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OZET

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal kanalm  kronik
inflamasyonuyla seyreden bir hastalik grubudur. TNBS ile indiiklenen kolit modeli
IBH’de olusan patolojik semptomlarin gogunu taklit edebilen bir kolit modelidir.
Dokosaheksaenoik asit (DHA) antiinflamatuvar etkili, uzun zincirli bir omega 3 yag
asitidir. Bu ¢aligmanin amact DHA’nin, TNBS kolit modelindeki inflamasyon ve
oksidatif stres tizerindeki etkilerini belirlemektir. Calismada disi Wistar Albino si¢an
kullanilarak 3 grup olusturuldu. Kontrol (n=8) ve kolit gruplarina (n=10) 4 hafta
boyunca gavaj yoluyla serum fizyolojik, kolit+DHA grubuna (n=10) 600 mg/kg/giin
DHA verildi. 4 haftanin sonunda kolit ve kolit+DHA gruplarina rektal yoldan TNBS
verildi ve 3 giin sonra sakrifiye edildi. Kolon dokular1 ¢ikarilarak makroskopik ve
mikroskopik degerlendirme yapildi. Miyeloperoksidaz (MPO), malondialdehit
(MDA), glutatyon (GSH) diizeyleri, total antioksidan (TAS) ve total oksidan
kapasiteleri (TOS), niiklear faktor-kappa B (NF-kB), interlokin-6 (IL-6), IL-10 ve
tiimdr nekroz factor-a (TNF-a) diizeyleri dlciildii. Istatistiksel degerlendirme, SPSS
23 versiyonu kullanilarak t testi ve varyans analizi (ANOVA), Tukey ve Games-
Howell ¢oklu karsilastirma testleri yapildi. Grafikler i¢in GraphPad Prism 8 programi
kullanildi. Calismanin sonunda DHA’nin kolonda makroskopik ve mikroskopik hasar
skorunu diisiirdiigli ve inflamasyonun gostergesi olan sitokin diizeylerini azalttig1
gozlendi. Ayrica oksidatif stresin gostergeleri olan MDA ve TOS seviyelerini
diistirdiigii, TAS ve GSH diizeylerini ise korudugu gozlendi. TNBS ile olusturan kolit
modelinde DHA’nin nétrofil infiltrasyonunu engelledigi, endojen antioksidan
diizeylerini korudugu, lipid peroksidasyonunu engelledigi ve proinflamatuvar sitokin
diizeylerini azalttig1; bu sayede doku diizeyinde antiinflamatuvar ve antioksidan etkiler

gostererek koruyucu oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Deneysel kolit, DHA, Inflamasyon, Oksidatif stres, TNBS



SUMMARY

Investigation of Docosahexaenoic Acid (DHA) in Inflammatory Response in

TNBS-Induced Colitis Model

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are chronic inflammation of gastrointestinal
tract. Trinitrobenzenesulfonic (TNBS) induced colitis model has the ability to mimic
IBD pathology. Docosahexaenoic acid (DHA) is a long chain omega-3 fatty acid (n-3
PUFA) with an antiinflamatory effects. The aim of this study is to investigate the
possible protective effects of DHA molecule in TNBS induced colitis model. Female
Wistar Albino rats were divided into 3 groups. Control (n=8) and colitis groups (n=10)
were treated with saline, colitistDHA group (n=10) were treated with DHA (600
mg/kg/day) via gavage for the 4 weeks. At the end of 4th week, TNBS was
administered to colitis and colitistDHA groups intrarectally and rats were sacrificed
three days later. Colon tissues were collected for macroscopic and microscopic
evaluation. Myeloperoxidase (MPO) activity, malondialdehyde (MDA) and
glutathione (GSH) levels, total antioxidant (TAS) and total oxidant status (TOS),
interleukin-6 (IL-6), IL-10, nuclear factor-kappa B (NF-xB), tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) levels were measured. Student’s t-test, ANOVA, Tukey and Games-
Howell tests were used for statistical analysis (SPSS 23 version). GraphPad Prism8
was used for graphics. DHA has a protective effect including macroscopic and
microscopic damage score of colon. This protective effect was also associated with
decreased proinflammatory cytokines. Additionally DHA reduced the oxidative
markers such as MDA and TOS levels significantly compared to colitis group. It was
determined that DHA decreased neutrophil infiltration, lipid peroxidation and
proinflammatory cytokine levels in TNBS-induced colitis model and thus it was found
to be protective by demonstrating anti-inflammatory and antioxidative effects at tissue
level.

Keywords: DHA, Experimental colitis, Inflammation, Oxidative stress, TNBS



1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal kanalin kronik
tekrarlayan inflamatuvar yaniti ile ilgili hastaliklaridir. Ulseratif kolit (UK) ve Crohn
hastahgr (CH) IBH’in majér iki formudur. IBH’nin etiyolojisi halen biitiiniiyle
bilinmemekle birlikte yapilan caligmalarda genetik, ¢evresel, mikrobiyal ve immiin
sisteme ait faktdrlerin patogenezde rol oynadigmi bildirilmektedir (1). IBH nin
insidans1 ve prevelansi diinya genelinde hizla artmaktadir ve gelismis lilkelerde en
yiiksek insidans ve prevelans degerlerine sahiptir. UK insidans1 Kuzey Amerika’da
19.2/100000; prevelanst 505/100000 kisi olarak bildirilmistir. CH insidans1 Kuzey
Amerika’da yilda 20.2/100000 kisi; prevelansi: 322/100000 olarak bildirilmistir (2).

IBH’nin patogenezinin incelenmesi, potansiyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
amaciyla deneysel kolit hayvan modelleri kullanilmaktadir. Kullanilan modeller
arasinda 2,4,6-trinitrobenzensiilfonik (TNBS) ile indiiklenen kolit modeli patolojik
semptomlarmin ¢ogunu taklit edebilen ve tekrarlanabilir bir model olmasiyla 6ne
cikmaktadir (3, 4). Bu nedenle bu tez calismasinda TNBS ile indiiklenen kolit
modelinin kullanilmasi, hastaligin olusturdugu etkilerin degerlendirilmesi, hastaligin
olusum mekanizmasinin incelenmesi, potansiyel tedavi yontemlerinin belirlenmesi ve

bu yontemlerin etki mekanizmalarmin tartisilmasina imkan saglayacaktir.

Reaktivitelerinin yliksek olmasi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve lipit
peroksitlerinin, hiicrenin antioksidan savunma kapasitesinin {izerinde olusmalar;
hiicrelerin DNA, protein ve membran lipitlerinde hasara yol agmaktadir. Artmig ROS
iiretimi sonucu olusan oksidatif stres, doku hasar1 ve fibrozis olusumuna katki saglayan
en Oonemli faktor olarak goriilmektedir. CH doku hasar1 ve fibrosis olusumu ile
karakterizedir (5). CH’ye sahip kisilerde siiperoksit (O27), hidrojen peroksit (H20»),
hidroksil (OH"), singlet oksijen ('O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin arttig1; buna karsilik
antioksidan savunma diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. Ayrica CH’de IL-1, IL-8 ve

TNF-a gibi proinflamatuvar sitokin diizeyleri artmakta (6, 7); ancak artan
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proinflamatuvar sitokinler ile antiinflamatuvar sitokin diizeyleri arasinda dengesizlik

oldugu bilinmektedir (5).

Dokosaheksaenoik asit (DHA) antiinflamatuvar etkili, uzun zincirli ¢oklu
doymamis bir omega 3 yag asitidir (n-3 PUFA). DHA’nin kan lipitlerini ve
lipoproteinlerini  dengeleyerek kardiyovaskiiler homeostasisi sagladigi, yash
bireylerde ve alzheimer hastaligma sahip kisilerde hiicre metabolizmasini,
boliinmesini ve farklilagmasmi kontrol ederek emosyonel ve kognitif durumu

tyilestirdigi, inflamasyonu diizenleyici etkiler gosterdigi bilinmektedir (8).

DHA, hiicre membraninin fosfolipit yapisina katilarak inflamatuvar siirecte
etkisini gosterir. n-3 PUFA yag asitlerinin hayvanlarda kronik kolit iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu literatiirde belirtilmis olsa da, n-3 PUFA yag asitlerinin major
bileseni olan DHA nin, TNBS ile olusturulmus kolit modelindeki inflamasyon {lizerine

olan tiim etki mekanizmalar1 heniiz kesin olarak bilinmemektedir.

Bu c¢alismadaki amacimiz, n-3 PUFA’nin literatiirdeki anti-inflamatuvar
etkilerinden de yola c¢ikarak intragastrik yolla verilen DHA’nin, TNBS kolit
modelindeki terapétik etkilerini, proinflamatuvar molekiiller lizerindeki tedavi edici

ve koruyucu etkilerinin boyutlarini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuvar Bagirsak Hastahklar1 (iIBH)

IBH, gastrointestinal kanalin kronik idiyopatik inflamasyonu olarak tanimlanan
ve etiyolojisi bilinmeyen bir hastalik grubudur. Mukozal bariyerde bozulma ve
inflamasyon ile baslayip anormal immiin yanitla devam ederek kanamalara ve ¢esitli
komplikasyonlara yol agabilir (9). Ilgili bdlgeye inflamatuvar hiicre gégii ve sitokin
kemotaksisi ilerleyici doku harabiyetine sebep olur (10). Inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber patogenezinden genetik
faktorler, bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler, immiin sistemdeki anormallikler,
iklim, cevre kirliligi ve sigara kullanimi gibi ¢evresel tetikleyiciler sorumlu
tutulmaktadir (11) (Sekil 1). Kiiresel obeziteye paralel olarak IBH’nin insidans1 ve
prevalans: da artmaktadir. iBH’li hastalarin %15-40’1nmn obez oldugu, %20-40’1nn
ise fazla kilolu oldugu bilinmektedir (12). Sosyoekonomik olarak geligmis iilkelerdeki
modern yasam tarzinin etkileri olan stres, ila¢ kullanimi, yanls beslenme gibi etkenler
de bagirsak mikrobiyota bilesimini etkilemektedir. Biitiin bu siiregler mukozal
bariyerde hasara yol acarak inflamasyonu tetikleyebilmekte ve IBH’ye zemin
hazirlayabilmektedir (13). IBH nin iki major klinik formu iilseratif kolit (UK) ve
Crohn hastaligi (CH) dur.

Immun Mikrobiyal
cevaptaki faktorler
anormallikler

Genetik Cevresel

Faktorler “ tetikleyiciler

Sekil 1. IBH patogenizden sorumlu tutulan faktorler



2.1.1. Ulseratif kolit (UK)

UK bir kalm bagirsak (kolon) hastahgidir. Kolonda rektumdan baslayarak
proksimale dogru degisik seviyelerde tutulum gosteren, tekrarlayan, atak ve
remisyonlarla seyreden kronik, idiyopatik bir hastaliktir. UK, kolonun tamamini da
tutabilen, yiizeyel tutulum gosteren bir hastaliktir. Ozellikle kolonun mukoza ve
submukoza tabakalarinm yiizeyel boliimiinde inflamasyon oldugu goriiliir (14) (Resim
1). Lezyonun baslangi¢ ve bitis yeri arasinda saglikli alan bulunmaz, tutulum
devamlidir. Her yasta goriilmekle birlikte en ¢ok 30°lu yaslarda ortaya ¢ikan ve her iki
cinsiyette de esit oranda goriilen bir hastaliktir. Etiyolojisinde endoskopik ve histolojik
degerlendirmeler sonucunda diger nonenfeksiyoz barsak hastaliklarindan ayrilir.
Hastaligin en ciddi risklerinden biri, kolonik perforasyona yol agabilme riski

nedeniyle, akut kolit atagidir (15).

Resim 1. Kalin bagirsak histolojisi (16)

2.1.2. Crohn hastahg (CH)

UK yalnizca kolon ve rektumu etkilerken, CH agizdan aniise kadar
gastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde araliklarla tutulum gosterebilir. Kolonun

tiim tabakalarinda transmural tutulum goriiliir. Kronik seyirli bir hastaliktir (17).



Klinikte intestinal graniiloma, striiktiir ve darlik UK’de goriilmezken; CH’da goriiliir

(18). UK’nin ve CH’nin baslica farklar1 Tablo 1°de dzetlenmis; tutulum sekli ve

bolgeleri Resim 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. UK ve CH’nin baslica farklar

UK

CH

Tutulum yeri

Tutulum sekli

Histolojik bulgular

Prognoz

Striktiir, fistiil

Kolon ve rektum

Araliksiz tutulum

Mukozal inflamasyon,

graniiloma

Atak ve remisyon

Goriilmez

Gis kanalin herhangi bir
yeri
Segmental tutulum
Transmural
inflamasyon, kript

apseleri
Kronik

Gorulur

Resim 2. Crohn hastalig1 (A) ve iilseratif kolitte (B) tutulumun sekli ve bolgeleri.

Kaynak: (19)



2.1.3. Inflamatuvar bagirsak hastahlarimn epidemiyolojisi

IBH son yiizyilda, diinya genelinde hizla artan kiiresel bir halk sagligi sorunu
haline gelmektedir (20). Gelismis iilkelerde daha yaygin sekilde goriilmekle birlikte
gelisgmekte olan iilkelerde de insidansi ylikselmektedir. En yiliksek prevelansin
Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da oldugu belirlenmistir. UK prevelansinin Norveg’te
505/100000, ABD’de 286/100000; CH prevelansinin Almaya’da 322/100000,
Kanada’da 319/100000 oldugu bildirilmistir (21). Ulkemizde CH ve UK igin
insidansin sirastyla 2,6/100000 ve 1,4/100000 oldugu bilinmektedir (22). IBH’1n

diinya iilkelerine gére dagilimi Resim 3’te gosterilmistir.

[BH'in yayzmn olarak goriildiizi bolgeler
IBH prevelansiun en viiksek oldugu bolgeler

Resim 3. IBH 1n diinya iilkelerine gére dagilimi

Kaynak: (18)



2.1.4. Inflamatuvar bagirsak hastahklarinda klinik

UK ve CH’nin semptomlar1 arasinda belirgin farklar bulunur. UK nin baslica
semptomu kanli-mukuslu ishaldir. Tutulum yalnizca rektumda ise kan diskinin
yiizeyinde; iist bolgelerde de tutulum varsa kan, digki ile karisik sekilde goriilir. CH’de
ise olusacak semptomlar1 kolonun tutulum yeri belirler. CH nin tipik semptomu karin
agrisidir. Steatoreli veya steatoresiz formalar1 olmakla birlikte ishal yaygin sekilde

gorliir (23).

Her iki hastalik da hem lokal hem sistemik ¢esitli komplikasyonlara yol agabilir.
Baslica komplikasyonlar striktiir, fistiil, perforasyon, toksik megakolon ve kanserdir.
Baglica bulgular abdominal agri, ates, kusma, rektal kanama, pelviste intestinal

kramplar, kas spazmlari, malnutrisyon ve kilo kayb1 olarak sdylenebilir (24).

2.1.5. Inflamatuvar bagirsak hastahklarinda tedavi

IBH hastalarina biiyiikk oranda medikal tedavi uygulanir. Ancak siirekli ilag
kullaninmi ve wuzun siireli takiplere ragmen klinik remisyon basarisina
ulagilamamaktadir. Bu da hastaliga sahip kisilerin yasam kalitesini ciddi sekilde

bozmaktadir (25).

Tedavide hedef, semptomlar1 ve komplikasyonlar1 azaltmak, remisyonu idame
ettirmektir. Bu amagla tedavide kortikosteroidler, azathiprine, 6-merkaptopiirin, TNF-
a inhibitorleri, interlokin-10, NF-kB antisense oligoniikleotit gibi ciddi sistemik yan
etkileri olan antiinflamatuvar ve immiinosupresif ilaglar kullanilir (26). Cerrahi
tedaviler eskiye gore yaygin olmamakla birlikte hastaliga sahip bazi kisilerde hasarl
bolgenin cerrahi olarak ¢ikarilmas gerekir. Ancak UK ve CH gastrointestinal kanalin

farkli boliimlerini etkiledigi icin iki hastalik i¢in farkl prosediirler uygulanir (19).



2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Son yoriingesinde bir veya birden fazla eslenmemis elektronu bulunan,

reaktivitesi yiiksek, molekiil agirlig: diisiik, kararsiz molekiillere serbest radikaller ad1

verilmektedir (Sekil 2). Serbest radikaller kararli bir yapida olmadiklar1 icin

reaktivitesi yiiksek molekiillerdir ve reaksiyona girmeleri ¢ok kolaydir (27).

&
@ @ ]
] ®
& & &
&

Kararh Molekal

Kaybedilen elektron

L &
o ®
L] & &
&

Serbest Radikal

Sekil 2. Serbest radikal yapisi

Viicutta endojen ve eksojen birtakim faktorler serbest radikallerin olusumuna yol

acar (Sekil 3). Endojen faktorlere mitokondri, peroksizom, endoplazmik retikulum,

NADPH oksidaz, sitokrom P-450, nitrik oksit sentaz (NOS), siklooksijenaz (COX),

ksantin oksidaz (XO) aktivitesi (28, 29); eksojen faktorlere ise sigara, ultraviole 1ginlar,

iyonize radyasyon, ¢evre kirliligi, alkol, ¢esitli metaller 6rnek olarak verilebilir (30).
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Endojen Kaynaklar

Ok=ijen metabolizmas
fuﬂnmn:}'nu
Artmms [02]
Lipokszijenaz
MPO
LPO
Sitokorom P-450

Antioksidan Savunma

Enzim sistemleri: CAT,
50D, GPx,

Non enzimatik siztem:
Vitaminler (A, C ve E)

Eksojen Kavnaklar
Cevresel Irhililz
Milrebiyal enfelesivonlar
Az eggersiz
Be:lenme
Kronil inflmaszyon
Firpolojik ve duyguszal sires
Sigara ve allol
Iyonire 1mlar ve radyazyon
Oron
Pestizitler

Bozulmus fizvolojik
fonksivonlar
S

Sekil 3. Serbest radikal olusumuna sebep olan endojen ve eksojen faktorler

Kaynak: (30).

Serbest radikaller hiicrede sinyal iletiminde anahtar rol oynar. Hiicrenin biiyiimesini
ve gelismesini diizenler. Ayrica hiicre 6liimiinden de sorumludurlar (31). Diger bir
ifadeyle serbest radikallar homeostazis icin gereklidir; ancak hiicrenin savunma
kapasitesinin iizerinde serbest radikal olusumu oksidatif strese yol agar. Artan
oksidatif strese kars1 yetersiz kalan antioksidan savunma sistemleri sonucu hiicrede
oksidatif hasar meydana gelir. Serbest radikaller membranda bulunan yag asitleri ile
reaksiyona girer ve yag asidinden bir H" molekiiliinii kopararak lipit radikali olusturur.
Bu lipit radikalleri, O2 ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikali haline gelir. Bu
peroksit radikalleri membrandaki diger PUFA’lar1 oksitleyerek yeni bilesikler
olusturur. U¢ veya daha fazla cift bag iceren PUFA’larm peroksidasyonu sonucu
olusan bilesik malondialdehit (MDA) olarak adlandirilir. MDA diizeyinin
Olciilmesiyle oksidatif hasarin varligi tespit edilir (32).
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2.2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Oksijenden tiireyen serbest radikaller, biyolojik sistemlerde olusan en onemli
serbest radikallerdir. Oksijen molekiiliiniin elektron alarak indirgenmesiyle olusur.
Oksijen molekiiliiniin kendisi ise son yoriingesinde bir c¢ift eslenmemis elektron
bulundurmasmna ragmen serbest radikal olarak adlandirilmaz. Ciinkii son
yoriingesindeki tekli elekronlarin spinleri aynidir ve bu hali oksijen molekiiliiniin en
kararli halidir (ground-state Oz) (33). Oksijen molekiilii ve tiirevlerinin basitlestirilmis

gosterimi Sekil 4’te gosterilmistir.

O

@
5 O
SIS
@@O
SO,
@@O

SIOISISIS)
SICICISIS
SISICISIS

Gerund-state 0; Singlet Oz Soperoksit Peroksit iyonu Singlet Oz
(*zg0,) ('ag 0,) (037) (03) ('=g*0,)

Sekil 4. Oksijen molekiilii ve tiirevlerinin basitlestirilmis gosterimi

Kaynak: (33)

— Siiperoksit Radikali (02")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan ve molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesiyle olusan bir molekiildiir (34). Diger radikallere gore reaktivitesi daha

azdir. Oksijen molekiiliiniin bir elektron almasiyla olusur.
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Stiperoksit Radikali: O2+ e— Oz~

Stiperoksit radikalinin iiretim yeri ¢ogunlukla mitokondridir (35). Mitokondriyal
solunum zinciri sonucu olusan elektron kacaklari, oksijen molekiiliiniin siiperoksit
radikaline doniismesine neden olur. O, olustuktan sonra mitokondri i¢ membranindan
kolaylikla gecer (36). Cogunlugu suya doniistiiriilen O>’nin %1-3’1 siiperoksit
anyonuna doniisiir (37). Hiicresel kosullarda olusan siiperoksit, indirgeyici ya da
oksitleyici olabilir. Spontan veya enzimatik doniisiim ile daha zararli olan hidrojen
peroksiti (H20.) olusturdugundan ve gecis metalleri iyonlarinin indirgenmesine neden

oldugundan 6nemlidir (38).

Hidrojen peroksit olusumu: 0>~ +O2™+2H" — H>0; +0O>

Gegis metalleri ile reaksiyonu: Fe*? +O, <> Fe™ + Oy~

Cu"+ 02 Cu"?2+ 0y

— Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikalleri diger oksijen radikalleri arasinda en reaktif serbest radikaldir.

Bu nedenle en toksik molekiildiir (38). Hidroksil radikali birkag¢ farkli yolla olusabilir:

Hidrojen peroksitin (H2O>) demir ile reaksiyonu sonucu olusabilir. Bu reaksiyona

Fenton Reaksiyonu ad1 verilir.

Fe*? + H,O, — Fe™ + OH + OH"
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Hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu olusabilir. Bu
reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Siiperoksit iiretiminin arttig1

kosullarda OH" {iretimi de artis gdsterir.

Oy + H,Op + H — O, + H,O + OH"

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi ile olusabilir (39).

H,O —- H+ OH"

— Hidrojen Peroksit (H203)

Hidrojen peroksit, eslenmemis elektronu bulunmadigi i¢in tek basma serbest
radikal degildir. Ancak stiperoksit molekiilii ile Haber-Weiss reaksiyonuna girerek en
reaktif serbest radikal olan hidroksil radikalini olusturabilecegi i¢cin serbest radikal
biyokimyasinda 6nemlidir (40). Siiperoksidin, siiperoksit dismutasyon enzimi (SOD)

katalizorligiinde, doniistimii ile olusur (39).

20"+ 2H - H,0, + Oy

Eslenmemis elektronu bulunmadigi i¢in tek basina serbest radikal olmamasina
ragmen serbest radikal olusumunda rol oynar. Fe'?, Cu™? gibi gegis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu ile, siiperoksit radikallerinin varliginda ise Haber-Weiss
reaksiyonu ile en giiclii oksitleyici radikal olan hidroksil radikalini (OH-) olusturur

(41).
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— Singlet Oksijen (105)

Oksijen molekiiliiniin daha reaktif formu olan singlet oksijen, O2’nin enerji almas1
ve elektronlarmi yeniden diizenlemesiyle olusur. Her iki singlet oksijen formu da
('Y g*, 'Ag), O>’nin kararl halinden daha fazla enerjiye sahiptir. Bu sayede O>’nin
oksidasyon kapasitesi siddetli bir sekilde artar. Singlet oksijen dogrudan proteinleri,
DNA ve lipitleri okside edebilir (42). 'AgO, formu, eslenmemis elektronu

bulunmadig i¢in serbest radikal olarak adlandirilmaz (43).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Diisiik bir konsantrasyonda bulundugunda okside edilebilir bir substratin
oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide geciktiren veya inhibe eden molekiillere antioksidanlar
denir. Antioksidanlar oksidasyonu ¢esitli mekanizmalarla engelleyebilirler. Bu sayede

hiicrenin lipitlerini, proteinlerini ve DNA’smi oksidasyona kars1 korurlar (33).

Antioksidanlar fonksiyonlarmma gore enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar
olarak siniflandirilir (Tablo 2). Bulundugu yere gore intraselliiler (ISS) veya
ekstraseliiler (ESS) olabilir. En yaygin bilinen intraseliiler antioksidanlar, birer enzim
olan: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GSH-
PX). Bu antioksainlarin plazma, doku sivisi, serebrospinal sivi, sinovial s1vi, seminal
plazma gibi ekstraselliiler kompartmanlarda aktivitesi ¢ok diigiikk miktarlarda bulunur
veya hi¢ bulunmaz. ESS’deki Onemli antioksidanlar: ekstraselliiler siiperoksit
dismutaz (EC-SOD), transferrin, laktoferrin, hemoglobin, seruloplazmin, albiimin,
askorbik asit, tirik asittir (44). Viicuttaki c¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1

Sekil 5’te gosterilmistir.
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Tablo 2. Antioksidanlarin fonksiyonlarina gore siniflandiriimasi

Nonenzimatik Enzimatik

antioksidanlar antioksidanlar
E vitamini Stiperoksit dismutaz
Ubikinon Katalaz

Metal selatorler Glutatyon peroksidaz

Retinoik asit Glutatyon rediiktaz
Glutatyon
Urat

serbest Radikaller — Lill'it; PrDtEil'l; DNA
reaksiyonlan

Takoferol

Askorbat
— | Beta-Karoten ey Reakesiyonlar

Glutatyon

| Katalaz
I + H; 0+ O,

Enzimatik savunmalar
Hﬁcrese| [}2 —— ﬂz + Hzﬂz |

I Glutatyon peroksidaz

7N

G5H G556

Glutatyon

NADP* NADPH

Sekil 5. Serbest radikallere kars1 antioksidan savunma mekanizmalar1

Kaynak: (45)
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— Glutatyon (GSH)

Glutatyon hiicre icinde ozellikle sitoplazma, mitokondri ve niikleusta yaygin
olarak bulunan en Oonemli intraselliiler, non-enzimatik antioksidan molekiillerinden
biridir. Hiicre i¢inde tripeptit (glutamik asit, sistein, glisin) olarak sentezlenir.
Glutamin ve sistein amino asitlerinden, glutamin-sistein ligaz (GCL) enziminin
katalizorliinde, y-glutamilsistein olugur. y-glutamilsistein ve glisin, glutatyon sentetaz

enzimi (GSS) katalizorliigiinde glutatyon olusur (Sekil 6) (46).

GCL
Glutamin + Sistein = y-glutamilsistein

GSS
v-glutamilsistein + Glisin = Glutatyon

[ alisin Y sistein ) Glutamik asit N
HS
0 0 0
NS A1
HO N OH
H

AN o / . NHZ "

Sekil 6. Glutatyonun kimyasal yapis1
Kaynak: (47)

Glutatyon oksidatif strese karsi hiicreyi korumada kullanilan, ana indirgeyici
molekiildiir. Cesitli elektrofilik bilesiklerin ve peroksitlerin, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon S-transferans katalizorliglinde, detoksifikasyonunda anahtar rol oynar.
Oksidatatif hasara kars1 koruyuculugu, siilfidril grubunu (SH) vererek gerceklestirir.
Viicutta endojen olarak iiretilip; diyet, toksin, inflamasyon, stres, travma, yaslanma,
radyasyon gibi ¢esitli faktorler tarafindan tiiketilir (48). Detoksifikasyon gorevine ek

olarak GSH, glikoksalaz sistemi, riboniikleotidin deoksiriboniikleotide indirgenmesi,
17



protein ve gen ekspresyonu gibi diger hiicresel reaksiyonlarda da gorev alir (49). Hiicre
icinde okside (GSSG) veya indirgenmis (GSH) halde bulunabilir. Optimal GSH:GSSG

oraninin korunmas hiicrenin hayatta kalmasi i¢in elzemdir (50).

GSH, ROS’a kars1 koruyucu gorevini glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GSSG-R) gibi kendisiyle iligkili bazi enzimlerle birlikte yapar (48).
Viicudun antioksidan savunmasinda enzimatik ve non-enzimatik sistemler birlikte
gorev yapsa da, antioksidan savunma kapasitesi esas olarak glutatyon tarafindan temsil

edilir (51).

— Glutatyon peroksidaz (GPX)

Reaktif oksijen molekiillerinin (H2O2, O2~ gibi) asir1 artis1 hiicre i¢in toksiktir. Bu
nedenle bu molekiillerin hiicre i¢inde miktari, GPx, siliperoksit dismutaz (SOD), ve
katalaz (CAT) enzimlerinin isbirligi ile sik1 sekilde kontrol edilir (52). GPx isoformlar1
oksidasyon mekanizmasi sirasinda transkripsiyonel olarak iiretilir. Yapisinda koenzim
olarak selenyum mineralini bulundurur (53). Glutatyonu, okside glutatyona (glutatyon
disiilfit [GSSG]) katalizler. H20’yi, H2O’ya doniistiirebilir. Ya da lipit
hidroperoksitlerini (ROOH) kararli alkollere doniistiirebilir. GPx ve GSSG-R
arasindaki denge hiicredeki indirgenmis GSH diizeyinin siirdiiriilmesini saglar. GPx’in

alt tiniteleri agsagidaki gibidir:
= GPx1: Pek cok hiicrenin sitozoliinde bulunur.
= GPx2: Sadece GI kanalda, sitozolde bulunur.
= GPx3: Plazmada bulunur.

= (GPx4: Serbest radikaller tarafindan hasarlanan kompleks lipitlere (kolesterol,
lipoprotein gibi) bagli olarak mitokondride bulunur (48). Glutatyon peroksidazin
katalitik siklusu Sekil 7°de gdsterilmistir.
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GSH-PX
2GSH + H>0, = GSSG+ 2H,0

GSH H,0

GPx-SeOH GPx-Se-SG

lrRoH GSH|

®

GPx-SeH
ROOH

GSSG

ROH + GSSG
ROOH + 2GSH GPx 4+ H,O

Sekil 7. Glutatyon peroksidazin katalitik siklusu
Kaynak: (54)

— Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)

Glutatyonun (GSH) GPx katalizorliigiinde oksitlenmesiyle olusan okside
glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz (GSSG-R) enzimi ile NADPH’1 kullanarak
indirgenir. Oksidatif stres durumunda GSSG-R enziminin transkripsiyonu diizenlenir.

Ekspresyonunun degismesi kanser ve yaslanma ile iligkilidir (49).

GSSG-R
GSSG + NADPH + H" = 2GSH + NADP*
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— Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit (O27) spontan veya enzimatik olarak hidrojen peroksite doniisebilir.
Enzimatik doniistim siiperoksit dusmutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.

Stiperoksit dismutaz enziminin bulundugu yere gore ii¢ ayr1 izoformu bulunmaktadir:

e Ekstraselliiler SOD (EC-SOD): Ekstraselliiler alanda bulunur

e Sitoplazmik SOD (Cu,Zn-SOD): Sitoplazmada bulunur. Yapisinda bakir ve ¢inko

minerallerini bulundurur.

e Mitokondriyal SOD (Mn-SOD): Mitokondride bulunur. Yapisinda manganez

mineralini bulundurur (39).

SOD
0+ 0Oy +2H" = H,0u+ O,

— Katalaz

Hidrojen peroksitin H2O ve O2’ye indirgenmesinden sorumludur. Mitokondri,
endoplazmik retikulum, peroksizom gibi hiicre i¢i organellerde bulunur (55). Baslica
karaciger, bobrek ve eritrositlerde bulunur. Kolit ve kolon kanserinin gelismesi katalaz
aktivitesinin azalmasiyla iliskilendirilmistir (56). Sekil 8’de hiicresel antioksidan

savunma sistemi 0zetlenmistir.

CAT
2 H,O; = 2 H,O + O
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Sekil 8. Reaktif oksijen molekiillerinin hiicresel kontrolii. Mitokondriyal solunum
veya bazi enzimlerin (NADPH oksidaz (NOX), endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS), veya sitokrom p 450 (CYP)) aktivitesi sonucu olusan siiperoksit, spontan
veya enzimatik olarak H>O’ye doniigiir. 3 ayr1 izoformu bulunan siiperoksit
dismutaz enzimi (ECSOD, Cu,ZnSOD, MnSOD) bu doniisiimii gergeklestirir.
H,O, oksidatif stres durumunda serbest demir atomuyla beraber hareket ederek
hidroksil radikaline doniistir. H>O», GPx, katalaz, peroksideroksinler (Prx)
tarafindan indirgenir

Kaynak: (53).

2.4. inflamasyon

Enfeksiyon veya doku hasarina karst viicudun verdigi yanita inflamasyon denir.
Immiinolojik olaylar ve inflamasyon sirasinda bagisiklik sistemi hiicreleri veya diger
bazi hiicreler tarafindan (6rn: endotel hiicreleri ve fibroblast) sentezlenen ve
salgilanan, salindig1 zaman ¢evre hiicrelere (parakrin), kendisine (otokrin) veya kanda
dolasarak (hormonal) diger hiicrelere etki eden protein yapisindaki habercilere sitokin
denir. Yani sitokinler hiicreler arasinda mesaj ileten bagisiklik sistemi hiicrelerinin
haberlesmesini saglayan biyolojik mediyatorlerdir. Baz1 sitokinler proinflamatuvar,
bazilar1 antiinflamatuvar, bazilar1 ise immiinomodiilator etki gosterir. Ulseratif kolitte
sitokinler, ilseratif kolit siddetinin ve siiresinin artmasina; doku ve mukoza hasarina
sebep olur. Bu molekiillerin baskilanmasi, remisyonun saglanmasi i¢in 6nemlidir.
Sitokinler antijene 0Ozgiin degillerdir; ancak antijen olusacak sitokin profilinin

belirleyicisi olabilir (57).
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2.4.1. Notrofiller

Insanda en fazla bulunan 18kosit nétrofildir. Olgunlasmis nétrofiller kanda ve
karaciger, dalak, kemik iligi gibi bazi1 dokularda bulunur (58). Noétrofiller akut
inflamasyon sirasinda bolgeye ilk gelen hiicrelerdir (59). Bu sayede patojenin
temizlenmesinde ve inflamasyonun giderilmesinde Onemli rol oynar.
Miyeloperoksidaz (MPO) nétrofiller tarafindan salgilanan bir enzimdir. Noétrofilik
miyeloperoksidaz enzimi organizmanin en gii¢lii oksidan kaynaklarindan biridir.
MPO, hidrojen peroksit tarafindan kloriir iyonlarinin oksidasyonu yoluyla hipoklorik
asit Uiretimini katalize eder. Cesitli uyaricilarin etkisiyle fagositler miyeloperoksidaz
iceren graniillerini ekstraselliiler araliktaki fagositik vakuol i¢ine bosaltirlar. Yani
inflamasyon durumunda MPO diizeyi, nétrofil infiltrasyonunun bir gostergesi olarak

Olgiiliir (32).

2.4.2. Niiklear faktor kappa B (NF-kB)

Inflamasyon sirasinda salman sitokinler 6zgiin reseptdrlerine baglanarak cesitli
sinyal mekanizmalari {izerinden hiicreye etki ederler. Bu sinyal mekanizmalaridan
biri NF-kB (Niiklear Faktor kappa B) indiiksiyonudur (60, 61). NF-kB, hiicre
sitoplazmasinda bulunan inflamatuvar ve immiin cevapta 6nemli etkileri olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Aktive olmamis hiicrenin sitoplazmasinda, niikleusa
gegmesini Onleyen 6zel proteinlere bagli olarak bulunur. Hiicre aktive oldugunda
spesifik kinazlar bu proteinlerin par¢alanmasini saglar. Boylece serbest kalan NF-kB
niikleusa gecer ve bazi sitokinler, adhezyon molekiilleri, inflamatuvar enzimler,
reseptorler ve kendisinin inhibitdrii olan proteinler gibi bir¢ok genin regiilasyonunu

etkiler (61).
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2.4.3. Tiimor nekroz faktor-a (TNF-a)

TNF-a tek ¢ekirdekli hiicrelerden iiretilen proinflamatuvar bir sitokindir. IL-1p ve
IL-6 iiretimi, fibroblast proliferasyonu, adhezyon molekiil ekspresyonu, pro-koagiilan
faktor aktivasyonu ve akut yanitin baglamasini saglar. Makrofaj ve lenfositleri aktive
eder. B lenfositleri uyarir. T hiicreden IFN-y iiretimini artirir. NF-kB yolunu aktive
eder. Bu nedenle artmug TNF-a ekspresyonu, mukozal bariyer fonksiyonunun
hasarlanmasina, inflamasyonun siddetlenmesine neden olur (62, 63). Son yillarda

TNF-o inhibitdrii ilaglar da IBH tedavisi icin kullanilmaya baslamustir.

2.4.4. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6, makrofajlardan iiretilen proinflamatuvar sitokindir. UK’li hastalarin doku
biyopsi ve serum Orneklerinde, IL-6 seviyesinin artmis oldugu tespit edilmistir. IL-6,
¢oziinebilir reseptoriine (sIL-6R) baglanarak sinyal iletim siirecinde dnemli rol oynar.
IL6/sIL-6 hiicre i¢i sinyal mekanizmalarmi degistirerek hedef genlerin
transkripsiyonunu uyarir. UK gibi baz1 inflamatuvar hastaliklarda IL-6 ve IL-6R
diizeyi artar ve UK ile iliskili klinik belirtiler goriiliir (64).

2.4.5. interlokin-10 (IL-10)

IL-10 monositlerden, B ve T lenfositlerinden sentezlenir. Monositlere antijen
sunum kapasitesini azaltarak TNF-a, IL-1p ve IL-6 iiretimini inhibe eder. IL-10

mukozal immiin sistemi koruyucu etkiler gosterir (65).
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2.4.6. IBH patogenezinde serbest radikallerin ve inflamasyonun rolii

Protein fosforilasyonu, hiicresel bagisiklik, apoptozis, hiicre faklilagsmasi ve
transkript faktor aktivasyonu gibi bir¢ok fizyolojik siirecin ger¢eklesmesi i¢in minimal
diizeyde ROS fiiretimi gereklidir. Ayrica ROS, sekonder sinyal molekiilleri gibi de
davranabilir (66). Bununla beraber hiicrenin savunma kapasitesinin {izerinde ROS
iiretimi IBH, metabolik sendrom ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin gelisimine yol agar

(67).

Ulseratif kolitte, proinflamatuvar sitokinlerin, reaktif oksijen ve nitrojen
bilesiklerinin diizeylerinin arttig1 bilinmektedir (68). Ayrica ndtrofil infiltrasyonunun
gostergesi olan MPO diizeyinin de arttig1 bilinmektedir (69). Baska bir ¢alismada
UK’de artan nitrik oksit diizeylerinin TNF-q iiretimini uyardigi, bunun da nétrofil
infiltrasyonuna sebep oldugu belirlenmistir (70). Artan notrofil diizeyleri ise NF-kB
gibi bazi transkripsiyon faktdrlerinin sentezini uyarmaktadir (69). Inflamatuvar
bagisak hastaliklarinda oksidatif stres sinyallerinin gastrointestinal kanalin mukozal
bariyerinde bozulmaya ve bakteryel invazyona yol agarak inflamasyonu baslattig1 ve
IBH gelisimini tetikledigi bilinmektedir (71). Artmus reaktif oksijen molekiillerinin

organizmaya etkileri asagidaki maddelerle 6zetlenebilir:

Membran gegirgenligini arttirir
Hiicresel stresi arttirir
Fakiltatif anaerobik bakterileri arttirir.

Intestinal mukozal bariyer fonkiyonun bozulmasma ve

A o A e

Inflamasyona yol acar (72, 73).
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Reaktif oksijen molekiillerinin ve inflamasyon sinyallerinin kronik inflamasyonu

olusturma siireci Sekil 9’da gosterilmistir.

W inflamasyon
NEAD - PROINFLAMATUVAR
lhhuwnu F \ siTokin URETIMI .

NF-kB
PROINFLAMATUVAR T aktivasyonu
SITOKIN URETIMI 3 \ /. S
Oksidatif Stres
inflamasyon
T
[ KRONIK iINFLAMASYON J

Sekil 9. Oksidatif stres ve inflamasyon iligkisi, kronik inflamasyona gdtiiren
mekanizmalar

Kaynak: (74)

2.5. Dokosaheksaenoik Asit (DHA)

Alfa linolenik asit (ALA; 18:3 n3) ile linoleik asit (LA; 18:2 n6) viicutta
sentezlenemeyen, diyetle digaridan alinmasi gereken iki esansiyel yag asitidir. Bu
molekiiller diyetle viicuda alindiktan sonra Sekil 11°de gosterildigi gibi bir dizi
enzimatik doniisiime ugrayarak hiicre membranina yerlesecek formlarina donisiirler.
LA’nin viicutta enzimatik doniislime ugramasiyla 22 karbonlu, 4 ¢ift bagl aragidonik
asit (AA; 22:4 n3) molekiilii; ALA’nin enzimatik doniisiime ugramastyla 22 karbonlu
5 c¢ift bagh eikosapentaconik asit (EPA; 20:5 n3) ve 22 karbonlu 6 cift bagh
dokosaheksaenoik asit (DHA; 22:6 n3) molekiilleri olusur (Sekil 10). Ancak bu
doniisiim hiz1 oldukga yavastir (6zellikle de DHA i¢in). Bu enzimatik doniisiimiin
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disinda EPA ve DHA molekiilleri balik yagi ile dogrudan da almabilir. Sonugta EPA
ve DHA molekiilleri hiicre membraninin fosfolipit yapisima katilir ve inflamatuvar
stirecte etki gosterir. Nitekim omega-3 zengin diyetle beslenmeden sonra hiicre
fosfolipidlerindeki EPA ve DHA oraninin yiikseldigi bunun da inflamatuvar yanitta

onemli oldugu bildirilmistir (75).

Sekil 10. Dokosaheksaenoik asit (DHA)’in molekiiler yapisi
(DHA 22:6 n3)

Cuha Cicegi yagr Balik yag
Aycicek yag Kenewir yag
Misir yag Keten tohumu yag
Aspir yag Yesil yaprakh
sebzeler
:
(omecas ) ((omeaA3)
Linoleik asit [LA) 18:2 18:3 Alfa linolenik asit
rﬂ—E desatiiraz i
Gamma linolenik asit (GLA) 18:3 18:4
elongaz
Dihomo gamma linolenik 20:3 20:4
asit (DGLA) | A-5 desatiraz i
Arasidonik asit (AA) 20:4 20:5 FEikosapentaenoik asit{EPA)
elongaz
288 c— 220 2275 —— 315

s A-d desatliraz S

\ , //
22:5 I 22:6 Dokosaheksaenoik asit[[}HA]l

Sekil 11. LA: linoleik asit ve ALA: alfa linolenik asit’in viicuttaki enzimatik
dontistimii

Kaynak: (76)
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2.5.1. DHA’nin antiinflamatuvar etkileri

DHA hem antiinflamatuvar etkileri ile hem de inflamasyonun ¢oziilmesini
destekleyici etkileri ile inflamatuvar siirecte rol oynar (77, 78). DHA anti-inflamatuar
etkilerini adezyon molekiilii ekpresyonunu azaltmak, arasidonik asitten tiireyen lipit
mediyatorlerin iiretimini arttirmak, DHA’dan tiireyen lipit mediyatorlerin iiretimini
arttirmak gibi ¢esitli yollardan gosterir. DHA’nin ayni1 zamanda NF-kB yolagini da
inhibe ettigi gosterilmistir (79).

EPA ve DHA molekiillerinin antiinflamatuvar etkilerinde bu molekiillerinden
iretilen lipit mediyatdrler de rol oynar. AA’dan fiiretilen lipit mediyatorler, yiiksek
proinflamatuvar potansiyele sahip olup inflamasyonda yol agarken, EPA’dan tiiretilen
lipit mediyatdrlerin bazilar1 diisiik proinflamatuvar etkiler, bazilar1 antiinflamatuvar
etkiler gosterir. DHA’dan tiireyen lipit mediyatorler ise antiinflamatuvar ve
inflamasyon ¢oziicii etkiler gosterir (Sekil 12). EPA ve DHAdan tiireyen resolvinler
ve protektinler inflamatuvar yanitin diizenlenmesini, hiicresel hasarin giderilmesini ve
inflamasyonun temizlenmesini saglayarak inflamatuvar yanitin dnlemesinde etkiler

gosterir (80).

Akut inflamasyon sirasinda plazmada bulanan n-3 PUFA yag asitlerinden olan
EPA ve DHA molekiilleri intersitisyel siviya geger. Enterositlerin ve notrofilin
etkilesmesiyle sentezlenen 15- lipoksijenaz (15-LOX) enzimiyle ara metabolitine;
ardindan noétrofilden tiiretilen 5-LOX enzimiyle D serisi resolvinlere doniistir (RvD1,
RvD2, RvD3, RvD4) (81). Yapilan calismalarda RvD1’in nétrofil transmigrasyonunu
inhibe ettigi, adhezyon molekiillerini bloke ederek kemotaksiyi durdurdugu

bildirilmistir (82, 83, 84).

AA’dan tiireyen lipit mediyatorler TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin

ve ROS’larin {retimini arttirarak inflamasyonu siddetlendirir. EPA ve DHA
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molekiilleri ise AA ile yarisarak AA’dan tiireyen inflamatuvar lipit mediyatorlerin,

sitokinlerin ve ROS iiretimini azaltir (85).

sy BT R DHA
15-LOXN COX & LOX COX &LOX
v
2-serisi PG'ler  4-serisi LT'ler 3-serisi PG'ler S-serisiLTler Eserisiresolvinler D serisiresolvinler
- — sl —— o ve protektinler
Yiiksek pro-inflamatuvar Diisiik pro-inflamatuvar Anti-inflamatuvar ve
potansiyel potansiyel inflamasyon ¢oziicii etki

Sekil 12. AA, EPA ve DHA molekiillerinden lipit mediatorlerin sentezi. COX,
siklooksijenaz; LOX, lipoksijenaz; LT, 1okotrien; PG, prostaglandin. Resolvinler: EPA ve

DHA’dan iiretilen antiinflamatuvar ve inflamasyon ¢6ziicli molekiiller

Kaynak: (86)

2.5.2. DHA’nin antioksidan etkileri

Yag asitleri membran fosfolipitlerinin ana bilesenidir. Omega 3 ve omega 6 yag
asitleri hiicre membraninin fosfolipit yapisina katilarak hiicrenin yap1 ve
fonksiyonunda 6nemli rol oynar. Fosfolipitler ve doymamis yag asitleri membranin
akigkanligini; trans yag asitleri, doymus yag asitleri ve kolesterol ise membranin stabil
olmasini saglar (87). Bununla beraber molekiiliin yapisinda bulunan ¢ift bag sayis1
artikca hiicreler oksidasyona daha ac¢ik halde gelirler. DHA’nin yapisinda bolca
bulunan cift baglar bu molekiilii oksidasyona acik hale getirmesine ragmen DHA
antioksidan etkili bir molekiildiir. Oyleyse DHA bu antioksidan etkisini nasil
gerceklestirir? Bu durum DHA’nin in-vivo ve in-vitro ortamda farkli etkiler gosteriyor
olabilecegini diisiindlirtmiistiir (8). Nitekim DHA’nin tek basina verildigi bir
calismada DHA’nin beyin, karaciger ve endotel hiicrelerinde oksidatif strese karsi
yatkilik olusturmadig1, aksine oksidatif stresi iyilestirdigi belirlenmistir. Bu etkisi AA
molekiilleri ile yarigmasindan kaynaklanir. AA pek c¢ok hiicre ¢esidinde sinyal iletim
mekanizmalarini aktive eder ve hiicreyi oksidatif strese egilimli hale getirir. Nitekim
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AA konsantrasyonu ile oksidatif stresin bir gostergesi olan lipit peroksitlerinin
konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon; DHA ile lipit peroksitlerinin
kontsantrasyonu arasinda negatif korelasyon oldugu bilinmektedir (8). Ayrica oral
yoldan verilen DHA nin beyinde katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzim aktivitelerini arttirarak antioksidan kapasiteyi arttirdig1 bulunmustur (88). Yine
bir ¢alismada DHA ’nin si¢an iskelet kasinda CAT ve GSH-PX enzimlerinin mRNA
ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir (8). Bu bulgular DHA nin oksidatif strese kars1
koruyucu bir ¢oklu doymamis yag asidi oldugunu gostermektedir.

Hiicresel solunum, oksidatif stres, cevresel faktorler
\ ' D mx-'{q('q__:'-_ﬂ
. e

N\ .-HO,
sOHa" iy

nlidaircrn‘;}) Aﬁ

YYDONA -
Protein 7y 5id

Nérodejenerasyen

Sekil 13. DHA’nin beyindeki antioksidan aktivitesi. Hiicresel solunum, oksidatif
stres ve gevresel faktorler O2’yi oksitleyerek O~ radikalini olusturur. SOD enzimi,
0>~ molekiiliinii nétralize ederek H>O> radikalini olusturur. H>O» ise reaktivitesi
cok yiiksek olan OH™ radikalini olusturur. OH™ hiicrenin DNA, protein ve lipitlerini
okside ederek hiicrede hasar meydana getirir. DHA, hiicresel hasar1 antioksidan
enzimler olan CAT, GSH-PX, GSSG-R enzim diizeylerini arttirarak inhibe eder.

Kaynak: (8)
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2.6. Deneysel Kolit Hayvan Modelleri

Inflamatuvar bagirsak hastalarina potansiyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
amaciyla deneysel kolit hayvan modelleri kullanilmaktadir. Asetik asit (AcOH),
dekstran sodyum siilfat (DSS), trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) gibi kimyasal
ajanlarla olusturan kolit modelleri, IBH ile ayni1 histolojik olaylar ve benzer

mekanizmalarla inflamasyon olusturulur (89).

2.6.1. Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) ile olusturulan deneysel kolit modeli

Deneysel kolit hayvan modelleri arasinda 2,4,6-trinitrobenzensiilfonik (TNBS) ile
indiiklenen model patolojik semptomlarin ¢gogunu taklit edebilen ve tekrarlanabilir bir
model olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir (3, 4). TNBS etanol icerisinde ¢oziilerek rektal
yoldan uygulanir. Etanol, mukozadaki epitel bariyeri hasarlayarak TNBS nin bagirsak
duvarma niifuz etmesini saglar (90, 91). Bu sayede transmural kolite neden olur.
Olusan transmural kolitin histolojik ve immiinolojik degisiklikler de dahil olmak iizere
bir¢ok 6zellik a¢isindan insanda olusan koliti yansitan bir model oldugu gosterilmistir

(92).

Calismanin amaci n-3 PUFA’nin literatiirdeki anti-inflamatuvar etkilerinden yola
cikarak intragastrik yolla dogrudan verilen DHA’nm, TNBS kolit modelindeki olas1
terapotik etkilerini; proinflamatuvar ve antiinflamatuvar molekiiller iizerindeki etkileri

ile antioksidan etkileri tizerinden aragtirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada 200-250 gram agirliginda 28 adet disi Wistar Albino sigcan
kullanilmistir. Sicanlar, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden (ACUDEHAM) temin edilmis,
calisma siiresince 12 saat aydmlik/karanlik dongiisiinde standart nem (%60-70) ve
sicaklik (22 £ 1 °C) kosullar1 altinda tutulmustur. Sicanlarin fizyolojik
gereksinimlerine yonelik ad libitum tarzda beslenmeleri ve suya serbest bir sekilde
erisimleri saglanmistir. Calismanin etik kurul onay1 Acibadem Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan, (Onay tarih ve numara: 07/05/2018
ACU/HADYEK 2018/21 — EK-1) alinmistir.

Deney Gruplar:

Calismada kullanilan toplam 28 adet sigandan randomize olarak 3 farkli deney
grubu olusturulmustur (Sekil 14). Deney gruplarinin olusturulmasi deneyin basinda,
sicanlara herhangi bir uygulama yapilmadan once gerceklestirilmistir. Caligmanin

deney gruplart:

Kontrol grubu (A): (n=8) 4 hafta boyunca gavaj yolu ile serum fizyolojik (%0.9
SF) verildi. 4. haftanin sonunda, 8 cm’lik bir kaniil aracilifiyla intrarektal olarak 1ml

serum fizyolojik uygulandi.

Kolit grubu (B): (n=10) 4 hafta boyunca gavaj yolu ile serum fizyolojik verildi. 4.

haftanin sonunda intrarektal olarak 1ml TNBS verilerek kolit olusturdu.

Kolit+DHA grubu (C): (n=10) 4 hafta boyunca gavaj yolu ile 600 mg/kg/giin
DHA (Geekee-A) verildi. 4. haftanin sonunda intrarektal olarak 1ml TNBS verilerek
kolit olusturuldu. Siganlar her hafta tartilarak verilecek DHA miktar1 hesaplandi.

31



Kontrol Grubu Kolit Grubu DHA Grubu

Gavaj Yolu ile SF Gavaj yolu ile SF Gavaj yolu ile DHA

Rektal yol ile 1 ml SF Rektal yol ile TNBS Rektal yol ile TNBS

Sekil 14. Deney gruplar1 semast

3.2. Kolit Modelinin Olusturulmasi

Bir gecelik (16 saat) agligin ardindan izofloran anestezisi altina alinan, kolitin
indiiklenecegi gruplardaki (B ve C) sicanlarin her birine %40°’lik etanolde ¢6ziilmiis
15 mg/mL TNBS ¢ozeltisinin 1 mL’si, 8 cm’lik bir kaniil aracilig1 ile kolon igerisine
intrarektal yoldan verildi. Sicanlar, kolit modeli olusturulduktan sonra ii¢ giin daha

yasatilip, iiclincii glinlin sonunda dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

3.3. Kolit Siddetinin Degerlendirilmesi

Sicanlar sakrifikasyon Oncesinde tartilarak agirliklar1 kaydedildi. Sakrifikasyon
sonrasinda rektumdan baglayarak 8 cm uzunlugundaki kolon pargas1 ¢ikarildi. Salin
icerisinde yikanarak fecesten ayrilan kolon tartilarak agirligi belirlendi. Sonrasinda

kolon agirliklar1 agagidaki formiile gore degerlendirildi:

Kolon agwhg (g) )
Dok agwiik indeksi (DAI= X 100
Sakrifikasyon éncesi viicut agrhg (g)
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3.3.1. Makroskopik degerlendirme

Toplanan kolon 6rnekleri mukozal lezyonlar, iilserasyon varligi ve {ilserasyonun
biiyiikliigiine gore makroskopik olarak incelenip skorlandi. Makroskopik
degerlendirme i¢in Wallace ve ark. (93) tarafindan modifiye edilmis makroskopik
hasar skalas1 kullanildi (Tablo 3). Degerlendirme tek kor olarak bu konuda deneyimi

olan uzman fizyolog tarafindan yapildi.

Tablo 3. Makroskopik hasar skalasi
Kaynak: (93)

Skor Anlami

0 Hasar yok
1 Fokal hiperemi var, iilser yok
2 Hiperemi veya kolon duvarinda kalinlagma olmaksizin

lineer iilserasyon

3 Bir bolgede inflamasyon ile birlikte lineer iilserasyon

4 Iki ya da daha fazla bdlgede iilserasyon ve inflamasyon
bolgesi

5 Iki ya da daha fazla major iilserasyon ve inflamasyon, bir

ya da daha fazla yerdeki hasarin 1 cm’den daha uzun kolon
segmentini tutmasi

6-10  Ulser ve inflamasyon bdlgesinin 2 cm’den daha uzun kolon
segmentini tutmasi (her 1 cm’lik hasar i¢in skor 1 birim

arttirildr)
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3.3.2. Mikroskopik degerlendirme

Dekapitasyon sonrasi alinan kolon Ornekleri, makroskopik degerlendirmeleri
tamamlandiktan sonra %10'luk nodtral tamponlu formalin i¢inde fikse edildi.
Fiksasyonu takiben kolon dokulari, yiikselen etil alkol serisi (%70, %90, %96, %100)
ile dehidrate edilip, ardindan ksilen ile saydamlastirildi. Dokular daha sonra parafine
gomiildii. Mikrotom (Thermo Scientific) ile 5 pm kalinliginda kesitler alinarak sicak
su banyosuna aktarildiktan sonra lamlara alindi. Kesitlere, histolojik degerlendirme
icin hematoksilen-eozin (H&E) boyasi uygulandi. Boyama i¢in lam iizerine alinan
doku kesitleri, ksilende 30 dk boyunca bekletildi. Ardindan azalan alkol serisinde
(%100, %90, %70) 5’er dakika bekletilip musluk suyu ile yikandi. Hematoksilende 5
dk bekletilerek boyanan doku kesitleri musluk suyu ile 5 dk boyunca yikanip, 1 dk
boyunca %70’lik alkolde bekletildi. Daha sonra eozinde 3 dk bekletilerek boyama
tamamlandi. Sonrasinda yiikselen alkol serisinden (%70, %90, %100) gegirildikten
sonra ksilen damlatilarak iizeri kapatildi. Histolojik degerlendirme igin, 151k
mikroskobu altinda ylizey epitel dokusu, mukozada 6dem ve inflamatuvar hiicrelerin
varlig1, vazokonjesyon ve kanama dereceleri incelenip, uzman histolog tarafindan 0

ila 3 arasinda skorland1 (Tablo4).

Tablo 4. Mikroskopik hasar skalasi
Kaynak: (94)

Skor Anlamm

0 Hasar yok

1 Hafif hasar

2 Orta seviyede hasar
3 Ciddi hasar
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3.4. Oksidan ve Antioksidan Parametreler

Kolon mukozasindaki malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) diizeyleri ile total
antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS) diizeylerini belirlemek
icin sakrifikasyon sirasinda c¢ikarillan kolon dokular1 kiiciik pargalara ayrilip,

aliminyum folyo ile sarilarak analiz giiniine kadar -80 °C’de sakland:.

3.4.1. Dokuda malondialdehit (MDA) diizeyi

Kolon dokular: tartilarak tizerlerine agirhiginin 9 kat1 hacimde %10’luk triklorik
asit soliisyonu eklenmis ve homojenize edilmistir. Homojenizasyondan isleminden
sonra doku homojenatlari, 3.000 rpm’de, +4 °C’de, 15 dk boyunca santrifiij (Themo
Fisher Scientific) edildi. Santrifiij bitiminde 6rneklerden siipernatantlari alinarak 9.000
rpm’de, +4°C'de, 8 dk daha santrifiij edildi. Sonrasinda cam tiiplere 750 pl
tiyobarbitiirik asit ve 750 pl doku 6rnekleri eklenmis ve 20 dk boyunca kaynatma
islemi uygulanmistir. Olusan renk degisimi spektrofotometrede (Hitachi/U-1900) 535
nm’de okutuldu. Elde edilen sonuglar 1.56x10° M cm katsayis1 ile garpilarak

sonuglar analiz edildi (95).

3.4.2. Dokuda glutatyon (GSH) diizeyi

Kolon dokular1 tartilarak agiwligmmin 9 kati hacimde %10’luk triklorik asit
soliisyonu ile homojenize edildi. 3.000 rpm’de, +4 °C’de, 15 dk boyunca santrifiij
edildi. Siipernatantlar alinarak 10.000 devirde, 4°C 'de, 8 dk daha santrifiij edildi.
Stipernantlar1 iyice ayrilan peletler Modifiye Ellman yontemi (40 mg DTNB + 100 ml
%1 Na sitrat) kullanilarak spektrofotometrede 412 nm’de okutuldu ve sonuglar analiz

edildi (96)
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3.4.3. Dokuda total oksidan kapasitesi (TOS), total antioksidan kapasite (TAS)
ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri

Total oksidan kapasite (TOS), sican TOS kiti (Rel Assay Diagnostics marka)
kullanilarak spektrofotometrik yontem ile olgiildii. Ornekte bulunan oksidan
molekiiller, ferr6z demir iyonunu okside ederek ferrik demir iyonuna donistiiriir.
Ferrik iyon asidik medyum i¢inde ksilenol turuncu bir renk olusturur.
Spektrofotometre ile belirlenen renk yogunlugu ornekteki total oksidan molekiil

miktarin1 gosterir. Sonuglar pmol Equiv H2O2/L olarak ifade edilir (97).

Total antioksidan kapasite (TAS) sican TAS kiti (Rel Assay Diagnostics marka)
kullanilarak spektrofotometrik yontem ile 6l¢ilildii. Testin prensibi kararlt bir radikal
katyonu olan ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin 6-siilfonat)) molekiiliiniin
karakterik renginin, antioksidanlar tarafindan agilmasina dayanir. Sprektrofometre ile
belirlenen renk yogunlugu total antioksidan molekiil miktarim1 gdsterir. Sonuglar

mmol Trolox equivalent /L olarak ifade edilir (98).

TOS ve TAS diizeylerinin oram oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edilir.
TAS degeri pol/L birimine ¢evrildikten sonra oksidatif stres indeksi (OSI) asagidaki
formiile gore hesaplanir (99) (100) (101):

TOS (umol H>O: equivalent/L)
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) = X100
TAS (umol H20:z equivalent/L)
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3.5. inflamatuvar ve Antiinflamatuvar Parametreler

Kolon mukozasindaki MPO, NF-kB, TNF-qa, IL-6, IL-10, protein diizeylerini
belirlemek i¢in kolon dokular1 kiiglik parcalara ayrilip, aliiminyum folyo ile sarilarak

analiz glinline kadar -80 °C’de saklandu.

3.5.1. Dokuda Miyeloperoksidaz (MPO) Diizeyi Tayini

Kolon dokular tartilarak agirliginin 9 kati hacimde %5°lik HETAB soliisyonu
(50mM potasyum fosfat tamponu i¢inde; pH:6) ile homojenize edilerek, 12.000
rpm’de, +4 °C’de, 10 dk boyunca santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra
kalan pellet, 50 mM potasyum fosfat tamponu icinde tekrar homojenize edildi.
Ardindan her bir tiipe 50 mM potasyum fosfat tamponu, 30 mM o-dianisidin, 60 mM
H>0, ve 6rnek koyuldu. Su banyosunda 37 °C’de 3 dakika siiren reaksiyon baglatilip,
3 dakikanin sonunda %?2’lik sodyum azid ile durduruldu. Ornekler 5.000 rpm’de,
4°C'de, 15 dk boyunca santriiflij edilip, spektrofotometrede 460 nm'de okutuldu (102).

3.5.2. ELISA ol¢iimleri

Kolon mukozasindaki sitokin diizeylerini belirlemek amaciyla kolon dokusu
tampon ¢ozelti icerisinde homejenize edildi. Sonrasinda NF-kB, TNF-a, IL-6, IL-10
diizeyleri iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda Elisa Kiti (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay) (Rel Assay Diagnostics Marka) kullanilarak 6l¢iildii. Standart

egri olusturularak sitokin konsantrasyonlar1 belirlendi.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Deney sonunda elde edilen veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edildi.
Gruplar arasmdaki farkliligin degerlendirilmesinde bagimsiz gruplar i¢in t testi, tek
yonlii gruplar arasit varyans analizi (ANOVA), Tukey ve Games-Howell coklu
karsilagtirma testleri kullanildi. Alfa anlamlilik diizeyinin 0.05'ten kiiclik olmasi
(p<0.05) halinde veriler, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel
degerlendirme icin SPSS 23 versiyonu kullanildi. Grafikler Graphpad Prism8

programi kullanilarak olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Kolit olusturulmadan o6nce ve olusturulduktan {ii¢ giin sonrasinda deney
gruplarinin viicut agirliklar: dlgtilerek agirlik farki hesaplanmistir. Hesaplanan agirlik
farki iki yonlii varyans analizi ile (ANOVA) karsilastirilmistir. Kolit ve DHA
gruplarinda kolit modeli olusturulmadan 6nce ve olusturulduktan sonra anlamli bir
agirhik degisiminin oldugu belirlenmistir (p < 0,001). Kolit grubunda ise anlaml1 bir
agirhik degisimi goriilmemistir (Tablo 5 ve Sekil 15).

- Kontrol

350_ - Kolit
o0 —— DHA
e’
=
=
= 300
=
11 §]
& *%k %k
§ 250 *kk
<
=

200 | 1

Kolit dncesinde Kolit sonrasinda

Sekil 15. Deney gruplarinin kolit 6ncesindeki ve sonrasindaki agirlik farklari.

5% 1 < 0,001

39



4.2. Kolon Agirhklarimin Degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki kolon DAI diizeyi farki tek yonlii gruplar arasi varyans
analiziyle karsilagtirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore anlamh
bulunmustur. (F = 94,84,p = 0,00). Gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in analiz
sonrast Games-Howell testi kullanilmistir. Kolit (X = 0,72, § = 0,09) ve DHA
gruplarmin (X = 0,62, S = 0,09) kolon DATI diizeylerinin kontrol grubuna (X = 0,23, §
=0,04) gore anlaml olarak yiiksek oldugu (sirastyla; p = 0,000, p = 0,000); DHA
grubunun DAI diizeyinin ise kolit grubundan hafifce diisiik olmakla beraber aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (» > 0,05) (Tablo 5 ve Sekil
16).

Tablo 5. Deney gruplarinin kolit olusturulmadan 6ncesinde ve olusturulduktan
sonrasinda viicut agirliklar: (g), kolon doku agirlik indeksi (DAI) (g/100 g viicut

agirligi) (ortalama + standart sapma)

Kolit oncesi Kolit sonrasi
Gruplar viicut agirhg viicut agirhg DAI (X £ SS)
(X +SS) (X +SS)
Kontrol (7 = 8) 278,41 +£ 19,98 274,45+ 21,21 0,23 +0,04
Kolit (n = 10) 291,09 + 32,98 265,69 £31,60 0,72 £ 0,09***
Kolit+DHA (7 = 10) 273,95+ 17,40 251,44 +£ 19,05 0,62 £ 0,09***

*#%: p<0,001 kontrol grubuna gore kiyaslanmastir.
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Sekil 16. Deney gruplarmin kolon DAI diizeyleri. ***: p < 0,001
kontrol grubuna gore kiyaslanmigtir.

4.3. Morfolojik Sonuglar ve Histopatolojik Skorlama

4.3.1. Makroskopik hasar skoru

Gruplar arasinda kolon dokularmnin makroskopik hasar skorlar1 arasindaki fark tek
yonlii gruplar arasi varyans analiziyle karsilastirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa
diizeyine gore anlamli bulunmustur (¥ = 146,32, p = 0,00). Gruplar arasindaki farki
belirlemek i¢in analiz sonras1t Games-Howell testi ile kullanilmistir. Kolit (o7t = 8,25,
SS=1,39) ve DHA gruplarinin hasar skorlarinin (ort = 6,40, SS§ = 1,07) kontrol grunun
hasar skorundan anlaml olarak yiiksek oldugu (p < 0,01) ve DHA grubunun hasar
skorunun kolit grubundan anlamli olarak diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,05) (Tablo
6 ve Sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinin makroskopik hasar skoru. **: p < 0,01 kontrol
grubuna gore kiyaslanmigtir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.

4.3.2. Histolojik degerlendirme ve mikroskopik hasar skoru

Kolon dokusu orneklerinde, kontrol grubunda (Resim 4) normal morfoloji
gozlenirken; kolit grubunda (Resim 5) kolon epitelinde yer yer acilma ve dokiilme,
salg1 bezi yapisinda dejenerasyon ve mukozada ndtrofil infiltrasyonu gozlenmistir.
DHA grubunda (Resim 6) ise hafif diizeyde ylizey epitelinde dokiilme, bez

morfolojisinde iyilesme ve az sayida notrofil infiltrasyonu gozlenmistir.

42



Resim 4. Kontrol grubuna ait kolon doku kesiti. (Parafin kesit, H&E boyamasi)
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Resim 5. Kolit grubuna ait kolon doku kesiti, epitelde dokiilme (ok basi), bez

yapisinda dejenerasyon (yildiz), nétrofil infiltrasyonu (ok). (Parafin kesit, H&E

boyamasi).
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Resim 6. DHA grubuna ait kolon doku kesiti, diizenli yapida epitel (ok basi), bez

morfolojisinde iyilesme (yildiz), notrofil infiltrasyonu (ok). (Parafin kesit, H&E

boyamasi).

Gruplar arasinda mikroskopik hasar skorlar1 arasindaki fark tek yonlii gruplar
aras1 varyans analiziyle karsilastirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore
anlamli bulunmustur (F = 217,78, p = 0,00). Gruplar arasindaki farki belirlemek
icin analiz sonras1 Games-Howell testi kullanilmistir. Kolit (ort = 13,25, S§=0,42) ve
DHA gruplarinmm mikroskopik hasar skorlarinin (ort = 4,66, SS = 1,75) kontrol
grubunun hasar skorundan anlamli olarak yiiksek oldugu (p <0,01) ve DHA grubunun
hasar skorunun kolit grubundan anlaml olarak diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,01)

(Tablo 6 ve Sekil 18).
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Sekil 18. Deney gruplarinin mikroskopik hasar skoru. **: p < 0,01
kontrol grubuna gore kiyaslanmistir. +: p < 0,05 kolit grubuna gore
kiyaslanmustir.

Tablo 6. Deney gruplarinin kolon dokusunun makroskopik ve mikroskopik hasar

skorlar1
Gruplar Makroskopik Mikroskopik
hasar skoru hasar skoru
X £SS) X £SS)
Kontrol (n = 8) 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

Kolit (n = 10) 8,25 + 1,39%* 13,25+ 0,42

Kolit+DHA (1 = 10) 6,40+ 1,07%*% 4,66 +

1,75%*#

**: p < 0,01 kontrol grubuna gore kiyaslanmustir.

#: p <0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmistr.
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4.4. Oksidasyon ve Antioksidan Etkiler

4.4.1. MDA diizeyi

Oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA seviyelerinin gruplar1 arasindaki fark:
tek yonlii gruplar arasi varyans analiziyle karsilagtirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa
diizeyine gore anlamli bulunmustur (¥ = 17,79, p = 0,00). Gruplar arasindaki farki
belirlemek i¢in analiz sonrast Tukey testi kullanilmistir. Kolit grubunun MDA
diizeyinin (ort = 32,05, S = 7,14) kontrol grubunun (ort = 12,05, S =4,42) gore anlamli
olarak diistik oldugu (p < 0,01); DHA grubunun da MDA diizeyinin (ort = 16,37, S =
7,70) kolit grubundan anlamli olarak diisiik oldugu belirlenmistir (» < 0,01) (Tablo 5
ve Sekil 19).
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Sekil 19. Deney gruplarinin MDA diizeyleri. **: p < 0,01 kontrol grubuna
gore kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.
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4.4.2. GSH diizeyi

Dokudaki endojen antioksidan glutatyon miktarinim gostergesi olan GSH
diizeyinin deney gruplar1 arasindaki farki bagimsiz gruplar igcin t testi ile
karsilagtirilmistir. Testin sonucunda 0,05 alfa diizeyine gore kolit grubunun GSH
diizeyinin (ort = 0,49, S = 0,22) kontrol grubundan (ort = 1,47, SS= 0,46) anlaml1 olarak
diisiik oldugu (¢ = 4,74, p < 0,05) ve DHA grubunun GSH diizeyinin (ort = 0,66, S
= 0,27) kolit grubundan anlaml olarak yiliksek oldugu belirlenmistir (¢ = 3,69, p <
0,05) (Tablo 7 ve Sekil 20).
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Sekil 20. Deney gruplarinin GSH diizeyleri. **: p < 0,01 kontrol grubuna
gore kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.
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Tablo 7. Deney gruplarinin biyokimyasal analiz sonuglar1 (MDA: nmol/g ve GSH:

pmol/g) (ortalama + standart sapma)

Gruplar MDA GSH
Kontrol (rn = 8) 12,05 + 4,42 1,47 £ 0,46
Kolit (r = 10) 32,05 + 7,14%* 0,49+ 0,22%*
4 #
Kolit+DHA (1 = 10) RIS G0 0.00% 0,277

**: p <0,01 kontrol grubuna gore kiyaslanmustir.

#: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmistr.

4.4.3. TAS, TOS ve OSI diizeyleri

Gruplar arasindaki TAS diizeyi farki bagimsiz gruplar icin t testi ile
karsilastirilmistir. Testin sonucunda 0,05 alfa diizeyine goére kolit grubunun TAS
diizeyinin (X = 0,93, § = 0,16) kontrol grubundan (ort = 1,25, S = 0,16) anlaml1 olarak
diisiik oldugu (z= 3,6, p < 0,05) ve DHA grubunun TAS diizeyinin (ort = 1,13, S =
0,12) kolit grubunun TAS diizeyinden anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (¢
=2,75, p <0,05) (Tablo 8 ve Sekil 21).
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Sekil 21. Deney gruplarinin TAS diizeyleri. **: p < 0,01 kontrol grubuna
gore kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.

Gruplar arasindaki TOS diizeyi farki bagimsiz gruplar icin t testi ile
karsilagtirilmistir. Testin sonucunda 0,05 alfa diizeyine gore kolit grubunun TOS
diizeyinin (ort = 16,03, S = 2,43) kontrol grubundan (ort = 11,51, § = 3,48) anlamhi
olarak yiiksek oldugu (= 2,67, p < 0,05) ve DHA grubunun TOS diizeyinin (ort =
11,38, §=4,00) kolit grubundan anlamli olarak diisiik oldugu belirlenmistir (¢ = 2,37,
p <0,05) (Grafik 8 ve Tablo 8).
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Sekil 22. Deney gruplarinin TOS diizeyleri. **: p < 0,01 kontrol grubuna
gore kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.

Gruplar arasmdaki OSI diizeyi farki bagimsiz gruplar igin t testi ile
karsilastirilmistir. Testin sonucunda 0,05 alfa diizeyine gore kolit grubunun OSI
diizeyinin (X = 1,88, S = 0,47) kontrol grubundan (ort = 0,96, S = 0,40) anlaml1 olarak
yiiksek oldugu (z= 3,21, p < 0,05) belirlenmistir. DHA grubunun OS] diizeyinin ise
(ort = 1,09, § = 0,43) kolit grubundan hafif¢e diisiikk olmakla beraber aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (z=2,31, p > 0,05) (Tablo 8 ve Sekil
23).
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Sekil 23. Deney gruplarinin OSI diizeyleri. *: p < 0,05 kontrol grubuna
gore kiyaslanmigtir.

Tablo 8. Deney gruplarinin total antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan
kapasite (TAS) diizeyleri (TAS: mmol/L; TOS: umol/L; OSi: umol/L) (ortalama +

standart sapma)

Gruplar TAS TOS OSi

Kontrol (n=8) 1,1340,12 11,513,48 0,86+0,51

Kolit (n=10) 0,970,19** 15,47+2,75%* 1,64+0,53*
# #

Kolit+DHA (n=10) 1,23+0,28 12,66+4,21 1,41£1,17

*: p <0,05 kontrol grubuna gore kiyaslanmistir. **: p <0,01 kontrol grubuna

gore kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmustir.
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4.5. inflamatuvar ve Antiinflamatuvar Etkiler

4.5.1. MPO diizeyi

Kolitin kolonda olusturdugu nétrofil infiltrasyonun bir gostergesi olan MPO
diizeyinin deney gruplar1 arasindaki fark: tek yonlii gruplar arasi varyans analiziyle
karsilastirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore anlamli bulunmustur (F =
13,68, p = 0,00). Gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in analiz sonras1 Tukey testi
kullantlmigtir. Kolit grubunun MPO diizeyinin (ort = 139,03, S = 63,63) Kontrol
grubuna (ort = 36,78, S = 18,12) gore anlamli olarak diisiik oldugu (p < 0,01); DHA
(ort=157,08, S=27,67) grubunun da MPO diizeyinin kolit grubuna gore anlamli olarak
diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,05) (Tablo 9 ve Sekil 24).
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Sekil 24. Deney gruplarinin MPO diizeyleri. +: p < 0,05 kolit grubuna gore
kiyaslanmugtir. **: p < 0,01 kontrol grubuna goére kiyaslanmistur.
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4.5.2. NF-kB diizeyi

Inflamatuvar ve immiin cevapta dnemli etkiler gdsteren bir transkripsiyon faktorii
olan NF-kB diizeyi fark: tek yonlii gruplar arasi varyans analiziyle karsilastiriimistir.
Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore anlamli olmadigi bulunmustur (7 = 4,36,p >

0,05) (Tablo 9).

4.5.3. TNF-o diizeyi

Proinflamatuvar sitokin olan TNF-a diizeyi farki tek yonlii gruplar arasi varyans
analiziyle karsilastirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore anlamli oldugu
bulunmustur (F = 6,84,p < 0,01) (Tablo 8). Gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in
analiz sonras1 Tukey testi gerceklestirilmistir. Kolit (X' = 141,10, S =31,91) grubunun
TNF-a diizeyinin DHA grubundan (X = 93,48, S = 26,67) anlamli olarak yliksek
oldugu belirlenmistir. (p <0,05). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir

(p > 0,05) (Tablo 9 ve Sekil 25).

TNF-a (pg/ml)
2
1

50—

0 T
Kontrol Kolit Kolit+tDHA

Sekil 25. Deney gruplarinin TNF-a diizeyleri. : p < 0,05 kolit grubuna gore
kiyaslanmustir.
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Tablo 9. Deney gruplarinin sitokin diizeyleri (MPO: U/g; NF-kB: ng/ml, TNF-a

pg/ml) (ortalama + standart sapma)

Gruplar MPO NF-kB TNF-a
Kontrol (n = 8) 36,78+18,12 1,840,44 130,23+14,36
Kolit (1 = 10) 139,03:£63,63** 2,18 £0,36 141,10+31,91
# #
Kolit+DHA (7 = 10) 57,08+27,67 1,88+0,04 93,48+26,67

**: p <0,01 kontrol grubuna gore kiyaslanmustir.

#: p <0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmistr.

4.5.4. IL-6 diizeyi

Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6 diizeyinin deney gruplar1 arasindaki farki
tek yonlii gruplar arasi varyans analiziyle karsilagtirilmistir. Testin sonucunda 0,05
alfa diizeyine gore kolit grubunun IL-6 diizeyinin (ort = 4,49, S = 0,53) kontrol
grubundan (ort = 3,73, S = 0,28) anlaml olarak yiiksek oldugu (ort = 5,74, p <
0,05); DHA grubunun IL-6 diizeyinin (ort = 3,87, S = 0,30) kolit grubundan anlamli
olarak diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,05) (Tablo 10 ve Sekil 26).
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*%

0 1
Kontrol Kolit Kolit+tDHA

Sekil 26. Deney gruplarinin IL-6 diizeyleri. **: p < 0,01: kontrol grubuna
gore kiyaslanmugtir. *: p < 0,05 kolit grubuna gore kiyaslanmugtir.

4.5.5. IL-10 diizeyi

Deney gruplar1 arasindaki IL-10 diizeyi farki tek yonlii gruplar arasi varyans
analiziyle karsilagtirilmistir. Testin sonucu 0,05 alfa diizeyine gore anlamli olmadig1

bulunmustur (F = 0,64,p > 0,05) (Tablo 10).

Tablo 10. Deney gruplarinin sitokin diizeyleri (IL-6: ng/L; IL-10: ng/L) (ortalama =+
standart sapma)

Gruplar IL-6 IL-10
Kontrol (n = 8) 3,73+0,28 76,82+7,84
Kolit (n = 10) 4,49+0,53** 71,38+16,53
DHA (n = 10) 3,87+0,30" 70,61+2,8

#%: p < 0,01 kontrol grubuna gére kiyaslanmustir. *: p < 0,05 kolit

grubuna gore kiyaslanmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

IBH, gastrointestinal kanalin kronik ya da tekrarlayan immiin yanit1 ile ilgili
hastaliklarn1  tamimlamaktadir. Inflamatuvar sitokinlerin ve reaktif oksijen
molekiillerinin iiretimi ve salinimdaki artig ile karakterize bir hastaliktir. Etiyolojisi
tam olarak bilinmemekte ancak patogenezinden ndtrofil infiltrasyonu, sitokin,
arasidonik asit ve reaktif oksijen metabolitleri, pro-inflamatuvar mediatdrlerin asir1
iiretimi gibi pek cok faktoriin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle de serbest
radikal {retimindeki artisa karsin doku antioksidan diizeylerinin azalmasi

patogenezden sorumlu en 6nemli faktor olarak goriilmektedir (103).

Linoloik asit (LA) ve a-linolenik asit (ALA) viicutta sentezlenemeyen esansiyel
yag asitleridir. Bu esansiyel yag asitlerinin viicutta enzimatik doniisiime ugramasiyla
AA, EPA ve DHA molekiilleri olusur. EPA ve DHA molekiilleri dogrudan balik yag1
ile de viicuda alinabilir. Bu molekiiller membran fosfolipit yapisina yerleserek
inflamatuvar siiregte etkiler gosterir. AA ve EPA molekiillerin hem inflamatuvar hem
de antiinflamatuvar etkilerinin oldugu, DHA molekiiliiniin ise gii¢lii antiinflamatuvar

etkiler gosterdigi bilinmektedir (104).

Calismamizda, DHA nin kolit modeli {izerindeki inflamasyona ve oksidatif strese
olan olast etkileri farkli parametreler acisindan arastirilmis ve degerlendirilmistir.
Degerlendirmede Oncelikle si¢anlarin gruplar arasindaki viicut agirlik kayiplari,
kolonun doku agirlik indeksleri, kolon dokulariin makroskopik ve mikroskopik hasar
skorlar1 6l¢tilmiistiir. Deneysel kolit modeli olusturulan gruplarda sulu diyare ve buna
bagli olarak agirlik kaybi1 goriilmistiir. Kolit modeli olusturulmadan once ve
olusturulduktan ii¢ giin sonrasinda olusan agirlik farklar1 degerlendirildiginde kolit
olusturulan gruptaki agirlik kaybmin, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
acidan anlamli diizeyde bir agirlik kayb1 oldugu; DHA grubu ile kolit grubu arasindaki

agirhik farkinin ise birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.
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IBH, kronik inflamasyon artmus histolojik hasar skoru, nétrofil infiltrasyonu,
kript hiicre kaybi, artmis proinflamatuvar mediatorler ile karakterizedir (105).
Calismada deneysel kolit olusturulan siganlarin makroskopik ve mikroskopik hasar
skorunun kontrol grubuna goére anlamli olarak yiikseldigi gOriilmiistiir. DHA
uygulamasinin ise hasar skorunu kolit olusturulan gruba gore makroskopik ve
mikroskopik diizeyde anlamli olarak disiirdiigli gortlmiistiir. Ayrica DHA
uygulamasinin yiizey epitelindeki dokiilmeyi azalttigi, bez morfolojisinde iyilesme

sagladig1 da gozlenmistir.

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda oksidatif stresin arttig1 bilinmekle birlikte
aralarindaki iligkinin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Literatiirde
inflamasyonun olustugu dokularda ROS’larin artmis oldugu birgok c¢aligmada
gosterilmistir. Bu artistan kolonik epitelyum, mikrovaskiiler endotelyum veya
inflamatuvar hiicreler gibi (6zellikle nétrofiller) pek ¢ok faktoér sorumlu tutulmaktadir
(106, 107). Diger yandan inflamatuvar yanitin olusmasinda siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit gibi ROS’larin tiretimindeki artig etkili olmaktadir. Kruidenier ve ark
yaptiklar1 bir ¢alismada IBH’da olusan mukozal doku hasarindan ROS molekiillerine
maruz kalmanm sorumlu oldugunu savunmuslardir (108). Baska bir ¢alismada ise
TNBS ile indiiklenen kolit modelinde siiperoksit dismutaz tedavisinin, iyilestirici

etkisinin olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (109).

MDA, viicutta PUFA’larin serbest radikaller tarafindan oksidasyona ugramasi
sonucu olugmaktadir (110). MDA diizeyi, serbest radikallerin hiicre membraninda
olusturdugu lipit peroksidasyonunun gdstergesi olarak kullanilir (111). Caligmamizda,
TNBS uygulamasinimn kolit ve DHA gruplarmda kontrol grubuna gére MDA diizeyini
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikselttigi; DHA uygulanmasin ise kolon
dokusundaki MDA diizeyini anlaml sekilde diisiirdiigii goriilmiistiir (Tablo 3). Bu
sonug, DHA’nin, ROS’un mukozada olusturdugu oksidatif hasar1 azaltilmasiyla

iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Glutatyon oksidatif strese karsi hiicreyi koruyan hiicre icerisindeki en dnemli
antioksidan ~ molekiillerden  biridir.  Hiicrelerin  sitoplazma, c¢ekirdek ve
mitokondrilerinde bulunur. GSH diizeyleri inflamasyon siiresince diisiis gosterir (112).
Kimyasal olarak GSH eksikligi olusturulan farelerde kolonik mukozada siddetli
bozulma oldugu, diyare gelisimi ve kilo kaybmnm oldugu gosterilmistir (113).
Glutatyon diizeyleri hem inflamasyon siddetinin hem de oksidatif stres diizeyinin

gostergesi olarak degerlendirilir (114).

Calismamizda deneysel kolit modeli olusturulan siganlarin kolon dokusunda GSH
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede diistiigii, DHA uygulanan grupta ise
kolit grubuna gdre anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 6). Yapilan bir
calismada indometazinden iki saat dnce bir seferde verilen 100 mg/kg/gilin verilen
DHA’nin si¢anlarda indometazin ile olusturulan gastrik hasari iyilestirdigi, MPO ve
MDA ve TNF-a diizeylerini azalttigi ve endojen antioksidan olan GSH diizeyini
korudugunu gostermistir (115). Bir bagka calismada 14 giin boyunca gavaj yoluyla
500 mg/kg/giin verilen DHA nin, farelerde paraquat ile olusturulan akciger hasarini
iyilestirdigi, MPO aktivitesini ve MDA diizeyini diisiirdiigii, GSH diizeyini korudugu
belirlenmistir. DHA’ ’nin oksidatif stresi azaltict ve serbest radikallere kars1 koruyucu

etkisi literatiirde farkli ¢calismalarda da gosterilmistir.

Literatiirde deneysel kolit modelinde TAS ve TOS seviyelerinin 6l¢iildiigii bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak bu baglamda elde ettigimiz veriler, calismamizin
oksidatif stres ile iligkili diger verileri ile Ortiismektedir. TAS ve TOS diizeyleri
degerlendirildiginde kolit grubunun TOS diizeyinin kontrol grubuna kiyasla anlaml
olarak yiiksek oldugu; TAS diizeyinin ise anlamli olarak diigiik oldugu goriilmustiir.
DHA uygulanan grupta TAS seviyelerinin kolit olusturulan grupla kiyaslandiginda
anlamli olarak yiikseldigi, TOS seviyelerinde ise anlamli bir dislis oldugu
goriilmiistiir. Oksidatif stres indeksinde ise kolit ve DHA gruplar1 arasinda anlamli bir

fark goriilmemistir.
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IBH’nin patogenezinde nétrofiller ve makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin
onemli etkilerinin olduguna isaret eden pek ¢ok caligma bulunmaktadir (116).
Miyeloperoksidaz enzimi notrofillerde sentezlenen kuvvetli antibakteriyel ve antiviral
etkiler gosteren bir peroksidaz enzimidir. Deneysel kolit modelinde ise akut
inflamasyonun ve oksidatif stresin gostergesidir (117). Yapilan bir ¢alismada, UK
hastalarinin mukozasinda MPO diizeylerinin yiikseldigini; bunun da maligniteye yol
actig1 gosterilmistir (118). Ayrica ROS iiretimindeki artistan sorumlu en 6nemli

faktoriin de notrofil infiltrasyonu oldugu iddia edilmistir (119, 120).

Calismamizda kolit olusturulan grubun kolon dokusunda kontrol grubuna kiyasla,
MPO enzim aktivitesinin anlamli olarak yiikseldigi; DHA uygulamasinin ise MPO
enzim aktivitesini kontrol grubu diizeylerine kadar diisiirdiigii goriilmiistiir (Tablo 3).
MPO artisiin iilseratif kolitte akut inflamasyon ve oksidatif stresin gostergesi oldugu
ve notrofiller tarafindan salgilanan bir enzim oldugu diisiiniildiigiinde, DHA MPO’yu
azaltict etkisini notrofil infiltrasyonunu azaltarak gerceklestiriyor olabilir. Nitekim
literatiirde inflamasyon ile iligkili farkli hastalik modelleri ile yapilan ¢aligmalarda

DHA uygulamasinin nétrofil infiltrasyonunu azalttig1 gosterilmistir (121, 122).

Inflamasyon NF-kB, TNF-o, IL-6 gibi cok ¢esitli sitokinlerin dolasimda ya da
dokuda artmis olduklar1 durumu ifade eder. Inflamasyonun baslangic asamalarida
aktive olan NF-kB transkripsiyonu; erken immiin yanitta, akut fazda ve inflamatuvar
yanitta etkili olan pek ¢ok hiicresel gen transkripsiyonunu regiile etmektedir. Aktive
olmus NF-kB diizeyi mukozal inflamasyonun siddeti ile korelasyon gdstermektedir.
Ayrica NF-kB’nin aktivasyonu, hiicresel dinlenme potansiyeline ve intraselliiler

indirgenmis GSH/okside GSH diizeyine baghdir (103).
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Caliymada deneysel kolit modeli olusturulan gruptaki sicanlarin NF-kB
seviyelerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmis oldugu, DHA
uygulanan grupta ise kolit olusturulan grupla kiyaslandiginda NF-kB diizeylerinin

diistiigii ancak bu diisiisiin, istatistiksel acidan anlamli olmadig1 goriildii (Tablo 3).

Calismamizda DHA nin bir pro-inlamatuvar sitokin olan TNF-a seviyelerine olan
etkisine baktigimizda, deneysel kolit modeli olusturulan grupta kontrol grubu ile
kiyaslandiginda TNF-a diizeyinde bir artis oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi. DHA uygulamasmin ise kolit grubuna gére TNF-a
diizeyini anlamli sekilde disiirdiigii goriildii (p < 0,05; Tablo 3). Giiniimiizde de,
Infliximab gibi proinflamatuvar sitokin inhibitdrleri, TNF inhibitérleri IBH

hastaliklarmin tedavisinde kullanilmaktadir (123).

Inflamasyon gostergesi acisindan inceledigimiz diger bir sitokin olan IL-6, CD4
T hiicrelerinin farklilagmasimi saglayarak dogal ve edinsel immiin yanit arasinda
iletisim saglayan; bu sayede inflamasyonun olugsmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan
bir sitokindir. Daha dnce yapilmis birkag ¢alismada IL107" farelerde kendiliginden
kolit olugurken, IL-6’nin diizeylerinin de yilikseldigi belirlenmistir (124, 125, 126).
Bizim c¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak kolit olusturulan grupta kontrol
grubuna kiyasla IL-6 diizeyi anlamli olarak yiikselmistir (Tablo 3). DHA
uygulamasinin ise kolit grubu ile kiyaslandiginda, IL-6 diizeyini anlamli olarak

diistirdiigiinii gézlenmistir.

IL-10 mukozal immiin sistem i¢in dnemli bir diizenleyici sitokindir. IL-10 knock-
out veya IL-10 reseptdr 2 knock-out farelerde yapilan calismalarda, yardimci T
hiicreleri (Th)-1 aracili intestinal inflamasyon gelistigi gosterilmistir (127, 128). IL-
10, Th hiicrelerin aktivitesini arttirarak, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi
proinflmatuvar sitokin ve kemokin iiretimini baskilayarak antiinflamatuvar etkiler
gosterir (129). Nitekim TNBS kolit modelinde IL-10 kodlayan adenoviral vektoriin
verildigi bir ¢aligmada, IL-10 tedavisinin agirlik kaybini onledigi, digkidaki bazi
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inflamatuvar parametreleri (IL-1B ve TNFR-2) diisiirdiigii, kolondaki histolojik skoru
diistirdiigii goriilmiistiir (130). Calismamizda beklenenin aksine; kolit, DHA ve kontrol

gruplar1 arasinda IL-10 diizeyinde anlamli bir fark olusmadi.

DHA’nin antiinflamatuar etkileri olan bir molekiil oldugu literatiirdeki farkli
calismalarla gosterilmistir. DHA bu etkilerini adhezyon molekiil ekpresyonunu
azaltmak, lipit mediyatorlerin liretimini artirmak, lipid peroksidasyonunu ve oksidatif
stresi azaltmak, notrofil infiltrasyounu baskillamak gibi ¢esitli yollardan
gostermektedir. DHA nin ayn1 zamanda NF-kB yolagini da inhibe ettigi gdsterilmistir
(79). Bilindigi gibi yag asitleri hiicre membran fosfolipitlerinin ana bilesenidir. DHA
hiicre membranmin fosfolipit yapisina yerleserek membranm dayanikliligini
artirmakta, hiicrenin serbest radikallere, lipid peroksidasyonuna ve artan oksidatif
strese karst olan hassasiyetini azaltmaktadwr. Bu sekilde hiicrenin yapisal

biitiinliiglinlin dis sartlara ragmen korunmasida dnemli rol oynamaktadir.

Calismamizda TNBS ile olusturulan kolit modelinde makroskopik ve
mikroskopik hasar skorlarmin arttigi;; MDA ve TOS diizeylerinin ytikseldigi; GSH ve
TAS diizeylerinin azaldigi; proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6 diizeylerinin
yiikseldigi goriilmiistir. DHA uygulamasi ise biyokimyasal parametreleri pozitif
yonde diizeltmis ve doku diizeyinde belirgin bir iyilesme saglamistir. Calismanin
sonucunda DHA’nin bu etkilerini nétrofil infiltrasyonunu engelleyerek, yliksek
ihtimalle nétrofil kaynakli ROS iiretimini baskilayarak, GSH icerigini koruyarak,
proinflamatuvar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a diizeylerini diisiirerek, ayrica kolon
epitelindeki dokiilmeyi azaltarak ve salgi bezlerinin yapisinda iyilesme saglayarak

gosterdigi diisiiniilmiistiir.
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