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TdT:    Terminal deoksinükleotidil transferaz 
TNF-α:   Tümör nekroz faktör-α 
TNF-R:  Tümör nekroz faktör-α’ya spesifik reseptör 
TRADD:   TNF-R1 ile ilişkili ölüm bölgesi 
TRAF-2:   TNF-R ile ilişkili faktör 2 
TRAIL:   TNF ile ilişkili apoptozu teşvik edici ligand 
TUNEL:  İn Situ TdT Aracılı DNA Kırık Uç İşaretleme Yöntemi 
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ÖZET 
 
 
 
BALB/C FARELERDE TNF-ALFA/AKTİNOMİSİN D İLE OLUŞAN İNCE 
BAĞIRSAK HASARINDA GLP-2’NİN BİYOLOJİK ROLÜ 
 
  
Tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) pek çok sinyal molekülünü, ikinci haberciyi ve 
transkripsiyon faktörünü aktive edebilen çok fonksiyonlu bir sitokindir. TNF-α kanser 
hastalarında tedavi edici etkinliğe sahip olmasına karşın, inflamatuvar bağırsak 
hastalıklarının ve septik şokun patogenezinde de önemli bir rol oynamaktadır. 
Aktinomisin D (Act D) apoptotik hücre ölümünü uyaran ve TNF-α’nın sitotoksik 
etkisini belirgin şekilde arttıran bir transkripsiyon inhibitörüdür. h[Gly2]GLP-2 ise 
intestinotrofik etkilere sahip glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2)’nin proteaza dirençli 
analoğudur ve uzun süreli bir etkiye sahiptir. 
 
Bu çalışmanın amacı TNF-α/Act D ile oluşturulan ince bağırsak hasar modelinde GLP-
2’nin biyolojik rolünü morfolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak 
incelemektir. Çalışmada GLP-2’nin apoptoz, hücre çoğalması ve antioksidan sistem 
üzerine etkilerinin yanı sıra, bu peptidin kolesistokinin ve somatostatin gibi  
gastrointestinal hormonlar ile olan ilişkisine de açıklık getirebilmek amaçlanmıştır. 
 
Bu çalışmada kullanılan toplam 48 adet ergin erkek BALB/c fareler altı gruba ayrıldı. I. 
Grup: DMSO ve PBS verilen kontrol hayvanlar, II. Grup: İntraperitonal olarak 15 µg/kg 
TNF-α enjeksiyonu yapılan hayvanlar, III. Grup: İntraperitonal olarak 800 µg/kg  Act D 
enjekte edilen fareler, IV. Grup: TNF-α verilmesinden 2 dakika önce Act D uygulanan 
hayvanlar, V. Grup: 10 gün boyunca her 12 saatte bir subkutanöz olarak 200 µg/kg  
h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonu yapılan fareler, VI. Grup: 10 gün h[Gly2]GLP-2 uygulaması 
yapıldıktan sonra 11.gün  TNF-α enjeksiyonundan 2 dakika önce Act D verilen 
hayvanlar. h[Gly2]GLP-2 verilen V. Gruba ait fareler son enjeksiyondan 16.5 saat 
sonra, diğer hayvanlar ise son yapılan enjeksiyondan 4.5 saat sonra servikal dislokasyon 
ile sakrifiye edildi. h[Gly2]GLP-2’nin TNF-α/Act D ile oluşturulan jejunum hasarı 
üzerindeki etkileri ışık ve taramalı elektron mikroskobu altında incelendi. Apoptoz 
üzerindeki rolü TUNEL yöntemi ile, hücre çoğalmasına etkileri ise PCNA 
immunhistokimyası ile gösterildi. GLP-2’nin kolesistokinin ve somatostatin ile olan 
ilişkisi de immunohistokimyasal olarak tespit edildi. Glutatyon, glutatyon peroksidaz, 
katalaz ve süperoksit dismutaz gibi antioksidan sistem parametreleri ile oksidatif hasar 
göstergesi olan dokudaki malondialdehid düzeyi spektrofotometrik olarak tayin edildi. 
 
TNF-α/Act D uygulaması dejeneratif değişikliklere, apoptoza, somatostatin 
ekspresyonunda ve malondialdehid seviyesinde artışa, hücre çoğalmasında ve katalaz 
aktivitesinde ise azalmaya sebep olarak, jejunum dokusunda yaygın bir hasar ile 
sonuçlandı. h[Gly2]GLP-2 ön uygulaması apoptozda, somatostatin ekspresyonunda ve 
malondialdehid seviyesinde belirgin bir azalmaya; hücre çoğalmasında, kolesistokinin 
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ekspresyonunda ve katalaz aktivitesinde ise anlamlı bir artışa yol açarak, TNF-α/Act D 
ile meydana gelen ince bağırsak hasarını önledi. Sonuç olarak, bu çalışma TNF-α/Act D 
ile oluşan ince bağırsak hasarına karşı h[Gly2]GLP-2’nin apoptozu önleyici, hücre 
çoğalmasını uyarıcı, koruyucu ve antioksidan etkilere sahip olduğunu göstermiştir. Bu 
çalışmada, GLP-2’nin oksidatif ince bağırsak hasarında kolesistokinin ve somatostatin 
ekspresyonunu etkileme potansiyeline sahip önemli bir regülatör peptid olduğu 
sonucuna varılmıştır. Ayrıca bu çalışmanın, TNF-α aracılı ince bağırsak hastalıklarında, 
h[Gly2]GLP-2’nin tedavi edici bir ajan olarak değerlendirilmesine katkıda bulunacağı 
da düşünülmektedir. 
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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-α) is a multifunctional cytokine, which activates 
many signaling molecules, second messengers and transcription factors. Although TNF-
α 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-α. 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-α-/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 
µg/kg TNF-α, Group III: Mice injected with 800 µg/kg  Act D intraperitoneally, Group 
IV: Animals receiving Act D, prior to 2 minutes of the administration of  TNF-α, Group 
V: Animals injected subcutaneously with 200 µg/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-α 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-α/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-α/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-α/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-α/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-α-mediated intestinal disorders. 
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1. GİRİŞ 

 
Gastrointestinal kanalın ağız yoluyla alınan alkol ve nonsteroidal antiiflamatuvar ilaçlar 

gibi zararlı maddelere; gastrik asit ve safra salgısı gibi endojen faktörlere ve 

Helicobacter pylori gibi dokuda hasar oluşturan çeşitli uyaranlara sıklıkla maruz kaldığı 

bilinmektedir (Dong ve Kaunitz, 2006). Hormonal faktörler, çeşitli kimyasallar, 

inflamatuvar hastalıklar, cerrahi operasyonlar, kanser hastalarını tedavi amacıyla 

kemoterapi veya radyasyon uygulaması, iskemik hasar ve safra salgısı gibi pek çok 

etken ince bağırsakta epitel hücre çoğalmasını (proliferasyonu) inhibe ederek ve 

apoptotik hücre ölümünü uyararak bağırsak mukozasına zarar vermekte ve dokuda 

fonksiyon kaybına neden olmaktadır (Ghatei ve diğ., 2001). Bağırsak mukozasında yer 

alan epitel hücrelerinde ve immun sistem hücrelerinde gözlenen yüksek apoptoz 

oranının, başta ülseratif kolit ve Crohn hastalığı gibi inflamatuvar bağırsak hastalıkları 

olmak üzere, pek çok gastrointestinal hastalık ile ilişkili olduğu öne sürülmektedir 

(Hermiston ve Gordon, 1995, Pritchard ve Watson, 1996). İnce bağırsak dokusunda 

apoptozu uyararak hasar oluşumuna sebep olan radyasyonun, siklofosfamid ve 

aktinomisin D gibi çeşitli sitotoksik ajanların, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaçların, 

TNF-α gibi bazı sitokinlerin veya safra tuzlarının kullanılması ile deneysel olarak 

oluşturulan in vivo hayvan modelleri, bağırsak hastalıklarının patogenezinin 

anlaşılmasına yardımcı olarak, bu hastalıkların klinik tedavisini kolaylaştırmaktadır.  

 

Tümör nekroz faktör-α immünite, inflamasyon, hematopoez, hücre çoğalması ve ölümü 

gibi pek çok biyolojik olayda önemli rol oynayan ve vücutta endojen olarak üretilen çok 

fonksiyonlu bir sitokindir (Van Horssen ve diğ, 2006). TNF-α’nın inflamatuvar 

reaksiyonların başlatılmasında ve ilerletilmesinde kritik öneme sahip olması nedeniyle, 

insanlarda Crohn hastalığı ve ülseratif kolit gibi inflamatuvar bağırsak hastalıkları ve 

septik şok oluşumu ile yakından ilişkili olduğu bildirilmektedir (Mueller, 2002, Chang 

ve Tepperman, 2003). Nekroz ve apoptoz gibi iki farklı hücre ölümünü doza ve süreye 

bağlı olarak teşvik edebilen TNF-α, günümüzde bazı kanser tiplerinin tedavisinde 
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onkolitik bir ajan olarak kullanılmakta olduğundan klinik bir öneme de sahiptir (Van 

Horssen ve diğ, 2006). Araştırıcılar tarafından ise, septik şokta ortaya çıkan 

patofizyolojik değişiklikleri deneysel olarak oluşturmak veya onkolitik ajanların 

toksisitesini çalışmak amacıyla, deney hayvanlarına rekombinant TNF-α 

uygulanmaktadır (Remick ve Kunkel, 1993). 

 

Aktinomisin D (Act D) DNA üzerine etki ederek, hücrelerde RNA sentezini inhibe eden 

ve proliferayonunu baskılayan sistemik etkili bir transkripsiyon inhibitörüdür (Goldberg 

ve diğ., 1962). Ancak,  bağırsak epitel hücreleri ve hematopoetik hücreler gibi hızlı 

çoğalan bazı hücre tipleri Act D’nin sitotoksik etkilerine karşı daha hassastır (Sawicki 

ve Godman, 1971). Antineoplastik özelliği nedeniyle insanlarda çeşitli malignant 

tümörlerin tedavisinde kullanılabilen Act D, deneysel olarak ise apoptotik hücre 

ölümünü uyarabilmek amacıyla TNF-α ile birlikte kullanılmaktadır (Kleff ve diğ., 2000, 

Jones ve diğ., 2000). Yapılan in vivo ve in vitro çalışmalarda Act D’nin, hücrelerin 

TNF-α’ya hassasiyet kazanmalarına yol açarak, TNF-α aracılı doku hasarının şiddetini 

arttırdığı gösterilmiştir (Leist ve diğ., 1994, 1997).  

 

İnce bağırsakta apoptotik hücre ölümü epitel hücre yenilenmesinin, farklılaşmasının ve 

ölümünün bu dokuya özgü sürekli olması sebebiyle, pek çok çalışmaya konu olmaktadır 

(Hall ve diğ., 1994, Piguet ve diğ., 1999). Yapılan literatür taraması sonucunda, deney 

hayvanlarında TNF-α/Act D ikili kombinasyonu kullanılarak ince bağırsak hasarının 

oluşturulduğu in vivo bir deneysel modele rastlanmamıştır. Bu çalışmada hem farelerin 

bağırsak epitel hücrelerinde yüksek oranda apoptotik hücre ölümü meydana 

getirebilmek hem de TNF-α aracılı ince bağırsak hasarı oluşturabilmek amacıyla, TNF-

α/Act D ikili kombinasyonun uygulanacağı in vivo deneysel bir model tercih edilmiştir.  

 

Pek çok patolojik olayda rol oynaması nedeniyle, dokuda meydana gelen apoptozun 

kontrolü çeşitli hastalıkların tedavisinde oldukça önemlidir (Pritchard ve Watson, 1996). 

Gelecekte apoptoz mekanizması tamamen aydınlatıldıktan sonra apoptozun kontrolünün 

sağlanması ile, başta kanser olmak üzere pek çok hastalığa çare bulunabileceği bilim 

dünyasında dikkatleri apoptoz mekanizması üzerine yöneltmektedir. İnsanlarda 

apoptozun genetik olarak kontrolünün sağlanması henüz uzak bir hedef olarak görülse 
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de, günümüzde çeşitli hastalıklar için apoptotik hücre ölümünü uyarıcı yeni tedavi 

yöntemleri geliştirilmeye çalışılmaktadır.  

 

Gastrointestinal kanalda epitel hücre çoğalması gastrointestinal yapının ve fonksiyonun 

devamlılığı için gereklidir. Mukoza epitelinin bütünlüğü ve bağırsağa ait fonksiyonlar 

farklı hormonal ve nöronal aracılar ile düzenlenmektedir (Estall ve Drucker, 2005). 

Endokrin hücrelerden salınan gastrointestinal hormonlar bağırsağa ait sindirim, emilim, 

salgı, motilite ve hücre çoğalması gibi fizyolojik fonksiyonları düzenleyen en önemli 

aracılardır (Thomas ve diğ., 2003).  

 

Glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2), besin alınımını takiben bağırsaktaki endokrin L 

hücrelerinden salgılanan proglukagon kökenli bir peptid hormondur. Deney 

hayvanlarında ince bağırsağın büyük bir kısmının vücuttan çıkarılması durumunda ve 

kısa bağırsak rahatsızlığı olan insanlarda, GLP-2’nin besinlerin bağırsaktan emilimini 

arttırarak, hastalık sonucu bozulan bağırsak adaptasyonunu düzelttiği bildirilmektedir 

(Jeppesen ve diğ, 2001). Son yıllarda yapılan çalışmalar, GLP-2’nin en önemli biyolojik 

rolünün epitel hücrelerinin çoğalmasını uyararak, ve apoptoz ile proteolizin 

inhibisyonunu sağlayarak, ince ve kalın bağırsağa özgü trofik etkiler göstermek 

olduğunu ortaya koymaktadır (Drucker ve diğ., 1996, Estall ve Drucker, 2003, 2005).  

 

Glukagon-benzeri peptid-2’nin trofik ve rejeneratif etkileri çeşitli bağırsak 

hastalıklarında yeni tedavilerin keşfedilmesine olanak sağlamaktadır. İnce bağırsağı 

döşeyen epitel hücrelerinin devamlılığını, büyümesini ve çoğalmasını düzenleyen doğal 

bir hormon olan GLP-2’nin proteaza dirençli analoglarının (h[Gly2]GLP-

2=Teduglutide=ALX-0600) inflamatuvar bağırsak hastalıklarında, kısa bağırsak 

rahatsızlığı olan hastalarda, kemoterapi ya da radyasyon tedavisi sonucu oluşan bağırsak 

hasarında, gastrointestinal kanaldaki organizmalardan kaynaklanan sistemik 

enfeksiyonlarda ve bağırsakta besin emiliminin bozulduğu durumlarda tedavi edici 

amaçla kullanılabilirliği klinik olarak da araştırılmaktadır (Jeppesen ve diğ., 2001, Estall 

ve Drucker, 2005). GLP-2’nin etkileri ve etki mekanizmaları hakkında özellikle son 

yıllarda çok sayıda çalışma yapılmasına karşın, gastrointestinal kanalda bu peptidin 

hücre koruyucu ve trofik etkisinden sorumlu mekanizmalar henüz aydınlatılamamıştır. 

Bu nedenle, bu peptidin veya analoglarının hasta kişiler üzerinde klinik kullanımı 
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oldukça sınırlıdır ve hala deneme aşamasındadır. Günümüzde GLP-2’nin ve 

analoglarının bağırsak hasarı üzerindeki etki mekanizmalarını aydınlatacak çok sayıda 

çalışmaya ihtiyaç duyulduğu açıktır. 

 

Bu çalışmanın esas amacı, farelerde TNF-α/Act D ile oluşturulan ince bağırsak 

hasarında ekzojen olarak verilen GLP-2’nin morfolojik hasar, apoptoz, hücre çoğalması, 

antioksidan sistem üzerine etkilerinin ve somatostatin ile kolesistokinin gibi bazı 

gastrointestinal hormonlar ile ilişkisinin incelenmesidir. Literatürde deneysel olarak 

TNF-α/Act D ile oluşturulan ince bağırsak hasarını ve bu hasar üzerinde GLP-2’nin 

biyolojik etkilerini inceleyen herhangi bir çalışmanın mevcut olmaması, çalışmamızın 

özgünlüğünü ortaya koymaktadır. 

 

Çalışmamızda TNF-α ve Act D’nin birlikte uygulanması yoluyla oluşturulan ince 

bağırsak hasar modelinin ve TNF-α ile Act D’nin ayrı ayrı bağırsak dokusu üzerindeki 

etkilerinin morfolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yöntemlerle incelenmesi 

de hedeflenmiştir. GLP-2’nin sağlıklı ya da hasarlı ince bağırsak dokusunda antioksidan 

enzim sistemi üzerindeki etkilerinin bilinmemesi ve kolesistokinin ile somatostatin gibi 

gastrointestinal hormonlar ile olan ilişkilerinin de aydınlatılamamış olması bu tezin 

özgün olan diğer yönünü oluşturmaktadır. Tüm bu yönleriyle bu çalışmanın, 

fonksiyonları henüz aydınlatılamamış olan GLP-2’nin ince bağırsaktaki biyolojik 

rolünün ve etki mekanizmasının anlaşılmasına katkıda bulunmasının yanı sıra, çeşitli 

bağırsak hastalıklarında tedavi edici amaçla kullanılmasına dair bir fikir verebileceği de 

düşünülmektedir.  
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2. GENEL KISIMLAR 
 
2.1. TÜMÖR NEKROZ FAKTÖR-ALFA  

 

Tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) esas olarak bakteri kaynaklı endotoksinler, çeşitli 

sitokinler, immun kompleksler ve siklooksigenaz inhibitörleri gibi çeşitli uyaranlara 

cevaben aktive edilmiş makrofajlar, monositler, nötrofiller, lenfositler, mast hücreleri, 

doğal öldürücü (NK) hücreler ya da fibroblastlar tarafından üretilip salınan bir sitokindir 

(Mueller 2002). Tan ve arkadaşları (1993) insan bağırsağında Paneth hücrelerinin 

bağırsaktaki TNF gen ekspresyonunun esas kaynağı olduğunu göstermişlerdir. Bununla 

birlikte, bakteri girişine yanıt olarak bazı bağırsak epitel hücre soylarında TNF-α 

sentezinin uyarıldığı bildirilmektedir (Jung ve diğ., 1995). TNF 26 kDa molekül 

ağırlığına sahip ve 233 amino asitten oluşan, öncü bir molekül (pro-TNF) olarak 

sentezlenir ve daha sonra TNF-α dönüştürücü enzim (TACE)’in proteolitik kesimi ile 17 

kDa molekül ağırlığına sahip ve 157 amino asit içeren aktif monomer halinde 

hücrelerden salınır (Jones ve Selby, 1989, Mueller, 2002). Şekil 2.1’de h TNF-α’nın 

amino asit dizilimi gösterilmiştir.   

 
mstesmirdv elaeealpkk tggpqgsrrc lflslfsfli vagattlfcl 
lhfgvigpqr eesprdlsli splaqavrss srtpsdkpva hvvanpqaeg 
qlqwlnrran allangvelr dnqlvvpseg lyliysqvlf kgqgcpsthv 
llthtisria vsyqtkvnll saikspcqre tpegaeakpw yepiylggvf  

 qlekgdrlsa einrpdyldf aesgqvyfgi ial 
 

Şekil 2.1: 233 amino asit içeren h TNF-α’nın amino asit dizilimi. 
 
 

Tümör nekroz faktör ilk olarak katı tümörlere etki eden onkolitik bir ajan olarak 

tanımlanmış ve adlandırılmış olmasına karşın, sonraki yıllarda yapılan çalışmalar onun 

çok geniş etkilere sahip olduğunu ve pek çok hastalığın patogenezinde rol oynadığını 

ortaya koyar (Remick ve Kunkel, 1993). TNF çeşitli hücre tiplerinde bazı sinyal 

moleküllerini; fosfolipazlar, kinazlar, fosfatazlar gibi ikinci habercileri; oksijen 

radikallerini ve transkripsiyon faktörlerini aktive ederek, pek çok biyolojik ve 
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patofizyolojik yolun önemli bir aracısı olarak işlev görmektedir (Pastorino ve diğ., 

1996). TNF’nin in vitro’da hücre çoğalmasını, farklılaşmayı, sağ kalımı ve hücre 

ölümünü regüle edebildiği gösterilmiştir (Künstle ve diğ., 1997). TNF-α normal immun 

yanıtların oluşması için gereklidir, ancak fazla ekspresyonu hücre ölümüne yol açan 

apoptoz ya da nekroz gibi iki önemli fizyolojik yolu aktive edebilmektedir (Pastorino ve 

diğ., 1996). TNF-α inflamatuvar reaksiyonların başlatılmasında ve ilerletilmesinde de 

kritik öneme sahiptir. Bu nedenle de, Chron hastalığı ve ülseratif kolit gibi inflamatuvar 

bağırsak hastalıkları ile romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastalıkların patogenezi 

ile yakından ilişkilidir (Mueller, 2002, Chang ve Tepperman, 2003). Septik şokta ortaya 

çıkan patofizyolojik değişiklikleri deneysel olarak oluşturmak ya da onkolitik ajanların 

toksisitesini çalışmak amacıyla, TNF-α deney hayvanlarında eksojen olarak 

uygulanmaktadır.  

 

Tümör nekroz faktör-α insanlarda ve farelerde TNF-R1 (TNF-R55, p55) ve  TNF-R2 

(TNF-R75, p75) olarak adlandırılan birbirinden farklı iki reseptör aracılığı ile etkilerini 

göstermektedir (Vandenabeele ve diğ., 1995). TNF-R1’in olgun eritrositler hariç tüm 

hücre tiplerinde ve tümör hücrelerinde ekspresyonu yapılırken, TNF-R2 sadece immün 

sistem hücreleri tarafından eksprese edilmektedir. Bu iki reseptör arasındaki yapısal 

esas farklılık TNF-R1’de bulunan, ancak TNFR-2’de mevcut olmayan ölüm bölgesidir. 

Bu yapısal özelliğinden dolayı TNF-R1 apoptozu teşvik etmenin yanı sıra, hücrenin 

hayatta kalmasını sağlayabilecek yaşamsal sinyallerin iletilmesinde de işlev görmektedir 

(Van Horssen ve diğ., 2006).  

 

Tümör nekroz faktör-α TNF-R1’e bağlanarak onu aktive eder ve ölüm bölgesini 

susturucu protein (SODD) salınır. TNF-R1 ile ilişkili ölüm bölgesi (TRADD) TNF-

R1’in ölüm bölgesine bağlanır ve reseptör ile etkileşen protein (RIP), TNF-R ile ilişkili 

faktör 2 (TRAF-2) ve Fas ile ilişkili ölüm bölgesi (FADD) gibi adaptör proteinler 

uyarılır. Bu adaptör proteinler hücre içi sinyalleşmeden sorumlu kilit molekülleri aktive 

eder. TNF-R1 apoptoz sinyali göndereceği zaman, FADD pro-kaspaz-8’e bağlanarak 

onu aktif hale getirir. Bu aktivasyon apoptoza yol açan proteaz akışını başlatır. 

Apoptotik sinyalleşmede en son meydana gelen olay DNA’nın parçalara ayrılması ile 

sonuçlanan EndoG gibi bir endonukleazın aktivasyonudur. TNF-R1 yaşamsal sinyal 

yolunu uyaracak olursa, TRAF-2 aktivite kazanır ve apoptoz proteininin sitoplazmik 
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inhibitörü (cIAP) aracılığı ile apoptozu inhibe eder. TRAF-2’nin adaptör proteinler 

aracılığı ile reseptöre bağlanması, mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve cJun 

N-terminal kinaz (JNK) aracılığı ile cFos/cJun transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonuna yol açan fosforilasyon yolağını başlatır. TRAF-2 ve RIP’in en önemli ve 

en çok çalışılan sinyalleşme yolağı ise NF-кB’yi uyaran kinaz (NIK) ve кB kinazın 

inhibitör kompleksi (IKK) aracılığı ile nuklear faktör kappa B (NF-кB) transkripsiyon 

faktörünün aktivasyonudur. Hem NF-кB hem de cFos/cJun transkripsiyon faktörleri 

antiapoptotik, proliferatif, immunmodulatör ve inflamatuvar genlerin transkripsiyonunu 

uyarır (Van Horssen ve diğ., 2006). TNF-R1 sinyal yolağı Şekil 2.2’de gösterilmiştir.  

 

 

      

 
 

 

Şekil 2.2: TNF-R1 sinyal yolağı. TNF-α, TNF-R1 aracılığı ile hem proliferasyon sürecini 
(yaşamsal yol) hem de apoptotik süreci (ölüm yolu) aktive eder (Van Horssen ve diğ., 2006). 
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2.2. AKTİNOMİSİN D  

 

Aktinomisin D (Act D),  Vining ve Waksman (1954) tarafından keşfedilmiş, peptid 

tabiatta antineoplastik bir antibiyotiktir. Aktinomisin D’nin moleküler yapısı Şekil 

2.3’de gösterilmiştir. Bu antibiyotik gram-pozitif bakterilerin ve doğal ya da deneysel 

olarak oluşan çeşitli tümörlerin büyümelerini inhibe etmenin yanı sıra, yüksek 

organizasyonlu canlılar için de oldukça toksik etkilere sahiptir (Reich ve diğ., 1962). Bir 

transkripsiyon inhibitörü olan Act D, bu etkisini çift iplikli DNA’nın deoksiguanozin 

bakiyeleri ile dayanıklı bir bileşik oluşturarak spesifik olmayan bir yoldan gerçekleştirir. 

Böylece Act D, DNA’ya bağlanır ve RNA ve protein sentezini inhibe ederek hücre 

çoğalmasını baskılar (Goldberg ve Rabinowitz, 1962, Sawicki ve Godman, 1971). Bu 

toksik bileşik, in vitro’daki hücrelere yüksek dozlarda (>1 µg/ml) uygulandığında,  tüm  

RNA  türlerinin  transkripsiyonunu bloke ederken, düşük dozlarda (<100 ng/ml) 

yalnızca ribozomal RNA sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadır (Perry ve Kelley, 

1970). Bununla birlikte bazı araştırıcılar Act D’nin yüksek konsantrasyonlarda ve uzun 

süreli uygulamalarda direkt olarak DNA sentezi üzerine etkili olduğunu da 

bildirmektedir (Goldberg ve diğ., 1962, Bacchetti ve Whitmore, 1969). 

 

Şekil 2.3: Aktinomisin D’nin moleküler formülü (C62H86N12O16). 
 
 

Act D antineoplastik etkisinden dolayı Wilms tümör, sarkoma ve karsinoma gibi bazı 

malignant kanser türlerinin tedavisinde “Dactinomycin” adı altında kullanılmaktadır. 

Ancak, bu antibiyotik kemik iliğinde kan hücrelerinin üretimini baskılamak ve sindirim 
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sistemi toksisitesine neden olmak gibi ciddi yan etkilere sahip olduğu için, tıptaki 

kullanım alanı kanser kemoterapisi ile sınırlı kalmıştır.  

Aktinomisin D’nin çeşitli hücre soylarında apoptozu uyardığı in vitro ve in vivo 

deneylerle ortaya konmuştur (Kleff ve diğ., 2000, Jones ve diğ., 2000). Sistemik etkili 

bir  transkripsiyon inhibitörü olan Act D, apoptozu uyarmak amacıyla TNF-α ile birlikte 

in vitro kullanılmaktadır. Aktinomisin D uygulaması, protein sentezinin inhibisyonu 

sayesinde hücrelerin TNF’nin sitotoksik etkisine hassasiyetini arttırır ve konsantrasyona 

bağlı olarak hücre ölümünü, özellikle de apoptozu uyarır. Act D gibi transkripsiyonu  

durduran bir etken varlığında koruyucu proteinlerin sentezi durur ve TNF-α ile uyarılan 

apoptotik sinyal yolu faaliyete geçirilir (Leist ve diğ., 1997, Jones ve diğ., 2000).  

 

2.3. GASTROİNTESTİNAL HORMONLAR  

 

Sindirim sistemi, besinlerin fiziksel ve kimyasal olarak sindirimi, salgılama, emilim ve 

motilite gibi fonsiyonları yerine getirmek için özelleşmiştir. Bu fonsiyonlar, çeşitli 

hormonlar, nörotransmiterler, sitokinler ve büyüme faktörleri gibi regülatör moleküller 

tarafından oluşturulan kompleks bir ağ ile regüle edilir. Endokrin olmayan epitel 

hücreleri arasına dağılmış ve pek çok biyoaktif molekülün kan dolaşımına ya da komşu 

hücrelere sekresyonu için özelleşmiş “difüz nöroendokrin sistem” (DNES) olarak 

isimlendirilen bir grup hücre bu kontrol mekanizmasında esas rolü oynamaktadır 

(Kasacka ve Majewski, 2007). Gastrointestinal kanaldaki endokrin ve parakrin hücreler 

ile nöronlardan salınan gastrointestinal hormonlar (nöropeptidler) bağırsağa ait sindirim, 

emilim, salgı, motilite ve hücre çoğalması gibi fizyolojik fonksiyonları düzenleyen 

kimyasal habercilerdir (Thomas ve diğ, 2003).  

 

Bağırsak vücudun diğer bölgelerinden çok daha fazla sayıda ve çeşitlilikte hormon 

içerdiğinden, en büyük endokrin organ olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, 

gastrointestinal hormonların fonksiyonları sadece bağırsağa özgü değildir. Bu 

hormonların pek çoğu, nöral ya da parakrin yollardan başka kan dolaşımına katılarak da 

hedef dokularına ulaşır ve farklı organlar üzerinde etki gösterebilir. Gastrointestinal 

hormon üreten hücrelerin bu peptidleri farklı yollarla hedef dokularına ulaştırması, aynı 
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peptidin kan yoluyla taşınan bir hormon, lokal bir büyüme faktörü, nörotransmiter ya da 

bir fertilite faktörü olarak farklı etkilere sahip olmasına neden olmaktadır. Bu 

özelliklerinden dolayı bu peptidler için, “gastrointestinal hormon” yerine “regülatör 

peptid” terimi de sıklıkla kullanılmaktadır (Shulkes, 1990).  

 

2.3.1. Glukagon-Benzeri Peptid-2  
 

Glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2), bağırsakta ve merkezi sinir sisteminin bazı 

bölgelerinde (hipotalamus ve beyin sapı) sentezlenen, proglukagon kökenli bir peptid 

hormondur (Lovshin ve Drucker, 2000). Memelilerde GLP-2, proglukagon geninden 

türemiş glukagon-benzeri peptid ailesinin bir üyesidir. 158 amio asit içeren 

proglukagon, prohormon dönüştürücü enzim aracılığı ile dokuya spesifik olarak kesime 

uğrar ve glukagon, glisentin, oksintomodulin, glukagon-benzeri peptid-1 (GLP-1) ve 

glukagon-benzeri peptid-2 (GLP-2) aynı gen ürünü olarak meydana gelir (Sinclair ve 

Drucker, 2005) (Şekil 2.4). 33 amino asit içeren GLP-2, baskın olarak distal ileum ve 

kolonda lokalize olan endokrin L hücrelerinden GLP-1, glisentin ve oksintomodulin ile 

birlikte salınır. Dolaşımdaki GLP-2 düzeyi, açlık durumunda oldukça düşüktür; besin 

alınımını takiben hızla artar. Glukagon benzeri peptidlerin sekresyonu için primer 

uyaran, özellikle karbonhidratlı ve yağlı besinlerdir (Drucker, 2005). 

 

 
 

Şekil 2.4: Proglukagon ve proglukagondan türevlenen peptidlerin yapısı. 
Sayılar proglukagon içindeki amino asit pozisyonlarını, N-terminal amino asitten başlayarak 

belirtmektedir (Drucker, 2005). 
 

 

Glukagon-benzeri peptid-2’nin bu güne kadar üç moleküler formu tespit edilmiştir: 

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  içeren  
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aktif GLP-2 (1-33), dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) enzimi tarafından N-terminal 

olarak kesilerek inaktif forma (3-33) dönüştürülür. Bu nedenle, biyolojik olarak aktif 

olan GLP-2 (1-33)’nin dolaşımdaki yarılanma ömrü oldukça kısadır (yaklaşık 7 dakika) 

(Lovshin ve Drucker, 2000). GLP-2’nin yarılanma ömrünü uzatmak ve etki süresini 

arttırmak amacıyla, aktif GLP-2’nin 2. pozisyondaki alanin amino asidi yerine glisin 

eklenerek elde edilen, proteaza dirençli analoğu h[Gly2]GLP-2 ise sentetik olarak 

sentezlenmiştir (Burrin ve diğ, 2003). Şekil 2.5, h GLP-2 (1-33)’nin ve h[Gly2]GLP-

2’nin amino  asit dizilimini göstermektedir. 

 

 
 

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

 

GLP-2 etkilerini, glukagon-sekretin reseptör ailesine ait 7 transmembran bölgeye sahip 

G proteini ile ilişkili spesifik bir reseptör aracılığı ile gösterir. Gastrointestinal kanalda 

ve beyinde ekspresyonu yapılan GLP-2 reseptörünün (GLP-2R) insan endokrin 

hücrelerinde (Yusta ve diğ., 2000), kemirgenlerin bağırsak bölgesindeki sinirlerde 

(Bjerknes ve Cheng, 2001) ve subepiteliyal miyofibroblastlarda (Orskov ve diğ., 2005) 

bulunduğu gösterilmiştir. 

 

GLP-2’nin ince bağırsakta epitel geçirgenliğini, gastrik asit sekresyonunu ve 

gastrointestinal motiliteyi azalttığı; besinlerin emilimini, sindirim enzimlerinin sentezini 

ve mukozada heksoz taşınmasını ise arttırdığı bildirilmiştir (Estall ve Drucker, 2003) 

(Şekil 2.6). Kimyasallar yolu ile oluşturulan ince bağırsak iltihabı (Boushey ve diğ., 

2001), vaskular iskemi/reperfüzyon hasarı (Prasad ve diğ., 2000), dekstran sülfatla 

oluşturulan kolit (L’heureux ve Brubaker, 2003) gibi çeşitli deneysel modellerde 

eksojen olarak verilen GLP-2’nin ya da yıkıma dirençli analoglarının epitel hasarının, 

bakteri enfeksiyonlarının ve mortalitenin azaltılması ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

GLP-2 sıçanlarda deneysel olarak ince bağırsağın büyük bir kısmının çıkarılması 

durumunda ya da kısa bağırsak sendromlu insanlarda, bozulan bağırsak adaptasyonunu 

ve besinlerin emilimini düzeltmektedir (Jeppesen ve diğ., 2001). 
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Şekil 2.6: GLP-2’nin gastrointestinal mukoza üzerindeki etkileri (Drucker, 2005). 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, GLP-2’nin en önemli biyolojik rolünün, epitel 

hücrelerinin çoğalmasını uyararak, apoptoz ve proteolizin inhibisyonunu sağlayarak 

ince ve kalın bağırsağa özgü trofik etkiler göstermek olduğunu ortaya koymaktadır 

(Drucker ve diğ., 1996, Estall ve Drucker, 2003, 2005). GLP-2’nin rejeneratif ve hücre 

koruyucu etkileri özellikle bağırsak hastalığı olan insanlarda yeni tedavilerin 

keşfedilmesine olanak sağlamaktadır. Bağırsak hasarı oluşturan deneysel modellerde 

GLP-2’nin önemli iyileştirici etkileri olmasına karşın, insan hastalıklarında klinik olarak 

uygulanması oldukça güçtür. Çünkü son 10 yıldır GLP-2’nin biyolojik etkileri hakkında 

pek çok şey öğrenilmiş olmasına karşın, gastrointestinal kanalda GLP-2’nin hücre 

koruyucu ve intestinotrofik etkisinden sorumlu mekanizmalar tam olarak 

aydınlatılamamıştır (Estall ve Drucker, 2003, 2005). GLP-2’nin tedavi edici amaçla 

uygulanmasındaki en önemli problemlerden biri de, in vivo olarak GLP-2’nin dipeptidil 

peptidaz IV enzimi tarafından yıkıma uğratılarak dakikalar içinde hızla inaktive 

edilmesidir. Araştırıcılar GLP-2’nin yarılanma ömrünü uzatmak ve biyolojik aktivitesini 

arttırmak amacıyla çalışmalarda, dipeptidil peptidaz IV’e dirençli sentetik GLP-2 

analogları ya da valine-pyrolidide gibi dipeptidil peptidaz IV’ün spesifik inhibitörlerini 

kullanmaktadır (Burrin ve diğ, 2003). 
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2.3.2. Somatostatin 
 

Somatostatin iyonlar, besinler, nöropeptidler, nörotransmiterler, tiroid ve steroid 

hormonlar, büyüme faktörleri ve sitokinlere yanıt olarak nöroendokrin hücreler (D 

hücreleri), inflamatuvar hücreler ve immun sistem hücreleri tarafından üretilen regülatör 

bir peptiddir. Somatostatin ilk olarak, büyüme hormonunun salgılanmasını inhibe eden 

bir tetradekapeptid olarak hipotalamustan izole edilmiştir (Brazeau ve diğ., 1973). 

Ancak daha sonraki çalışmalarda somatostatinin sadece hipotalamusta üretilmediği, 

merkezi sinir sistemi boyunca ve pek çok periferal organda sentezinin yapıldığı tespit 

edilmiştir. Somatostatin üreten hücreler büyük oranda merkezi ve periferal sinir sistemi 

boyunca, endokrin pankreasta ve gastrointestinal kanalda; az miktarda ise tiroid bezi, 

böbreküstü bezi, submandibular bez, böbrek, prostat ve plasentada lokalize olur. 

Sıçanlarda total vücut somatostatinin ~ %65’inin gastrointestinal kanalda (ince bağırsak 

ve kolonda, spesifik olarak ise antrum ve duodenumda), ~ %25’inin beyinde, ~ %5’inin 

ise pankreasta üretildiği gösterilmiştir. Bugüne kadar yapılan çalışmalarda bu peptidin 

gastrointestinal kanalda mukozada, enterik nöronlarda ve bağırsak ile ilişkili lenfoid 

dokuda varlığı belirlenmiştir (Patel, 1999).  

 

Somatostatin dokularda biyolojik olarak aktif iki formda bulunur: 14 amino asit içeren 

ve ilk olarak hipotalamustan izole edilen somatostatin-14; somatostatin-14’ün N-

terminal olarak genişlemesiyle meydana gelen 28 amino asitlik bir prohormon olan 

somatostatin-28 (Pradayrol ve diğ., 1980). Bu peptid bir nörotransmiter ya da 

parakrin/otokrin regülatör olarak etkisini gösterir, veya kan dolaşımına geçerek çeşitli 

fizyolojik olayları düzenlemek üzere daha geniş bir alanda aktivitesini gösterebilir  

(Patel, 1999). Somatostatin endokrin ve ekzokrin salgıları, bağırsak motilitesini, 

iyonların ve besinlerin  emilimini, vaskular kasılmayı ve hücre çoğalmasını inhibe eder, 

apoptozu uyarır, bunun yanı sıra motor ve bilişsel fonksiyonlar ile sinirsel iletinin 

düzenlenmesinde de görev alır (Ferjoux ve diğ., 2000). Bu peptid bağırsak motilitesi, 

hormon sekresyonu ve mezenterik kan akışının düzenlenmesi gibi bağırsak dokusuna ait 

fonksiyonlarda gastrointestinal aktivitenin düzenleyicisi olarak önemli bir rol üstlenir. 

Bundan başka, ince bağırsakta inflamatuvar yanıt oluşumunda, lenfosit çoğalmasını ve 

pro-inflamatuvar sitokinler ile immunoglobulinlerin üretimini baskılayarak, 

immunoregülatör ve antiinflamatuvar bir peptid olarak da aktif rol oynar (Chowers ve 
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diğ., 2000, De Jonge ve diğ., 2003). Bu regülatör peptidin neoplazi, inflamasyon, 

diyabet, epilepsi, Alzheimer hastalığı, Huntington hastalığı ve AIDS gibi çeşitli 

patofizyolojik hastalıklarda önemli olabileceğine dair kanıtlar vardır (Patel, 1999). 

 

Somatostatinin biyolojik etkilerinin, diğer trofik hormonların inhibisyonu gibi indirekt 

bir mekanizma ile ya da merkezi sinir sistemi, pankreas, bağırsak, hipofiz, böbrek, 

tiroid, akciğer ve immun sistem hücreleri gibi çeşitli dokularda yaygın bir dağılım 

gösteren spesifik somatostatin reseptörler ile etkileşerek direkt yolla meydana geldiği 

düşünülmektedir (Ferjoux ve diğ., 2000, Thomas ve diğ., 2003). Somatostatin, G 

proteinine bağlı reseptör ailesine ait 5 spesifik somatostatin reseptörü  (SSTR1-SSTR5) 

aracılığı ile direkt etkisini göstermektedir. Bu reseptörler arasında sadece SSTR2, hücre 

içi C-terminal sekuensinde farklılığa sahip SSTR2A ve SSTR2B olarak adlandırılan iki 

farklı izoforma sahiptir. Somatostatinin biyolojik etkilerindeki çeşitliliğin SSTR’lerinin 

dokuya spesifik ekspresyonundan kaynaklandığı öne sürülmektedir. Sıçanlarda mide, 

duodenum, jejunum, ileum ve kolonda bu 5 reseptörün de mRNA’sının eksprese 

edildiği in situ hibridizasyon yöntemi ile gösterilmiştir. Normal hücrelerin yanı sıra, pek 

çok kanser hücresi de somatostatin reseptörü taşımaktadır (Patel, 1999, Ferjoux ve diğ., 

2000).  

 

Somatostatinin tümör hücreleri üzerinde antiproliferatif ve apoptotik etkilere sahip 

olması, çeşitli hormon ve büyüme faktörlerinin salgılanmasında inhibitör etkili bir 

regülatör peptid olarak işlev görmesi ve antiinflamatuvar yanıt oluşumuna katkıda 

bulunması bu peptidin tedavi amaçlı kullanılmasına olanak sağlamaktadır. Ancak, doğal 

somatostatinin yarılanma ömrünün kısa olması nedeniyle klinik kullanım amaçlı pek 

çok somatostatin analoğu sentezlenmiştir. Bunlar arasında octreotide, lanreotide ve 

vapreotide akromegali ve nöroendokrin tümörlerin tedavisinde klinik olarak 

kullanılmaktadır (Ferjoux ve diğ. 2000).  

 

2.3.3. Kolesistokinin 
 

Kolesistokinin (CCK), esas olarak gastrointestinal kanalda bulunan regülatör bir peptid 

hormon ve sinir sistemi boyunca mevcut olan bir nörotransmiterdir. Endojen CCK, iki 

ayrı hücre tipi tarafından sentezlenir ve salınır: duodenum, jejunum ve proksimal 
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ileumun mukoza tabakasında lokalize olan endokrin hücreler (I hücreleri) ve merkezi 

sinir sistemi ile miyenterik pleksustaki özelleşmiş nöronlar. Kolesistokininin 

bağırsaktaki endokrin hücreler tarafından kana salınımı, özellikle yağ ve proteince 

zengin besinlerin vücuda alınımını takiben CCK-salgılatıcı peptid tarafından uyarılır. 

CCK, 115 amino asitlik öncü  bir molekül olan prepro-CCK şeklinde sentezlenir ve 

sonra biyolojik olarak aktif olan CCK-58’i oluşturmak üzere kesime uğrar. Bu peptid 

CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-12 ve CCK-8 olacak şekilde daha kısa peptidleri 

oluşturmak üzere, amino ucundaki arjinin bakiyelerinden ardışık olarak kesilir. CCK-58 

ve CCK-8, bu peptidin insanlarda en çok bulunan başlıca tipleridir (Chandra ve Liddle, 

2007).  

 

Kolesistokinin, ilk olarak  Ivy ve Oldberg (1928) tarafından safra kesesinin kasılmasını 

uyaran  hormon olarak keşfedildi, daha sonra ise gastrointestinal kanal ve merkezi sinir 

sistemi üzerinde de pek çok fonksiyona sahip olduğu gösterildi. Gastrointestinal 

sistemde CCK bağırsak motilitesini, pankreatik enzim salınımını, safra kesesinin 

kasılmasını, gastrik boşalmayı ve gastrik asit sekresyonunu düzenler. Bugüne kadar 

yapılan çeşitli çalışmalarda, kolesistokininin özellikle ekzokrin pankreas üzerinde trofik 

etkilere sahip olduğu, yanı sıra endokrin pankreas salgılarından olan insülin ve 

somatostatin sentezini de uyardığı gösterilmiştir. Diğer yandan cerulein gibi CCK 

analoglarının yüksek dozları hücre hasarı oluşturarak pankreatite neden olabilmektedir 

(Trulsson ve diğ., 2001). Sinir sisteminde ise anksiyete oluşumu, tokluk hissinin 

oluşturulması, vücut ısısının düzenlenmesi, hafıza ve öğrenme gibi  süreçler ile ilişkili 

olduğu öne sürülmektedir. Bunun yanı sıra CCK merkezi sinir sisteminin bazı 

kısımlarında diğer nörotransmiterler ile (esas olarak dopamin ile) etkileşim halindedir 

ve birlikte lokalize olurlar. Bu özelliğinden dolayı depresyon, şizofreni ve uyuşturucu 

bağımlılığı gibi nöropsikiyatrik hastalıklar ile de ilişkillendirilmektedir (Herranz, 2003). 

 

Kolesistokininin biyolojik etkileri, CCK1 ve CCK2  reseptörleri olarak adlandırılan G 

proteini ile ilişkili iki farklı reseptör aracılığı ile gerçekleşmektedir. CCK1 reseptörleri 

esas olarak gastrointestinal kanalda (pankreas, safra kesesi, gastrik mukoza, sfinkterler), 

küçük bir oranda da miyenterik pleksus ile merkezi sinir sisteminin ve vagus sinirinin 

bazı bölgelerinde bulunmaktadır. CCK2  reseptörleri ise baskın olarak merkezi sinir 

sistemi boyunca yerleşim göstermektedir. Bu iki reseptör tipinin de çeşitli tümör hücre 
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soylarında lokalize olduğu ve tümör büyümesine aracılık ettiği tespit edilmiştir.  CCK1 

sülfatlanmış kolesistokinine bağlanmak için özelleşmiştir,  CCK2 ise gastrin ve 

kolesistokinine eşit afinite ile bağlanabilir. CCK sekresyonu ve CCK reseptörlerinin 

sayısı, diyabet, aşırı duyarlı bağırsak sendromu ve anksiyete gibi çeşitli hastalıklarla 

ilişkilendirilmektedir. CCK ile ilişkili olduğu düşünülen bu hastalıkların tedavisi için, 

özellikle son yıllarda CCK antagonistleri ve CCK antikorlarına dayalı çeşitli tedavi 

yöntemleri geliştirilmektedir. CCK1 antagonistleri pankreatik hastalıklar, bağırsak 

hastalıkları, gastro-özofagiyal reflü gibi düzensizliklerin tedavisi amacıyla; CCK2 

antagonistleri ise gastik asit sekresyonu ile ilgili bozukluklar ve anksiyete gibi 

rahatsızlıkların tedavisi amacıyla kullanılmak üzere pek çok çalışmaya konu olmaktadır 

(Herranz, 2003).  

 

 

2.4. APOPTOZ 

 

Omurgalı dokularında hücre ölümü birbirinden bağımsız iki mekanizma ile meydana 

gelir:  Nekroz ve apoptoz (Cohen, 1993). Apoptoz normal hücre siklusu embriyonik 

gelişim, doku şekillenmesi, metamorfoz, hormonlara bağlı atrofi, immün sistem 

fonksiyonları, kanser savunması ve kimyasallar yoluyla oluşan hücre ölümü gibi pek 

çok biyolojik olayda önemli rol oynayan ve çok hücreli yaşamın her aşamasında 

meydana gelebilen programlı hücre ölümüdür (Cohen, 1997). Programlı hücre ölümü 

olarak da adlandırılan apoptoz, gelişim ve normal biyolojik süreçler sırasında 

istenmeyen, fazla, yaşlanmış, hasarlı ya da mutasyona uğramış hücrelerin ortadan 

kaldırılmasında fonksiyonel olan fizyolojik ve patolojik bir süreçtir (Desagher ve 

Martinou, 2000, Kroemer, 2003). Nekroz ise, fiziksel veya kimyasal etkilere maruz 

kalan hücrelerde meydana gelen patolojik bir süreçtir (Cohen, 1993). 

 

Apoptoz morfolojik ve biyokimyasal olarak nekrozdan farklı bir hücre ölüm çeşididir. 

Nekrotik hücre ölümü hücrelerin hacimce büyümesi ve lizisi ile karakterize edilen ve 

akut hücre hasarı ile sonuçlanan patolojik hücre ölüm formudur (Thompson, 1995). 

Nekroz sırasında hücreler şişer, mitokondriler genişler, diğer organeller erir ve hücre 

zarı bozulur, sitoplazmik içerik hücre dışına salınır ve sıklıkla inflamatuvar yanıt oluşur 

(Desagher ve Martinou, 2000). Apoptotik hücre ölümü ise, hücrenin kontrollü olarak 
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kendi kendini sindirmesi ile karakterize edilir (Thompson, 1995). Nekrozun aksine 

apoptoz sırasında sitoplazma büzülür, hücre iskeleti dağılır, ancak hücre organelleri 

bütünlüğünü korur. Hücre zarı kabarcıklanır ve normal durumda hücre zarının iç 

yüzünde yer alan fosfotidil serin molekülleri hücre zarının dış yüzüne geçer. Ancak, 

hücre zarı bozulmaz ve hücre içeriği dış ortama dağılmaz (Desagher ve Martinou, 

2000). Apoptotik hücrelerin hücre zarlarındaki değişiklikler fagositik hücreler için 

sinyal teşkil eder ve ölmekte olan hücrelerin inflamasyon olmaksızın fagositoz yoluyla 

ortadan kaldırılmasına neden olur. Apoptoz nukleustaki karakteristik değişiklikleri de 

içerir. Nukleus endonukleazların aktivasyonu yoluyla kondanse olur ve nuklear 

DNA’nın yıkımı başlar (Thompson, 1995). Apoptozun biyokimyasal belirteci DNA’nın 

180-200 baz çiftlik parçalara ayrılmasıdır. DNA fragmentasyonu hücreleri ölüme 

götüren geri dönüşümsüz bir olaydır ve hücre zarı geçirgenliğindeki değişimlerden önce 

meydana gelir. Pek çok sistemde DNA fragmentasyonunun Ca2+ ve Mg2+-bağımlı 

nukleusta bulunan bir endonukleazın aktivasyonundan kaynaklandığı gösterilmiştir 

(Arends ve diğ., 1990). Bu enzim nukleozomal birimler arasında yer alan bölgelerde 

seçici olarak DNA’yı keserek, mono- ve oligo-nukleozomal DNA parçalarının 

oluşumuna sebep olur. Apoptozun karakteristik özelliklerinden biri de mitokondriyal 

fonksiyon kaybıdır. Apoptoz sırasında mitokondri zarlarının geçirgenliği değişir ve 

mitokondriden sitozole sitokrom c ve  AIF (apoptozu teşvik eden faktör)  gibi apoptoza 

spesifik proteaz aktivatörler salınır (Blatt ve Glick, 2001). 

 

Apoptoz toksik uyarılara karşı stres yanıtı olarak bağırsak epitelinin homeostazında 

önemli bir role sahiptir. Epitel hücre yenilenmesi, farklılaşması ve ölümü gibi fizyolojik 

olayların ince bağırsak dokusunda sürekli olması sebebiyle, bu dokuda apoptotik hücre 

ölümü pek çok çalışmaya konu olmaktadır (Groos ve diğ., 2003). Bağırsak dokusunda 

apoptozun “kendiliğinden meydana gelen apoptoz” ve “stres ile uyarılan apoptoz” 

olmak üzere iki genel tipi tanımlanmıştır. Kendiliğinden oluşan apoptoz herhangi bir 

strese maruz kalmamış bağırsakta düşük oranda da olsa düzenli bir şekilde meydana 

gelen apoptozdur. Bu hücre ölüm tipinin bağırsakta gözlendiği bölgeler kriptlerin tabanı 

veya epitel kök hücrelerinin yakınındaki alanlardır. Stres ile uyarılan apoptoz ise, 

gamma radyasyon ve DNA’yı hasara uğratan ilaçlar gibi çeşitli genotoksik uyaranlardan 

sonra meydana gelmektedir. Bu mekanizmada, hücre siklusunun durdurulması kritik bir 

rol oynamaktadır (Watson ve Pritchard, 2000). Gastrointestinal kanalda epitel 
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hücrelerinin apoptoz ile ortadan kaldırılma mekanizması türe spesifik özellikler 

gösterebilmektedir. Erişkin fare ve sıçanlarda hücre kaybı ölen hücrelerin bağırsak 

lümenine atılması yoluyla gerçekleşirken, kobay ve maymunlarda apoptotik epitel 

hücrelerin bir kısmı lümene dökülerek, diğer kısmı da bağırsak mukozasında bulunan 

makrofajlar tarafından fagosite edilerek ortadan kaldırılır (Han ve diğ., 1993, Godlewski 

ve diğ., 2005).  

 

2.4.1. Kaspazlar 
 

Apoptoz sırasında meydana gelen morfolojik değişimlerden sorumlu olan proteazlar 

“kaspazlar” (sistein aspartat-spesifik proteazlar) olarak bilinir. Kaspazlar kataliz için 

sisteini kullanır ve yalnız aspartik asit bakiyelerinden sonra kesimi gerçekleştirir. Bu 

özellikleri ile de diğer proteazlardan ayrılır. Bu proteazlar inaktif zimojenler olarak tüm 

hayvan hücrelerinde bulunurlar ve tek bir polipeptid zinciri halinde sentezlenir. 

Aktivasyon sırasında, zimojen pro-protein, aktif enzimin büyük (yaklaşık 20 kd) ve 

küçük (yaklaşık 10 kd) alt ünitelerini oluşturmak için kesime uğrar. Aktif enzimler iki 

büyük ve iki küçük alt ünitenin birleşmesi ile oluşan ve her molekülde iki aktif bölgeye 

sahip heterotetramerlerden meydana gelir. Bugüne kadar, memeli dokularında 14 farklı 

kaspaz enzimi tespit edilmiştir (Reed, 2000, Blat ve Glic, 2001). Bu enzimler  ya amino 

asit dizilimlerinin benzerliğine ya da proteaz spesifikliğine göre alt gruplara ayrılırlar. 

Fonksiyonları göz önüne alındığında, kaspazlar “başlatıcı kaspazlar” ve “effektör 

kaspazlar” (sonlandırıcı kaspazlar) olarak ikiye ayrılır (Reed, 2000). Başlatıcı kaspazlar 

(kaspaz-2, -8, -9, -10) zincirleme bir akış başlatarak, diğer kaspazları aktive ettikleri için 

“sinyal veren enzimler” olarak da adlandırılır. Effektör kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) 

aktivasyonları ve proteolitik işlevleri için başlatıcı kaspazlara bağımlıdır ve apoptotik 

morfolojinin kazanılması için gerekli olan pek çok hedef proteinin kesiminden 

sorumludur. Bu kaspazların kesimden sorumlu olduğu hücresel hedefler; lamin, α-fodrin 

ve aktin gibi yapısal elementler; DNA fragmentasyon faktörü, poli(ADP-riboz) 

polimeraz (PARP), DNA-bağımlı protein kinaz (DNA-PK), kaspaz ile ilişkili DNA 

inhibitörü (CAD) gibi nuklear faktörler; diğer kaspazlar ve protein kinaz C (PKC) δ, 

p21-aktive edilmiş kinaz, fosfolipaz A2, Bcl-2, Bcl-xL, Bid gibi sinyal proteinleridir 

(Blat ve Glic, 2001).  
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Şekil 2.7: Hücresel apoptoz yolağı (http://www.superarray.com/pathway.php?sn=Cellular 
_Apoptosis_Pathway) 

 

Memeli hücrelerinde apoptotik ölüm yolunu başlatan, “ekstrinksik” (ölüm reseptör 

yolu) veya “intrinsik” (mitokondriyal yol) olmak üzere iki temel kaspaz aktivasyon 

mekanizması vardır (Reed, 2000). Ekstrinksik mekanizmada kaspaz aktivasyonu hücre 

yüzeyindeki ölüm reseptörlerinin FasL (CD95L), TNF-α, lenfotoksin-α (LT-α) ve TNF 

ile ilişkili apoptozu teşvik edici ligand (TRAIL) gibi ligandlar  ile  birleşmeleri  sonucu  
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başlatılır  (Blat ve Glic, 2001). Hücre yüzeyi ölüm reseptörleri, tümör nekroz 

faktör/sinir büyüme faktörü reseptör süper ailesine ait bir transmembran protein 

ailesidir. Bu reseptörler hücre dışında kalan bölgelerinde  sisteince zengin tekrarlar 

içerir, sitoplazmik bölgelerinde ise “ölüm bölgesi” olarak bilinen bir parçaya sahiptir. 

(Budihardjo ve diğ., 1999). Bu reseptörlerin ligandları ile aktive edilmeleri sonucu, 

reseptörün sitozolik ölüm bölgesine bağlananan Fas ile ilişkili ölüm bölgesi (FADD), 

TNF-R1 ile ilişkili ölüm bölgesi (TRADD) ve reseptör ile etkileşen protein (RIP) gibi 

adaptör proteinler DED-bakiyesine sahip pro-kaspazlara (özellikle pro-kaspaz-8’e) 

bağlanır. Böylece kaspaz aktivasyonu başlatılmış olur (Reed, 2000, Blat ve Glic, 2001). 

İntrinsik mekanizma ise, çeşitli uyaranlar aracılığı ile uyarılmış olan mitokondriden 

sitokrom c salınımı ile faaliyete geçirilir. Sitokrom c’nin mitokondriden salınmasını 

düzenleyen regülatörler Bcl-2 ailesine ait proteinlerdir. Bcl-2 veya Bcl-xL’nin fazla 

ekspresyonu mitokondrinin iç ve dış zarları arasında kalan bölgesinden sitokrom c 

salınımını durdurur. Bax ve Bid gibi Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik üyeleri ise 

sitokrom c salınımını teşvik eder. Mitokondriden sitozole salınan sitokrom c sitozolde 

APAF-1’e bağlanır. APAF-1/sitokrom c kompleksi pro-kaspaz-9’a bağlanarak onun 

aktivasyonunu gerçekleştirir. İntrinsik mekanizmada aktive edilen kaspaz-9 veya 

ekstrinksik mekanizmada aktive edilen kaspaz-8 direkt olarak kaspaz-3 gibi bir 

sonlandırıcı proteazı aktive ederek, apoptotik hücre ölümünü tetikler (Budihardjo ve 

diğ., 1999, Reed, 2000) (Şekil 2.7).  

 

2.4.2. Apoptoz Tayin Metodları 
 

Apoptozun morfolojik özellikleri ince yapısal düzeyde elektron mikroskobu ile 

kolaylıkla ayırt edilebilir, ancak apoptotik morfolojiyi rutin histolojik kesitlerde ışık 

mikroskobu düzeyinde tespit edebilmek oldukça güçtür (Wijsman ve diğ., 1993). 

Apoptotik hücrelerin ayırt edilmesinde kullanılan önemli morfolojik kriterler kromatin 

yoğunlaşması, nuklear ve sitoplazmik parçalanmayı takiben apoptotik cisimlere 

ayrılmadır. Ancak apoptotik hücreler dışında, telofazdaki mitotik hücrelerde olduğu gibi 

kondanse olmuş kromatin içeren başka hücreler de bulunduğundan ve fiksasyon 

aşamasının nuklear morfolojiyi değiştirdiği bilindiğinden apoptotik hücreleri morfolojik 

kriterlere göre tespit etmenin çok doğru olmadığı kanısı oldukça yaygındır (Negoescu 

ve diğ., 1996). Apoptozun genel belirteci DNA’nın parçalara ayrılmasıdır. Apoptotik 
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sürecin erken evresinde, büyük DNA parçaları (50-300 kbp) halinde çift zincir DNA 

kırıkları meydana gelir (Goping ve diğ., 1999). Bu büyük DNA fragmentleri 

elektroforez ile jellerde görünür hale getirilebilir. Pek çok modelde ise, Ca2+- ve Mg2+-

bağımlı endonukleaz aktivasyonu sonucu, DNA’nın  nukleozomlar arasında yer alan 

bağlanma bölgelerinden kesilmesi ile daha küçük parçalar (yaklaşık 180-200 bp’lik 

nukleozomal üniteler) oluşur. Apoptotik hücre populasyonlarından izole edilen 

DNA’nın agaroz jel elektroforezi ile analizi sonucu 180-200 bp’lik multimerler görünür 

hale getirilebilir (Arends ve diğ., 1990). DNA fragmentasyonu esas alınarak apoptozu 

tespit etmenin diğer bir yolu ise, ışık mikroskobu düzeyinde parafin veya kriyo kesitlere 

uygulanan in situ TdT (terminal deoksinükleotidil transferaz) aracılı DNA kırık uç 

işaretleme (TUNEL) yöntemidir. Bu yöntemde apoptoz sırasında meydana  gelen tek ve 

çift zincir DNA kırıkları serbest 3’-OH uçları modifiye edilmiş nükleotidler 

(digoksigenin, biotin veya fluoresin işaretli dUTP) kullanılarak, enzimatik (TdT ile) 

olarak işaretlenerek görünür hale getirilir (Goping ve diğ., 1999, Stadelmann ve 

Lassmann, 2000). Bu yöntem dokuda apoptotik hücrelerin lokalizasyonunu göstermek 

açısından oldukça kullanışlı bir yöntem olmakla birlikte, nekrotik hücrelerde rastgele 

meydana gelen DNA kırıklarını da görünür hale getirdiği için dezavantaja sahiptir. 

 

Memeli hücrelerinde apoptozun aracıları olarak bilinen kaspaz ailesinin çeşitli 

üyelerinin aktivitelerini tayin edebilmek amacı ile flurometrik veya kolorimetrik 

kantitatif yöntemler de geliştirilmiştir. Bu yöntemler hızlı sonuç alınabilmesi açısından 

üstünlüğe sahip olmakla beraber, sadece kaspaz aracılı apoptozun kantitatif tayininde 

kullanılabilir oldukları için dezavantaja sahiptir (Gurtu ve diğ., 1997). 

 
2.5. HÜCRE ÇOĞALMASI 

 

Ergin dokularda mevcut hücre sayısı hücre çoğalması ve hücre kaybı arasındaki denge 

ile düzenlenmektedir (Hall ve diğ., 1994). Gastrointestinal kanalda epitel hücre 

çoğalması gastrointestinal yapının ve fonksiyonun devamlılığı için gereklidir. 

Gastrointestinal kanal vücudun en hızlı prolifere olan dokularından biridir. Farelerin her 

bir bağırsak kriptinde yaklaşık her 5 dakikada bir, bir hücre mitoza girer ve kriptte 

bulunan her bir hücre ise günde 2 kez bölünür (Potten ve diğ., 1995). Gastrointestinal 
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epitel ekstrasellular matriksten, komşu hücrelerden ve kanda bulunan hormonlardan 

sinyaller alarak farklılaşma programını başlatabilen ya da apoptoza gidebilen karmaşık 

bir dokudur (Watson ve Pritchard, 2000). Dokulardaki hücre çoğalması oranının uyarıcı 

ve inhibe edici büyüme faktörleri arasındaki etkileşime bağlı olduğu düşünülmektedir. 

Bununla birlikte, bağırsak epitelindeki hücre çoğalması stres durumlarına karşı da 

oldukça duyarlıdır (Potten ve diğ., 1995). 

 

Hücre çoğalması sirkadiyan bir süreçtir ve çeşitli uyaranlarla uyarılması mümkündür. 

Yaşlanma, apoptoz, doku hasarı ve immun sistem hücrelerinin gelişimi sırasında 

hücrelerin çoğalma oranı düşebilir. Dokuda hücre çoğalmasını uyaran başlıca uyaranlar 

ise şunlardır: 

 

• Hormonal geri bildirim (feed back) mekanizması  

• Dokunun trofik aktivitesinde inhibisyon 

• Antijenik maddelere maruz kalma 

• Doku iskemisi 

• Toksik maddelere maruz kalma 

• Dokunun cerrahi olarak vücuttan kesilerek  çıkarılması 

 

2.5.1. Hücre Çoğalması Tayin Metodları 
 

Geçmiş yıllarda hücre/doku kinetiği çalışmaları trityumlu timidin histootoradyografisi  

yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmekte idi. Ancak son yıllarda, hücre çoğalması ile 

ilişkili antijenlere karşı geliştirilen monoklonal antikorlar sayesinde hücre çoğalmasının 

kolaylıkla tespit edilmesi mümkün olmaktadır. Hücre siklusu ile ilişkili çoğalma markırı 

olarak kullanılan bu antijenler; PCNA, p53, Ki67, AGNOR, Statin ve BrdU’dur 

(Iatropoulos ve Williams, 1996). Bu markırlar arasında PCNA immunohistokimyası 

hücre çoğalma indeksi olarak yaygın kullanılan güvenilir bir yöntemdir (Hall ve diğ., 

1990, Sheen-Chen ve diğ., 2003). 

 

2.5.2. Çoğalan Hücrelerin Nukleus Antijeni (PCNA) 
 

Çoğalan hücrelerin nuklear antijeni (PCNA) DNA replikasyonu ve tamirinde önemli rol 

oynayan ve çoğalmakta olan tüm ökaryotik hücrelerde bulunması gerekli bir proteindir. 
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PCNA ilk olarak Miyachi ve arkadaşları (1978) tarafından çoğalan hücrelerin 

nukleusunda  bulunan bir antijen olarak tanımlandı, daha sonra ise hücre siklusunun S 

fazında sentezlenen bir protein olduğu anlaşılarak, “siklin” olarak da isimlendirildi 

(Bravo ve Celis, 1980).  Mathews ve arkadaşları (1984) tarafından ise, PCNA ve 

siklinin aslında aynı protein olduğunun gösterilmesi ile, bu protein PCNA olarak 

adlandırıldı. Siklin terimi ise, şimdilerde hücre siklusunun kontrolü ile ilişkili bir protein 

ailesini tanımlamak için kullanılmaktadır.  

 

PCNA DNA polimeraz-δ’nın yardımcı proteini olarak önemli bir fonksiyona sahiptir 

(Bravo ve diğ., 1987). Bunun yanında, hücre siklusunun kontrolü ve düzenlenmesi ile 

ilgili hücresel proteinler ile de etkileşim halindedir (Kelman 1997). Bu proteinin 

ekspresyon düzeyi, hücre çoğalması ve DNA sentezi ile orantılıdır. PCNA hücre 

siklusunun G1 fazı sırasında sentezlenmeye başlar, S fazında ise en fazla oranda 

sentezlenir, G2/M fazı sırasında ise ekspresyonu azalır ve tüm hücre siklusu boyunca 

nukleusta bulunur (Kurki ve diğ., 1987). PCNA ekspresyonunun zamana bağlı 

spesifikliği onu  hücre çoğalması için ideal bir markır haline getirmiştir. 

 
2.6. REAKTİF OKSİJEN/NİTROJEN TÜREVLERİ VE SERBEST                  

RADİKALLER 

 

Reaktif oksijen türevleri (ROT), oksijenin (O2) oksidasyon-redüksiyon basamakları 

sırasında meydana gelen süperoksit radikali  (O2
.-), singlet oksijen (O.), hidroksil 

radikali (OH.), ozon (O3) ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi molekülleri içeren reaktif 

ürünlerdir. ROT hem oksijen radikallerini hem de radikal olmayan okside edici ajanları 

ve kolaylıkla radikal haline dönüşebilen O., O3 ve  H2O2 gibi molekülleri tanımlamak için 

kullanılan ortak bir terimdir. OH. serbest radikal zincir reaksiyonlarını başlatan ve tüm 

biyolojik moleküllere saldırma yeteneğine sahip en reaktif ROT’tur. O2
.- ve H2O2, 

hidroksil radikalinden daha az reaktif olmalarına karşın, organizma için oldukça toksik 

etkilere sahiptirler. H2O2 kendisi bir serbest radikal olmadığı halde,  O2
.- ile reaksiyona 

girerek, en reaktif serbest radikal olan OH.’i oluşturma özelliğine sahiptir. O2
.- ise, 

önemli bir H2O2 kaynağıdır, bunun yanı sıra nitrik oksit ile reaksiyona girerek, güçlü bir 
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oksidan olan peroksinitrit oluşumunda da rol oynamaktadır (Halliwell, 1994, Halliwell 

ve Gutteridge, 1999) (Şekil 2.8).  

 

 Reaktif nitrojen türevleri (RNT) ise, nitrojenin oksidasyon-redüksiyon reaksiyonları 

sırasında meydana gelen nitrik oksit (NO.), nitroksil anyonu (NO-), nitrosonyum 

katyonu (NO+), nitrit (NO2
-), peroksinitrit  (ONOO-), nitrat (NO3

.) gibi reaktif 

ürünlerdir. Reaktif nitrojen türevleri arasında ise sadece NO. ve NO3
. serbest radikaldir, 

diğer moleküller ise radikal olmayan reaktif türlerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999, 

Nathan, 2003).  

 
 

Şekil 2.8: Moleküler oksijenin serbest radikallere (O2
.-, OH.) ve radikal olmayan reaktif 

bir türeve (H2O2) dönüşüm mekanizması (Haddad, 2002). 
 

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla sayıda ortaklanmamış elektrona sahip oldukları 

için oldukça reaktif bileşiklerdir. Serbest radikaller ve ROT proteinler, lipidler, 

karbonhidratlar, nükleik asitler üzerinde zararlı etkilere sahiptir ve bu nedenle de doku 

hasarı oluşturarak çeşitli hastalıkların  patogenezinde önemli rol oynarlar. Kronik 

inflamasyon ile ilişkili doku hasarı, reperfüzyon hasarı, romatoid artrit, ateroskleroz, 

diyabet ve kanser gibi hastalıklar serbest radikaller ile ilişkilendirilmektedir (Kehrer, 

1993). 

 

2.6.1. Serbest Radikal Kaynakları 
 

Serbest radikaller, aerobik organizmalarda normal metabolik süreçler sırasında endojen 

olarak ya da dış kaynaklı etkenler ile eksojen olarak oluşabilir (Freeman ve Crapo, 

1982, Kehrer, 1993). 
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2.6.1.1. Endojen Serbest Radikal Kaynakları  

Serbest radikallerin fizyolojik koşullarda hücresel olarak oluşturulduğu pek çok 

metabolik yol vardır. Bunlar aşağıda kısaca özetlenmiştir:  

 

• Otooksidasyon reaksiyonları: Tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, 

tetrahidropterinler ve antibiyotikler gibi bazı küçük moleküllerin otooksidasyonu 

ROT oluşumuna sebep olabilir. 

 

• Enzimler: Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz,  triptofan dioksigenaz, ürat oksidaz 

gibi enzimler katalitik siklusları sırasında genellikle O2
.- oluşumuna sebep olurlar.  

 

• Mitokondriyal elektron transport zinciri: Hücrelerde en büyük serbest radikal 

kaynağı elektron transport zincirinden elektron sızıntısıdır. Normal elektron akışı 

sırasında en son oluşan ürün sudur. Ancak elektron transport zincirinden kaçan 

elektronlar moleküler oksijen ile direkt olarak reaksiyona girerek,  O2
.- oluşturur. 

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronların yaklaşık %1-2’si sızıntıya 

uğrayarak endojen serbest radikallerin kaynağını oluşturur. 

 

• Endoplazmik retikulum ve nuklear membran elektron transport zinciri: 

Hücre içi membranlara bağlı olarak bulunan sitokrom P450 ve sitokrom b5 

otooksidasyonla oksijen kökenli serbest radikalleri oluşturabilir.  

 

• Peroksizomlar: Peroksizomlar, çeşitli oksidaz enzimlerini yüksek oranda 

içermelerinden dolayı, H2O2’nin önemli kaynaklarıdır. Peroksizomal H2O2 

oluşturan enzimlerin bazıları D-amino asit oksidaz, ürat oksidaz, L-hidroksil asit 

oksidaz ve yağ asidi açil-CoA oksidazdır.  

 

• Hücre zarları: Hücre zarı serbest radikal reaksiyonları için büyük öneme sahiptir. 

Serbest radikaller hücre zarında bulunan lipidlerin peroksidasyonuna  neden olur. 

Bunun yanı sıra, serbest radikaller zar yapısında bulunan transmembran 

proteinlerde amino asit oksidasyonuna, protein-protein çapraz bağlanmasına veya 

protein zincir yıkımına sebep olarak, zarar verebilir. Hücre zarında bulunan 

oksijen radikali kaynaklarından biri araşidonik asittir. Prostaglandinlerin de sentez 
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edildiği araşidonik asit metabolizması sırasında (lipooksigenaz ve siklooksigenaz 

ana metabolik yollarında) ara peroksi bileşiklerden hidroksil radikalleri meydana 

gelir. 

 

• Fagositler: Serbest radikallerin en iyi tanımlanmış biyolojik kaynaklarından biri 

de aktive edilmiş fagositik hücrelerdir. Nötrofiller, monositler ve makrofajlar 

fagositoz sırasında, membranlarında ve sitoplazmalarında bulundurdukları 

NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri 

hem de aşırı okside edici HOCl gibi ajanları üreterek karşılaştıkları virüs, bakteri, 

mantar gibi patojenleri yok ederler. Bu işlemler sırasında hem ana hem de ara ürün 

olarak başta O2
.- olmak üzere çok fazla miktarda ROT oluşur. 

 

• Demir ve bakır ile katalizlenen reaksiyonlar: Geçiş metalleri, çeşitli oksidasyon 

basamaklarında rol aldıkları için, serbest radikal reaksiyonlarını hızlandırır ve 

katalizör görevi görürler. Haber-Weiss reaksiyonu veya Fenton reaksiyonu ile çok 

toksik olan OH. radikali meydana gelir. Bunun yanı sıra geçiş metalleri lipid 

hidroperoksitlerinin parçalanmalarını ve lipid peroksidasyon reaksiyonlarını 

kataliz eder. Böylece az zararlı olan radikalleri daha zararlı hale getirir. 
 

2.6.1.2. Eksojen Kaynaklar 

Eksojen serbest radikal kaynakları olarak stres, radyasyon, antineoplastik ajanlar, 

ksenobiyotikler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, anestezik maddeler, ilaçlar, sigara 

dumanında bulunan bazı maddeler ve çevresel kirleticiler gösterilebilir. 

 
2.7. OKSİDATİF STRES 

 

Oksidatif stres, hücre içi reaktif oksijen türevlerinin artan üretim düzeyi ve antioksidan 

savunma mekanizmalarının fonksiyonunu yerine getirememesi sonucu ortaya çıkan bir 

durumdur. Reaktif oksijen radikalleri oksidatif hasardan sorumlu olan toksik 

metabolitlerdir. Reaktif nitrojen türevleri de son yıllarda önemli oksidatif stres aracıları 

olarak tanımlanmaktadır. Bununla birlikte, konsantrasyona bağlı olarak RNT’nin hücre 
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ölümünün hem pozitif hem de negatif aracıları olduğu kabul edilmektedir. (Curtin ve 

diğ, 2002).  

 

Çeşitli hastalıklar, travma, toksik ajanlar ve diğer nedenlerle oluşan doku hasarı, 

genellikle prostaglandinler, lökotrienler, interlökinler, interferonlar, TNF ve NO. gibi 

hasar aracılarının artan üretimi sonucu meydana gelir. ROT ve oksidatif stres, doku 

hasarı oluşumuna neden olan bu aracıların dokuda fazla ekspresyonu sonucu ortaya 

çıkabilir, yani oksidatif stres pek çok hastalıkta hastalığın sonucu olarak ortaya çıkan 

ikincil olaydır. Bununla birlikte oksidatif stres, pek çok hastalık oluşum 

mekanizmasında da önemli bir rol oynar. Örneğin, kan damarlarının duvarında bulunan 

lipidlerin oksidasyonu, ateroskleroz oluşumu için önemli bir aracıdır. Oksidatif DNA 

hasarı kanser ve yaşlanma süreçlerinde belirgin rol oynar. Serbest radikallerin aşırı 

üretimi ülseratif kolit ve Chron hastalığı gibi inflamatuvar bağırsak hastalıklarında ve 

romatoid artritte meydana gelen doku hasarının başlıca sebeplerindendir. Azheimer ve 

Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıklarda da oksidatif hasar oluştuğu bilinmektedir 

(Halliwell, 1994) (Şekil 2.9). 

 

 
Şekil 2.9: Oksidatif strese yanıtta hücresel sürecin düzenlenmesini gösteren genel şema 

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

Pek çok kimyasal ve fiziksel uygulama oksidatif strese neden olarak apoptozu 

uyarabilir. Apoptoza yol açan pek çok ajan ya oksidandır ya da hücresel oksidatif 

metabolizmanın uyarıcılarıdır. Buna zıt olarak, pek çok apoptoz inhibitörü de 

antioksidan aktiviteye sahiptir ya da hücresel antioksidan savunmayı arttırır. Örneğin; 

iyonize ve ultraviyole radyasyon hem apoptoz oluşturma kapasitesine sahiptir hem de 

H2O2 ve OH. gibi reaktif oksijen türevlerini oluşturur. H2O2’in düşük dozlarına maruz 

kalma (10-100 µM) çeşitli hücre tiplerinde hem oksidatif stres oluşumuna neden  olur 

hem de apoptozu uyarır. Bunun yanı sıra doksorubisin ve sisplatin gibi apoptozu uyarıcı 

bazı anti-neoplastik ajanlar serbest radikal olmamalarına karşın ROT oluşumuna katkıda 

bulunabilirler. Alternatif olarak oksidatif stres, hücrenin ROT’u savıcı ya da detoksifiye 

edici yeteneğinin azalmasıyla da oluşabilir (Buttke ve Sandstrom, 1994).  

 

 Günümüzde ROT ve RNT üretimindeki artışın apoptoz ya da nekroz aracılığı ile hücre 

ölümüne sebep olduğu bilinmektedir. Oksidatif stresin ve hücrenin redoks durumundaki 

değişikliklerin hücre ölümünün kontrollü formu olan apoptozun regülasyonunda  esas 

rolü oynadığı öne sürülmektedir. Apoptoz oluşumunda oksidatif stresin rolü olduğu, 

ROT üretiminde düşük seviyelerdeki artış sonucu apoptotik hücre ölümünün teşvik 

edildiğini ve N-asetilsistein gibi çeşitli antioksidanların bu hücresel ölümü inhibe 

ettiğini gösteren çalışmalar ile kanıtlanmaktadır (McGowan ve diğ., 1996). Buna ek 

olarak, TNF ve Fas aracılı apoptozda hücre içi ROT üretiminin arttığını gösteren 

çalışmalar da kanıt sağlamaktadır (Suzuki ve diğ., 1998). ROT kaspazların aktivasyonu 

aracılığı ile apoptotik sürecin tetiklenmesinde önemli olduğu kadar, bu sürecin 

sonlandırılmasında da önemli fonksiyonlara sahiptir.  

 

RNT, TNF-α aracılı apoptozu ya teşvik ederek ya da inhibe ederek, apoptotik süreçte 

önemli rol oynamaktadır. Bir oksidan olan nitrik oksitin makrofajlarda ve monositlerde 

apoptoz uyarıcısı olduğu son yıllarda ileri sürülmektedir. Nitrik oksit oluşumunun TNF-

α aracılı apoptoz için gerekli olduğu, TNF-α’nın TNF-R1’e bağlanması sonucu iNOS 

ekspresyonunun uyarıldığının gösterilmesi ile açıklık kazanmıştır. TNF-α  nitrik oksit 

sentaz (NOS) aktivasyonunu uyararak NO oluşumuna neden olur (Curtin ve diğ, 2002). 

TNF-α, pek çok hücre ve doku tipinde ROT ve RNT üretimini arttırarak, oksidatif strese 
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neden olmaktadır. TNF-α’dan dolayı artan mitokondriyal ROT üretimi NF-кB veya 

JNK-aracılı olarak bazı nuklear genlerin aktivasyonuna yol açar (Halliwell, 1994). 

Oksidatif fosforilasyon sırasında oluşan ROT düzeyi, aktive edilmiş hücrenin ya 

çoğalmaya ya da apoptoza gideceğini belirler. TNF tarafından NF-κB bağımlı genlerin 

aktivasyonu, hücrenin okside olmuş redoks durumunda olmasını gerektirir (Buttke ve 

Sandstrom, 1994).  

 

ROT aracılı DNA hasarının, apoptoz ile ilişkili olan poli(ADP-riboz) transferazın 

aktivasyonuna ve p53’ün birikimine neden olduğu gösterilmiştir. ADP-ribozun 

polimerizasyonu, proteinler için hücresel NAD/NADH havuzlarında hızlı bir azalma, 

ATP depolarında tükenme ve sonuçta hücre ölümü ile sonuçlanır. Ek olarak, oksidatif 

stres hücre membranlarında lipidlerin okside olmasına da yol açabilir. ROT, hücre 

membranlarında bulunan çoklu doymamış yağ asitleri ve kolesterol ile reaksiyona girer 

ve bunun sonucunda okside olmuş lipidler apoptozu teşvik edebilir (Buttke ve 

Sandstrom, 1994, Kannan ve Jain, 2000). 

 

2.7.2. Lipid Peroksidasyonu 
 

Biyolojik membranlar ile mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hücre içi organeller 

membran fosfolipidlerindeki doymamış yağ asitlerinin varlığı nedeniyle, serbest radikal 

saldırılarına karşı oldukça duyarlıdır. Lipid peroksidasyonu OH., peroksil ve 

hidroperoksil gibi radikaller tarafından başlatılan ve membran yapısında yer alan çoklu  

doymamış yağ  asitlerinin oksidasyonunu içeren kimyasal bir olaydır. Biyolojik 

sistemlerde lipid peroksidasyonu, bir serbest radikal tarafından çoklu  doymamış  yağ  

asidi zincirindeki bir metilen grubundan hidrojen atomunun koparılması yoluyla 

başlatılır. Hidrojen atomunun ayrılması ile yağ asidi zinciri karbon merkezli lipid 

radikali özelliği kazanır. Oluşan lipid radikali moleküler oksijen ile reaksiyona girerek, 

lipid peroksil radikalini (LOO.) meydana getirir. Peroksil radikalleri komşu yağ asidi 

zincirinden hidrojen atomu kopararak, bir yandan yeni lipid radikallerinin oluşumuna 

neden olurken, bir yandan da açığa çıkan H.’i alarak hidrofilik özelliğe sahip lipid 

hidroperokside (LOOH) dönüşür. Lipid hidroperoksid çoğu zaman “lipid peroksid” 

olarak ifade edilir. Böylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonları kendi kendini 

kataliz ederek, devam eder. Bu zincir reaksiyonları ortamdaki oksijen konsantrasyonuna 
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ve antioksidan moleküllerin miktarına bağlı olarak radikal olmayan bir ürün oluşumuna 

kadar sürer (Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

 

Lipid peroksidasyonu sırasında oluşan lipid hidroperoksidlerin yüksek sıcaklık ya da 

metal iyonlarının etkisi ile yıkımı sonucu aldehidler, hidrokarbonlar, epoksidler ve 

ketonlar gibi sekonder lipid peroksidasyon ürünleri oluşur. Sekonder lipid 

peroksidasyon ürünleri arasında  aldehidler en toksik olanlarıdır ve bu ürünler hücrenin 

diğer bölümlerine difüze olarak, çeşitli hücre bileşenlerine zarar verirler. Biyolojik 

sistemlerde lipid hidroperoksidlerin yıkımı sonucu oluşan başlıca aldehidler, 

malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi-2-trans-nonenal’dir (Sinclair ve Barnett, 1990, 

Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

 

Malondialdehid, linolenik asid ve araşidonik asid gibi iki veya daha fazla çift bağ içeren 

çoklu doymamış yağ asidlerinin peroksidasyonu sırasında nonenzimatik olarak veya 

eikosanoid metabolizması sırasında enzimatik olarak oluşan uçucu bir moleküldür.  

MDA proteinlerin amino gruplarına, fosfolipidlere ve nükleik asitlere bağlanarak, 

organizmada toksik etki gösterir. MDA membranlardan kolaylıkla difüze olarak DNA 

bazları ile  reaksiyona girer ve mutajenik, genotoksik etkiler gösterir (Sinclair ve 

Barnett, 1990, Halliwell ve Gutteridge, 1999). 

 

Canlı organizmalarda oksidatif stres sonucu artan serbest radikal üretiminin neden 

olduğu lipid peroksidasyonu, genellikle çeşitli hastalıklarda meydana gelen doku 

hasarından sonra ortaya çıkabilir, bazen de doku hasarı oluşumuna ve hasarın 

ilerlemesine katkıda bulunabilir. Biyolojik membranlarda meydana gelen lipid 

peroksidasyonu sonucu oluşan lipid hidroperoksidlerin ve sekonder lipid peroksidasyon 

ürünlerinin etkisi ile hücre membran fonksiyonlarında bozulmalar, membran 

akıcılığında ve geçirgenliğinde değişimler, membrana bağlı reseptör ve enzimlerde 

inaktivasyon meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu direkt olarak membran 

yapısını bozarak, indirekt olarak ise reaktif aldehid üretimine neden olarak, diğer hücre 

bileşenlerine zarar verebilir. Böylece bir çok hastalığa ve doku hasarına neden olabilir. 

(Gutteridge ve Halliwell, 1990).  
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2.7.3. ROT/RNT’nin Ölçülmesi 

 

Son derece reaktif ve kısa ömürlü olmalarından dolayı, hücrelerde ROT ve RNT’nin 

ölçülmesi oldukça zordur. Bu yüzden, hücrede oksidatif stresi tespit ederken, ROT ve 

RNT’nin genellikle lipidlerle, proteinlerle ve DNA ile reaksiyonları sonucu oluşan 

çeşitli ürünlerin ölçümü gibi indirekt metodlar kullanılır. Bunlar arasında lipid 

peroksidasyon ürünlerinin ölçümü en sık kullanılan yöntemlerden biridir. Biyolojik 

numunelerdeki serbest radikal aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun göstergesi 

olarak, en yaygın ve kolay uygulanan metod tiyobarbiturik asit (TBA) testidir. Bu 

metod, lipid peroksidasyonunun son ürünü olan malondialdehid  ile TBA’nın düşük 

pH’da ısı etkisiyle reaksiyonu sonucu meydana gelen, pembe renkli kromojenin 

spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanmaktadır (Halliwell ve Chirico, 1993).  

 
2.8. ANTİOKSİDAN SAVUNMA SİSTEMLERİ 

 

Hedef molekülün oksidatif hasara uğramasını geciktiren veya engelleyen maddeler 

“antioksidan” olarak tanımlanır. Hücreler, herhangi bir nedenle üretimi artan reaktif 

oksijen türevlerinin meydana getireceği zararlı etkilere karşı korunmak amacıyla, 

normal fizyolojik koşullarda çeşitli antioksidan savunma sistemleri geliştirmişlerdir. 

(Halliwell, 1994).  

 

Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar şeklinde sınıflandırılabilir. 

Ökaryotik organizmalardaki tüm hücreler enzimatik antioksidanları içerirler. 

Detoksifikasyon mekanizmasında iş gören başlıca antioksidan enzimler; süperoksit 

dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)’dır. Bunlara ek olarak 

indirekt antioksidan fonksiyonları yerine getiren bazı yardımcı enzimler de vardır. 

Glutatyon disülfidin (GSSG) indirgenmiş glutatyona (GSH) dönüşümünü kataliz eden 

glutatyon redüktaz (GR) ile reaktif bileşiklerin taşınması ve eliminasyonunda görev alan 

glutatyon-S-transferaz (GST) yardımcı antioksidan enzimlere  iyi birer örnektir  Enzim 

olmayan başlıca antioksidanlar ise C vitamini (askorbik asit), E vitamini (α-tokoferol), 

β-karoten, glutatyon, melatonin, ürik asit, albümin, bilirubin ve ferritin, transferin, 

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

Hücrelerde antioksidan savunma sistemine dahil olan, ancak enzim yapısında 

bulunmayan bazı serbest radikal savıcılar mevcuttur. Bunlar arasında, pek çok reaktif 

oksijen/nitrojen türevleri ile reaksiyona girme potansiyeline sahip olan glutatyon 

(GSH),  hücreleri oksidatif hasara karşı koruyan, önemli bir antioksidan moleküldür. 

Glutatyon,  γ-glutamik asid, sistein ve glisin aminoasidlerinden doğal olarak oluşan, 

protein olmayan bir tiyol bileşiğidir. GSH’nın hücre içi stabilitesini sağlayan ve 

fonksiyonları ile ilişkili olan iki önemli karakteristik yapısal özelliği vardır. Bu 

özellikler tiyol (-SH) grubunu ve  γ-glutamil grubunu içermesidir (Meister, 1988).  

 

 
Şekil 2.10: Sülfidril bağımlı GSH metabolizması. Oksidasyon- redüksiyon siklusu ve tiyoeter 

oluşumu. (Arrick ve Nathan, 1984). 
 
 

Tüm hayvan hücrelerinde bulunan glutatyon indirgenmiş formda sitozolde sentezlenir, 

ancak mitokondride ve nukleusta da az miktarda bulunmaktadır. Vücutta GSH 

sentezinden sorumlu organ ise karaciğerdir. Memeli hücrelerinde GSH, dinamik olarak 

birbirine dönüşebilen üç ya da dört farklı metabolit olarak bulunmaktadır. Normal 

durumlarda hücre içi glutatyonun büyük bir kısmı indirgenmiş formda (tiyol formunda, 

GSH) dır. GSH’nın nonenzimatik olarak veya GPx’ın etkisiyle enzimatik olarak 

oksidasyonu sonucu oluşan okside glutatyon (disülfid formu, GSSG) ise oldukça düşük 

konsantrasyonlarda (total GSH’nın %2’sinden de az oranda) bulunmaktadır. GSSG’nin 

glutatyon redüktaz enzimi tarafından GSH formuna indirgenmesi normal durumlar 

altında dengede olmasına karşın, hücrelerin oksidatif strese maruz kalması sonucu bu 
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denge bozulabilmektedir. Hücre içi GSH üçüncü formunda,  düşük molekül ağırlıklı 

bileşiklere ve proteinlere disülfidler halinde bağlanabilir. Diğer bir GSH formu da GSH 

tiyol esterleridir (Arrick ve Nathan, 1984, Meister, 1988) (Şekil 2.8).  

 
 

Glutatyon H2O2, lipid peroksidleri, disülfidler ve serbest radikaller gibi toksik 

metabolitleri  indirgeme özelliğinden dolayı canlılarda meydana gelen detoksifikasyon 

reaksiyonlarında önemli rol oynamaktadır. Bu tripeptid, glutatyon peroksidaz ve 

glutatyon S-transferaz enzimlerinin spesifik substratları olmasının yanı sıra mikrozomal 

peroksidazların katalizlediği reaksiyonlara da katılmaktadır (Freeman ve Crapo, 1982, 

Kaplowitz ve diğ., 1985). Formaldehid dehidrogenaz, glioksilaz ve prostaglandin 

endoperoksidaz izomerazlar gibi bazı enzimlerin kofaktörüdür. GSH, indirgenmiş 

piyridin nukleotidi kullanarak, hücre içi sistein ve proteinlerin tiyol formlarının 

oluşumunda görev alan sistemin önemli bir bileşenidir. Ayrıca GSH serbest radikalleri 

ve peroksidleri detoksifiye eden çeşitli proteinlerin ve nükleik asitlerin sentezi ile ilişkili 

reaksiyonlarda da görev alır (Meister, 1988). 

 

Bu fonksiyonları ile GSH dokuda oluşan oksidatif strese karşı korunmada çok önemli 

bir antioksidan olması nedeniyle, oksidatif durumlarda dokuda ya da kanda meydana 

gelen GSH düzeyindeki değişimleri tespit etmek oldukça önemlidir. Bu amaçla 

kullanılan en geçerli yöntemlerden biri, Ellman tarafından geliştirilen ve Beutler ve 

arkadaşları (1963) tarafından modifiye edilen yöntemdir. 

 

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz 
 

 Hücrelerde organik ve inorganik peroksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu olan 

glutatyon peroksidaz (EC.1.11.1.9) oksidatif hasara karşı hücresel savunmada ve lipid 

peroksidasyonunun engellenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Bu enzim, substrat 

olarak inorganik bir peroksit olan H2O2’i katalaz ile paylaşmasına karşın, lipid 

peroksitleri ve diğer organik hidroperoksitleri tek başına etkili bir biçimde detoksifiye 

edebilir. GPx, indirgeyici ajan olarak GSH’yı kullanarak H2O2’in ve diğer pek çok 

peroksitin (ROOH) alkole (ROH) ve suya indirgenme reaksiyonunu kataliz eder. (Mates 

2000). 
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2ROOH + 2GSH  ROH + GHGH + H O⎯⎯⎯→GPx  

 

Memelilerde bugüne kadar tespit edilen GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 ve GPx5 olarak 

adlandırılan 5 faklı GPx izoenzimi mevcuttur (Mates 2000). Ancak bu enzimin esas 

olarak selenyuma bağımlı (Se-GPx) ve selenyumdan bağımsız GPx olmak üzere iki ana 

tipi tanımlanmıştır. Se-GPx, hem organik peroksitlerin hem de H2O2 gibi inorganik 

peroksitlerin; selenyumdan bağımsız GPx ise sadece organik peroksitlerin indirgenme 

reaksiyonunu kataliz eder. Se-GPx enzimi yaklaşık 80 kDa molekül ağırlığa sahiptir ve 

aktif bölgesinde bir selenosistein bakiyesi içeren birbirine eş dört alt üniteden meydana 

gelir (Mannervik, 1985). Glutatyon peroksidaz enzimi tüm dokularda bulunmasına 

karşın, dokudaki her bir izoform düzeyi doku tipine bağlı olarak değişiklik gösterir. 

Hücre içinde ise sitozolde ve mitokondrilerde lokalize olmuştur (Halliwell, 1994). 

 

2 2 22GSH + H O   H O + GSSG + NADPH  2GSH + NADP⎯⎯⎯→ ⎯⎯⎯→GPx GR  

 

Dokudaki GPx aktivitesinin tayini için en çok kullanılan yöntem, Paglia ve Valentine 

(1967) tarafından geliştirilen indirekt ölçüm metodudur.  

 

2.8.3. Katalaz 
 

Çift fonksiyona sahip olan katalaz (EC 1.11.1.6) antioksidan savunma sisteminin önemli 

bir enzimidir. Katalaz enzimi, H2O2’i su ve oksijene dönüştürerek, hücreler için zararsız 

hale getirir. Bundan başka, metanol, etanol, fenoller ve formik asit gibi H vericilerinin 1 

mol peroksid ile reaksiyonu sonucu oksitlenmesini peroksidaz aktivitesi göstererek 

katalizler.  

 

2 2 2 22H O   2H O + O⎯⎯⎯⎯⎯→Katalaz  
 

2 2ROOH + AH   H O + ROH + A⎯⎯⎯⎯⎯→Katalaz  

 

Katalaz aktif kısmında ferriprotoporfirin grubu içeren 4 protein alt ünitesinden oluşan 

bir hemoproteindir. Molekül ağırlığı 240 kDa olan bu enzim, hemen hemen tüm 

dokularda aktivite gösterir, ancak karaciğerde, böbreklerde ve kanın eritrositlerinde 
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fazla miktarda bulunur. Hücre içinde ise özellikle peroksizomlarda yoğunlaşmıştır,  

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

 

CAT aktivitesi ya H2O2 yıkımı sonucu oluşan H2O2’teki azalmanın ya da O2 

oluşumundaki artışın takip edilmesi yoluyla ölçülebilir (Aebi, 1974). 

 

2.8.4. Süperoksit Dismutaz 
 

Süperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), oldukça reaktif olan süperoksit radikalinin oksijene 

ve daha az toksik olan hidrojen peroksite dönüşümünü kataliz ederek, oksidatif strese 

karşı ilk savunma hattı olarak işlev gören antioksidan bir enzimdir. 

  

2 2 2 22O  + 2H   H O  + O•− + ⎯⎯⎯⎯→SOD  

 

İnsanlarda SOD’un sitozolik (CuZn-SOD), mitokondriyal Mn-SOD ve ekstrasellüler 

SOD (EC-SOD) olmak üzere üç formu vardır. CuZn-SOD ökaryotik hücrelerin hemen 

hepsinde bulunur. Hayvan hücrelerinde CuZn-SOD’un en büyük kısmı sitozolde 

lokalize olmuştur. Bununla birlikte lizozomlarda, nukleusta, iç ve dış mitokondri zarları 

arasındaki alanda ve peroksizomlarda az miktarda da olsa CuZn-SOD varlığı tespit 

edilmiştir. 32 kDa ağırlığındaki bu enzim, bir Cu ve bir Zn iyonu içeren aktif bölgeye 

sahip, birbirine eş yapıda 2 protein alt ünitesinden oluşur (Mates 2000). 

 

Dokularda süperoksit dismutaz enzim aktivitesini ya da protein düzeyini belirlemek için 

pek çok yöntem geliştirilmiştir. Ancak bunlar arasında en çok kullanılan enzim 

aktivitesinin indirekt metodlar ile spektrofotometrik olarak ölçülmesidir (Fridovich, 

1974). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 
Bu çalışmaya İstanbul Üniversitesi Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü (DETAE) Deney 

Hayvanları Etik Kurulu’nun 20.09.2005 tarih ve  45 sayılı kararı ile etik kurul onayı 

verilmiştir. Çalışmada, İstanbul Üniversitesi DETAE’de yetiştirilen 8-10 haftalık 48 

adet BALB/c erkek fare kullanılmıştır. Deney öncesi ve deney süresince hayvanlar, 

standart pelet yem ve musluk suyu ile beslenerek, kontrollü laboratuvar şartlarında 

muhafaza edildiler.  Rastgele seçilen hayvanlar 6 gruba ayrıldı: 

 

I. Grup: Dimetil sülfoksit (DMSO) ve fosfat tamponu (PBS) verilen kontrol grup 

(n=7) 

II. Grup: TNF-α verilen grup (n=7) 

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

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

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

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

 

I. grubu oluşturan kontrol hayvanlara, Act D’nin çözücüsü olarak kullanılan DMSO 1.1 

mg/ml dozda intraperitonal yolla enjekte edildikten 2 dakika sonra, TNF-α ve  

h[Gly2]GLP-2’nin çözücüsü olarak kullanılan PBS (pH 7.4) intraperitonal yolla enjekte 

edildi. II. grubu oluşturan farelere, 15 µg/kg TNF-α (Sigma-T6674) tek doz olarak 

intraperitonal yolla enjekte edildi. III. gruba ait  hayvanlara, 800 µg/kg  Act D (Sigma- 

A1410) tek doz olarak intraperitonal yolla enjekte edildi. IV. grubu oluşturan farelere, 

ince bağırsak hasarı oluşturmak amacıyla 800 µg/kg  Act D ve ondan 2 dakika sonra 15 

µg/kg TNF-α, her ikisi de intraperitonal yolla enjekte edildi. V. gruba ait  hayvanlara, 

PBS’te (pH 7.4) çözündürülen GLP-2’nin yıkıma dirençli analoğu h[Gly2]GLP-2 

(Bachem, özel sentez), 200 µg/kg  dozda subkutanöz yolla 10 gün boyunca 12 saatte bir 

(9.00, 21.00) enjekte edildi. VI. gruba ait farelere ise, h[Gly2]GLP-2 V. grup ile aynı 

doz ve sürede uygulandıktan sonra 11. gün saat 9.00’da, hasar oluşturan ajanlar Act D 

ve TNF-α yukarıda belirtilen dozlarda intraperitonal yolla enjekte edildi. 
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Deneyden bir gün önce 16 saat süreyle aç bırakılan II., IV. ve VI. gruba ait hayvanlar,  

TNF-α 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. HİSTOLOJİK YÖNTEMLER 

 

Hızla çıkartılan ince bağırsak dokularında oluşan morfolojik hasarı tespit edebilmek ve 

GLP-2’nin bu hasar üzerindeki etkisini ortaya koyabilmek amacıyla histolojik 

yöntemler uygulanmıştır. Histolojik yöntemler için I., II., III. ve V. gruplara ait 5’er 

hayvanın, IV. ve VI. gruplara ait 7’şer hayvanın jejunum dokuları kullanıldı. Jejunumun 

pilordan 10 cm uzakta yer alan kısmından 0.5’er cm’lik segmentler halinde alınan 

dokular, Bouin fiksatifinde 22 saat fikse edilip, rutin takip işlemlerinden geçirildikten 

sonra, parafin içinde bloklandı. 5 µm kalınlığında alınan doku kesitleri Masson’un üçlü 

boyası (Humanson, 1972) ve periodik asit Schiff (PAS) (Humanson, 1972) ile 

boyanarak, Olympus CX 41 model ışık mikroskobu ile incelendi ve Olympus PM-

C35DX  model kamera ile fotoğrafları çekildi. 

 

3.1.1. Histolojik Hasar Skoru 
 

Bu çalışmada, epitel hücrelerinde hiperplazi, epitel hücrelerinde vakuolizasyon, koyu 

sitoplazmik reaksiyon veren hücre sayısında artış, çizgili kenarda devamsızlık, villus 

bütünlüğünde bozulma ve kayıp, villusların lamina propriasında ödem, bez 

bütünlüğünde bozulma ve kayıp, bez hücrelerinde hipertrofi, mukozada nekrotik alan, 

mukozada inflamatuvar hücre infiltrasyonu, mukoza ve submukozada hiperemi gibi ışık 

mikroskobik kriterler göz önüne alınarak Masson’un üçlü boyası ile boyanan jejunum 

kesitlerine ait histolojik hasar skoru saptandı. Bu kriterlere göre her bir bireye ait 

jejunum kesitleri değerlendirildi. Her bir histolojik kriter 0 (hasarsız), 1 (az hasar), 2 

(orta hasar) veya 3 (şiddetli hasar) şeklinde skorlandırıldı (Sukumar ve diğ., 1999). 

Total skor, incelenen 11 histolojik kritere ait skor toplamından elde edildi ve maksimum 

histolojik skor bir birey için 33 olarak kabul edildi. Her bir birey için elde edilen 

histolojik hasar skorlaması istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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3.2. TARAMALI ELEKRON MİKROSKOPİ (SEM) YÖNTEMİ 

 

Bu yöntem için jejunumdan alınan dokular, PBS ile hazırlanan %2’lik glutaraldehid 

solüsyonu (0.1 M, pH 7.2) ile 2 saat fikse edildikten sonra, aynı tamponla hazırlanan 

%1’lik  osmium tetraoksit solüsyonunda 1 saat postfiksasyona tabi tutuldu. Fikse edilen 

doku parçaları yükselen alkol serilerinden geçirildikten sonra, amil asetata alındı. Doku 

örnekleri kritik nokta kurutma cihazı ile kurutularak, altınla kaplandı. Altın kaplı 

örneklerde, bağırsak epitel hücrelerinin yüzey morfolojileri JEOL 5200 JSM model 

taramalı elektron mikroskobu ile incelendi. 

3.3. TUNEL (İn Situ TdT Aracılı DNA Kırık Uç İşaretleme) YÖNTEMİ 

İnce barsağın jejunum bölgesinden alınan doku parçalarına ait parafin kesitlere in situ 

TdT (terminal deoksinükleotidil transferaz) aracılı DNA kırık uç işaretleme yöntemi 

uygulanarak, DNA kırık uçları taşıyan apoptotik hücreler işaretlendi. ApopTag Plus 

Peroksidase kiti (Millipore S7101) kullanılarak yapılan işaretleme, kit için öngörülen 

metod geliştirilerek uygulandı. Bu yöntem için, I., II., III. ve V. gruplara ait 3’er 

hayvanın, IV. ve VI. gruplara ait 5’er hayvanın ince barsak dokusu kullanıldı. İnce 

barsağın 11-12. cm’leri arasında kalan jejunum bölgesinden alınan doku parçaları % 10 

tamponlanmış formalinde 18 saat fikse edildikten sonra, yükselen alkol serilerinden 

geçirilerek, parafin içinde bloklandılar. Bloklanan doku parçalarından 5 µm kalınlığında 

alınan kesitler, Poly-L-lysine ile kaplı lamlar üzerine alındıktan sonra, deparafinizasyon 

ve rehidratasyon işlemlerine tabi tutuldular. Rehidratasyondan sonra PBS (pH 7.4) ile 

yıkanan kesitler, proteolitik sindirim için proteinaz K (20 µg/ml) ile oda ısısında 15 

dakika inkübe edildi. Bu aşamadan sonra distile su ile yıkanan kesitler, dokudaki 

endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi için % 3 H2O2 ile 10 dakika oda ısısında 

muamele edildi. Kesitler PBS ile yıkandıktan sonra, üzerlerine 75 µl dengeleme 

tamponu konularak 30 dakika oda ısısında inkübe edildi. Bu işlemi takiben, kurulanan 

kesitlere 55 µl TdT enzim karışımı 1 saat süreyle nemli ortamda ve 37 0C’de uygulandı. 

İnkübasyon sonrası enzim reaksiyonunun durdurulması amacı ile durdurma / yıkama 

tamponu ile oda ısısında 10 dakika yıkandılar. Bir sonraki aşamada, PBS ile yıkanan 

kesitler 65 µl anti-digoksigenin peroksidaz konjugatı ile oda ısısında 30 dakika 

muamele edildi. PBS ile yıkamadan sonra DAB (diaminobenzidin) kromojeni uygulandı 
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ve işaretli hücrelerin mikroskopta görünür hale geldiği gözlendikten sonra, kesitler saf 

suya alınarak reaksiyon durduruldu. Metil green ile zıt boyamaya tabi tutulan kesitler, 

hızla absolü alkol ve ksilolden geçirildikten sonra entellan ile kaplanarak, lamelle 

kapatıldı. Pozitif kontrol kesit olarak, yavruları sütten kesildikten 3-5 gün sonra normal 

dişi sıçandan alınan meme dokusu kullanıldı. Negatif kontrol kesitlere ise TdT enzim 

karışımı yerine PBS uygulandı. 

 

Jejunum kesitlerinde TUNEL pozitif reaksiyon veren apoptotik hücreler hücresel 

büzülme, kromatin kondensasyonu ve marjinasyonu ile apoptotik cisimlerin varlığı gibi 

bazı morfolojik kriterler de dikkate alınarak ayırt edildi. Apoptotik hücreler Olympus 

CX41 model ışık mikroskobunda X400 büyütmede incelenerek ve video adaptörü 0.5X 

olan, ışık mikroskobuna bağlı Olympus DP71 model dijital kamera ile fotoğrafları 

çekildi. Tüm kesitlerde hem Lieberkühn kriptalarında hem de villuslardaki TUNEL 

pozitif epitel hücreleri ayrı ayrı sayılarak değerlendirildi. Villuslardaki apoptotik indeks 

oranı, her kesit için rastgele seçilen 10 villustaki TUNEL pozitif epitel hücre sayısının, 

villuslardaki toplam epitel hücre sayısına oranının 100 ile çarpılması şeklinde 

hesaplandı. Kriptlerdeki apoptotik indeks oranı ise her kesit için rastgele seçilen 20 tam 

kriptteki TUNEL pozitif epitel hücre sayısının, kriptlerdeki toplam epitel hücre sayısına 

oranının 100 ile çarpılması şeklinde hesaplandı. 

   

TUNEL pozitif villus epitel hücre sayısıVilluslarda apoptotik indeks (%)    100
Toplam villus epitel hücre sayısı

= ×  

 

TUNEL pozitif kript epitel hücre sayısıKriptlerde apoptotik indeks (%)    100
Toplam kript epitel hücre sayısı

= ×  

 
3.4. İMMUNOHİSTOKİMYASAL YÖNTEMLER 

 

3.4.1. PCNA İmmunohistokimyası 

 

Bu çalışmada, ışık mikroskobu düzeyinde PCNA immunlokalizasyonu “Streptavidin-

Biyotin-Peroksidaz” yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir (Javois, 1999). 
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İmmunohistokimyasal yöntemde, I., II., III. ve V. gruplara ait 4’er hayvanın, IV. ve VI. 

gruplara ait 5’er hayvanın ince barsak dokusu kullanıldı. PCNA immunohistokimyası 

için, % 10 tamponlanmış formalinde fikse edilen jejunum dokuları kullanıldı. 5 µm 

kalınlığında alınan kesitler, Poly-L-lysine ile kaplı lamlar üzerine alındıktan sonra, 

deparafinizasyon ve rehidratasyon işlemlerine tabi tutuldu. Rehidratasyondan sonra 

distile suya alınan kesitler, mikrodalga fırında 10mM sitrat tamponunda (pH 6) 10 

dakika boyunca 700 W’ta kaynatılarak, antijen iyileştirmesine maruz bırakıldı. Bu 

aşamadan sonra PBS (pH 7.4) ile yıkanan kesitler membran permeabilizasyonu için 

%0.3’lük Triton X-100 ile 10 dakika boyunca inkübe edildi. Endojen peroksidaz 

aktivitesinin inhibe edilmesi amacıyla kesitlere, oda ısısında ve nemli ortamda, 

metanolde hazırlanan %3’lük H2O2 solüsyonu 10 dakika uygulandı. Bundan sonraki 

aşamalar Ultravision Detection System Kiti (Lab Vision TM-125-HL) ile kit için 

öngörülen metoda uygun olarak gerçekleştirildi. Dokuda spesifik olmayan 

bağlanmaların engellenmesi için kesitlere bloke edici solüsyon 5 dakika uygulandıktan 

sonra, kesitler antikor sulandırma solüsyonu (Lab Vision) ile 1/50 dilüsyonda hazırlanan 

PCNA için spesifik olan primer antikor (Clone PC10, NeoMarkers MS-106) ile oda 

ısısında 40 dakika inkübe edildi. Negatif kontrol kesitlere bu aşamada antikor yerine 

PBS uygulandı. Sırasıyla biyotinlenmiş sekonder antikor ile streptavidin-peroksidaz 

enzim konjugatı 15’er dakika uygulandı. Renk reaksiyonu gerçekleştirmek amacıyla 

kesitler AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) kromojen ile muamele edildi ve mikroskopta 

spesifik immun reaksiyonun oluşumu gözlendikten sonra, kesitler distile suya alınarak 

reaksiyon durduruldu. Kesitler Mayer Hematoksilin ile zıt boyamaya tabi tutuldu. 

Primer antikor uygulamasından önceki basamak hariç, diğer tüm basamaklar arasında 

kesitler PBS ile 10’ar dakika yıkandı. Son aşamada kesitler GVA kapatma solüsyonu ile 

kaplanarak lamelle kapatıldı.  

 

Jejunum kesitlerinde PCNA immunohistokimyası ile işaretlenen Lieberkühn 

kriptalarındaki çoğalmakta olan epitel hücreleri Olympus CX41 model ışık 

mikroskobunda X400 büyütmede incelendi ve Olympus PM-C35DX model kamera ile 

fotoğrafları çekildi. Kript hücrelerinin çoğalma indeksi, her kesit için rastgele seçilen 20 

tam kriptteki PCNA pozitif epitel hücre sayısının, kriptlerdeki toplam epitel hücre 

sayısına oranının 100 ile çarpılması şeklinde hesaplandı.  
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PCNA pozitif kript hücre sayısıHücre çoğalma indeksi (%)    100
Toplam kript hücre sayısı

= ×  

 
3.4.2. Somatostatin ve Kolesistokinin İmmunohistokimyası 
 
 

Jejunum kesitlerinde ışık mikroskobik düzeyde somatostatin ve kolesistokininin ayrı 

ayrı immunlokalizasyonları “Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz” yöntemi kullanılarak 

tespit edildi (Javois, 1999).  Yöntemde, I., II., III. ve V. gruplara ait 4’er hayvanın, IV. 

ve VI. gruplara ait 5’er hayvanın % 10 tamponlanmış formalinde fikse edilen jejunum 

dokuları kullanıldı. Somatostatinin ve kolesistokininin immunohistokimyasal olarak 

gösterilmesi için yukarıda ayrıntıları ile anlatılan, PCNA immunohistokimyası için 

kullanılan, yöntem uygulanmıştır. Farklı olarak 1/50 dilüsyonda hazırlanan somatostatin 

için spesifik olan primer antikor (Thermo RB-038) veya kolesistokinine spesifik primer 

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

 

Jejunum kesitlerinin her alanında, somatostatin veya CCK-8 antikoru ile villuslarda ve 

kriptlerde işaretlenen, spesifik hücreler Olympus CX41 model ışık mikroskobunda 

X400 büyütmede incelenerek sayıldı ve Olympus PM-C35DX model kamera ile 

fotoğrafları çekildi. Her bir kesitteki mukozal alan, ışık mikroskobuna bağlı Olympus 

DP 71 dijital kamera (35 mm) ve Olympus Analysis 5 Dijital Imaging bilgisayar 

programı kullanılarak, X4’lük objektif ile µm2 cinsinden tespit edildi. Bir kesit için elde 

edilen toplam immunreaktif endokrin (somatostatin veya CCK) hücre sayısı kesit 

alanına oranlanarak, 1 mm2 mukoza alanı başına düşen somatostatin veya CCK hücre 

sayısı belirlendi. 

 
3.5. BİYOKİMYASAL YÖNTEMLER 

 

İnce bağırsağa ait  doku örnekleri, %0.9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yıkandıktan ve 

kurulandıktan sonra ağırlıkları saptandı. Ağırlıkları saptanan doku parçaları, 1 g doku 

için 10 ml FTS ile sulandırılarak, cam homojenizatörde ve buz dolu bir kabın içinde 

homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 10.000 g’de 20 dakika (+4˚C’de) 

santrifüj edilerek, süpernatant elde edildi. Elde edilen süpernatantlar, -86˚C’lik derin 

dondurucuda analizlerin yapılacağı güne kadar saklandı. Analizlere başlanmadan önce  
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-86˚C’den alınan örneklerin, önce -20˚C’lik derin dondurucuda, daha sonra da +4˚C’de 

bir süre bekletilerek çözünmeleri sağlandı. Çözünen örnekler analizlerin yapılacağı gün 

tekrar santrifüj edilerek berrak süpernatant elde edildi. 

 

 İnce bağırsak homojenatlarında Lowry metoduna göre total protein (Lowry ve diğ., 

1951), Beutler metoduna göre glutatyon (Beutler, 1979), Ledwozyw metoduna göre 

malondialdehid (Ledwozyw ve diğ., 1986) miktarları; Aebi metoduna göre katalaz 

(Aebi, 1974), Paglia-Valentine metoduna göre glutatyon peroksidaz (Paglia ve 

Valentine, 1967), Sun metoduna göre süperoksid dismutaz (Sun ve diğ., 1988) 

aktiviteleri spektrofotometrik (Schimadzu UV 1700) olarak tayin edildi.   

 

3.5.1. Total Protein Tayini 
 

Dokuda protein miktar tayini için Lowry metodu kullanıldı (Lowry ve diğ., 1951). 

Proteinlerin yapısındaki aromatik halka içeren amino asitler, alkali ortamda ve bakır 

varlığında folin reaktifinde bulunan fosfomolibdotungustik asiti indirgeyerek mavi 

renkli bir kompleks oluştururlar. Oluşan mavi rengin spektrofotometrede 500 nm dalga 

boyunda verdiği absorbans şiddeti, protein konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. 
 

3.5.1.1. Kullanılan Çözeltiler 

A Reaktifi  : %2 Na2CO3 (0.1 N NaOH içerisinde)  

 0.1 N NaOH;  4 g NaOH ultra saf suda çözülerek, son  

hacim 1000 ml’ye tamamlandı. 

%2 Na2CO3;  2 g Na2CO3 0.1 N NaOH çözeltisi ile 

çözülerek 100 ml’ye tamamlandı. 

 

B Reaktifi  : %0.5 CuSO4.5H2O (%1 dipotasyum tartarat içerisinde) 

%1 dipotasyum tartarat; 1 g dipotasyum tartarat ultra saf 

su ile çözülerek 100 ml’ye tamamlandı. 

%0.5 CuSO4.5H2O;  0.05 g CuSO4.5H2O tartıldıktan 

sonra, %1’lik dipotasyum tartarat çözeltisiyle çözülerek 

son hacim 10 ml’ye tamamlandı.  Bu çözelti her gün taze 

olarak hazırlandı. 
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C Reaktifi :  (Alkali bakır sülfat çözeltisi) 50 ml A reaktifi ve 1 ml B 

reaktifi alınarak hazırlandı.  Bu karışım kullanmadan 

hemen önce taze olarak hazırlandı. 

 

E Reaktifi 

(Folin Reaktifi)  : 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 derişik HCl konuldu. Geri soğutucu 

altında 10 saat kaynatıldı. 150 g Li2SO4, 50 ml ultra saf su 

ve birkaç damla brom ilave edildi.  Bromun fazlasını 

uzaklaştırmak için 15 dakika kaynatıldı, soğutuldu ve 

ultra saf su ile son hacim 1 l’ye tamamlandı. Reaktif 

deneyde kullanılırken 1:2 oranında ultra saf su ile 

seyreltilerek kullanıldı.  

 

Standart Çözelti : 100 mg sığır serum albumin (BSA), %0.9’luk FTS ile 100 

ml’ye tamamlanarak stok çözelti hazırlandı.  Bu stoktan 

seyreltmeler yapılarak %5, %10, %15 ve %20’lik çalışma 

standart çözeltileri hazırlandı.  

 

Doku Süpernatantı :    %0.9’luk FTS ile 100 kat seyreltilerek kullanıldı. 
 

3.5.1.2. Yöntem 

Kör, standart ve örnek tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 
 
Reaktifler 

 
Kör 

 
Standart 

 
Örnek 

 
%0.9’luk FTS 

 
0.5 ml 

 
- 

 
- 

 
Çalışma Standardı 

 
- 

 
0.5 ml 

 
- 

 
Seyreltik Doku Süpernatantı 

 
- 

 
- 

 
0.5 ml 

 
C Reaktifi 

 
2.5 ml 

 
2.5 ml 

 
2.5 ml 
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Tüpler vorteks ile karıştırılıp, oda ısısında 10 dakika bekletildi. 10 dakika sonra her bir 

tüpe 0.25 ml E reaktifi (Folin ayıracı) eklendi. Tüpler vorteks ile karıştırılıp oda ısısında 

30 dakika bekletildikten sonra, spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda absorbanslar 

köre karşı okundu.   
 

3.5.1.3. Hesaplama 

Standart grafik yardımıyla % mg cinsinden total protein miktarı hesaplandı. Total 

protein standart grafiği Şekil 2’de gösterildi. Grafikten elde edilen değer, seyreltme 

katsayısı (100) ile çarpıldı. 

 

y = 0.0134x + 0.0095
R2 = 0.9989
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Şekil 3.1: Total protein standart grafiği. 
 

 

3.5.2. Lipid Peroksidasyon Tayini 
 

Ledwozyw metoduna göre (Ledwozyw ve diğ., 1986), dokuda lipid peroksidasyonu 

sonucu oluşan malondialdehid’in tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu oluşan 

pembe renkli kromojenin 532 nm dalga boyundaki absorbansı spektrofotometrik olarak 

değerlendirildi.   
 

3.5.2.1. Kullanılan Çözeltiler 

1.22 M Trikloroasetik asit (TCA) : 19.93 g TCA, 0.6 M HCl ile 100 ml’ye                  

tamamlandı.  

 



45 

 

0.6 M HCl :  %37’lik HCl’den 4.973 ml alınarak 100 ml’ye   

ultra saf  su ile tamamlandı. 

 

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

saf su ile çözüldü. 

 

1 M NaOH : 4 g NaOH ultra saf su ile 100 ml’ye 

tamamlandı. 

    

Standart Çözelti : 4.4 nmol/ml 1.1.3.3-tetra etoksi propan 
 

3.5.2.2. Yöntem 

Kör, standart ve örnek tüpleri aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 
 
Reaktifler 

 
Kör 

 
Standart 

 
Örnek 

 
Ultra Saf Su 

 
0.5 ml 

 
- 

 
- 

 
Standart Çözelti 

 
- 

 
0.5 ml 

 
- 

 
Doku Süpernatantı 

 
- 

 
- 

 
0.5 ml 

 
TCA 

 
2.5 ml 

 
2.5 ml 

 
2.5 ml 

 

Tüpler vortekste karıştırılıp, oda ısısında 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonra her bir 

tüpe 0.75 ml  TBA çözeltisi eklendi. Tüpler vorteks ile karıştırılıp, 30 dakika kaynar su 

banyosunda ağızlarına bilye kapatılarak bekletildi.  Daha sonra tüpler soğutulup, üzerine 

2 ml n-butanol eklendikten sonra, 1 dakika boyunca kuvvetlice çalkalanarak 

ekstraksiyon yapıldı. 4000 g’de 10 dakika santrifüj edilen örneklere ait süpernatantlar 

alınarak, spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda absorbans köre karşı okundu. 

Sonuçlar aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı. 
 

3.5.2.3. Hesaplama 

 ( ) abs

abs

× 

× 

Örnek  4.4MDA nmol mg protein =
Std  P′

 

 



46 

 

Örnekabs :   Örneğin absorbansı 

Stdabs :    Standardın absorbansı 

4.4             :   Standart çözeltinin konsantrasyonu (nmol/ ml) 

P′        :   mg/ml cinsinden doku protein miktarı 

 
3.5.3. Glutatyon Tayini 
 

İnce bağırsak homojenatlarından elde edilen süpernatantlarda indirgenmiş glutatyon 

miktarı, Beutler yöntemi kullanılarak belirlendi (Beutler, 1979). Yöntemde, reaksiyon 

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

sülfidril grupları ile  reaksiyonu sonucu oluşan sarı renkli ürünün, spektrofotometrede 

412 nm dalga boyunda verdiği absorbans şiddeti değerlendirildi. 
 

3.5.3.1. Kullanılan Çözeltiler   

Çöktürme Çözeltisi                     :     1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2 g EDTA-Na2  

ya da EDTA-K2  ve 30 g NaCl  ultra saf suda 

çözülerek 100 ml’ye tamamlandı. Çözelti +4˚C’de 

3 hafta dayanıklıdır. 

 

%1’lik Sodyum Sitrat : 1 g sodyum sitrat ultra saf suda çözülerek 100 

ml’ye tamamlandı.  Bu çözelti DTNB reaktifi 

hazırlanırken kullanıldı. 

 

DTNB Reaktifi   :    40 mg DTNB %1’lik sodyum sitrat çözeltisinde 

çözülerek, bu çözelti ile 100 ml’ye tamamlandı.  

Hazırlanan reaktif  +4˚C’de 13 hafta dayanıklıdır. 

 

Sekonder Sodyum Fosfat : 0.3 M  Na2HPO4 çözeltisi hazırlandı.  Bu çözelti 

+4˚C’de saklandı. 

 

GSH Standart Çözeltisi : 100 mg GSH ultra saf su ile çözülerek 100 ml’ye 

tamamlandı.  Bu stok çözeltiden %1, %2.5 ve %5 

mg GSH olacak şekilde çalışma standart 

çözeltileri taze olarak hazırlandı.  
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3.5.3.2. Yöntem 

Deney tüpüne 0.6 ml doku homojenatı ile 0.9 ml çöktürme çözeltisi konulup, vorteks ile 

karıştırıldıktan sonra 4000 g’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüjleme sonrasında 

çökelti atılarak süpernatant alındı.  Bu işlemlerden sonra kör, standart ve örnek tüpleri 

aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 
 
Reaktifler 

 
Kör 

 
Standart 

 
Örnek 

 
Ultra Saf Su 

 
0.5 ml 

 
- 

 
- 

 
Çalışma Standardı 

 
- 

 
0.5 ml 

 
- 

 
Doku Süpernatantı 

 
- 

 
- 

 
0.5 ml 

 
Sekonder Na Fosfat 

 
2 ml 

 
2 ml 

 
2 ml 

 
DTNB Reaktifi 

 
0.25 ml 

 
0.25 ml 

 
0.25 ml 

 
Tüpler vorteks ile karıştırıldıktan sonra oda ısısında 5 dakika bekletildi.  

Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda, köre karşı örnek ve standart çözeltilerin 

absorbansları okunarak kaydedildi. Sonuçlar aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı. 
 

3.5.3.3. Hesaplama 

( )
6

abs

abs

× × × 

× × 

Örnek  A 2.5 10GSH nmol mg protein =
Std  307.3 P

 

 

absÖrnek  :  Örneğin absorbansı 

absStd         :  Standardın absorbansı 

A  :  % mg standart konsantrasyonu 

P  :  % mg cinsinden doku protein miktarı 

307.3 :  Glutatyonun molekül ağırlığı 

 

3.5.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini 
 

İnce bağırsak süpernatantlarında, Paglia-Valentine metoduna göre GPx aktivite tayini 

yapıldı (Paglia ve Valentine, 1967). Glutatyon peroksidaz, H2O2 varlığında redükte 

glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yükseltgenmesini katalizler. GSH-Px 
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reaksiyonu ile oluşan GSSG, NADPH’nın indirgeyici substrat olarak kullandığı 

glutatyon redüktaz (GR) reaksiyonu ile tekrar GSH’ya dönüşür. Bu reaksiyonlar 

sırasında NADPH’nın NADP’ye yükseltgenmesi ile oluşan absorbans azalışı, 366 nm 

dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülerek GPx aktivitesi hesaplandı. 
 

3.5.4.1. Kullanılan Çözeltiler 

PBS (0.25 M, pH 7; 2.5 mM EDTA  

ve 2.5 mM sodyum azid içeren) : Stok A: 3.4 g KH2PO4 ultra saf su ile 

çözülerek 100 ml’ye tamamlandı. 

Stok B: 13.4 g Na2HPO4.7H2O ultra saf 

su ile çözülerek, 200 ml’ye tamamlandı. 

A ve B solüsyonları hacimce 1:1.5 

oranında karıştırıldı. PH 7’ye 

ayarlanmadan önce 100 ml’lik tampona 

0.09306 g EDTA ve 0.01620 g sodyum 

azid ilave edildi. 

 

GSH (10 mM)                                         : 0.00307 g GSH ultra saf su ile çözülerek, 

1 ml’ye tamamlandı. Deneyden hemen 

önce taze hazırlandı.  

 

NADPH (2.5 mM)                                   : 0.00208 g NADPH ultra saf su ile 

çözülerek, 1 ml’ye tamamlandı. 

Deneyden hemen önce taze hazırlandı. 

 

Glutatyon Redüktaz (6 U/ml)    : Glutatyon redüktaz son hacim 100 µl 

olacak şekilde, PBS ile sulandırıldı. 

Deneyden hemen önce taze hazırlandı. 

 

H2O2 (12 mM)                                         : 13.6 µl %30’luk H2O2 ultra saf su ile 10 

ml’ye tamamlandı. Deneyden hemen 

önce taze hazırlandı. 
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3.5.4.2. Yöntem 

Kör ve örnekler aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 

Reaktifler 

 

Kör 

 

Örnek 

PBS 400 µl 400 µl 

GSH 100 µl 100 µl 

NADPH 100 µl 100 µl 

GR 100 µl 100 µl 

Doku süpernatantı - 200 µl 

Ultra Saf Su 200 µl - 

H2O2 100 µl 100 µl 

 

1 ml’lik kuvartz küvete H2O2 ilave edilerek reaksiyon başlatıldı. Kör tüpünün non-

enzimatik reaksiyon oranını belirlemek için ultra saf su körüne karşı, kör tüpünün ve 

örneğin 366 nm dalga boyunda absorbanslarındaki düşüş 3 dakika boyunca birer dakika 

aralıklarla kaydedildi. 
 

3.5.4.3. Hesaplama 

( ) ( ) ( )abs abs × 
∆ Örnek   ∆ Kör

GSH-Px U dak ml    5
6.22

−
=  

 

abs∆                        :  1 dakikadaki absorbans değişimi 

6.22x103 M-1 cm-1    :  Molar ekstinksiyon katsayısı 

5                           :  Toplam hacim/ doku süpernatantının hacmi 

 

 ( ) ( )
( )

GSH-Px U dak ml
GSH-Px Spesifik Aktivite U dak g protein   

Doku proteini g ml
=  

 

3.5.5. Katalaz Aktivite Tayini 
 

İnce bağırsağa ait doku süpernatantlarında CAT aktivitesi Aebi yöntemine göre tespit 

edildi (Aebi, 1974). Yöntem H2O2’nin katalaz aktivitesi ile yıkılmasının 240 nm dalga 
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boyunda absorbansta bir azalma olarak takip edilmesi esasına dayanır. Absorbansta 

gözlenen azalma hızı enzim aktivitesi ile doğru orantılıdır. 

  

3.5.5.1. Kullanılan Çözeltiler 

PBS (50 mM, pH 7)      : Stok A: 6.81 g KH2PO4 ultra saf su ile çözülerek 1 l’ye   

tamamlandı. 

Stok B: 8.9 g Na2HPO4.2H2O ultra saf su ile çözülerek 1 

l’ye   tamamlandı. 

A ve B solüsyonları hacimce 1:1.5 oranında karıştırıldı.  

 

H2O2 (30 mM)          : 340 µl %30’luk H2O2, PBS ile 100 ml’ye tamamlandı. 

Deneyden hemen önce taze hazırlandı. 

 

Doku Süpernatantı    : İnce bağırsağa ait doku süpernatantı % 0.9’luk FTS ile 10 

kat seyreltilerek kullanıldı.  
 

3.5.5.2. Yöntem 

Kör ve örnekler aşağıdaki gibi hazırlandı. 

 
 
Reaktifler 

 
Kör  

 
Örnek 

 
H2O2 içeren PBS 

 
2 ml 

 
2 ml 

 
Doku Süpernatantı 

 
- 

 
0.5 ml  

 
% 0.9’luk FTS 

 
0.5 ml 

 
- 

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

absorbanslar köre karşı ölçüldü. 
 

3.5.5.3. Hesaplama 

( ) abs × × 
∆CAT U dak ml    5 seyreltme katsayısı

0.0436
=  

 

∆abs                          :  1 dakikadaki absorbans değişimi 

43.6 M-1 cm-1           :  Molar ekstinksiyon katsayısı 
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5                               :  Toplam hacim/ doku süpernatantının hacmi 

Seyreltme katsayısı  :  Doku süpernatantının seyreltme oranı (10) 

 

( ) ( )
( )

CAT U dak ml
CAT Spesifik Aktivite U dak mg protein   

Doku proteini mg ml
=  

 

3.5.6. Süperoksid Dismutaz Aktivite Tayini 
 

İnce bağırsak süpernatantlarında SOD aktivitesinin tayini için, Sun ve arkadaşları 

tarafından geliştirilen metod kullanıldı (Sun ve diğ., 1988). Bu metod, ksantin-ksantin 

oksidaz reaksiyonu sonucu üretilen süperoksid radikalinin reaksiyon ortamında bulunan 

nitroblue tetrazolium (NBT)’u  indirgemesinin SOD enzimi tarafından engellenmesi 

prensibine dayanır. NBT’nin indirgenmesi ile 560 nm dalga boyunda maksimum 

absorbans veren mor renkli formazan oluşur. SOD aktivitesi, oluşan formazanın 

absorbansıyla ters orantılıdır.  
  

3.5.6.1. Kullanılan Çözeltiler 

Stok Ksantin Çözeltisi (3 mM)        : 0.0046 g ksantin, 1 ml 0.1 N NaOH ile 

hafif ısı altında  çözülerek,  ultra saf su 

ile 10 ml’ye tamamlandı. Çözelti 

+4°C’de 1 hafta dayanıklıdır.  

 

Ksantin Çözeltisi (0.3 mM)          : Stok ksantin çözeltisinden 1 ml alınarak 

ultra saf su ile son hacim 10 ml’ye 

tamamlandı. Deney günü taze hazırlandı. 

 

NaOH Çözeltisi (0.1 N)                  : 0.4  g    NaOH    ultra   saf   su   ile   

çözülerek  100 ml’ye  tamamlandı.           

  

EDTA-Na2 Çözeltisi (0.6 mM)  : 0.0223 g EDTA-Na2 ultra saf su ile 

çözülerek 100 ml’ye tamamlandı.   
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NBT Çözeltisi (150 µM)           : 0.0012 g nitroblue tetrazolium ultra saf su 

ile çözülerek 10  ml’ye tamamlandı. 

Deney günü taze hazırlanır.  

 

Na2CO3 Çözeltisi (400 mM)    : 4.2396 g  Na2CO3  ultra saf su ile 

çözülerek 100 ml’ye tamamlandı.   

 

BSA Çözeltisi (1g/l)                    : 0.05 g BSA ultra saf su ile çözülerek 50 

ml’ye tamamlandı.  

 

Ksantin Oksidaz Çözeltisi (167 U/l) : Soğuk amonyum sülfat çözeltisi içinde 

süspanse edilir.  Deney günü taze 

hazırlandı. 

 

Amonyum Sülfat Çözeltisi (2M)        : 2.6428 g (NH4)2SO4 ultra saf su ile 

çözülerek 10 ml’ye tamamlandı.  

 

SOD Çalışma Reaktifi  :  Deney günü taze hazırlandı. 

20 ml 0.3 mM Ksantin 

10 ml 0.6 mM EDTA-Na2 

10 ml 150 µmol NBT 

6 ml 400 mM Na2CO3  

3 ml 1g/l BSA karıştırılarak elde edildi. 
 

3.5.6.2. Yöntem 

500 µl doku homojenatı, 300 µl kloroform + 500 µl Etanol (%96) karışımı ile 

karıştırıldıktan sonra, 1 dakika boyunca vorteks ile karıştırılarak ekstrakte edildi. 

Ekstraksiyondan sonra, 10.000 g’de +4°C’de 20 dakika santrifüjlenen örneklere ait 

süpernatantlar kullanıldı. Kör ve örnekler aşağıdaki gibi hazırlandı. 
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Reaktifler Kör Örnek 

SOD Çalışma Reaktifi 2.45 ml 2.45 ml 

Ultra Saf Su 0.100 ml - 

Doku Süpernatantı - 0.100 ml 

Ksantin Oksidaz 0.050 ml 0.050 ml 

 

Vortekslenen tüpler 25 °C’lik su banyosunda 20 dakika inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda örnek ve kör tüpünde oluşan eflatun-mor renkli bileşiğin absorbansı 560 nm 

dalga boyunda ultra saf su körüne karşı okundu.  
 

3.5.6.3. Hesaplama 

SOD enziminin ünite tanımı: 1 Ünite SOD aktivitesi, NBT’nin indirgenmesini %50 

inhibe eden protein konsantrasyonu olarak ifade edilir.  

 

Örneklerde bulunan SOD enziminin meydana getirdiği % inhibisyon ve enzim 

aktiviteleri aşağıda verilen formüllere göre hesaplandı: 

 

 abs abs

abs

× 
Kör   Örnek% inhibisyon    100

Kör
−

=  

 

( )
× 

% inhibisyonSOD U/ml   
50 0.1

=  

 

absKör       :  Körün absorbansı 

absÖrnek  :  Örneğin absorbansı 

0.1            :  Doku süpernatantının hacmi (ml) 

 

( ) ( )
( )

SOD U ml
SOD Spesifik aktivite  U mg protein =

Doku proteini mg ml
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3.5.7. İstatistiksel Değerlendirmeler 
 

Histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal veriler, SPSS 15.0 istatistik programı 

kullanılarak değerlendirildi. Tüm parametreler için öncelikle normalite testi ve 

varyansların homojenliği testi uygulandı. TUNEL, PCNA ve CCK immunohistokimyası 

ile GSH tayinine ait veriler normal dağılıma uymadıkları için, nonparametrik Kruskal-

Wallis testini takiben, ikili gruplar arasında Mann-Whitney U testi kullanıldı. Diğer 

tayinlere ait veriler için, tek yönlü ANOVA ve Post Hoc-Tukey testini takiben, ikili 

gruplar arasında bağımsız t-testi kullanıldı. Sonuçlar “ortalama ± standart hata” olarak 

verildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



55 

 

 
4. BULGULAR 
  

4.1. HİSTOLOJİK BULGULAR 
 

4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular 
 

İnce bağırsağın jejunum bölgesine ait bağırsak mukozası, lamina propria içine doğru 

uzanarak kriptleri (Lieberkühn bezlerini)  ve lümene doğru yaptığı parmaksı çıkıntıları 

(villusları) oluşturan basit silindirik epitel ile çevrilidir. Bağırsak kriptlerinin tabana 

yakın bölgelerinde yer alan kök hücrelerden köken alan 4 farklı tipte hücre bağırsak 

epitelini oluşturmaktadır. Apikal kısımlarında yer alan mikrovillusların oluşturduğu 

çizgili kenar ile mikroskobik olarak ayırdedilen ve besinlerin emilimi için özelleşmiş 

emici hücreler (enterositler) ince bağırsak kanalı boyunca baskın olarak bulunmaktadır. 

Emici hücrelerin arasına serpiştirilmiş olan ve mukus üretiminde görev alan goblet 

hücreleri ile peptid yapıda hormon salgılayan hücrelerin genel karakteristik özelliklerini 

taşıyan enteroendokrin hücreler ise bağırsak epiteli boyunca emici hücrelere oranla daha 

seyrek olarak yer almaktadır. Epiteli oluşturan diğer bir hücre tipi olan, antimikrobiyal 

fonksiyona sahip Paneth hücreleri ise kriptlerin taban bölgelerinde konumlanmışlardır 

ve büyük eozinofilik salgı granülleri ile kolaylıkla ayırdedilebilmektedir. 

 
 

Şekil 4.1 : Kontrol grubuna ait farenin ince bağırsağının jejunum bölgesinin farklı 
büyütmelerdeki histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme x200,  

(C) Orjinal büyütme x400. Masson’un üçlü boyası. 
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Şekil 4.2 : Tüm gruplara ait bireylerden alınan jejunuma ait kesitlerde çizgili kenarda ( ) ve 
goblet hücrelerinde ( ) gözlenen PAS pozitif reaksiyon. PAS . Orjinal büyütme x100. 
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Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde jejunumda normal histolojik görünüm hakimdir 

(Şekil 4.1) ve çizgili kenarda ve goblet hücrelerinde gözlenen PAS pozitif reaksiyon 

yaygın ve şiddetlidir (Şekil 4.2).  

 

4.1.2. TNF-α Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular 

 

TNF-α verilen II. gruba ait farelerin jejunum dokusunda, kontrol bireyler ile 

karşılaştırıldığında, mikroskobik olarak belirgin bir hasar tespit edilmiştir (Şekil 4.3). 

Mukozada çok sayıda nekrotik hücre içeren Lieberkühn kriptaları, villusların lamina 

propriasında inflamatuvar hücre infiltrasyonu, villus ve kript bütünlüğünde bozulma ve 

yer yer kayıplar, epitel hücrelerinde vakuolizasyon bu grupta belirgin olarak gözlenen 

bulgulardır. Bunun yanı sıra TNF-α enjekte edilen farelerde, mukoza ve submukozada 

hafif hiperemi ve villuslarda hafif ödem olduğu; çizgili kenarda ve goblet hücrelerinde 

gözlenen PAS pozitif reaksiyon şiddetinin ise kontrol bireylerdekine göre azaldığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.2).  

 

 
 

Şekil 4.3 : TNF-α verilen gruba ait hayvanın ince barsağının jejunum bölgesinin farklı 
büyütmelerdeki histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme x200,  

(C) Orjinal büyütme x400. Mukozada inflamatuvar hücre infiltrasyonu ( ),villus bütünlüğünde 
bozulma ve kayıp ( ), Lieberkühn bezlerinin bütünlüğünde bozulma ve bezlerde yer yer 

kayıplar ( ), nekrotik hücreler içeren Lieberkühn bezleri ( ), hiperemi (h), bez hücrelerinde 
vakuolizasyon (v). Masson’un üçlü boyası. 
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4.1.3. Aktinomisin D Verilen Gruba Ait Histolojik Bulgular 

 

Aktinomisin D verilen III. grup hayvanların jejunum kesitlerinde kontrol bireylere ait 

doku kesitleri ile karşılaştırıldığında, dejeneratif bazı değişiklikler gözlenmiştir. Bu 

değişikliklere ait dikkati çeken bulgular, villuslarda yaygın ödem ve epitel hücrelerinde 

vakuolizasyon, mukozada nekrotik hücreler içeren Lieberkühn kriptaları ile birlikte 

kript bütünlüğünde yer yer bozulmalardır. Bu gruba ait bazı bireylerde ise mukoza ve 

submukozada hafif hiperemi ile bazı villusların lamina propriasında inflamatuvar hücre 

infiltrasyonu tespit edilmiştir (Şekil 4.4). Act D grubunda çizgili kenarda ve goblet 

hücrelerinde gözlenen PAS pozitif reaksiyon, kontrol bireylerdeki gibi yaygın ve 

şiddetlidir (Şekil 4.2). 

 

 
 

Şekil 4.4 : Act D verilen hayvanın ince barsağının jejunum bölgesinin farklı büyütmelerdeki 
histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme x200,  (C) Orjinal 

büyütme x400. Nekrotik hücreler içeren Lieberkühn bezleri ( ), villusların lamina propriasında 
ödem ( ) ve inflamatuvar hücre infiltrasyonu ( ), bez hücrelerinde vakuolizasyon (v). 

Masson’un üçlü boyası. 
 

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

 

TNF-α/Act D verilen deney grubunda özellikle villus epitelinde yaygın hiperplazi, koyu 

sitoplazmik reaksiyon veren epitel hücre (asidik boyalarla şiddetli reaksiyon veren 

asidofilik sitoplazmaya sahip, ölüme giden koyu hücreler) sayısında kontrol 

bireylerdekine oranla hafif bir artış, çok sayıda apoptotik hücrenin ve yer yer vakuollü 
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veya hipertrofik hücrelerin bulunduğu hasar görmüş kriptler ile, bazı kriptlerin 

bütünlüğünde bozulmalar ve yer yer kayıplar tespit edilmiştir. Bu gruba ait bireylerin 

doku kesitlerinde mukozada yer yer hafif nekroz, inflamatuvar hücre infiltrasyonu, bazı 

villusların çizgili kenarlarında devamsızlık, lamina propriada ödem, hem mukozal hem 

de submukozal alanda bulunan bazı kan damarlarında hiperemi yukarıdaki hasar 

bulgularından daha seyrek olarak gözlenmiştir (Şekil 4.5). Çizgili kenarda ve goblet 

hücrelerinde gözlenen PAS pozitif reaksiyon şiddeti kontrol grubuna göre belirgin 

olarak azalmıştır (Şekil 4.2). 

 

 
 

Şekil 4.5: TNF-α/Act D uygulanan deney grubuna ait bir hayvandan alınan jejunum kesitinin  
farklı büyütmelerdeki histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme 

x400, epitel hücrelerinde hiperplazi ( ), kript bütünlüğünde bozulma  ( ), mukozada nekrotik 
alan ( ), apoptotik hücre  ( ). (C) Orjinal büyütme x200, (D) Orjinal büyütme x400, çok 

sayıda apoptotik hücre içeren Lieberkühn bezleri ( ),bez hücrelerinde vakuolizasyon (v) ve 
hipertrofi ( ), koyu sitoplazmik reaksiyon veren hücre sayısında artış (e). Masson’un üçlü 

boyası. 
 

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

 

h[Gly2]GLP-2 verilen bireylerin jejunum bölgesinden alınan kesitlerde, villusların 

lamina propriasında ödem ve hafif hiperplazi dışında kontrol bireylerdeki gibi normal 

histolojik görünüm hakimdir (Şekil 4.6). Bu gruba ait bireylerin jejunum kesitlerinde 
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epitel hücrelerinin çizgili kenarlarında ve goblet hücrelerinde gözlenen PAS pozitif 

reaksiyon yine kontrollerdeki gibi yaygın ve şiddetlidir (Şekil 4.2).  

 

 
 

Şekil 4.6: h[Gly2]GLP-2 verilen gruba ait bir bireyin jejunum dokusunun kesitinin  farklı 
büyütmelerdeki histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme x200,  

(C) Orjinal büyütme x400, villusların lamina propriasında ödem ( ), epitel hücrelerinde 
hiperplazi ( ).  Masson’un üçlü boyası. 

 

4.1.6. h[Gly2]GLP-2  ve  TNF-α/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait Histolojik 

Bulgular 

 

h[Gly2]GLP-2  ve  TNF-α/Act D verilen iyileştirme grubuna ait farelerden alınan 

jejunum kesitlerinde koyu sitoplazmik reaksiyon veren epitel hücre sayısında, 

villusların lamina propriasındaki ödemde ve villus epitelindeki hiperplazide hafif bir 

artış dışında genel olarak kontrol bireylerdekine benzer bir görünüm hakimdir. Bu 

grupta villuslardaki ödem dışında diğer histopatolojik bulgularda TNF-α/Act D verilen 

hasar  grubuna göre belirgin bir azalma olduğu tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra 

villusların çizgili kenarlarında devamsızlığın, villus ve kript bütünlüğünde bozulma 

veya kayıpların, inflamatuvar hücre infiltrasyonunun ve  hipertrofinin bu gruba ait 

bireylerin jejunum dokusunda hiç gözlenmediği, hasar grubuna h[Gly2]GLP-2 ön 

uygulamasının villus ve kript bütünlüğünü koruyarak dejeneratif hasarı belirgin olarak 

önlediği dikkati çekmiştir (Şekil 4.7). Bu gruba ait farelerin jejunum kesitlerinde epitel 
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hücrelerinin çizgili kenarlarında ve goblet hücrelerinde gözlenen PAS pozitif reaksiyon 

şiddeti, TNF-α/Act D grubundakine göre, artış göstermekte ve kontrol bireylerdekine 

yakın bir görünüm sergilemektedir (Şekil 4.2). 

 

 
 

Şekil 4.7: h[Gly2]GLP-2 ve TNF-α/Act D verilen gruba ait bir bireyin jejunum kesitinin  
farklı büyütmelerdeki histolojik görünümü. (A) Orjinal büyütme x100, (B) Orjinal büyütme 

x200, (C) Orjinal büyütme x400, villusların lamina propriasında ödem ( ), epitel hücrelerinde 
hiperplazi ( ),  koyu sitoplazmik reaksiyon veren hücre sayısında artış (e). Masson’un üçlü 

boyası. 
 

4.1.7. Histolojik Hasar Skoru  

 

Tespit edilen histolojik kriterlere göre, farelerin jejunum kesitlerinde, ışık mikroskobik 

düzeyde elde edilen yarı-kantitatif değerlendirme sonuçları Tablo 4.1’de, histolojik 

hasar skoruna ait bulgular ise Şekil 4.8’de gösterilmiştir. İncelenen histolojik kriterlere 

göre, en yüksek hasar skoru TNF-α’nın tek olarak uygulandığı grupta gözlenmiştir. 

Kontrol bireyler ile kıyaslandığında TNF-α, Act D ve TNF-α/Act D verilen gruplarda 

total hasar skoru istatistiksel olarak anlamlı bir artış göstermiştir (p<0.01, p<0.001, 

p<0.001). Sadece h[Gly2]GLP-2 uygulaması da kontrol gruba göre histolojik hasar 

skorunu anlamlı bir şekilde arttırmıştır (p<0.05).  TNF-α/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2 

ön uygulaması, TNF-α/Act D grubuna göre, histolojik hasarı belirgin ölçüde azaltmıştır 

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

 
 
 
NOT: 0, 1, 2, 3 olarak skorlanan histolojik hasar bulguları bir gruptaki toplam birey sayısı (n) dikkate 
alınarak verilmiştir.  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
Histolojik Kriterler 

 
Kontrol 

(n=5) 

 
TNF 
(n=5) 

 
Act  

(n=5) 

 
TNF/Act  

(n=7) 

 
GLP-2 
(n=5) 

 
GLP 2+ 
TNF/Act  

(n=7) 
 
Epitel hücrelerinde 
hiperplazi 
 

 
4 

 
2 

 
0 

 
9 

 
6 

 
6 

Epitel hücrelerinde 
vakuolizasyon 

 
0 

 
8 

 
6 

 
6 

 
0 

 
1 

 
Koyu sitoplazmik reaksiyon 
veren hücre sayısında artış 

 
 

3 

 
 

3 

 
 

2 

 
 

6 

 
 

3 

 
 

6 
 
Çizgili kenarda devamsızlık 

 
0 

 
0 

 
1 

 
4 

 
0 

 
0 

 
Villus bütünlüğünde bozulma 
ve kayıp 

 
0 

 
6 

 
1 

 
2 

 
0 

 
0 

 
Villusların lamina 
propriasında ödem 

 
0 

 
4 

 
9 

 
5 

 
7 

 
5 

 
Bez bütünlüğünde bozulma 
ve kayıp 

 
0 

 
6 

 
7 

 
8 

 
0 

 
0 

 
Bez hücrelerinde hipertrofi 

 
0 

 
1 

 
2 

 
4 

 
0 

 
0 

 
Mukozada nekrotik alan 

 
0 

 
10 

 
8 

 
4 

 
0 

 
1 

 
Mukozada inflamatuvar 
hücre infiltrasyonu 

 
 

0 

 
 

5 

 
 

3 

 
 

4 

 
 

0 

 
 

0 
 
Mukoza ve submukozada 
hiperemi 

 
1 

 
4 

 
3 

 
4 

 
0 

 
2 

 
Ortalama Değer 
 

 
1.6 

 
9.8 

 
8.4 

 
8.0 

 
3.2 

 
3.0 
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Şekil 4.8: Jejunuma ait histolojik hasar skoru. Her bir grup için elde edilen değerler “Ortalama 
± Standart hata” olarak gösterilmiştir. 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. 
a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
c Kontrol grubundan farklı (p<0.001) 
d TNF/Act D grubundan farklı (p<0.001) 
 
 
 

 

4.2. TARAMALI ELEKRON MİKROSKOPİ YÖNTEMİNE AİT BULGULAR 

 

4.2.1. Kontrol Grubuna Ait SEM Bulguları 

 

İnce bağırsağın jejunum bölgesinden alınan dokularda taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) ile yapılan incelemelere göre, kontrol bireylere ait bağırsak mukozasında normal 

yüzey topografisi gözlenmiştir (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.9: Kontrol bireye ait jejunal mukozanın değişik büyütmelerdeki SEM mikrografları. 

 

4.2.2. TNF-α Verilen Gruba Ait SEM Bulguları 

 

TNF-α verilen gruba ait bireylerin dokularında epitel yüzeyinde belirgin kopma 

bölgeleri ve açığa çıkmış bazal lamina tespit edilmiştir (Şekil 4.10).  

 

 
Şekil 4.10: TNF-α verilen bireye ait jejunal mukozanın değişik büyütmelerdeki SEM 

mikrograflarında epitel yüzeyinde belirgin kopma bölgeleri ( ) ve açığa çıkmış bazal lamina 
yapısı ( ) görülmekte. 
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4.2.3. Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulguları 

 

Hayvanlara tek olarak Act D uygulaması bağırsak mukozasında ileri derecede epitel 

harabiyetine ve villus yapısında düzensizliklere neden olmuştur (Şekil 4.11). 

 

  
 

Şekil 4.11: Act D verilen bireye ait jejunal mukozanın değişik büyütmelerdeki SEM 
mikrograflarında ileri derecede epitel harabiyeti ( ) ve villus yapısında düzensizlik ( ) dikkati 

çekmekte. 
 

 

 

4.2.4. TNF-α/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulguları 

 

TNF-α/Act D’nin birlikte uygulandığı deney grubunda, düzensiz ve küntleşmiş villus 

yapısı, villus epitelinde belirgin dökülme bölgeleri ve açığa çıkmış bazal lamina 

gözlenmiştir (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12: TNF-α/Act D verilen bireye ait jejunal mukozanın değişik büyütmelerdeki SEM 
mikrograflarında epitelde belirgin dökülme bölgeleri ( ) ve açığa çıkmış bazal lamina ( ) 

gözlenmekte. 
 

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

 

h[Gly2]GLP-2 verilen farelerin jejunum örneklerindeki villus yapısı ve yüzey 

topografisi normal yapıyı yansıtmaktadır (Şekil 4.13).  

 

 
Şekil 4.13: h[Gly2]GLP-2 uygulanan bireye ait jejunal mukozanın değişik büyütmelerdeki SEM 

mikrograflarında normal villus yapısı dikkati çekmekte. 
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4.2.6. h[Gly2]GLP-2  ve  TNF-α/Aktinomisin D Verilen Gruba Ait SEM Bulguları 

 

h[Gly2]GLP-2 ve TNF-α/Act D verilen iyileştirme grubuna ait farelerden alınan 

jejunum dokularının villus epitelinde hafif derecede harabiyet bölgeleri ve oldukça 

düzenli yüzey topografisi izlenmektedir (Şekil 4.14). 

 

 
 

Şekil 4.14: h[Gly2]GLP-2 ve  TNF-α/Act D uygulanan bireye ait jejunal mukozanın değişik 
büyütmelerdeki SEM mikrograflarında hafif derecede harabiyet bölgeleri ( ) nin dışında 

düzenli yüzey topografisi görülmekte. 
 

4.3. TUNEL YÖNTEMİNE AİT BULGULAR 

Bu çalışmada farelerin jejunum villus ve kript epitel hücrelerinde TUNEL 

immunohistokimyası ile elde edilen apoptotik indeks (%) verilerinin gruplara göre 

dağılımı Şekil 4.15 ve Şekil 4.16’da gösterilmiştir. Buna göre, hem villus hem de kripte 

ait epitel hücrelerindeki apoptoz indeksi TNF-α, Act D, h[Gly2]GLP-2 ve h[Gly2]GLP-

2+TNF-α/Act D verilen gruplarda kontrol grubuna yakın değerlerde gözlenmiştir. TNF-

α/Act D verilen grupta ise her iki bölgeye ait apoptotik indeksin,  kontrol bireylere göre, 

belirgin ve istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösterdiği  tespit edilmiştir (p<0.05). 

TNF-α/Act D hasar grubuna h[Gly2]GLP-2 ön uygulamasının, apoptoz oranını hem 

villuslarda hem de kriptlerde TNF-α/Act D verilen hayvanlara göre istatistiksel olarak 
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anlamlı bir şekilde azalttığı ve kontrol bireylerdeki değerlere ulaştırdığı gözlenmiştir 

(p<0.01) (Şekil 4.17 ve Şekil 4.18). 
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Şekil 4.15: Kript epitel hücrelerinde TUNEL yöntemi ile tespit edilen apoptotik indeks (%). Her 
bir grup için elde edilen değerler “Ortalama ± Standart hata” olarak gösterilmiştir. 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. 

a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01) 
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Şekil 4.16: Villus epitel hücrelerinde TUNEL yöntemi ile tespit edilen apoptotik indeks (%). 
Her bir grup için elde edilen değerler “Ortalama ± Standart hata” olarak gösterilmiştir. 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. 
a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01) 
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Şekil 4.17: Farelerin jenunum dokusundaki kriptlerde TUNEL yöntemi ile işaretlenen apoptotik 

hücreler ( ). Orjinal büyütme x400. 
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Şekil 4.18: Farelerin jenunum dokusundaki villuslarda TUNEL yöntemi ile işaretlenen 
apoptotik hücreler ( ). Orjinal büyütme x400. 
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4.4. PCNA İMMUNOHİSTOKİMYASINA AİT BULGULAR 

 

Bu çalışmada farelerin jejunum kript epitel hücrelerinde PCNA immunohistokimyası ile 

elde edilen hücre çoğalma indeksi (%) verilerinin gruplara göre dağılımı Şekil 4.19’da 

gösterilmiştir.  Buna göre, TNF-α, Act D ve TNF-α/Act D verilen gruplardaki hücre 

çoğalma indeksinde, kontrol grubuna göre, istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

olmadığı tespit edilmiştir. Ancak sadece h[Gly2]GLP-2 verilen grupta kontrol gruba 

kıyasla anlamlı bir artış gözlenirken (p<0.05), h[Gly2]GLP-2 + TNF-α/Act D 

uygulanan grupta ise hasar grubuna göre, anlamlı bir hücre çoğalma artışı belirlenmiştir 

(p<0.01) (Şekil 4.20).  
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Şekil 4.19: Kript epitel hücrelerinde PCNA immunohistokimyası ile tespit edilen hücre 
çoğalma indeksi (%). Her bir grup için elde edilen değerler “Ortalama ± Standart hata” olarak 

gösterilmiştir. Kontrol (n=4): 64.9 ± 2.04, TNF (n=4): 63.12 ± 2.51,  Act D (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. 
a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01) 
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Şekil 4.20: PCNA immunohistokimyası ile  farelerin jejunum kriptlerinde işaretlenen 
çoğalmakta olan epitel hücreleri ( ). Orjinal büyütme x400. 

 
 
 
4.5. SOMATOSTATİN İMMUNOHİSTOKİMYASINA AİT BULGULAR 

 

Çalışmada ince bağırsağın jejunal mukozasında somatostatin ekspresyonu yapan 

endokrin hücreler immunohistokimyasal olarak gösterilmiştir. İmmunohistokimya 

bulgularına göre, tüm deney gruplarında somatostatin endokrin hücreler hem villuslarda 

hem de kriptlerde yerleşim göstermektedir (Şekil 4.21).  
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Şekil 4.21: Tüm gruplara ait farelerden alınan jejunum kesitlerinde somatostatin sentezi yapan 

enteroendokrin hücreler ( ). Orjinal büyütme x400. 
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Bu çalışmada 1 mm2 mukoza alanı başına düşen somatostatin immunreaktif hücre 

sayısının gruplara göre dağılımı Şekil 4.22’de gösterilmiştir. Elde edilen verilere göre, 

TNF-α/Act D verilen hasar grubunda somatostatin immunreaktif endokrin hücre 

sayısında, kontrol bireylere göre, istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu 

gözlenmektedir (p<0.01). h[Gly2]GLP-2 verilen iyileştirme grubunda ise, hasar grubuna 

göre, mukozal alandaki somatostatin immunreaktif hücre sayısının istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edilmiştir (p<0.01). 
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Şekil 4.22: Somatostatin immunreaktif endokrin hücre sayısı. Her bir grup için elde edilen mm2 

mukoza alanı başına düşen immunreaktif hücre sayısı “Ortalama ± Standart hata” olarak 
gösterilmiştir. 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. 

a Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
b TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01) 

 
 
 
4.6. KOLESİSTOKİNİN İMMUNOHİSTOKİMYASINA AİT BULGULAR 

 

Bu çalışmada ince bağırsağın jejunum bölgesinden alınan kesitlerde kolesistokinin 

(CCK-8) ekspresyonunu tespit edebilmek amacıyla, mukozal alanda CCK-8 pozitif 

reaksiyon veren endokrin hücreler, immunohistokimyasal olarak gösterilmiştir. Elde 

edilen bulgulara göre, tüm deney gruplarında kolesistokinin sentezi yapan hücreler, 
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baskın olarak kriptlerde olmak üzere, hem villuslarda hem de kriptlerde yerleşim 

göstermektedir (Şekil 4.23).  

 

 
Şekil 4.23: Tüm gruplara ait farelerden alınan jejunum kesitlerinde CCK sentezi yapan 

enteroendokrin hücreler ( ). Orjinal büyütme x400 
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Tüm gruplara ait 1 mm2 mukoza alanı başına düşen CCK immunreaktif hücre sayıları 

Şekil 4.24’de gösterilmiştir. Buna göre, h[Gly2]GLP-2 + TNF-α/Act D uygulanan grup 

hariç diğer tüm gruplarda CCK sentezi yapan endokrin hücre sayılarında kontrol gruba 

kıyasla anlamlı ve belirgin bir değişiklik tespit edilememiştir. TNF-α/Act D 

uygulanmadan önce farelere 10 gün boyunca h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonu, jejunum 

mukozasında gözlenen CCK immunreaktif hücre sayısını hem kontrol hem de hasar 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttırmıştır (p<0.05). 
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Şekil 4.24: CCK immunreaktif endokrin hücre sayısı. Her bir grup için elde edilen mm2 mukoza 
alanı başına düşen immunreaktif hücre sayısı “Ortalama ± Standart hata” olarak gösterilmiştir. 
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. 
a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b TNF/Act D grubundan farklı (p<0.05) 

 
 
 
 
4.7. BİYOKİMYASAL BULGULAR 
 
 
4.7.1. Lipid Peroksidasyon Değerlerine İlişkin Bulgular 

 

İnce bağırsak homojenatlarından elde edilen MDA değerlerinin gruplara göre dağılımı 

Şekil 4.25’de gösterildi. Buna göre, TNF-α, Act D, ve TNF-α/Act D verilen grupların 

MDA değerleri, kontrol grubuna göre, istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir artış 

göstermiş; h[Gly2]GLP-2 verilen grupta ise, kontrol bireylerle karşılaştırıldığında, yine 
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anlamsız bir azalma kaydedilmiştir. h[Gly2]GLP-2 + TNF-α/Act D uygulanan farelerde 

lipid peroksidasyon değerlerinde, TNF-α/Act D verilen hayvanlara göre istatistiksel 

olarak anlamlı ve belirgin bir azalma gözlenmiştir (p<0.01). 
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Şekil 4.25:  İnce bağırsağa ait homojenatların MDA değerleri  (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. 

d TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01). 
 

 
 
 
4.7.2. Glutatyon Değerlerine İlişkin Bulgular 
 

İnce bağırsağa ait homojenatların GSH değerleri Şekil 4.26’da verildi. Elde edilen 

verilere göre GSH düzeyleri, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, TNF-alfa/Act D 

verilen grupta istatistiksel olarak anlamsız bir artma gösterirken, TNF-alfa ve Act D’nin 

tek olarak verildiği gruplarda anlamlı bir artış olduğu tespit edildi (p<0.05, p<0.01).  

TNF-α/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2 ön uygulamasının, kontrol grubuna ve TNF-

α/Act D verilen gruba göre GSH düzeylerini anlamlı derecede azalttığı gözlendi 

(p<0.01, p<0.001). 

 



78 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

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

G
SH

 (n
m

ol
/m

g 
pr

ot
ei

n)
a

b

b,e

 
Şekil 4.26:  İnce bağırsağa ait homojenatların GSH değerleri  (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. 
a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
e TNF/Act D grubundan farklı (p<0.001) 
 
 

 
4.7.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine İlişkin Bulgular 

 

İnce bağırsağa ait homojenatların GPx aktiviteleri Şekil 4.27’de özetlendi. Elde edilen 

verilere göre, Act D’nin  tek olarak verildiği hayvanlarda GSH-Px aktivitesi, kontrol 

bireylere kıyasla, anlamlı bir artış gösterirken (p<0.05); TNF-α’nın tek olarak 

uygulandığı ve TNF-α/Act D’nin birlikte uygulandığı gruplarda, kontrole göre, önemli 

bir artış kaydedilmemiştir. h[Gly2]GLP-2 enjekte edilen farelerde, kontrol grubundaki 

hayvanlarla karşılaştırıldığında, anlamsız bir azalma gözlenirken; h[Gly2]GLP-2 + 

TNF-α/Act D verilen deney grubunda ise, hem kontrol grubuna hem de TNF-α/Act D 

grubuna göre, önemli bir  azalma tespit edilmiştir (p<0.01). 
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Şekil 4.27:  İnce bağırsağa ait homojenatların GPx aktivite değerleri  (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. 

 a Kontrol grubundan farklı (p<0.05) 
b Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
d TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01) 

 
 

 

4.7.4. Katalaz Aktivitesine İlişkin Bulgular 

 

Farelerin ince bağırsak doku homojenatlarına ait CAT aktiviteleri Şekil 4.28’de 

gösterildi. Tüm gruplardan elde edilen CAT aktiviteleri, kontrol bireylerle 

kıyaslandığında, istatistiksel olarak anlamlı bir azalma göstermiştir. Gruplara ait 

anlamlılık dereceleri şu şekildedir: TNF-α (p<0.001), Act D (p<0.01), TNF-α/Act D 

(p<0.001), h[Gly2]GLP-2 (p<0.01), h[Gly2]GLP-2 + TNF-α/Act D (p<0.01). 

TNFα/Act D grubuna h[Gly2]GLP-2 ön uygulaması, CAT aktivitesini TNF-alfa/Act D 

verilen gruba oranla, belirgin olarak arttırmış (p<0.01), ancak kontrol bireylerdeki 

düzeye ulaştıramamıştır. 
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Şekil 4.28:  İnce bağırsağa ait homojenatların CAT aktivite değerleri  (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. 

b Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
c Kontrol grubundan farklı (p<0.001) 
d TNF/Act D grubundan farklı (p<0.01). 

 
 
 

 
4.7.5. Süperoksid Dismutaz Aktivitesine İlişkin Bulgular 

 

İnce bağırsak homojenatlarından elde edilen SOD aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 

Şekil 4.29’da verildi. TNF-α, Act D, ve TNF-α/Act D gruplarına ait SOD 

aktivitelerinde, kontrol gruba oranla önemli bir değişme kaydedilmezken; h[Gly2]GLP-

2’nin tek olarak verildiği grupta ve h[Gly2]GLP-2 + TNF-α/Act D uygulanan grupta, 

kontrol bireylerle karşılaştırıldığında belirgin bir azalma gözlenmiştir (p<0.01, 

p<0.001). TNF-α/Act D grubunda gözlenen SOD aktivitesi, h[Gly2]GLP-2 ön 

uygulaması ile istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalma göstermiştir (p<0.001). 
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Şekil 4.29:  İnce bağırsağa ait homojenatların SOD aktivite değerleri  (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 

b Kontrol grubundan farklı (p<0.01) 
c Kontrol grubundan farklı (p<0.001) 
e TNF/Act D grubundan farklı (p<0.001) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 
İnce bağırsak esas olarak besinlerin emilini sağlamak ve aynı zamanda patojenik 

antijenler için bir bariyer oluşturmak üzere özelleşmiş bir doku olmasının yanı sıra, 

vücut için toksik bazı maddelerin detoksifikasyonunda da önemli bir rol oynamaktadır 

(Wirtz ve Neurath, 2000). Gastrointestinal kanalda meydana gelen pek çok hastalıkta ve  

kanser hastalarını tedavi amacıyla kemoterapi veya radyasyon uygulaması gibi bazı 

durumlarda, apoptotik ve/veya nekrotik hücre ölümünün uyarılması sonucu ince 

bağırsak epitelinin ciddi oranda hasara uğradığı, ve hasar görmüş bağırsak dokusunun 

fonksiyonlarını tam olarak yerine getiremediği bilinmektedir (Bulut ve diğ., 2004). 

Çeşitli bağırsak hastalıklarının deneysel modelleri bu hastalıkların patogenezinin 

anlaşılmasında ve tedavi edici yaklaşımların oluşturulmasında oldukça önemlidir.  

 

Tümör nekroz faktör-α fosfolipazların, mitojen aktive edici kinazların (MAPK), NF-

кB’nin, apoptozun ve nekrozun aktivasyonuna yol açan çeşitli sinyal yollarını 

düzenleyen bir sitokindir (Li ve diğ., 2004). Kanser hücrelerine antineoplastik bir ajan 

olarak etki etmesinden dolayı, TNF-α sitotoksisitesi yaygın olarak araştırılmaktadır. 

Rekombinant TNF-α’nın hayvanlara deneysel amaçla ya da kanser hastalarına tedavi 

edici amaçla enjeksiyonu, ciddi ve yaygın organ hasarı ile sonuçlanabilir (Remick ve 

Kunkel, 1993). İnsanlarda TNF  gibi sitokinlerin regülasyonlarındaki bozuklukların ve 

fazla ekspresyonlarının, sistemik inflamatuvar yanıt sendromu ve onu takiben meydana 

gelen çoklu organ hasarı gibi bazı patolojik olaylar ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda, TNF-α’nın hasar gören ya da inflamasyonun olduğu 

normal dokulardaki hücrelerde de ölümü uyarabildiği gösterilmiştir (Jones ve diğ., 

2000).  

 

Farelere 1 µg’ın üzerindeki (45 µg/kg) yüksek dozlarda uygulanan TNF’nin kısa sürede 

ölümle sonuçlanabilen toksik etkilere sahip olduğu belirtilmektedir. Yapılan 

mikroskobik gözlemler, deney hayvanlarına yüksek dozlarda uygulanan TNF’nin ince 

bağırsağı primer olarak ve ciddi oranda hasara uğrattığını göstermektedir. TNF-α’nın 
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ince bağırsak üzerindeki toksik etkilerini incelemek amacı ile farelere 0.001 µg ile 10 

µg arasında farklı TNF dozlarının intravenöz olarak uygulandığı bir çalışmada, 1 µg ve 

üzerindeki dozlarda organ hasarının meydana geldiği tespit edilmiştir. Hayvan başına 1 

µg olacak şekilde uygulan TNF-α’nın, ince bağırsak mukozasında özellikle de 

villusların tepesindeki bölgelerde odaksal nekrotik alanların oluşumuna neden olduğu 

gösterilmiştir (Remick ve Kunkel, 1993). Bu bulgu TNF aracılığı ile mukozada yer yer 

nekrotik alanların oluştuğu, villus bütünlüğünde bozulma ve villuslarda kayıpların 

oluştuğu bizim deney sonucumuzla benzerlik göstermektedir. 

 

Piguet ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada (1999), farelere intravenöz olarak 

10 µg TNF enjeksiyonundan 1 saat sonra alınan ince bağırsak dokularında villusların 

tepesindeki epitel hücrelerinde yaygın dökülmeler, açığa çıkmış bazal membran ve 

villusların yüksekliğinde azalmalar gözlenmiş, kript bölgesinde ise lezyona 

rastlanmamıştır. Bununla birlikte, bu  çalışmada uygulanan TNF dozu ile villuslarda 

apoptozun uyarıldığı, TUNEL-pozitif reaksiyon veren çok sayıda enterositin varlığı ile 

ortaya konmuştur. Bizim çalışmamızda SEM ile yapılan incelemelerde, 15 µg/kg dozda 

verilen TNF-α’nın epitel yüzeyinde belirgin kopma bölgelerine sebep olduğu ve bu 

grupta, açığa çıkmış bazal lamina yapısının dikkati çektiği görülmektedir. Ancak Piguet 

ve arkadaşları tarafından farelere TNF uygulamasını takiben bağırsaktaki epitel 

hücrelerinde apoptoz gözlenmesi, bizim bulgularımız ile uyum göstermemektedir.  

 

Bir başka çalışmada, sıçanlara intraluminal olarak TNF enjeksiyonu duodenumun 

mukozal bütünlüğünde bozulmaya, epiteliyal dökülmeye, lamina propriada şiddetli 

konjesyon ve ödeme sebep olmuştur. TNF’nin intraluminal uygulanması mukoza hasarı 

oluşturmak için yeterli olmasına karşın, bağırsak duvarının aşağı bölgelerinde hasar 

oluşturabilmek için TNF-α’nın sistemik uygulanması gerektiği rapor edilmiştir  

(Jackson ve diğ., 2000). Bizim çalışmamızda ise farelere intraperitonal olarak TNF- α 

verildikten 4.5 saat sonra sakrifiye edilen hayvanlardan alınan ince bağırsak dokularında 

mukozada nekroz, inflamatuvar hücre infiltrasyonu, epitel hücrelerinde vakuolizasyon, 

mukoza ve submukozada hiperemi ve villuslarda ödem tespit edilmiştir.  

 

Aktinomisin D hücresel nükleik asitler üzerinde etkili olması sebebiyle, güçlü 

antikanser ajanlardan biridir. Aktinomisin D’nin primer biyokimyasal etkisi, DNA 
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üzerindeki spesifik bölgelere bağlanarak RNA polimeraz sentezini  inhibe etmesi ve 

böylece RNA sentezini durdurmasıdır (Goldberg ve Rabinowitz, 1962). Düşük 

aktinomisin konsantrasyonlarında, nuklear RNA sentezinin inhibisyonu sitoplazmik 

RNA’yı ve protein sentezini etkiler (Schwartz ve diğ., 1963). Yüksek 

konsantrasyonlarda ise Act D’nin DNA polimerazı inhibe ederek, direkt olarak DNA 

sentezi üzerinde etkili olduğu bildirilmektedir. Schwartz ve arkadaşları (1963), Act 

D’nin sitotoksik dozları ile bağırsak epitel hücrelerinde oluşturulan akut hasarda DNA 

sentezi baskılanırken, RNA sentezinin inhibisyonunun düşük oranda meydana geldiğini 

tespit etmeleri sonucu, Aktinomisin D’nin toksisiteye yol açan etki mekanizmasının 

RNA sentezinin inhibisyonundan çok DNA sentezinin inhibisyonu ile ilişkili olduğu 

sonucuna varmışlardır. Estensen ve Baserga (1966) tarafından yapılan bir çalışmada 

farelere 1.33 mg/kg tek doz Act D enjeksiyonundan 4 saat sonra ince bağırsakta RNA 

sentezi %90 oranında, DNA sentezi ise %50 oranında inhibe edilirken, bu süre içinde 

protein sentezinde herhangi bir inhibisyon meydana gelmediği rapor edilmiştir. Bununla 

birlikte bu yüksek Act dozu ile enjeksiyondan sonraki 8 saat içinde ince bağırsak 

kriptlerinde hücre hasarı oluşmadığı tespit edilmiştir. Çalışmamızda hücre çoğalma 

indeksinin tespiti ile gösterilen DNA sentezinde, farelere Act D uygulamasından 4.5 

saat sonra herhangi bir azalma tespit edilememiştir. Bu bulgunun Act D dozu ve 

uygulama süresinden kaynaklanabileceğini düşünmekteyiz. 

 

Schwartz ve Sodergren tarafından (1968), farelerde Act D ile tümör gerilemesinin takip 

edildiği deneyler sırasında, duyarlı tümörler için öldürücü olan aktinomisin dozlarının 

(400-1200 µg/kg) bağırsak kript hücreleri için de toksik  olduğu tespit edilmiştir. Hem 

tümör hücrelerinde hem de bağırsak hücrelerinde 24 saatte DNA sentezinin neredeyse 

tamamen durdurulduğu, oysa aynı sürede RNA sentezinin ya kısmen inhibe edildiği  ya 

da hiç etkilenmediği rapor edilmiştir. Act D enjeksiyonundan sonraki 2., 4. ve 8. 

saatlerde ise aynı hücrelerde DNA sentezi üzerinde bir değişim meydana gelmezken 

RNA sentezi kısmen inhibe edilmiştir. Bu bulgulara ek olarak, yüksek aktinomisin 

dozlarının bağırsak kript epitelinde şiddetli hasara neden olduğu gösterilmiştir. Act 

D’nin hayvan dokularında çoğalmakta olan hücreleri seçerek tahrip ettiği de 

bildirilmektedir (Sawicki ve Godman, 1971). Act D DNA’ya bağlanarak hayvan 

hücrelerinin hemen hemen tümünde transkripsiyonu inhibe eder ancak, bağırsak 

hücreleri, hematopoietik hücreler ve lenfositler gibi bazı hücre tipleri bu ajan tarafından 
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in vivo oluşturulan sitotoksik hasara karşı çok daha duyarlıdır. Bağırsak kript epiteli gibi 

çok kolay hasar görebilen dokularda Act D enjeksiyonundan 4 saat sonra akut 

dejenerasyon meydana gelirken, tükrük bezi asinar epiteli ve dorsal sinir gangliyonları 

gibi bazı dokularda Act D aracılı toksik hasar daha geç oluşmaktadır. Hücresel RNA 

sentezinin %85’ini veya daha fazlasını inhibe eden Act D konsantrasyonlarının, Act 

D’ye bağırsak epitel hücreleri gibi oldukça duyarlı bir kanser hücre soyu olan HeLa 

kültüründe ilaç uygulamasından en erken 3 saat sonra letal hücre dejenerasyonuna sebep 

olduğu, 12 saate kadar ise canlı hücrelerin neredeyse tamamının canlılığını kaybettiği 

belirtilmektedir (Sawicki ve Godman, 1971). Görüldüğü gibi Act D çok uzun yıllardan 

beri üzerinde çalışılmakta olan sitotoksik bir ajandır. 

 

Sıçanlara intraperitonal yoldan 800 µg/kg (LD100) Act D verilmesinden 3 saat sonra 

duodenum kriptlerinin tabanındaki hücrelerin nuklesunda parçalanma ve kromatin 

materyalinde dağılma (karyorheksiz) gözlenirken, enjeksiyondan 24 saat sonra 

kriptlerde şiddetli hasar ve kript kaybı tespit edilmiştir (Schwartz ve diğ., 1963). 

Aktinomisin uygulamasını takiben gözlenen diğer morfolojik bulgular ise kript 

bölgesinde çoğalan hücrelerin yer aldığı germinal epitelde nuklear fragmentasyon ve 

nekroz oluşumudur. Bunun yanı sıra bu aktinomisin dozu karyorheksiz oluşumundan 

daha sonraki evrede, hem DNA hem de RNA’nın de novo sentezlenmesini baskılayarak 

mitozun inhibisyonuna neden olmuştur. Schwartz ve arkadaşlarının 800 µg/kg Act dozu 

ile gerçekleştirdiği bu çalışmada sıçan duodenum dokusunda tespit edilen histolojik 

hasar bulguları, bizim çalışmamızda aynı doz Act D verilmesinden 4.5 saat sonra 

farelerin jejunum kesitlerinde gözlenen kriptlerde nekrotik hücreler, kript  bütünlüğünde 

yer yer bozulmalar, villuslarda ödem ve epitel hücrelerinde vakuolizasyon bulguları ile 

benzerlik göstermektedir.  

 

Tümör nekroz faktör ile uyarılan hücre ölümü hücrenin yapısına, TNF’nin dozuna ve 

uygulama süresine bağlı olarak apoptotik veya nekrotik fenotipe sahip olabilmektedir 

(Fiers ve diğ., 1999). Transforme olmamış hücrelerin TNF-α ile uyarılan sitotoksisiteye 

karşı dayanıklılık gösterebilmesinin, TNF-α’nın hücre koruyucu proteinlerin 

transkripsiyonunu sağlayan bir geni uyararak aktif hale getirebilme yeteneğinden dolayı 

olduğu düşünülmektedir. Yapılan araştırmalar göstermiştir ki, TNF-α toksisitesine 

hücrelerin gösterdiği dirençte NF-кB transkripsiyon faktörünün aktivasyonu kritik bir 
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rol oynamaktadır. TNF toksisitesine direnç gösteren pek çok hücre NF-кB 

aktivasyonunun baskılanması ya da RNA ve protein sentezinin inhibisyonu yoluyla, 

TNF-α toksisitesine duyarlı hale getirilebilmektedir (Beyaert ve Fiers, 1994, Xu ve diğ., 

1998, Jones ve diğ., 2000). Pek çok hücre tipi ile yapılan in vitro çalışmalar, RNA veya 

protein sentezinin inhibisyonunun hücrelerin TNF-α toksisitesine hassasiyetini 100 kat 

kadar arttırdığını göstermiştir. Aktinomisin D, D-galaktozamin, α-amanitin gibi 

transkripsiyon inhibitörleri veya sikloheksimid gibi translasyon inhibitörleri ile ön 

muamele, hücre koruyucu proteinlerin sentezini inhibe ettiğinden TNF’nin sitotoksik 

etkisini arttırırak hücre ölümünü, özellikle de apoptozu uyarmaktadır (Leist ve diğ., 

1994, 1997).  

 

Aktif hücre ölümünün genetik olarak programlanan formu olan apoptoz gastrointestinal 

epitelin de dahil olduğu tüm doku tiplerinde fizyolojik ve patolojik çeşitli uyarılar 

sonucu meydana gelebilmektedir. İnflamatuvar hastalıklar, cerrahi operasyonlar, 

iskemik hasar, hormonal faktörler, çeşitli kimyasallar ve safra salgısı gibi pek çok etken 

ince bağırsakta epitel hücre çoğalmasını inhibe ederek, apoptotik hücre ölümünü 

uyarmaktadır (Ghatei ve diğ., 2001). Apoptotik hücre ölümü dokudaki hücre sayısını 

düzenlemenin yanı sıra, mutasyona uğramış veya hasar görmüş hücrelerin ortadan 

kaldırılması için de gerekli bir süreçtir (Pritchard ve Watson, 1996). Ancak farklı 

kökenden gelen farklı  hücre tiplerini bir arada bulundurması nedeniyle, bağırsak 

mukozasında programlı hücre ölümünün moleküler mekanizmasını analiz etmek 

oldukça zordur (Godlewski ve diğ., 2007). 

 

 Tümör nekroz faktör-α (Guy-Grand ve diğ, 1998) ve Act D’nin tek başlarına 

uygulanmaları (Schwartz ve diğ., 1963) sonucu apoptotik hücre ölümü düşük oranlarda 

meydana gelirken, TNF-α’nın Act D ile birlikte uygulanması apoptozu büyük ölçüde 

teşvik etmektedir (Leist ve diğ., 1994, 1997). Bazı araştırıcılar, bağırsak epitel hücre 

soylarında, TNF-α/Act D kombinasyonunu in vitro uygulayarak apoptozun yüksek 

oranlarda uyarıldığını göstermişlerdir (Chang ve Tepperman, 2001, 2003). TNF-α/Act 

D kombinasyonu, deneysel olarak hasar oluşturmak ve apoptozu uyarmak amacıyla, 

genellikle in vitro modellerde,  in vivo olarak ise daha çok karaciğer dokusunda yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Yapılan literatür taramaları sonucunda, bu ikili kombinasyon 
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kullanılarak ince bağırsak hasarının oluşturulduğu in vivo bir deneysel modele 

rastlanmamıştır.  

 

Araştırıcılar sıçan ileum kript epitelinden kökenlenen IEC-18 hücrelerini Act D (2 

µg/ml) varlığında ve Act D olmadan TNF-α (10 ng/ml) ile in vitroda 1-48 saat arasında 

değişen periyotlarda inkübe ettiler. Buna göre, TNF-α ile bağırsak epitel hücrelerinde 

uyarılan toksisite, Act D’nin inkübasyon ortamına eklenmesi sonucu artmış ve apoptotik 

hücre ölümü belirgin olarak uyarılmıştır. İnkübasyonun başlamasından 18 saat sonra 

tespit edilen apoptotik indeks ve kaspaz-3’ün spesifik aktivitesi Act D varlığında 

belirgin bir artış göstermiştir (Chang ve Tepperman, 2001). İnsan ince bağırsak kript 

hücrelerinin morfolojik ve fonksiyonel karakteristik özelliklerini gösteren duodenal 

epitele ait SCBN hücre soyunu aynı dozlarda TNF-α ve Act D ile inkübe ederek 

gerçekleştirilen bir diğer çalışmada, TNF uygulamasının mitokondriden sitokrom C 

salınımını uyararak kaspaz-3 aracılı apoptoza neden olduğu, bunun yanı sıra TNF-α’nın 

hücre hasarı ve apoptozdaki artış ile ilişkili olarak bazı PKC izoenzimlerinin 

aktivasyonunu uyardığı tespit edilmiştir (Chang ve Tepperman, 2003). Bizim 

çalışmamızda ise farelere 15 µg/kg dozda TNF-α’nın tek başına uygulanması sonucu, 

ince bağırsakta nekrotik hücre ölümünün apoptoza oranla baskın olduğu, kontrol 

bireyler ile kıyaslandığında ise hem villustaki hem de kript epitelindeki apoptotik 

indeksin TNF-α grubunda daha düşük olduğu tespit edilmiştir. Ancak, hayvanlara TNF-

α’nın yüksek doz Act D ile birlikte verilmesi hem villus hem de kript bölgesinde 

apoptotik indeksi TNF-α’nın tek olarak uygulandığı gruba göre, önemli ölçüde arttırmış 

ve nekrozu azaltmıştır. Bu bulgumuz, TNF-α’nın Act D gibi bir transkripsiyon 

inhibitörü ile birlikte uygulanmasının apoptotik hücre ölümünü teşvik edebileceği 

görüşünü güçlü bir şekilde desteklemektedir ve TNF-α/Act D ile in vivo olarak 

oluşturulan ince bağırsak hasar modelinin etkileri literatürde ilk kez ortaya konmuştur.  

 

Dokunulmamış fareler üzerinde yapılan pek çok çalışmada GLP-2’nin veya  analoğunun 

bağırsak kript epitel hücrelerinin çoğalmasını uyararak, villus hiperplazisine ve mukoza 

epitelinin genişlemesine sebep olduğu gösterilmiştir (Drucker ve diğ., 1996 ve 1997, 

Tsai ve diğ., 1997). Bu bulgular dokunulmamış farelere GLP-2’nin yıkıma dirençli 

analoğu olan h[Gly2]GLP-2’nin uygulandığı bizim çalışmamızın sonuçları ile uygunluk 

göstermektedir. Histolojik ve immunohistokimyasal bulgularımız ışığında, eksojen 
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olarak verilen GLP-2’nin kript hücrelerinde çoğalmayı teşvik ederek, farelerin ince 

bağırsak epitelinde bir büyüme faktörü olarak fonksiyon gösterdiğini söyleyebiliriz.  

 

GLP-2’nin ve h[Gly2]GLP-2’nin normal bağırsak dokusunda trofik etkilere sahip 

olduğunun gösterilmesinden sonra, bağırsak fonksiyonunda bozulmaya ve 

gastrointestinal kanalda hasara yol açan bazı deneysel modeller üzerinde GLP-2’nin 

tedavi edici amaçla kullanılabilir olup olmadığını ortaya koyabilmek ve etki 

mekanizmalarını aydınlatabilmek amacıyla, son 10 yılda yapılan çalışma sayısı belirgin 

olarak artmıştır. Prasad ve arkadaşları tarafından (2000a,b) sıçanlarda süperiyor 

mezenterik arter oklüzyonu ile oluşturulan iskemik bağırsak hasar modelinde infüzyon 

yoluyla 3 gün boyunca günde 100 µg/kg dozda uygulanan sentetik GLP-2 analoğunun 

mukozal DNA ve protein içeriğinin artışı yoluyla, hasarlı bağırsak epiteli üzerinde 

sitoprotektif bir etkiye sahip olduğu ve hasar sonucu bozulan ince bağırsağa ait emilim 

fonksiyonlarını normale döndürdüğü gösterilmiştir. İndometazin gibi nonsteroidal 

antiinflamatuvar bir ajan aracılığı ile farelerde oluşturulan enteritte ise 2.5 µg dozda 6 

gün boyunca ve günde 2 kez h[Gly2]GLP-2 enjeksiyonunun ince bağırsak hasarının 

şiddetini azalttığı ve dokudaki miyeloperoksidaz aktivitesini düşürdüğü gözlenmiştir 

(Boushey ve diğ., 1999). Transgenik olarak inflamatuvar bağırsak hastalığına sahip 

sıçanlarda 50 µg/kg/gün dozda 14 gün süreyle sistemik infüzyon yoluyla verilen GLP-

2’nin TNF-α ve IFN-γ gibi inflamatuvar aracıların ekspresyonlarını baskıladığı ve 

histolojik lezyonları %40 oranında azalttığı bildirilmektedir (Alavi ve diğ., 2000). 

Farelerde dekstran sülfat ile oluşturulan ülseratif kolitte 10 gün süresince uygulanan 

sentetik GLP-2 analoğunun kolon kriptlerinde çoğalmakta olan hücre sayısını ve ince 

bağırsak ağırlığını arttırdığı ve kolon bölgesindeki hasarı azaltarak intestinotrofik etkiler 

gösterdiği tespit edilmiştir (Drucker ve diğ., 1999, L’heureux ve Brubaker, 2003).  

 

Hayvanlar üzerinde yapılan deneyler deneklere kemoterapi uygılamasından sonra 

başlatılan GLP-2 uygulamasının, bağırsakta iyileşme oranını arttırdığı (Tavakkolizadeh 

ve diğ., 2000) ve kemoterapi ile ilişkillendirilen ölümleri azalttığı bildirilmektedir 

(Boushey ve diğ., 2001). İrinotecan hidroklorid veya 5-fluorouracil gibi kemoterapotik 

ajanlar ile farelerin bağırsak mukozasında oluşan hasar h[Gly2]GLP-2 uygulaması 

sonucu, bakteri enfeksiyonunun ve kript apoptozunun inhibe edilmesi yoluyla 

hafifletilmektedir. Aynı çalışmada GLP-2 reseptörü eksprese eden hücrelerde GLP-
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2’nin apoptoz üzerindeki direkt etkileri in vitro ortamda incelenerek, GLP-2’nin bu 

hücrelerde kemoterapi sonucu uyarılan apoptozu kaspaz-3 ve -8’in aktivasyonunu 

azaltarak inhibe ettiği ve PARP kesimini baskıladığı rapor edilmiştir (Boushey ve diğ., 

2001). Booth ve arkadaşları (2004) farelere radyasyon uygulamasından önce 14 gün 

süreyle 200 µg/kg/gün teduglutide enjeksiyonunun ince bağırsakta kök hücrelerinin sağ 

kalımını arttırdığını ve bu nedenle de kanser terapisine bağlı olarak ince bağırsakta 

oluşan radyasyon hasarının önlenmesinde GLP-2’nin etkin rol oynayabileceğini öne 

sürmektedirler. Bizim çalışmamızda ise dokuda hasar oluşturucu ajan uygulamasından 

önce farelere 200 µg/kg dozda 10 gün boyunca subkutanöz olarak yapılan h[Gly2]GLP-

2 enjeksiyonunun  TNF-α/Act D ile jejunumda oluşan deneneratif hasarı ve apoptoz 

oranını belirgin olarak azalttığı ve kontrol bireylerdeki düzeylere ulaştırdığı dikkati 

çekmektedir. Bunun yanı sıra, h[Gly2]GLP-2 uygulaması ince bağırsak epitelindeki 

hücre çoğalmasını anlamlı bir şekilde arttırarak jejunumda koruyucu etki göstermiştir. 

 

Yusta ve arkadaşları (2000) tarafından, gastrointestinal kanala ait doku kesitlerinde 

spesifik GLP-2R antikoru kullanılarak ayırdedilen GLP-2 reseptörü taşıyan hücrelerin 

aynı zamanda chromogranin ve serotonin immunpozitif oldukları, bunun yanı sıra 

peptid tirozin tirozin (PYY) , GLP-1 ve gastrik inhibitör peptid (GIP) de içerdikleri 

gösterilmiştir. Bu bulgular GLP-2 reseptörlerinin spesifik olarak endokrin hücrelerde 

lokalize olduğunu açıkça ortaya koymaktadır. İnce bağırsakta GLP-2 reseptörünün 

GLP-2’ye yanıtta kript ya da villus epitel hücreleri tarafından ekspresyonunun 

yapılmaması (Yusta ve diğ., 2000), bu peptid hormonun intestinotrofik etkisinin diğer 

faktörler aracılığı ile indirekt olarak gerçekleştiği hipotezini doğrulamaktadır 

Enteroendokrin hücre populasyonlarının  çölyak ve inflamatuvar bağırsak hastalıkları 

gibi bazı hastalıklarda arttığı bildirilmiştir. Bu bulgu inflamatuvar bağırsak hastalığı 

oluşturulan deneysel modellerde, eksojen GLP-2’nin bazı etkilerinin (in vivo mukozal 

tamir mekanizmalarının uyarılması ve epitel hasarından korunma gibi) enteroendokrin 

kökenli moleküllerin salınımı yoluyla gerçekleştiği ihtimalini güçlendirmektedir (Yusta 

ve diğ., 2000).  

 

İnce bağırsakta endokrin hücrelerden salınan ve dokuya spesifik parakrin etkilere sahip 

olan pek çok hormonun bağırsak fonksiyonlarının lokal olarak kontrolünde görev 

üstlendikleri ve gastrointestinal kanalın farklı hücreleri arasında iletişim sağladıkları 
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bilinmektedir. Gastrointestinal kanalda bulunan endokrin hücre sayısındaki değişimlerin 

çeşitli hastalıklar ile ilişkili olduğu bilindiğinden, günümüzde pek çok peptid hormon 

sindirim sistemi ile ilgili bazı hastalıkların tanı ve tedavisinde kullanılmaktadır (Del 

Valle ve Yamada, 1990, Rindi ve diğ., 2004). Çeşitli araştırıcılar tarafından çölyak) ve 

Crohn hastalığı gibi inflamatuvar bağırsak hastalıklarında ve ülseratif kolitte 

gasrointestinal kanaldaki endokrin hücrelerde hiperplazinin meydana geldiği tespit 

edilmiştir (Pietroletti ve diğ., 1986, Bishop ve diğ., 1987). Bizim çalışmamızda ise 

TNF/Act D uygulaması ile somatostatin ekspresyonu yapan hücrelerde sayıca belirgin 

bir artış gözlenmiş, CCK ekspresyonu ise bu grupta değişmemiştir.  

 

Somatostatin endokrin ve ekzokrin salgıların, hücre çoğalmasının, bağırsak 

motilitesinin ve bağırsaktan besin emiliminin inhibisyonu gibi pek çok fizyolojik 

fonksiyonu düzenleyen bir inhibitör faktör olarak kabul edilmektedir (Benali ve diğ., 

2000). Thompson tarafından (1998, 1999) cerrahi olarak ince bağırsağın büyük bölümü 

alınan tavşanlarda, ekzojen olarak verilen somatostatinin bağırsak epitel hücrelerinde 

apoptozu uyardığı ve bağırsak rejenerasyonunu bozduğu bildirilmektedir. Tümör 

varlığında ise, bu hormonun veya analoglarının sindirim kanalındaki somatostatin-2 

reseptörü taşıyan karsinoid hücreler üzerinde antiproliferatif etki gösterdiği rapor 

edilmiştir (Wangberg ve diğ., 1990). Ancak yapılan literatür taraması sonucuna göre, 

bizim kullandığımız deneysel modelde ince bağırsak epitelinde somatostatin 

ekspresyonunun incelendiği herhangi bir çalışma mevcut değildir. Hücre çoğalmasını 

inhibe edici ve apoptozu uyarıcı etkilere sahip olduğu bilinen bu peptid hormon ile 

GLP-2’nin, hem normal bağırsak dokusunda hem de hasarlı dokudaki etkileşiminin de 

henüz aydınlatılamamış olduğu tespit edilmiştir. 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalar somatostatinin inflamatuvar durumlar ile yakından 

ilişkili olduğunu ve immun sistemin inflamasyona yanıtında aktif rol oynadığını 

göstermektedir (Dejonge ve diğ., 2003, Paran ve Paran, 2003). Bu regülatör peptidin 

proinflamatuvar sitokinlerin, immunoglobulin üretiminin ve lenfosit artışının 

inhibisyonu sayesinde, antiinflamatuvar ve immunmodülatör etkiler gösterdiğine dair 

güçlü kanıtlar vardır (Helyes ve diğ., 2004, Panteris ve Kouroumalis, 2007). Deney 

hayvanlarında oluşturulan inflamasyon modellerinde ya da insanlarda enfeksiyon 

sonucu veya otoimmun olarak meydana gelen inflamasyonda dokudaki somatostatin 



91 

 

ekspresyonunda ve somatostatin reseptörlerinin seviyesinde artış meydana geldiği 

bildirilmektedir (Dejonge ve diğ., 2003, Paran ve Paran, 2003). Nitekim, O’Hara ve 

arkadaşları (2004) tarafından yapılan bir çalışmada, 2,4,6-trinitrosulfonik asit ile 

ileumda oluşturulan bağırsak iltihabında somatostatin immunreaktif endokrin hücre 

sayısında belirgin bir artış olduğu tespit edilmiştir. Dokuda TNF-α ve IFN-γ gibi 

proinflamatuvar sitokinlerin salınımı sonucu, somatostatinin ve somatostatin 

reseptörlerinin üretiminin uyarıldığı öne sürülmektedir (Panteris ve Kouroumalis, 

2007). Apoptotik hücre ölümünün uyarılması ile karakterize edilen, TNF-α aracılı ince 

bağırsak hasarının in vivo deneysel modelinin uygulandığı çalışmamızda, TNF-α/Act D 

verilen farelerin bağırsak epitelinde somatostatin ekspresyonunun kontrol hayvanlara 

kıyasla anlamlı bir şekilde arttığı gösterilmiştir. Ayrıca sadece TNF-α veya sadece Act 

D verilen gruplarda apoptoz oranında olduğu gibi somatostatin ekspresyonunda da,  

kontrol gruba göre anlamlı bir değişikliğin olmaması dikkat çekicidir. Bu bulgular bize,  

TNF-α/Act D verilen farelerin ince bağırsak mukozasında artan somatostatin 

ekspresyonunun apoptotik hücre ölümünü uyarmış olabileceğini düşündürtmektedir. 

Bununla birlikte, hasar grubuna GLP-2 ön uygulaması apoptozdaki inhibisyonun yanı 

sıra, somatostatin ekspresyonunda da belirgin bir azalmaya neden olmaktadır. Bu 

bulgularımız ışığında, GLP-2’nin hasar durumunda ince bağırsakta somatostatin 

ekspresyonunun inhibisyonu sayesinde antiapoptotik etki gösterdiğini söyleyebiliriz.  

 

İnhibitör etkili somatostatin hormonunun endokrin hücrelerden salınan diğer peptid 

hormonlar gibi CCK salınımını da inhibe ettiği bilinmektedir (Green ve diğ., 1989).  

Gastrointestinal kanalda sentezlenen CCK’nın bilinen en önemli fonksiyonu pankreatik 

enzim salınımını uyarmaktır. Çeşitli araştırıcılar tarafından CCK’nın pankreatik 

rejenerasyonda ve büyümede rol oynamasının yanı sıra, insülin üreten beta 

hücrelerininin çoğalma oranını arttırdığı da rapor edilmiştir (Liu ve diğ., 2001, Trulsson 

ve diğ., 2001). Sıçanlara ekzojen olarak verilen CCK analoğunun ince bağırsakta 

hipertrofi ve hiperplaziye neden olduğu  Morisset ve Genik tarafından bildirilmektedir 

(1983). Son yıllarda ise, dokuda artan CCK düzeylerinin ince bağırsakta meydana gelen 

inflamasyonu azalttığı iddia edilmektedir (Luyer ve diğ., 2004). Söz edilen bu 

çalışmada deneysel hemorajik şok modelinde diyetle alınan yağların, CCK reseptör 

ekspresyonunu arttırarak, TNF-α ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin şok ile 

uyarılan ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir. Araştırıcılar, bu modelde sistemik 
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inflamatuvar yanıtın azalmasının CCK reseptör ekspresyonunun artışı ile ilişkili 

olduğunu öne sürmektedirler. Bizim çalışmamızda ise, tüm deney grupları arasında 

sadece TNF-α/Act D uygulamasından önce koruyucu olarak GLP-2 analoğu verilen 

grupta, jejunum mukozasında CCK immunreaktif endokrin hücre sayısının anlamlı bir 

şekilde arttığı tespit edilmiştir. Bu bulgumuz Luyer ve arkadaşlarının (2004) CCK 

ekspresyonunun, proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun azaltılması yoluyla, 

bağırsak inflamasyonunu önleyebildiği bulgusunu destekler niteliktedir. CCK 

ekspresyonundaki bu artış bize, ince bağırsak mukozasının inflamasyona karşı 

oluşturulan yanıtta CCK’nın önemli bir savunma mekanizması olarak fonksiyon 

üstlendiğini düşündürmektedir. Bu bulgularımız ışığında, GLP-2’nin bağırsak 

mukozasında hücre çoğalmasını uyarıcı, doku hasarını önleyici ve apoptozu inhibe edici 

etkilerinin enteroendokrin hücrelerden veya nöronlardan salınımı GLP-2 tarafından 

regüle edilebilen somatostatin ve CCK gibi bazı gastrointestinal hormonlar aracılı 

olduğunu düşünmekteyiz. 

 

Bu çalışma planlanırken hedeflerimizden biri de, TNF-α/Act D ile in vivo oluşturulan 

ince bağırsak hasar modelinin oksidatif stres aracılı olup olmadığını tespit edebilmek ve 

eğer bu deneysel hasar modeli oksidatif stresi tetikliyor ise, GLP-2’nin ince bağırsakta 

oluşan oksidatif hasarda oksidan/antioksidan sistem üzerindeki henüz tam olarak 

bilinmeyen etkilerini açığa çıkarabilmekti.  

 

Oksidatif stres lipid peroksidasyonu, DNA hasarı, hücre büyümesinin inhibisyonu ve 

hücre ölümü gibi negatif hücresel yanıtları uyarabildiği gibi; çoğalma veya aktivasyon 

gibi pozitif hücresel yanıtları da uyarabilme özelliğine sahiptir (Kannan ve Jain, 2000). 

Apoptoz sırasında dokuda ROT artışı olduğu bilinmekle birlikte, ROT’nin fazla 

artışının nekroz gibi şiddetli ve yaygın bir hasara neden olduğu genel olarak kabul 

görmektedir. Nitekim, TNF-α ile uyarılan nekrotik hücre ölümünde ROT’nin ciddi 

oranda arttığı tespit edilmiş ve TNFR-1’in uyarılmasından sonra kaspazların inhibe 

edilmesi ile hücre içi ROT üretiminin arttığı ve bunun da nekrotik hücre ölümünü 

uyardığı bildirilmektedir (Cauwels ve Brouckaert, 2007). Dokudaki oksidatif hasarın en 

önemli göstergelerinden biri olan lipid peroksidasyon ürünlerinden MDA düzeyleri tüm 

deney gruplarımızda tespit edilmiştir. Elde edilen bulgulara göre, farelere TNF-α/Act D 

verilmesinde 4.5 saat sonra MDA düzeyinde kontrol bireylere göre bir artış 
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gözlenmekle birlikte, bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Apoptotik 

hücre ölümünün baskın olduğu hasar modelimizde, TNF-α/Act D ile uyarılan ROT 

aracılı lipid peroksidasyon düzeyindeki hafif artış dokuda apoptotik ölüm sürecinin 

nekroza oranla baskın olması ile ilişkilendirilebilir.   

 

Literatürde GLP-2’nin dokuda meydana gelen lipid peroksidasyonu üzerindeki 

etkilerini inceleyen sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Zhang ve arkadaşları tarafından 

(2008), sıçanların ince bağırsağında iskemi/reperfüzyon ile oksidatif hasar 

oluşturulmasından 3 gün önce uygulanmaya başlanan ve reperfüzyon fazı sırasında da 

intravenöz olarak verilmeye devam edilen GLP-2’nin bağırsak dokusunda MDA 

düzeyini belirgin olarak azalttığı  rapor edilmektedir. Çalışmamızda dokuda hasar 

oluşturan ajanların verilmesinden önce farelere uygulanan h[Gly2]GLP-2’nin MDA 

düzeyini hasar grubuna kıyasla, belirgin ve anlamlı bir şekilde düşürmesi dikkat 

çekicidir. Bu bulgular ışığında GLP-2’nin veya proteaza dirençli analoğunun oksidatif 

stres sonucu oluşan lipid peroksidasyonunu önleme kapasitesine sahip olduğunu 

söyleyebiliriz.  

 

Glutatyon hücrelerde çok fazla miktarda bulunan bir antioksidandır ve çeşitli 

ksenobiyotiklere karşı hücreyi koruyan önemli bir aracıdır (Coppola ve Ghibelli, 2000). 

Oksidatif hasardan korunmaya karşı, enzimatik ya da enzimatik olmayan hücresel 

antioksidan mekanizmalar arasında glutatyon redoks döngüsü çok önemli bir role 

sahiptir. Hücre içi redoks düzeyindeki değişimlerin, farklı uyaranlara karşı hücresel 

yanıtın türünü belirlemede aktif rol oynadığı bildirilmektedir (Toborek ve diğ., 1995). 

Enzim metabolizması, hücre büyümesi, gen transkripsiyonu ve apoptoz gibi pek çok 

hücre fonksiyonu GSH/GSSG oranındaki değişimler ile kontrol edilmektedir (Hentze ve 

diğ., 2000). Şiddetli oksidatif/peroksidatif süreçler sırasında hücre içinde GSSG 

birikimi oksidatif strese hücresel yanıtın bir sonucu olarak ortaya çıkabilir. GSSG hücre 

içinde toksik bir düzeye ulaştığında ise, hücre dışına taşınabilir veya hücre içindeki 

proteinlere katılarak disülfidleri oluşturabilir. Bu olay total glutatyonda bir kayıba sebep 

olmaktadır (Toborek ve diğ., 1995, Coppola ve Ghibelli, 2000). 

 

NF-кB transkripsiyon faktörünün TNF aracılı aktivasyonunun, hücre içi redoks düzeyi 

tarafından kontrol edildiği iddia edilmektedir. Bunun yanı sıra, Toborek ve arkadaşları 
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(1995) tarafından, TNF-α aracılı endotel bütünlüğündeki bozulmanın hücre içi glutatyon 

düzeyindeki değişimler ile ilişkili olduğu öne sürülmektedir. Sözü geçen bu in vitro 

çalışmada, TNF-α uygulamasından 3 ve 6 saat sonra endotel hücrelerindeki total 

glutatyon düzeyinde bir azalma gözlenmiş, ancak 24 saat gibi uzun süreli TNF 

uygulamasını takiben total  glutatyon seviyesi önemli ölçüde artmıştır. Araştırıcılar total 

glutatyondaki bu artışın, hızlı GSH sentezi sonucu, indirgenmiş glutatyon (GSH) 

seviyesindeki artış ile ilişkili olduğunu  göstermişler ve bunun da toksik uyarıya karşı 

hücresel bir savunma mekanizması olarak ortaya çıktığını iddia etmişlerdir. Diğer bir 

çalışmada ise, insan endotel hücrelerine in vitroda farklı konsantrasyonlarda uygulanan 

TNF-α’nın GSH ve LPO düzeyleri üzerindeki etkileri incelenmiş ve düşük TNF 

konsantrasyonlarında (10-100 pg/ml) hem GSH hem de LPO seviyelerinin arttığı  tespit 

edilmiştir (Scalera, 2003). 

 

Dokuda endojen veya ekzojen çeşitli uyaranlara yanıt olarak meydana gelen oksidatif 

stresin ve hücrenin redoks durumundaki değişikliklerin apoptozun regülasyonunda  rol 

oynadığı iddia edilmekle birlikte, bunun aksini savunan bazı araştırıcılar da mevcuttur.  

İn vitro hepatositlerde Act D ve TNF-α ile uyarılan apoptotik hücre ölümünün, H2O2 

gibi reaktif oksijen türevlerinin üretimini veya hücresel glutatyon seviyesini 

değiştirmeden meydana geldiği gösterilerek, TNF aracılı hepatosit apoptozunda 

oksidatif stresin rol oynamadığı öne sürülmektedir (Xu ve diğ., 1998). Oysa, bir başka 

araştırıcı grubu, apoptotik hücrelerde glutatyon seviyesinde bir azalma olduğunu tespit 

etmişler ancak, glutatyondaki bu azalmanın tek başına apoptoz oluşumuna sebep 

olamayacağını iddia etmişlerdir (Ghibelli ve diğ., 1995). Leist ve arkadaşları (1994), 

farelere 800 µg/kg Act D ve 3.3 µg/kg TNF-α enjeksiyonunudan 4 saat sonra 

hepatositlerde apoptozun uyarıldığını DNA fragmentasyonunun tespiti ile göstermişler, 

ancak bu sürede karaciğerde GSH içeriğinde ve plazma transaminaz düzeylerinde bir 

değişikliğin olmadığını da rapor etmişlerdir. Bu araştırıcılar TNF aracılı apoptotik 

ölümün uyarılmasında oksidatif stresin ve GSH seviyesindeki değişikliklerin etkin 

olmadığını iddia etmişlerdir. 

 

Pierce ve arkadaşları (2000) ise, farklılaşmamış hepatosit hücre soyunda Act D ve TNF-

α’nın birlikte uygulanması ile uyarılan apoptotik hücre ölümünün oksidatif stres ve 

mitokondrial hasar ile ilişkili olduğunu, bunun yanı sıra hücre içi glutatyon düzeyindeki 
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azalmanın apoptoz oluşumunda etkin olabileceğini rapor etmişlerdir. Ancak, hasar 

görmemiş sağlıklı karaciğer dokusundaki hepatositlerin yüksek GSH seviyesine sahip 

olmasından dolayı oksidatif hasara yanıtta diğer hücrelerden farklı hareket edebileceği 

dikkate alındığında, tüm hücre tipleri için bu genellemeyi yapmak pek doğru 

olmayacaktır. Act D ile transkripsiyonal blokajın sağlandığı TNF-α aracılı in vivo ince 

bağırsak hasar modelini kullandığımız bu çalışmada dokudaki GSH düzeyinin, TNF-α 

ve Act D’nin tek olarak uygulandığı diğer gruplardaki kadar olmasa da, arttığı dikkati 

çekmektedir. Bizim çalışmamızda GSH seviyelerinde meydana gelen bu artış diğer 

araştırıcıların bulgularından farklı gibi görünse de, diğer bulguların in vitro 

hepatositlerde tespit edildiği ve  uygulanan dozlar ile uygulama süreleri de dikkate 

alındığında bu çelişkinin ortadan kalkacağını düşünmekteyiz. Bizim deneysel 

modelimizde hasar gruplarında GSH düzeylerindeki artışın, ince bağırsak dokusunun 

TNF-α, Act D ya da TNF-α/Act D toksisitesine karşı, glutatyon redoks döngüsünü 

hızlandırarak hücre içi GSH oluşumunu arttırmak suretiyle, gösterdiği adaptif bir yanıt 

olduğunu düşünmekteyiz. Nitekim, GLP-2 uygulaması hasar grubunda meydana gelen 

GSH’daki bu artışı belirgin olarak önlemektedir.  

 

GSH, sahip olduğu tiyol gruplarından ötürü, ROT’lerinin detoksifikasyonunda direkt 

olarak etkili olmasının yanı sıra, glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz gibi 

enzimlerin substratı olarak da enzimatik aktiviteyi düzenleme özelliğine sahiptir. 

Ancak, hem normal durumlarda hem de oksidatif stres altında SOD, GPx ve CAT gibi 

antioksidan enzimleri kodlayan mRNA seviyelerinde GSH düzeyindeki değişikliklerin 

etkili olmadığı rapor edilmiştir (Mates ve diğ., 1999).    

 

Tümör nekroz faktör-α’nın OH. ve O2
.- üretimine yardımcı olarak, hücre içi oksidatif 

stres oluşumuna katkıda bulunduğu genel olarak kabul görmektedir (Yamauchi ve diğ., 

1990, Bautista ve diğ., 1991). TNF-α’nın hücrelerde antioksidan enzim mRNA’larının 

ekspresyonu üzerindeki etkilerinin incelendiği bir çalışmada, TNF’nin CuZnSOD, CAT 

ve GPx ekspresyonu üzerinde etkin olmadığı ancak, mitokondriyal bir enzim olan 

MnSOD’un mRNA’sını uyardığı bildirilmiştir (Wong ve Goeddel, 1988). Hem in vivo 

hem de in vitro olarak gözlenen MnSOD mRNA’sının seçici olarak uyarılması, TNF-

α’nın hücre içinde sitotoksik etkisini esas olarak mitokondri üzerinde gösterdiğinin 

önemli bir kanıtıdır. Bizim çalışmamızda sitozolik doku fraksiyonunda tespit ettiğimiz 
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CuZnSOD ve GPx aktivitelerinde, TNF uygulaması sonucu herhangi bir değişiklik 

gözlenmemesi de bu bulguları destekler niteliktedir.  

 

Bu çalışmada hem TNF-α’nın tek olarak verildiği hem de Act D ile kombine olarak 

uygulandığı hasar gruplarında ince bağırsakta CAT aktivitesinin belirgin olarak 

azalması dikkati çekmektedir. Apoptotik uyarının hücrelerde CAT ekspresyonunu 

baskıladığını gösteren bazı araştırıcıların bulguları (Kahl ve diğ. 2004), çalışmamızın bu 

bulguları ile uyumludur. Bizim hasar oluşturduğumuz ince bağırsak dokularında CAT 

aktivitesi kontrollere kıyasla, anlamlı bir şekilde azalmıştır, fakat sadece TNF-α/Act D 

uygulanan farelerde apoptoz teşvik edilmiştir. GLP-2 analoğonun farelere 10 gün 

boyunca verilmesi CAT aktivitesini hasar grubuna göre anlamlı bir şekilde arttırmış, 

aynı zamanda apoptozu da baskılamıştır. Bu çalışmada TNF ve Act D’nin tek olarak 

uygulandığı ve apoptotik ölümün uyarılmadığı gruplarda gözlenen CAT aktivitesindeki 

azalma, apoptoz dışında oluşan oksidatif hasarda CAT enziminin önemli bir gösterge 

olduğunu düşündürmektedir. Bunun yanı sıra TNF-α/Act D ile oluşturulan ince bağırsak 

hasarında antioksidan parametreler arasında sadece CAT enziminin belirgin olarak 

etkilenmesi, bu hasar modelinin hücre içi H2O2 konsantrasyonunun artışına sebep olarak 

oksidatif hasara yol açtığını ortaya koymaktadır.  

 

Literatürde GLP-2’nin sağlıklı veya hasar görmüş ince bağırsak dokusunda antioksidan 

enzim sistemi üzerindeki etkilerini inceleyen herhangi bir çalışma tespit edilmemiştir. 

Bu yönüyle çalışmamız GLP-2’nin GPx, CAT ve SOD enzim aktiviteleri üzerindeki 

etkilerini ortaya koyan ilk çalışma olma niteliğindedir.  

 

Sağlıklı normal dokuya zarar vermeden kanserli dokudaki malignant hücrelerin apoptoz 

oranının arttırılması yoluyla kanser terapisi, apoptozun tedavi edici amaçlar için 

kullanımına olanak sağlayabilir. İnsanlarda apoptozun genetik olarak kontrolünün 

sağlanması henüz uzak bir hedef olarak görülse de, günümüzde çeşitli hastalıklar için 

apoptotik hücre ölümünü uyarıcı yeni tedavi yöntemleri geliştirilmeye çalışılmaktadır 

(Pritchard ve Watson, 1996, Cai ve diğ., 2008). Özellikle son yıllarda kanser 

tedavisinde, TNF-α’nın vücuttaki sağlıklı hücreler için de sitotoksik olan  etkilerinin 

ortadan kaldırılması amacıyla deney hayvanlarında füzyon proteinlerinin ve 

nanopartiküllerin kullanımı sayesinde, hedeflenen tümör kitlesine direkt olarak 
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ulaşmayı sağlayan çeşitli klinik öncesi araştırma stratejileri ve gen terapisi yöntemleri 

geliştirilmeye çalışılmaktadır (Cai ve diğ., 2008).  

 

Bu çalışmada ince bağırsakta apoptotik ölüm sürecini tetiklemek ve TNF-α aracılı 

oksidatif hasar oluşturabilmek amacıyla kullandığımız TNF-α/Act D ikili 

kombinasyonu, her ikisinin de antineoplastik ajan olmasından ve birlikte 

uygulandıklarında bu etkinin daha belirgin bir şekilde ortaya çıkmasından 

faydalanılarak, bazı kanser türlerinin tedavisinde hedef dokuya özgü tedavi 

yöntemlerinin oluşturulması suretiyle, kontrollü olarak kullanıma sahip olabilir. Ancak 

bu ikili kombinasyonun deney hayvanları üzerinde değişik doz ve sürelerde 

uygulandığı, in vivo pek çok çalışmaya ihtiyaç olduğu açıktır. Özellikle ince bağırsak 

dokusunda bu iki sitotoksik ajanın sinerjistik etkilerini ve etki mekanizmalarını açığa 

çıkaracak uzun süreli uygulamalara gereksinim duyulmaktadır. Ayrıca GLP-2 gibi, 

etkileri gastrointestinal kanala spesifik olan endojen bir regülatör peptidin de çeşitli 

sindirim sistemi hastalıklarında ve kanser kemoterapisi sırasında klinik olarak 

kullanılabilir olması için etki mekanizmalarının açığa çıkarılması büyük önem 

taşımaktadır.  

 

Çalışmamızda elde ettiğimiz bu bulgular ışığında bundan sonraki hedefimiz, özellikle 

GLP-2’nin apoptozu önleyici, hücre çoğalmasını uyarıcı, koruyucu ve antioksidan 

etkilerinin mekanizmasını  aydınlatabilmek amacıyla, çok yönlü araştırmalar olmalıdır.  

 

Bu çalışmada elde edilen orjinal ve dikkat çekici bulguları ve bu bulgulara dayanarak 

vardığımız sonuçları kısaca şöyle özetleyebiliriz: 

 

• Bu çalışmada, bir transkripsiyon inhibitörü olan Act D varlığında ekzojen 

uygulanan TNF-α ile oluşturulan ince bağırsak hasar modelinin, dokuda 

oksidatif stres aracılı apoptotik ölüm sürecini uyarma potansiyeline sahip 

olduğu, bunun yanı sıra ince bağırsak dokusunda dejeneratif değişikliklere de 

neden olduğu  in vivo olarak ilk kez tespit edilmiştir. 
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• TNF-α/Act D ile ince bağırsakta oluşturulan hasar modeli esas olarak hücre içi 

H2O2 konsantrasyonunun artışına yol açarak, oksidatif hasara sebep olmaktadır; 

CAT aktivitesindeki azalma bunun bir kanıtıdır. 

 

• TNF-α/Act D uygulaması sonucu ince bağırsakta lipid peroksidasyon 

düzeyindeki hafif artış apoptotik sürecin uyarılması ile ilişkili olabilir. 

 

• TNF-α/Act D’nin birlikte uygulanması sonucu ince bağırsak epitelinde 

somatostatin ekspresyonu yapan hücre sayısında tespit edilen artış, apoptotik 

hücre ölümünün uyarılması ile ilişkili olabilir. 

  

• TNF-α/Act D ile bağırsak hasarının oluşumundan önce h[Gly2]GLP-2 

uygulaması apoptotik indekste ve somatostatin ekspresyonunda belirgin bir 

azalmaya neden olmaktadır. h[Gly2]GLP-2’nin jejunum mukozasında apoptozu 

önleyici etkisi, bu modelde somatostatin ekspresyonunun baskılanması ile ilişkili 

olabilir. 

 

• h[Gly2]GLP-2, TNF-α/Act D ile oluşan ince bağırsak hasarını, epitel hücre 

çoğalmasını ve CCK ekspresyonunu uyararak da önlemiş olabilir.  

 

• h[Gly2]GLP-2 uygulaması, TNF-α/Act D ile oluşan katalaz aktivitesindeki 

azalmayı anlamlı ölçüde inhibe ederek ve GSH seviyesinde meydana gelen 

adaptif artışı dengeleyerek, antioksidan etki göstermiştir. 

 

• Sonuç olarak, bu çalışma TNF-α/Act D ile oluşturulan ince bağırsak hasarına 

karşı h[Gly2]GLP-2’nin apoptozu önleyici, hücre çoğalmasını uyarıcı, koruyucu 

ve antioksidan etkilere sahip olduğunu göstermiştir.  

 

• Çalışmanın sonuçları, GLP-2’nin oksidatif ince bağırsak hasarında 

kolesistokinin ve somatostatin ekspresyonunu etkileme potansiyeline sahip 

önemli bir regülatör peptid olduğunu göstermektedir. 
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• Bu çalışmanın, TNF-α aracılı ince bağırsak hastalıklarında h[Gly2]GLP-2’nin 

tedavi edici bir ajan olarak değerlendirilmesine katkıda bulunacağı 

düşünülmektedir. 
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