
cok kolay hasar gorebilen dokularda Act D enjeksiyonundan 4 saat sonra akut
dejenerasyon meydana gelirken, tiikriik bezi asinar epiteli ve dorsal sinir gangliyonlari
gibi baz1 dokularda Act D aracili toksik hasar daha gec¢ olusmaktadir. Hiicresel RNA
sentezinin %85’ini veya daha fazlasini inhibe eden Act D konsantrasyonlarinin, Act
D’ye bagirsak epitel hiicreleri gibi olduk¢a duyarh bir kanser hiicre soyu olan HelLa
kiiltiirlinde ilag uygulamasindan en erken 3 saat sonra letal hiicre dejenerasyonuna sebep
oldugu, 12 saate kadar ise canli hiicrelerin neredeyse tamaminin canliligin1 kaybettigi
belirtilmektedir (Sawicki ve Godman, 1971). Goriildiigii gibi Act D ¢ok uzun yillardan

beri ilizerinde ¢alisilmakta olan sitotoksik bir ajandir.

Sicanlara intraperitonal yoldan 800 pg/kg (LDjo) Act D verilmesinden 3 saat sonra
duodenum kriptlerinin tabanindaki hiicrelerin nuklesunda pargalanma ve kromatin
materyalinde dagilma (karyorheksiz) go6zlenirken, enjeksiyondan 24 saat sonra
kriptlerde siddetli hasar ve kript kaybi tespit edilmistir (Schwartz ve dig., 1963).
Aktinomisin uygulamasin1 takiben gozlenen diger morfolojik bulgular ise kript
bolgesinde ¢ogalan hiicrelerin yer aldigi germinal epitelde nuklear fragmentasyon ve
nekroz olusumudur. Bunun yani sira bu aktinomisin dozu karyorheksiz olusumundan
daha sonraki evrede, hem DNA hem de RNA’nin de novo sentezlenmesini baskilayarak
mitozun inhibisyonuna neden olmustur. Schwartz ve arkadaglarinin 800 pg/kg Act dozu
ile gergeklestirdigi bu calismada sican duodenum dokusunda tespit edilen histolojik
hasar bulgulari, bizim g¢alismamizda ayni1 doz Act D verilmesinden 4.5 saat sonra
farelerin jejunum kesitlerinde gozlenen kriptlerde nekrotik hiicreler, kript biitlinliigiinde
yer yer bozulmalar, villuslarda 6dem ve epitel hiicrelerinde vakuolizasyon bulgulari ile

benzerlik gostermektedir.

Tiimor nekroz faktér ile uyarilan hiicre 6liimii hiicrenin yapisina, TNF’nin dozuna ve
uygulama siiresine bagli olarak apoptotik veya nekrotik fenotipe sahip olabilmektedir
(Fiers ve dig., 1999). Transforme olmamis hiicrelerin TNF-a ile uyarilan sitotoksisiteye
karst dayaniklilik gosterebilmesinin, TNF-o’nin hiicre koruyucu proteinlerin
transkripsiyonunu saglayan bir geni uyararak aktif hale getirebilme yeteneginden dolay1
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar gostermistir ki, TNF-a toksisitesine

hiicrelerin gosterdigi direncte NF-xB transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu kritik bir
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rol oynamaktadir. TNF toksisitesine diren¢ gosteren pek ¢ok hiicre NF-kB
aktivasyonunun baskilanmasi ya da RNA ve protein sentezinin inhibisyonu yoluyla,
TNF-a toksisitesine duyarl hale getirilebilmektedir (Beyaert ve Fiers, 1994, Xu ve dig.,
1998, Jones ve dig., 2000). Pek cok hiicre tipi ile yapilan in vitro ¢alismalar, RNA veya
protein sentezinin inhibisyonunun hiicrelerin TNF-a toksisitesine hassasiyetini 100 kat
kadar arttirdigin1  gostermistir. Aktinomisin D, D-galaktozamin, o-amanitin gibi
transkripsiyon inhibitorleri veya sikloheksimid gibi translasyon inhibitorleri ile 6n
muamele, hiicre koruyucu proteinlerin sentezini inhibe ettiginden TNF’nin sitotoksik
etkisini arttirirak hiicre 6liimiinii, 6zellikle de apoptozu uyarmaktadir (Leist ve dig.,

1994, 1997).

Aktif hiicre 6liimiiniin genetik olarak programlanan formu olan apoptoz gastrointestinal
epitelin de dahil oldugu tiim doku tiplerinde fizyolojik ve patolojik ¢esitli uyarilar
sonucu meydana gelebilmektedir. Inflamatuvar hastaliklar, cerrahi operasyonlar,
iskemik hasar, hormonal faktorler, ¢esitli kimyasallar ve safra salgis1 gibi pek ¢ok etken
ince bagirsakta epitel hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek, apoptotik hiicre Olimiinii
uyarmaktadir (Ghatei ve dig., 2001). Apoptotik hiicre 6liimii dokudaki hiicre sayisini
diizenlemenin yani sira, mutasyona ugramis veya hasar gormiis hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: i¢in de gerekli bir siirectir (Pritchard ve Watson, 1996). Ancak farkh
kokenden gelen farkli hiicre tiplerini bir arada bulundurmasi nedeniyle, bagirsak
mukozasinda programli hiicre Oliimiiniin molekiiler mekanizmasini1 analiz etmek

oldukg¢a zordur (Godlewski ve dig., 2007).

Timor nekroz faktér-o (Guy-Grand ve dig, 1998) ve Act D’nin tek baslarina
uygulanmalar1 (Schwartz ve dig., 1963) sonucu apoptotik hiicre 6liimii diisiik oranlarda
meydana gelirken, TNF-a’nin Act D ile birlikte uygulanmasi apoptozu biiyiik dl¢iide
tesvik etmektedir (Leist ve dig., 1994, 1997). Baz1 arastiricilar, bagirsak epitel hiicre
soylarinda, TNF-o/Act D kombinasyonunu in vitro uygulayarak apoptozun yiiksek
oranlarda uyarildigin1 gostermislerdir (Chang ve Tepperman, 2001, 2003). TNF-o/Act
D kombinasyonu, deneysel olarak hasar olusturmak ve apoptozu uyarmak amaciyla,
genellikle in vitro modellerde, in vivo olarak ise daha ¢ok karaciger dokusunda yaygin

olarak kullanilmaktadir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, bu ikili kombinasyon
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kullanilarak ince bagirsak hasarinin olusturuldugu in vivo bir deneysel modele

rastlanmamustir.

Aragstiricilar sican ileum kript epitelinden kokenlenen IEC-18 hiicrelerini Act D (2
pg/ml) varliginda ve Act D olmadan TNF-a (10 ng/ml) ile in vitroda 1-48 saat arasinda
degisen periyotlarda inkiibe ettiler. Buna gore, TNF-a ile bagirsak epitel hiicrelerinde
uyarilan toksisite, Act D’nin inkiibasyon ortamina eklenmesi sonucu artmis ve apoptotik
hiicre 6liimii belirgin olarak uyarilmistir. Inkiibasyonun baslamasindan 18 saat sonra
tespit edilen apoptotik indeks ve kaspaz-3’iin spesifik aktivitesi Act D varliginda
belirgin bir artis gdstermistir (Chang ve Tepperman, 2001). Insan ince bagirsak kript
hiicrelerinin morfolojik ve fonksiyonel karakteristik ozelliklerini gosteren duodenal
epitele ait SCBN hiicre soyunu ayni dozlarda TNF-a ve Act D ile inkiibe ederek
gerceklestirilen bir diger calismada, TNF uygulamasinin mitokondriden sitokrom C
salinimini uyararak kaspaz-3 aracili apoptoza neden oldugu, bunun yani sira TNF-a’nin
hiicre hasar1 ve apoptozdaki artis ile iliskili olarak bazi PKC izoenzimlerinin
aktivasyonunu uyardigi tespit edilmistir (Chang ve Tepperman, 2003). Bizim
calismamizda ise farelere 15 pg/kg dozda TNF-a’nin tek basina uygulanmasi sonucu,
ince bagirsakta nekrotik hiicre Oliimiiniin apoptoza oranla baskin oldugu, kontrol
bireyler ile kiyaslandiginda ise hem villustaki hem de kript epitelindeki apoptotik
indeksin TNF-a grubunda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ancak, hayvanlara TNF-
a’nin yiksek doz Act D ile birlikte verilmesi hem villus hem de kript bolgesinde
apoptotik indeksi TNF-a’nin tek olarak uygulandigi gruba gore, onemli dlgiide arttirmis
ve nekrozu azaltmistir. Bu bulgumuz, TNF-o’nin Act D gibi bir transkripsiyon
inhibitorii ile birlikte uygulanmasinin apoptotik hiicre Oliimiinii tesvik edebilecegi
gorilisinii giiclii bir sekilde desteklemektedir ve TNF-o/Act D ile in vivo olarak

olusturulan ince bagirsak hasar modelinin etkileri literatiirde ilk kez ortaya konmustur.

Dokunulmamus fareler {izerinde yapilan pek ¢ok ¢alismada GLP-2’nin veya analogunun
bagirsak kript epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak, villus hiperplazisine ve mukoza
epitelinin genislemesine sebep oldugu gosterilmistir (Drucker ve dig., 1996 ve 1997,
Tsai ve dig., 1997). Bu bulgular dokunulmamis farelere GLP-2’nin yikima direngli
analogu olan h[Gly2]GLP-2’nin uygulandigi bizim ¢aligsmamizin sonuglari ile uygunluk

gostermektedir. Histolojik ve immunohistokimyasal bulgularimiz 1s18inda, eksojen
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olarak verilen GLP-2’nin kript hiicrelerinde ¢ogalmay1 tesvik ederek, farelerin ince

bagirsak epitelinde bir bliylime faktorii olarak fonksiyon gosterdigini sdyleyebiliriz.

GLP-2’nin ve h[Gly2]GLP-2’nin normal bagirsak dokusunda trofik etkilere sahip
oldugunun gdosterilmesinden sonra, bagirsak fonksiyonunda bozulmaya ve
gastrointestinal kanalda hasara yol agan bazi deneysel modeller lizerinde GLP-2’nin
tedavi edici amagla kullanilabilir olup olmadigin1 ortaya koyabilmek ve etki
mekanizmalarin1 aydinlatabilmek amaciyla, son 10 yilda yapilan ¢aligma sayis1 belirgin
olarak artmistir. Prasad ve arkadaslar tarafindan (2000a,b) siganlarda siiperiyor
mezenterik arter okliizyonu ile olusturulan iskemik bagirsak hasar modelinde infiizyon
yoluyla 3 giin boyunca giinde 100 ng/kg dozda uygulanan sentetik GLP-2 analogunun
mukozal DNA ve protein igeriginin artis1 yoluyla, hasarli bagirsak epiteli iizerinde
sitoprotektif bir etkiye sahip oldugu ve hasar sonucu bozulan ince bagirsaga ait emilim
fonksiyonlarin1 normale dondiirdiigii gosterilmistir. indometazin gibi nonsteroidal
antiinflamatuvar bir ajan araciligi ile farelerde olusturulan enteritte ise 2.5 pg dozda 6
giin boyunca ve giinde 2 kez h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonunun ince bagirsak hasarinin
siddetini azalttig1 ve dokudaki miyeloperoksidaz aktivitesini diisiirdiigii gézlenmistir
(Boushey ve dig., 1999). Transgenik olarak inflamatuvar bagirsak hastalifina sahip
sicanlarda 50 pg/kg/glin dozda 14 giin siireyle sistemik inflizyon yoluyla verilen GLP-
2’nin TNF-o ve IFN-y gibi inflamatuvar aracilarin ekspresyonlarmni baskiladigi ve
histolojik lezyonlar1 %40 oraninda azalttigi bildirilmektedir (Alavi ve dig., 2000).
Farelerde dekstran siilfat ile olusturulan ilseratif kolitte 10 giin siiresince uygulanan
sentetik GLP-2 analogunun kolon kriptlerinde ¢ogalmakta olan hiicre sayisini ve ince
bagirsak agirligini arttirdigi ve kolon bolgesindeki hasar1 azaltarak intestinotrofik etkiler

gosterdigi tespit edilmistir (Drucker ve dig., 1999, L heureux ve Brubaker, 2003).

Hayvanlar iizerinde yapilan deneyler deneklere kemoterapi uygilamasindan sonra
baslatilan GLP-2 uygulamasinin, bagirsakta iyilesme oranimi arttirdigi (Tavakkolizadeh
ve dig., 2000) ve kemoterapi ile iligkillendirilen Oliimleri azalttigi bildirilmektedir
(Boushey ve dig., 2001). Irinotecan hidroklorid veya 5-fluorouracil gibi kemoterapotik
ajanlar ile farelerin bagirsak mukozasinda olugsan hasar h[Gly2]GLP-2 uygulamasi
sonucu, bakteri enfeksiyonunun ve kript apoptozunun inhibe edilmesi yoluyla

hafifletilmektedir. Aym1 calismada GLP-2 reseptorii eksprese eden hiicrelerde GLP-
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2’nin apoptoz iizerindeki direkt etkileri in vitro ortamda incelenerek, GLP-2’nin bu
hiicrelerde kemoterapi sonucu uyarilan apoptozu kaspaz-3 ve -8’in aktivasyonunu
azaltarak inhibe ettigi ve PARP kesimini baskiladig1 rapor edilmistir (Boushey ve dig.,
2001). Booth ve arkadaglar1 (2004) farelere radyasyon uygulamasindan 6nce 14 giin
stireyle 200 pg/kg/giin teduglutide enjeksiyonunun ince bagirsakta kok hiicrelerinin sag
kalimimi arttirdigim1 ve bu nedenle de kanser terapisine bagli olarak ince bagirsakta
olusan radyasyon hasarinin onlenmesinde GLP-2’nin etkin rol oynayabilecegini one
stirmektedirler. Bizim ¢aligmamizda ise dokuda hasar olusturucu ajan uygulamasindan
once farelere 200 pg/kg dozda 10 giin boyunca subkutandz olarak yapilan h[Gly2]GLP-
2 enjeksiyonunun TNF-a/Act D ile jejunumda olusan deneneratif hasar1 ve apoptoz
oranin1 belirgin olarak azalttigi ve kontrol bireylerdeki diizeylere ulastirdigi dikkati
cekmektedir. Bunun yani sira, h[Gly2]GLP-2 uygulamasi ince bagirsak epitelindeki

hiicre cogalmasini anlamli bir sekilde arttirarak jejunumda koruyucu etki gostermistir.

Yusta ve arkadaglar1 (2000) tarafindan, gastrointestinal kanala ait doku kesitlerinde
spesifik GLP-2R antikoru kullanilarak ayirdedilen GLP-2 reseptdrii tasiyan hiicrelerin
ayni zamanda chromogranin ve serotonin immunpozitif olduklari, bunun yani sira
peptid tirozin tirozin (PYY) , GLP-1 ve gastrik inhibitér peptid (GIP) de igerdikleri
gosterilmistir. Bu bulgular GLP-2 reseptorlerinin spesifik olarak endokrin hiicrelerde
lokalize oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Ince bagirsakta GLP-2 reseptdriiniin
GLP-2’ye yanitta kript ya da villus epitel hiicreleri tarafindan ekspresyonunun
yapilmamas1 (Yusta ve dig., 2000), bu peptid hormonun intestinotrofik etkisinin diger
faktorler araciligi ile indirekt olarak gerceklestigi hipotezini dogrulamaktadir
Enteroendokrin hiicre populasyonlarinin ¢dlyak ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar
gibi bazi hastaliklarda arttig1 bildirilmistir. Bu bulgu inflamatuvar bagirsak hastalig
olusturulan deneysel modellerde, eksojen GLP-2’nin baz1 etkilerinin (in vivo mukozal
tamir mekanizmalarinin uyarilmasi ve epitel hasarindan korunma gibi) enteroendokrin
kokenli molekiillerin salinimi yoluyla gergeklestigi ihtimalini gliclendirmektedir (Yusta

ve dig., 2000).

Ince bagirsakta endokrin hiicrelerden salinan ve dokuya spesifik parakrin etkilere sahip
olan pek cok hormonun bagirsak fonksiyonlarmin lokal olarak kontroliinde gorev

tistlendikleri ve gastrointestinal kanalin farkli hiicreleri arasinda iletisim sagladiklari
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bilinmektedir. Gastrointestinal kanalda bulunan endokrin hiicre sayisindaki degisimlerin
cesitli hastaliklar ile iliskili oldugu bilindiginden, giinlimiizde pek ¢ok peptid hormon
sindirim sistemi ile ilgili baz1 hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilmaktadir (Del
Valle ve Yamada, 1990, Rindi ve dig., 2004). Cesitli arastiricilar tarafindan ¢dlyak) ve
Crohn hastaligi gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda ve ilseratif kolitte
gasrointestinal kanaldaki endokrin hiicrelerde hiperplazinin meydana geldigi tespit
edilmistir (Pietroletti ve dig., 1986, Bishop ve dig., 1987). Bizim c¢aligmamizda ise
TNF/Act D uygulamasi ile somatostatin ekspresyonu yapan hiicrelerde sayica belirgin

bir artig gozlenmis, CCK ekspresyonu ise bu grupta degismemistir.

Somatostatin endokrin ve ekzokrin salgilarin, hiicre ¢ogalmasinin, bagirsak
motilitesinin ve bagirsaktan besin emiliminin inhibisyonu gibi pek cok fizyolojik
fonksiyonu diizenleyen bir inhibitor faktor olarak kabul edilmektedir (Benali ve dig.,
2000). Thompson tarafindan (1998, 1999) cerrahi olarak ince bagirsagin biiyiik boliimii
alan tavsanlarda, ekzojen olarak verilen somatostatinin bagirsak epitel hiicrelerinde
apoptozu uyardigi ve bagirsak rejenerasyonunu bozdugu bildirilmektedir. Timor
varliginda ise, bu hormonun veya analoglarinin sindirim kanalindaki somatostatin-2
reseptorii tasiyan karsinoid hiicreler lizerinde antiproliferatif etki gosterdigi rapor
edilmistir (Wangberg ve dig., 1990). Ancak yapilan literatiir taramas1 sonucuna gore,
bizim kullandigimiz deneysel modelde ince bagirsak epitelinde somatostatin
ekspresyonunun incelendigi herhangi bir ¢calisma mevcut degildir. Hiicre ¢ogalmasini
inhibe edici ve apoptozu uyarici etkilere sahip oldugu bilinen bu peptid hormon ile
GLP-2’nin, hem normal bagirsak dokusunda hem de hasarli dokudaki etkilesiminin de

heniiz aydinlatilamamis oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar somatostatinin inflamatuvar durumlar ile yakindan
iligkili oldugunu ve immun sistemin inflamasyona yanitinda aktif rol oynadigini
gostermektedir (Dejonge ve dig., 2003, Paran ve Paran, 2003). Bu regiilatér peptidin
proinflamatuvar sitokinlerin, immunoglobulin iiretiminin ve lenfosit artisinin
inhibisyonu sayesinde, antiinflamatuvar ve immunmodiilator etkiler gosterdigine dair
giiclii kanitlar vardir (Helyes ve dig., 2004, Panteris ve Kouroumalis, 2007). Deney
hayvanlarinda olusturulan inflamasyon modellerinde ya da insanlarda enfeksiyon

sonucu veya otoimmun olarak meydana gelen inflamasyonda dokudaki somatostatin
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ekspresyonunda ve somatostatin reseptOrlerinin seviyesinde artis meydana geldigi
bildirilmektedir (Dejonge ve dig., 2003, Paran ve Paran, 2003). Nitekim, O’Hara ve
arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan bir calismada, 2,4,6-trinitrosulfonik asit ile
ileumda olusturulan bagirsak iltithabinda somatostatin immunreaktif endokrin hiicre
sayisinda belirgin bir artis oldugu tespit edilmistir. Dokuda TNF-o ve IFN-y gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimi sonucu, somatostatinin ve somatostatin
reseptorlerinin iiretiminin uyarildigt 6ne siiriilmektedir (Panteris ve Kouroumalis,
2007). Apoptotik hiicre dliimiiniin uyarilmasi ile karakterize edilen, TNF-a aracili ince
bagirsak hasarinin in vivo deneysel modelinin uygulandigi calismamizda, TNF-a/Act D
verilen farelerin bagirsak epitelinde somatostatin ekspresyonunun kontrol hayvanlara
kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir. Ayrica sadece TNF-a veya sadece Act
D verilen gruplarda apoptoz oraninda oldugu gibi somatostatin ekspresyonunda da,
kontrol gruba gore anlamli bir degisikligin olmamasi dikkat ¢ekicidir. Bu bulgular bize,
TNF-0/Act D verilen farelerin ince bagirsak mukozasinda artan somatostatin
ekspresyonunun apoptotik hiicre Sliimiinii uyarmis olabilecegini diisiindiirtmektedir.
Bununla birlikte, hasar grubuna GLP-2 6n uygulamasi apoptozdaki inhibisyonun yani
sira, somatostatin ekspresyonunda da belirgin bir azalmaya neden olmaktadir. Bu
bulgularimiz 1s181inda, GLP-2’nin hasar durumunda ince bagirsakta somatostatin

ekspresyonunun inhibisyonu sayesinde antiapoptotik etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

Inhibitér etkili somatostatin hormonunun endokrin hiicrelerden salinan diger peptid
hormonlar gibi CCK salinimini da inhibe ettigi bilinmektedir (Green ve dig., 1989).
Gastrointestinal kanalda sentezlenen CCK’nin bilinen en 6nemli fonksiyonu pankreatik
enzim salmimini uyarmaktir. Cesitli arastiricilar tarafindan CCK’nin pankreatik
rejenerasyonda ve biiylimede rol oynamasinin yani sira, insiilin {reten beta
hiicrelerininin ¢ogalma oranini arttirdig1 da rapor edilmistir (Liu ve dig., 2001, Trulsson
ve dig., 2001). Siganlara ekzojen olarak verilen CCK analogunun ince bagirsakta
hipertrofi ve hiperplaziye neden oldugu Morisset ve Genik tarafindan bildirilmektedir
(1983). Son yillarda ise, dokuda artan CCK diizeylerinin ince bagirsakta meydana gelen
inflamasyonu azaltti§i iddia edilmektedir (Luyer ve dig., 2004). S6z edilen bu
calismada deneysel hemorajik sok modelinde diyetle alinan yaglarin, CCK reseptor
ekspresyonunu arttirarak, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin sok ile

uyarilan ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Aragtiricilar, bu modelde sistemik
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inflamatuvar yanitin azalmasmin CCK reseptdr ekspresyonunun artis1 ile iliskili
oldugunu o6ne siirmektedirler. Bizim c¢alismamizda ise, tiim deney gruplar arasinda
sadece TNF-0/Act D uygulamasindan once koruyucu olarak GLP-2 analogu verilen
grupta, jejunum mukozasinda CCK immunreaktif endokrin hiicre sayisinin anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgumuz Luyer ve arkadaslarinin (2004) CCK
ekspresyonunun, proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla,
bagirsak inflamasyonunu Onleyebildigi bulgusunu destekler niteliktedir. CCK
ekspresyonundaki bu artis bize, ince bagirsak mukozasinin inflamasyona karsi
olusturulan yanitta CCK’nin 6nemli bir savunma mekanizmasi olarak fonksiyon
istlendigini  diisiindiirmektedir. Bu bulgularimiz 1s18inda, GLP-2’nin  bagirsak
mukozasinda hiicre ¢ogalmasini uyarici, doku hasarini dnleyici ve apoptozu inhibe edici
etkilerinin enteroendokrin hiicrelerden veya nodronlardan salinimi GLP-2 tarafindan
regiile edilebilen somatostatin ve CCK gibi bazi gastrointestinal hormonlar aracili

oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu calisma planlanirken hedeflerimizden biri de, TNF-a/Act D ile in vivo olusturulan
ince bagirsak hasar modelinin oksidatif stres aracili olup olmadigini tespit edebilmek ve
eger bu deneysel hasar modeli oksidatif stresi tetikliyor ise, GLP-2’nin ince bagirsakta
olusan oksidatif hasarda oksidan/antioksidan sistem iizerindeki heniiz tam olarak

bilinmeyen etkilerini agiga ¢ikarabilmekti.

Oksidatif stres lipid peroksidasyonu, DNA hasari, hiicre biiylimesinin inhibisyonu ve
hiicre oliimii gibi negatif hiicresel yanitlar1 uyarabildigi gibi; cogalma veya aktivasyon
gibi pozitif hiicresel yanitlar1 da uyarabilme 6zelligine sahiptir (Kannan ve Jain, 2000).
Apoptoz sirasinda dokuda ROT artisi oldugu bilinmekle birlikte, ROT nin fazla
artisinin nekroz gibi siddetli ve yaygin bir hasara neden oldugu genel olarak kabul
gormektedir. Nitekim, TNF-a ile uyarilan nekrotik hiicre 6liimiinde ROT nin ciddi
oranda arttig1 tespit edilmis ve TNFR-1’in uyarilmasindan sonra kaspazlarin inhibe
edilmesi ile hiicre i¢i ROT iiretiminin artti§i ve bunun da nekrotik hiicre Olimiini
uyardigi bildirilmektedir (Cauwels ve Brouckaert, 2007). Dokudaki oksidatif hasarin en
onemli gostergelerinden biri olan lipid peroksidasyon tiriinlerinden MDA diizeyleri tiim
deney gruplarimizda tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, farelere TNF-o/Act D

verilmesinde 4.5 saat sonra MDA diizeyinde kontrol bireylere gore bir artig
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gozlenmekle birlikte, bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Apoptotik
hiicre 6liimiiniin baskin oldugu hasar modelimizde, TNF-o/Act D ile uyarilan ROT
aracili lipid peroksidasyon diizeyindeki hafif artis dokuda apoptotik Oliim siirecinin

nekroza oranla baskin olmasi ile iliskilendirilebilir.

Literatiirde GLP-2’nin dokuda meydana gelen lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkilerini inceleyen sinirli sayida calisma mevcuttur. Zhang ve arkadaslarn tarafindan
(2008), siganlarin ince bagirsaginda iskemi/reperfiizyon ile oksidatif hasar
olusturulmasindan 3 giin 6nce uygulanmaya baslanan ve reperfiizyon fazi sirasinda da
intravendz olarak verilmeye devam edilen GLP-2’nin bagirsak dokusunda MDA
diizeyini belirgin olarak azaltti§i rapor edilmektedir. Caligmamizda dokuda hasar
olusturan ajanlarin verilmesinden Once farelere uygulanan h[Gly2]GLP-2’nin MDA
diizeyini hasar grubuna kiyasla, belirgin ve anlamli bir sekilde diistirmesi dikkat
cekicidir. Bu bulgular 1s1831nda GLP-2’nin veya proteaza direngli analogunun oksidatif
stres sonucu olusan lipid peroksidasyonunu oOnleme kapasitesine sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

Glutatyon hiicrelerde ¢ok fazla miktarda bulunan bir antioksidandir ve g¢esitli
ksenobiyotiklere kars hiicreyi koruyan 6nemli bir aracidir (Coppola ve Ghibelli, 2000).
Oksidatif hasardan korunmaya karsi, enzimatik ya da enzimatik olmayan hiicresel
antioksidan mekanizmalar arasinda glutatyon redoks dongiisii ¢ok onemli bir role
sahiptir. Hiicre i¢i redoks dilizeyindeki degisimlerin, farkli uyaranlara karsi hiicresel
yanitin tiiriinii belirlemede aktif rol oynadig: bildirilmektedir (Toborek ve dig., 1995).
Enzim metabolizmasi, hiicre biiylimesi, gen transkripsiyonu ve apoptoz gibi pek ¢ok
hiicre fonksiyonu GSH/GSSG oranindaki degisimler ile kontrol edilmektedir (Hentze ve
dig., 2000). Siddetli oksidatif/peroksidatif siliregler sirasinda hiicre i¢cinde GSSG
birikimi oksidatif strese hiicresel yanitin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. GSSG hiicre
icinde toksik bir diizeye ulastiginda ise, hiicre disina tasinabilir veya hiicre i¢indeki
proteinlere katilarak disiilfidleri olusturabilir. Bu olay total glutatyonda bir kayiba sebep
olmaktadir (Toborek ve dig., 1995, Coppola ve Ghibelli, 2000).

NF-kB transkripsiyon faktoriiniin TNF aracili aktivasyonunun, hiicre i¢i redoks diizeyi

tarafindan kontrol edildigi iddia edilmektedir. Bunun yani sira, Toborek ve arkadaslari



94

(1995) tarafindan, TNF-a aracili endotel biitiinliiglindeki bozulmanin hiicre i¢i glutatyon
diizeyindeki degisimler ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir. S6zii gegen bu in vitro
calismada, TNF-o uygulamasindan 3 ve 6 saat sonra endotel hiicrelerindeki total
glutatyon diizeyinde bir azalma gozlenmis, ancak 24 saat gibi uzun siireli TNF
uygulamasini takiben total glutatyon seviyesi onemli dl¢iide artmistir. Arastiricilar total
glutatyondaki bu artisin, hizli GSH sentezi sonucu, indirgenmis glutatyon (GSH)
seviyesindeki artis ile iliskili oldugunu gostermisler ve bunun da toksik uyariya karsi
hiicresel bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ciktigini iddia etmislerdir. Diger bir
calismada ise, insan endotel hiicrelerine in vitroda farkli konsantrasyonlarda uygulanan
TNF-o’nin GSH ve LPO diizeyleri iizerindeki etkileri incelenmis ve diisik TNF
konsantrasyonlarinda (10-100 pg/ml) hem GSH hem de LPO seviyelerinin arttig1 tespit
edilmistir (Scalera, 2003).

Dokuda endojen veya ekzojen ¢esitli uyaranlara yanit olarak meydana gelen oksidatif
stresin ve hiicrenin redoks durumundaki degisikliklerin apoptozun regiilasyonunda rol
oynadig1 iddia edilmekle birlikte, bunun aksini savunan bazi arastiricilar da mevcuttur.
In vitro hepatositlerde Act D ve TNF-a ile uyarilan apoptotik hiicre dliimiiniin, H,O,
gibi reaktif oksijen tlirevlerinin tiretimini veya hiicresel glutatyon seviyesini
degistirmeden meydana geldigi gosterilerek, TNF aracili hepatosit apoptozunda
oksidatif stresin rol oynamadigi one siiriilmektedir (Xu ve dig., 1998). Oysa, bir baska
arastirict grubu, apoptotik hiicrelerde glutatyon seviyesinde bir azalma oldugunu tespit
etmigler ancak, glutatyondaki bu azalmanin tek basina apoptoz olusumuna sebep
olamayacagini iddia etmislerdir (Ghibelli ve dig., 1995). Leist ve arkadaslar1 (1994),
farelere 800 pg/kg Act D ve 3.3 pg/kg TNF-a enjeksiyonunudan 4 saat sonra
hepatositlerde apoptozun uyarildigint DNA fragmentasyonunun tespiti ile gostermisler,
ancak bu silirede karacigerde GSH igeriginde ve plazma transaminaz diizeylerinde bir
degisikligin olmadigim1 da rapor etmislerdir. Bu arastiricilar TNF aracili apoptotik
Oliimiin uyarilmasinda oksidatif stresin ve GSH seviyesindeki degisikliklerin etkin

olmadigini iddia etmislerdir.

Pierce ve arkadaslar1 (2000) ise, farklilasmamis hepatosit hiicre soyunda Act D ve TNF-
a’nin birlikte uygulanmasi ile uyarilan apoptotik hiicre Oliimiiniin oksidatif stres ve

mitokondrial hasar ile iliskili oldugunu, bunun yani sira hiicre i¢i glutatyon diizeyindeki
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azalmanin apoptoz olusumunda etkin olabilecegini rapor etmislerdir. Ancak, hasar
gormemis saglikl karaciger dokusundaki hepatositlerin yiliksek GSH seviyesine sahip
olmasindan dolay1 oksidatif hasara yanitta diger hiicrelerden farkli hareket edebilecegi
dikkate alindiginda, tiim hiicre tipleri i¢in bu genellemeyi yapmak pek dogru
olmayacaktir. Act D ile transkripsiyonal blokajin saglandigi TNF-a aracili in vivo ince
bagirsak hasar modelini kullandigimiz bu ¢alismada dokudaki GSH diizeyinin, TNF-a
ve Act D’nin tek olarak uygulandig1 diger gruplardaki kadar olmasa da, arttig1 dikkati
cekmektedir. Bizim calismamizda GSH seviyelerinde meydana gelen bu artis diger
arastiricilarin - bulgularindan  farkli gibi goriinse de, diger bulgularin in vitro
hepatositlerde tespit edildigi ve uygulanan dozlar ile uygulama siireleri de dikkate
alindiginda bu celigskinin ortadan kalkacagini diisiinmekteyiz. Bizim deneysel
modelimizde hasar gruplarinda GSH diizeylerindeki artigin, ince bagirsak dokusunun
TNF-a, Act D ya da TNF-o/Act D toksisitesine karsi, glutatyon redoks dongiisiinii
hizlandirarak hiicre i¢i GSH olusumunu arttirmak suretiyle, gosterdigi adaptif bir yanit
oldugunu diisiinmekteyiz. Nitekim, GLP-2 uygulamas1 hasar grubunda meydana gelen

GSH’daki bu artis1 belirgin olarak dnlemektedir.

GSH, sahip oldugu tiyol gruplarindan o6tiirti, ROT lerinin detoksifikasyonunda direkt
olarak etkili olmasinin yani sira, glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz gibi
enzimlerin substrati olarak da enzimatik aktiviteyi diizenleme Ozelligine sahiptir.
Ancak, hem normal durumlarda hem de oksidatif stres altinda SOD, GPx ve CAT gibi
antioksidan enzimleri kodlayan mRNA seviyelerinde GSH diizeyindeki degisikliklerin
etkili olmadig1 rapor edilmistir (Mates ve dig., 1999).

Tiimor nekroz faktor-a’nin OH' ve O,” liretimine yardimci olarak, hiicre i¢i oksidatif
stres olusumuna katkida bulundugu genel olarak kabul gérmektedir (Yamauchi ve dig.,
1990, Bautista ve dig., 1991). TNF-o’nin hiicrelerde antioksidan enzim mRNA’larinin
ekspresyonu tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, TNF’nin CuZnSOD, CAT
ve GPx ekspresyonu iizerinde etkin olmadigi ancak, mitokondriyal bir enzim olan
MnSOD’un mRNA’sin1 uyardig: bildirilmistir (Wong ve Goeddel, 1988). Hem in vivo
hem de in vitro olarak gozlenen MnSOD mRNA’siin secici olarak uyarilmasi, TNF-
a’nin hiicre i¢inde sitotoksik etkisini esas olarak mitokondri iizerinde gosterdiginin

onemli bir kanitidir. Bizim ¢alismamizda sitozolik doku fraksiyonunda tespit ettigimiz
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CuZnSOD ve GPx aktivitelerinde, TNF uygulamasi sonucu herhangi bir degisiklik

gozlenmemesi de bu bulgular destekler niteliktedir.

Bu calismada hem TNF-o’nin tek olarak verildigi hem de Act D ile kombine olarak
uygulandigr hasar gruplarinda ince bagirsakta CAT aktivitesinin belirgin olarak
azalmas1 dikkati ¢ekmektedir. Apoptotik uyarmmin hiicrelerde CAT ekspresyonunu
baskiladigini gosteren bazi arastiricilarin bulgular (Kahl ve dig. 2004), calismamizin bu
bulgular1 ile uyumludur. Bizim hasar olusturdugumuz ince bagirsak dokularinda CAT
aktivitesi kontrollere kiyasla, anlamli bir sekilde azalmistir, fakat sadece TNF-o/Act D
uygulanan farelerde apoptoz tesvik edilmistir. GLP-2 analogonun farelere 10 giin
boyunca verilmesi CAT aktivitesini hasar grubuna gore anlamli bir sekilde arttirmus,
ayn1 zamanda apoptozu da baskilamistir. Bu ¢alismada TNF ve Act D’nin tek olarak
uygulandigi ve apoptotik 6liimiin uyarilmadig1 gruplarda gozlenen CAT aktivitesindeki
azalma, apoptoz disinda olusan oksidatif hasarda CAT enziminin énemli bir gdsterge
oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun yani sira TNF-0/Act D ile olusturulan ince bagirsak
hasarinda antioksidan parametreler arasinda sadece CAT enziminin belirgin olarak
etkilenmesi, bu hasar modelinin hiicre i¢i H,O, konsantrasyonunun artisina sebep olarak

oksidatif hasara yol a¢tigini ortaya koymaktadir.

Literatiirde GLP-2’nin saglikli veya hasar gérmiis ince bagirsak dokusunda antioksidan
enzim sistemi {izerindeki etkilerini inceleyen herhangi bir ¢aligma tespit edilmemistir.
Bu yoniiyle ¢alismamiz GLP-2’nin GPx, CAT ve SOD enzim aktiviteleri iizerindeki

etkilerini ortaya koyan ilk calisma olma niteligindedir.

Saglikli normal dokuya zarar vermeden kanserli dokudaki malignant hiicrelerin apoptoz
oraninin arttirilmas1 yoluyla kanser terapisi, apoptozun tedavi edici amaglar igin
kullanimmna olanak saglayabilir. Insanlarda apoptozun genetik olarak kontroliiniin
saglanmast heniiz uzak bir hedef olarak goriilse de, giiniimiizde ¢esitli hastaliklar i¢in
apoptotik hiicre dliimiinii uyarict yeni tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir
(Pritchard ve Watson, 1996, Cai ve dig., 2008). Ozellikle son yillarda kanser
tedavisinde, TNF-a’nin viicuttaki saglikli hiicreler icin de sitotoksik olan etkilerinin
ortadan kaldirilmas1 amaciyla deney hayvanlarinda flizyon proteinlerinin ve

nanopartikiillerin kullanim1 sayesinde, hedeflenen tiimor kitlesine direkt olarak



97

ulagmay1 saglayan cesitli klinik oncesi arastirma stratejileri ve gen terapisi yontemleri

gelistirilmeye calisilmaktadir (Cai ve dig., 2008).

Bu c¢aligmada ince bagirsakta apoptotik Oliim siirecini tetiklemek ve TNF-o aracili
oksidatif hasar olusturabilmek amaciyla kullandigimiz TNF-o/Act D  ikili
kombinasyonu, her ikisinin de antineoplastik ajan olmasindan ve birlikte
uygulandiklarinda bu etkinin daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasindan
faydalanilarak, bazi kanser tiirlerinin tedavisinde hedef dokuya ozgli tedavi
yontemlerinin olusturulmasi suretiyle, kontrollii olarak kullanima sahip olabilir. Ancak
bu ikili kombinasyonun deney hayvanlar1 {izerinde degisik doz ve siirelerde
uygulandigy, in vivo pek ¢ok calismaya ihtiyag oldugu aciktir. Ozellikle ince bagirsak
dokusunda bu iki sitotoksik ajanin sinerjistik etkilerini ve etki mekanizmalarini agia
cikaracak uzun siireli uygulamalara gereksinim duyulmaktadir. Ayrica GLP-2 gibi,
etkileri gastrointestinal kanala spesifik olan endojen bir regiilatér peptidin de ¢esitli
sindirim sistemi hastaliklarinda ve kanser kemoterapisi sirasinda klinik olarak
kullanilabilir olmasi i¢in etki mekanizmalarinin agiga c¢ikarilmasi biiyiikk O6nem

tasimaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz bu bulgular 1s181nda bundan sonraki hedefimiz, 6zellikle
GLP-2’nin apoptozu Onleyici, hiicre ¢ogalmasini uyarici, koruyucu ve antioksidan

etkilerinin mekanizmasini aydinlatabilmek amaciyla, ¢ok yonlii arastirmalar olmalidir.

Bu calismada elde edilen orjinal ve dikkat ¢ekici bulgular1 ve bu bulgulara dayanarak

vardigimiz sonugclari kisaca soyle dzetleyebiliriz:

e Bu calismada, bir transkripsiyon inhibitérii olan Act D varliginda ekzojen
uygulanan TNF-a ile olusturulan ince bagirsak hasar modelinin, dokuda
oksidatif stres aracili apoptotik Oliim siirecini uyarma potansiyeline sahip
oldugu, bunun yani sira ince bagirsak dokusunda dejeneratif degisikliklere de

neden oldugu in vivo olarak ilk kez tespit edilmistir.
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TNF-a/Act D ile ince bagirsakta olusturulan hasar modeli esas olarak hiicre igi
H,0, konsantrasyonunun artigina yol agarak, oksidatif hasara sebep olmaktadir;

CAT aktivitesindeki azalma bunun bir kanitidir.

TNF-a/Act D uygulamast sonucu ince bagirsakta lipid peroksidasyon

diizeyindeki hafif artis apoptotik siirecin uyarilmasi ile iligkili olabilir.

TNF-0/Act D’nin birlikte uygulanmasi sonucu ince bagirsak epitelinde
somatostatin ekspresyonu yapan hiicre sayisinda tespit edilen artig, apoptotik

hiicre 6liimiiniin uyarilmasi ile iligkili olabilir.

TNF-0/Act D ile bagirsak hasarinin olusumundan o6nce h[Gly2]GLP-2
uygulamasi apoptotik indekste ve somatostatin ekspresyonunda belirgin bir
azalmaya neden olmaktadir. h[Gly2]GLP-2’nin jejunum mukozasinda apoptozu
Onleyici etkisi, bu modelde somatostatin ekspresyonunun baskilanmasi ile iligkili

olabilir.

h[Gly2]GLP-2, TNF-a/Act D ile olusan ince bagirsak hasarini, epitel hiicre

cogalmasini ve CCK ekspresyonunu uyararak da dnlemis olabilir.

h[Gly2]GLP-2 uygulamasi, TNF-o/Act D ile olusan katalaz aktivitesindeki
azalmay1 anlamli 6lgiide inhibe ederek ve GSH seviyesinde meydana gelen

adaptif artis1 dengeleyerek, antioksidan etki gostermistir.

Sonug olarak, bu calisma TNF-o/Act D ile olusturulan ince bagirsak hasarina
karst h[Gly2]GLP-2’nin apoptozu 6nleyici, hiicre ¢ogalmasini uyarici, koruyucu

ve antioksidan etkilere sahip oldugunu gostermistir.

Calismanin ~ sonuglari, GLP-2’nin  oksidatif 1ince bagirsak hasarinda
kolesistokinin ve somatostatin ekspresyonunu etkileme potansiyeline sahip

onemli bir regiilator peptid oldugunu gdostermektedir.
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e Bu caligmanin, TNF-a aracili ince bagirsak hastaliklarinda h[Gly2]GLP-2’nin
tedavi edici bir ajan olarak degerlendirilmesine katkida bulunacagi

diistiniilmektedir.
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