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Simgeler ve Kisaltmalar

DD: Oliim Pargalari

DED: Oliim Effektor Parcalari

CARD: Caspaz Yeniden Olusum Pargasi

DISC: Oliim indiikleme Kompleksi

TRAIL: Tiimdr Nekroz Faktér Iliskili Apoptozis Saglayan Ligand
APAF-1: Apoptotik Proteaz Aktifleyici Faktor-1
TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor Alfa

MDA: Malondialdehid

CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester

NF-kB: Nukleer faktor kappa B

NO: Nitrik Oksit

iINOS: Inducible Nitrik Oksit Sentetaz

SF: Serum fizyolojik- % 0.9 NaCl

IP: Intraperitoneal

IG: Intragastrik

umol: Mikromol

Kg: Kilogram

MI: Mililitre

TUNEL: Terminal deoxytransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling
HE: Hematoksilen & Eosin

PCOS: Polikistik Over Sendromu

IL-1B: Interlokin-1-beta

COX: Siklooksijenaz



Sekiller

Sekil 1. CAPE’nin yapisal sekli
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Cizelgeler

Tablo 1. Polimorf niiveli 16kosit, mukozal 6dem, iilser varlig1 ve yayginligi,

nekroz ve intramukozal kanama degerlendirmesi

PNL Odem Ulser Kanama | Nekroz
0 (Yok) (ng) 0 (Yok) 0 (Yok) | 0 (Yok)
| (Hafif)

3 (Siddetli)

1
1 (Var) Var (% 1- % 10) 1 (Var) 1 (Var)
2
2 . .
(Siddetli) Yaygmhk | (% 11-% 20)
3
(>% 20)

Tablo 2. Immunhistokimyasal degerlendirme (Bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-

8, TNF-a)

0 Boyanma yok
1 Hafif

2 Orta siddette
3 Belirgin




Tablo 3. Deney gruplarinda makroskopik lezyon dagilimi.

Gruplar Lezyonsuz sican Saptanan lezyonun tiirii
Sayis1

y a* b c
Birinci Deney
Normal kontrol 10/10 _ _ _
Etanol 0/10 - 9 -
CAPE 10/10 - - -
CAPE+Etanol 0/10 - 9 -
Ikinci Deney
Normal kontrol 10/10 - - -
Etanol 0/9 - 8 -
CAPE 9/9 - - -
CAPE+Etanol 1/10 - 8 1

*En agir lezyon tiire kaydedilmistir; a: nokta erezyon, b: lineer erezyon, c: yaygin erezyon d:

yaygin hemoraji

Tablo 4. Deney gruplarinda histolojik lezyon skorlart.

Lezyon Skoru

Gruplar .

Birinci Deney Ikinci Deney
Normal Kontrol 0.40+0.52 0.20+0.42
Etanol 7.40+£1.65%* 6.89+1.62*
CAPE Kontrol 0.80+0.79 0.22+0.67
CAPE+Etanol 7.10£0.99* 6.70+2.67*

*Normal Kontrol ve CAPE Kontrol grubuna gére p<0.001.



Tablo 5. Deney gruplarinda MDA konsantrasyonlari

Gruplar

MDA Konsantrasyonu

(nmol/mg-protein)

Birinci Deney

Ikinci Deney

Normal Kontrol

24.07+£12.57°

29.62+14.65 >°¢

Etanol 109.63+57.89 101.55+55.78 ¢
CAPE Kontrol 26.73+7.97% 25.21+12.13°¢
CAPE+Etanol 88.80+42.63 71.03+41.55

Birinci deneyde, * Etanol ve CAPE+Etanol gruplarina gore p<0.001

-10 -

ikinci deneyde, ® Etanol grubuna gére p=0.001, ¢ CAPE+Etanol grubuna gére p=0.011,
4 CAPE Kontrol grubuna gore p=0.001, ° CAPE+Etanol grubuna gére p=0.007,

Tablo 6. Deney gruplarinda mide mukozasinda apoptotik hiicre sayilari

(400’luk biiyiitmede)

Birinci Deney

Ikinci Deney

Apoptotik hiicre sayilari

Normal Kontrol 1.90+0.99 * 2.10+0.74°
Etanol 9.50+4.06 8.78+3.70
CAPE Kontrol 2.40+0.84 ° 2.00+0.87°
CAPE+Etanol 13.50+4.67 10.90+3.31

* Etanol ve CAPE+Etanol grubuna gore p<0.001; Birinci deneyde, Etanol ve CAPE+Etanol

gruplar1 arasinda p=0.063.



Tablo 7. Deney gruplarinda immiinhistokimyasal bax ekspresyonu.

Birinci Deney

ikinci Deney

Bax ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00£0.00*" 0.70+0.48 °
Etanol 2.60+0.52 2.56+0.53 "
CAPE Kontrol 1.30+0.67° 0.89+0.93 ¢
CAPE-+Etanol 2.10+0.99 1.60+0.84

Birinci Deney: * Etanol grubuna gore p<0.001, ° CAPE+Etanol grubuna gére p=0.005;
°Etanol grubuna gére p=0.001, (CAPE Kontrol ve CAPE+Etanol grubu arasinda p=0.076 (ns).)

ikinci Deney: ¢ Etanol grubuna gbre p<0.001, © CAPE+Etanol grubuna gére p=0.01;
" CAPE+Etanol grubuna gore p=0.015; ® Etanol grubuna gore p=0.002, (CAPE Kontrol ve
CAPE+Etanol grubu arasinda p=0.055 (ns).)

Tablo 8. Deney gruplarinda immiinhistokimyasal kaspaz-3 ekspresyonu.

Birinci Deney Ikinci Deney

Kaspaz-3 ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00+0.00" 1.00£0.00 ¢
Etanol 1.50+0.53° 1.44+0.53 °
CAPE Kontrol 1.00+0.00 1.00+0.00
CAPE+Etanol 1.30+0.67 1.20+0.42

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gére p=0.012, ® CAPE Kontrol grubuna gore 0.012.
ikinci Deneyde: ¢ Etanol grubuna gére p=0.021,  CAPE Kontrol grubuna gére 0.028.




Tablo 9. Deney gruplarinda kaspaz-8 ekspresyonu.

Birinci Deney

Ikinci Deney

Kaspaz-8 ekspresyonu

Normal Kontrol 1,00+0,00° 1,00+0,00°
Etanol 1,40+0,52° 1,33+0,50
CAPE Kontrol 1,00+0,00 1,000,001
CAPE-+Etanol 1,20£0,42 1,40+0,52

-12-

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gére p=0.029, ® CAPE Kontrol grubuna gére, p=0.029

Ikinci Deneyde: ¢ CAPE+Etanol grubuna gére, p=0.029, ¢ CAPE+Etanol grubuna gore,

p=0.038.

Tablo 10. Deney gruplarinda TNF-a ekspresyonu.

Birinci Deney

ikinci Deney

TNF-a ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00£0.00%" 0.70+0.15 ="
Etanol 1.60+£0.52° 1.44+0.53 &
CAPE Kontrol 1.10+0.32¢ 1.00+0.00 "
CAPE-+Etanol 1.80£0.92 1.50+0.71

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gére p=0.023, ® CAPE+Etanol grubuna gore p=0.013,

¢ CAPE Kontrol grubuna gére p=0.022, ¢ CAPE+Etanol grubuna gore p=0.044

ikinci Deneyde: ¢ Etanol grubuna gére, p=0.009, © CAPE+Etanol grubuna gére p=0.010,

¢ CAPE Kontrol grubuna gore p=0.028, " CAPE+Etanol grubuna gore p=0.039.
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1. GiRIS

Etanolle uyarilan gastrit, etanoliin yol actig1, mide mukozasinda makroskopik
olarak erezyon ve hemoraji, mikroskopik olarak ise mukoza hiicrelerinde dokiilme,
mukozal inflamasyon, vazodilatasyon, 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile
seyreden klinikopatolojik durumdur. Etanol gastritinde, serbest radikal olusumu ve
sitokinler araciligi ile olusan apoptozis yoluyla hiicre kaybi meydana geldigi
bildirilmistir (1-4). Etanol % 10’dan diisiik konsantrasyonda bu etkilerini nétrofiller
araciligr ile yaparken, % 10’dan yiiksek konsantrasyonda direkt hiicre hasari
meydana getirmektedir (5, 6). Etanoliin uyardig1 gastritin 6nlenmesinde antioksidan
0zelligi bulunan bir¢ok ajan kullanilmis ve etkili bulunmustur (7-10). Kafeik Asit
(3,4 dihidroksisinnamik asit) Fenetil Ester (CAPE) bal aris1 propolisinde bulunan
flavonoid benzeri yapida ve antiinflamatuvar, antioksidan, immun diizenleyici ve
apoptozis diizenleyici etkileri ¢aligsmalarla gosterilen bir bilesiktir (11-14). Sicanlarda
etanolle uyarilan akut gastrit modelinde CAPE’nin etkinligi arastirilmamistir, bu
sebeple calismamizda etanolle uyarilan deneysel gastrit modelinde CAPE’nin

antioksidan ve apoptozisi kontrol edici 6zelliklerini arastirmayi planladik.
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2. GENEL BILGI

2.1. Gastrit Modelleri

Gastrit, mide mukozasinin inflamasyonuna verilen isimdir. Akut olarak
meydana gelebilir veya kronik bir siire¢ olarak devam edebilir:

a) Kronik gastrit: Mide mukozasinda atrofi ve intestinal metaplazi
gelisgmesine zemin hazirlayan kronik inflamatuvar degisikliklerle karakterize
klinikopatolojik durumdur. Iki tipi vardir: Tip A gastrit, mide korpus mukozasini
tutan, yaslilarda daha sik saptanan ve genellikle asemptomatik seyreden bir gastrit
formudur. Anti paryetal hiicre antikorlar1 pozitiftir, hipo- veya aklorhidri bulunur ve
pernisiyoz anemi gibi otoimmiin bozukluklarla iliskilidir. Tip B gastrit ise,
baslangicta genellikle antruma sinirlandirilmis olan, fakat zamanla midenin diger
bolgelerine de yayilma egilimine sahip, Helicobacter pylorinin neden oldugu
gastrittir.

b) Akut Gastrit: Ani baglayan inflamatuvar degisikliklerle seyreden ve
cogu kez kendini sinirlayarak iyilesmeyle sonuglanan bir gastrit formudur. Fokal
olabilecegi gibi, tiim mide mukozasim da tutabilir. Odem, erezyon ve siddetli olursa
kanamalara yol agabilir. Mikroskopik olarak, lamina propriada kanama, yiizeyel
epitel kaybi, notrofil infiltrasyonu gozlenmektedir (15). Midede pitlerde, epitel
rejenerasyonunu da gérmek miimkiindiir. Etyolojide, non-steroid anti-inflamatuvar
ilaglar, aspirin, kortikosteroidler, alkol kullanimi, kemoterapdtik ajanlar, iiremi,
sistemik enfeksiyonlar, iskemi ve sok, stres (cerrahi, yanik, travma...), koroziv
madde i¢cimi ve dzellikle distal gastrektomi yapilan hastalarda alkalen reflii gastrit rol
oynamaktadir (16). Mide mukoza hasarini ise epitele direkt hasar, asit sekresyonunun
uyarilmasi, hidrojen iyonunun “geri difflizyonu”, mukus katmanlarinda bozulma,

bikarbonat yapiminin azalmasi, mukozal kan akiminin azalmas ile saglarlar (16).
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2.1.1. Etanol ve Etanoliin Uyardig1 Gastrit

Etanol, viicuttaki tiim bariyerlerden gecebilen, psikoaktif bir ilagtir. Diinya’da
insanlarin % 80’inin herhangi bir zaman zarfinda tiikettigi diistiniilmektedir (17).
Duodenumdan emilen etanoliin % 90’1 alkol dehidrogenaz enzimi ile asetaldehide
dontstiirilmekte ve aldehit dehidrogenaz yolu ile asetik asite ¢evrilerek sitrik asit
siklusuna katilmakta veya asetil ko-enzimA’ya gevrilerek metabolize edilmektedir
(17). Emilen etanoliin kalan % 10’u karacigerdeki mikrozomal etanol okside edici
sistem tarafindan elimine edilmektedir.

Agizdan alinan etanoliin mide mukozasi {izerindeki zararli etkisinin 30.
dakikada basladigr ve 60. dakikada zirveye ulastigi saptanmistir (1). Sicanlarda
yapilan deneylerde, % 10’dan diisiik konsantrasyondaki etanoliin nétrofil aracili
hiicre yikimi yaptigi, etanol konsantrasyonu % 10’un lizerinde ise direkt toksik
etkiyle mukozada damar hasarina yol acarak kanlanmayi bozdugu goézlenmistir (5,
6). Siganlara akut uygulanan etanol, mide mukozasi yiizeyel epitel hiicrelerinde
dokiilme, fundik bezlerin iist kisimlarinda kayip, 6dem, vazodilatasyon, yaygin
hiperemi, hemoraji ve nekroza neden olmakta; mukoza ile submukozada
inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna yol agmaktadir (3, 4).

Etanoliin metaboliti olan asetaldehidin, mide mukozasina direkt toksik etkisi
oldugu gosterilmistir (18). Etanoliin mide mukozasi toksisitesinde, mide asit
salgilanmasini diizenlemesinin de rolii olabilir; diisikk konsantrasyonda mide asit
salinimint arttirdidi, yiiksek konsantrasyonlarda azalttigi bildirilmistir (19). Diistik
konsantrasyondaki etanoliin, kolinerjik sistem yoluyla paryetal hiicreleri uyardigi,
siklik adenozin monofosfat ve histamin salinimina neden oldugu bulunmustur (5).

Ote yandan, etanoliin uyardigi mukozal inflamasyon ve iskeminin neden
oldugu oksidatif stresin, hiicre hasarlanmasina katki yaptigi gosterilmistir (1).
Ayrica, etanolin mide mukozasinda apoptozisi uyardigma iliskin gozlemler
bulunmaktadir ve bir sican g¢alismasinda, akut etanol uygulamasinin, apoptozisi
hizlandirmak suretiyle hiicre yikimin1 arttirdig1 saptanmistir (2). Baska bir ¢alismada,
domuz mide mukozasi hiicre kiiltiirlerine etanol uygulamasi sonrasi apoptozisin
uyarildig1 ve sukralfat tedavisi ile kismen apoptozisde azalma oldugu goézlenmistir

(20). Bununla birlikte, akut etanol uygulanan sicanlara, wogonin verildiginde



-16 -

apoptozisin arttigin1 ve bdylece gastropati siddetinin azaldigini bildiren bir ¢alisma
da vardir (21).

Etanoliin akut alimi yami sira, kronik kullanimi da kronik gastrite sebep
olmaktadir; bir ¢calismada, kronik alkoliklerin % 24,2’sinde, kronik alkol kullanimi1
olmayanlarin ise % 3’linde kronik atrofik gastrit saptanmistir (22). Akut etanol
aliminin etkisine benzer sekilde, bir sican ¢alismasinda kronik etanol kullaniminin da

apoptozisi arttirdig1 bulunmustur (23).

2.2. Apoptozis:

Yunanca’dan gelen bir kelime olan ‘apoptozis’, “cigek veya aga¢ yapraginin
yere diismesi” anlamina gelmektedir. Ilk olarak 19. yiizyilda s6z edilmis olmakla
birlikte, kapsamli tanimin1 Kerr ve arkadaslar1 yapmislar, apoptozisi “mitozun tersi
ama tamamlayicisi” olarak agiklamislardir (24). Birgok hastaligin patogenezinde
uygunsuz apoptozis sonrasi hiicre sayisinda anormal azalma veya daha sik olarak
apoptozisdeki kusur sonrasi hiicrelerin asir1 birikimi yattig1 i¢in, bu hastaliklarin
tedavisinde apoptozisi hedefleyen ajanlarin kullanilabilecegi diistiniilmektedir (25).

Apoptozise giden hiicrenin sitoplazma ve c¢ekirdeginde baglangigta
yogunlagma ve ¢oziinme olmakta, bunu sitoplazmik membranda “balonlagma” ve
apoptotik “bleb” olusumu takip etmektedir. Sonunda hiicre tamamen parcgalanarak,
“apoptozom” ad1 verilen kiigiik parcaciklara boliinmektedir. Apoptozomlarin iginde
organel pargalar1 ve pargalanmis c¢ekirdek taneleri bulunmaktadir. Apoptozise
ugrayan hiicre, makrofajlar1 uyarmak suretiyle apoptozomlarin fagosite edilmesini
saglamakta ve slire¢ tamamlanmaktadir (26).

Apoptozis, nekrozdan farkli bir hiicre 6liimii yoludur; nekroze olan hiicrede
membran biitiinliigiiniin kaybolmasinm1 izleyerek, hiicre iceriginin bozulmasi ve
eksudatif inflamasyon gelismesi s6z konusudur. Apoptozis ve nekroz, ayni uyaranla
aktive olabilmektedir; hiicre ici ATP miktar1 yeterliyse apoptozis, yetersizse nekroz
gelistigi gosterilmistir (27, 28).

Kaspaz, “cysteinyl aspartate specific protease’1n kisaltilmis adidir; apotozis

stirecinde yer alir ve apoptozisin kimyasal belirte¢lerinden biridir. Proenzim halinde
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bulunurlar, apoptozis uyaris1 geldiginde ¢oziinerek aktif enzime doniisiirler (27).
Gliniimiizde 14 kaspaz ailesi bulunmustur. Kaspazlar; prodomain, biiytik alt parca ve
kiiciik alt parca olmak {izere ii¢ kistmdan olusmaktadir. Prodomain; “6liim parcalar1”
(DD), “oliim effektor parcalar1” (DED) ve “kaspaz yeniden olusum parcasi’ndan
(CARD) meydana gelmektedir. Temel olarak {i¢ gruba ayrilirlar (29):

1-  Grup 1: Inflamatuvar kaspazlar (uzun prodomain tasirlar): Kaspaz-1, 4, 5,
11, 12, 13, 14 bu gruptadir.

2-  Grup 2: Baslangi¢ kaspazlar (uzun prodomain tasirlar): Kaspaz-2, 8, 9, 10
bu gruptadir.

3-  Grup 3: Effektor kaspazlar (kisa prodomain tasirlar): Kaspaz-3, 6, 7 bu
gruptadir.

Kaspazlarin baglanabilecegi 250 kadar substrat vardir; bu substratlar,
kaspazlarin aspartik asit ¢ozliinme noktalarina baglanarak, etkilerini gdstermelerini
saglarlar (27). Hiicre apoptozisinde, kaspaza bagimli olmayan yollar da bulunmakla
beraber, karakteristik olarak apoptozis, kaspaz aktivasyonu ve bunun sonucunda
olusan hiicre i¢i 6zgiin proteinler yoluyla meydana gelmektedir (30).

Apoptozis, baglangig, 6liim ve yikim safthalarina ayrilir. Baglangi¢ kaspazlari,
baslangic kompleksleri adi verilen ve icinde ¢ok sayida baslangi¢ kaspaz zimojeni
bulunan yapilarda etkinlesmektedir; bunlar da effektor kaspazlari uyararak apoptozisi
yiiriitmektedir (31). Apoptozis baslica iki yoldan yiirtimektedir:

1- Ekstrensek yolak: Oliim reseptorleri aracili apoptozis adi da
verilmektedir. Ozellikle immiin sistemin i¢ dengesini korumada &nemli roller
iistlenmektedir (32). Oliim reseptdrleri, DD ve DED’in baglanmasi ile etkinlesirler.
Oliim reseptorlerinden ayrilan Fas (CD95), “6liim indiikleme sinyal kompleksini
(DISC) olusturarak, prokaspaz-8°i etkinlestirir. DD ve DED pargalar1 olan proteinler
prokaspaz-8’e baglanarak, otokatalitik bir reaksiyon olustururlar ve prokaspaz-8
konsantrasyonu artar (33, 34). Bu artis sonucu, bir effektér kaspaz olan kaspaz-3
etkinlesir. Bagka formdaki 6liim reseptorleri, tiimor nekroz faktor iliskili apoptozis
saglayan ligand (TRAIL) ile uyarilarak benzer reaksiyonlar gegirirler.

2- Intrensek yolak: “Mitokondri aracili yolak” ad1 da verilir. Hiicre
dist sinyallerle veya DNA hasart ile etkinlesen yolaktir. Mitokondriden salinan

apoptotik proteaz aktive eden faktor-1 (Apaf-1) ve sitokrom c tarafindan uyarilir.
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Sitokrom c, Apaf-1 ile birleserek, kaspaz-9’u, o da kaspaz-3’ii etkinlestirerek
apoptozisi saglar. Baslangi¢ kaspazlari, proapoptotik sinyaller (6rnegin inflamatuvar
sitokinler, DNA hasar1) tarafindan aktive edildikten sonra, effektor kaspazlari
(kaspaz-3-6-7) uyarnrlar. Effektor kaspazlar ise niikleer proteinleri uyararak

apoptozisi saglarlar (35, 36).

2.2.1. Apoptozis ve Bcl-2/bax:

Ilk kez follikiiler B lenfoma’da t (14:18) noktasinda bulunan bcl-2’nin,
proapoptotik ve antiapoptotik protoonkojenleri bir arada bulunduran bcl-2 ailesinin
tiyesi oldugu saptanmistir (26, 37). Bcl-2, temel olarak mitokondriye baglanarak
apoptozisi engeller. Bax ise ayni ailenin proapoptotik bir iiyesidir. Bel-2 ailesinin pro
ve antiapoptotik iiyeleri bir sinerji i¢inde ¢alisarak hiicrenin apoptotik sinyale olan
duyarliligimmi belirlerler (38). Mitokondri, 6zellikle intrensek apoptotik yolagin
merkezidir; bax, mitokondriye baglanarak intrensek yolagi baslatirken, bcl-2, bax’in

aktive olmasini engellemektedir (26).

2.2.2. Apoptozis ve Tumor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a):

TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktani bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immiin
kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salininminm1 uyarmaktadir. TNF-a, endotel
aktivasyonuna yol agarak, nitrik oksit (NO) salinimimi ve inflamasyonu koriikler,
prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve
l16kositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salinimina yol agar (39). Bir ¢alismada,
TNF-a sentezi ve/veya saliniminin pentoksifilin, talidomid, deksametazon, veya anti-
TNF-o antikorlar1 ile engellenmesinin, sirotik sicanlarda etanolle uyarilan mide

lezyonlarininin siddetini azalttig1 gosterilmis ve TNF-o’nin sirotik siganlarda etanolle
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uyarilan mide lezyonlarinin patogenezine katkida bulundugu 6ne siiriilmistiir (39).
TNF-o ayrica, apoptozisin ekstrensek yolaginda, 6zellikle kaspaz-3 aktivasyonunda
onemli rol oynadigi gibi (26), intrensek apoptozis yolaginda da baslangi¢
kaspazlarini aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu goézlenmistir. Proapoptotik bir
sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri, antiapoptotik etkinlik

gostermektedirler.

2.3. CAPE:

CAPE, bal aris1 propolisinde bulunan flavonoid benzeri yapida bir bilesiktir.
Insan viicudundaki normal hiicrelere karsi bilinen hicbir zararli etkisi
bulunmamaktadir (11). CAPE, intraperitoneal uygulandigi zaman yeterli kan
konsantrasyonuna ulasmaktadir (40). CAPE, kafeik asit ve fenetil alkol {izerinden
asit ile esterifikasyon ile kimyasal olarak da iiretilmektedir (41). CAPE’nin,
antiinflamatuvar, antioksidan, immunomodiilatuvar ve apoptozisi diizenleyici etkileri
gosterilmistir (11, 12, 42-45).

CAPE, 10 mikromol/kilogram (umol/kg) konsantrasyonda ksantin-ksantin
oksidaz sistemini ve reaktif serbest oksijen radikali olusumunu inhibe etmektedir
(11). CAPE, antioksidan 06zelligini zincirinde bulunan iki hidroksil grubu ile
saglamaktadir (Sekil 1). CAPE’nin, tirozin kinaz, siklooksijenaz (COX) (6zgiil
olmadan) ve lipooksijenaz aktivitesini baskiladig1 ve boylece lipid peroksidasyonunu
engelledigi gosterilmistir (12, 46). CAPE’nin antiinflamatuvar etkinligi sicanlarda
diklofenak ve hidrokortizon ile esdeger bulunmustur (40).

Sekil 1. CAPE’nin yapisal sekli

Ho

HO
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Nukleer faktor kappa B (NF-kB), rel mutajen ailesine bagli bir transkripsiyon
faktoriidiir; immiin sistem, inflamatuvar yolak ve apoptoziste Onemli rol
oynamaktadir (13, 14). NF-xB’nin regililasyonunda bozulma graft versus host
hastalig1, toksik sok, kanser ve akut inflamatuvar hastaliklar gibi bir¢ok patolojide rol
oynar. Sitoplazmada inaktif olarak bulunan NF-«xB proteinleri, bakteriyel yap1 taslari,
oksidatif stres ve protein sentez inhibitorleri ile aktive olmaktadir. Reaktif oksijen
radikalleri, NF-kB i¢in ikincil habercilerdir (47). CAPE, 6zgiil olarak NF-xB’yi ve
oksijen radikallerini inhibe ederek inflamatuvar yolagin islemesini 6nlemektedir.

Reaktif oksijen radikalleri, baglica aragidonik asit yolagindan, ksantin oksidaz
sisteminden ve aktive olmus noétrofillerden tiirer. Reaktif serbest oksijen radikalleri
(6zellikle peroksil, hidroksil radikal ve superoksit anyon), kararsiz yapida olup, hizh
sekilde indirgenerek membran lipidlerinin oksidasyonuna, protein denaturasyonuna,
DNA bozulmasina ve siilfhidril enzim inaktivasyonuna yol acar; bu durum membran
gecirgenligini arttirarak protein ve niikleik asit yikimina ve hiicre 6liimiine neden
olur. Serbest radikaller ayrica hiicre i¢i ve niikleer sinyal yolaklarmi etkileyerek
apoptozise yol acabilirler. Bunu onlemek amaciyla viicutta cesitli antioksidan
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir: Enzimatik savunma mekanizmalarini,
glutatyon peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz enzimleri olusturmaktadir.
Enzimatik olmayan savunma mekanizmalarinin baslicalar1 tokoferoller, karotenler,
ubikuinol, glutatyon ve askorbik asittir.

Lipid peroksidasyonunun ilk iiriinleri hidroperoksitlerdir; bunlar aldehidlere
veya baglangictaki madde arasidonik asit ise izoprostanlara c¢evrilir. Malondialdehid
(MDA), serbest oksijen radikallerinin poliansature yag asitlerini denature etmesinin
son {lriinidir (11). Glutatyon peroksidaz serbest radikalleri yakalar, sulfhidril
gruplarin1  sabitlestirir ve hidrojen peroksiti indirger. Superoksid dismutaz,
superoksid serbest radikalini, iki hidrojen iyonu ile reaksiyona sokarak hidrojen
peroksit ve oksijene doniistiiriir. Katalaz, hiicre i¢inde, peroksizomlar i¢inde yer alir,
hidrojen peroksidi, su ve oksijene doniistiiren reaksiyonu katalizler.

Ksantin oksidaz, en 6nemli serbest radikal kaynagidir ve piirin derivelerinin
yikimi yolagindaki son enzimdir (48). Viicutta, 6zellikle iskemi esnasinda, adenozin
trifosfattan hipoksantin olusur, ardindan hipoksantin, ksantine indirgenir. iskemi

esnasinda bol miktarda sentezlenen ksantin ise, reperfiizyon ile ortama oksijen
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saglanmasi sonrasi, ksantin oksidazin katalizledigi bir reaksiyonla {irik asite ¢evrilir.
Bu reaksiyon esnasinda ortaya superoksid anyonu ¢ikar ve hiicre hasar1 olusturur.
Ksantin oksidaz inhibitorleri ile ve oOzellikle CAPE ile yapilan ¢alismalar, bu
ajanlarin  6zellikle iskemi-reperfiizyon hasarinda antioksidan o6zelligini ortaya
koymustur (36, 49-51). Bir ¢alismada, iskemi-reperfiizyon hasart olusturulan sigan
bobreklerinde CAPE’nin  antiinflamatuvar etkinligi arastirilmis  ve noétrofil
akiimiilasyonunu engelleyerek iskemi-reperfiizyon hasarini azalttigi gosterilmistir
(51). Bir baska calismada yiiksek doz CAPE’nin, sigcan bobreklerinde olusturulan
iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrast antioksidan enzim diizeyini korudugu ve MDA
konsantrasyonundaki yiikselmeyi azalttigi saptanmistir (36). Ayrica, uzun siireli
kullanimda da, diabetik sicanlarin kalp hiicrelerinde CAPE’nin antioksidan
Ozellikleri bildirilmistir (50).

NO ile superoksit radikalinin ilk biyokimyasal {iriinii, DNA’y1 okside eden,
kisa Omiirlii bir serbest radikal olan peroksinitrittir (49). CAPE, nitrik oksit sentetaz
enzim aktivitelerini engelleyerek ve superoksit dismutaz enziminin harcanmasini
Onleyerek etkin olmaktadir (52). CAPE’nin, uyarilabilir NO sentetaz (iNOS)
aktivitesini, enzim iizerindeki NF-«kB baglanti noktalarin1 kapatarak inhibe ettigi
gosterilmistir (53).

Watabe ve arkadaslari, in vitro kanser hiicre kiiltiirlerinde, immunfloresan
mikroskop ile apoptozisi incelemisler ve CAPE’nin 48 saat uygulanmasi sonrasinda
Fas 6liim reseptorlerini aktive etmek suretiyle, kaspaz aktivasyonu, bax ekspresyonu
ve DNA fragmantasyonu yoluyla apoptozisi uyardigini, bdylece insan meme kanseri
hiicrelerinin yasam siiresinde anlamli derece azalma yaptigin1 saptamislardir (13).
Insan kolon kanser ve prostat kanser hiicre kiiltiirlerindeki calismalarda CAPE’nin
apoptozisi uyardig1 gosterilmistir (54, 55). Sigan epidermal hiicre kiiltiirlerinde
malign doniisiim uyarilarak CAPE’nin apoptozis iizerindeki etkisi arastirilmis ve
CAPE’nin apoptozisi uyarmast ile malign doniisiime ugrayan hiicreleri saf dis1 ettigi
saptanmustir (44).

Ote yandan, CAPE’nin antiapoptotik olabilecegini gosteren calismalar da
bulunmaktadir. Ornegin, sican noron kiiltiiriinde deneysel olarak uyarilan apoptozis
modelinde, CAPE’nin antioksidan ve kaspaz inhibisyonu ile antiapoptotik 6zellikleri

saptanmustir (45). Ayrica CAPE’nin, glukokortikoid reseptor yolagindan bagimsiz
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olarak inflamatuvar hiicrelerde apoptozisi dnledigi de bildirilmistir (12). Bu c¢eliski,

kanser hiicrelerinde NF-kB olusumunun daha fazla olmasi ile agiklanmistir (35).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Malzemeler

Bu calismamizda, asagidaki malzemeler kullanilmistir:

1- Eriskin erkek Wistar albino sigan (80 adet)

2- Kafeik Asit Fenetil Ester 1 gram (Sigma-Aldrich, St. Louis, Amerika
Birlesik Devletleri)

3- Beslenme tiipii 4 F

4- Standart rat yemi

5- Absolii etanol (32221, Fluka, Almanya)

6- Eter

7- Bistiiri

8- Pens

9- Insiilin enjektorii

10- Toluidin Blue (89640, Sigma-Aldrich, Steinheim Almanya)

11- PT Modulle Buffer konsantre 1/100 (TA050-PM1X Labvision,

Fremont, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

12- Tris Buffer Saline Konsantre Twin 1/20. (TA-999-TT Labvision,
Fremont, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

13- Hazir Hidrojen Peroksit

14- HRP kit 125 mlt. Polivalan (TP 125-HL Labvision, Fremont,
Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

15- DAB kromojen (TA-125-HD Labvision, Fremont, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)

16- TNF-a antikor (02605, Hystopathology, Pecs, Macaristan)

17- Bcl-2 mouse monoklonal antikor ( SC-492, Santa Cruz Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)

18- Caspase-8 rabbit poliklonal (R-B 1200-P, Labvision, Fremont,
Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)
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19- Caspase-3 rabbit poliklonal (R-B 1197, Labvision, Fremont,
Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)
20- Bax mouse monoklonal (AB 16837, Abcam, Cambridge, Ingiltere)

21- Thiobarbitiirik asit (88481, Fluka, Seelze, Almanya)
22- Biitirik asit (27626, Fluka, Seelze, Almanya)

23- Tetra etoksipropan (86570, Fluka, Seelze, Almanya)
24- N-butanol (24124, Fluka, Seelze, Almanya)

25- Polilizinli lam

26- Milimetrik asetat kagidi

27- Apoptozis kiti (11684817910 In Situ Cell Detection Kit, Roche,
Penzberg, Almanya)

28- Ultra antikor diluent (TA-125-UD, Labvision, Fremont, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri)

29- Eppendorf tiipii

30- Hassas terazi d= 0,1 mg. hassashiginda (SPB 33, Scaltec, Isvicre)

31- Formaldehit

32- Steril idrar kab1

3.2. Yontem

Calismamiz, SDU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nca onaylandi ve tiim calisma

boyunca etik kurallara uyuldu.

Iki deney protokolii uygulandi. Her protokolde 250 - 300 gram agirliginda,
12-16 haftalik 40’ar adet erkek Wistar-albino sigan kullanildi. Deneyler siiresince
sicanlar, bir kafeste 5 hayvan olacak sekilde tutuldular. Deneyler, sicanlar
laboratuvara geldikten sonraki bir haftalik uyum siirecinin ardindan baslatildi. Deney
siiresince hayvanlar standart nem, 1s1k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve 1s1
kosullarinda (23 °C) tutuldu ve standart sigan yemi ile beslendi. Kaprofajiyi 6nlemek

icin kafes icine tel altliklar yerlestirildi.
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3.2.1. Deney Protokolleri

3.2.1.1. Birinci Deney Protokolii

Her gruba 10 sigan alindi. Uygulamalar sabah saat 07.30-08.30 arasinda
yapildi.

Grup 1 (Normal Kontrol): ilk 7 giin, giinde bir kez, 1 mililitre (mL) serum
fizyolojik (SF) intraperitoneal (ip) yoldan verildi. Sekizinci giin, intragastrik (ig)
olarak 1 mL SF uygulandi.

Grup 2 (Etanol): ik 7 giin, giinde bir kez, 1 mL SF ip yoldan verildi. 8. giin,
ig olarak 1 mL etanol uygulandi

Grup 3 (CAPE Kontrol): ilk 7 giin, giinde bir kez, 10 pmol/kg dozunda
CAPE ip yoldan verildi. Sekizinci giin, ig olarak 1 mL SF uygulandi.

Grup 4 (CAPE+Etanol): ilk 7 giin, giinde bir kez, 10 umol/kg dozunda CAPE
ip yoldan verildi. Sekizinci giin, ig olarak 1 mL etanol uygulandi.

Sekizinci giin uygulamalar1 sabah saat 07.30- 09.30 arasinda gerceklestirildi.
Sekizinci giin, ig SF veya alkol uygulamasindan 1 saat sonra siganlarin yasamina

son verildi ve mideleri ¢ikarildi.

3.2.1.2. ikinci Deney Protokolii

Her gruba 10 sican alindi. Uygulamalar saat 07.30-08.30 ve 19.30-20.30
arasinda yapildi.

Grup 1 (Normal Kontrol): ilk 3 giin, 12 saat arayla giinde iki kez, 1 mL SF ip
yoldan verildi. 4. giin, ig olarak 1 mL SF uygulandi.

Grup 2 (Etanol): ilk 3 giin, giinde iki kez, 1 mL SF ip yoldan verildi. 4. giin,
ig olarak 1 mL etanol uygulandi.

Grup 3 (CAPE Kontrol): Ilk 3 giin, giinde iki kez, 10 umol/kg dozunda
CAPE ip yoldan verildi. 4. giin, ig olarak 1 mL SF uygulandi.
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Grup 4 (CAPE+Etanol): ilk 3 giin, giinde iki kez, 10 umol/kg dozunda CAPE
ip yoldan verildi. 4. giin, ig olarak 1 mL etanol uygulanda.

Dordiincii giin uygulamalar1 sabah saat 07.30- 09.30 arasinda gergeklestirildi,
ig SF veya alkol uygulamasindan 1 saat sonra si¢anlarin yasamina son verildi ve

mideleri ¢ikarildi.

3.2.2. ila¢ Uygulamalari ve Hayvanlarin Yasamina Son Verilmesi:

Her iki protokoliin son giiniinde, hayvanlara son uygulamalar baslamadan 18
saat once kati besin, 2 saat 6nce de su alimlari kesildi. Intragastrik uygulamalar 4 F
beslenme tiipii ile gerceklestirildi, tiipiin solunum yolunda olup olmadigi, dista kalan
ucu suya batirilarak kontrol edildi. Hayvanlarin sakrifiye edilmesi genel anestezi
altinda gergeklestirildi. Genel anestezi i¢in 1 miligram/kilogram xylazine + 0.5
mL/kg ketamin ip olarak yapildi. Bu islem sonrasi, ikinci protokolde CAPE Kontrol
ve etanol gruplarindan birer sican eksitus oldu ve bunlar degerlendirmeye
alinmadilar.
Genel anestezi sonrasi dekapite edilen sicanlarin median hattan yapilan
insizyonla batinlar agilarak, proksimalde 6zofagus, distalde pilorlar1 klemplenerek

mideleri ¢ikarildi.

3.2.3. Lezyonlarin Makroskopik Degerlendirmesi ve Diger Islemler

Biiyiik kurvatur boyunca ag¢ilan mideler SF ile yikanarak makroskopik olarak
degerlendirildi. Daha sonra, histolojik ve biyokimyasal incelemeler i¢in doku
ornekleri, korpus orta kesimden, dokuya =zarar vermeden, tam kat alindi.
Biyokimyasal inceleme i¢in alinan oOrnekler hassas terazi ile tartilarak agirliklari
kaydedildi ve i¢i bos Eppendorf tiiplerinin i¢ine yerlestirilerek, MDA diizeyinin
calisilacag giine kadar — 80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal inceleme i¢in midenin tiim katlarini iceren Ornekler % 10

formaldehit i¢inde saklandi.
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3.2.3.1. Makroskopik Degerlendirme

Lezyonlarin boyutlar1 seffaf milimetrik asetat kagidi yardimiyla 6l¢iildii. Nokta
seklindeki erozyonlar “nokta erozyon,” ¢izgi seklindeki erozyonlar “lineer erozyon”
olarak tanimlandi. Toplam mide alaninin en az yarisini tutan miiltipl erozif alan
bulunmasi, “yaygin erozyon,” midenin yaklagik tamamini tutan hemorajik

lezyonlarin varlig1, “yaygin hemoraji” seklinde tarif edildi.

3.2.3.2. Histolojik Degerlendirme

Doku o6rnekleri, Hematoksilen & Eosin (HE) ve Toluidin mavisi ile boyanarak
151k mikroskopunda incelendi. Mide mukoza (yiizey epitel hiicreleri) lezyonlari
intramukozal polimorf niiveli l6kositler, nekroz, intramukozal kanama, mukozal
Odem, iilser varlig1 ve yayginligi agisindan skorlandi (Tablo 1).

Tablo 1. Polimorf niiveli 16kosit, mukozal 6dem, iilser varligi ve yayginligi,

nekroz ve intramukozal kanama degerlendirmesi

PNL Odem Ulser Kanama | Nekroz
0 (Yok) (Y?)k) 0 (Yok) 0 (Yok) | 0 (Yok)
1 (Hafif)

3 (Siddetli)

1
1 (Var) | Var (% 1- % 10) 1 (Var) 1 (Var)

2

2
(Siddetli) Yaygmhk | (% 11-% 20)

3

(>% 20)
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3.2.3.3. Immiinohistokimyasal incelemeler

Mide mukoza yiizey epitel hiicrelerinde meydana gelen apoptozis ve
apoptozis regulasyonunda c¢esitli asamalarda rol alan protein ekspresyonlar
degerlendirildi. TNF-a, bcl-2, bax, kaspaz-8 ve kaspaz-3 ekspresyonu formol fikse,
parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerde immiinohistokimyasal yontemle arastirildi.
Degerlendirme, mukozada, boyanma siddeti dikkate alinarak yapildi. Boyanmanin
siddeti; yok (0), hafif (1), orta (2), belirgin (3) olarak derecelendirildi. Hiicrelerde
bax, TNF-a ve kaspaz-8 icin sitoplazmik boyanma, kaspaz-3 i¢in sitoplazmik ve
niikleer boyanma, bcl-2 i¢in sitoplazmik ve membranéz boyanma pozitif boyanma
olarak alindi. (Tablo 2).

Tablo 2. Immunhistokimyasal degerlendirme (Bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-
8, TNF-a)

0 Boyanma yok
1 Hafif

2 Orta siddette
3 Belirgin

3.2.3.3.1. TNF-q, Bcl-2, Bax, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3 Ekspresyonu

Formol fiske parafin bloklardan kesitler lizinli lama alinarak, 0,4 mikron
kalinhiginda kesildi ve 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildi, ardindan 10 dakika
ksilende bekletilerek deparafinizasyon yapildi. Daha sonra, 5 dakika absolu alkolde,
hemen ardindan, 5 dakika % 96°lik alkolde bekletilerek dehidratasyon islemi yapildi.
Islem sonrasi 3 dakika kadar distile su ile yikandi. Kesitler, antijen retrieval
uygulamasi i¢in citrate buffer tamponu pH: 6.00 iginde 98 °C de 20 dakika boyunca
1sitild1 ve yine ayni tampon iginde 20 dakika oda 1sisinda sogutuldu. Distile sudan
gecirilen kesitlere % 3’liik hidrojen peroksit (H,O,) blocking damlatilarak 20 dakika
inkiibasyon yapildi. PBS ile yikanarak, Ultra V blok (Labvision-TA-125-UB)

ile blocking yapilan kesitlere 5 dakika inkiibasyon yapildi. Bu islem sonrasi, kesitler
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yikanmadan, tistliindeki blocking soliisyonu silkelenerek primary antibody damlatildi.
Bcl-2 (N-19) Rabbit polyclonal 1/100 diliisyon, (Sc-492-Santa Cruz-Amerika
Birlesik Devletleri), TNF alpha clone P/T2 mouse monoclonal, 1/100 diliisyon,
(Hisyopathology-Macaristan), Bax rabbit polyclonal (Ab 16837) 1/100 diliisyon,
(Santa Cruz - Amerika Birlesik Devletleri ), Caspase 3 Ab-4 rabbit polyclonal, 1/50
diliisyon, (Labvisison Fremont-Kaliforniya- Amerika Birlesik Devletleri), Caspase
8 Ab-4 rabbit polyclonal, 1/50 diliisyon, (Labvisison-Fremont-Kaliforniya- Amerika
Birlesik Devletleri) primer antikorlariyla sirasiyla 60, 60, 60, 30 ve 30 dakika inkiibe
edildi. Yapilan islemler sonrasi PBS’te 3 dakika siireyle yikanan kesitlere
Biotinylated Goat Ant-Polyvalent (Labvision TP-125-BN) damlatilarak 20 dakika
siireyle inkiibasyon uygulandi ve PBS’te tekrar yikandi. Large Volume Strepavidin
Peroxidase (Labvision TS-HR-125) damlatildiktan sonra 20 dakika siireyle
inkiibasyon yapildi ve bir daha PBS'te yikandi. DAB Chromogen damlatilan kesitlere
15 dakika kadar inkiibasyon yapildi ve ardindan distile suda 3 dakika siireyle
yikandi. Zit boyama i¢in Mayers hematoksilen ile kesitler 1 dakika boyandi ve
ardindan distile suda 3 dakika siireyle yikandi. Yikama islemleri tamamlanan
preparatlar % 96’lik alkolden gegirilerek havada kurutuldu. Son olarak ksilene

konulan preparatlar Entelan ile kapatildi.

3.2.3.3.2. Apoptozisin Degerlendirmesi

Apoptotik cisimcikler terminal deoxytransferase-mediated dUTP-biotin nick
end labeling (TUNEL) yontemi ile boyanan kesitlerde 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Kesitlerde boyanmanin en c¢ok oldugu alandan baglanip X 400
biiylitmede (Olympos CX 41) 10 ardisik alanda apoptotik cisim sayildl ve
ortalamalar alinarak apoptotik indeks belirlendi. TUNEL yOntemi ile boyama asagida
aciklanan prensipler dogrultusunda yapilmistir.

Formol fiske parafin bloklardan lizinli lamda 4 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Dokular 37 °C’de bir gece boyunca etiiv i¢inde bekletildi. Deparafinizasyon
amaciyla 20 dakika boyunca ksilen icinde, ardindan dehidratasyon islemi icin 20
dakika absolu alkolde tutulan preparatlar 77is Buffer Saline (TBS) ile yikandi.
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Proteinaz K (Sigma-Amerika Birlesik Devletleri) ile oda 1sisinda 20 dakika siire ile
inkiibe edilerek TBS ile tekrar yikandi. Preparatlar bunun ardindan, Hidrojen
peroksit ile oda 1sisinda 5 dakika siireyle inkiibe edilerek TBS ile yikandi. Yikanan
preparatlar 50 mikrolitre TUNEL miksture solusyonu ile 37 °C’de, karanlik ortamda,
Humidity Chamber iginde 60 dakika bekletilerek inkiibe edildi (Roche), ardindan 3
kez TBS ile yikandi. 50 mikrolitre Converter POD ile 37 °C’de, karanlik ortamda,
Humidity Chamber iginde 30 dakika bekletilerek inkiibe edildi (Roche), yine TBS ile
3 kez yikandi. DAB solusyonu ile 20 dakika kadar inkiibasyon uygulanan preparatlar
zit boyama i¢in distile su ile yikanarak Metil Green ile oda 1sisinda 10 dakika
boyandi. Absolu alkolde 4 defa yikanan preparatlar havada kurutuldu ve ksilene
konarak Entelan ile kapatildi.

3.2.3.4. Biyokimyasal Olciimler

MDA, tiyobarbiturik asit reaktifi metoduna gore Olciildii. Tiyobarbiturik asit
ile reaksiyona giren MDA, maksimum absorbansi 532 nm olan bir renk kompleksi

olusturmaktadir.

3.3. Istatistik Analiz:

Veriler ortalama + standard sapma olarak sunuldu. Elde edilen verilerin
onemliligini  belirlemede Kruskal Wallis ve gruplar arasindaki verilerin
karsilastirilmasinda Mann Whitney U testleri kullanildi. P<0.05 istatistik olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Degerlendirme:

Her iki deneyde Normal Kontrol ve CAPE Kontrol gruplarinda makroskopik
olarak lezyon gozlenmedi. Birinci Deney’de, plasebo sonrasi etanol uygulanan ve
CAPE ontedavisi sonrasi etanol uygulanan gruplardaki tim mide mukozalarinda
lezyon vardi. Lezyonlarin ¢ogu lineer erozyon seklindeydi; her iki gruptaki birer
mide mukozasinda yaygin hemoraji gézlendi.

Ikinci Deney’de, Etanol grubundaki siganlarmn tiimiiniin mide mukozasinda
lezyon vardi; bir sicanda yaygin hemoraji saptandi. CAPE+Etanol grubunda bir mide
mukozasinda hi¢ lezyon yoktu; bu grupta en agir lezyon olarak bir mide
mukozasinda yaygin erozyon tespit edildi. CAPE+Etanol grubunda, Etanol grubuna
gore, lineer erozyonlarin sayisi daha azdi ve 4 siganda lineer erozyonlara nokta
erozyon eslik ediyordu.

Tablo 3’de, deney gruplarindaki lezyon dagilimi sunulmustur.

Tablo 3. Deney gruplarinda makroskopik lezyon dagilimi.

Gruplar Lezyonsuz sigan Saptanan lezyonun tiirii
Sayis1

y a* b | ¢ | d
Birinci Deney
Normal kontrol 10/10 . . . .
Etanol 0/10 - 9 - 1
CAPE 10/10 - - - -
CAPE+Etanol 0/10 - 9 - 1
ikinci Deney
Normal kontrol 10/10 - - - -
Etanol 0/9 - 8 - 1
CAPE 9/9 - - - -
CAPE+Etanol 1/10 - 8 1 -
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*En agir lezyon tiire kaydedilmistir; a: nokta erezyon, b: lineer erezyon, c: yaygin erezyon d:

yaygin hemoraji

4.2. Histolojik Degerlendirme:

Histolojik olarak her iki deneyde de CAPE ontedavisinin etanoliin uyardigi
mikroskopik lezyonlar1 engellemedigi goriildi. Histolojik lezyon skorlar1 Tablo 4’de
sunulmustur.

Tablo 4. Deney gruplarinda histolojik lezyon skorlart.

Lezyon Skoru
Gruplar .
Birinci Deney Ikinci Deney
Normal Kontrol 0.40+0.52 0.20+0.42
Etanol 7.40+£1.65%* 6.89+1.62*
CAPE Kontrol 0.80+0.79 0.22+0.67
CAPE+Etanol 7.10+0.99* 6.70+2.67*

*Normal Kontrol ve CAPE Kontrol grubuna gére p<0.001.

4.3. MDA

Her iki deney deseninde etanol, mide dokusu MDA konsantrasyonunun
artmasmma neden oldu. CAPE Kontrol grubunda, CAPE ontedavisi, MDA
konsantrasyonunu Normal Kontrol grubuna gore degistirmedi. Ikinci Deney
deseninde daha belirgin olmak iizere CAPE Ontedavisi, etanoliin uyardigit MDA
konsantrasyonu artigin1 azaltti, ancak bu azalma istatistik agidan anlamli bulunmadi

(Tablo 5).
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Tablo 5. Deney gruplarinda MDA konsantrasyonlari

MDA Konsantrasyonu
(nmol/mg-protein)

Gruplar .

Birinci Deney Ikinci Deney
Normal Kontrol 24.07+12.57° 29.62+14.65>°¢
Etanol 109.63+57.89 | 101.55+55.78 ¢
CAPE Kontrol 26.73£7.97% 25.21£12.13°¢
CAPE+Etanol 88.80+42.63 71.03+41.55

Birinci deneyde, * Etanol ve CAPE+Etanol gruplarina gére p<0.001
ikinci deneyde, ® Etanol grubuna gére p=0.001, ¢ CAPE+Etanol grubuna gére p=0.011,
¢ CAPE Kontrol grubuna gére p=0.001, © CAPE+Etanol grubuna gére p=0.007,

4.4. TUNEL

TUNEL pozitifligi, normal kontrol grubu mide mukozasi yiizey epitel
hiicrelerinde de goriililyordu. CAPE Kontrol grubunda, TUNEL ydntemi ile
apoptotik indeks anlamli olarak degismemisti. Etanol uygulamasinin, TUNEL
apoptotik indeksini anlamli olarak arttirdigi gozlendi; her iki deneyde de, CAPE
Ontedavisinin etanoliin uyardig1 apoptozisi daha da arttirdig1 saptandi, ancak CAPE
Ontedavisinin ek katkisi istatistik olarak 6énemli bulunmadi (Tablo 6) . Her iki deney

deseninde apoptotik indeks anlamli fark géstermedi.
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Tablo 6. Deney gruplarinda mide mukozasinda apoptotik hiicre sayilari

(400’luk biiyiitmede)

Birinci Deney

Ikinci Deney

Apoptotik hiicre sayilar

Normal Kontrol 1.90+0.99 * 2.10+0.74*
Etanol 9.50+4.06 8.78+3.70
CAPE Kontrol 2.40+0.84 ° 2.00+0.87°
CAPE+Etanol 13.50+4.67 10.90+3.31

* Etanol ve CAPE+Etanol grubuna gore p<0.001; Birinci deneyde, Etanol ve CAPE+Etanol

gruplar arasinda p=0.063.

4.5. Immiinhistokimya

4.5.1. Bax Ekspresyonu

Birinci Deney’de bax, kontrol mide mukozalarinda zayif olarak eksprese

edildi. Bir hafta, 10 mcmol/kg giinliik tek doz CAPE uygulanan Birinci Deneydeki

CAPE Kontrol grubunda, bir mide mukozasinda (%

10) bax ekspresyonu

gbzlenmedi, fakat 5 (% 50) mide mukoza O6rneginde zayif, 4 (% 40) mide mukoza

orneginde orta derecede bax ekspresyonu vardi. Normal ve CAPE kontrol gruplar

arasinda bax ekspresyonu acisindan istatistik onemde farklilasma gozlenmedi.

Etanol, bax ekspresyonunu Normal Kontrol ve CAPE Kontrol gruplarma gore

anlamli olarak arttirdi. Bu deneyde, CAPE oOntedavisi etanoliin uyardigi bax

ekspresyonunu diisiirmesine ragmen, bu istatistik 6nemde bulunmadi.
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Ikinci Deney’de, CAPE Kontrol grubunda, ii¢ mide mukozasinda (% 33) bax
ekspresyonu gozlenmedi. CAPE Ontedavisinin, etanoliin uyardig1 bax ekspresyonunu

anlamli derecede azalttig1 saptandi (2.56+0.53 & 1.60+0.84, p=0.015) (Tablo 7).

Tablo 7. Deney gruplarinda immiinhistokimyasal bax ekspresyonu.

Birinci Deney ikinci Deney

Bax ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00£0.00%" 0.70+0.48 %°
Etanol 2.60+0.52 2.56+0.53 "
CAPE Kontrol 1.30+0.67¢ 0.89+0.93 %
CAPE-+Etanol 2.10+0.99 1.60+0.84

Birinci Deney: * Etanol grubuna gore p<0.001, ° CAPE+Etanol grubuna gére p=0.005;
“Etanol grubuna gore p=0.001, (CAPE Kontrol ve CAPE+Etanol grubu arasinda p=0.076 (ns).)

fkinci Deney: ¢ Etanol grubuna gore p<0.001, © CAPE+Etanol grubuna goére p=0.01;
" CAPE+Etanol grubuna gére p=0.015; ® Etanol grubuna gore p=0.002, (CAPE Kontrol ve
CAPE+Etanol grubu arasinda p=0.055 (ns).)

4.5.2. Kaspaz-3 Ekspresyonu

Normal ve CAPE kontrol gruplarinin mide mukozasinda zayif kaspaz-3
ekspresyonu vardi. Etanol grubunda Birinci Deney’de 5 (% 50), ikinci Deney’de 3
(% 30) mide mukoza orneginde orta derecede kaspaz-3 ekspresyonu tespit edildi.
Etanoliin uyardig1 kaspaz-3 ekspresyonu artisi, istatistik olarak Normal ve CAPE
Kontrol gruplarindan anlamli olarak yiliksek bulundu. CAPE oOntedavisi etanoliin

uyardig1 kaspaz-3 artigini azaltti, fakat bu istatistik agidan dnemli bulunmadi (Tablo
8).



Tablo 8. Deney gruplarinda immiinhistokimyasal kaspaz-3 ekspresyonu.

Birinci Deney

ikinci Deney

Kaspaz-3 ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00+0.00" 1.00£0.00 ¢
Etanol 1.50+0.53 1.44+0.53 ©
CAPE Kontrol 1.00+0.00 1.00+0.00
CAPE+Etanol 1.30+0.67 1.20+0.42

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gére p=0.012, ® CAPE Kontrol grubuna gére 0.012.
ikinci Deneyde: ¢ Etanol grubuna gore p=0.021, © CAPE Kontrol grubuna gére 0.028.

4.5.3. Kaspaz-8 Ekspresyonu
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Kontrol gruplarinda zayif bir kaspaz-8 ekspresyonu vardi. Etanol, kaspaz-8

ekspresyonunu kismen uyardi. Bu, Birinci Deney’de istatistik olarak 6nemli bulundu,

Ikinci Deney’de dnemsizdi. (Tablo 9).

Tablo 9. Deney gruplarinda kaspaz-8 ekspresyonu.

Birinci Deney

Ikinci Deney

Kaspaz-8 ekspresyonu

Normal Kontrol 1,00+0,00? 1,00+0,00°¢
Etanol 1,4()ﬂ:0,52b 1,33+0,50
CAPE Kontrol 1,00+0,00 1 ,()()ﬂ:O,OOd
CAPE+Etanol 1,20+0,42 1,40+0,52

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gére p=0.029, ® CAPE Kontrol grubuna gore, p=0.029

ikinci Deneyde: ¢ CAPE+Etanol grubuna gére, p=0.029, ¢ CAPE+Etanol grubuna gore,

p=0.038.
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4.5.4. Bcl-2 ekspresyonu

Birinci Deney’de, CAPE Kontrol ve CAPE+Etanol gruplariyla, ikinci
Deney’de Etanol ve CAPE Kontrol gruplarindan birer mide mukozasinda zayif bcl-2

ekspresyonu gozlendi. Diger 6rneklerde bcl-2 ekspresyonu saptanmadi.

4.5.5. TNF-a ekspresyonu

Etanol uygulamasi, TNF-a ekspresyonunu kontrol gruplarina gore anlamh
olarak arttirdi. CAPE 0Ontedavisi, etanoliin uyardigi TNF-a ekspresyonu artisini her
iki deneyde de anlamli olarak degistirmedi (tablo 10).

Tablo 10. Deney gruplarinda TNF-a ekspresyonu.

Birinci Deney Ikinci Deney

TNF-a ekspresyonu

Normal Kontrol 1.00£0.00*" 0.70+0.15
Etanol 1.60+0.52° 1.44+0.53 &
CAPE Kontrol 1.10+0.32¢ 1.00+0.00 "
CAPE+Etanol 1.80:£0.92 1.50+0.71

Birinci Deneyde: * Etanol grubuna gore p=0.023, ® CAPE+Etanol grubuna gore p=0.013,
¢ CAPE Kontrol grubuna gore p=0.022, ¢ CAPE+Etanol grubuna gore p=0.044

ikinci Deneyde: ¢ Etanol grubuna gére, p=0.009, " CAPE+Etanol grubuna gére p=0.010,
¢ CAPE Kontrol grubuna gore p=0.028, " CAPE+Etanol grubuna gére p=0.039.
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5. TARTISMA VE SONUG

Bu caligmada absolii etanoliin sican midesinde genellikle lineer erozyonlara
neden oldugunu, % 10 kadarinda yaygin hemoraji yaptigini ve giinde 10 ve 20
umol/kg CAPE ontedavisinin akut absolii etanol ile uyarilan mide lezyonlarini
anlamli olarak onlemedigini saptadik. Bununla birlikte, giinlik 20 pmol/’kg CAPE
dozu ile 3 giin Ontedavi yapilan sican grubunda yaygin hemoraji gézlenmedi ve
lineer erozyonlarin sayisi daha azdi. Mikroskopik degerlendirmelerde, uyguladigimiz
deney deseninde ve kullanilan dozlarda, CAPE’nin, etanoliin uyardigi gastrik
lezyonlar1 engellemedigi ortaya konmustur.
Etanol gastritinin 6nlenmesinde kullanilan CAPE’nin basarisiz kalmasinin olasi

nedenleri asagida tartisilmistir.

5.1. Etanolle Uyarilan Mide Lezyonlarinda Oksidatif Stres ve CAPE

Etanoliin olusturdugu mide mukoza lezyonlarinin patogenezinde serbest
oksijen radikallerinin 6nemli bir yeri vardir. Etanoliin mide mukozasina temasi
polimorfoniikleer lokosit birikimine neden olmaktadir (56, 57). Polimorfoniikleer
l6kositler bol miktarda lizozomal myeloperoksidaz ve nikotinamid diniikleotid fosfat
hidrojen oksidaz enzimleri ihtiva etmektedirler. Aktive olan polimorfoniikleer
l6kositlerdeki sitotoksik karakterdeki bu enzimler, serbest oksijen radikal
kaynagidirlar (56). Ote yandan, polimorfoniikleer 16kositlerin kapillerlerde birikerek,
kan akimina karst mikrovaskiiler diren¢ olusturmak yoluyla da doku hasarinin
artmasina katkida bulunduklar1 gosterilmistir (56).

Etanol ile olusturulan mide mukoza lezyonlarinda, serbest oksijen
radikallerinin roliinli ortaya koyan Terano ve arkadaslarinin ¢alismasinda (58), bir
antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz 6n tedavisi ile mide lezyonlarinda % 70

diizeyinde azalma saptanmistir. Perry ve arkadaslar ise (59), kedi mide mukozasinda
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iskemi-reperfiizyon hasarinin Onlenmesinde siiperoksit dismutaz tedavisinin
etkinligini gostermislerdir.

Bir calismada, etanoliin uyardigi mide mukoza lezyonlarinda, bir antioksidan
olan allopurinoliin, etanoliin antioksidan savunma sistemleri iizerindeki zararh
etkisini azalttigt ve MDA konsantrasyonunu diislirdiigii gosterilmistir (60). Benzer
sekilde, Salim ve arkadaslari, sicanlarda radikal temizleyici ajanlar, allopurinol ve
dimetil sulfoksid’in, % 40 etanolle uyarilan mide mukoza lezyonlarinin iyilesmesini
arttirdigini bildirmislerdir (7). Bir bagka antioksidan, patates proteini hidrolizatinin
etanolle uyarilan mide lezyonlarini 6nledigi gosterilmistir (10). Yine bir bagka sican
calismasinda, etanol lezyonlarinda 1,8-cineole’in mide koruyucu etkisinin,
antioksidan ve lipoksijenaz inhibitorii 6zelliklerine bagli oldugu saptanmistir (9).
Safra yolu baglanmis sicanlarda, etanolle uyarilan mide haraplanmasinda bir
antioksidan olan Vitamin E’nin sitoprotektif roliine iligkin kanitlar bildirilmistir (8).

CAPE, mikromolar konsantrasyon araliginda linoleik asit ve arasidonik asitin
S-lipooksijenaz tarafindan olusturulan oksijenasyonunu inhibe etmektedir. Yaklagik
olarak 10 pmol/kg konsantrasyonda in vitro kosullarda nétrofiller veya
ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
tamamen bloke ettigi bildirilmistir (12). Yilmaz ve arkadaslari, bir deneysel diyabet
calismasinda, diyabetik sicanlarin karacigerindeki artmig MDA seviyesinin CAPE
tedavisi ile kontrol grubu diizeyine c¢ekildigini bildirmislerdir (11). Bir baska
calismada, yanik olusturulan sigcanlarda CAPE’nin, MDA diizeyini anlamli 6l¢iide
diisiirdiigi ve antioksidan enzim diizeylerini arttirdig1 saptanmistir (61). Diger bir
calismada, sicanlara tek doz bakteriyel lipopolisakkarit enjeksiyonu sonrasi yine tek
doz 10 umol/kg CAPE uygulanmis, 24 saat sonra sicanlarin akciger dokusunda
MDA konsantrasyonu CAPE ile tedavi edilmeyen gruba gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (40).

Bu c¢alismalar, CAPE’nin antioksidan etkisiyle etanol gastritinde mide
koruyucu olabilecegini telkin etmekle birlikte bizim ¢alismamizda CAPE
Ontedavisinin etanol lezyonlarim1 Onlemedigi goriilmiistiir. Calismamizda, etanol
uygulanan sican gruplarinin mide dokusunda, MDA konsantrasyonunun, kontrol
gruplarina gore anlamli olarak yiikseldigi saptanmis, CAPE oOntedavisi yapilan

siganlarda MDA konsantrasyonunun diismekle birlikte, bunun istatistik onemde
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olmadig1 bulunmustur. Bunun bir nedeni, inceledigimiz patolojinin homojen dagilim
gostermemesidir. Lezyonlu alanlarda MDA konsantrasyonunun artmasi beklenir ve
etanoliin uyardigi gastrik lezyonlar homojen dagilmamaktadir; her ne kadar lezyonlu
alanlar1 da igeren Ornekler alinmis olsa da, alinan orneklerin farkli bolgelerdeki
degisik biiyiikliikteki lezyonlarin temsilcisi olmalar1 tam olarak miimkiin olmayabilir.
Deney gruplarindaki MDA konsantrasyonu standard sapmalarinin genis bir aralikta
olmasi da bu diisiinceyi desteklemektedir.

Ote yandan, midedeki etanol lezyonlar1 i¢in CAPE “uygun bir antioksidan”
olmayabilir. Etanolin uyardigi mide lezyonlarinin Onlenmesinde  biitiin
antioksidanlarin etkin olamayabilecegine iliskin kanitlar bulunmaktadir. Antioksidan
enzimler, katalaz ve glutatyon peroksidaz, reaktif oksijen metaboliti hidrojen
peroksidin suya doniisiimiinii katalize ederler ve her iki enzimle yapilan 6ntedavinin
etanolle olusturulan mide lezyonlarinda koruma saglamadigr gozlenmistir (59, 60,
62). CAPE ontedavisinin, etanoliin uyardigi mide lezyonlarini o6nlememesi,
kullandigimiz CAPE dozunun yetersiz olmasiyla da iliskili olabilir. Literatiirde,
CAPE’nin en etkin veya en uygun ip dozunun ne oldugunu arastiran bir ¢alismaya
rastlamadik. Siklikla 10 pmol/kg gibi diistik giinliik dozlarda kullanilmis ve bu dozda
sicanlarda ve farelerde olusturulan farkli hastalik modellerinin diizelmesine katkida
bulundugu ve bu dozda antioksidatif etkilerini gosterdigi bildirilmistir (61,63-66). 10
umol/kg dozu, 2.83 mg/kg’a karsilik gelmektedir. Daha yliksek CAPE dozlarinin
kullanildig1 birkac¢ ¢aligma bulunmaktadir. Ospina ve arkadaslari, CAPE’nin ip 20
mg/kg dozda verilmesiyle Interlokin-1-beta (IL-1B)’nin uyardigi serobrovaskiiler
COX-2 yapiminin inhibe edildigini (67), Fitzpatrick ve arkadaslari, 7 giin, 30
mg/kg/glin ip CAPE tedavisiyle bakteriyel peptidoglikan-polisakkarid ile uyarilan
kolitin giddetinin azaldigini bildirmislerdir (68). Park ve arkadaslari, balb/c farelere
peroral 5, 10, 20 mg/kg dozda verilen CAPE ile timus agirlig1 ve seliilaritesinin tim
dozlarda azalirken, konkanavalin A ile uyarilan T lenfosit blastogenezisinin ancak 20
mg/kg dozda gerceklestigini ve anlamli sitokin degisikliklerinin 20 mg/kg CAPE
grubunda ortaya ¢iktigini saptamiglardir (69).

Calismamizda, MDA konsantrasyonunun dnemli derecede olmasa da diigsmesi,
CAPE’nin antioksidan etkisiyle aciklanabilir. Mide lezyonlarini 6nlemekte yetersiz

kalmasinda, Park ve arkadaslarinin belirledigi gibi doz yetersizligi s6z konusu
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olabilir. Diger taraftan, etanoliin uyardigr mide lezyonlarinin patogenezinde rol alan

baska mekanizmalarla CAPE’nin olumsuz etkilesimi de miimkiindiir.

5.2. Etanoliin Uyardig1 Mide Mukoza Lezyonlar: ve NF-xB

Bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB’nin; interselliiler adezyon molekiilii-1,
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1, TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 ve uyarilabilir
nitrik oksid sentaz (iNOS) gibi ¢ok sayida proinflamatuvar genin transkripsiyonunu
aktive ettigi bildirilmistir ( 70-73). IL-1, TNF-a gibi sitokinler, lipopolisakkarid,
oksidatif stres ve viral iiriinler de NF-gB’yi uyarirlar (74, 75). Insan histiyosit hiicre
dizisinde CAPE’nin, NF-xB’nin 6zgiil inhibitérii oldugu saptanmistir (76). Daha
sonra, bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismada CAPE’nin NF-¢xB inhibisyonu yaptig
bulunmustur (53, 68, 77). Teorik olarak, bircok proinflamatuvar sitokinin aktive
oldugu ve serbest radikalin ortaya ¢iktig1 etanol gastritinin 6nlenmesinde NF-xB’nin
inhibe edilmesinin olumlu etkisi beklenir. Bununla birlikte, etanoliin uyardigi NF-xkB
aktivasyonu ve COX-2 ekspresyonunun mide lezyonlarinin gelismesi iizerine
koruyucu rolii oldugunu ortaya koyan yeni bir ¢alisma yayimlanmistir. Sigan mide
mukoza epitelinde yapilan bu in vitro ¢alismada, etanoliin NF-gB aktivasyonunu
uyardigr ve COX-2 ekspresyonunu arttirdigt; NF-gB’nin NEMO-baglayan peptid ile
inhibisyonu ve CAY-14040 ile COX-2 aktivitesininin inhibe edilmesinin kaspaz-3
aktivitesini ve apoptozisi arttirdigit ve boylece hiicre viabilitesini azalttif
gozlenmistir (78). Dolayistyla NF-kB’nin CAPE ile inhibe edilmesi, beklentimizin
tersine apoptozisi arttirarak ve COX-2 ekspresyonunu azaltarak, etanoliin uyardigi

mukoza lezyonlariin siddetlenmesine neden olmus olabilir.

5.3. Etanoliin Uyardig1 Gastritte Apoptozis ve CAPE

Deneysel stres iilserinde (79), gama radyasyonun uyardigi gastropatide (80)

apoptozisin arttig1 bildirilmigstir. Etanoliin uyardig1 gastritte de apoptozisin arttig1
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gosterilmistir. Piotrowski ve arkadaslari, sicanlarda etanolle uyarilan gastrit
modelinde etanol verilmesinden 30 dakika sonra mide epiteli apoptozisinde 9,5 kat
artis saptamislardir (2). Domuz mide mukozas1 hiicre kiiltiirlerine etanol uygulamasi
sonrasinda da apoptozisin uyarildigi gozlenmistir (20).

Biz de, si¢anlarda etanol uygulamasinin mide mukozasi apoptozisini uyardigini
saptadik. CAPE Ontedavisinin, normal mide mukozasi apoptotik hiicre sayisin

degistirmezken, etanoliin uyardig1 apoptozisi potansiyalize ettigini gozledik.

CAPE’nin baz1 ¢alismalarda apoptozisi uyardigi, bazilarinda inhibe ettigi
bildirilmistir. Inflamatuvar hiicrelerde veya kanser hiicrelerinde apoptozisin
uyarilmasinin olumlu tarafi olmasina karsin, normal hiicrelerde uyarilmasinin
olumsuz etkileri olabilir. CAPE’nin, meme kanseri hiicre kiiltiirtinde (13), HCT116
insan kolon kanser hiicre dizisinde (54), androjen bagimsiz PC3 prostat kanseri hiicre
dizisinde (55) ve sican karaciger stellat hiicrelerinde (81) apoptozisi uyardigi
gosterilmistir. Sicanlarda peptidoglikan-polisakkarit ile uyarilan kolitte, CAPE
tedavisinin kolon makrofajlarinda apoptozisi uyardigi saptanmistir (68). Diger
taraftan, CAPE nin apoptozisi inhibe ettiginin gosterildigi baz1 ¢alismalar da vardir.
Ornegin, Cagli ve arkadaslar, iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan sigan
miyokardinda, CAPE ontedavisinin apoptozisi inhibe ederek hiicresel yikimi

azalttigini bildirmislerdir (82).

5.4. Etanoliin Uyardig1 Gastritte Proapoptotik ve Antiapoptotik Protein
Ekspresyonlar: ve CAPE

Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-8, proapoptotik proteinlerdir. Etanol uygulanan
sicanlarda apoptotik hiicrelerin artis1 ile uyumlu olarak bax, kaspaz-3 ve kaspaz-8
ekspresyonunun arttigint gozledik. Bununla birlikte, CAPE ontedavisi etanoliin
uyardig1 apoptozisi potansiyalize etmesine karsin, bu proapoptotik proteinlerin
ekspresyonunu arttirmadi; hatta azalmasina neden oldu. Bazi ¢aligmalarda da benzer
durumlara rastlanmustir. Ornegin, Gjorret ve arkadaslari, inek embriyo hiicrelerinde
kaspaz-3 boyanmasi olan hiicrelerin bir kismimin hiicre ¢ekirdeklerinde apoptotik

yapt gozlememis, bazi TUNEL pozitif hiicrelerde ise, ya ¢ok zayif kaspaz-3
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boyanmasi gostermis ya da hi¢ gosterememislerdir (83). Yazarlar bu durumu,
apoptotik siire¢ esnasinda boyanma sekillerinin sirasina baglamislardir. Apoptoziste
oncelikle sitoplazmik kaspaz-3 boyanmakta, daha sonra niikleer apoptotik morfoloji
saptanmakta ve en sonunda TUNEL’le gosterilebilen apoptozis agiga ¢ikmaktadir.
TUNEL boyasi olup da kaspaz-3 boyanmasi rastlanmayan hiicreler i¢in ise Cryns ve
arkadaglari, kaspaz-3’iin otoproteolitik yikima ugradigini 6ne siirmiislerdir (84).

Kontrol gruplarimizin mide 0&rneklerinde de zayif bir kaspaz-3 ve 8
ekspresyonu oldugunu goézledik. Maliqueo ve arkadaslari, 2003 yilinda yayimlanan
bir makalelerinde, normal ve polikistik over sendromlu (PCOS) proliferatif
endometriyumda immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyanmasinin farkl
olmadigmi bildirmislerdir (85). Aymi yazarlar 2007 yilinda yayimlanan
makalelerinde ise, kaspaz-3 ve prokaspaz-3’ii ayr1 ayr1 olarak Western-Blot yontemi
ile calistiklarini ve normal ve PCOS’lu endometrium hiicrelerinin kaspaz-3
diizeylerinde onemli farklilasma saptadiklarini, oysa prokaspaz-3 diizeyinin farkl
olmadigimi bildirmislerdir (86). Yazarlar, 2003 yilinda yayimlanan caligmalarinda
kullanilan  immiinhistokimyasal boyanin aktif kaspaz-3’ii  gostermedigini
belirtmislerdir. Dolayisiyla, kontrol grubunda yaygin olarak gozledigimiz zayif
kaspaz-3 boyanmasi1 gercekte dogal olarak bulunmasi beklenen prokaspaz-3’ii
gosteriyor olabilir ve ayn1 olgu kaspaz-8 i¢in de gecerli olabilir. Bizim kaspaz-3 ve
kaspaz-8’1 gostermek i¢in kullandigimiz immiinhistokimyasal boyalar sirasiyla
inaktif kaspaz-3’li ve hem aktif hem de inaktif kaspaz-8’1 boyamaktadir. Kaspaz-
3’lin inaktif formu biitiin hiicrelerde bulunmaktadir (87, 88), kaspaz-8 ile ilgili
literatlire ulasilamamistir, ancak bu durumun kaspaz-8 i¢in de miimkiin olmasi
beklenebilir.

Bcl-2, antiapoptotik bir proteindir. Hiicresel hasar sonrasi 6nemli islevleri
bulunmaktadir (89). Apoptotik hiicrelerin ¢ok oldugu bolgede az olmasi
beklenmektedir. Caligmamizda, bir¢cok preparatta bel-2 boyanmasi gozlenmemistir.
Braun ve arkadaslari, apoptozisin belirteci olarak bcl-2 yerine bcl-XL’nin daha giiclii
bir gosterge oldugunu ileri siirmiisler ve bcl-XL’nin kullanilmasin1 6nermislerdir

(90).
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5.5. Etanoliin Uyardig1 Gastrit Patogenezinde TNF-a

Sicanlarda, etanol verilmesinden 30 dakika sonra degerlendirilen mide
mukozasinda yaygin lezyonlara TNF-a artisinin eslik ettigi bildirilmistir (2). TNF-a
sentezi ve/veya salilmmminin pentoksifilin, talidomid, deksametazon veya anti-TNF-a
antikorlart ile inhibe edilmesinin sirotik si¢anlarda etanolle uyarilan mide
lezyonlarinin siddetini azalttig1 gosterilmis ve TNF-a’nin, sirotik sicanlarda etanolle
uyarilan mide lezyonlarinin patogenezinde rol aldig1 one siiriilmiistiir (39). Biz de,
siganlara etanol verilmesinin, mide mukozasinda TNF-a ekspresyonunu kontrol
gruplarina gore anlamli olarak arttirdigini immiinohistokimyasal olarak saptadik.

Calismamizda CAPE oOntedavisinin, etanoliin neden oldugu TNF-a
ekspresyonu iizerine anlamli bir etkisinin olmadigi goriilldi. CAPE’nin TNF-a
ekspresyonu iizerinde etkili olmamasinin nedeni, kullandigimiz CAPE dozlarinin
yetersiz olmasi olabilir. Balb/c farelerde konkanavalin A ile uyarilan anlamli sitokin
degisikliklerinin 20 mg/kg’dan diisiik dozlarda gozlenmedigi bildirilmistir (69).
Patolojinin tiiriine gdre gereksinim duyulan CAPE dozu farkli olabilir. Ornegin, tiim
viicut irradiyasyonu yapilan siganlarda ip 30 mg/kg CAPE tedavisinin, artmis olan
IL-18 ve TNF-a ekspresyonlarini degistirmedigi bildirilmis (91); fakat bir bagka
calismada, 7 giin 30 mg/kg/giin ip CAPE tedavisiyle, bakteriyel peptidoglikan-
polisakkarid ile uyarilan kolitte kolon dokusunda TNF-a konsantrasyonunun azaldig1
saptanmigstir (68).

Sicanlarda 7 giin glinde 10 pumol/kg ve 3 giin giinde 20 pmol/kg CAPE
ontedavisi, absolii etanoliin uyardig1 mide mukoza lezyonlarin1 dnlememistir. Etanol,
mide dokusunda MDA konsantrasyonunu arttirmig, mide mukozasi ylizeyel epitel
hiicrelerinde apoptozisi ve TNF-a ekspresyonunu uyarmistir. CAPE, etanoliin neden
oldugu MDA konsantrasyonunu istatistik olarak 6nemli olmayan derecede diigiirmiis
ve apoptozisi potansiyelize etmistir; dokuda TNF-a ekspresyonuna etkisi olmamustir.
Bir NF-¢B inhibitérii olan CAPE’nin, bu c¢alismada kullandigimiz dozlarda,
sicanlarda etanoliin neden oldugu mide mukoza lezyonlarini énlememesinin nedeni
apoptozisi potansiyalize etmesi olabilir. Bununla birlikte, daha yiiksek dozlarda

kullanildig1 zaman, serbest radikal temizleyici ve proinflamatuvar sitokinleri azaltici
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ozellikleri baskin gelebilir; o nedenle daha yiiksek dozlarin kullanildigi baska

caligmalarin yapilmasinda yarar oldugu kanisinday1z.



- 46 -

6. OZET

Sicanlarda Etanol ile Uyarilan Gastritin Onlenmesinde Kafeik Asit

Fenetil Ester’in Etkinliginin Arastiriimasi

Etanolle uyarilan gastrit, mide mukozasinda erezyon, hemoraji ve mukozal
inflamasyon ile karakterize klinikopatolojik durumdur. Etanol gastritinde, serbest
radikal olusumu ve sitokin-aracilt apoptozis yoluyla hiicre kayb1 meydana geldigi
bildirilmistir. CAPE, bal aris1 propolisinde bulunan flavonoid benzeri yapida
antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri olan bir bilesiktir. Bu ¢alismada, etanolle
uyarilan deneysel gastrit modelinde CAPE’nin koruyucu etkinligini, antioksidan ve
apoptozisi modiile edici 6zelliklerini degerlendirmeyi amagladik.

Seksen adet erkek Wistar albino sican ikiye ayrilarak iki deney deseninde
kullanild1. Birinci deney’de 7 giin glinde bir kez, ikinci deney’de 3 giin giinde 2 kez
10 umol/kg CAPE ile dntedavi yapildi. Kontrol gruplarina CAPE yerine SF verildi.
Ontedavi bitiminin ertesi giinii sabah 1 mL etanoliin ig verilmesiyle gastrit uyarild1.
Etanol veya kontrol gruplarina SF verilmesinden 1 saat sonra hayvanlarin yasamina
son verilerek mideleri ¢ikarildi. Midede gelisen lezyonlar makroskopik ve histolojik
olarak  degerlendirildi. Mide mukozasinda biyokimyasal olarak MDA
konsantrasyonu, mide mukoza yiizeyel epitel hiicrelerinde TUNEL yontemi ile
apoptotik indeks ve immiinohistokimyasal olarak, bax, kaspaz-3, kaspaz-8, bcl-2 ve
TNF-a ekspresyonlar arastirildi.

CAPE ontedavisi, etanolin neden oldugu lezyonlar1 makroskopik ve
histolojik olarak anlamli diizeyde 6nlemedi; MDA konsantrasyonu artigini azaltti,
ancak bu azalma istatistik acidan anlamli degildi. CAPE Ontedavisi, etanoliin
uyardig1 apoptozisi potansiyalize etti. Etanol; bax, kaspaz-3 ve 8 ekspresyonunu
kontrol gruplarma goére arttirdi. Ikinci Deney deseninde, CAPE 6ntedavisinin,
etanoliin uyardig1 bax ekspresyonunu anlamli derecede azalttig1 goriildii. Tiim deney
gruplarinda seyrek olarak ve zayif bcl-2 ekspresyonu saptandi. Sonug olarak,
deneylerimizde kullanilan siire ve dozlarda CAPE ontedavisinin, absolii etanoliin
uyardigi mide mukoza lezyonlarini onlememistir, bunun nedenlerinin apoptozisi
potansiyalize etmesi veya kullanilan dozun yetersiz kalmasi oldugu kanisindayiz.

Anahtar Sézciikler: Apoptozis, CAPE, etanolle uyarilan gastrit, inflamasyon,

serbest oksijen radikalleri.
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7. SUMMARY

The Efficiency of Capheic Acid Phenethyl Ester on Prevention of
Ethanol Induced Gastritis in Rats

Ethanol induced gastritis is a clinocopathologic state that is characterized by
erosion, hemorrhage and inflammation in gastric mucosa. It is reported that, cell loss
occurs through cytokine related apoptosis and free radical generation in ethanol
gastritis. CAPE, which is a flavanoid like compound and is found in honeybee
propolis, shows anti-inflammatory and antioxidant properties. In this study, we want
to evaluate the protective efficiency, the antioxidant and apoptotic modulator
properties of CAPE on ethanol induced gastric model.

Eighty male Wistar Albino rat were divided into two groups in two different
experimental designs. Pretreatment with 10 umol/kg. of CAPE was done on First
Experiment once a daily for 7 days and on Second Experiment twice daily for 3 days.
In control groups SF was given instead of CAPE. Gastritis was induced by 1 mlt.
ethanol ig. the day after the end of pretreatment. The animals were sacrificed and
their stomach removed 1 hour after delivery of SF (control groups) or ethanol. The
lesions on stomach were evaluated macroscopically and microscopically. In gastric
mucosa, MDA concentration was evaluated by biochemistry, in gastric superficial
epithelial cells of mucosa, apoptotic index was evaluated by TUNEL method and
bax, caspase-3, caspase-8, bcl-2 and TNF-o expressions were evaluated by
immunohistochemistry.

CAPE pretreatment didn’t significantly prevent the lesions induced by
ethanol macroscopical and histological; the increase in MDA concentration was
reduced but the decline wasn’t statistically significant. CAPE pretreatment
potentiated apoptosis induced by ethanol. Ethanol increased bax, caspase-3 and
caspase-8 expression compared to control groups. In Second Experiment design,
CAPE pretreatment significantly reduced ethanol induced bax expression. In all
experimental groups, seldom and weak bcl-2 expression is shown. In conclusion, the
time and dosage of CAPE pretreatment in our experiments didn’t prevent gastric
mucosal lesions; we think that it is because CAPE pretreatment potentiated apoptosis
or the dosage was insufficient.

Key Words: Apoptosis, CAPE, ethanol induced gastritis, inflammation, free oxygen
radicals.
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