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1. Girig ve Amac

Nekrotizan enterokolit (NEK), Ozellikle prematiir yenidoganlari etkileyen, ciddi morbidite ve
mortaliteye sebep olan, bagirsaklarin kismi veya tam iskemisi ile karakterize bir
gastrointestinal hastaliktir. Neonatal bakim merkezlerinin gelismesiyle birlikte daha dusuk
dogum agirhkh yenidoganlar yasatilabilmekte, bu da nekrotizan enterokolitle ilgili daha iyi
yonetim stratejilerine sahip olmamizi zorunlu kilmaktadir. Yapilan sayisiz ¢alisma hastaligin
etyopatogenezi, klinik 6zellikleri ve tedavisi ile ilgili bilgilerimizi artirmakla birlikte halen
yenidoganin tam anlasilamamis ve yonetimi gii¢c hastaliklarindan birisi olarak tanimlanmaya

devam etmektedir [1].

Yapilan calismalar hastalik patogenezinin temelinde intestinal bariyer immatiritesi yer
aldigini, enteral beslenme, mezenter iskemisi ve bakteriyel enfeksiyon gibi faktérlerin de
katkida bulundugunu gostermistir [2]. Hastalik ortaya ciktiktan sonra ciddi mortalite ile
seyrettiginden ve sekel olasiligi yiksek oldugundan yapilan calismalarin énemli bir kismi
hastaliktan koruyucu faktorler Gzerine yogunlasmistir. Hastaliktan koruyucu ozelligi kesin
olarak bilinen tek faktor anne sutl ile beslenmedir [3]. Anne sitindn igerdigi ve/veya
antiinflamatuar 6zelligi bilinen birgok faktor ile ilgili cok sayida deneysel calisma vardir ancak

etkisi net gosterilerek kullanima girmis bir madde yoktur [1,2,4,5,6].

Bu calismada daha o©nce Klinigimizde ydritilen bir havyan deneyi calismasi ile enteral
suplementasyonunun deneysel NEK modelinde olumlu etkileri gosterilmis olan resveratroliin

etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi amaclanmigtir.

Bu dogrultuda su alt amaclar hedeflenmistir:

1. NEK'te intestinal mukoza hicrelerinde arttigi bilinen ve hastaligin patofizyolojisinde
anahtar rol oynayan indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ve siklooksijenaz-2
(COX2) ekspresyonlarinda artisin resveratrol ile hangi sekilde modile ve modifiye

edildigini gostermek



2. NEK sonucu meydana gelen hicre hasarini onarmak icin gerekli olan hicre
migrasyonu Uzerine etkisini ortaya koymak

3. Migrasyon Uzerine olumlu etkisi gdsterilebilir ise fokal adhezyon kinaz (FAK) ve
fosforile fokal adhezyon kinaz (pFAK) ekspresyonlari tizerine etkisini gostererek olasi

mekanizmalarindan birini aciklamak



2. Genel Bilgiler

2.1. Nekrotizan enterokolit hakkinda genel bilgiler

Nekrotizan enterokolit, prematiire yenidoganlarin ince ve kalin bagirsaklarini etkileyen ve
yuksek mortaliteye sahip bir hastaliktir. Genellikle 1500 gramin altinda ve 32 haftadan erken
dogan yenidoganlari etkiler. Hastalik patogenezinin bir miktar anlasilabilmesi ve izlemiyle
ilgili bilgilerimizin artmasiyla birlikte mortalite 1990’larin basinda dismis, ancak surfaktan
tedavisi, mekanik ventilasyon gibi ileri neonatal yogun bakim teknolojileri ve olanaklar
sonucunda ¢ok dusuk dogum agirlikh yenidoganlarin yasam oranlarinda saglanan artisa
paralel olarak hem prevalansinda, hem mortalite oranlarinda yeniden yikselme yasanmistir.
Mortalite iyi merkezlerde dahi %30’lara kadar ¢ikmaktadir [1]. Ayrica hayatta kalsalar dahi
NEK'li yenidoganlarin énemli bir kismi ciddi sekelle iyilesmekte, intestinal obstruksiyon, kisa
barsak sendromu, uzun sireli parenteral nutrisyona bagli kolestaz, intestinal yetmezlige bagli
blyume-gelisme geriligi, kronik nutrisyonel bozukluklar gibi uzun sireli hastanede yatis da
gerektirebilen sorunlar yasamaktadir [6]. Tum bu nedenlerle NEK'te rol oynayan
patofizyolojik olaylarin tam olarak anlasiimasi ve hastali§i onleyici stratejilerin gelistiriimesi
yasam oranlarinin ve yasam Kkalitelerinin arttirilabilmesi acgisindan c¢ok buytik 6nem

tasimaktadir.

NEK gelisimine etki eden ¢ok sayida risk faktéri belirlenmistir. Bunlarin arasinda etkisi en
net ortaya konulmus olanlari prematirite ve enteral beslenmedir. Bununla birlikte enteral
beslemeye baslama zamani ve icerigi, intestinal iskemiye neden olan kosullar (umbilikal arter
kanulasyonu, asfiktik dogum, hipoksi, siyanotik konjenital kalp hastaldi gibi) ve bakteriyel

kolonizasyon gibi birgok faktorin iligkileri gosterilmistir [5].

NEK icin risk faktorlerini tanimlayan bircok calisma vardir fakat bu calismalarin eksik yénu
¢ogunun kucuk hasta gruplarinda yapilmasi ve cesitli faktorlerin aditif 6zellikleri gbz dnine

alinmadan birbirlerinden ayri1 olarak risk belirleme yapiimis olmasidir. Guthrie ve ark.



tarafindan 98 yenidogan yogun bakim Unitesinin 15072 hastaya ait kayitlari incelenerek
yapilan bir calismada tek degiskenli analiz yapildiginda, dogum agirhgi, dogum haftasi,
antenatal glikokortikoid maruziyeti, postnatal glikokortikoid kullanmis olmasi, yasamin ilk
guninde mekanik ventilasyon, umbilikal arter veya ven kanuli uygulanmis olmasi,
eritropoietin veya surfaktan kullanmis olmasi, ilk 10 gin kafein kullanmis olmasi ve ilk 3 gln
indometazin kullanmis olmasi NEK gelisimi ile iligkili bulunurken ilk 3 glnden sonra
indometazin kullanmis olmasi, cinsiyet, dogum tipi, APGAR skorlari ile iliski saptanmamistir.
Bununla birlikte ¢cok degiskenli analiz yapildiginda ise en 6énemli degiskenin dogum agirhgi
oldugu, bunun digindaki dediskenlerden yalniz yasamin ilk gininde mekanik ventilator
uygulanmis olmasi, antenatal glikokortikoid maruziyeti ve yasamin ilk haftasinda
glikokortikoid ve indometazin kullanmis olmak ile anlaml iligki saptanmistir [7]. NEK risk
faktorlerini degerlendirmek acisindan c¢ok genis bir grupta oldukca kapsamh bir calisma
olmasinin yaninda bu calismanin sonuclarinin diger bir ilging tarafi daha 6nce NEK
acisindan koruyucu olabilecedi bildirilmis [8, 9] olan glikokortikoid kullaniminin NEK geligimi
icin bir risk faktori olarak saptanmis olmasidir; ancak, bu sonug¢ olasilikla glikokortikoid

kullaniminin daha agir prematdritenin sonucu olmasiyla iligkilidir.

Bildirilen cok sayida risk faktori ve yapilmis cok sayida calismaya ragmen, bu etiyolojik
faktorlerin  karmasik etkilesim mekanizmalart henitiz acikliga kavusturulamamistir.
Tanimlanan risk faktorlerinin de i1siginda hastalik patogenezinin temelinde intestinal bariyer
immatdritesinin yer aldidi, enteral beslenme, mezenter iskemisi ve bakteriyel enfeksiyon gibi
faktorlerin buna katkida bulundugu disinilmektedir. intestinal bariyer immatiritesine ek
olarak yenidogan bagirsagi olasilikla mukus sekresyonunda yetersizlik ve immatir muisin
bilesimine sebep olan mukozal immattrite, epitel tamir kapasitesinde yetersizlik, dustk doku
antioksidan aktivitesi, doku oksijenizasyonunu koruma kabiliyetinde yetersizlik, inflamatuar
mediattrlere duyarlilikta artma, disfonksiyonel immuin cevap, sekretuar imminglobulin A
eksikligi, anormal motilite, gastrik hipoasidite gibi 0Ozelliklere sahiptir ve bu 0zellikler

premattrelerde daha belirgindir. Ayrica respiratuar distres sendromu ya da konjenital kalp
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hastaligi gibi intestinal iskemiye sebep olabilecek durumlar da mukozal hasara sebep olarak
NEK patogenezinde yer tutmaktadir [10]. Bu 6zelliklerden bir veya birkagl bagirsak bariyer
immatdritesine katkida bulunarak mukozal hasari ve bu hasarin ilerleyerek nekrotizan
enterokolit tablosunu olusturan olaylar zincirini baglatmaktadir [2]. Mukozal hasar sonrasi
kolonize olan intraluminal bakteriler bagirsak bariyerini asabilirler. inflamatuar kaskat
tetiklenmesi ve inflamatuar mediatorlerin salinmasi ile NEK'in lokal ve sistemik bulgulari
ortaya cikar. Bunun yaninda, beslenme ve mikrobiyal antijenler tarafindan aktive olan
mukozal immin sistem de sistemik inflamatuar yanita neden olarak NEK patogenezine

katkida bulunmaktadir [6].

inflamatuar kaskatin tetiklenmesi ile salinan sitokinler, kemokinler, prostanoidler, platelet
aktive edici faktor, endotelin, nitrik oksit gibi mediatdrler sistemik immin cevabi uyarmanin
yaninda mukozal inflamasyon, 6dem ve notrofil infiltrasyonuna sebep olarak hiicrede otokrin
hasari artirmakta, bariyer hasarini kétulestirmekte; ayrica otokrin, parakrin ve sistemik
uyarilarla giderek artan abartili bir immiin cevaba sebep olmaktadir. Sonu¢ olarak enterosit
apoptoz ve nekrozu, endotelyal restitiisyon inhibisyonu ve sistemik inflamatuar yanit

sendromu meydana gelmektedir [6].

NEK patogenezinde nitrik oksit (NO), interlokinler (IL), timor nekroz faktor-alfa (TNF-a),
platelet aktive edici faktor (PAF) gibi pek ¢ok inflamatuar mediatdriin roli arastiriimig, nitrik
oksit, induklenebilir nitrik oksit sentaz, indiklenebilir siklooksijenaz ve Urlnlerinin nekrotizan

enterokolit ile iligkisi bircok deneysel arastirma ile gosterilmistir [2,11,12,13,14].

2.1.1. Nekrotizan enterokolit ile indiklenebilir nitrik oksit sentetaz ili  gkisi

Nitrik oksit (NO) l-arjininin terminal nitrojen atomundan nitrik oksit sentetaz enzimi ile
sentezlenen bir serbest radikaldir ve bircok fizyolojik siirecte 6nemli rol oynar. intestinal

fizyolojide kan akimini, motiliteyi, endotel hiicre fonksiyonlarini dizenlemek gibi iglevier



Ustlenmekle birlikte paradoksal bir rol oynamaktadir. NO sentaz (NOS) izoformlari tarafindan
dizenli olarak dretilen ve salinan NO etkin bir vazodilatatér olmasi, kas gevsetici olmasi,
notrofil adhezyonunu ve trombosit agregasyonunu inhibe etmesi, inflamatuar ve immin
cevabi dizenlemesi sebebiyle yararli ve koruyucudur ancak sirekli yiksek diizeyleri tam
tersine intestinal epitele zararlidir ve intestinal bariyer bozukluguna katkida bulunabilir [2].
Nitrik oksit sentetazin (NOS) ¢ izoformu vardir. NOS-1 (néronal NOS) ve NOS-3 (endotelyal
NOS) kalsiyum bagimhdir ve surekli olarak disik dozda salinir ve pikomolar diizeyinde NO
sentezlerler. NOS-2 (induklenebilir NOS, iINOS) ise normalde bulunmaz ancak inflamatuar
sitokinlerin uyarisiyla meydana cikar ve molar dizeyinde NO sentezler. Her ¢ NOS
izoformu da tim gastrointestinal kanal boyunca mevcuttur. izoformlarin bu farkli etkileri
sayesinde, nitrik oksitin intestinal sistem lzerine hem diusik dozda koruyucu, hem yiksek

dozda hasarlayici etkisi gerceklesebilmektedir [11].

iINOS tarafindan Uretilen yiksek NO konsantrasyonlarinin reaktif azot ara Grlnleri yoluyla
hicresel hasar olusturdugu dusindlmektedir. NO'in stperoksit (Oy) ile ¢cok gicli bir oksidan
olan peroksinitriti (ONOOQO") olusturdugu reaksiyon ¢ok hizli gerceklesen, biyolojik olarak en
onemli reaksiyonlardan birisidir. ONOO™in inflamatuar barsak hastaligi da dahil pek c¢ok
inflamatuar lezyonda NO’in sitotoksik veya sitopatik etkilerinin cogundan sorumlu anahtar bir
reaktif azot tlrevi oldugu gdsterir veriler mevcuttur. ONOO- degisik tirozin bilesenlerini veya
hedef proteinleri nitratlayarak hiicre fonksiyonunu bozabilir. Nitrotirozin olusumuna yol acan
bir diger reaksiyon aktive nétrofillerin bir Grind olan hipoklorik asit (HOCI) ile NO metaboliti
olan nitrit'in peroksidaz yolu ile reaksiyona girmesidir. Nitrit ile hidrojen peroksit arasindaki
reaksiyon yolu ile de azotlanma reaksiyonu gerceklesebilir. NO ayrica ferr6z demir gibi
metallerle etkileserek nitrozonyum iyonunu olusturabilir. Nitrozonyum proteinlerdeki sistein

rezidulerini S-nitrozilasyona tabi tutarak protein fonksiyonlarini bozar [11].

Cesitli calismalarda nitrik oksitin direkt olarak intestinal bariyer fonksiyonunu bozabilecegi

[15], NOS inhibitorii olan L-NAME uygulanmasinin inflamatuar bagirsak hastaligi modelinde



hastallk agirligini azaltabilecegi [16] ve nekrotizan enterokolit patogenezinde olasilikla
onemli yer aldigi gosterilmigtir [4,6,11,17]. Dahasi, nekrotizan enterokolitli bebeklerin
barsaklarinda hem iINOS geninde, hem apikal villuslardaki protein ekspresyonunda, hem de
nitrotirozin tirevlerinde artis akut NEK ile bagirsaktaki inflamasyon yatistiktan sonraki

donemde hem iINOS mRNA, hem de proteininin kayboldugu [11] saptanmigtir.

iINOS’un asiri Uretimine neden olan faktorlerin ne oldugu ise tam aciklanamamakla birlikte
lokal invazyon, intraepitelyal veya lamina propria lenfositleri tarafindan proinflamatuar
sitokinlerin salinimini ve iNOS Uuretimini tetiklemektedir. Bu sitokinler ve NO birlikte incinme
ve inflamasyonu arttirarak bir kisir dongliye neden olmakta, barsak duvarinda mikrobiyal

invazyonu kolaylastirarak barsak nekrozuna ve sistemik sepsise neden olmaktadir [11,13,17].

2.1.2. Nekrotizan enterokolit ile siklooksijenaz-2 ili gkisi

Siklooksijenaz (COX) enzimi arasidonik asit metabolizmasinda prostoglandin, l6kotrien ve
tromboksanlarin sentezinde rol oynayan ve hiz belirleyici basamaklardan birisini olusturan
katalizér bir enzimdir. COX'In iki izoformu tanimlanmistir. Bunlardan COX-1 gastrointestinal
mukoza dahil tim dokularda diizenli olarak bulunan formudur. indiiklenebilir form olan COX-
2 ise normalde pek ¢ok dokuda belirlenemez; ancak gastrointestinal sistemin inflamatuar
durumlarinda (6rnegin inflamatuar barsak hastaligi) IL-1, IL-6, TNF-a gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin uyarisiyla salinimi artar. Proinflamatuar transkripsiyon faktért olan nikleer faktor-
KB (nuclear factor-kB: NF-kB)'nin de COX-2 induksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi
dustinilmektedir. NEK'li infantlarin intestinal epitel hicrelerinde COX-2 protein
ekspresyonunun arttigi gosterilmigtir [11]. COX-1 ve COX-2'nin nonspesifik inhibitéri olan
indometazin vazokonstriksiyona neden olur ve bu etkisinden 6tiri patent ductus arteriosusu

(PDA) olan bebeklerde kapatmak ic¢in kullanilir. Bununla birlikte, mezenterik dolasimda da



vazokonstriksiyon ve iskemiye neden olarak NEK olasiliginda artisa neden oldugu

bilinmektedir.

2.1.3. Nekrotizan enterokolit ile antiinflamatuar ajanlar

Bu tanimlananlar 1siginda nekrotizan enterokolitten korunma ve tedavide antiinflamatuar
ajanlarin ve antioksidanlarin etkin olabilecegi 6ne surilmus ve bu konuda degisik calismalar
yapilmistir. Birgok deneysel hastallk modelinde benzer inflamasyon kaskati olusturularak
antiinflamatuar ajanlarin olumlu etkileri gosterilmistir ancak etkisi net gdsterilerek hastalik

tedavisinde kullaniimis bir ila¢ bulunmamaktadir [1,2,4,5,6,16,18].

Klasik bilgi olarak, nekrotizan enterokolit agisindan koruyucu etkisinin oldugu digtinilen [8,9]
glikokortikoidler ise giinimuzde tartismali bir konudur. Birgcok merkezin kayitlari incelenerek
yapilan genis bir calismada glikokortikoid kullaniminin NEK gelisimi icin bir risk faktorii olarak

saptanmistir [7].

2.1.4. Nekrotizan enterokolitte bozulmu g restitlisyon

Nekrotizan enterokolit, bagirsak bariyer yetmezligi sonrasi gelisen intestinal mukozal hasar
ve buna eslik eden sitokinlerin uyarilmasina yanit olarak ortaya ¢ikan nitrozatif stresin bir
etkisi olarak hlicre apopitozunda artis ve sistemik inflamatuar yanitin gelismesiyle seyreden
bir klinik tablodur. lyilesmede kendi kendini de tetikleyerek giderek artan cevaba sebep olan
inflamasyon sdrecinin durdurulmasi, hiicre apopitozunun engellenmesi, mukozal hicre

proliferasyonu ve migrasyonu ile bagirsak bariyerinin yeniden olusturulmasi gereklidir.

intestinal epitel cok hizli bir yenilenme kapasitesine sahiptir. Nekrotizan enterokolitte oldugu
gibi, intestinal bariyer hasarlarinda, hastaligin sinirlandirilabilmesi icin LPS ve inflamatuvar

sitokinler etkisiyle hasar géren intestinal epitelyal bariyerin hizla onariimasi gerekir. intestinal



bariyerin yeniden olusturulmasi icin kript-villus aksi boyunca kriptlerdeki proliferatif ve
migratuar kapasitesi yuksek intestinal epitel hiicrelerinin cogalarak yeni hiicreler olusturmasi,
bu hicrelerin de prolifere ve diferansiye olmasi, bununla birlikte akut hasar durumunda bu
suregten daha hizhi bir yanit gerektiginden go¢ ederek hasarli bélgeyi yeniden kapatarak
onarmasl s6z konusu olmalidir. Bu iki asamali olarak tanimlanabilecek sirecte, daha yavas
olan epitelyal hiicre proliferasyon ve diferansiyasyon sturecinin gerceklesebilmesi icin ¢ok
daha hizh bir stre¢ olan hiicre migrasyonu ile olusan hasarin kapatiimasi ve butunligin
korunmasi fazi zorunludur ve “restitisyon” adi verilir [19,20,21]. NEK'te mukozal bariyer
fonksiyonunun korunmasi igin restitiisyon fonksiyonunun yerine konulmasi inflamatuar

yanitin baskilanmasi kadar 6nemlidir.

Migrasyon sirasinda hucre, ekstraseliler matriks Uzerinde hareket edebilmek icin bazal
membran ile olan baglantilarini ¢6zip hiicre iskeletindeki aktin molekdllerini yeniden
dizenler ve yeni baglantilar kurar. Migrasyon icin uyari hiicreye geldiginde dncelikle hiicre
polarize olur. Polarizasyonda bir¢cok protein gérevli olmakla birlikte baslicalari Cdc42, Par
proteinleri ve aktive protein kinaz-C (aPKC)'dir. Polarizasyon sayesinde mikrottbdiller,
mikrotubul organize edici merkez (MTOC) ve golgi cisimcigi hiicrenin 6n kisminda yogunlasir.
Migrasyon dongisu aktin polimerizasyonu ile lamellipod ya da filopod seklinde bir
protrizyonun olusmasiyla baslar. Protrizyonun ana regulatorleri Rho ailesi proteinleridir.
Aktin polimerizasyonu, lamellipod ve filopod formasyonunun regilasyonu ve adhezyon
formasyonunda bircok basamakta anahtar role sahiptir. Rho ailesi proteinleri GTP ile
baglandiklarinda aktive olarak protein kinazlar, lipid modifiye edici enzimler ve Arp 2/3
kompleksinin aktivasyonu gibi hiicre icin dnemli birgcok yolagin islevini saglar. Rac, Cdc42 ve
Rho G (RhoGTPazlar) lamellipod ve filopod protrizyonunda mutlaka gereklidir. Guanin
nikleotid degisim faktorleri (GEF) ile aktive, GTPaz aktive edici proteinler (GAP) ile inaktive
olurlar. Rho-iligkili protein kinaz (ROCK) serin-tirozin kinaz ailesinden bir enzimdir. Huicre
iskeletinin korunmasinda, hicrenin seklinde ve hareketinde merkezi rollere sahiptir. RhoA

GTPazin ana inhibitoridar. Myozin hafif zincir (MLC) kinaz ve fosfotazi fosforilleyerek aktin
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filaman organizasyonu ve kontraktilitesini duzenler. MLC kinazi fosforilleyerek myozin 2
ATPaz aktivitesini artirir, bdylece myozin dallanmalarinin senkronizasyonunu ve aktin
filamanlarinin yakinlasarak kisalmasini saglar. MLC fosfotazi ise fosforilleyerek inhibe eder,
boylece hafif zincir myozinlerin fosforile, yani aktif, kalmasini saglayarak kontraktilitenin
artmasina katkida bulunur. Ayrica aktin depolimerizasyonunu indirekt olarak inhibe ederek
olusmus aktin filamanlarinin stabilizasyonunu saglar. Protrizyonlarin meydana gelmesi,
elongasyonu ve stabilizasyonu i¢in Rho A, Rac, Cdc42, Rho G, WASP/WAVE kompleksi, Arp
2/3 kompleksi gibi bircok proteinin aktivitesi, vezikller transport ve ¢oklu pozitif feedback
yolaklar gereklidir. Protriizyonlar adhezyon formasyonuyla stabil hale getirilir ve bir yandan
sapkalama ve durdurma proteinleriyle sinirlandirilarak diizenlenir. Adhezyon formasyonu icin
integrin aktivasyonu ve kiimelenmesi gereklidir. Aktivasyonda PKC, Rap1l, fosfotidilinositol-3
kinaz (PI3K) yolaklari rol oynar. Bunun yaninda migrasyonun geligebilmesi igin ©6nde
adhezyonlar kurulur ve hicre retrakte olurken, kuyruktaki adhezyonlarin ¢oézilmesi gerekir.
Bu dongl Src/FAK/ERK, Rho, myozin 2, kalsiyum, kalsindrin, kalpain ve bu molekdillerin

mikrotubullerce taginmasini gerektiren karmasik bir stiregtir [21,22,23,24].

2.1.5. Restittisyon ile fokal adhezyon kinaz ve fos  forile fokal adhezyon kinaz ili ~ gkisi

Fokal adhezyon kinaz (FAK) ya da protein tirozin kinaz 2, hiicre adhezyon ve yayiliminda
¢ok 6nemli bir proteindir. Hicrenin migre olabilmesi icin polimerizasyon ve aktin filaman
aktivasyonunun yani sira ¢evre ekstraselller matrikisi ile fokal adhezyonlarin kurulup yikildigi
aktif bir dongii gereklidir. Ozellikle belli bir yone migrasyon gerceklestirebilmek igin
migrasyon yoniunde adhezyonlar olur ve hicre retrakte olurken kuyruktaki adhezyonlarin
yikilmasi gereklidir. Protoonkogen tirozin-protein kinaz (Src) ve FAK bu adhezyon
dongusunde yer alirken ayni zamanda Rac ve ERK yolaklari tGizerinden yeni adhezyonlarin
olusmasini indukler. FAK'a sahip olmayan hicreler daha genis adhezyonlar yaparlar ve

migrasyon yetenekleri zayiftir [21,24].
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Hucre adhezyon, yayllim ve migrasyon sirecinde ekstraselller matriks ile integrinlerin
etkilesimini takiben sinyal proteinleri sitoskeletal proteinlerle birlesir. FAK'In aktivasyonu icin
gerekli olan tirozin rezidilerinin fosforilasyonu, fokal kontaktlarin olusumuyla birlikte hizla
gerceklesen bir surectir. FAK’In migrasyon sirecindeki roli halen tartismali olmakla birlikte,
yapilan calismalar FAK-null fibroblastlarin beklenenin aksine azalmis degil abartili fokal
kontaktlar olusturdugunu goéstermektedir. Bu sebeple FAK'In migrasyon slrecindeki temel
rolindin integrin uyarisiyla olusan adhezyon alanlarinin ¢ézilmesi olarak yorumlanmistir
[25,26,27]. Bununla birlikte FAK inhibisyonunun mikrottbul polarizasyonunu bozdugu, hiicre
motilite uyaranlarina cevabi azalttigi da gosterilmistir [25,27]. Sonu¢ olarak FAK'In fokal
temaslarinin hem olusumu ve matirasyonu, hem de ¢ozilerek dongistinin saglanmasi igin
hiicre icindeki bircok yolagin modulasyonunda goérevli bir temel yapi proteini oldugu
soOylenebilir [25]. FAK hiicrenin ¢evresel migrasyon uyarisina uygun yanit vermesini saglayan

migrasyon slrecinde ¢ok énemli bir proteindir.

Cetin ve ark.nin enterosit migrasyonu ile yaptiklari bir calismada endotoksinin Rho-A bagimh
olarak FAK fosforilasyonuna, boylece fokal temaslarin ve hiicre yapiskanhdinin artmasina
sebep olarak enterosit migrasyonunu engelledigi gosterilmistir [28]. Yine intestinal motilite
Uzerine Basson ve ark. tarafindan yapilan bir diger calismada ise yine FAK protein artisinin
intestinal motilitede azalmayla iligkili oldugu gdsterilmis ancak fosforilasyonla benzer iligki
gOsterilememistir. Migrasyon sirecindeki FAK moduilasyonu mRNA dizeyinde FAK protein

sentezinin ayarlanmasiyla iligkilendirilmistir [29].
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2.2.  Resveratrol hakkinda genel bilgiler

Resveratrol yuksek sinif bitkilerde incinme veya fungal enfeksiyonlara karsi dretilen bir
fitoaleksindir. Yunancadan koken alan sodzcikler olan “fito” (bitki kaynakl) ve “aleksin”in
(koruma) birlesmesinden olusan bu kelime bitkiler tarafindan mantar gibi patojenik

mikroorganizmalara kars! Uretilen kimyasal savunma ajanlari icin kullaniimaktadir [30].

Resveratrol Gziim asmalarinda bulunan bir maddedir. Asma kokinde, tGzim cekirdeginde ve
sapinda bulunmakla beraber en ylksek konsantrasyonlarina (GzUmin kabugunda
rastlanmaktadir. Siyah tzimun kabugunda daha yiksek konsantrasyonda bulunmaktadir.
Sarapta da bolca bulunan polifenol 6zellikte bir madde olup kirmizi sarapta beyaz saraba
gore daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Uzim ve sarabin yani sira dut ve yer

fistiginda da bulunur [30].

Resveratrol kimyasal formalu 3,4',5 trihidrokstilbene ve 3,4',5 stilbenetriol seklindedir ve cis-
ve trans- stereoizomerik formlarda mevcuttur. Molekiler formili Ci4H:,05; ve molektler
agirhgi 228.25 daltondur. Uziim ve yer fistiginda bulunan stereoizomeri trans- formudur. Cis

formu daha aktiftir.

frans-resveratrol cis-resveratroi

Hayvan ve insanlardaki sinirli sayida ¢alismalar resveratroliin intestinal sistemden emildigini
ortaya koymustur. Epidemiyolojik ve in-vitro calismalar resveratrolin antioksidan,
antiinflamatuar, antimutajenik, vazorelaksan, antiagregan ve kemopreventif etkilerinin oldugu

gOsterilmistir [30,31,32,33].
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Resveratroliin serbest radikal giderici ve hiicre yasam siklusunda anahtar enzimler izerinde
modulatér etki gosterdigi belirtimektedir. Bu enzimler arasinda COX-1 ve COX-2,
lipoksijenaz, protein kinaz C, protein tirozin kinaz, ribonukleotid rediiktaz ve sitokrom p450
sayilabilir [30,31,34]. Hucre diferansiyasyonunu sagladigi goOsterilmistir. Ayni zamanda,
resveratrolin noroprotektif, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif bir ajan oldugu belirtiimektedir.
TUmor olusumu, buylmesi ve yayillmasi ile ilgili hticresel olaylarda carpici bir inhibitér etkiye
sahiptir [30,32,33,34]. Lipid peroksidasyonunu oOnledigi ve lipoprotein metabolizmasini
diizenledigi bildirilmistir. immun sistemde makrofajlarda NO ve TNF-a dretimini inhibe ettigi
gOsterilmistir. Bunun yani sira, fare lenfositlerinde proliferasyonu, IL-2, IL-12 ve interferon-y
(IFN-y) dretimini arttirarak immudn modulasyon yapici etkilerinin oldugu da belirlenmistir
[30,33]. inflamatuar bagirsak hastaliinda da resveratroliin olumlu etkileri gdzlenmistir.
Ratlarda deneysel Ulseratif kolit modelinde resveratrol ile suplemente edilen deney
hayvanlarinda kilo kaybinin, kolonik hasarin yayilim ve agirhginin azaldigi; makroskobik
olarak incinmenin boyutunun azaltilmasinin yanisira histopatolojik olarak da hiicre hasarinda
ve lamina propriadaki inflamatuar hicrelerinin sayisinda azalmaya yol actigi belirlenmistir

[35].

Ayrica dusuk doz resveratrolin (0.1-1.0 pg/mL) htcre proliferasyonunu olumlu yonde
etkilerken, yuksek dozlarin (10.0-100.0 pg/mL) apopitoza neden olarak mitotik aktiviteyi

azalttigr gosterilmistir [36].
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3. Gere¢-Yontem

Yukaridaki bilgilerin 1s1ginda, resveratroliin intestinal mukozal bariyer fonksiyonlari tizerinde
koruyucu rol oynayabilecedi ve nekrotizan enterokolit hastaliginin seyrinde iyilestirici etki
gOsterebilecegi dustnilmuastir. Ayrica daha o©nce diyetetik suplementasyonunun rat
nekrotizan enterokolit modelinde oldukca carpici bir koruyucu etkisi gosterilmis oldugundan,
bu etkinin hiicre hasarina yol acan bircok enzim yolagi Gzerine modulatér etki ve yani sira

hicre restitlisyonu (migrasyon) Gzerine etki ile oldugu hipotezi kurulmustur.

Bunu ortaya koymak icin sican enterosit (IEC-6) kultir hiicreleri ile olusturulan deneysel NEK
modelinde resveratrol ile suplemantasyonun hasara yol acan yolaklardaki enzim dizeyleri ve
hasar sonrasi restitisyonu saglayan migrasyon Uzerindeki etkileri ve bu etkilerin
mekanizmalarinin arastirilmasi amaclanmistir. Resvaratroliin farkh dozlarla farkh etkileri de

gOsterilmis oldugundan, farkli dozlarin etkilerinin ortaya konulmasi planlanmistir.

Tum deneyler Ege Universitesi Klinik Farmakoloji Anabilim Dali buinyesindeki hiicre kiiltirii

laboratuarinda yapilmistir.

3.1 IEC-6 hicre kulttrt

Deneyler icin sican normal ince bagirsak hiicrelerinden olusan IEC-6 hiicre hatti (DSMZ®, no:
ACC 111) kullanilmistir. Dondurulmus olarak (-80°C) saklanan IEC-6 hiicreleri ¢ézdirme
isleminin ardindan 37°C ve %5 CO, ortaminda Ureticinin 6nerdigi vasatta (%45 Dulbecco’s
Modified Eagle’'s Medium [DMEM], %45 Roswell Park Memorial Institute medium [RPMI],
%10 fetal bovine serum [FBS], 0.1 U/mL insdlin, 4 mM I-glutamin, 100 U/100 mg/mL
penisilin-streptomisin) inkiibe edilmistir. ilerleyen dénemde deney flaskinda mantar iremesi
olmasi Uzerine vasata 400 pL/100 ml olacak sekilde amfoterisin B eklenmis ve sonraki

deneyler bu vasat ile yapiimistir.
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C6zdurme islemi:
1. Kriyotip sicak su banyosunda hizla ¢ozduralur
2. lcerik tupe alinir, iizerine medium eklenir
3. 800 rpm’'de 5 dakika santifujlenir
4

. Olugsan pellet vasat ile suspansiyon haline getirilerek flaska ekilerek inverte
mikroskop altinda kontrol edilip enkiibatére alinir.

Tum deneyler 15-20. pasajlardaki hicreler ile yapilmigtir. Pasajlama igin flask tabanindaki
hicreler >%90 yogunluga ulastiginda tripsinizasyon ile kaldirilarak hicre sayimi yapilmis,

ardindan uygun sekilde bolunerek alt kalttrler olusturulmustur.

Tripsinizasyon Islemi
1. Flask 2 kez steril serum fizyolojik ile yikanir

2. 25 cm?lik flask icin 2,5-3,5 ml; 75 cm?lik flask i¢in 3,5-4,5 ml tripsin-EDTA
eklenerek enkibatore yerlestirilir, 3 dakika aralarla invert mikroskop altinda
hicrelerin yapistig ylizeyden kalkig izlenir

3. Hiucrelerin blyuk oranda tabandan kalktigi gozlendiginde (ortalama 10 dakika)
enkibatdrden alinarak en az eklenmis olan tripsin-EDTA miktari kadar olmak
Uzere vasat eklenerek tripsinizasyon islemi durdurulur.

4. gerik tipe alinir, 2000 rpm’de 4 dakika santrifiijlenir.

5. Olusan pellet vasat ile homojen bir siispansiyon haline getirilerek trypan mavisi
ve Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi sayimi yapilir. Stspansiyon htcre
sayisl ve ekilmek istenen hiicre miktarina gére uygun sekilde bélinerek flasklara
ekilir, inverte mikroskop altinda kontrol edilip enkiibatore yerlestirilir.

Sonraki deneylerde kullaniimak Uzere her pasajdaki hiicre gruplarindan bir kismi yatay
olarak da pasajlanarak 2,000,000 hucre/kriyotip olacak sekilde, hiuicre sayisina gore bir
veyahut birka¢ adet kriyotip olarak dondurularak saklanmig, yeri geldikge yeniden

¢ozdurtlerek kullanimistir.

On calisma olarak IEC-6 hiicrelerinin ikiye katlanma siresini ve bdylece deneylerin
zamanlamasini 6ngérmek amaciyla farkli pasajlarda ekilmis olan hicreler kaldirildiginda
hicre sayimi vyapilarak http://www.doubling-time.com/compute.php sitesi kullanilarak

hicrelerin ikiye katlanma zamani hesaplanmistir. DSMZ veri sayfasinda ortalama 50 saat
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olarak bildirilmis olan ikiye katlanma zamani 15-20. pasaj arasindaki hicreler icin tekrarlayan

sayimlarla ortalama 35 saat olarak hesaplanmistir.

3.2 Lipopolisakkarit ve sitokinler ile deneysel nek rotizan enterokolit modeli

olu sturulmasi

Deneysel nekrotizan enterokolit modeli olusturmak amaciyla tama yakin yogunlukta dretilen
IEC-6 kultir hicreleri LPS (50ug/ml) veya sitokin karigim “sitomiks” ile (TNF a: 10 ng/mL;

IFN y: 1000 IU/mL; ve IL-1B: 1ng/mL) ile muamele edilmistir [15,37].

3.3 Deneysel migrasyon modeli ve bu modelde resvera  troliin etkisinin gosterilmesi

Resveratroliin intestinal epitel hicrelerinin migrasyonunu nasil etkiledigini degerlendirmek
amaciyla “scratch migration assay” (styrik migrasyon analizi) yontemi kullaniimistir [38]. IEC-
6 hicreleri flasklarda tama yakin ¢ogaltildiktan sonra tripsinizasyon iglemiyle kaldirilarak 6

kuyulu plaklara esit sayida ekilmistir.

On calisma olarak her bir kuyuya ne kadar hiicre ekilecegini ve deney zamanlamasini
ongorebilmek amaciyla, 6 kuyulu plaklara farkli sayilarda hicre ekilmis ve tama yakin
cogaldiklart zaman dilimi izlenmigtir. Bunun igin 6 kuyulu plaklara 200000, 300000, 400000
ve 500000 hicre/kuyu olacak gekilde ekim yapilmis ve izlenmistir. 24 saat sonunda 500000
hicre ekilen kuyularin deney icin uygun yogunluga ulastigi go6zlenmis; bu sebeple
deneylerde her kuyuya 500000 hiicre ekilerek tama yakin yogunluga ulagsma icin 24 saat
beklenilmesi kararlastiriimistir. Bunun yaninda, her kuyuda, merkezde hiicre yogunlugunun
daha iyi oldugunun gozlenmesi Uzerine fotograflama icin kuyu merkezlerinin kullaniimasi

kararlastiriimistir.

Migrasyon deneylerinde pasaj 15-18'deki hiicreler kullanilimigtir.

16



Ayni noktayl fotograflamayi saglayabilmek icin
ekim o©ncesi bu kuyularin tabaninda 1zgara
seklinde renkli isaretlemeler yapiimistir (fotograf

1). 6 kuyulu plaklara 500000 hucre/kuyu 5

ekilmesini takiben 24. saatte (hucreler plaklarda

tama yak|n ‘Fotograf 1: Alti kuyulu plaklarin isaretlenmesi

yogunlukta cogaltildiktan sonra) 12 saat FBS icermeyen vasatta 37°C ve %5 CO, ortaminda
bekletilmigtir. Ardindan kuyunun merkezinde sari pipet ucuyla siyrilarak deneysel yara
olusturulmustur ve siyirma islemiyle kalkan hicrelerin ayni yere geri yapismasini engellemek
icin iki kez steril serum fizyolojik ile yikanmigtir. Ardindan her bir kuyuya 2 cc serum
icermeyen vasat konularak yaralar mikroskopta kontrol edilmistir. Digerlerinden belirgin farkli
geniglikte yaralar olusan veyahut dizgin yaralar olusturulamayan kuyular calisma digl
birakilmistir. Renkli isaretlemeler kullanilarak her kuyu icgin iki ayri alandan fotograf ¢ekilmis,
yaranin en dizgun oldugu alan secilerek olcimler tekrarlayan fotograflarda bu secilen alan

kullanilarak yapilmistir.

“Kontrol”, “"¢dziicl”, “yalnizca resveratrol”, “yalnizca LPS”, “yalnizca sitomiks”, “resveratrol
+LPS” ve “resveratrol+sitomiks” seklinde gruplar olusturulmustur. Her grup icin deney en az

Uc kez tekrarlanmistir. Her alti kuyulu plakta mutlaka bir adet kontrol grubu olusturulmustur.

Kontrol gruplarina yara olusturma, yikama ve serum icermeyen vasatin yenilenmesi diginda

islem yapilmamistir.

Sudaki ¢ozunurliga oldukca dusik olan resveratroli ¢ozebilmek amaciyla dimetil sulfoksit
(DMSO) veya etanol kullaniimistir. Cesitli ¢alismalarda <0.2% konsantrasyonuna kadar
DMSO’'nun enflamasyon kaskadi Uzerinde etkisi olmadigi gdsteriimesine ragmen [p],
antienflamatuar ve antioksidan etkilerinin oldugu bilindiginden 6n calisma olarak yalniz

DMSO veya etanol ile muamele edilmis tger grup olusturularak en yuksek doz resveratrol

17



¢cozmek icin kullaniimis DMSO veya etanol ile enkibe edilerek kontrol grubuyla
karsilastirmali migrasyon izlenmistir. Etanol ile kontrol grubuna daha yakin sonuclar elde

edilmesi Uzerine (sayfa 34, sonugclar) ilerleyen deneylerde ¢6ziici olarak etanol kullaniimistir.

Resveratrol ile benzer hicrelerde yapilmis benzer calisma bulunmadigi ve farkl
calismalarda farkh etkilerine iligkin ¢ok genis bir doz arahdr (0.01 pM/L-100 pM/L)
bulundugundan resveratrol 6ncelikle 0,1/0,5/1/5/10 uM/L dozlarinda uygulanmis, doz
cevabina gore (sayfa 36, sonuglar) etkin doz araligi 0,5-5 pM/L olarak belirlenerek “western

blot” deneyleri 0,5/1/5 uM/L dozlarinda uygulaniimistir.

“Yalnizca resveratrol” gruplarina yara olusturma-ylkama-serum icermeyen vasatin
yenilenmesini takiben farkli dozlarda resveratrol uygulaniimistir. “Yalnizca LPS” gruplarina
yara olusturulmasindan 1 saat sonra LPS (50ug/ml); “yalnizca sitomiks” gruplarina yara
olusturulmasindan 1 saat sonra sitomiks (TNF a: 10 ng/mL; IFN y: 1000 IU/mL; ve IL-1pB:
1ng/mL) uygulaniimistir. “Resveratrol+LPS” gruplarina yara olusturma-yikama-serum
icermeyen vasatin yenilenmesini takiben farkli dozlarda resveratrol, 1 saat sonra sonra LPS
(50ug/ml); “resveratrol+sitomiks” gruplarina ise yara olusturulmasini takiben farkl dozlarda
resveratrol, 1 saat sonra sitomiks (TNF a: 10 ng/mL; IFN y: 1000 IU/mL; ve IL-1B: 1ng/mL)

uygulaniimigtir.

Daha sonra muamelelerin tamamlandigi saat (yara
olusturulmasinin 1. saati veya LPS/sitomiks eklenen saat)
“0. saat” kabul edilerek hicrelerin olusturulmus yarayi
tamir edebilme hizlari invert mikroskop altinda
isaretlenmis alanlari  0,2,4,6,8,10,12,24. saatinde 40

blyutmede fotograflamak kaydiyla izlenmistir. Fotograflar

Natioanal Institute of Health Image J programina

Fotograf 2: Image J programi ile alan 6lgimu

aktarilmis, her bir zaman diliminde defektif alan 6lcimi yapilarak migrasyon hizlari

belirlenmigtir (fotograf 2).
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3.4. Nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz, fokal adh  ezyon kinaz dizeylerinin tayini

(AN LTS

Migrasyon deneylerine es bicimde yine “Kontrol”, “¢c6zlcu”,

yalnizca resveratrol”, “yalnizca
LPS”, “yalnizca sitomiks”, “resveratrol+LPS” ve “resveratrol+sitomiks” geklinde gruplar
olusturulmustur. Her grup icin deney en az ¢ kez tekrarlanmistir. Her grup icin deneyi 3 kez
tekrarlamak icin deney dort takim halinde tamamlanmig, her deney takiminda mutlaka bir
adet kontrol grubu olusturulmustur. Bu deneyler icin 15 ve 16. pasajdaki hicreler

kullaniimistir.

Tama yakin yogunlukta dretilen IEC-6 hicreleri flasklarda tama yakin yogunlukta
cogaltildiktan sonra 12 saat FBS icermeyen vasatta 37°C ve %5 CO, ortaminda bekletilmistir.
Ardindan her flaska ayni sekilde olacak sekilde cam pipet ucuyla yaralar olusturulmustur ve
siyirma iglemiyle kalkan hicrelerin ayni yere geri yapismasini engellemek icin iki kez steril
serum fizyolojik ile yikanmistir. Ardindan her bir flaska 5 cc serum icermeyen vasat
konularak yaralar mikroskopta kontrol edilmigtir. Kontrol gruplarina yara olusturma, yikama
ve serum icermeyen vasatin yenilenmesi disinda muamele yapilmamistir. Protein analizleri
resveratrol migrasyon deneylerinde etkinligi gosterilmig olan 0.5, 1, 5 pM/L dozlarinda
resveratrol uygulanarak yapilmistir. Yalnizca resveratrol, resveratrol ardindan LPS ve
resveratrol ardindan sitomiks gruplarina yara olusturulmasini takiben farkli dozlarda (0.5, 1, 5
MM/L) resveratrol eklenmigtir. 1 saat inkibasyonun ardindan yalnizca LPS ve resveratrol
ardindan LPS gruplarina 50ug/ml LPS, yalnizca sitomiks ve resveratrol ardindan sitomiks

gruplarina TNF a: 10 ng/mL; IFN y: 1000 IU/mL; ve IL-13: 1ng/mL eklenmistir.

LPS ve sitokin uygulamasinin etkilerinin arastiriimasi amaciyla protein analizi i¢in 6rnekler,
migrasyon deneylerinde gruplar arasi belirgin fark LPS gruplarinda 12. saatte ortaya
ciktigindan, LPS veya sitomiks ile 12 saat muamele edildikten sonra toplanmistir (sayfa 39-

40, sonuclar).
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12 saatin ardindan lizis tamponunda parcalanan hicre lizatlari 4 °C’de 14000 devirde 20
dakika santrifilj edilerek hiicre debrisleri uzaklastirilmis ve sipernatantlari ayrilmigtir. Lowry
analizi ile slUpernatantlar icindeki protein konsantrasyonu belirlenmis, sUpernatantlarin
icerdigi proteinler sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE; Western
Blot) ile aynistirildiktan sonra nitroselil6z membrana (Hybond-ECL, Amersham Biosciences)
transfer edilmistir. Membranlar 1 saat sire ile oda i1sisinda %0.1 PBS-Tween icinde %5'lik
sit ile bloke edildikten sonra 1:1000 dilisyonda iINOS antikorlari, 1:2000 diliisyondaki COX2
antikorlari, 1:1000 diliisyonunda total FAK ve 1:1000 dilisyonunda p397 fosfoFAK ile oda
Isisinda 1 saat muamele edilmistir. Bunu takiben sekonder antikor (IgG) ile muamele edilerek

membranlardaki protein bantlari elektrokemilluminesans yéntemi ile goruntilenmigtir.

Bu deney asamalarinin detaylari asagida anlatilmigtir.

3.4.1. Hucre Kultirinden Protein Homojenizasyonu

isleme baslamadan 6nce hiicreleri yikamak icin kullanilacak fosfat tamponlu salin soliisyonu
(PBS) , protein lizis tamponu (PLB) ve kinaz grubu proteinler calisildig icin reaksiyonlari

engellemek icin proteaz inhibitdrlerinin hazirlanmasi gerekmektedir.

Flasklari yikamak icin kullanilan izotonik fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS); 137 mmol/L
NaCl, 2.7 mmol/L KCL, 10 mmol/L Na,HPO, ¢ 2 H,0O, 2 mmol/L KH,PO, iceren pH'sI 7.4
olan tabletler ile, bir tablet 100 mL distile suda manyetik karistirici ile ¢dzdurilerek

hazirlanmistir.
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Protein lizis tamponu asagidaki recete ile hazirlandiktan sonra pH'1 7.4’e getirilmigtir.

Protein lizis tamponu

MW Miktar/100 ml
50 mM Tris (606 mQ) 121.4 0.6059 g
150 mM NaCl (876,6 mg) 58.44 0.8766 g
1 mM EDTA (37,22 mg) 372.24 0.037224 g
1 mM EGTA (38 mg) 380.40 0.0380.4 g
1% Triton X100 (1 mL) 1g
1%Deoxycholic acid (1 g) 414.6 1lg
10% Glycerol (10 mL) 10g
10 mM NaPyroPO4 (446,1 mg) 446.1 0.4461 g
50 mM NaF (210 mg) 41.99 0.2099 g
0.1% SDS (100 mg) 100 mg

Proteaz inhibitorleri proteinlerin yikilmasina neden olabilecek proteazlarin aktivitesini inhibe
eder. Deneylerde proteaz ve fosforile proteinler ile calisilacag! icin fosfataz inhibitorleri
protein lizis tamponuna eklenmistir. Proteaz inhibitorleri protein lizis tamponuna kullanimdan
hemen 6nce eklenmektedir. Farkli kombinasyonlar kullanilabilmekle birlikte deneylerimizde
her 10 mL protein lizis tamponu i¢in 5 pl aprotinin, 5 pl leupeptin, 50 pl metanol icinde

¢o6zulmus 200 mM PMSF, 50 pl NagVO, kullaniimigtir.

Sodyum ortovanadat (NasVO,) eldesi icin NasVOz; 200 mM sollsyon halinde hazirlanip

kaynatilarak aktiflenmis ve 1 N NaOH veya 1 N HCI kullanarak pH'1t 10.0’a ayarlanmistir.

Gerekli solisyonlarin hazirlanmasinin ardindan flasklar buz dstiine alinmigtir ve proteinlerin
korunmasi amaciyla tim deneyler sojuk ortamda ve buz Ustiinde yapilmaktadir. Buz stiine
alinan flasklar, her flask 6 mL ile iki kez olacak sekilde soguk PBS ile yikanir ardindan her
flaska 500 pL soguk PLB eklenmistir. Buz Ustiinde saklanan flasklar steril hiicre kazima

cubuklariyla kazindiktan sonra soguk eppendorfa aktarilarak buza gémulmis, 30 dakika
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beklenmistir. Ardindan hicre lizisini artirmak amaciyla 5 kez instlin enjektériinden
képurtmeden gecirilmis, +4°C’'deki santrifijde 14000 rpm’de 20 dakika santriflijlenmistir.

Supernatantlar ayrilarak protein analizi i¢in eppendorflara alinarak -20°C’de saklanmistir.

3.4.2 Protein miktari dlgcimu (Lowry analizi)

Orneklerden protein miktari 6lgilmesi amaciyla Lowry analizi kullanilmistir. Lowry analizi
Folin-Ciocalteu ayraci ile olusan peptid baglarinin oksidasyonu esasina dayanan bir tekniktir.

indirgenmis ayracin konsantrasyonu 750 nm’de absorbans spektrofotometreyle 8lculir.

Olglimler igin standart 6rnek olarak bovine serum albumin (BSA) kullaniimistir. BSA %0.1,
%0.08, %0.06, %0.04, %0.02, %0.01 konsantrasyonlarinda olmak Uzere alti standart olarak

hazirlanmistir.

Ornekler bire bir sulandirildiktan sonra 6 standart ve 10 6rnekten 20’ser uL alinip 180 uL
distile su eklenerek eklenerek eppendorflar hazirlanip girdap karistirici ile karistiriimis,
eppendorf santrifijde 14000 rpm’de kisa santriftijleme uygulanmigtir. Eppendorflara 1 mL
alkali bakir ¢ozeltisi (100:1:1 oraninda Na,COs : Na-K-Tartarat : CuSO,) konularak 10 dakika,
ardindan 100pl folin-HCI (1:1 oraninda folin-HCI) c¢o6zeltisi konularak 30 dakika karanlik
odadan inkube edilmistir. Mikroplaklara 300 pL 6Ornek konularak spektrofotometrede 750

dalga boyunda absorbans degerlendirilmistir.

Ardindan hazirlanmig standart protein sollsyonlarinin dlcimleriyle her 6lciim icin ayri bir
standart grafigi (protein konsantrasyonu-absorbans grafigi) olusturulmustur. Es zamanh
ornekler ile yapilan dlgciimlerle degerlendirilerek drneklerdeki protein miktarlari hesaplanmigtir.
Absorbans degerleri ile protein yogunlugunun hesaplamasi icin asagidaki formul

kullaniimistir:

Protein (mg/ml) = (Absorbans/0.9929-standart grafigin egimi) x dillisyon orani
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Ornekler igindeki protein miktarlari hesaplandiktan sonra Western Blot analizi i¢in kuyulara

40 ug protein yuklenebilmesi icin gereken érnek miktarlari hesaplanmistir.

3.4.3. Western Blot

Western Blot, dokudaki spesifik proteinleri analiz etmemizi saglayan bir molekuler biyoloji
teknigidir. Bu teknik sayesinde dokuda bulunan bir proteinin varligi, buyikliga,
konsantrasyonu, farkli gruplar arasindaki konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi saglanabilir.
Molekdl agirliklariyla birbirinden ayrilabilen spesifik proteinlerin jel elektroforezi ile birbirinden
ayrilmasi, bu proteinlerin elektrik akimi ile membrana aktariimasi, ve bu membranin
belirlenmek istenen proteine spesifik antikorlara tabi tutularak tespit edilmesi esasina dayanir.
Bulgularin filme aktariimasiyla ¢ikan bantlarin molekil agirliklarina gére degerlendiriimesi ile
proteinin olup olmadigi, c¢cikan bantlarin kalinliginin kontrol bantlariyla karsilastiriimasiyla

miktarlari anlasilir.

Western blot analizi icin dncelikle ayirma jeli, yigma jeli, elektroforez tamponu, transfer

tamponu, yikama tamponu ve %5’lik bloklama tamponunun hazirlanmasi gerekmektedir.

Her deney 6ncesi 6n hazirlik su sekilde yapilmigtir.

Oncelikle ¢ok iyi sekilde temizlenmis ve alkol ile iyice ovulmus iki cam, aralarina iki cubuk
(spacer) yerlestirildikten sonra arka arkaya konarak diizenege yerlestirilmigtir.

Ayirma jeli hazirlanarak hazirlanmasinin hemen ardindan dizenede (iki cam arasina)
doldurularak yizeyinin dizgin olmasi icin az miktar distile su konularak donmasi

beklenmistir.
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Ayirma jeli
%7’'lik (FAK, fosfoFAK igin)
Distile su 3.3ml

1.5 M pH 8.8 Tris Cozeltisi 2.5 ml

%10’luk SDS 100 pl
Akrilamid/ Bisakrilamid 4 ml
% 10'luk APS 100 pl
TEMED 4l

%8'lik (iINOS, COX i¢
7.44 ml
4 ml
160 /4
4.27 mi
120 /4

8

in)

Jel iyice polimerlestikten sonra yigma jeli hazirlanmig, ayirma jelinin tzerindeki distile su

bosaltilarak ayirma jelinin Gzerine dokulmuis, 25 dakika donmasi beklenmistir. Jel doékalur

dokilmez Uzerine tarak yerlestirilerek bu sekilde donmasi saglanmis, bdylece 6rneklerin

yuklenecegi kuyular olusturulmustur.

Yigma Jeli (%4°10K)

DS 3ml
0.5 M pH 6.8 Tris Cozeltisi 1.25 ml
%10’luk SDS 50 ul
Akrilamid/ Bisakrilamid 670 pl
% 10'luk APS 25 pl
TEMED 5 ul

Bundan sonra elektroforez igleminin yapilabilmesi icin elektroforez, transfer, yikkama ve

bloklama tamponlari hazirlanmistir.
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Elektroforez Tamponu (1 L distile su
icinde)

Trisma Base 3.028 g
Glisin 14.265 g
SDS 1g

Transfer Tamponu (2 L distile su igcinde)
Trisma Base 6.055 g
Glisin 28.53 ¢
Metanol 400 ml

Yikama Tamponu (1 L distile su icinde pH=7.6)

Trisma Base 484 g
NacCl 16 g
Tween20 2ml

%5’lik Bloklama Tamponu

Sut tozu ve TBS-Tween ile % 5'lik ¢ozelti

Ardindan kuyular elektroforez tamponu ile yikanmig, tankin st iki cebi ve alt havuzuna
elektroforez tamponu doldurulduktan sonra sistem soguk odaya yerlestiriimistir. Yukleme
tamponu ile karigitirlan proteinler 95°C'de 5 dakika kaynatilarak mikropipetle kuyulara
yuklenmigtir. Yikleme yapildiktan sonra dikey elektroforez sistemi kapak ile kapatilarak gic
kaynagi calistiriimigtir. Once dusiik (120 V) akimla baglanmis; 6rneklerin yirimesi yigma

jelinden ayirma jeline gegcildiginde akim arttinlmigtir (200 V). Yaklasik 1,5 saat boyunca

orneklerin jelde yiriimesi beklenmistir.
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Elektroforez islemiyle proteinler molekuler

B (—260— )
agirhgmna bagh olarak poliakrilamid jel
_135— | — Uzerinde molekuler buydkluklerine gore
gr — | — yukaridan asagiya, yani eksiden artiya
- 72 dogru hareket ederek ayrilirlar. Proteinleri
— B2
— 12 — | western blot iglemi ile ayirt edebilmek igin
— - Df — | — ilk kuyuya molekdl agirhgina gore farkh
— 7 — | — .
" 10 — v renkte bantlar olusmasini saglayan marker
3 = .
Sekil 1: Western Blot marker ($ekll 1) konulmaktadir.

Ortalama 2 saat olan ylUritme siresi bittikten sonra sonlandiriimis iki cam jele zarar

vermeden gevsetilmis ve jel parcalanmamasina 6zen gosterilerek ¢ikartiimigtir.

Yigma jeli kesilerek atildiktan sonra transfer islemi icin yurutme jeli kaset icerisinde filtre
kagitlari arasina membran ve jel tam olarak karsi karslya gelecek sekilde yerlestirilerek
hazirlanmigtir. Tank manyetik karigitirici Gzerinde iginde soguk odaya kurularak devamh
karistirma basglatilip; akim 300 miliamper olarak ayarlanarak 2 saat slren transfer islemi

yapilmistir.

Transfer tamamlandiktan sonra yikama tamponu icinde jel ve membran birbirinden
ayrildiktan sonra membran TBS-Tween ile calkalayicida 5er dakika sureyle 3 kez
yikanmistir. Bir saat slreyle bloklama tamponunda bekletilmig, tekrar TBT-Tween ile

calkalayicida 5’er dakika sireyle 3 kez yikanmistir.

Sonrasinda membrana primer antikorlar eklenerek c¢alkalayicida soguk odada gece boyunca
enkibe edilmistir. Primer antikordan temizleme islemi membrani TBS-Tween ile

calkalayicida 5’er dakika streyle 3 kez yikamak suretiyle yapiimigtir.

Bu calismada her bir drnekten her bir deney icin iki kez elektroforez yapiimis; ilk elektroforez

islemiyle molekuler agirligi 130 kDa olan iNOS ve 69 kDa olan COX-2 proteinleri ile bunlari
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ornekler arasinda karsilikli degerlendirebilmek icin R-aktin (Molekil agirhgr: 42 kDa)

proteinlerinin analizi yapilmigtir.

Poliklonal tavsan iNOS antikoru 1:000 oraninda, poliklonal COX antikoru 6nce 1:000,
oldukca kalin ve yogun bantlarin meydana gelmesi Uzerine daha sonra seyreltilerek 1:2000
ve 1:3000 oraninda yuUklenmistir. Optimal sonuglarin 1:2000 yogunluguyla elde edilmesi
Uzerine sonraki deneylere 1:2000 yogunlugunda devam edilmistir. Monoklonal fare [3-aktin

antikoru 1:20000 oraninda kullaniimigtir.

ikinci elektroforez isleminde ise fosforile FAK (Molekiil agirigi: 125 kDa) ardindan kazima
yapildiktan sonra total FAK ve yine karsilikli degerlendirmeyi saglayabilmek amaciyla 3-aktin

analizleri yapiimistir.

Fosforile FAK antikoru olarak hem FAK icin major otofosforilasyon noktasi olmasi, hem de
migrasyon gibi bircok yolak icin bilinen temel fosforilasyon noktasi olmasi sebebiyle tirozin

397 fosforile FAK proteinine karsi antikorlar kullaniimistir.
Tavsan poliklonal FAK ve fosfo FAK antikorlari 1:1000 oraninda kullaniimigtir.

Sekonder antikorlari eklemek icin bloklama tamponu i¢inde ¢dzuldikten sonra membran ile 1

saat oda sicakliginda enkiibe edilmigtir.

HRP (“horseradish” yabanturbu peroksidazi) ile konjuge, primer antikoruna goére fare ya da

tavsan sekonder antikorlari 1:1000 oraninda kullaniimistir.

Sonrasinda tekrar TBS-Tween ile calkalayicida 5er dakika sureyle 3 kez yikanarak

membran sekonder antikorlardan temizlenmistir.

Goruntileme icin membrana uygun boyutta fotograf filmi karanlik odada kesilmis, yikama
tamponu icinde bulunan membran cam Uzerine bitln olacak sekilde yerlestirilerek tGzerine
1.5 mL ECL dokilmastir. 5 dakika karanlikta bekletilerek isimalar takip edilmistir. Kaset
icindeki naylon poset icine ayni dizende yerlestiriimis, posetin diger yapragi membran

Uzerine kapatiimistir. Kasetin kapagi kilittenerek membran filme basiimistir. Ardindan 6nce
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geligtirici cozeltide, cesme suyundan geciriimesinin ardindan sabitleyici ¢cdzeltide bekletilerek

film elde edilmigtir. Boylelikle filmler tGzerindeki bantlar gorintilenerek degerlendirilmigtir.

3.5. Verilerin Analizi

Migrasyon fotograflari National Institute of Health Image J programinda degerlendirilerek
kantitatif dlcimleri yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizi ise Statistical Package For Social
Sciences (SPSS) 11.0 paket programinda gerceklestirilmistir. istatistiksel degerlendirme
tekrarlayan olcimler ANOVA analizi ile yapilmistir. Gruplar arasi farkliliklar ve farkliliklarin

kaynagi Scheffe, LSD ve Bonferroni posthoc testleriyle de dogrulanmistir.

4. Bulgular
4.1. Migrasyon deneylerinin sonuclari

Hucre kalturi ortaminda deneysel nekrotizan enterokolit modeli olusturmak amaciyla
hicreler lipopolisakkarit veya sitokin karigimlariyla muamele edilmis, daha 6nce bagka
calismalarla da gosterilmis olan hicre restitlisyonu Uzerine ters etkilerini [28,36] gdstermek
amaclyla siyrik migrasyon analizi yontemi kullaniimig, konfluente yakin cogaltiimis IEC-6
hicrelerinin olusturulmus yaray! tamir edebilme kapasiteleri 0,2,4,6,8,12 ve 24. saatte
fotograflanip defektif alan olcimui yapilarak degerlendirilmistir. Ardindan resveratroliin
nekrotizan enterokolitten korunmada olas! etkilerinden birinin bozulmus olan restitisyon
fonksiyonunu diizeltmek oldugu hipotezi kurularak resveratroliin deney modelindeki etkileri
gozlemlenmistir. On calisma olarak ¢oziicii olarak DMSO ya da etanol kullanilarak etkileri

kontrol grubuyla karsilastiriimistir.
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Kontrol

Etanol

LPS

. RV1+LPS

-~ sitomiks

RV1+sitomiks

Sekil 1 Yara kapanma izleminde gruplar arasi farkhhgi goésteren drnek fotograflar

Deney sonuglari agagidaki gibidir.

Saat Kontrol DMSO Etanol dRV 1+LPS eRV 1+LPS

2 7,752 9,63 8,87 11,76 12,72

6 26,99 29,91 32 32,56 34,70

10 43,97 44,21 47,34 52,72 48,07

24 87,48 78,56 85,01 81,76 86,96

p* 0,307 0,607 0,685 1,000

Tablo 1 “ Kontrol”, “yalniz DMSO”, “yalniz etanol”, “DMSO ig¢inde ¢dzilmis 1 pM/L resveratrol+LPS”, “etanol
icinde ¢ozulmis 1 puM/L resveratrol+LPS” gruplari i¢cin yara kapanma ylizdeleri ortalamalari (RV=resveratrol, dRV
DMSO ile ¢ozulmis, eRV etanolle ¢ozulmis) (tabloda kontrol grubuyla karsilagtirmali LSD posthoc analizi p
degerleri verilmistir)



Gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamh fark gosterilememekle birlikte etanol iceren
gruplarin  kontrole daha yakin degerler gdstermesi sebebiyle ilerleyen deneylerde
resveratrolin etanol icinde ¢dzllmesi kararlastiriimistir. Bu noktadan sonraki tum deneylerde

resveratrol icin ¢c6zicl olarak etanol kullanildigi icin ayri olarak belirtiimemistir.

Saat Kontrol Etanol RV 0.1 RV 0.5 RV 1 RV 5 RV 10
0 0 0 0 0 0 0 0

2 7,75 8,87 12,23 9,023 13,81 8,7867 5,08
4 18,16 20,93 21,48 15,24 27,34 17,4 17,00
6 26,99 32 31,88 24,56 36,17 27,39 27,35
8 32,83 37,44 51,14 28,52 48,82 32,70 31,44
10 43,97 47,34 46,55 36,21 54,80 38,98 41,09
12 53,80 56,59 50,64 41,47 62,61 54,61 54,74
24 87,48 85 72,68 75,68 86,90 81,49 80,55
p* 0,607 0,659 0,302 0,135 0,802 0,659

Tablo 2 “Kontrol”, “¢cdziici” ve “yalnizca resveratrol” (0.1, 0.5, 1, 5, 10 pM/L dozlarinda) gruplari icin yara
kapanma yuzdeleri ortalamalari (RV=resveratrol) (tabloda kontrol grubuyla karsilastirmali LSD posthoc analizi p
degerleri verilmigstir)

Kontrol grubuyla, etanolli ¢oziici grubu ve degisik dozlarda resveratrol dozlari gruplari
arasinda istatistiksel anlaml fark saptanmamis, bdylece resveratroliin, deneylerde kullanilan
her bir dozda, tek basina IEC-6 hicrelerinin migrasyon fonksiyonu lzerine pozitif veyahut

negatif yonde herhangi etkisi olmadigi gosterilmistir.
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Saat Kontrol LPS RV 0.1+LPS RV 0.5+LPS RV 1+LPS RV 5+LPS RV 10+LPS

0 0 0 0 0 0 0 0

2 7,75 5,46 9,318 7,68 12,72 9,45 3,16
4 18,16 14,9 13,15 19,40 22 17,48 10,64
6 26,99 20,11 18,02 28,23 34,70 26,55 19,55
8 32,83 23,50 21,93 36,88 41,71 32,90 28,55
10 43,97 28,81 24,65 49,96 48,07 43,13 36,46
12 53,81 31,64 28,92 57,26 58,84 52,64 41,30
24 87,48 53,64 41,06 84,21 86,96 75,90 58,29
p* 0,005 0,001 0,693 0,265 0,685 0,030
p2* 0,05 0,513 0,003 0,000 0,018 0,534

Tablo 3 “kontrol”, “yalnizca LPS” ve “resveratrol+LPS” (0.1, 0.5, 1, 5, 10 uM/L dozlarinda) gruplari i¢in yara
kapanma yizdeleri ortalamalari; (RV=resveratrol) (tabloda kontrol grubuyla karsilastirmal LSD posthoc analizi
icin p degerleri ve LPS grubuyla karsilastirmali icin p2 degerleri verilmistir)

Kontrol grubuyla LPS grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptanmistir. LPS, IEC-
6 hicrelerinin migrasyon fonksiyonunu belirgin bozmustur. Bununla birlikte LPS 6ncesinde
resveratrol 0,5/1/5 uM/L dozlarinda uygulanildiginda LPS’nin migrasyonu bozucu etkisini
engellemis, bu gruplarla LPS grubu arasinda fark saptanirken kontrol grubu arasinda fark
saptanmamistir. Resveratrol 0,1/10 pM/L dozlarinda uygulandiginda ise benzer cevap
g6zlenmemis; bu gruplarla kontrol grubu arasinda fark saptanirken; LPS grubuyla fark

saptanmamigtir.

LPS gruplariyla yapilan deneylerde resveratrol 0,1/0,5/1/5/10 uM/L dozlarinda uygulanmisg,
doz cevabina gore etkin doz araligi 0,5-5 UM/L olarak belirlenerek sitomiks gruplarinda

0,5/1/5 uM/L dozlarinda uygulaniimistir.
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Saat Kontrol Cyto RV 0.5+sitomiks RV l+sitomiks RV  5+sitomiks

0 0 0 0 0 0

2 7,75 5,41 8,52 11,14 8,72
4 18,16 10,57 17,46 19,37 22,28
6 26,99 13,47 27,29 29,68 29,52
8 32,83 18,57 35,48 37,76 37,31
10 43,97 21,18 40,36 48,00 47,59
12 53,81 25,69 55,32 54,94 55,95
24 87,48 35,18 85,49 81,76 77,61
p* 0,000 0,972 0,709 0,798
p2* 0,000 0,000 0,000 0,000

Tablo 4 “Kontrol”, “yalnizca sitomiks”, ve “resveratrol+sitomiks” (0.5, 1, 5 puM/L dozlarinda) gruplar igin yara
kapanma yuzdeleri ortalamalari (RV=resveratrol) (tabloda kontrol grubuyla kargilastirmali LSD posthoc analizi p
degerleri ve sitomiks grubuyla kargilastirmali p2 degerleri verilmigtir)

Kontrol grubuyla sitomiks grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli fark saptanmistir.
Sitomiks, LPS’den daha belirgin bir sekilde IEC-6 hucrelerinin migrasyon fonksiyonunu
belirgin bozmustur. Bununla birlikte resveratrol 0,5/1/5 uM/L dozlarinda uygulanildiginda
sitomiksin migrasyonu bozucu etkisini engellemis, bu gruplarla sitomiks grubu arasinda fark

saptanirken kontrol grubu arasinda fark saptanmamigtir.

Etkinin kacginci saatte ortaya ciktiginin belirlenmesi amaciyla gruplar arasi degisiklikler toplu
degerlendirmenin yani sira saatlere gore de degerlendirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel

acidan anlamli farkin kacinci saatte belirginlestigi ortaya konulmustur.
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—u— %EtOH
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—e— RV0O.5+LPS
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Sekil 2 LPS gruplari i¢in yara kapanma yuzdelerinin zamana goére degisimi
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Sekil 3 Sitomiks gruplari icin yara kapanma ytzdelerinin zamana gore degisimi

LPS ve sitomiks gruplari icin, 6. saate kadar, 12. saate kadar ve 24. saate kadar meydana

gelen degisimlerin karsilastirmali istatistiksel analizi asagidadir:

Saat Kontrol  LPS RV 0.1+LPS RV 0.5+LPS RV 1+LPS RV5+LPS RV 10+L PS
6 p* 0,241 0,271 0,829 0,125 0,929 0,088
p2* 0,241 0,996 0,189 0,010 0,248 0,526
12 p* 0,031 0,021 0,567 0,194 0,960 0,122
p2* 0,031 0,761 0,011 0,001 0,045 0,582
24 p* 0,005 0,001 0,693 0,265 0,685 0,030
p2* 0,05 0,513 0,003 0,000 0,018 0,534

Tablo 5 LPS gruplan igin, 6. saate kadar, 12. saate kadar ve 24. saate kadar meydana gelen degisimlerin
karsilagtirmali istatistiksel analizi (tabloda kontrol grubuyla karsilastirmali LSD posthoc analizi p degerleri ve
sitomiks grubuyla karsilagtirmali p2 degerleri verilmistir)
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Saat Kontrol cyto RV 0.5+cyto RV l+cyto RV 5+cyto

6 p* 0,030 0,971 0,476 0,457
p2* 0,030 0,028 0,006 0,006
12 p* 0,003 0,973 0,523 0,512
p2* 0,003 0,003 0,003 0,001
24 p* 0,000 0,972 0,709 0,798
p2* 0,000 0,000 0,000 0,000

Tablo 6 Sitomiks gruplari igin, 6. saate kadar, 12. saate kadar ve 24. saate kadar meydana gelen degisimlerin
karsilagtirmali istatistiksel analizi (tabloda kontrol grubuyla karsilastirmali LSD posthoc analizi p degerleri ve
sitomiks grubuyla karsilagtirmali p2 degerleri verilmistir)

Bu sonuglar degerlendirildiginde LPS deneylerinde belirgin farkin ancak 12. saatte ortaya

¢cikmasi sebebiyle analiz icin protein toplanma saati olarak 12. saat belirlenmistir.

4.2. Protein Miktarlari

Migrasyon deneylerinde olusturulan gruplar ayni kosullar altinda olusturularak protein
homojenizasyonu yapilimig, Western Blot analizi ile enzim dizeylerini arastirmak amaciyla
oncelikle 6rneklerdeki protein miktar1 protein homojenizasyonu sonrasi Lowry analizi ile

ortaya konulmustur.

Ornekler 6ncelikle 1:1 sulandiriimig, elde edilen degerlerin standart érnek arali§ginin disinda
kalmasi Uzerine sulandirma artirilarak sirasiyla 1:2, 1:3, 1:4 oraninda sulandirilarak dl¢ctimler
tekrarlanmigtir. Standart araligi dahilinde Ol¢ciim degerlerine 1:4 oraninda sulandirilarak
ulasildigi gorulerek olcumlere 1:4 oraninda sulandirilarak devam edilmistir. Elde edilen

veriler asagidaki gibidir.
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Analiz 1:

0250 BSA Olgim 1 Olgiim 2 Ortalama
0200 (mg/ml=pg/ul) Absorbans
n 0,150 / 0,0 0,062 0,062 0,062
01 008 0081 0,081
o 00 o sfomnmims‘;mlmim”‘iﬁ 08 ' 0,2 0,093 0,09 0,092
0,4 0,129 0,13 0,130
0,6 0,159 0,159 0,159
0,8 0,194 0,187 0,191
1,0 0,192 0,202 0,197
N i Ortalama Protein Sulandirma 40 pg orn
Olgam 1 Olgtim 2 Absorbans (mg/ml=pg/pl) (x5) yukleme igin pl
K1 0,173 0,179 0,176 0,757 3,787 10,56
K2 0,163 0,171 0,167 0,696 3,479 11,50
El 0,168 0,171 0,170 0,713 3,564 11,22
R0O5-1 0,164 0,162 0,163 0,668 3,342 11,97
R1-1 0,183 0,177 0,180 0,785 3,923 10,20
R5-1 0,183 0,186 0,185 0,815 4,077 9,81
L1 0,201 0,189 0,195 0,887 4,436 9,02
RO5L-1 0,152 0,143 0,148 0,562 2,812 14,22
R1L-1 0,156 0,162 0,159 0,641 3,205 12,48
R5L-1 0,189 0,192 0,191 0,856 4,282 9,34

Tablo 7: “Kontrol”, “Etanol”, “Yalniz resveratrol’, “Yalniz LPS”, “Resveratrol+LPS” gruplarindan ornekler i¢in Lowry analiz
sonuglari
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Analiz 2:

0250 BSA Olgim 1 Olglim 2 Ortalama
oan (mg/ml=pg/ul) Absorbans
o 0,0 0,062 0,062 0,062
01 0084 0,085 0,085

U e e e e 02 0100 0,102 0,101

0,4 0,139 0,137 0,138
0,6 0,174 0,175 0,175
0,8 0,190 0,195 0,193
1,0 0,229 0,223 0,226
i i Ortalama Protein Sulandirma 40 pg orn
Olgim 1 Olgtim 2 Absorbans (mg/ml=pg/pl) (x5) yukleme igin pl
K3 0,211 0,198 0,205 0,840 4,200 9,52
E2 0,210 0,209 0,210 0,871 4,354 9,19
L2 0,207 0,196 0,202 0,822 4,108 9,74
L3 0,243 0,241 0,242 1,070 5,351 7,48
RO5-2 0,189 0,196 0,193 0,766 3,832 10,44
R1-2 0,205 0,197 0,201 0,819 4,093 9,77
R5-2 0,223 0,225 0,224 0,960 4,799 8,34
RO5L-2 0,223 0,211 0,217 0,917 4,584 8,73
R1L-2 0,222 0,213 0,218 0,920 4,599 8,70
R5L-2 0,197 0,195 0,196 0,788 3,939 10,15

Tablo 8: “Kontrol”, “Etanol”, “Yalniz resveratrol”, “Yalniz LPS”, “Resveratrol+LPS” gruplarindan ornekler i¢cin Lowry analiz
sonuglari
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Analiz 3:

0250 BSA Olgim 1 Olglim 2 Ortalama
0200 (mg/ml=pg/ul) Absorbans

o , 0,061 0,061 0,061

0.1 0083 0,078 0,081

| " 5 E»‘::temmikrug‘r:mlmikrolitroe6 " v 012 0'103 0’102 0’103

0,4 0,137 0,139 0,138

0,6 0,175 0,173 0,174

0,8 0,203 0,196 0,200

1,0 0,229 0,229 0,229

Aleim 1 Oleiim 2 AObrtaIE\ma Protein Sulandirma 40 pg 6rn
& ¢ sorbans (mg/ml=pg/pl) (x5) yukleme igin pl

K4 0,185 0,186 0,186 0,708 3,540 11,30
L4 0,267 0,132 0,200 0,791 3,954 10,12
RO5L-3 0,182 0,194 0,200 0,791 3,954 10,12
R1L-3 0,207 0,195 0,188 0,723 3,614 11,07
R5L-3 0,185 0,126 0,201 0,800 3,999 10,00

Tablo 9: “Kontrol”, “Yalniz LPS”, “Resveratrol+LPS” gruplarindan drnekler igcin Lowry analiz sonuglari
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Analiz 4:

naso BSA Olgim 1 Olgiim 2 Ortalama
e (mg/ml=pg/ul) Absorbans
g 0,0 0,083 0,078 0,083
- | | | | 0,1 0,103 0,102 0,103
‘ ‘ p;'otein mikrogl"amlmikrolitre‘ ‘ ‘ 0,2 O , 137 0, 139 0, 137
0,4 0,175 0,173 0,175
0,6 0,203 0,196 0,203
0,8 0,229 0,229 0,229
1,0 0,083 0,078 0,083
Bleim 1 Oleiim 2 AObrtaIgma Protein Sulandirma 40 pg 6rn
& & sorhans — (img/mi=pg/pl) (X5) yiikleme igin pl
K5 0,163 0,164 0,164 0,578 2,890 13,84
S1 0,206 0,193 0,200 0,791 3,954 10,12
R05S-1 0,180 0,176 0,178 0,664 3,319 12,05
R1S-1 0,183 0,178 0,181 0,679 3,393 11,79
R5S-1 0,183 0,170 0,177 0,655 3,274 12,22

Tablo 10: “Kontrol”, “Yalniz sitomiks”, “Resveratrol+sitomiks” gruplarindan drnekler igin Lowry analiz sonuclari
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Analiz 5:

0250 BSA Olgim 1 Olglim 2 Ortalama
0200 (mg/ml=pg/ul) Absorbans
: 0,150 0,0 0,062 0,062 0,062
01 0081 0,082 0,082
I 0w wow 0,2 0,09 0,099 0,098
0,4 0,132 0,137 0,135
0,6 0,165 0,157 0,161
0,8 0,191 0,192 0,192
1,0 0,226 0,216 0,221
N T Ortalama Protein Sulandirma 40 pg orn
Oletim 1 Oletim 2 Absorbans (i q/mi=g/p) (x5)  yikleme igin
K5 0,156 0,160 0,158 0,585 2,924 13,68
L4 0,181 0,170 0,176 0,695 3,477 11,50
RO5L-3 0,177 0,175 0,176 0,699 3,493 11,45
R1L-3 0,195 0,184 0,190 0,784 3,920 10,20
R5L-3 0,204 0,192 0,198 0,838 4,189 9,55
S2 0,165 0,185 0,175 0,692 3,462 11,56
S3 0,175 0,177 0,176 0,699 3,493 11,45
R0O5S-2 0,166 0,157 0,162 0,607 3,035 13,18
R0O5S-3 0,178 0,188 0,183 0,743 3,715 10,77
R1S-2 0,172 0,160 0,166 0,635 3,177 12,59
R1S-3 0,202 0,179 0,191 0,790 3,952 10,12
R5S-2 0,172 0,166 0,169 0,654 3,272 12,23
R5S-3 0,171 0,166 0,169 0,651 3,256 12,29

Tablo 11: “Kontrol”, “Yalniz sitomiks”, “Yalniz LPS”, “Resveratrol+LPS”, “Resveratrol+sitomiks” gruplarindan érnekler igin Lowry
analiz sonuclar
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4.3. Western Blot Analiz Sonuclari

Migrasyon deneylerinde olusturulan gruplarin ayni kosullar altinda olusturularak protein
homojenizasyonu yapilmasinin ve Lowry analizi ile drneklerdeki protein miktarlarinin
Olcilmesinin ardindan, orneklerdeki protein miktarlarina uygun yiklemeler yapilarak jel
elektroforezi ile western blot analizi yapiimis, olusan bantlar karsilastirmali degerlendirilerek
kontrol gruplari, LPS ile uyarimis gruplar ve sitomiksle uyarilmis gruplar icin enzim

miktarlarindaki degisimler incelenmistir.

Enzim dizeylerini ortaya koyabilmek icin her bir deneyde her bir gruba iki kez elektroforez
yapilmisg, ilk elektroforez islemiyle molekuler agirhigr 130 kDa olan iNOS ve 69 kDa olan
COX-2 proteinleri ile bunlari érnekler arasinda karsilikli degerlendirebilmek icin [3-aktin
(Molekiil agirh@i: 42 kDa) proteinlerinin analizi yapiimistir. ikinci elektroforez isleminde ise
fosforile FAK (Molekdl agirhgi: 125 kDa) ardindan kazima yapildiktan sonra total FAK ve yine
gruplar arasinda karsilhikh degerlendirmeyi saglayabilmek amaciyla R-aktin analizleri

yapilmistir.

Oncelikle, resveratroliin herhangi uyari olmaksizin hiicrede meydana getirebilecegi
degisiklikleri ortaya koyabilmek amaciyla yalnizca resvertarol ile muamele edilmis drneklere

western blot analizi yapilmigtir.
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iNO'S bantlan

Kontrol RV0.5 RV RVS

COX bantlan

Kontrol RV0.5 RV1 RVS

R-aktin bantlan

---- — — — —

Kontrol RV0.5 RV1 RVS

Sekil 3: “Kontrol”, “0.5 puM/L resveratrol”, “1 uM/L resveratrol”, “5 pM/L resveratrol” gruplarn igin 6rnek western blot
goruntuleri

Sekil 3'de “kontrol”, “0,5 puM/L resveratrol”’, “1 uM/L resveratrol’, “5 puM/L resveratrol”
gruplarinda yapilan analizde, 130 kDa hizasinda belirginlesen INOS bantlari, 69 kDa
hizasinda belirginlesen COX bantlari, 42 kDa hizasinda belirginlesen [-aktin bantlari, 125
kDa hizasinda belirginlesen pFAK ve FAK bantlar gorilmektedir. Migrasyon deneylerinde
fonksiyonel etkisi gosterilmis olan 0,5/1/5 pM/L dozlarinda resveratrol ile islem goérmus
hicrelerde R-aktin ile karsilastirmali incelenen iINOS ve COX-2 dizeylerinde kontrol
gruplarina kiyasla belirgin farkllik gézlenmemistir. Ardindan deney pFAK ve FAK dlzeyleri
icin de tekrarlanmis ve gruplar arasinda belirgin fark gézlenmemis, bant profilleri her doért

grup icin de benzer dzellikler gdstermistir.

Ardindan ayni resveratrol dozlari ile muamelenin ardindan hicreler LPS ile uyariimis ve

enzim dizeyleri karsgilastirmall incelenmisgtir.
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iNOS bantlan

RVD.5+LPS RV1+LPS RV5+LPS
COX bantlari

--..dU o

LPS RV0.5+LPS RV1+LPS RV5+LPS

RV0.5+LPS RV1+LPS RVG+LPS

R~ m bantlan
FAK bantlan

- e o T T FIE S TEI A W IR M S = T

Kontre! Etang! LPS RVO.5+LPS RV1+LPS RVG+LPS Konirol Etanol LPS RVO5+LPS RV1+LPS RV5+LPS

Sekil 4: “Kontrol”, “¢6zlcu”, “yalnizca LPS”, “0.5 uM/L resveratrol+LPS”, “1 pM/L resveratrol+LPS”, “5 pM/L
resveratrol+LPS” gruplari igcin 8rnek western blot goruntuleri

Sekil 4’de “kontrol”, “etanol”, “0,5 uM/L resveratrol+LPS”, “1 uM/L resveratrol+LPS”, “5 uM/L
resveratrol+LPS” gruplarinda yapilan analizde, 130 kDa hizasinda belirginlesen iNOS
bantlari, 69 kDa hizasinda belirginlesen COX bantlari, 42 kDa hizasinda belirginlesen [3-aktin
bantlari, 125 kDa hizasinda belirginlesen pFAK ve FAK bantlari gortlmektedir. INOS bantlari
kontrol ve etanol gruplarinda benzer sekilde silik olusmus, LPS ile uyarilan hiicrelerde ise
INOS bandinda belirginlesme gb6zlemlenmistir. Resveratroli takiben LPS uygulanan
gruplarda ise INOS bandindaki kalinlasma LPS gruplarina gére daha az belirgin olarak
izlenmistir. Tekrarlayan analizler ile benzer cevap elde edilmis, farkli resvertarol dozlari igin
doz/cevap iliskisi lehine yorumlanabilecek belirgin fark gézlenmemistir. COX bantlari da
INOS bantlarina benzer sekilde kontrol ve etanol gruplarinda daha ince olusmustur. COX
bantlarinda LPS ile uyari sonrasi cok belirgin kalinlasma gozlemlenmistir. Oncesinde
resveratrol uygulanmis gruplarda kontrol gruplarindaki dizeye inmemekle birlikte COX
bantlarinin daha ince olustugu gézlemlenmistir. Benzer cevap her Ug¢ resveratrol dozuyla da
elde edilmistir. FAK bantlari gruplar arasinda belirgin degisiklik gostermemekle birlikte pFAK
bantlari LPS uyarisiyla kalinlasmis, éncesinde resveratrol uygulanmis gruplarda ise kontrol

gruplarina benzer daha ince bantlar olusmustur.
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Ardindan, ayni resveratrol dozlari ile muamelenin ardindan hucreler sitokin karigimi ile

uyarilmis ve enzim dizeyleri karsilastirmall incelenmistir.

iNOS bantlan

RV0.5+cyto  RV1+cyto  RV5+cyto

COX bantlarn
pEAK bantlan
RV0.5+cyto RV1+cyto  RVS+cylo RVO5+cyto  RV1+cyto RV5+cyto
R-aktin bantlan FAK bantlar
D S G — — S G oy w— —
Kantral sitomiks. ~ RV0.5+cyto  RV1i+cyto  RVS+cyto Kantrol, sitomiks. RVO.5+cyto  RV1+cyto  RVS+cyto

Sekil 5: “Kontrol”, “¢dziici”, “yalnizca sitomiks”, “0.5 pM/L resveratrol+sitomiks”, “1 pM/L resveratrol+sitomiks”, “5 uM/L
resveratrol+sitomiks” gruplari icin érnek western blot géruntuleri

Sekil 5'de “kontrol”, “etanol”, “0,5 UMI/L resveratrol+sitomiks”, “1 uM/L resveratrol+sitomiks”,
“5 UM/L resveratrol+sitomiks” gruplarinda yapilan analizde, 130 kDa hizasinda belirginlesen
INOS bantlari, 69 kDa hizasinda belirginlesen COX-2 bantlari, 42 kDa hizasinda
belirginlesen R-aktin  bantlarl, 125 kDa hizasinda belirginlesen pFAK ve FAK bantlari
goOrulmektedir. INOS bantlari kontrol gruplarinda benzer sekilde silik olusmus, sitokin karigimi
ile yapilan uyariyla hafif belirginlesme gézlenmis ancak LPS uyarisiyla meydana gelen kadar
belirgin farklilasma g0zlenmemigtir. Resveratrolii takiben sitokin karigimi  uygulanan
gruplarda da daha ince iINOS bantlarn gozlenmistir. Tekrarlayan analizler ile benzer cevap
elde edilmis, farkli resvertarol dozlari icin doz/cevap iliskisi lehine yorumlanabilecek belirgin
fark gozlenmemigtir. COX-2 bantlari da iINOS bantlarina benzer sekilde kontrol gruplarinda
daha ince olusmus, sitokin karisimi ile uyari sonrasi ¢ok belirgin kalin bantlar elde edilmistir.
Oncesinde resveratrol uygulanmis gruplarda kontrol gruplarindaki diizeye inmemekle birlikte
COX-2 bantlarinin daha ince olustugu goézlemlenmistir. Benzer cevap her U¢ resveratrol
dozuyla da elde edilmistir. FAK bantlari gruplar arasinda belirgin degisiklik gostermemekle

birlikte pFAK bantlari sitomiks uyarisiyla kalinlagsmig, 6ncesinde resveratrol uygulanmig

gruplarda ise kontrol gruplarina benzer daha ince bantlar olusmustur.
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Western blot analizleri degerlendirildiginde hem LPS hem sitokin karisimi ile uyariyi takiben
enterositlerde induklenebilir nitrik oksit sentetaz hem de siklooksijenaz-2 enzim diizeylerinde
artma meydana geldigi, bu hicrelere o6ncesinde resveratrol uygulanmasinin bu artisi

engelleyebildigi sdylenebilir.

Bunun yaninda LPS ya da sitokin karigimi ile uyariyi takiben hiicrelerde total fokal adhezyon
enzim duzeyleri dedismedigi ancak tirozin 397 fosforile FAK dizeylerinin uyariyla arttigi,

Oncesinde resveratrol uygulanmasinin bu artigi engelledigi gézlemlenmistir.
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5. Tartigsma

Nekrotizan enterokolit konusunda bilgi birikimi giderek artmasina ve daha etkin tedavi
stratejileri geligtiriimesine ragmen bunun yaninda yenidogan yodun bakim merkezi
standartlarinin da yukselmesiyle daha disuk agirlikli bebekler yasatilabilmekte, bdylelikle
hastaligin insidansi yiksek kalmaya devam etmektedir. Morbidite ve mortalitesi en iyi
merkezlerde bile olduk¢a yuksek oldugundan ve patogenezi halen tam anlasilamadigindan
bircok merkezde hastalidin fizyopatolojisi, tani ve tedavisine iligkin klinik ve deneysel
calismalar yodun olarak surdirtlmektedir. Bitiin gelismelere ragmen konuyla ilgili net bilgiler
halen oldukca sinirh oldugundan mevcut bilgi birikimine yapilacak her katki prematire

bebeklerin bu fatal hastaliginin anlagiimasinda énemli bir yapitasi olacaktir.

Klinigimizde yuritilen bir hayvan deneyi calismasiyla potent bir antioksidan ve anti-
inflamatuar olarak bilinen resveratroliin nekrotizan enterokolitten koruyucu etkileri olabilecegi
dustnulerek diyetetik suplementasyonunun rat nekrotizan enterokolit modelinde koruyucu

etkisi gosterilmigtir [4].

Bu calismada ise, yolaklarin daha detayli incelenmesi ve resveratrolin nekrotizan
enterokolitten koruyucu etkisi ile bu etkilerin olasi mekanizmalarinin ortaya konulmasi

amaclanmistir.

Olas! etki mekanizmalarini ortaya koymak amaciyla hastalik patogenezinde cok sayida
calisma ile ortaya konulmus iki ana mekanizma olan “artmig inflamasyon cevabl” ve
“bozulmug restitisyon” uzerine odaklaniimis ve deneyler resveratroliin birtakim enzim
yolaklari Uzerine etki ederek olasilikla hem asiri inflamatuar cevabi baskiladigi hem de
bozulmus olan restitiisyonu dizelttigi varsayimi Gzerine sekillendiriimisti. Bu amacla
enterosit hicre koltird ile deneysel nekrotizan enterokolit modeli olusturularak oncelikle
fonksiyonel ¢alisma yapilmig, resveratroliin meydana gelen migrasyonda yavaslama etkisini

engelledigi gosterilmistir. Ardindan migrasyon deneylerinde olusturulan gruplar ayni sartlar

46



altinda olusturularak INOS, COX-2, FAK ve fosfoFAK enzim dizeyleri Uzerine etkileri

incelenmistir.

TUm dinyada, nekrotizan enterokoliti anlamaya yonelik hem klinik hem deneysel calismalar
sirmektedir. Cogunlukla prospektif veya retrospektif hasta gozlemine dayali olan klinik
calismalar hastalik risk faktorleri ve izlemi konusunda 6nemli ipuclarini saglasa da klinik
arastirmalarin etik sorunlari deneysel arastirmalari etyopatogenezi anlamada temel arac

haline getirmektedir.

Hucre kdltird calismalari, hem etik yonden sikintilari ortadan kaldirmakta, hem de
arastirmacinin kosullari daha kontrollti degistirebilmesini ve cesitli degiskenlerin sonuclarini
diger faktorlerin etkisinden daha bagimsiz gérmesini saglamaktadir. Temel dezavantaji ise,
in vitro yapilmalari sebebiyle benzer sonuclarin in vivo ortamda da ayni sekilde
gerceklestiginin varsayimdan 6teye gidememesidir. Bu calismada ise daha énce klinigimizde
ylratilen bir hayvan deneyi calismasiyla rat nekrotizan enterokolit modelinde etkisi
gOsterilmis olan resveratrolin olasi etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi amaclanmistir.
Dolayisiyla in vivo etkisi bilinen bir degiskenin olasi etki mekanizmalarini ortaya koymak
amaciyla yapiimis olan bu calisma i¢in hicre kiltird ¢calismalarinin hem etik sorunlara yol
acmadan cok sayida tekrarlayan deneyler yapmayl, hem de cesitli faktorleri kontrolll
degistirerek olasi enzim yolaklarini ayrigtirmayi saglamasi sebebiyle ideal yontem olacagi

dusunulmastar.

In vitro ortamda meydana getirilmis olmasinin yaninda, tek katman hicre kdltara
calismalarinin bir dijer dezavantaji yalnizca enterositlerden olusmasi ve dolayisiyla hastalik
surecinde 6nemli yerleri oldugu bilinen inflamatuar hucreleri barindirmamasi sebebiyle
nekrotizan enterokolitteki mekanizmalari yeterince taklit edememesidir. Bununla birlikte
literatirdeki kimi yazilarin [39] aksine, ¢alismamizda da IEC-6 hicrelerinin endotoksine

duyarli oldugu ve dolayisiyla baska diger calismalarda 6ne suruldaga gibi [40] nekrotizan
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enterokolit gibi bagirsak inflamasyonu ile giden hastaliklarda yalniz inflamatuar hicrelerin

etkisiyle degil otokrin uyariyla da abartili immun cevabin meydana geldigi dogrulamistir.

Calismada IEC-6 hiicre serisi kullaniimigtir. IEC-6 hicre serisi Rattus norvegicus tirtne ait
normal intestinal bir hicre sersidir. Calismada bu hicreler hem insan intestinal epitel
hiicrelerine fonksiyonel benzerlikleri sebebiyle ¢cogu calismada tercih edilmeleri, hem de
proliferasyon hizlarinin calisma yontemine uygunlugu dolayisiyla tercih edilmistir. Bu
hicreler icin ortalama ikiye katlanma zamani Uretici firma tarafindan ortalama 50 saat olarak
bildirilmig, buna ek olarak 6n caligma yapilarak hicrelerin ikiye katlanma zamani ortalama 35
saat olarak gdzlemlenmistir. Bu nedenle planlanmis olan 24 saat sirecek siyrik migrasyon
analizi calismasinda hicrelerin ¢cogalarak degil, migrasyon yoluyla yarayr onardidi

varsayiminda bulunulabilmistir.

Resveratrol ile enterosit hlicre kultirlyle yapilmis benzer calisma yoktur. Dolayisiyla
¢alismanin yapilandirilmasinda resveratroliin dozu ve 6n tedavi olarak uygulanma siresine

karar verilmesi seklinde iki temel sorunla karsilasiimistir.

Farkli calismalarda farkl etkilerine dair ¢cok genis bir doz arahdi (0.01 pM/L-100 pM/L)
bulunmaktadir. 0.01 pM/L gibi ¢ok dusik dozlar ile bile platelet agregasyonu uzerine
inhibisyona sebep oldugu, 100 pM/L ve Uzeri dozlarda ise proliferasyonu durdurdugu ve
hatta apoptozu indukledigi yoninde calismalar bulunmaktadir [33,34,35,36,41,42].
Nekrotizan enterokolite karsi sitoprotektif, antioksidan ve antienflamatuar etkilerinden
yararlaniimasi planlanan resveratrol bu sebeple calismada disuk dozlarda kullaniimis,
oncelikle 0,1/0,5/1/5/10 pM/L dozlarinda uygulanmisg, doz cevabina gore (sayfa..., sonuglar)
etkin doz araligi 0,5-5 pUM/L olarak belirlenerek western blot deneyleri 0,5/1/5 puM/L

dozlarinda uygulaniimistir.

Hucre kdlturd cahsmalarinda resveratrole maruz kalma sireleri de calismadan calismaya

farklihk gostermektedir. Literatlrde, 2 dakika ila 2 gin gibi genis bir zaman aralidinda
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inkilbasyon sureleri bulunmaktadir [34,35]. Enterositlerle benzer calisma bulunmadigindan,
davranis acisindan benzerlik gostermesi nedeni ile bir epidermal hiicre hattiyla (JB6C141)
yapilmis ve benzer bir mekanizma ile yapilandiriimis (sitokin ile indiikleme) bir calismada da
20 dakika ile etkinligin gosterilmesi [43], birgok monosit-makrofaj gibi enterositlere benzer
hizli hiicresel donglye sahip hicreyle yapilan calismalarda da 15-60 dakikalik 6n tedavi
sirelerinin bulunmasi nedeni iel 6n tedavi slresi olarak 1 saat olarak secilmis, yanit elde
edilemezse slrenin uzatilmasi planlanmistir. Calismada, resveratrol ile 1 saatlik 6n tedavinin

hem LPS hem sitokin karisimiyla yapilan deneylerde etkin oldugu gosterilmistir.

Etki mekanizmalarini ortaya koymak amaciyla, rat enterosit hicreleriyle tek katman hicre
kultiri modelinde o6ncelikle siyrik yara analizi ile hicrelerin migrasyon kapasitelerindeki
degisim incelenmis, ardindan deney ayni kosullarda tekrarlanarak bu hicrelerden protein

homojenizasyonu ile enzim analizi yapiimistir.

Hucre kultirt deneylerinde nekrotizan enterokolite benzer ortami olusturmak ve tetiklenmesi
olas! yolaklari indiklemek amaciyla hipoksi, LPS veya sitokin karisimi ile uyarmak gibi
teknikler kullanilmaktadir. Deney basamaklarindan birinin iINOS dizeyini kontrol etmek
olmasi ve in vitro ortamda hipoksi durumunda NO uretimi icin oksijen miktarinin sinirlayici bir

faktor olmasi sebebiyle hipoksi ile indiiksiyon tercih edilmemistir [37].

Nekrotizan enterokolitin etyopatogenezi ile ilgili olarak bir¢cok ¢alisma ile ortaya net konulmus
mekanizma olasilikla hipoksik sitire¢ sonrasi meydana gelen intestinal mukoza hasarini
takiben bakteriyel translokasyondur. Nekrotizan enterokolit ile bakteriyel invazyon,
dolayisiyla endotoksin arasindaki nedensel iliski hem klinik hem deneysel ¢alismalarla birgcok

kez gosterilmigtir [2,5,13,28]. Ayrica, birgok ¢calisma ile enterositlerin IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-1

gibi proinflamatuar sitokinleri Uretebildikleri ve bu cevabin endotoksin veya IL-1 gibi
inflamatuar uyariyla tetiklenebildigi gosterilmisti. NEK patogenezi ile ilgili olarak abartili
inflamasyon yanitinin ilerleyici hicre hasarinda 6nemli mekanizmalardan biri oldugu

gunimuizde genel kabul géren bir bilgidir [5,6,11,12,13]. Bu sebeple, deneylerin ilk kisminda
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LPS uygulanarak bunun direkt etkisi gdzlenmis, ardindan strecin bir sonraki basamagi olan
sitokin uyariimina yaniti ve resveratroliin bu basamaga etkisini gdézlemlemek amaciyla

hucreler bir sitokin karisimi ile muamele edilmistir.

Hem nekrotizan enterokolit hem de enflamasyon kaskadi ile ilgili diger calismalarda

tanimlanmis birgok sitokin karigimi formuld bulunmaktadir. Bu calismada benzer yolaklar

anlamak amaciyla yapiimis ¢alismalarda etkinligi gosterilmis olan TNF-a, IFN y ve IL-18'dan

olusan bir karigim kullaniimistir [18,37,45]

Hucre kultird calismalarinda migrasyon analizi yapmak igin birgok teknik bulunmaktadir. Bu
tekniklerden bazilari siyrik migrasyon analizi, tek hiicre takibi, faz kontrast mikroskobunda
hicre morfolojisi takibi ve immunfloresan mikroskopi ile migrasyon belirteclerinin ortaya
konulmasidir [38]. Siyrik migrasyon analizi hem yapilan ¢ok sayida calismada glvenle
kullanilabileceginin goésterilmis olmasi, sadece hicrelerin migrasyon kapasitesini degil daha
genel bir bakis saglayarak yara iyilesmesini ortaya koymasi, hem de daha ileri teknoloji
gereksinmeksizin inverte mikroskop ile de rahatlikla uygulanabilmesinden 6tlrl tercih

edilmistir.

Bunun yaninda, iki saatte bir gozlem yapilarak hem yaranin anlk goruntist degil zaman
icerisinde degisimi gbzlenmis, hem de LPS ve sitokin karisiminin etki baslangic ve
belirginlesme zamanlari ortaya konarak western blot analizleri icin dogru zamanlama ortaya

konulmustur.

Restitlisyonun nekrotizan enterokolit gibi bagirsak inflamasyonu ile giden hastaliklarda
mukoza hasari sonrasi iyilesme strecinde ilk basamak olarak dnemi bilinmektedir. Bununla
birlikte lipopolisakkaritin direkt olarak migrasyonu bozarak restitisyon sirecini bozdugu
gOsterilmis, nekrotizan enterokolitte ilerleyici surece restitiisyondaki duraksamanin da
katkida bulunabilecegi 6ne surulmustir [28]. Bununla birlikte cesitli sitokinlerin barsak

restitlisyonunda sureci hizlandirmak yénunde pozitif [21,45], sinirl sayida calisma ile de bazi
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sitokinlerin ve NO gibi kimi mediatorlerin slreci bozarak negatif yonde [17,46] etkileri oldugu
gOsterilmistir. Nekrotizan enterokolit gibi artmis enflamasyon cevabiyla giden hastaliklarda
abartih sitokin uyarisinin restitlisyon Uzerine net etkisi bilinmemekle birlikte olasilikla hem
sitopatik sureci hizlandirmakta hem de restitiisyonu bozarak olusmus endotel hasarinin

iyilesmesini geciktirmektedir.

Migrasyon deneylerinde, daha onceki calismalara benzer sekilde lipopolisakkaritin
migrasyonu bozdugu goralmuostiar.  Sitokin - karisimi  ile de migrasyon Uzerine
lipopolisakkaritten bagimsiz ve hatta daha belirgin olumsuz etki gézlemlenmistir. Oncesinde
resveratrol uygulanmasinin ise hem LPS hem de sitokin karisimi ile meydana gelen
aksamay! blyuk oranda engelledigi gozlemlenmistir. Boylelikle endotoksin ve indiklenen
abartil sitokin cevabinin hiicre migrasyonunu bozarak mukozal hasarin iyilestiriimesi stirecini
bozdugu, resvertaroliin hastaliktan koruyucu etkilerinden birinin endotoksin ve sitokinlerin

etkisiyle bozulmus olan restitiisyonu diizeltmek oldugu gdsterilmigtir.

Fonksiyonel sonuclari gdormek amacli migrasyon deneylerinin ardindan, bu etkinin
temelindeki enzim yolaklarini gérmek amaciyla bazi enzim analizlerinin yapilmasi planlanmis,

bu amacla iINOS, COX, FAK ve fosfoFAK enzim duzeyleri ¢alisiimistir.

Oncelikle INOS ve COX enzim diizeylerinin calisiimasinin sebebi kuvvetli bir antiinflamatuar
oldugu bilinen resveratroliin olasi etkilerinden birinin abartili inflamasyon yanitini baskilamak
oldugunun disunidlmesidir. Daha 6nce Klinigimizde yiratilmis hayvan deneyi ¢alismasinda
da hem Western Blot hem de immunhistokimyasal analizle INOS’un nekrotizan enterokolitle
induklendigi, resveratrol veya anne sitl ile nekrotizan enterokolit gelisiminin engelledigi
deney hayvanlarinda ise INOS duzeylerinin dusik kaldigi go6zlenmistir. Bu calisma ve
literattrdeki cesitli calismalarla INOS enziminin NEK patogenezinde énemli bir yer tuttugu
gosterildiginden [j,s,aa] ve farkli hiicreler ile de olsa resveratroliin antienflamatuvar ve iNOS
Uzerine baskilayicl [o0, pp] etkileri bilindiginden resveratroliin nekrotizan enterokolit

gelisiminden koruyucu etkileri icin olasi mekanizmalardan 6nemli bir tanesinin iINOS enzim
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inhibisyonu oldugu dustunulmistir. Yapilan western blot analizleri ile 6énceki calismalara
benzer sekilde enterositlerde hem LPS hem sitokin uyarisiyla iINOS enzim dizeylerinin arttigi,

Oncesinde resveratrol uygulanmig olmasinin bu artigi engelleyebilidigi g6zlenmistir.

Proinflamatuar sitokinlerin uyarimiyla asirt NO Uretimine sebep olan iINOS enziminin
nekrotizan enterokolitteki yeri yapiimis bircok calisma ile gosterilmistir. Calismamizda
resveratrolin, iNOS enzim dizeyini hem LPS hem sitokin karigsimi uygulanmis gruplarda
kontrol gruplarina yakin degerler cekmesi, hastaliktan koruyucu mekanizmalarindan birini
aciklamanin yaninda; hastalikla iligskisi bu kadar net ortaya konulmus bir enzim diizeyinde

yaptigi degisiklik ile hastaliktan koruyucu olabilecegine dair varsayimimizi giiclendirmektedir.

Nekrotizan enterokolitte induklendigi cesitli calismalarla go6sterilmis bir diger inflamasyon
kaskad! Uyesi COX-2'dir [11,13,14]. Siklooksijenaz, prostoglandin sentezini katalizleyen ana
enzimdir. COX-2 normal fizyolojik kosullarda saptanamayacak dizeylerde olmakla birlikte
proinflamatuar mediatérler, sitokinler, biyime faktorleri ve mitojenler ile indiklenerek
prostoglandin sentezinde abartili artisi sebep olur. Inflamasyon siirecindeki temel roltiniin
yani sira, NEK'li infantlarin intestinal epitel hiicrelerinde COX-2 protein ekspresyonunun
arttigi gosterilmigtir [11]. Enterositler ile yapilmig calisma bulunmamakla birlikte bagka
hicrelerle yapilmis calismalar ile resveratrolin COX-2 Uizerine baskilayici etkilerinin oldugu
gosterilmistir [33,42,47]. Bu bilgiler 1giginda resveratroliin nekrotizan enterokolitten korumada
bir diger etki mekanizmasinin COX-2 inhibisyonu olabilecedi dustnilmustir. Yapilan western
blot analizleri ile enterositlerde hem LPS hem sitokin uyarisiyla COX-2 dizeylerinin arttigt,

oncesinde resveratrol uygulanmis olmasinin bu artisi engelleyebilidigi gézlenmistir.

Dolayisiyla, ¢calismamizda da go6zlemlendigi gibi hem endotoksin hem sitokinlerin uyarisiyla
artmasi nekrotizan enterokolit etyopatogenezindeki temel rolin, resveratrol ile bu artisin

baskilanmasi ise resveratroliin bu enzim Uzerindeki baskilayici etkisini gostermektedir.

52



induklenebilir nitrik oksit sentetaz ve siklooksijenaz deney sonuclariyla resvertaroliin
nekrotizan enterokolitten koruyucu etkilerinden birinin endotoksin ve sitokinlerin etkisiyle
induklenen asiri inflamasyon cevabini baskilamak yoluyla oldugu ve bu etkinin meydana
gelmesinde etkin mekanizmalardan birinin artmig INOS ve COX enzim duzeylerini

baskilamak oldugu gdsterilmigtir.

INOS ve COX2 enzim duzeylerinin analizi ile resveratrolin inflamatuar yolak Uzerine
etkilerinin ortaya konulmasinin ardindan resveratrolin migrasyon Uzerine olasi etki
mekanizmalarindan birinin ortaya konulmasi amaciyla, ayni deney dizenegiyle fokal

adhezyon kinaz dizeyleri analiz edilmistir.

Fokal adhezyon kinaz, hiicrelerin yoénelimli hareketi icin cok énemli bir enzimdir. integrinlerin
birlesmesiyle indiklenir ve migrasyon sirecini dizenler. Fokal temaslar kurmak icin gerekli
olmasinin yaninda, yoklugunda genis ve fazla sayida fokal temaslar olusmasi sebebiyle
motilite durmaktadir [21,24]. FAK'In bu iki yonll etkisi, migrasyonun dinamik bir stire¢ olmasi
ve FAK'In bu sirecte olasilikla baslatici bir protein degil de hiicre uyarilimini saglayan farkli
sinyallere gore fokal temas kurulmasini ya da gerektiginde kurulan temaslarin yikilmasini
saglayan diizenleyici bir protein oldugu seklinde yorumlanabilir. Calismamizda FAK, hem
hicre migrasyonundaki bu temel etkisi hem de daha 6nce yapiimis calismalarda endotoksin

ile etkinliginin degisebildiginin gdsteriimesi sebebiyle kullaniimistir [28,29].

Bunun yaninda, fokal adhezyon kinaz dizeyleri hem total protein hem de fosforile protein
olarak degerlendirilerek degisikligin fosforilasyon diizeyinde yani enzim aktivasyonuyla mi
yoksa protein senteziyle mi ortaya ¢iktiginin ortaya konulmasi planlanmistir. Yapilan western
blot analizleri ile total FAK dizeylerinin uyarlya ragmen sabit kaldigi ancak pFAK
dizeylerinin enterositlerde hem LPS hem sitokin uyarisiyla arttiyi, éncesinde resveratrol

uygulanmis olmasinin bu artis1 engelleyebilidigi gozlenmistir.
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Mekanizmaya olasilikla birgok farkli mediatoriin katkida bulunmasi olasidir. Bununla birlikte
resveratrolin  restitisyonu dizeltmedeki rollerinden birisinin  FAK  molekiillerinin
fosforilasyonunu ve dolayisi ile aktivasyonunu azaltarak modile etmesi yolu ile fazla sayida
fokal temas olusmasini engellemek oldugu gosterilmigtir. Boylece resveratrol, endotoksin ve
sitokinlerin etkisiyle olusan artmis fosforilasyonu engelleyerek hicrelerin  migrasyon

fonksiyonun korunmasina/yerine konmasina katkida bulunmaktadir.
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6. Sonug

Nekrotizan enterokolitin karmasik ve bircok htcre ic¢i yolagi ilgilendiren mekanizmalari
dolayisiyla hem etyopatogenezi halen anlagilamamig, hem de yenidoganlari bu hastaliktan
koruma adina etkin tedaviler gelistirilememistir. Bu calisma, resveratroliin indiklenebilir nitrik
oksit sentaz ve siklooksijenazi baskilamak yoluyla abartili inflamasyon yanitini baskilayarak,
hem de fokal adhezyon kinazdaki artisi baskilayarak restitiisyondaki bozulmayi engelleyerek
nekrotizan enterokolitten korumada etkin olabilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte,
calismada gdsterilmis mekanizmalar disinda bircok enzim yolaginda etkin olmasi olasidir ve

in vivo calismalar ile sonuglarinin desteklenmesi elzemdir.

Mevcut bilgi birikiminin 1siginda ve onlara bir katki olarak ydrttilen bu calismanin sonuclari
destekleyici in vivo calismalar ve mekanizmay! agiklamak icin apoptoz ve proliferasyon

sureci ile iligkili de ek caligsmalar ile gelistiriimesi planlanmaktadir.
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7. Ozet

Bu calismada nekrotizan enterokolitte (NEK) resveratrol ile suplementasyonun intestinal
mukoza hasari ve restitiisyonu Uzerine sonuclarinin ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi
amaclanmistir.

NEK, prematire infantta enteral beslenme ve mikrobiyal antijenler tarafindan aktive olan
barsak kokenli mukozal immun sistemin neden oldugu sistemik inflamatuar yanit ile
karakterize, ince barsak ve kolonun sinirli mukozal harabiyetinden total nekroza kadar
degisebilen bir spektrum icinde iskemisidir. Aktive olan mukozal immun sistem sonucu
proinflamatuar sitokinlerin (TUmor nekroz faktdru-alfa [TNF-a], interlokin 1-beta [IL-18], nitrik
oksit [NOJ], platelet aktive edici faktdr [PAF] vb) ve siklooksijenaz 2 (COX-2), induklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi enzimlerin salinimi artar. Inflamatuar sitokinler hiicre hasari
olusturarak enterosit apopitozuna, bunun neticesinde mukozal bariyer butinligandn
bozulmasina, bakteriyel translokasyona ve sonucgta sepsis gelismesine neden olur. Ayrica
intestinal mukoza hcrelerinin yiksek migrasyon yetenegi, dolayisiyla tetiklenen apoptoz
sonucu olugan ¢iplak sahalarin onarimi bozulmaktadir. Sonug olarak, bu hastalikta intestinal
mukozal bariyer batinligunin korunmasi ve olusan hasarin hizla onarilmasi hastalik
sirecinin kisaltilmasi ve komplikasyonlarinin dnlenmesinde kritik 6nem tasimaktadir [a].
intestinal epitel hiicreleri tizerindeki koruyucu etkilerinin arastirilmig olan resveratrol serbest
radikal giderici ve hiicre siklusunda anahtar enzimler Gzerinde modulatér etki gosteren bir
ajandir. Cesitli calismalarda antioksidan, antiinflamatuar, antimutajenik, vazorelaksan,
antiagregan, kemopreventif ve hepatoprotektif etkilerinin oldugu goésterilmistir [b,c,d].
Klinigimizde ydrutilen hayvan deneyi calismasinda ise resveratroliin deneysel nekrotizan
enterokolit modelinde epitel bitinliglu ve mukozal bariyerin korunmasina yardimci oldugu,
NEK bulgularini morfolojik olarak engelledigi gosterilmis ve villus epitelinde iINOS enzim
dizeyleri ¢alisilarak intraepitelyal INOS ekspresyonunu diizenledigi ortaya konmustur [e].
Onceki calismamizdaki deneysel NEK modeli izerindeki carpici etkisi gbz 6niine alinarak
resveratrolin nekrotizan enterokolitte, hem hiicre hasarini tetikleyen birden fazla enzim
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yolagi, hem de hicre restitlisyonunu saglayan migrasyon Uzerine etkilerinin oldugu hipotezi

kurulmus ve bu calismayla bu etkilerin bir kisminin ortaya konulmasi amaclanmistir.

Resveratroliin hiicre migrasyonu Uzerine etkilerini ortaya koymak amaciyla IEC-6 hicreleri
kultdr ortaminda cogaltildiktan sonra deneysel yara olusturulmus ve sonrasinda hucreler
LPS ve sitokinler ile muamele edilmis, bu muamele daha sonra 6nceden resveratrol ile
muamele edilmis htcrelerle tekrarlanmistir. Hicrelerin migrasyon kapasitesi inverte
mikroskop altinda igaretlenerek alinan fotograflarla degerlendirilmigtir. LPS ve sitokin
karisiminin htcrelerin  restitisyon kapasitesinde azalmaya sebep oldugu, Oncesinde

resveratrol uygulanmasinin bu artisi engelleyebildigi gosterilmigtir.

Resveratroliin etkilerinin belirlenmesi icin hiicreler degisik dozlarda resveratrol ile muamele
edildikten sonra ayni sekilde LPS ve sitokin karisimi ile muamele edilmis ve enzim
ekspresyonundaki degisiklikler degerlendirilmistir. Yapilan deneylerle LPS ve sitokin
uyarisinin enterositlerde induklenebilir nitrik oksit sentetaz, siklooksijenaz-2, fosforile fokal
adhezyon kinaz ekspresyonunu arttirdigi, éncesinde resveratrol uygulanmasinin bu artisi

engelleyebildigi gosterilmistir.

Sonug olarak, resveratroliin indiklenebilir nitrik oksit sentaz ve siklooksijenazi baskilamak
yoluyla abartili inflamasyon yanitini baskilayarak, hem de fokal adhezyon kinazdaki artigi
baskilayarak restitlisyondaki bozulmayi engelleyerek nekrotizan enterokolitten korumada

etkin olabilecegi stylenebilir.
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8. ingilizce Ozet

The aim of this study was to reveal effects of resveratrol suplementation to mucosal injury

and restitution in necrotising enterocolitis (NEC).

NEC is a spectrum of ischemia in bowel wall from focal mucosal injury to total ischemia of
the whole bowel which is caracterized with a systemic inflammatory response initiated with
mucosal immune system and activated by microbial antigens and enteral feeding.

After stimulation of mucosal immune system, an increase in production of proinflammatory
sytokines (Tumour necrosis factor-alfa [TNF-a], interleukinl-beta [IL-18], nitric oxide [NO],
platelet activating factor [PAF]) and some inflammatory enzymes like cyclooxigenase-2
(COX-2) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) happens.

Inflammatory cytokines induce cell injury, enterocyte apoptosis, defect in mucosal integrity
and therefore bacterial translocation and sepsis. They also impair restitution and therefore
healing of mucosal defects. Therefore, supression of inflammatory cytokines and preserving
ability of migration has a critical role for prevention and treatment of this fatal disease.
Resveratrol, is a radical scavenger and a modulator for some fundamental enzymes in cell
cycle. Many studies revealed its antioxidant, antiinflammatory, antimutagenic, vasorelaxant,
antiaggregant, chemopreventive and hepatopreventive features.

In a former animal study held in our clinic, it was shown to be effective in preservation of
mucosal integrity, being able to prevent morphologic changes in NEC and increase in iNOS
expression.

In the light of this study’s findings, it was hypothesized that resveratrol can be effective in
some important pathways which induce cell injury and replacement of restitution.

To reveal effects of resveratrol, IEC-6 culture cells were grown to confluenc, scratch wounds
were constructed, application of lipopolysaccharide was used to constitute an experimental
necrotizing enterocolitis model. To evaluate migration serial images were taken after

application and analysed. LPS and cytokine mixture were found to significantly impair
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migration and resveratrol was found to prevent this impairment. Nitric oxide synthase-
2(INOS) and cyclooxygenase-2(COX-2) levels were assessed to reveal inflammation. iINOS
and COX-2 levels were found to be increased with both LPS and cytokine mixture and levels
near control groups were found with resveratrol pretreatment.

In conclusion, resveratrol, being known for the antioxidant and vaso-relaxant features, was
found to suppress excessive inflammatory response and help preservation of mucosal

integrity in necrotizing enterocolitis by conservation of epithelial restitution.
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