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OZET

Zencirci, I. Deneysel Kolit Olusturulmus Sicanlarda Alfa Lipoik Asit’in inos
Gen ifadesi ve Apoptozis Uzerine Etkisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakultesi Genel Cerrahi Anabilim Dal Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2011.
Ulseratif Kolit (UK)’te immiinolojik hiperaktivasyona neden olan bir mukozal
bagisiklik defekti mevcuttur. Bu defekt ¢cevresel ajanlara ve antijenlere karsi baglayan
kontrol dis1 immiin reaksiyonlara neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan kontrol dig1 immiin
yanit da lenfosit proliferasyonu, sitokinlerin salinimi, diger hiicre birikimleri, asir1
nétrofil iiretimine neden olur ve sonugta hiicre hasar gelisir. Calismamizda UK
olusturulmus siganlarda Alfa Lipoik Asit (ALA) tedavisinin etkinligini gostermeyi
amacladik. Bu deneysel calismada toplam 30 adet Spraque Dawley cinsi sigan
kullanildi. Her deney grubunda 10 adet sigcan olacak sekilde toplam 3 grup
olusturuldu. Grup 1: kontrol, Grup 2: sham grubunda herhangi bir tedavi
uygulanmadan kolit olusturulup 4 hafta boyunca izlendi. Grup 3: UK olusturulduktan
sonra 4 hafta boyunca alfa lipoik asid 100mg/kg’dan intraperitoneal (ip) uygulandi.
Deney sonunda tiim gruplardaki siganlarin kolonlar1 cerrahi olarak ¢ikarildi. TUNEL
yontemiyle apoptozis ve Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS) diizeyi belirlendi. Ayrica
immunohistokimyasal olarak p53 ve NF-kB incelendi. UK olusturulmus sicanlarda
apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu gozlendi. p53 ve NF-kB gen ifadesinin arttig
belirlendi. ALA ile tedaviden sonra apoptotik hiicre sayisinda belirgin azalma oldugu
ve p53 ve NF-kB gen ifadesinde azalma oldugu goriildi. ALA’in iNOS gen ifadesi
lizerine etkisinde ise istatiksel olarak anlamli bir sonug tespit edemedik. UK’in
tedavisinde, antioksidan ajan kullaniminin kolon fonksiyonlarinin korunmasinda
etkili oldugunu ve tedavide yer almasi gerektigini bircok acidan gosterdik. Bu

nedenle, bulgularimiz ileride yapilacak ¢aligsmalara yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: UK, TUNEL, imminohistokimyasal, p53, NF-kB, iNOS,
Real-Time PCR, apoptozis, ALA.
Destekleyen Kurum: T.1.C.A.M.
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ABSTRACT

Zencirci, I. The Effect of Alpha Lipoic Acid on iNOS Expression and Apotosis
in Experimental Colitis Rats. Eskisehir Osmangazi University Medicine Faculty
Department of Surgery Medical Specialty Thesis, Eskisehir, 2011. UC has a
mucosal immune defect causing immunologic system hiperactivation. This defect
leads to start out of control immune system reaction against environmental agents
and antigens. Emerging out of control immune response leads to lymphocyte
proliferation, cytokine release, accumulation of other cells, excessive neutrophil
production and develops ultimately cell injury. In our study, we aimed to shown that
ALA treatment affects on UC. Total 30 Sprague Dawley rats were used in these
experiments. There were 3 study groups, with 10 rats in each group. Group 1:
control; Group 2: sham, Induced Colitis were followed for 4 weeks without treatment
Group 3: intraperitoneal (ip) 100 mg/kg alpha lipoic acid treated for 4 weeks after
Induced Colitis; After completion of experiments, colon of all rats from all groups
were removed surgically. Apoptosis was determined by TUNEL method and iNOS
levels were determined by real Time PCR. Also p53 and NF-kB by
immunohistochemistry were analyzed. In this study, we analized that apoptotic cells
increase in rat induiced colitis also expressions of p53 and NF-kB increased. On the
other hand; apoptotic cells, expressions of p53 and NF-kB reduced after ALA
treatment. The effect of ALA on iNOS expression was not found statistically
significant. in this study, use of anti-oxidant agents is effective in prevention of
colon functions in the treatment of UC showed in many aspects and they should be
included in treatment. May be this effect more clearly could show with study will be

at future.

Key Words: UK, TUNEL, immunohistokimyasal, p53, NF-kB, iNOS,
Real- Time PCR, apoptozis, ALA.
Supporter Institution: T.I.C.A.M.
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1.GIRIS

Ulseratif kolit (UK); klinik olarak kanli mukuslu ishalle seyreden, lokal ve
sistemik komplikasyonlar1 bulunan, spontan iyilesme ve siddetlenmeler gosteren,
kolon ve rektum mukozasmin {lserli nonspesifik inflamatuvar hastaligidir(1).
Hastaligin etiyolojisinde genetik, ¢evresel ve konakg¢r immiin cevap gibi faktorlerin
onemli rol oynadigi diistiniilmektedir(1,2).

Son dénemde yapilan ¢alismalar UK’de immiinolojik hiperaktivasyona neden
olan mukozal bagisiklik defekti {izerine odaklanmaktadir. Bu defekt ¢cevresel ajanlara
ve antijenlere karsi baslayan kontrol disi immiin reaksiyonlara neden
olmaktadir(1,2). Ortaya ¢ikan kontrol disi immiin yanit lenfosit proliferasyonu,
sitokinlerin salinimi, diger hiicre birikimleri, asir1 notrofil {iretimine neden olur ve
sonucta hiicre hasar1 gelisir. Immiin sistem aktivasyonu sonucu proinflamatuvar ve
antiinlamatuvar sitokinler arasindaki denge bozulur ve IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-¥
ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerde artma, IL-4 gibi antiinlamatuvar
sitokinlerde azalma meydana gelir(3,4).

Nikleer faktor kappa-B (NF-xB) nikleer transkripsiyon faktori olup
imminite ve inflamasyon ile iliskili gok sayida gen transkripsiyonunun regiile
edilmesinde kritik rol oynamaktadir(5). Bu proinflamatuar genler interlokinleri,
kemokinleri, adezyon molekdllerini, reseptorleri ve enzimleri icermektedir(5,6).
NF-kB’nin direk veya indirek yoldan bazi iltihabi sitokinlerin Gretimini etkileyerek
UK hastaligmin patogenezinde rol oynayabilecegi de belirtilmistir(7). UK
hastaliginda NF-kB’nin aktive oldugu ve IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF gibi
proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini artirdigi bildirilmektedir(4-7).

Artmis inflamatuvar yanita bagl olarak ortamda biriken sitokinler ve serbest
oksijen radikalleri hiicreye ve genomuna zarar vermeye basladiginda bekgi gen
olarak da bilinen p53 geni devreye girer. Hucre icerisinde biriken p53 proteini hicre
siklusunu G1 fazinda tutarak S fazina gegmesini engeller. Boylelikle DNA onarimi
gerceklestirilir ve hiicre siklusu tamamlanir. Onarim yapilamazsa hiicre apoptozise
gider(8). Yoshida ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir c¢alismada da inflamatuvar
aktivitenin arttigi kolon mukozasinda p53 aktivitesinin de arttigini bulmuslar ve

bunun inflamatuvar strese karsi koruyucu oldugunu diisiinmiislerdir(9). p53 hiicre



siklusunu durduramazsa kanserlesme goriiliir. UK kolonda kanser gelisimini arttiran
bir risk faktorudur(10).

Apoptozis ile organizmada hasar gérmiis veya tehlike potansiyeli olan
hiicreler, ¢evreye zarar vermeksizin ortadan kaldirilir(11,12). Serbest oksijen
radikallerinin (SOR) orta derecede artis1 birgok farkli hiicrede apoptozise neden
olur(13). UK’de bozulmus immiin yanita bagl gelisen patolojik progesde apoptozisin
aktif hiicre hasar1 ve Oliimiinde Onemli roliiniin oldugu c¢alismalarla ortaya
konmustur(14,15).

IL-1, TNF ve IFN-y intestinal epitel hlicresinden, makrofajdan ve ortamdaki
diger hiicrelerden Nitrik Oksit (NO) salinmasini artirir ve bdylece ortamdaki serbest
oksijen radikalleri artar(4,16-18). Giiniimiizde yapilan galismalar, serbest oksijen
radikalleri iizerine yogunlasmustir. Artmig inflamatuvar yanita bagli olarak doku
hasarin1 baslatan en Onemli faktor, serbest oksijen radikalleridir(SOR)(16-18).
Aerobik canlilar, metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese maruz
kalirlar. Dokularin tiikettigi oksijenin biiylik bir kismi (%95) aerobik metabolizma
icin kullanilirken, %5'inin SOR'e ¢evrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden iiretilen
en 6nemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H205),
hidroksil radikali (OH"), peroksinitrit anyonu (ONOQO") vardir(18). Bu radikaller
membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu,
takiben  apoptozis ve nekrozla sonuclanan  hiicre  6limine neden
olmaktadirlar(16,18). Alfa Lipoik Asit (ALA) ise bu radikallerden dolay1 ortaya
cikan etkilere karsi hiicreyi korumaktadir. Biz de g¢alismamizda kolon epitelindeki
hasarin asil sorumlusu olan proinflamatuvar ve antiinlamatuvar sitokinler arasindaki
dengenin bozulmasiyla ortaya cikan serbest oksijen radikalleri (SOR) uzerine
antioksidan bir ajan olan ALA’nin etkisini géstermeyi amagladik.

Calismamizda; kontrol, sham ve UK+ALA grublarinda apoptozis, NF-kB,
p53 ve iNOS aktivitesini inceledik. Deneysel kolit olusturulmus hayvan
modellerinde  NF-kB inhibitéri kullanarak dokulardaki histolojik iyilesmenin
g6zlenmesi ve NO seviyesindeki azalma ile baska antioksidanlarin sitokin {iretimini
baskilamasi1 ve oksidatif hasarin onlemesi ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir(19,20).
Guclh bir antioksidan ajan olan ALA ile degisik doku ve kosullarda oksidatif hasari

azaltma ve apoptozis ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Ancak yapilan literatiir



taramalarinda deneysel olarak kolit olusturulmus ratlarda ALA’nin apoptozis ve
indiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) gen ifadesi iizerine etkisi arastiran
herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu nedenle olusturdugumuz deneysel modelde
UK’in etiyolojisini daha iyi anlamak, dokuyu kanser gelisiminden korumak ve
mevcut olan medikal tedavilere alternatif ve tamamlayici bir tedavi modeli

olusturmak i¢in ALA’1 kullandik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kolon Embriyolojisi

Dordiincii  gestasyonal haftada gelisen primitif bagirsak; 6n bagirsak
(foregut), orta bagirsak (midgut), son bagirsak (hindgut) olmak iizere ilice ayrilir.
Midgutdan, ince bagirsaklar ve transvers kolonun 2/3 proksimal ve 1/3distal
pargasiin birlesim noktasinin proksimalinde kalan kalin bagirsaklar gelisir.
Hindgutdan transvers kolonun son 1/3 kismindan baslayarak aniisiin proksimaline
kadar olan kalin bagirsaklar ve alt lirogenital sistem gelisir.

Altinc1 gestasyonel haftada gelisen midgut abdominal kavite disina ¢ikarken
stiperior mezenterik arter etrafinda saat yoniiniin tersine 270°lik doniisiini
tamamlayarak abdominal kavitedeki son halini alir. Hindgut terminal parcasi ise,
yuzey ektodermiyle dogrudan temas eden ve endodermle doseli bir bosluk olan
kloaka icine dogru uzanir. Endodermle ektodermin birbirine dokundugu bdlge
kloakal membram1 meydana getirir. Urorektal septum kloakayr &nde primitif

urogenital sinus ve arkada da anorektal kanal adi verilen iki pargaya ayirir(21).

2.2.Kolon Anatomisi

Kolon, ileocekal bileskeden baslaylp aniise kadar uzanir. 130-150cm
uzunlugunda 2,5-8,5 cm ¢aptadir. Cekum ile terminal ileum arasinda iliogekal kapak
bulunur. Bu kapak sayesinde kolonik igerigin ileuma gegisi engellenir. Longitudinal
kas lifleri bir araya gelerek tenya omentalis, tenya libera, tenya mesokolika denilen
tic ayr1 bant olusturur(22). Sirkuler kas lifleri ise haustra denilen keselenmeleri
meydana getirir. Pilika semilunaris olarak adlandirilan hilal bigimli yapilarla
haustralar birbirinden ayrilirlar. Appendiks epiploika ise tenyalara tutunan periton
kapl yagli ¢ikintilardir.

Kolon duvar1 igten disa sirasiyla, mukoza, submukoza, sirkiiler kaslar,
longitudinal kaslar ve serozadan olusur(23).

Kolon; ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon,
rektum olmak iizere kisimlara ayrilir. Biiylilk omentum transvers kolonun iist
kenarina tutunur. Cikan kolon, inen kolon, hepatik ve splenik fleksura arka yiizleri
genellikle retroperitonealdir. Cekum, transvers kolon, sigmoid kolon ise
intraperitonealdir(22).



Cekum; kolonun ilk pargasi olup, sag iliak fossada yer alir. Yaklasik 6 cm
uzunlugunda, 7,5 cm capindadir. Arka yiizde psoas major ve muskularis iliakus ile
komsudur. Tenyalar ¢ekum posteromedialinde appendiks vermiformisin yapistigi
yerden baslar. Iliogekal kapagin ileum tarafinda villuslar bulunur(22).

Cikan kolon; ¢ekum ile hepatik fleksura arasindaki 15-20 cm’lik kisimdir.
Karaciger alt komsuluguna uzanir ve sola 6ne donerek transvers kolonu olusturur.
Arkada iliak kaslar, quadratus lumborum kasi ve sag bobrek ile komsudur(22).

Transvers kolon; hepatik fleksuradan baslayarak splenik fleksuraya dogru
transvers sekilde uzanir. Yaklasik 50 cm’dir. Hepatik fleksura duodenum 2. pargasi
ve pankreas basi ile komsudur. Gastrokolik ligaman ile mideye baghdir. Biiyilik
omentuma tamamen yapisiktir. Dalagin hemen infreiorunda splenik fleksurayi
olusturur(22).

Inen kolon; splenik fleksuradan itibaren yaklasik 25 cm’lik kismin1 olusturur.
Sol iliak fossada yerlesir. Sol bobrek dis kenari, psoas major kasi, kuadratus
lumborum kasi ile komsudur(22).

Sigmoid kolon; rektum ile inen kolon arasindaki yaklasik 40 cm’lik kisimdir.
Promontoryumun hemen Oniinde rektosigmoid bileske bulunur. Rektosigmoid
bileske yakininda tenyalar net goriilmez, appendiks epiploikalar kaybolur(22).

Rektum; promontoryumun hemen Oniinde baglar. Sakrum ve koksiksin
egimine uygun olarak asag1 ve arkaya dogru yodnelir. Sakral bolgeyi gecip pelvik
diafragmada aniis ile birlesir. Yaklasik 14 cm uzunlugunda ve 4 cm genisligindedir.
Haustra, appendiks epiploika ve tenya icermez. Ust 2/3’liik kismi periton ile
ortaludar(22).

2.2.1.Kolonun Arteryel Sistemi

Stiperior mezenterik arter (SMA), ¢olyak trunkusun altindan, aortanin
ondnden ayrilir. Cekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonu ileokolik, sag kolik, orta
kolik dallar1 ile besler(22).

Inferior mezenterik arter (IMA), SMA’nin altinda infrarenal aortadan ¢ikarak
inen kolon, sigmoid kolon ve iist rektumu sirasi ile sol kolik, sigmoidal ve stiperior
rektal arter dallari ile besler. IMA siiperior rektal arter olarak devam eder ve internal
iliak arterin medial rektal arter dali ve internal pudental arterin inferior rektal arter

dali ile birleserek anastomoz yapar ve rektumu beslerler(22). Splenik fleksura



hizasinda SMA ve IMA arasinda kollateraller bulunur. leokolik, sag kolik, orta
kolik, sol kolik arterler aralarinda anastomoz olusturarak Drummond’un marjinal
arterini meydana getirirler. Kolonun mezenterik sinir1 boyunca yer alarak kolona
vasa rektalar1 verirler. Boylece mezenterik kenar boyunca devamli kan akimi elde
edilmis olur. IMA’ nin sol kolik dali ile SMA’ nin orta kolik dali arasindaki sabit

olmayan anastomozlar ise Riolan arki olarak adlandirilir(22) (Sekil 1).
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Sekil 2.1. Kolonun Arteryel Sistemi.

2.2.2.Kolonun Venoz Sistemi

Inferior mezenterik ven disinda kolonu drene eden venler arterlerle ayn1 yolu
takip eder. Inferior mezenterik ven inen kolonu, sigmoid kolonu ve proksimal
rektumu drene eder. Trietz ligamanin solunda retroperitoneal olarak ilerler, pankreas
govdesi arkasinda devam eder ve splenik vene katilir. Siiperior mezenterik ven
¢ekumu, ¢ikan kolonu ve transvers kolonu drene ederek splenik venle birlesip portal

veni olusturur(22) (Sekil 2).

2.2.3.Kolonun Lenfatik Drenaji

Kolon submukoza ve muskiiler tabakada yerlesmis lenfatik kanallarla
cevrilidir. Mukozada lenfatik drenaj yoktur. Lenfatik damarlar kolonun arteriyel
dolasimini takip ederler. Lenf nodlar1 bagirsak duvarinda (epikolik), bagirsak
kenarinin i¢ yiizeyi boyunca (parakolik), mezenterik arterler boyunca (intermediate)
ve SMA, IMA g¢ikislar1 civarinda (ana lenf nodlari) yer alirlar (Sekil 3).
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Sekil 2.3. Kolonun Lenfatik Drenaju.

2.2.4.Kolonun Sinirleri

Sempatik sinirler T11-L3’ ten kaynaklanan sempatik ganglionlardan saglanir.
Sempatik sinirler peristaltizmi ve sekresyonlar1 azaltir. iliogekal kapak ve anal
sfinkter tonusunu arttirarak defekasyonu geciktirir.

Parasempatik sinirler ise sag kolon ve transvers kolonun ilk yaris1 i¢in nervus

vagustan splenik fleksura ve inen kolon igin ise S2-S4 pleksusundan koken alir.



Parasempatik sinirler sekresyonlar1 ve peristaltizmi arttirir. Sakral parasempatiklerin

dagilimi hipogastrik pleksusdan gegerek splenik fleksuraya kadar ulasir(22).

2.2.5. Sicanlarda Kolon Anatomisi

Siganlarin  gastrointestinal anatomisi insan anatomisi ile oldukca
benzemektedir. Duodenum anatomisi insandaki anatomiden farklidir. S seklinde
karacigerin viseral yiiziinii takip ederek dnce saga, sonra orta hatta yonelir, transvers
kolon ile arasinda mevcut olan baglant1 kolonun disseksiyonu sirasinda énemlidir.
[leum dogrudan kolona acilir, insanda mevcut olan iliogekal valv yapisini
bulundurmaz. Cekum siganlarda da kolonun en genis kismini olusturur ve 6-9 cm.
uzunluktadir. Daha sonra daralarak insandaki gibi ¢ikan kolon, transvers kolon ve
inen kolon kisimlarimi olusturur. Ortalama uzunlugu 21-24 cm kadardir.
Makroskopik olarak ayirt edilebilen tenya yapisi yoktur. Rektum mukozal oblik
pililerin bagirsak uzun eksenine paralel hale gelmesiyle kolonun diger
segmentlerinden ayirt edilir. Insandan farkli olarak kolonun neredeyse tamami
mobildir ve visseral periton ile ortiiliidiir Bu 6zellikleri ile sigan kolonu anatomik
olarak kolit modeli olusturmak icin, uzun suredir kullanilan yeterli bir modeldir
(Sekil 4).

Sekil 2.4. Sican Kolon Anatomisi (1)ve (2) ¢ikan kolon,(3) mide, (4) duodenum, (5)

cekum ve (6) inen kolon (6).



2.3.Histoloji

Tiim gastrointestinal tlip baz1 ortak histolojik 6zellikler tagir. Duvari igten
disa dort ana tabakadan olusur: mukoza, submukoza, muskularis ve seroza. Tunika
Seroza: Serozal tabaka periton tarafindan olusturulmustur. Ince barsak duodenumun
retroperitoneal kesimi diginda periton ile sarilmigtir. Mezenter, ileal ve jejunal anslar1
karmm arka duvarma asan ve L2 vertebra seviyesinden baslayarak ¢ekum medial
komsuluguna uzanan periton plikasidir. Seroza yapraklar1 arasinda ince barsagin
vaskiiler yapilari, sinirleri, lenfatik kanallar1 ve yag bulunur. Tunika Muskdularis:
Bu tabaka diiz kas liflerinden olusur. Dista longitiidinal ve igte sirkiiler kaslar
bulunur. Longitlidinal kaslar ince barsaklarin relaksasyonunu ve kisalmasini, sirkiiler
kaslar ise ince barsaklarin kontraksiyonunu ve uzamasii saglar. Tunika
Submukoza: Igerisinde damar, lenfatik kanallar, ganglion ve noral pleksuslar
bulunan gevsek bag dokusundan olusur. Tunika Mukoza: icten disa epitelyal
tabaka, lamina propria ve muskuler tabaka olmak {izere {i¢ tabakadan olusur Epitelial
tabaka tek sirali silindirik epitel hiicrelerinden ve goblet hiicrelerinden olusur. Bu
tabaka absorpsiyondan sorumludur.

Lamina propria gevsek bag dokusundan olusmustur. Icerisinde vaskiiler
yapilar, sinirler, Lieberkiihn bezleri ve lenf folikiilleri bulunur. Lenf nodlar
antimezenterik kenarda barsak eksenine paralel konfigurasyonda yerlesmistirler.
Lenf nodlarmin olusturdugu kiimelere payer plaklar1 denir. Muskiiler tabaka dista
longitiidinal ve igte sirkiiler diiz kas liflerinden olusur. Ince barsak mukozas1 kivrimli
yapida olugundan emilim yiizeyi genislemektedir. Bu kivrimlara plika sirkilaris
denir. Jejunal anslarda ileal anslara gore daha biiylik yapida ve daha c¢ok sayida
bulunmaktadir. Plika sirkiilarislerin yilizeyinde milimetrik boyutlarda parmak
seklinde villus adi verilen yapilar bulunur. Villuslar epitelyal tabaka, lamina propria
ve muskuler tabakanin sirkiiler liflerinin liimen i¢ine projeksiyonu ile olusur.
Villuslarin santral kesiminde submukozadaki lenfatik kanallar ile devamlilik
gosteren lenfatik kapiller yapilar bulunur. Ayrica ince barsak mukazasinin epitelial

tabakasindan ltimen icerisine uzanan ince tlyst mikrovilluslar mevcuttur(23).

2.4. Kolon Fizyolojisi
Kolonun baglica fonsiyonlari; kimustan su ve elektrolitlerin emilimi ve fekal

maddenin disar1 atilincaya kadar depolanmasidir. Kolonun proksimal yarisi, temel
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olarak emilim ile distal yarisi ise depolama ile ilgilidir(8). Bu fonksiyonlar igin

siddetli hareketler gerekmediginden kolon hareketleri cok ¢ok yavastir.

2.4.1.Su ve Elektrolit Degisimi

Kolonun major emici fonksiyonu bagirsakta su ve elektrolit dengesini
duzenlemektir. Kolon su ve elektrolitlerin % 90’indan fazlasini emerek enterik
icerigin hacmini azaltir. Gilinde yaklasik 6,5 litre s1v1 ince bagirsaklar tarafindan 1,4
litre s1v1, 200 mEq sodyum ve klor kolon tarafindan emilir. 100ml kadar s1v1 feges ile
disar1 atilir. Kolon giinliik absorbsiyon kapasitesini 5-6 litreye ¢ikarabilir. Eger ince
bagirsaklarin giinliik absorbsiyon kapasitesi 2 litreden az olursa kolonun sivi emme
giicii agildigindan fekal su miktar1 artar ve klinik olarak diare ortaya ¢ikar.

Kolon yiiksek konsantrasyon gradiyentine karsi sodyum absorbe edebilme
yetenegine sahiptir. Ozellikle distal kolonda bdbregin distal tiibiillerindeki benzer
temel hiicresel mekanizmalarla sodyum ve su transportu gergeklestirilirir(24,25).
Kolon glnlik 400 mEq sodyum emebilme kapasitesine sahiptir. Dehidratasyon
sirasinda aldesteron stimiilasyonuna kolonik cevap Onemli kompansatuar
mekanizmadir. ileostomili hasta bu absorbsiyon kapasitesini kaybeder, bu yiizden
artmis sodyum kaybini tolore edemez. Aldesteron ve glikokortikoidler apikal
membran permeabilitesinin sodyuma kars1 gegirgenligini arttirarak absorbsiyonunu
arttirir(24). Bu nedenle (lseratif kolitli hastalara tuzsuz diyet onerilmektedir.
Kolondaki potasyum ge¢isi sodyumun aktif transportu sonucu olusan
elektrokimyasal gradiente gore pasif olarak gerceklesir. Potasyum sekresyonu,
liimendeki konsantrasyon 15 mEq’den daha az oldugu siirece devam eder. Bu diizey
altinda ise potasyum sekresyonu durur ve absorbsiyonu baglar. Aldesteron ve
epinefrin sodyum ve potasyum sekresyonunu arttirirken, betanekol azaltir(24,25).

Klor, konsantrasyon gradientine karsit kolon mukozasindan aktif emilir. Klor
ve bikarbonat liiminal ylizeyde degisime ugrar. Liimende asidotik ortam varsa klor
absorbsiyonu artar. Bu da bikarbonat sekresyonunu arttirir. Ureterosigmoidostomili
hastalarda {triner klor absorbsiyonu ve asir1 bikarbonat sekresyonu nedeniyle
metabolik asidoz ve hiperkloremi gelisebilir. Klor konsantrasyonu % 25 oraninda
bikarbonat degisimi, % 75 oraninda nétral NaCl absorbsiyonu ile olur(2).

Besinlerin  aktif emilimi minimal olsa da kolon, emilmemis

karbonhidratlardan intraluminal bakteriyel fermentasyonla olusan kisa zincirli yag
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asitlerini pasif olarak emebilir. Emilmis butirat, asetat ve propionat gibi kisa zincirli
yag asitleri kolonik epitelin yakit kaynagidir. Olusan enerji aktif sodyum
transportunda gereklidir. Ulseratif kolitli hastalarda kisa zincirli yag asitlerinin
metabolizmasinin bozulmasi sonucu sodyum absorbsiyonu bozulur. Bu hastalarda,
intraluminal kisa zincirli yag asitleri fayda saglayabilir(2).

Kolonik bakteriler protein ve iireyi parcalayarak amonyak olusturur.
Amonyum iyonlar1 bikarbonat ile reaksiyona girerek noniyonize amonyak olarak
kolon mukozasiile karacigere tasiir. Kolon liimeni asidotik ise amonyak emilimi
azalir. Orta spektrumlu antibiyotik, lavman, miishil kullanimi kolondaki bakteri
miktarini azaltarak amonyum {iretimi azaltilir. Karaciger yetmezIligi olan hastalarda
kullanilabilen tedavi yontemlerindendir. Bakteri etkinligi sonucu kolonda Kvitamini
tiyamin ve riboflavin sentezi ger¢eklesmekte ve 6zellikle karbondioksit, hidrojen ve
metan gazi olusmaktadir(24).

Bakteri, enterotoksin, vazoaktif intestinal polipeptid, norotransmitter,
laksatifler kolondaki sivi ve elektrolit sekresyonunu uyarir. Vazoaktif intestinal
poilpeptidin kolondaki su absobsiyonunu &nledigi saptanmistir. Ulseratif kolit ve
laksatiflerle olusan diarede prostoglandinler kolondaki sekresyonun artigina neden
olur(24).

Biliriibinden gelen sterkobilin ve {irobilin fe¢esin kahverengi olmasina yol

acar. Kokusu ise esas olarak bakteri etkinligi ile olusan tiriinlere baghdir.

2.4.2.Motilite

Kolondaki bolgesel farkliliklar ve diizensiz kontraktil dalgalar nedeniyle
kolon motilitesi hakkinda calisma yapmak zordur. Kolondaki kontraksiyonlar {i¢
tiptedir. Geriye Dogru Hareket: Transvers kolondan kaynaklanan ve ¢ekuma dogru
ilerleyen kontraktil dalgalardir. Bu kontraksiyonlar, bagirsak iceriginin sag kolondan
gecisini yavaslatarak mukozayla temasini uzatir. Bdylece transit zamani uzar, sivi ve
elektrolit absorbsiyonu artar. Segmental Kontraksiyon: En sik gézlenen kontraksiyon
tipidir. Longitudinal ve sirkiiler kaslarin, izole bir kolon segmentinde eszamanl
kontraksiyonu ile karakterizedir. Tiim kolonda olusmakla birlikte daha ¢ok sag
kolonda gdzlenir. Sigmoid kolonda ortaya ¢ikislarinin divertikiil olusumunda rolii
oldugu one stiriilmiistiir. Bu kontraktil aktivite yiyeceklerle ve kolinerjik ilaglarla

artar. Kitle Hareketi: En az gortlen kolon aktivitesidir. Uzun bir kolon segmentinde
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ilerletici kontraktil dalga ile karakterizedir. Koordine bir hareket ile kitle uyarisinin
olustugu noktanin proksimalinde sirkiiler bir kasilma ve distalinde de gevseme ile
karakterizedir. Kolonik igerigin 0,5-1 cm/sn’lik hizla ileri dogru itilmesini saglar. 20-
30 sn kadar siirer ve limende 100-200 mmHg’lik bir basing artis1 olusturur. Siklikla
kahvalt1 sonrasi olmak iizere giinde 3-4 kez ortaya c¢ikar. Sigmoid kolonda da
defekasyon sirasinda kitle hareketi olabilir(8). Kitle hareketlerini baglatan sebebler
arasinda yemek en biiyiik fizyolojik uyarandir. Ozellikle sabah kahvaltisindan 15-30
dakika sonra gastrokolik ve duodenokolik refleks propulsif hareketi arttirarak
icerigin distale iletilmesini, defekasyon hissinin olugmasini saglar. Yiyecegin mideye
girmesi ile refleksin iligkisi net ortaya konamamistir. Noéral ve hormonal
mekanizmalarin da etkili oldugu anlasilamamistir. Yemek alimindan sonra kolonik
aktivitenin baglamasi i¢in gastrin, kolesistokinin ve gastrik inhibitor polipeptidin kan
diizeylerinde yiikselmesi arasinda bir paralellik saptanmistir. Noral yollarin ise
nervus vagus ile saglandigi kabul edilmektedir. Yapilan calismalarda bu refleksin
olusmasinda santral sinir sistemi, lumbokolonik sinirler, vazovagal yollar ve
vazolumbal kolonik refleks yollar1 etkili olmaktadir. Antikolinerjik ilaglar ile bu
refleksin erken cevabi Onlenmektedir. Emosyonel durumda kitle hareketlerini
baslatabilir. Nefret, kizginlik ve kiiskiinlik hipermotiliteye, kaygi ve korku
hipomotiliteye neden olur. Egzersiz ve fizik aktivite sirasinda segmental ve
peristaltik kasilma artarken, uyku sirasinda azalmaktadir. Son olarak kolonik
distansiyon ile kolonik aktivitede artis izlenir. Bu 06zellik laksatif kullanim
prensibinin temelini olusturur(2). Sindirilemeyen polisakkaritve seliloz deriveleri,

Ilimende suyu absorbe ederek kitle etkisi olusturur ve propulsif hareketi baslatir(24).

2.4.3. Kolon Mikroflorasi

Dogumda insan kolonu sterildir. Ancak saatler i¢inde bagirsaklar agizdan
aniise dogru kolonize olur. Neonatal donem ve hayatin ilk aylarinda mide-bagirsak
kanalina bakteriler yerlesmeye baslar ve zamanla gastrointestinal kanalin degisik
yerlerinde kompozisyonlari farkli olan mikroflora olusur. Kalin bagirsak, feges kuru

agirhiginin 1/3’iinii olusturan yogun bakteri populasyonunu barindirir. Fegesin her

1 12
gram1 10 -10 bakteri icerir. Anaerobik bakterilerin aerob bakterilere oran1 1/1000

kadardir. Bacteriodes tiirleri en sik rastlanan kolonik organizmalardir. Fegesin
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10
milimetresinde 1011-10'? arasinda bulunurlar. Escherichia coli ise milimetrede 10

kadar bulunur(2).

Normalde bagirsak mukozasinin kalitsal olarak sahip oldugu yapisal ve
fonksiyonel Ozellikleri, llimendeki bakterilerin mukozaya kolonize olmalarina ve
bagirsak duvarim1 invaze etmelerine engel olur. Enterik immiin sistem ile
mikroorganizmalar arasindaki dengenin bozulmasi, kronik inflamatuvar bagirsak
hastaligi baslatan siireci tetikler. IBH’de bagirsak liimenindeki bakteri sayismin
arttigina ve flora kompozisyonunun degistigine ait bilgiler vardir(2).

UK’li hastalarin feceslerinde adeziv ve invazif dzellikleri olan Escherichia
coli saptanmustir(3). Yapilan calismalarda UK hastalarmin bagirsak florasinda
Bacteriodes vulgatusun en sik izole edilen ve konsantrasyonu en yliksek olan bakteri
oldugunu ve bu hastalarin serumlarinda Bacillus vulgatus, Bacillus fragilis ve
Clostridium romasum aglutinin titrelerinin de yiiksek bulundugunu bildirmislerdir.
IBH’de siddeti arttikga mukozal bakteri konsantrasyonunun yiikseldigi de
bildirilmistir(2).

Endojen kolon bakterileri sindirilmeden gecen karbonhidrat ve proteinlerin
yikiminda 6nemli rol oynarlar. Ayrica enterohepatik dolagim ile yeniden kazanilan
birgok maddelerin (bilirubin, safra asitleri, Ostrojen, kolestrol) metabolizmasinda

gorev alir. K vitamini gibi gerekli maddeleri Gretirler(2,24).

2.5. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit (UK) inflamatuar barsak hastaligidir. Ulseratif kolit, mukozal
tlseratif kolit ve idyopatik dlseratif kolit olarak da adlandirilir(2). Ulseratif kolit
kolon ve rektum mukozasinin etiyolojisi tam olarak bilinmeyen alevlenmeler ve
remisyonla seyreden, kronik inflamatuar ve nongranulomattz hastaligidir(1,2).
Hastalik, akut ve agir hastalik durumlar1 disinda yalnizca mukoza ile simirhdir.
Hastalikli dokularin histopatolojik incelemelerinde akut ve kronik inflamatuar
hiicrelerin mukozay1 infiltre ettikleri, goblet hiicrelerinin azaldig1 ve ¢ok sayida kript
abselerinin bulundugu gériilmektedir. UK insidans1t USA’da 100000°de 2-10 olup
iilkemizde yapilan ¢alismada 100000°de 4.4 olarak tespit adilmistir(1,26). UK olan

hastalarinn akrabalarinda insidans daha fazladir, bu da genetik predispozisyonun
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oldugunu gostermektedir. Hastaligin en sik gorildiigii yas, 15-25 arasidir, ikinci
sik goriilme yas1 55-65’tir. Kadin erkek arasinda siklik bakimdan fark yoktur(2).

Baslica bulgu, kanli mukuslu diyaredir. Barsak hareketleri sik olmakla
birlikte tlseratif kolitlerin diski volimii diistiktir. Bu da rektal iltihaplanma
sonucudur. Genellikle alt kadranda duyulan karin agrisi, ates ve kilo kayb1 kolonun
tim tutulmasinda goriiliir. Lokalize tutulmada en dnemli semptom kanli diyaredir.
Bazen yagh hastalarda rektal spazm dolayisi ile kabizlik da goriilebilir. Olgularin
%54 linde hastalik rektosigmoid yerlesimli iken % 27’si sol kolon tipi ve % 19°u
pankolit seklindedir(3). Ulseratif kolit hastaligin seyrine gore smiflandirilir. Bu
smiflandirma da hastaligin tedavisinde yardimci olur. Hastaligin kronik niiks eden
formlarinda diyare ve rektal kanama yegane bulgudur. Fizik muayene de siklikla
normaldir. Olgularin %60-65’ini olustururlar. Spontan iyilesme ve alevlenme
nobetleri ile seyreder. Kronik surekli devam eden formunda belirtiler alt1 aydan fazla
devam eder. Spontan iyilesme pek goriilmez. Bu hastalarda giinde 4-6 defa kanlh
diyare goriiliir. Karin agrisi, karinda hassasiyet, hafif ates, halsizlik vardir. Olgularin
%30'unu teskil eder(1). Kolonik komplikasyonlardan darlik olusumu ve malign
degisim sik goriiliir. Akut fulminan ilseratif kolit olgularin %5’ini olustur. Altidan
fazla bazen 20-30 bulabilen kanli diyare, siddetli halsizlik, kilo kaybi, 39°-40° bulan
ates, tasikardi postiiral hipotansiyon Onemli karin hassasiyeti, hipoaktif barsak
hareketleri, anemi ve bazen hipoalbuminemi vardir. Siddetli hastalikta abdominal
distansiyon ve toksik megakolon da akla getirilmelidir. Bircok olguda tlseratif kolit
sessiz baslar ve birkag hafta icinde tedricen siddetlenir, fakat bazi1 hastalarda hastalik,
baslangicta fulminan olarak baslar. Hastaligin baslangi¢inda ¢ekumun tutulmasi %20
olguda mevcuttur, % 75 'inde ise sigmoidin proksimalinde tutulma goértilmez. Hafif
klinik tablo ile gelenlerin % 90'inda ilk ataktan sonra hastalar remisyona girer.
Siddetli tablo ile gelenlerde, siklikla kolektomiye gerek duyulur. Bircok hastada,
hastalik kronik intermittent olarak devam eder ki uzun bir sessiz donemden sonra
genellikle birkac hafta veya birkac ay siiren ataklarla devam eder. Bazilarinda ise
hastalik kronik aktif kolit olarak devam eder.

Ulseratif kolitte gézlenen komplikasyonlar kolona ait ve ekstrakolonik
komplikasyonlar olarak ikiye ayrilir. Kolona ait komplikasyonlar arsinda anorektal

bolgeyi tutan anal fissirler, anal fistiller, anorektal apse ve anal inkontinans
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sayilabilir. Akut batin olusturup acil cerrahi gerektiren kolon perforasyonu daha ¢ok
sigmoid kolon ve sol fleksurada rastlanir. Hastanin genel durumunun bozulup apatik
ve toksemi tablosu gosterdiginde toksik megakolon akla gelmelidir. Bu tiir hastalarda
39°-40° bulan ates, karinda siddetli agr1 ve distonsiyon, aniisten gaz ve gaita
cikmadigi halde pis kokulu akinti gelmeye baslar. Rektal kanama UK icin oldukga
stk bir belirtidir ve transfliizyon gerektirecek kanama ile her zaman karsilasgilabilir.
Hastaligin 6zellikle kronik seyirli tiplerinde darlik karsimiza ¢ikabilir ve malignite
yoniinden arastirmak gerekir(1). Ulseratif kolitte gozlenen ekstrakolonik belirtiler
ikiye ayrilr, hastaligin aktivitesi ile olan veya aktivite ile ilgili olmayan belirtilerdir.
Kolitik artrit diz, kalca, ayak bilegi, el bilegi, dirsekleri tutar, migratuar artrit birkag
hafta siirer ve genellikle deformite birakmaz, kalin barsak iltithabinin tedavisi ile
iyilesir, fakat sakroileitis ve ankilozan spondilit hastaligin aktivitesi ile ilgili
degildir(3). Sakroileit asemptomatik ve tesadifen bulunur. Ankilozan spondilit
ilerleyici bir hastalik olup, tedaviye cevap vermez. UK’tin komplikasyonlart
steatozis, perikolanjit, kronik aktif hepatit, siroz, sklerozan kolanjit ve safra taglaridir.
Perikolanjit, histolojik olarak lenfositik ve eozinofilik infiltrasyonlarla beraberdir ve
asemptomatiktir. ALP'nin yilikselmesi vardir. Sklerozan kolanjit kronik kolestaz ile
beraberdir, intra ve ekstrahepatik safra yollarini tutar. Ulseratif kolitte % 1-4
oraninda goriiliir, oysaki sklerozan kolanjitte UK prevalansi daha yiiksektir.
Sklerozan kolanjitin erken safhasinda karaciger biopsisi genislemis portal mesafe,
O0dem ve safra kanallar proliferasyonu gosterir ve bu durum hastaligin ilerlemesi ile
fibroz ve siroza gider. Hastalar baglangigta asemptomatiktir. Hastalik ilerledikge,
ates, sag ist karinda agri, sarilik ve 6liim husule gelir. Bu hastalarin  %10-15'inde
kolanjiokarsinom gelisir. Uveitis 6n kameranin iltihabidir. Bulanik gérme, bas ve goz
agrisi, fotofobi, konjiinktivit ile beraberdir. Episklerit skleralar injeksiyon ve gézde
yanma hissi ile beraberdir. Amiloidozis; son donem bobrek hastaliga sebep olur.
Derin ven trombozlari; Pulmoner emboli, intrakranial ve intraokiiler tromboembolik
olaylar, pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu ve thrombositozis sonucu ortaya
cikar(3).

En az 10 yildir total kolon tutulumu olan hastalarda kanser riski vardir.
Calismalar boyle kronik hastalarda kanser insidansinin %10 oraninda oldugunu

gOstermistir. Ulseratif kolitte kanser riski inflamasyon siddetine degil, kolonik



16

mukoza tutulumunun boyutuna ve hastalifin siiresine baghdir. Ne yazik ki
cocuklukta iilseratif koliti bulunan bazi hastalarda hastalik sessiz bir doneme girer ve

erigskin yasta kanser ortaya ¢ikar(2).

2.5.1.Etiyoloji ve Patogenez

Ulseratif kolit etiyolojisinde genetik, ¢evresel ve konak¢1 immiin cevabi gibi
faktorlerin Gnemli rol oynadig: bir hastaliktir(1-3). Hastalik intestinal epitelin bariyer
fonksiyonunun bozulmasi ve mukozal immiin sistemdeki defeklere bagli olarak
olusan anormal bir cevap sonucu gelisir. Son yapilan ¢aligmalar mukozal immin
sistemdeki temel bir defektin, belli bir hedef hiicreye karsi1 dogrudan otoimmun tepki
olusturmaktan ¢ok immun hiperaktivasyona neden oldugunu gostermektedir.
Cevredeki ajanlara ve antijenlere kars1 kontrolsiiz bagisiklik reaksiyonuna yol acan
bu oOnemli-temel defet, diizensiz bir bagisiklik yanitina neden olarak lenfosit
proliferasyonu, sitokin salinimi, yardimci efektdr hiicrelerin bolgeye c¢ekilmesi,
notrofil {irlinlerinde (6zellikle 16kotrien B4, NO salmimi ve reaktif oksijen
metabolitleri) artis ve sonucta doku hasarina neden olabilir(2,3). UK’de mukozal
hiicre hasarina neden olabilecek etkenler ise;

- azalmig splankik kan akimi

- sitokinler ve SOR’larin neden oldugu hasar

-artmis NO salinimi

- antioksidan besinlerin aliminda azalma (GLN, ¢inko, selenyum vit A,C,E)

- enteral beslenmede yetersizlik ve/veya ekzojen bagirsak trofik besinlerin
yetersiz alinim1 (GLN, kisa zincirli yag asitleri)

- bagirsak hiicrelerinin, trofik besinleri 6glitme yeteneginde yetersizlik

- hormonal biylme faktorleri etkilerine hiicresel direng

- diger bilinmeyen nedenler olarak siralanabilir.

Genetik Faktorler: Bazi klinik gdzlemler genetik faktdlerin UK e yatkinlig
arttirdigini gostermektedir. Birinci derece yakinlarda UK goriilme oran1 % 15'dir. Bu
oran genel populasyondan 30 ile 100 misli fazladir(3). Ayni sekilde klinik olarak
tilseratif kolitlilerin saglikli akrabalarinda antinétrofil sitoplazmik antikorlarda artma
gosterilmistir. Bu da otoantikorlarin kolon iltihaplanmasini gostermesinden ziyade

daha o©Onemli rol oynadiklarimi gostermektedir(3). Son zamanlardaki detayl



17

incelemeler 16.nc1 kromozomda UK ile iliskili bir gen tanimlanmis ve bunun
sitoplazmik NOD?2 adli bir proteini kodladigi bulunmustur(27). Bu protein;

Makrofajlarin {izerinde eksprese olmakta,

Bakteriyel lipopolisakkaridler icin sitozolik bir tasiyigt reseptor gibi
davranmakta,

Makrofajlarin apoptozisini arttirmakta,

Hiicre i¢i endotoksinlere baglanarak NF-KB nin aktivasyonuna neden
olmakta,

Inflamatuvar sitokinlerin iiretilmesine yol agmaktadur.

UK de genetik iliskide asagidaki durumlarda etkili olmaktadur.

HLA-DR2, MDR-1 gen ekspresyonundaki direng, (UK’li hastalarda steroide
refrakterligi arttirmaktadir.) IL-1ra polimorfizmi (hastaligin ciddiyeti ile iliskilidir.)
ve MUC3 polimorfizmi (UK’li hastalarda genetik yatkinlig1 etkilemektedir.)

Cevresel Faktorler; UK’de cevresel ve hastaliga katkida bulunan etkenler
arasinda en yaygin inceleni nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar olup, bu tir ilaglar
hastaligin alevlenmesine yol agarlar. Bu ilaglar koruyucu prostanoidlerin azalmasi,
16kosit aderansi ve migrasyonunun arttiritlmasi ve intestinal bariyeri degistirerek
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Sigara UK’li hastalarda koruyucu etkisini nikotinin T
hicrelerinin fonksiyonlar1 {izerine inhibitor etki gostererek saglar. Sigara i¢iminin
hiicresel ve hiimoral immiin sistemi etkiledigi ve kolondaki miikiis salgisini artirdigi
gosterilmistir(2).

Diger taraftan erken yaslarda yapilan apendektominin UK sikliginda
azalmaya neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu iliskide UK e olan genetik yatkinligin
apandisit gelismesine kars1 koruyucu olabilecegi diistiniilmektedir(2).

Ayrica barsak florasinin yapist da UK’in gelismesinde &nemli rol
oynamaktadir. Genis spektrumlu antibiyotikler ve probiyotikler hastalarin belirli bir
alt grubunda yarali olmaktadir. Ayrica fizyolojik stres durumlari da 6nemli bir
tetikleyici kabul edilmekte ve UK’li hastalarin %40 da stres énemli bir faktdr olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Stresin siiresi de 6nemli bir faktordiir.

Kizamik, mikobakterium paratiiberkiilozis ve listeria monositogenezis
infeksiyonu arasindaki bir iligkiden de bahsedilmektedir. Aktif hastaligi olan

kisilerde anerobik bakteri ve laktobasillus sayisinda onemli bir azalma oldugu da
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gdsterimistir. infeksiyonlarin T hiicre toleransini engelledigi ve bir hipotez olarak
yatkin kisilerin kendi barsak florasinda toleransi bozarak kronik immiin cevaba
neden oldugu diisiiniilmektedir(2,3). Kisaca enfeksiyonlar ile UK arasindaki iliskide;

GIS’de kolonun en fazla bakteriyel konsantrasyona sahip olmast,

Normal intestinal floranin zararsiz komponetlerine kars1 tolerans kaybu,

UK’1n baslangicinda mevsimsel degisikler ile iliskili olarak infeksiyonlarmn
onemli bir tetikleyici oldugun gosterilmesi,

UK’li hastalarda antibiyotiklerin tedavideki adjuvan rolleri,

Probiyotiklerin yarali etkilerinin gosterilmesi Onemli faktorler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Immiin cevap; UK'de ceflitli immiin sistem mekanizmalar1 degisiklik
gostermekle beraber, hiicre yoluyla immdin cevaplar da rol oynayabilir, fakat lenfosit
populasyonundaki degisiklik, genellikle medikal tedaviden veya malniitrisyondan
ileri gelebilir. Intestinal iltihabi hiicrelerden fazla antikor sekresyonu vardir.
Ozellikle 1gM ve IgG smuflar1 artmistir. Halbuki normal reaksiyonda IgA
aktivasyonu vardir. Ulseratif kolitte IgG ve IgG 3 sekresyonu artar ki bunlar daha
ziyade proteinlere, T hiicrelerine bagimli antijenlere karst olusur. Bunlar
karbonhidratlar ve bakteriyel antijenlere cevap sonucudur. Ayrica proinflamatuar
sitokinler (IL-1, IL-6, IL-8) de artma vardir ki lamina propriadaki makrofajlardan
salgilanir(3).

Sitokinler o6zellikle IL-1, TNF ve interferon Gamma epitelyal, endotelyal,
mezenkimal ve immun hdcreleri stimile eder. Bunlar ayrica yara iyilesmesinde ve
fibroz olusumunda rol oynar. Iltihabi barsak hastaliginda, kandan nétrofillerin
migrasyonunu, mukozaya veya submukozaya gelmesini saglar. Bu durum iltihabi
sitokinlere (IL-8, TNF, PAF ve Iokotriyen (LTB-4) baglidir. Bu hipotezi destekleyen
LTB-4"ln iltihabi barsak hastaliinda mukozada saglikli insanlara gore daha yiiksek
konsantrasyonda gosterilmesidir. Notrofillerin aktivasyonu proteazin aktivasyonunu
sonuglandirir ve superoksit ve reaktif oksijen radikallerinin olusmasina sebep olur ve

bu da epitelin harabiyetinde rol oynar(2,3).

2.5.2 Konak¢1 Immiin Cevabi ve Inflamasyon
Normal intestinal epiteldeki siki bilesikler, goblet hiicre populasyonunun

tirtinleri olan ¢esitli peptidler ve miisin glikoproteinler liminal ajanlara kars1 etkili bir
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bariyer gorevi yaparlar(24). Kronik tekrarlayici intestinal inflamasyon liimendeki
bakteri triinleri tarafindan mukozal immun sistemin devamli olarak uyarilmasiyla
olusur. Diyetlerdeki baz1 antijenlerde bu olaya katkida bulunur(2). Bu durum basta
dentritik hiicreler ve lenfositfer olmak tizere immiin hiicreler ile direkt etkilesime yol
acar ve immiin cevabi arttirir(3). Alternatif olarak bakteriyel iiriinler dogal immiin
sistemin komponetleri olan reseptorler sayesinde ytzey epiteli uyarabilir. Epitel daha
sonra sitokinler ve kemokinler Ureterek mukozal immun hucreleri aktive eder.
Antijen sunan hicrelerin aktivasyonu T hiicre farklilasmasini arttirir.  Cok 6nemli
olan bu fonksiyonlar hem genetik olarak belirlenmis varyantlar(NOD2 geni) hem de
cevresel faktorler vasitasiyla degistirilebilir(27).

UK de genetik, gevresel ve diger etkilerin sonucu mukozal immiin cevabin
devamli bir aktivasyonu s6z konusudur. Bu aktivasyon lamina propriada lenfosit,
makrofaj ve diger hiicrelerin infiltrasyonu ile anlasiimaktadir(2). Immiin sistemin,
intrensek bir defektinin veya epitelial mukozal bariyerde bir degisikligin sonucu
olarak devamli uyarilmadan dolay1 aktive olup olmadigi ise belli degildir(2). Ceflitli
viriisler ve bakteriler (kizamik, mikobacterium paratiiberkiilozis) sebep olarak ileri
stiriilmiis ise de spesifik enfeksiyonlara ait bir bulgu yoktur. Diger bir hipoteze gore
diyetteki antijenler veya patolojik olmayan mikrobik ajanlar anormal immiin cevabi
aktive ederler. Normal supressor mekanizmanin yetersizligi sonucu iltihabi barsak
hastaliklarinda immiin aktivasyon gereginden fazla siddetli ve uzun olur. Saglam
insanlarda limendeki antijenler lenfoid doku Gzerindeki M hiicrelerine ekspoze olur.
Halbuki UK’te epitel harabiyetinden dolayi, luminal antijenler lamina propriadaki
immiin hiicrelere ulasabilir ve aberant immun sistemi tetikler(3). Diger bir hipotez
ise tetikleme mekanizmasi hastalarin barsak epitelinde eksprese olan otoantijenlerdir.
Bu teoride hasta, ilk basta liiminal antijenlere karsi immiin cevap gelistirir ve daha
sonra bu cevap devam eder ve hatta luminal antijen ile host proteinlerinin benzerligi
dolayis1 ile bu immiin cevap kuvvetlenir. Otoimmun hipotezde epitel hiicrelerinin
harabiyeti antikora bagli seliiler sitotoksisiteden dolay1r veya direkt hiicresel
sitotoksisiteden dolay1 artar(2). Otoantikorlarin (antinétrofil, sitoplazmik antikorlar)
bazi iltihabi barsak hastalarinda mevcudiyeti bu hipotezi desteklemektedir, fakat bu

antikorlar intestinal tutulmas1 olmayan hastalarda da gorilmektedir(3).
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UK’li kisilerde etyoloji ile iligkili olarak immiin hiicre toplulugunda ve
inflamatuvar mediatdrlerde énemli ilerlemeler olmustur. Intestinal epitel en azindan
lic yaygin mekanizma ile mukozal immiin cevabin baslatilmasina katilir. Bunlar;

Gegirgenligi arttirarak ve antijen emilmesin yogunlagtirarak. Bu durum
immudin sistemin aktivasyonuna neden olur.

Sitokin, kemokin ve diger proinflamatuvar maddelerin salinmas1 vasitasiyla
tim duvar boyunca inflamasyonu yayarak.

Antijen sunan hiicre gibi davranarak(27).

Insanlarin bagirsak liimenindeki ‘‘gastrointestinal sistemle iliskili lenfoid
doku’’(GALT) bagirsag ¢esitli antijenlerin uyarisindan korur. Eger GALT 1n immiin
hemostazisi bozulursa bagirsaklarda inflamasyon gelisir. Kisa siireli inflamasyonlar
koruyucu etki gosterirken, devamli (kronik) inflamasyon cevredeki hicrelerin
yikimina ve sitokin salinmasinda artisa neden olacaktir. Boyle bir kronik
inflamasyon suresinde proinflamatuvar sitokinlerin tretiminde (IL-1, IL-2, IL-6,
IL-7, TNF) artis olacaktir (Sekil2.5). Diger taraftan mononiikleer hicrelere ilave
olarak normal kolon mukozasi ve epitel hiicreleri de bioaktif TNFa doniistiiriicti
enzim (TACE) eksprese ederler. UK’da TACE aktivitesi artmaktadir. Sitokinler
Ozellikle IL-1, TNF ve interferon gamma epitelyal, endotelyal, mezenkimal ve

immun hicreleri stimile eder.
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Sekil 2.5. Bozulmus GALT sonucu gelisen inflamasyon.
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UK’de, kandan nétrofillerin migrasyonunu, mukozaya veya submukozaya
gelmesini saglar. Bu durum iltihabi sitokinlere (IL-8, TNF, PAF ve LTB-4) baglhdir.
Bu hipotezi destekleyen LTB-4'iin UK’li hastalarin mukozalarinda saglikl1 insanlara
gbre daha ylksek konsantrasyonda gosterilmesidir. Notrofillerin aktivasyonu
proteazin aktivasyonunu sonuglandirir ve superoksit ve reaktif oksijen radikallerinin
olugsmasina sebep olur ve bu da epitelin harabiyetinde rol oynar(2,27).

Merkezi immiin sistem populasyonunun aktive oldugunda derhal c¢esitli
nonspesifik inflamatuvar mediatorlerin Gretimine yol acar bu durum diger sitokinler,
kemokinler ve biiylime faktorlerine ilave olarak arosidonik asit metobolitlerinin ve
nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen metabolitlerinin salinmasina neden olur(27).
Serbest radikaller lipid peroksidasyonu ile membran hasarina yol agarak doku
hasarmni attiran lizozomal enzimlerin salinmasina neden olur. Diger taraftan protein
oksidasyonu sadece hiicresel savunma ve diger fonksiyonlar igin esas olan proteinleri
inaktive etmez, ayn1 zamanda mukoza bariyerinin biitiinliiglinde bozulmalara neden
olan bir seri intraepitelyal reaksiyonlart uyarir. Bu bdlgeye vaskiler alandan
I6kositlerin gelmesi inflamasyonun strdarilmesine onemli katk1
saglamaktadir(8,27).

Bir inflamatuvar slregte proinflamatuvar Uretiminden ayr1 olarak
inflamasyonu baskilayan antiinflamatuvar etkili sitokinlerde {iretilir ve boylece
denge saglanir. IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlere bagl
asir1 inflamasyon, IL-1ra, sTNFa, IL-10 ve TGFP gibi antiinflamatuvar sitokinler
tarafindan baskilanir. UK’de inflamatuvar sitokinlerin salinmas1 her zaman igin

antiinflamatuvar sitokinlerden fazladir(3).

2.6. Nukleer Faktor-kappa B

Bir transkripsiyon faktori olan Nikleer Faktor-kappa B (NF-kB) enfeksiyona
kars1 hem dogal ve kazanilmig immiin cevapta hem de inflamatuvar cevapta ¢ok
cesitli gen ekspresyonunun koordine edilmesinde anahtar rol oynayan bir
molekildiir(28,29). Nikleer Faktor kappa B, ilk kez 1986 yilinda Sen ve Baltimore
tarafindan B lenfositlerin gelisimini modiile eden transkripsiyon faktorlerinin
aragtirtlmas1 sirasinda immiinglobulin kappa hafif zincir genindeki, genin
transkripsiyonunu artiran regulator DNA dizisine baglanan bir niikleoprotein olarak

kesfedilmistir(30). NF-kB hiicre gelisimi ve farklilasmasina katilan genlerin protein
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sentezini etkileyen o©6nemli bir transkripsiyon faktordir. Kompleks protein
yapisindadir.  NF-kB molekdlleri bakteri ve virtsler gibi patojenler, biylime
faktorleri, kemoterapotik ajanlar, iyonize radyasyon, interlokinler, lipopolisakkaritler
(LPS), immunoglobulinler, reaktif oksijen tirleri ile psikolojik, fizyolojik ve farkli
oksidatif stres uyaranlarini i¢ine alan ¢ok genis kitlede ekstraseluler uyaranlara kars1
olusacak cevapta hizli bir sekilde aktive edilirler(5,30) (Sekil 2.6). Sitokin tretimi,
hicresel adhezyon molekilleri, inflamasyon ve apoptozisi iceren genlerin
diizenlenmesinde rol alir. NF-KB’nin, tumér nekroz faktor-alfa (TNFa) ile

indiiklenen apoptozise kars1 hiicreleri korudugu da bildirilmistir(31).

Oxidative stress, microbial infection,
pro-inflammatory cytokines
(TNFalpha, IL-1beta), ete.

NFkB
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mediators (IL-G, IL-8, Increased
etc.) prolifereation

Sekil 2.6.NF-kB aktivasyonu.

Rel ailesi diye adlandirilan bir grup proteinin Uyesi olan NF-kB dimerik
proteinler seklinde DNA’ya baglanan transkripsiyon faktor kompleksleridir(6,32).
Memelilerde NF-kB ailesi NF- kB1 (p50=p105), NF-kB2 (p52=p100), RelA (p65),
RelB ve cRel olmak lzere 5 grup alt tniteden ibarettir. Aktif NF-kB bu proteinlerin
homodimer veya heterodimer kompleksler seklinde bir araya gelmesiyle olusur. NF-
kB’nin asil aktif formu, p65 alt {initesinin p50 ya da p52 alt tiniteleri ile olusturdugu
heterodimer yapisidir. P50 ve p65 proteinleri tanimlanan ilk NF-kB proteinleri olup
olusturduklar1 p50/p65 kompleksi gesitli hiicre tiplerinde en fazla gorilen tiptir(6,30-

32). NF-kB’nin nukleer translokasyonu ve aktivasyonu 0Ozellikle pro-enflamatuar
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genlerin transkripsiyonunu indikledigi icin inflamasyonda merkezi bir rol
oynar(33,34).

IkB, NF-kB kompleksinin DNA baglanma aktivitesini inhibe eden
sitoplazmik protein olarak tamimlanmustir. Sitoplazmada IkB, NF-kB ile kompleks
olusturmus halde bulunur. Hiicrenin uyarilmasiyla IkB pargalanmakta ve kB
faktorleri nikleusa girip DNA baglanma yerlerinde islev gorerek gen
transkripsiyonunu baslatmaktadirlar(30-32). Ornegin TNF-a ile reseptor-bagimli NF-
kB aktivasyonunun sinyal iletisini incelersek; TNF-a'nin, TNF reseptor 1'e (TNFR 1)
baglanarak sinyal iletisini baglatip sonucta NF-kB aktivasyonuna yol actig1
bildirilmigtir. TNFR 1'in devreye girmesiyle "NF-kB indikleyen kinaz" (IKK)
aktivasyonu ortaya cikar. IKK aktivasyonu IkB kinazlarin fosforilasyonuna yol
acarak yikilmalarini kolaylastirir ve NF-kB serbest kalarak nikleusa transloke olur
(Sekil 2.8). NF-kB’nin TNF-a bagimli apoptozis indiiksiyonunu baskiladigi
gosterilmistir(6). Hatano ve arkadaslart NF-kB’nin TNF o ve Fas bagimh
apoptozisden  hepatositleri  korumak i¢cin iINOS ifadesini  uyardigim

gostermiglerdir(31).

e
ies

\:&ptﬂl activation

‘|'Phospl'mrylatlun
kB

IKK Complex

D
U(_)

ﬁ Pro'lnnsumal degradation

lﬂuciaar Translocation

Nucleus

@ Transcription
7 ‘.'- 7 7 T 7 i i ( 7

Sekil 2.7. Reseptor-bagimli NF-kB aktivasyonunu.
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NF-kB’nin aktivasyonu sitokinlerin kemokinlerin, endotel-l16kosit adezyon
molekiillerinin saliverilmeleri ve indlklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),
siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi enzimlerin aktivasyonlar1 ile sonuglanir. NF-kB
apoptozise olan direnci de dizenler(5,6). Hiicre yasaminda 6nemli rol oynayan
proteinleri  sentezlediginden ~NF-kB’de olabilecek mutasyonlar genellikle
oldurucudur.

Lipopolisakkaritler ve endotoksinler gibi bakteriyel trlinlere verilen cevapta
monosit ve makrofajlarindan salgilanan iltihabi sitokinlerin olduk¢a 6nemli oldugunu
gosteren deliller vardir. NF-kB tarafindan regiile edilen cogu genin UK hastaligmin
ilerleyisini kolaylastirdig1 rapor edilmistir. Bununla birlikte, son donemlerde NF-
kB’nin direk veya indirek yoldan baz iltihabi sitokinlerin tretimini etkileyerek UK
hastaliginin patogenezinde rol oynayabilecegi de belirtilmistir. UK hastaliginda NF-
kB’nin aktive oldugu ve IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerin
{iretimini artirdig1 bildirilmektedir(20). UK’li hastalarda lamina propriadaki T
hiicreleri Fas bagimli apoptozise daha yatkindir ve hastalarin mukozal hasarinda Fas-
FasL bagimli apoptozis kismi bir rol oynar. UK etkili olan bazi inflamatuvar
faktorler NF-kB yi aktive ederler. NF-kB daha sonra nukleusa transfer olur ve burada
gen transkripsiyonunu etkiler. IL-1 ve TNF gibi inflamatuvar sitokinlerde hiicre
yuzeyindeki reseptorlerine baglanarak bu yolu aktive edebilirler. Yine bu yolun ara
tirtinlerini bakteriyel lipopolisakkarid gibi mikrobiyal {irtinler aktive edebilir. Ayrica
bakteriyel lipopolisakkaridin sitoplazma i¢ine girisiyle intrasitoplazmik reseptér olan
NOD2 sayesinde de aktive olur(27).

2.7. Nitrik Oksit (NO)

15-20 y1l 6ncesine kadar nitrik oksidin (NO) basit bir atmosfer atig1 oldugu
disiiniilmekteydi. Ancak 1987 yilinda, damar endotelinden endotel kaynakl
gevseme faktorii (EDRF) olarak bilinen yapinin izole edilmesi sirasinda nitrik oksit
sentetaz (NOS) kesfedilmis ve daha sonraki yillarda EDRF’nin NO oldugu tespit
edilmistir(17).

Nitrik  oksitin, iizerinde yiik tasimamasi ve c¢iftlenmemeis elektron
bulundurmasi, hiicreden hiicreye higbir bariyerle karsilagmadan kolaylikla gegmesini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda NO, tasidig1 ¢iftlenmemis elektron nedeniyle bir

radikal molekiil olarak isimlendirilebilir. Diger serbest radikaller her
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konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hucreler
igin zararli olmaktadir. Slperoksid radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi,
endotel hiicreleri ve makrofajlardan PAF (trombosit aktive edici faktor), TNF, IL-1
gibi inflamatuar mediyatorlerin salinimina neden olur(17).

Diisiik konsantrasyondaki NO, O*e nazaran hemoglobine 3000 kat bir
affiniteyle baglanir. Hemoglobin oksi formunda ise NO’i kisa siirede nitrata (NO?3)
oksitleyerek etkisizlestirir. Ozellikle dolasimdaki oksihemoglobin NO icgin kuvvetli
bir inhibitordir. NO, nitrit (NO?) okside olabilir ancak nitrit tekrar oksitlenerek kisa
slirede nitrata dontisiim gosterir(17).

Endotel tdrevli ve ¢cok onemli bir endojen vazodilatér olan nitrik oksidin
biyolojik sistemler tizerinde ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkisi bulunmaktadir.

Nitrik oksit hem mukus salgisimm hem de epitel hiicrelerinde sivi
sekresyonunu arttirmak suretiyle mikroplara, toksinlere ve safra tuzu gibi irritan
maddelere kars1 koruyucu etki gosterir. Oksidatif stres altinda ise;

-Apoptozisi arttirir

-Sitotoksiteyi arttirir

-Mutagenezi ve DNA hasarini artirir

-Demir siilfiir igeren enzimlerin fonksiyonunu degistirir

-Mitokondrial solunumu bozarak zararl etkiler gostermektedir(35).

NO enzimatik olarak NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-argininin

terminal guanido nitrojen atomunun oksidasyonu ile yapilir(17) (Sekil 2.8).

NOS
L- Arginin+ NADPH+H+  ——___, NO+L- Sitmlin + NADP+

|

Guanilat Siklaz

|

GTP »  cGMP

Sekil 2.8. Nitrik Oksit sentezi.
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Nitrik oksit sentetaz (NOS) viicudun ¢ok degisik dokularindan (damar
endoteli, beyin, makrofaj, liriner sistem dokular1 vb.) izole edilerek incelenmistir(17).

NOS’un molekiil agirliklart 125-160 kDa arasinda degisen ii¢ izoformu
vardir. 1- Konstitisyonel NOS (cNOS): Az miktarda damar endotel idrar yolu
dokular1 santral ve periferik sinir sistemi gibi dokularda lokalize olmustur. Bu
dokularda nitrik oksit yaprmindan sorumludur. Ca™" ve kalmodulin bagimlidir. NOS
bu dokularda her zaman mevcuttur, ancak aktif degildir. Hiicre i¢i iyonize Ca™"
konsantrasyonu art1ig1 durumlarda Ca** kalmodulinle birleserek NOS enzimini aktive
eder. Aktivasyon sonucu saniyeler veya dakikalar i¢inde diisiik veya orta derecede
yapilan NO, daha ¢ok fizyolojik amach olaylarda etkilidir. Hiicre ici iyonize Ca"”
konsantasyonu azalmaya bagladigi an enzim inaktif forma gecerek NO setezi
durmaktadir. cNOS denildiginde, kalsiyum bagimli eNOS (endotel hiicresi) ve nNOS
(sinir hiicresi) izoformlar1 kastedilir. 2- indlklenebilir NOS (iNOS): Bu tip NOS
konsititisyoel tipin aksine hicre icinde bulunmaz. Sitokinler ve enzimlere maruz
kaldiktan sonra, Ozellikle makrofaj (monosit, nétrofil, hepatosit) ve damar endotel
hiicresi NO yapimindan sorumludur. Ca*? ve kalmoduline gereksinim gdstermez. Bu
hicrelerin  spesifik sitokinlerle (bakteri lipopolisakkaritleri ve interferon-x)
aktivasyonu, NOS’1n indiiksiyonu ve NO sentezine yol agmaktadir. Bu enzim daha
cok sitotoksik ve immunomodulator etkilerden sorumlu, uzun stirede fazla miktarda
NO yapimu ile iligkilidir. iNOS aktivasyonu gen transkripsiyonu gerektirdiginden,
NO yapimi birkag saat sonra goriiliir ancak birka¢ giin devam edebilir. Ancak uzun
stireli agirt miktarda NO sentezi makrofaj ve diger dokularda da harabiyete yol agar.
Enzim induksiyonu l-arjinin  analoglari ve  glukokortikoidlerce inhibe
edilebilmektedir. Ulseratif kolitli hastalarda iNOS aktivitesi ve NO dretimi klinik ve
hastaligin endoskopik incelemelerinde yapilan galismalarda arttigi gézlenmistir.
Yapilan bir¢ok arastirma iNOS aktivitesinin artirtlmasinda NF-kB’nin sorumlu
oldugunu gostermektedir. 3- Uglincti tip NOS: Notrofillerde bulunur, kalsiyuma
bagimlidir ancak kalmoduline gereksinim gostermez(17).

INOS aktivitesinin artmasi lipopolisakkaritlerin ve inflamatuvar sitokinlerin
NF-kB tarafindan diizenlenen transkripsiyonel kontrolu altindadir. Ayrica TGF-b,
steroid, p53 ve NO feedback etkisi ile enzim aktivitesi kisitlanmaktadir. Nitrik

oksitin stperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve siliperoksit
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radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO_) olusur ve NO toksik etkileri

ortaya c¢ikar. Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur.

Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararh etkileri vardir ve azot dioksit (NO, ),

hidroksil radikali (OH), nitronyum iyonu (NO, ) gibi toksik iriinlere dondsiir.

BoOylece cesitli protein yapilarina ve DNA’e zarar verebilir. NO’e bagli olusa DNA
hasarinda p53 aktivitesinin artar ve DNA hasarin1 onarmaya calisir. Biriken DNA
hasar1 onarilamaz ise apoptosis meydana gelir. Fakat NO’in caspas-3,-8, ve-9 inhibe
ederek apoptosisi inhibe ettigi de bilinmektedir(35).

NO, bazal durumlarda vaskiiler endotel tarafindan salinan bir maddedir.
Asetilkolin, ATP ve bradikinin gibi vazodilatatdrler, reseptdr aracili Ca™ iyonunun
hiicreye akisin1 saglayarak endotelden NO’in iiretimini ve ekstraselliiler salinimini
tetikler. NO hiicre membranin1 gegerek demir ve/veya siilfiir igeren proteinlere
baglanarak etkisini gostermektedir. NO, vaskiiler diiz kas ve trombositlerde
¢oziinebilen guanilat siklazi stimiile eder ve intraseliiler siklik Guanozin Monofosfat
(cGMP) iretimini artirir. Artmis ¢cGMP diizeyi, kendine uyan prosesleri regule
eder(17,36).

NO’e bagh direkt ve indirekt etkiler mevcut olup, doku NO yogunluguna
gore farklilik gosterir. Direkt etkiler diisiik doku yogunluklarinda, indirekt etkiler ise
yiiksek doku yogunluklarinda gozlenir. NO’e bagl indirekt etkiler, NO’in oksijen ve
stperoksit ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan reaktif nitrik asit tiirleri (dinitrite
dioksit, peroxynitrite) araciligiyla gerceklesir. NO’in direkt etkinligi ¢cNOS izoformu
tarafindan tayin edilirken, indirekt etkinlik iNOS izoformuna baglidir(37).

NO’in doku koruyucu o&zellikleri; vaskiler tonus kontroli, trombosit
agregasyonunun engellenmesi, I6kosit-endotel etkilesiminin azaltilmasi, dolasimdan
serbest radikallerin temizlenmesi, se¢ici damarsal gecgirgenligin diizenlenmesi, diiz
kas hicre proliferasyonunun engellenmesi, bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve
endotel hiicre rejenerasyonunun uyarilmasidir(38).

Interferon veya bakteri lipopolisakkaridleri tarafindan aktive edilen
makrofajlar biliyilk miktarda NO sentez ederler. Aktivasyon olmadigi durumlarda
makrofajlarda NOS bulunmaz. induksiyondan sonra enzim sentezi ve dolayisiyla NO
sentezi meydana gelmektedir. L-Arjinin- NO yolunun indtklenmesi, saatlerce hatta
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giinlerce devam eden NO sentezine neden olmaktadir. Ancak asirt NO sentezi
hiicreler i¢in oldukc¢a zararh etkiler meydana getirmektedir. Makrofaj kaynakli NO,
bakteri, parazit ve timaor hiicreleri Gzerine sitotoksik etki yapmaktadir(17).

NO bakteri, parazit gibi bir ¢cok patojenin ve timor hicrelerinin ATP Ureten
oksidatif fosforilasyonun (ubikinon rediiktaz’1), glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenez’1), TCA siklusunun (Cis-akonitaz’1) Fe iceren bazi enzimlerini inhibe
etmekte ve sonugta bakteri, parazit ve timor hicrelerini dldirmektedir. NO hedef
hiicrede (bakteri, parazit ve tiimor hiicresi) DNA sentezinin hiz kisitlayict enzimi

olan riboniikleotid reduktazi inhibe eder ve hiicre DNA’smin deaminasyonu ile bu

hicrelerde sitotoksik etki meydana getirir(17). Ayrica nitrik oksit (NO.) Fe-S
proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir, bdylece Fenton
reaksiyonunu stimile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar.

Makrofajlardan Ozellikle monositlerde L-Arjinin-NO yolu; timor hicreleri
intra-ekstraseliler ~ mikroorganizmalara  karsi  ¢ok  Onemli  bir  defans
mekanizmasidir(17).

NO sentezini bir¢cok farmakolojik ajan inhibe eder. Floraprotein, kalmodulin
hem baglayicilari, substrat analoglar1 ve tetrahidrobiopterini azaltan ajanlar, NO
inhibitdrlerinin baglicalaridir. Kullanim kolaylig1 ve bulunabilirlik agisindan substrat
analoglari en sik kullanilan NO sentez inhibitorleridir. L-argininin yapisal analoglari
olan bu ajanlar, metabolize olduklarinda NOS enzimine kovalent olarak baglanirlar
NG-monometil-L- arginin (L-NMMA), N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO) ve NG-nitro-
L-arginin metil ester (L-NAME) gibi maddeler; L-argininin yapisal analoglaridir ve
selektif olmayan NOS inhibitorleridir, yani hem cNOS hemde iNOS’1 inhibe ederler.
L-nitroarginin, cNOS’a spesifik bir inhibitordiir. Aminoguanidin ise sadece iNOS’1

inhibe eder(39).

2.8.p53 Geni;

p53 geni ilk defa 1979 yilinda Lane ve Crawford, bunlarin hemen arkasindan
da Linzer ve Levine tarafindan niikleer fosfoprotein olarak tanimlanmistir. p53 geni
17. kromozomun kisa kolu tizerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan bir timoér

supressor gendir(40,41).
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p53 geninin iki tipi vardir. Wild tip p53 normal fonksiyonel tiptir. Kisa
Oomurlu olup, 6-20 dakika kadardir. Dokularda saptanmasi zordur. Diger tip ise
mutant tip olup omri 3-6 saat kadardir ve wild tipten daha uzun Omiirliidiir.
Immunhistokimyasal olarak dokularda kolayca saptanir(42,43).

p53 genindeki degisiklikler insan tiimorlerinde en sik rastlanan genetik
degisiklikler olma ozelligini tasir(41,42). ilk tanmimlandigi yillarda sadece bir
onkogen olarak gorev yaptig1 diisiiniilen p53 geninin daha sonralar1 sadece mutant
formunun anormal hiicre biiylimesinde rol oynadigi, normal p53 geninin ise timor
olusumunu baskiladig1 anlagilmistir. Kolon, meme, akciger, mesane, endometrium
gibi bircok organin epitelyal tiimorleri yanisira mezenkimal, néronal ve lenfoid
kokenli ¢esitli tiimorlerde p53 geninin homozigot kayb1 saptanmistir(44-46).

p53 genini diger tiimor baskilayici genlerden ayiran en onemli 6zellik, timor
baskilayici fonksiyonunun kaybi igin hiicrede tek bir allelin inaktivasyonunun yeterli
olmasidir. p53 hiicrede normal kosullarda bazal seviyede ve inaktif halde
bulunur(40,41). Fizyolojik sartlar altinda yasam siiresi 20 dakika gibi oldukga kisadir
ve yubikitin araciligi ile proteolize ugrar. Hiicre boliinmesine ya da hiicrenin
hayatin1 siirdiirmesine mudahale etmez. Normal bolunen hicrede p53’un bazal
seviyede bulunmasinin sebebi hatayr fark edebilecek kadar bazal seviyede olmasi
yeterlidir(41,47). Cesitli stres kosullart p53°iin hizla aktive eder. p53’U aktive edici
sinyallere ornek olarak hipoksi, DNA hasari, diizensiz biiylime sinyalleri,

onkogenler, 1s1 soku, nitrik okside maruz kalma gibi 6rnekler verilebilir (Sekil 2.9).

Oncogene activation DNA damage
(Deregulated growth signals)
Mitotic spindle damage

Hypoxia
Nitric Oxide Ribonucleotide depletion
\ Other stress

ﬁgn

Sekil 2.9. p53 gen etkilesim modeli.



30

p53 ozellikle DNA hasarina hizla tepki verip DNA’nin tamirini saglayacak
mekanizmalar1 aktive edebilir. p53, DNA’nin ve genel anlamda genomun igerdigi
bilginin oldugu gibi korunmasini saglamasi nedeniyle “genomun bekg¢isi” adini
almistir(8).

Stres kosullarinda p53 miktar1 hizla artar ve p53 aktif hale gelir. p53’iin
miktarinin artmasi hem yar1 omriiniin arttirilmasi ile hem de yiiksek oranda p53
mRNA’sindan protein translasyonu yapilmasi sayesinde saglanir.

p53’Un aktivitesinin 2 temel etkisi :

1-Hiicre siklusunun bloke edilerek biiyiimenin durdurulmasi

2-Apoptozis (Sekil 2.10).

iyonizan radyasyon
karsinojenler mutajenler

'

DMNA hasan

Normal
P53l hicre

P53 arumi P33 arhimi yok
£ Hilcre siklus dunmas! yok l DNA onarsmi yok
Hiere siklusu durmasi — DNA onanmi

Sekil 2.10. Genom biitiinliiligiiniin devaminda p53 geninin rolii.

p53 {lizerine etki ettigi ana mekanizma G1’den S fazina geg¢isi kontrol eden
mekanizmadir. Yani hiicre siklusunu G1 asamasinda durdurur. DNA tamir genlerini
aktive eder, boylece yaratilan zamanda meydana gelen hasarin tamirini saglar ve
siklusu kaldigi asamadan devam ettirir. Zarar gormiis DNA’s1 olan ve bunu tamir
demeyen hicre p53 tarafindan apoptoza gonderilir. Bu aktivitesinden dolay1 p53’e

“genom bekgisi” denir(8).
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p53°lin homozigotik kaybi durumunda hasar gérmiis DNA tamir edilemez ve
hlcre igerisinde mutasyonlar sabitlenir. Sonugta hiicre malign transformasyona dogru
giden tek yonlii bir yola girmis olur.

p53 gen Urdnleri apoptozisin kontrolinde rol alan multipl genlerin
indikleyicisi olarak bilinir(48). p53’in apoptoza yol agabilmesi igin gesitli
faktorlerin bir araya gelmesi gerekir. Ornegin DNA nin hasar gordiigii durumlarda ve
hiicreye yasamasi yoniinde az, hatta hi¢ sinyal gelmedigi durumunda ya da bir
onkogenin hicreyi boliinme siklusuna girmeye zorlamasi durumunda, p53 araciligi
ile apoptoz baglatilabilir. p53’lin apoptozu baslatabildigi uzun siiredir bilindigi halde,
bunu hangi mekanizma ile yaptig1 yakin zamanda bulunmustur. p53 aktive olur,
hicre siklusunu G1 fazinda durdurur, DNA tamiri i¢in gereken emirleri verir. Eger
DNA basarili bir sekilde tamir olursa cmyc aktif hale gelir ve p53 miktarini azaltarak
hicre siklusunu kaldigr yerden devamini saglar. Ancak hiicre biiylimesi igin ters
yonde disaridan sinyaller almaya devam ederse yani hiicreye celiskili sinyaller
gelirse hicre apoptozisi baslatir. p53deki degisiklikler kanserin direk etkisi degildir.
Ancak p53’e bagl hiicrelerin DNA hasarinda kontrol cevabinda bir defekt oldugunda
bu hiicreler malign transformasyon i¢in yiiksek risk olustururlar(49).

p53 geni; bir ¢ok gen ile iliski i¢ginde genom biitiinliigiinii kontrol eden, bu
biitiinliikte bir sorun oldugu zaman hiicreyi mitoza girmekten alikoyarak diger sinyal
ve genlerin yardimi ile gen onarimi veya hiicre diferansiyasyonunu saglamakta veya
hlcreleri apoptozise suruklemektedir(48). p53 gen drinleri transkripsiyondan
bagimsiz olarak da apoptozisi indukleyebilmektedir. p53’in transkripsiyona bagimli
ve bagimsiz apoptozis fonksiyonlari hiicre tipine gére degisebilmektedir. Bliylimenin
durmasi veya apoptoz etyolojisindeki faktorlerden hiicre tipindeki farkliliklar, DNA
hasar1 sonrasi apoptoza giden hiicreler ve normal diploid fibroblastlar hiicre siklusu
durmasinda 6nemli rol oynarlar. Baz1 onkogenlerin ekspresyonu apoptoz olusumunu

biiyiime durmasindan daha ¢ok etkilemektedirler(50).

2.9. Apoptozis

Apoptoz eski Yunanca ‘apo’ (ayri) ve ‘ptosis’ (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmis bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar

yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
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acmastyla gerceklesen hiicre Oliim tipi, klasik Yunan tarihgisi olan James
Cormack’1n Snerisiyle “’apoptoz’’ olarak adlandirilmistir(11,51).

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif
edilmistir. Kerr fizyolojik olarak olen hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlasmis
kromatin pargalarini gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu
olay1 “biiziisme nekrozu” olarak adlandirmistir(11,52).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmasi gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir(53,54). Apoptozis ve mitozis
dokuda siirekli bir denge halindedir. Zaman1 gelince 6len hiicreler daha dnceden
programlanmis bir sekilde oOliirler (programmed cell death). Tiim bu o6liimler
fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢cin bu 6liim sekli fizyolojik hiicre o6liimii
(physiological cell death) olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’s1
hasarlanmis (viriis etkisi veya g¢evresel nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar
gormemesi icin kendilerini 6ldirdrler (cell suicide) ve bunu organizmanin yarari igin
yaparlar. Doku homeostazisi i¢in (6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin
“turnover”inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan dlerek kaybolur (cell deletion). Iste,
tim bu kavramlar (programlanmig hiicre 6lumda, fizyolojik hicre 6limu, hicre
intihari, hiicre kaybt) apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen terimlerdir(53,57).

Whyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlagsmamis timus hiicrelerinde gergeklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin
elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigini,
apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir(58). 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri tizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt
olarak apoptozisi se¢gmedigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak
hlcreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir(59). BOylece apoptozisin genler
tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmistir. Apoptozis genetik
olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir(60).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma
membrani yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membram1 yirtilmaz. Apoptozisin

gerceklesebilmesi icin yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP
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seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir. Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok

eder. Bu olay nukleer blziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir(53,61).

2.9.1. Apoptozisin Onemi

Insan viicudunda her saniyede 10° hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hucre apoptozis ile 6lir(62). Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir
sirectir. Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun
gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apoptozis, hiicrenin yasam ¢emberi
boyunca yapim, yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden
devamli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklagik 5x10'" kan hiicresi
apoptozis yolu ile yok edilmektedir(63). Barsak epitel hiicrelerinin devaml
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin dldiiriilerek
uzaklastirilmas1 apoptozise Ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gormiis veya
organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin
viriisle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu
ile ortadan kaldirilir(63,64). Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile
oldardlmesi buyik ©6nem tasimaktadir(65). Apoptozis, doku gelisimi esnasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de rol alir. Ornegin bdcek ve amfibilerin
metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek
de memelilerde sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmig hiicre 6liimiidiir.
Fazla sayida tiretilen ndéronlarin %50°den fazlasi programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
ortadan kaldirilir. Ayrica akut hiicre hasar1 durumunda da apoptozis rol
almaktadir(63).

2.9.2. Apoptozisde Hucre Morfolojisi

Apoptoz, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine, daginik
olarak tek tek hiicrelerde ortaya ¢ikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.

Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra

parcalara ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha
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diffiiz goriiniimdedir. Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriiniim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
gortliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 06zgiil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp. (baz ¢ifti) biiyiikliigiinde parcalara
ayrilmasidir.  Immiin  Elektroforezi yapildiginda “ladder patern’” olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur(66). Normalde bir hucrede
birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 30x10° kirilma
meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz(12).

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’linii kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1i ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baghdir.
Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k mikroskobunda
incelendiginde, hiicreler, etrafinda acik bir halo ile goriilmektedir Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin
parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Hiicre heniiz yasamaya
devam etmektedir(67).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin  taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina go¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir(60). Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hipoksi,
fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 151k gibi zararh hiicre disi
uyaranlar sonucu olusan istenmeyen bir siirectir. Hiicre plazma membran lipidlerinin
peroksidasyonu sonucu hiicre igerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit olusur ve

komsu hiicreler de etkilenir(61) (Sekil 2.11) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Nekrozis ve apoptozis arasindaki farkliliklar.

Yol acan Nedenler

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin  yiiksek

konsantrasyonlari

Siddetli oksidatif stres

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Iskemi Biiylime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi
Hipoksi HIV

Kanser ilaglar1

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

reseptorlerinin

Cok siddetli olmayan oksidatif stres

Hiicre membrani
biitiinliigiiniin kaybi
Kromatin “flocculation”u

Hiicre sismesi

Intak hiicre membrani fakat

membranda “bleb”lerin olusumu
membran

Kromatinin niikleer

civarinda toplanmasi ve yogunlasmasi

Inflamasyona neden olur

Morfolojik ve | Organellerin disintegrasyonu Hucre kiculmesi
Histolojik Endoplazmik retikulumun | Organellerde disintegrasyon yok
Ozellikler dilatasyonu Hucrenin intak mitokondri, ribozom,
Biiyiik vakuollerin olusumu nucleus pargalar1 ve diger organelleri
Hcre lizisi iceren membranla kapli apoptotik
cisimciklere pargalanmasi
Bozulmus iyon homeostazisi Iyi kontrollii, baz1 aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi
ATP gerekmez (pasif siirec) ATP gereklidir (aktif streg)
+4°C’de gerceklesebilir +4°C’de gerceklesmez
DNA  rasgele  pargalanir | DNA internikleozomal alanlarda 180
Biyokimyasal (agaroz jel elektroforezinde | kb ciftinin katlar1 olacak sekilde kirtlir
Ozellikler “smear” goruntisu) mono ve oligonukleozomlara ayrilir
(agaroz jel elektroforezinde merdiven
Postlitik DNA | paterni—apoptozisin ~ en  Onemli
fragmantasyonu (6lumiin geg | belirteci)
sathasinda) Prelitik DNA fragmantasyonu
Hiicreler gruplar halinde 6lur | Hiicreler tek veya birkagi bir arada
patolojik  etkiler  sonucu | 6lir
Diger Ozellikler gerceklesir Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir

Inflamasyon gériilmez
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mitochondrial morphological membrane breakdown

changes _ Gg’l}.{:éﬂ 3
/,:gf q_.[)-‘_ @

NEKROZ

chromatin pattern conserved

mitochondrial morphology intact membranes
preserved

APOPTOZIS

apaptotic bodies

nuclear changes

Sekil 2.11. Nekroz ve apoptozis arasindaki farklar.

2.9.3. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozisin Klasik tanimlamasi otonomik ve programli hiicre intihart olarak
da ifade edilebilir. Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan ¢esitli sinyaller
yoluyla tetiklenebilir(68). Hicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas
Ligant (FasL) ve Tumor nekrozis faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Olim faktord
olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hucre
olimii gergeklesir(69). Bunun disinda apoptozis biiylime faktor ya da hormon
eksikligi, viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler, kemoterapétikler,
radyasyon gibi bazi faktorler ile de baslatilabilir. Agir DNA hasarina yanit olarak
aktive olan p53 geni, reaktif oksijen radikalleri (hem mitokondri, hem plazma
membran, hem de genom {izerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak) apoptozisi
tetikleyebilmektedir.

I— Apoptozis Sinyalinin Olusumu

Apoptozisin indiiklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldig1
bilinmektedir. Bunlar "ekstrensek' hiicre dist ve "intrensek™ hucre ici sinyal
yollaridir (Sekil 2.12).
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1-Ekstrensek sinyal yolu

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanma ile tetiklenme
2-Intrensek sinyal yolu

a)Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi

b)Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olugturulmasi

EESTRENSEK SINYAL YOLU INTRENSEK SINYAL YOLU

. Ligand

UV, radiation, cheme, ER Stress

hypoxia {mistolded
proteing}
Dzath Plasma
receplor b
Adapter
v Procaspase-12

Mitokondri

Initiator > l

Caspased Initistor

Caspase-12

-

Effector J Ma:y ] cl-2 Bolx .

Caspases Etector
- *: Initiator Teliculun g Caspases
caspase-9 -
R — S th v

Nucleus

r T b

’ .
APOPTOZIS APOPTOZIS APOPTOZIS

I Death domain

Sekil 2.12. intrensek ve ekstrensek sinyal yolu tetikleyicileri.

1) Ekstrensek Sinyal Yolu

Fas Ligand (FasL) ve TNF

Huicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL) ve
Tumor nekrozis faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Olim faktor(i olarak da
adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptdrlerine baglanmasi ile hiicre oliimii
gergeklesir Sitokinler protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere
baglanarak hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasini kontrol eder. Sitokinler, yapisal
ozelliklerine gore; sitokin bagimli biiyiime faktorii, TNF ve helikal sitokinler olmak
lizere {i¢ alt gruba ayrilirlar. Onemli bir apoptotik faktdr olan Fas Ligand (FasL),
TNF ailesinin bir Gyesidir(70). TNF, hedef hiicredeki TNFR-1 (TUmor nekrozis
faktor reseptor—1) ve TNFR-2 (Tumor nekrozis faktor reseptor—2) adli reseptorleri

ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, sitotoksik T lenfositlerde (CTL) ve



38

natural killer (NK) hucrelerde bulunur. Hedef hicrede bulunan reseptoru Fas ile
baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, Tip-11 membran proteini gibi sentezlenir.
FasL’in N terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru
uzanmaktadir(71). Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri
aracilif1 ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gecen formlar
mevcuttur. Bu serbest formlarina, solubl TNF ve solubl FasL adi verilmektedir(72).
Solubl formda bulunan TNF ve FasL’da apoptozisi aktive etmektedir. Ancak
membrana bagli TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini aktive etmekte solubl

formlarindan daha etkili olduklari saptanmistir(73) (Sekil 2.13).

Ligand
(FasL, TNF o, TRAIL)

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRS, ..}

Hiicre membram

Adaptors

(FADD, TRADD) -1
 |L=]

3 tm

Procaspase-8

= Activation of

Caspases-3,-6,-7 = ,popTO7IS
active Caspase-8

Sekil 2.13. Fas ve TNF 6liim reseptor ve aktivatorleri.

2 intrensek Sinyal Yolu

a) Mitokondriyal Yolak: Memeli hicrelerinde major apoptotik sinyal yolu
mitokondriyal dir. Radyasyon, toksinler, 1s1 artis1, ¢cogu kemoterapdtik ajan, tiimor
supresOr genler, DNA hasarinda, viral virulans faktor ile intrensek mitokondriyal
yolak (izerinden apoptotik slirecin baglamasina neden olurlar(74) (Sekil 2.14).

Sitokrom-C mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Son yillarda anlagilan Onemiyle apoptozis silirecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu yilizden de sitokrom-C’nin mitokondriden sitoplazmaya

saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversible bir déneme girildigini
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isaret eder. Sitokrom-C mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde
mitokondriden apoptozis-indukleyici faktér (AIF, apoptosis-inducing factor) ile
birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom-C sitoplazmik protein olan Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor—1)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de
katilimiyla apoptozom ad1 verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan pro
kaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz—9 ise efektor
kaspazlardan pro kaspaz 3’0 aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen
deoksiribonikleaz  inhibitérini  (ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece ICAD’iiniin bagladig1 kaspazla-aktiflesen
deoksiribonukleaz (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve

oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna neden olur(75).

A. Mitokondrial sinyal yolu ve Kaspaz aktivasyonu

(‘&@[}\ Cyto c release

Apoptotic Formation of Activation of

stimuus — ( Mitochondria J—* B .. B> tenpoptosome > Caspases
sz "

B.Apoptozom formasyonu ve aktivasyonu

Pro-
Caspase-9

Apoptosome

Sekil 2.14. intrensek apoptotik sinyal yolu.

b) Endoplazmik Retikulum (ER) Aracili Apoptozis Olusturulmasi: Son
zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagiml
endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir(76). Bu yol
mitokondriyal/sitokrom-C ve 6liim reseptor aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren

bircok surecte kritik 6neme sahiptir. Kaspaz—12, ER membraninda lokalize olan ve
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ER aracili apoptozis icin esas teskil eden bir kaspazdir. Ca™ seviyesinin yikselmesi
ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile pro kaspaz—12 aktiflenir. Ayrica
kaspaz—7 salinmmi ile de pro kaspaz—12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur.
Aktiflenmis kaspaz—12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak
etkileserek sitozolik kaspaz kaskatini aktive eder. Son c¢aligmalar, in vivo ve in vitro

olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir(77).

2.9.4. Apoptozis Siirecini Baslatan Diger Nedenler

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasara yanit
olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53 bir pro-apoptotik bcl-
2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol acarak apoptozisi baglatir. p53 bax’in
indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS5 gibi hiicre ylizey 6lim reseptorlerinin
indiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir(78).

Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stres) hem
mitokondri hem plazma membrani hem de genom tiizerinde olusturabilecegi hasarlara
bagli olarak da baslatilabilir(78).

Apoptozisi biiylime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.
Hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum acligina (serum starvation)
maruz birakilirlarsa apoptozisle dliirler. Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici
bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagl olarak gerceklesir. Ayrica, bir pro-
apoptotik (apoptozis uyarici) ve bir bel-2 ailesi iiyesi olan Bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baslatic1 bir faktér olan
sitokrom-C’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gergeklesir(78).

Apoptozisi baslatan bir bagka neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden
saliverilen Granzim B’lerin (GrB) hedef hiicrede (6rnegin viriisle enfekte hiicre veya
kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir. GranzimB bir serin proteaz
enzimidir. Sitoplazma igine alinan GrB, hem pro-kaspas 10’u hem de pro-kaspas 3
ve pro-kaspas 7’yi aktive eder. Aktive olmus pro-kaspas 3 bir yandan dogrudan
seliiler proteolizi baslatirken bir yandan da pro-kaspas 7 Uzerinden seliler proteolizi
baslatir(78,79) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Apoptozisteki olaylarin sematik goriiniimii.

2.11.5. Apoptozisde Hiicre I¢i Sinyal iletiminin Regiilasyonu

Ca++

Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca™" apoptoziste de rol
oynar. Hicre icindeki Ca™ iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir.  Kalsiyum  iyonlar1  endoniikleaz  aktivasyonunda,  doku
transglutaminaz aktivasyonunda, gen regililasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda

ve hucre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler(59,78).

Kaspazlar (CASPASES): Cysteine dependent Aspartate specific Proteases

Zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu da apoptozisde rol
almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskad (selale tarzi
reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan Oliim sinyallerini efektor kaspazlara

naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri 6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri
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aktin veya fodrin, nikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan Poli
ADP-Riboz Polimeraz (PARP)’1 pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar. Ilk tammlanan enzim ICE (interlokin 1-B
dontistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom
C’nin  stoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla
aktiflestirildigi  gibi, kaspazlar da sitokrom-C’nin saliverilmesine neden
olabilirler(80,81).

Kaspazlarin aktivasyonu; Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak
aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey
6lim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz-9 baglayici protein olan Apaf’nin
oligomerize olmak iizere indiiklenmesiyle gergeklesir. Apaf-1’in indlksiyonu ise
sitokrom-C’nin mitokondriden saliverilmesi ile gergeklesir. Apaf -1’in
oligomerizasyonu kaspaz—9 monomerlerinin bir araya getirilmesini saglar. Boylece
aktiflesen kaspaz-9 kaspaz-3’ii aktiflestirir. Mitokondriden ayrica AIF (apoptozis
indiikleyici faktor) saliverilir. Bunlar bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktive ederek
DNA’nin degragasyonuna yol acarlar. Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farklh

olabilir. Kaspaslarin uyarilmasi ile hiicrelerde proteoliz baslatilir(80,81).

Mitokondri

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom-C’nin mitokondriden
stoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siiregte irreversebl basamaktir. Mitokondrinin

aktivasyonuna yol agan en dnemli faktor bcl-2 ailesidir.

Bcl- 2 ailesi

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olur. Boylece
malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir.

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri
pro-apoptotik yani apoptozisi indiikleyici (Bax, Bad, Bid, v.b.), etkiye sahiptir.
Digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskilayict (Bcl-2, Bcl-X1) etkiye sahiptir
(Tablo 2.2). Pro-apoptotik olanlar, sitokrom-C’nin mitokondriden stoplazmaya

saliverilmesini  indiiklerler. ~Anti-apoptotikler ise sitokrom-C saliverilmesini
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baskilarlar. Bcl-2 0Ozellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon
transportunu diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi
halinde mitokondri membranina baglanir, burada kiigiik delik¢ikler “pore”
olusumunu indiikler, bdylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonucta
sitokrom-C ve apoptozis indikleyici faktor olarak bilinen AIF’Un mitokondriden
sitozole ¢ikmasini saglar(78) (Sekil 2.16).

APOPTOZIS

1

g CASP 9

ProCASP 9

=L — @

Mitokondrial

@ Dis Membran

Sekil 2.16. Bax/ Bcl-2’nin etki mekanizmasi.

Tablo 2.2. Bcl-2 ailesi.

Bcl-2 Ailesi

Apoptozisi Baskilayanlar Apoptozisi Indiikleyenler
1.Bcl-2 1.Bad

2.Bcl-XI 2.Bax

3.BHRL-1 3.Bak

4.Bcl-w 4.Bcl-xs

5.Bfl-1 5.Bik

6.Brag-1 6.Hrk-1

7.Mcl 1
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2.9.6. Apoptozisin Genetik Kontrolu

Coenorhabditis elegans isimli bir nematod ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
goriilmiistiir ki her hiicre hayatta kalabilmek i¢in 6limi engelleyici mesaj (Egl-1)
yollayabilecegi gibi oliimii baslatici mesaj da yollayabilir (Ces-1 ve Ces-2).
Apoptotik sinyal yandaki hiicreden gelebilecegi gibi hiicrenin kendinden de
gelebilir(52,78).

Omurgalilarda  apoptozisi  diizenleyen genler c¢-myc, p-53, RbDb
(retinoblastoma) ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve

tiretimini sagladiklar proteinler de ayni adlarla anilmaktadir(82,83).

2.9.7. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp gibi bazi
i¢ organlarin liimenlerinin olusmasi gosterilebilir(53). Apoptozis ayrica her tiirlii
neoplastik olusumda hem biiyiime hem gerileme doneminde gorilebilir(55). Hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif
travma, hafif hipoksi gosterilebilir(53). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana
maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir(54).
Apoptozisli hiicreler sagliklt doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur(59).

Apoptozisin goriildiigii baslica olaylar;

1. Fizyolojik Olaylar

a- Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyonu).

b- Eriskinde hormona bagimli involiisyon (menstriel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra
meme bezlerinin rejenerasyonu).

c- Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile
hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri)

d- Immun hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmast) .
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2. Patolojik Olaylar

a- Tumorlerde hucre 61umu (hem blyltme hem de regresyon asamasinda).

b- Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kayb1)(58).

c- Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi
(pankreas ve bdbrek tiibiillerinde oldugu gibi) .

d- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre o6limd (otoimmun
hastaliklar)(60).

e- Cesitli etkenlerle olusan hiicre 6limii (radyasyon, anti kanser ilaglari,
hipertermi, hipoksi, travma)(56).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozis yoluyla hicre 6luminin
artmast ya da azalmasmin kanser, otoimmun bozukluklar, viral enfeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢gok hastaligin patogenezinde rol oynadigi
gosterilmistir(84) ( Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Apoptozis ile hastaliklarin iligkisi.

Apoptozisin Inhibisyonu ile Iliskili Hastaliklar

1-Kanserler: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlar1 ile olusan karsinomlar, Hormon
bagiml timorler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2- Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, Immun iliskili
glomerulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3- Viral infeksiyonlar: Herpes viris, Poliovirus, Adenovirus

Apoptozisin Aktivasyonu Ile liskili Hastaliklar

1- AIDS

2-Norodejeneratif  hastaliklar:  Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Amyotrofik lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon

3- Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi

4- Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, Inme, Reperfiizyon hasar

5- Toksik nedenli karaciger hasari
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2.9.8. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 06zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn: aktif kaspaz—3 tayini) molekuler duzeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. Ilk kez morfolojik kriterlere gére belirlenen
apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslandi. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulundu. Boylece kaspaz aktivasyonlarmin belirlenmesine yonelik metodlarla
saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik
gelistirilen tim metodlart 2000'li yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal
hicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in
kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;

1. Morfolojik goruntuleme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yontemler

5. Molekiler biyoloji yontemleri
1.Morfolojik géruntileme yontemleri

I. Isik mikroskobu kullanima:

A. Hematoksilen-Eozin boyama
B. Giemsa boyama

I1. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi

I11. Elektron mikroskobu

IV. Faz kontrast mikroskobu
2. Histokimyasal yontemler:

I. Anneksin V Yontemi

Il. TUNEL YOntemi:
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TUNEL; Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End
Labeling kelimelerinin kisaltmasidir.

Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalanarak, birdenbire hiicre
igerisindeki kromatin ag, bitinliigiinii kaybeder ve 3°-OH iceren DNA
pargaciklarinin sayist ¢ok ylikselir. Hiicrede terminal deoxynucleotidyl transferaz
(TdT) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP’yi, par¢alanmis DNA par¢aciklarinin
serbest 3’-OH uglarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parcaciklar: ortama
FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde goriiniir hale
gelirler. Bu yontem tek tek hiicrelerde insitu apoptozisi gosterebildigi i¢in hiicre
kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Kan hiicreleri gibi sayica
cok olan hiicrelerde kantitatif sonuclar elde etmek icin, ayn1t TUNEL teknigi flow-
Cytometry’ye uygulanabilmektedir. Tek farki floresans okuma sisteminin flow-
Cytometry’de olmasidir(78).

[11. M30 Yontemi

IV. Kaspaz-3 Yontemi
3. Biyokimyasal Yontemler

L. Agaroz Jel Elektroforezi

I1. "Western" Blotting

I1. "Flow" Sitometri
4. immiinolojik Yontemler

L. ELISA

I1. Flourimetrik Yontem
5. Molekdler Biyoloji Yontemleri

I. DNA Microarrays

2.10. Alfa Lipoik Asid

Alfa Lipoik asid (ALA; 1,2-dithiolan-3-pentanoik asit; 6,8-dithio-oktanoik
asit veya thioktik asit) mikroorganizmalardan insanlara kadar butiin organizmalarda
enerji metabolizmasinda kofaktor olarak gerekli olan ve son zamanlarda antioksidan
ozellikleri ortaya konulan bir molekildiir(85,86). Ilk olarak 1937°de, baz1
bakterilerin gelisimleri i¢in patates ekstraktinda bulunan bir maddeye gereksinim

duyduklart ortaya konulmus ve bu maddeye “potato growth factor” denilmistir.



48

1951°de ise Reed ve arkadaslar tarafindan bu madde tonlarca karacigerden birkag

miligram olarak izole edilmis ve alfa lipoik asit olarak adlandirilmistir(87,89).

2.10.1. Lipoik Asidin Genel Ozellikleri ve Kaynaklar

Lipoik asid (LA) bakterilerden insanlara kadar bircok organizmada
sentezlenmektedir. Insanlarda karaciger ve diger dokular tarafindan sentezlenerek,
dogal bir kofaktor olarak gorev yapmaktadir(87). LA predominant olarak beyin,
bobrek, karaciger, ince barsak ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir. Memeli dokulari
5-25 nmol/g LA i¢ermekle birlikte, bunun hemen hemen tiimii proteine bagl formda
bulunup, disaridan verilmedigi silirece hiicrede sadece cok az serbest LA
bulunmaktadir. Cesitli sebze ve meyveler ile hayvansal dokular farkli diizeylerde
lipoillizin formunda R-LA igerirler. Ispanak basta olmak iizere brokoli, domates,
bezelye, Briiksel lahanasi ve piring ALA igeren bitkisel kaynaklardir. Kalp, karaciger
ve bobrek gibi yiksek metabolik aktiviteye sahip hayvansal dokular da ALA
bakimindan zengin kaynaklardir(89,90).

2.10.2. Lipoik Asidin Yapisi

Alfa-Lipoik asid yapisinda iki siilfiir atomu ve bir karboksilik asit grubu
bulunan besli bir halka igermektedir. Alfa lipoik asid (ALA) kendi orijinal okside
formunda ya da dihidrolipoik asit (DHLA) seklinde rediikte formda bulunabilir. ALA
diyetten hizla emilir, transport sonucu hiicreler tarafindan alinarak, beyin dahil
bircok dokuda redikte formu olan DHLA’ya indirgenir(86,89). ALA; DHLA’ya
indirgendigi zaman molekiiliin u¢ kismindaki atomlarin olusturdugu dithiolan halkasi
kirthir ve siilfiir atomlart siilthidril (-SH) gruplart sekline doniisiir. ALA ve
DHLA’nin yapilart Sekil 2.17°de verilmistir.

2.10.3. ALA’min DHLA indirgenmesi

Mitokondri bulunan ¢ogu hiicrede ALA dihidrolipoamid dehidrogenaz ( E3
enzimi mitokondriyal a-ketoasit dehidrogenaz kompleksi ( E.C.1.8.1.4) tarafindan
NADH-bagimli bir reaksiyon ile DHLA’ya indirgenir. Mitokondri bulunmayan
hicrelerde ise indirgenme NADPH-bagimli olarak glutatyon rediiktaz ve

thioredoksin rediktazlar tarafindan gergeklestirilir(90,92). Ayrica sentetik olarak
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NaBH, ile de indirgenme olusabilir. ALA’nin antioksidan dzelliklerine biiyiik dl¢iide

indirgenmis formunun katkida bulundugu ileri siiriilmektedir(93).

CH- CH, CH, COOH
CH- CH, CH, CH-

o- Lipoik Asit (o-LA)

CH, CH CH COOH
CHa CH, CH» CH,
SH SH

Dihidrolipoik Asit (DHLA)

Sekil 2.17. ALA ve DHLA’ nin yapilari.

2.10.4. Lipoik Asidin Fonksiyonlari

ALA’nin viicutta iki sekilde fonksiyon yaptigi diisiiniilmektedir. Bunlardan
ilki, metabolik proceslerde koenzim olarak gorev almasi; ikincisi ise suplementasyon
yoluyla ulagilan dozlarda antioksidan ozellikler goéstermesidir. Lipoik asid; a-
ketoglutarat dehidrogenaz, dalli zincir a-ketoasit dehidrogenaz, pirlivat dehidrogenaz
multienzim kompleksleri i¢in kofaktor olarak rol oynayip, enerji metabolizmasinda
cok 6nemli bir yere sahiptir(85,88). ALA nin karboksilik grubu pirlivat dehidrogenaz
komplekslerinin dihidrolipoil transasetilaz subtnitine (E2) spesifik lizin e-amino
grubuna amid bagi ile kovalent olarak baglanir. ALA ayrica glisin dekarboksilaz
kompleksinin H proteinine de baglanir ve glisinin CO,, amonyak, 5,10-MTHF ve
NADH’a reversible oksidasyonunu katalize eden glisin cleavage sistemin de bir
bilesendir(85,86,88,94).

2.10.5. Lipoik Asidin Antioksidan Ozellikleri
Bir bilesigin antioksidan potansiyeli degerlendirilirken bazi kriterler goz

ondnde bulundurulmaktadir. a) serbest radikalleri temizleme spesifitesi, b) diger
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antioksidanlarla etkilesimi, ¢) metallerle selat yapma yetenegi, d) absorbsiyonu,
biyolojik yararliligi ve hiicre konsantrasyonu, €) gen ekspresyonuna etkileri, f)
molekilin membran veya akuoz fazda lokalize olmasi, g) oksidatif hasari onarma
yetenegi(85,86).

Bir maddenin iyi bir antioksidan olmasi i¢in bu 6zelliklerin tiimiine sahip
olmasi gerekmez. Ornegin Vitamin E viicutta iyi bir antioksidan olarak
diistiniilmesine ragmen sadece membran ya da lipid fazda etkisini gosterip 6zellikle
lipid peroksil radikallerini notralize ederken, aku6z fazdaki radikallere karsi ¢ok az
ya da hic etki gostermemektedir(86). Ideal bir antioksidan ise yukaridaki kriterlerin
timiinii saglamahdir. Alfa lipoik asit/dihidrolipoik asit redoks ¢ifti, diger
antioksidanlarda bulunmayan bazi O6zelliklere sahiptir. ALA “ideal”, *“essiz” ve
“evrensel antioksidan” olarak tanimlanmaktadir. Bunun nedenleri:

1. Hizla absorbe edilmesi: Diyet ya da disaridan alinan ALA hizli bir sekilde
absorbe edilir. Birgok dokuya dagilir ve kan-beyin bariyerini de gecer (86,95).

2. Rediikte ve okside formlarinin antioksidan etkiye sahip olmasi: ALA hiicre
icerisinde DHLA’ya indirgenir ve antioksidan yeteneklerine biyik 6lcide
indirgenmis formunun katkida bulundugu ileri siiriilmektedir(93). Cogu antioksidan
bilesik sadece indirgenmis formda bulunduklari zaman antioksidan olarak rol
oynamasina ragmen (6rn: rediikte glutatyon), ALA’nin hem okside hem de rediikte
formu kuvvetli antioksidanlar olarak rol oynarlar(86). DHLA’ nin tiyol gruplar1 igin
yiiksek pKa’s1 (10.7) bu molekiiliin, pKa’s1 9.45 olan GSH’ dan bile daha kuvvetli
bir nlikleofil oldugunu géstermektedir(93).

3. Hem sivi, hem de lipid fazda c¢oziinmesi: ALA, amfifilik 6zellik gosterip hem
sivi hem de lipid fazda ¢oziinebilmektedir. Bu 6zelligi olduk¢a dnemlidir. Cilinkii
suda ¢oOzlinen antioksidan bilesikler (6rn: Vit C) hiicre iginde, yagda c¢oziinen
antioksidanlar (6rn: Vit E) ise hiicre membraninda bulunurken; ALA ve DHLA hem
hicre icinde hem de membran duzeyinde etki goOstererek ¢ift koruma
saglamaktadir(86,93,96,97).

4. Glutatyon diizeylerini arttirmasi: ALA, hiicrelerde baslica antioksidan olan

glutatyon dretimini stimile etmektedir.
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5. Diger antioksidanlarla etkilesimi: ALA; Vitamin C, Vitamin E, glutatyon ve
koenzim Q’yu da kapsayan cesitli antioksidanlari aktif durumlarina donistiiriip
yeniden olusturma yetenegine sahiptir(88,89) (Sekil 2.18).

Vitamin E

(tolcoferol) DHLA
Uhisetniguinone
Thacpuinol D

ROO” : -
D iw_c radikali CNAD

Vit.C 43
ROOH NADH+H?

C‘Glutatvon disiilfid
Glutatyon D

Vit. B radikali o-LA
(tokeoferoksil radiali)

Sekil 2.18. Lipoik asidin diger antioksidanlarla etkilesimi.

6. Serbest metal iyonlariyla selat yapmasi: ALA; ge¢is metal iyonlartyla selat
yapma yetenegine sahiptir. Arsenik, kadmiyum, kursun, civa gibi toksik metallerle
¢oziinmeyen kompleksler olusturdugu ortaya konulmustur. ALA ve DHLA’ nin
selasyon yaptig1 gecis metalleri: Pb*2, Cu*?, Zn*2, Mn*?, Cd*?, Co*? Hg*?, Fe**/Fe*?,
Ni*4(90-93).

7. Serbest radikalleri notralize etmesi: ALA ve DHLA; OH-, -O,, LOO’, NO- ve
HOCT’yi igeren cesitli radikallere kars1 antioksidan olarak rol oynarlar. Ayrica O, ve
H,0, ile de etkilesime girdikleri bilinmektedir(89,93). DHLA mikemmel bir
indirgeyici ajandir ve serbest radikale bagli patolojilere karsi insanlardaki antioksidan
defanslari arttirici potansiyele sahiptir(97).

8. Normal gen ekspresyonunu arttirmasi.

9. Bircok hastalikta terapotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olmasi:
ALA’nin; klinik olarak mantar zehirlenmesi ve metal toksisitesinin tedavisinde
kullanilmanin yan sira; yukarida bahsedilen 6nemli etkileri ile iskemi-reperfiizyon
hasari, diyabet, katarakt olusumu, HIV aktivasyonu, nérodejenerasyon ve radyasyon

hasar1 gibi ¢esitli oksidatif stres modellerinde yararli oldugu ortaya konulmustur(86).
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmamizda 5-6 aylik ve 200 - 250 gr agirliginda, toplam 30 adet disi
Sprague-Dawley tiirii sigan kullanildi. Siganlar Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan sagland.
Hayvanlara yapilacak uygulamalar icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 23.06.2010 tarihli, 27 sayilt ve 165 karar numarali kurul onay1 alindu.

Sigcanlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1
24+2°C ve nemi %55+5 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta 6nce polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaclart sinirsiz ve giinliik olarak saglandi.

Her grupta 10 sican olacak sekilde kontrol, sham ve tedavi deney grubu olusturuldu.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalari

Gruplara Alfa Lipoik Asit (ALA) ve Serum Fizyolojik (SF) icinde
cozdurulerek 1 ay boyunca intraperitonal (i.p.) olarak verildi. Her bir hayvan igin
ayr1 enjektorler kullanildi ve enjeksiyonlar her giin ayni saatte (10 -12 arasinda)

yapildi.

3.2. Deney Gruplar

Arastirmamizda siganlar rastgele secilerek her grupta 10’ar hayvan bulunacak
sekilde toplam 3 grup olusturuldu;
Grup 1: Kontrol grubu (n=10).
Grup 2: Sham grubu (iilseratif kolit olusturuldu). Bu gruptaki hayvanlara sadece SF
0,02 ml i.p. olarak verildi (n=10).
Grup 3: Ulseratif kolit + Alfa Lipoik Asid (ALA) tedavi grubu (n=10). Bu gruptaki
hayvanlara 100mg/kg ALA (T5625-5G, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
SF icinde ¢ozdurulerek 0,02 ml i.p. olarak verildi(153).

3.3. Deney Protokolu

Sicanlar 12 saatlik agligi takiben Ketamine HCL (Ketalar 500mg enjektable
flakon, Pfizer) 75mg/kg. intraperitoneal ve Xylazine (Rompun, Bayer) 15mg/Kkg.
intraperitoneal enjeksiyon ile anestezi protokoli uygulanarak genel anestezi saglandi.

Ratlar anestezi sonrasi supin pozisyonunda operasyon masasina alinarak cerrahi kesi
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yapilacak alan tras edildikten sonra povidon iyod ile temizlendi, median laparotomi

uygulandi.

Grup 1: Kontrol Grubu

Bu gruptaki sigcanlara, herhangi bir uygulama yapilmadan 4 haftalik siire
sonunda, suprapubik insizyonla batin agilarak kolona ulasildiktan sonra rektum
mimkun olan en distal kismindan kesilip ¢ikarildi. Daha sonra buradan proksimale

kadar olan yaklasik 10 cm’lik kolon segmenti total olarak c¢ikartildi.

Grup 2: Sham Grubu

Sham grubunda ise o6ncelikle anlsten transrektal olarak kolona 1,2 mm
capinda kateter yaklasik 8 cm ileriye uzatilacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlar bu
islem sirasinda Trendelenburg pozisyonuna getirilerek % 4’10k asetik asit
coOzeltisinden 1 cc. yavasg bir sekilde transrektal olarak uygulandi. Asitin disar
kagmamasi i¢in ratlar basasagi pozisyonda 30 sn kadar siireyle tutulup verilen asetik
asit ¢ozeltisinin kalan kismi ayni kateterle aspire edildi. Ratlarin transrektal asetik
asit uygulamasindan sonraki dénemde normal yemlerini yemelerine izin veridi. 4
haftalik siirenin sonunda ratlarin karinlari pubisten gobek hizasina kadar agilarak
rektum mumkiin olan en distal kismindan kesilip proksimale kadar olan yaklasik 10
cm’lik kolon segmenti total olarak cikartildi. Cikarilma sirasinda kolon igerisindeki

feges temizlenip, kolon segmenti serum fizyolojikle yikandi.

Grup 3: Alfa Lipoik Asid + Ulseratif Kolit olusturulan Grup

Bu grubtaki ratlara da yine sham grubundaki gibi % 4’lik asetik asit
cozeltisiyle iilseratif kolit olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca giinliik alfa lipoik
asid (100mg/kg, i.p) uygulandi. Alfa lipoik asit tedavisinden sonra ratlarin karinlari
pubisten gobek hizasina kadar agilarak rektum miimkiin olan en distal kismindan
kesilip ¢ikarildi. Daha sonra buradan proksimale kadar olan yaklagik 10 cm’lik kolon
segmenti total olarak ¢ikartildi.

Deney sonunda ratlardan 20 ml kan alinarak hayatlarina son verildi. Daha
sonra kolon iki esit parcaya kesildi. 1/2 kisminda histolojik olarak, apoptozisdeki
degisimi ortaya koymak i¢in alindi. Bu asamada almman ornekler Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalindaki 6gretim elemani tarafindan direk mikroskobi,

immiin boyama ve TUNEL gibi yontemler kullanilarak degerlendirildi. Fizyoloji
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Anabilim Dal1 tarafindan kolon dokusunun kalan 1/2 kisminda iNOS gen
ekspresyonu Real-Time PCR ile degerlendirildi. Tim sonuglar daha sonra

Biyoistatistik Anabilim Dal1 tarafindan istatiksel olarak degerlendirildi.

3.4. Histolojik Inceleme

Kolon igerigi temizlenip SF ile yikandiktan sonra bir kisim doku formaldehit
fiksatifine alindi. Islemler organlarin otoliz olmamasi i¢in hizli bir sekilde yapildi.
Fiksasyon isleminden sonra alinan dokulara uygun takip islemi yapilarak parafin

bloklar1 hazirlandi.

3.4.1. Kolon Icin Uygulanan Doku Takibi

Tam spesmenler noétral formalinde fikse edildi. Artan alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edildikten sonra ksilol ile seffaflastirma yapildi ve parafine
gbmuldi. Parafin bloklardan her biri 4 pum kalinh@indaki seri kesitler alindi.
Kesitlerde genel yap1 6zelliklerini belirlemek ve inflamatuar reaksiyonun derecesini
belirlemek igin spesmenlerin bir kisminda hematoksilin ve eozin (H&E) boyasi
uygulanirken;  digerlerinde  p53, NF-kB  ekspresyonlar1  i¢in  klasik
immunohistokimyasal boyama ve apoptozis tespiti icin TUNNEL bazli kit ile
immunohistokimyasal boyama yapildi.

p53 ve NFkB ekspresyonlart yaninda inflamasyon kriterleri olan inflamatuar
hiicre gogli, 0dem ve vaskiiler yapida degisiklikler semikantitatif olarak her grup i¢in
ayr1 ayr1 degerlendirildi. Hafif degerler (+), orta degerler (++) ve yogun degerler
(+++) olarak degerlendirildi. Apoptosis degerlendirmesinde ise her gruptan alinan ve
boyanan preparatlar tek histolog tarafindan 1sik mikroskobunda (Nikon E600, Japan)
incelendi. Her preparatda mevcut olan apoptotik hiicreler x20 objektif biyitmede
birbirinden farkli 10 alanda sayildi ve elde edilen degerler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Hiicre sayimi igin UTHSCSA Image Tool for Windows 3.0 programi
kullanildi.

3.4.2. Hematoksilin-Eozin Boyama Yontemi

Rutin Hematoksilin-Eozin boyama yontemi ile kesitler boyandi.
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3.4.3. Immiinohistokimyal Degerlendirme

p53 ve NF-B degerlendirmesi:

p53 ve NF-kB ifadesinin tespiti i¢cin immiinohistokimyasal degerlendirme
uygulandi. Spesmenler O6nce deparafinize edilip hidrate edildikten sonra antijen
yapisini tekrar ortaya koyabilmek icin mikrodalga firinda 10mM sitrat tampon
uygulandi. Ardindan endojen peroksidaz %10’luk H,O, ile inaktive edildi. Daha
sonra primer antikorlar ekildi. NF-kB icin, AEC p53 icin DAB ve sekonder antikor
olarak HRPS kullanildi. (Mayers Hematoxylene Sigma, St Louis, MO’dan diger tiim
kimyasallar Labvision Corp., Fremont, CA’dan temin edildi.)

TUNEL Boyama Yontemi

Kullanilan kit: ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
S7101- Chemicon International. USA & Canada.

a. Kesitler once 3 kez degistirilen ksilollerde 15°er dk. bekletildiler ve
deparafinize edildiler. Daha sonra sirasiyla;

b. 2 kez %100 alkolde 5’er dk. tutuldular.

c. %95’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

d. %70’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

e. PBS soliisyonunda 5 dk. yikandilar.

f. Proteinaz K soliisyonunda oda 1sisinda 15 dk. tutuldular.

0. 2 kez degistirilmis distile suda 2’ser dk. yikandilar.

h. %3’likk Hidrojen Peroksidaz icerisinde oda 1sisinda 5 dk. tutuldular.

I. PBS igerisinde 5-10 dk. ¢alkalandilar.

J. Equilibration Buffer i¢inde oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildiler.

k. Kesitlere TdT enzimi uygulanarak etlivde 37 derecede nemli ortamda 1
saat tutuldular.

l. 3 kez degistirilmis PBS soliisyonunda 1’er dk. olmak {izere bekletildiler.

m. Oda 1s1sindaki kesitlere anti-digoxigenin peroksidaz damlatilarak iizerleri
plastik coverslip ile kapland1 ve oda 1sisinda nemli ortamda 30 dk. bekletildiler.

Nn. 4 kez degistirilen PBS soliisyonunda oda 1sisinda 2’ser dk. yikandilar.

0. Kesitler iizerine DAB soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildiler.
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p. Kesitler 3 kez degistirilmis distile suda 1’er dk. yikand1 ve son distile suda
5 dk. tutuldular.

g. Metil Green’de 10 dk. boyandilar.

r. 3 kez degistirilmis distile suda 30’ar saniye ¢alkalandilar.

S. Kesitler 3 kez degistirilmis %100 lik butanolden hizli bir sekilde
calkalanarak gecirildiler.

t. Xylol I’de 2 dk. , Xylol II’de 2 dk. ve Xylol IlI’de - 5 dk. bekletildiler.

u. Kesitler en son olarak iizerlerine kapatma mediumu damlatilarak
kapatildilar.

Apoptotik Indeks (Al)=Apoptotik Hiicre Say1s1/50

Daha sonra elde edilen bulgular, istatistiksel olarak karsilastirildi.
3.5. Fizyolojik inceleme

3.5.1. Real Time-PCR (RT-PCR) Teknigi ile iNOS Tayini

Deney siiresi sona erdiginde her bir gruba ait siganlara servikal dislokasyon
uygulandiktan sonra laparotomi kesisi agilarak kolon dokusu hizli bir sekilde
¢ikarildi. Real-Time PCR ¢alismalari i¢in dokular RNA later stabilizasyon soliisyonu
(Qiagen, Manheim, Germany) i¢inde muhafaza edildi.

3.5.2.RNA lzolasyonu

Total RNA izolasyonu igin RNA Easy mini kit 50 ve cDNA sentezi igin
QuantiTect Reverse Transcription cDNA kiti (Qiagen, Manheim, Germany)
kullanilmistir

1.Kolon dokusu eppendorf tiip igerisine alindi ve tiim dokuyu kaplayacak
sekilde RNA Later stabilizasyon soliisyonu ilave edildi. Doku igerisine niifuz
etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra calisilacagi
guine kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2. Dokular RNA later stabilizasyon solusyonu igerisinden ¢ikartilarak 600 pl
Buffer RLT+6 pl B- mercaptoethanol (B-ME) ¢oOzeltisi ile birlikte icerisinde 1 adet
steril celik bilye bulunan plastik tuplere konuldu ve homojenizasyon cihazi (Tissue
Lyser; Qiagen, Manheim, Germany) ile 2 dakika 30 Hz olacak sekilde homojenize
edildi.
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3. Homojenizasyon isleminden sonra siipernatant yeni bir eppendorf tlp
icerisine alind1 ve 3 dakika 13.000 rpm devirde santrifiij edildi.

4. Santriftijden sonra stipernatan yeni bir eppendorf tiipe alind1 ve tizerine 600
ul %70’lik etanol eklendi. Daha sonra pipetle dikkatli bir sekilde karistirildi.

5. Eppendorf tiipii icerisindeki siipernatanin 700 pl’si kolonlara (RNeasy mini
spin colon 2 ml) yiiklendi. Daha sonra 20 saniye 8.000 g de santrifiij edildi ve altdaki
toplama tiiptinde kalan siiziintii dokiildii. Siipernatanin geri kalani tekrar kolonlara
yuklendi ve yeniden 20 saniye 8.000 g devirde santriftj edildi.

6. Santrifiij sonras alttaki toplama tiipli degistirildi kolonlara (RNeasy mini
spin colon) 700 pl Buffer RW1 eklendi. BOylece kolon istenmeyen parcalardan
temizlenmis oldu. Sonra 20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

7. Alttaki toplama tlpl dokildi ve kolon tzerine 500 pl Buffer RPE eklenip
20 saniye 8.000 g devirde santriftj edildi.

8. Ayni islem tekrarlanarak 2 dakika 8.000 g devirde santrifiij edildi.

9. Alttaki toplama tiipii dokiildii ve kurumasi i¢in 1 dakika en yiiksek hizda
santriftij edildi.

10. Alttaki toplama tiipii atildi ve kolon yeni temiz ependorf tiipli icerisine
yerlestirildikten sonra iizerine 40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek
sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dakika 8.000 g devirde sanrifiij edildi.

11. Eppendorf tiipii icerisinde elde edilen RNA -80° C de saklandh.

3.5.3.RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
RNA’nin  miktar1 ve safligim1  belirlemek amaciyla 1 pl RNA
nanometrede(Thermo Scientific, Nanodrop 1000, USA) 260 nm dalga boyunda optik

dansite ol¢iilerek hesaplandi.

3.5.4.cDNA Sentezi

Once genomik DNA (gDNA) uzaklastirmak igin tablo 3.1°de gosterildigi
gibi toplam hacim 14 ul olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve Thermal Cycler
PCR’da (Qiagen, Manheim, Germany) 42 °C da 2 dk olacak sekilde programlanip
gDNA uzaklastirildi.
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Tablo 3.1. gDNA uzaklastirmak i¢in reaksiyon hazirlanmasi.

Karigim Miktar( pl )
gDNA wipeout 2
Ornek RNAs1 X
RNAase free water 12- X
Toplam 14

gDNA’s1 uzaklagtirtlmis oOrneklere, tablo 3.2°de gosterilen oranlarda
hazirlanan karisimdan 6 pl eklenerek Thermal Cycler PCR’da 42 °C da 15 dk ve 4 °C
da 10 dk olacak sekilde programlanip cDNA olusturuldu.

Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi.

Karigim Miktar( ul )
Quantriscpript Reverse 1
Transcriptase

Quantriscpript RT Buffer 5X 4

RT primer mix 1

Thermal cycler kosullart;

42 °C da 15 dk
4° C’de 10 dk
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3.6.Real-Time PCR (RT- PCR)

INOS (hedef gen) ve GAPDH (referans gen) mRNA duzeyleri, Dual Label
(Tagman prob) kullanilarak Real Time PCR Rotor Gene 6000 (Qiagen, Manheim,
Germany) ile 6lculdi. RT-PCR ig¢in tablo 3.3’deki karisim hazirlanip reaksiyon
gerceklestirildi.

Tablo 3.3. RT PCR igin miks igerigi.

Karigim Miktar (pl)
Reconstituted primer

/probe miks (iNOS veya 1
GAPDH)

2X qPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4
cDNA 5
Toplam 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gergeklestirildi:

95° C’de 10 dk

95° C’de 20 sn
55° C’de 30sn 50 dongu
72° C’de 20 sn

Calismanin sonuglart Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 kullanilarak analiz edildi.

3.7.RT- PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile incelenmesi

Real-Time PCR reaksiyonu sonrast amplifikasyon Urlnlerinin sadece hedef
gene (iINOS) 6zgii olup olmadigin tespit etmek amaciyla % 1.5 agaroz jel (1xTBE
igerisinde) hazirlanarak (5 pl Ethidium Bromide eklendi) jelde yaratuldu. 10 ul
tiriinden alinip, iizerine 2 pl yiikleme boyasindan konarak karistirildi ve jeldeki
kuyucuklara yiiklendi ve 100 voltta yiiriitiildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel

gorlintiileme ve dokiimantasyon sistemi ile incelenerek goriintiisii alindi.
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Sekil 3.1. Her gruptan bir 6rnek olmak iizere se¢ilmis PCR iirlinlerinin jel goriintiisii.
Sirasiyla 1. kuyucuk marker , kontrol, sham, tedavi gruplarindan rastgele alinan birer

ornege ait bantlar gorilmektedir.

3.8. Istatiksel inceleme

Calismamizdaki tim veri analizleri i¢in SPSS 15.0 ve SigmaStat 3.1 paket
programlar1 kullanildi. Siirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak,
nitel veriler ise n ve oran olarak ifade edildi. Bagimsiz 6l¢iimlerden olusan ve normal
dagilim gosteren siirekli veriler, grup sayisina bagli olarak, One Way Anova.
Bagimsiz ol¢iimlerden olusan ve normal dagilim gostermeyen degiskenlere ise grup
sayilarina bagli olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi, ayrica degiskenler
arasindaki iliskiyi belirlemek amaci ile Correlations analizinden yararlanildi. P<0.05

olasilik degerleri onemli olarak kabul edildi.



61

4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kolon kesitlerinde Iimenden itibaren tunika mukozayi
olusturan tek sirali silindirik epitel ve altinda gevsek bag doku tabakasi olan lamina
proprianin yer aldigi gozlendi. Hematoxylen Eosin ile boyanmis kesitlerde mukoza
ve submukozada normal olarak degerlendirilen Onemsenmeyecek kadar az
inflamatuvar hiicre grublar1 gozlendi (Sekil4.1A). UK olusturulan sham grubunda ise
Ozellikle lamina propriada olmak iizere mukoza ve submukozada asir1 derecede
inflamatuvar hicre gocu gozlendi (Sekil4.1B). Fakat tedavi grubunda ozellikle
lamina propriada olmak Uzere mukoza ve submukozadaki inflamatuvar reaksiyonda
azalma oldugu tespit edildi (Sekil4.1C). Ote yandan 6dem ve vaskiilarizasyon

degerlendirmesinde grublar arasi anlamli bir fark yoktu.

Sekil 4.1A. Kontrol grubuna ait Hematoxylen Eosin ile boyanmis kesit.



Sekil 4.1B. Sham grubuna ait Hematoxylen Eosin ile boyanmuis kesit.

Sekil 4.1C. Tedavi grubuna ait Hematoxylen Eosin ile boyanmis kesit.
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Tum grublarda NF-kB ifadesinin gozlemledigimiz halde kontrol grubuna
(Sekil4.1D) kiyasla sham grubunda (Sekil4.1E) oldukga agik bir sekilde bu ifadenin
artigin1 gozlemledik. Diger yandan tedavi grubunda (Sekil4.1F) belli belirsiz bir
azalma oldugunu gozlemledik.

Sekil 4.1D. Kontrol grubunda NF-Kb ifadesi.

Sekil 4.1E. Sham grubunda NF-kB ifadesi.



Sekil 4.1F. Tedavi grubunda NF-kB ifadesi.

Kontrol grubunda p53 ifadesinde ¢ok az olarak saptadik (Sekil4.2A). Oysa Ki
sham grubunda p53 ifadesinin agikga arttigini gézlemledik (Sekil4.2B). Tedavi
grubunda ise bu artigta azalma tespit ettik (Sekil4.2C).

Sekil 4.2A. Kontrol grubunda p53 ifadesi.



Sekil 4.2B. sham grubunda p53 ifadesi.

Sekil 4.2C. Tedavi grubunda p53 ifadesi.
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Apoptosis degerlendirmesinde benzer sonuglar elde edildi. Kontrol grubunda
epitelde oldukga az sayida apoptotik hiicreler var olmasina karsin (Sekil4.2D), sham
grubunda sayilari oldukg¢a artmist1 (Sekil4.2E). Bununla birlikte tedavi grubunda yine
apoptotik hiicre sayisinin belirgin derecede azaldig1 gozlendi (Sekil4.2F).

Sekil 4.2D. Kontrol grubunda Apoptosis ifadesi.

Sekil 4.2E. Sham grubunda Apoptosis ifadesi.
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Sekil 4.2F. Tedavi grubunda Apoptosis ifadesi.

Tiim bu bulgular bir tablo seklinde asagida 6zetlenmistir.

Tablo:4.1: Grublarin histolojik degerlendirilmesi

Kontrol Grubu Sham Grubu Tedavi Grubu

Inflamasyon Kriterleri

Inflamasyon + +++ ++

Odem - - _
Vaskularisazyon + ++ ++

NFkB ifadesi + +++ ++

P53 ifadesi + ++ +

Apoptosis + +++ ++

(+=hafif, ++=orta, +++=yogun)
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4.3. Fizyolojik Bulgular
Calismamizdan elde ettigimiz iNOS yiizde kat artist sonuglari tek yonlii
varyans analizi ve Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi ile incelendi. Gruplar arasi

istatiksel olarak anlamli sonug¢ bulunamadi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.2. Gruplara gére iNOS mRNA diizeyi kat artis1 (%).

Gruplar Ortalama + standart hata Istatistik ve p
Kontrol 0.0138359 + 0,004421 F=1.392 p>0.05
Sham 0.0052882 +0.000539
Tedavi 0.0297665 +0.017686
0,05 -
0,045 -
0,04 -
0,035 -
. 003
Q 0,025
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -
O —
Kontol Sham Tedavi
Gruplar

Sekil 4.3. Gruplara gére iNOS mRNA diizeyleri ve kat artist iligkisi.
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Sekil 4.5. Sham grubuna ait iNOS geni RT-PCR verileri.
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Sekil 4.6. ALA grubuna ait INOS geni RT-PCR verileri.
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Sekil 4.7. Her gruptan rastgele birer érnek olacak sekilde RT-PCR drlnlerinin jel

goriintiisii. Sirasiyla 1. kuyucuk marker, kontrol, sham, ALA.
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5. TARTISMA

Ulseratif kolit (UK); klinik olarak kanli mukuslu ishalle seyreden, lokal ve
sistemik komplikasyonlar1 bulunan, spontan iyilesme ve siddetlenmeler gosteren,
kolon ve rektum mukozasmnin f{ilserli nonspesifik inflamatuvar hastaligidir(1).
Hastaligin nedeni bugiin hala kesin olarak bilinmemektedir. Genetik, cevresel ve
konakg1 immiin cevabi gibi faktorlerin dnemli rol oynadigi diistiniilmektedir(1,2).

UK’in giiniimiizde goriilme siklig1 artarken, cerrahi girisim disinda kalan
tedaviler halen palyatif olarak devam etmektedir. Hafif vakalarda, diyetin
dizenlenmesi,  sulfosalazin, 5-aminosalisilik asit  deriveleri ve steroid
kullanilmaktadir. Bu tedaviye yanit vermeyen vakalarda azotiopurin, siklosporin gibi
onemli yan etkilere sahip immidin supresif ajanlar kullanilmaktadir(1,2).

Literatiir incelendiginde, UK’nin tedavisine yonelik bircok ¢alisma
yapilmistir  ve yapilmaktadir. Son dénem ¢alismalar UK’de immiinolojik
hiperaktivasyona neden olan bir mukozal bagisiklik defekti tizerine odaklanmaktadir.
Bu defekt cevresel ajanlara ve antijenlere karst baglayan kontrol disi immiin
reaksiyonlara neden olmaktadir(1,2). Ortaya cikan kontrol digi immiin yanit da
lenfosit proliferasyonu, sitokinlerin salinimi, diger hiicre birikimleri, asir1 nétrofil
{iretimine neden olur ve sonugta hiicre hasar1 gelisir. Immiin sistem aktivasyonu
sonucu proinflamatuvar ve antiinlamatuvar sitokinler arasindaki denge bozulur ve
IL-1,IL-2,1L-6,1L-8,IFN-¥ ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerde artma IL-4 gibi
antiinlamatuvar sitokinlerde azalma meydana gelir(3,4,27). IL-1, TNF ve IFN-¥
intestinal epitel hiicresinden makrofajdan ve ortamdaki diger hiicrelerden NO
salinmasini artirir ve ortamdaki serbest oksijen radikalleri artar(4,17,18). Ginimuzde
caligmalar, serbest oksijen radikalleri iizerine yogunlagmustir.

Deneysel kolit olusturma yontemleri olarak ¢alismalarda; irritanlar ya liiminal
olarak (TNBS, asetik asit, oksazolon), ya icme suyuyla (dekstan sodyum sulfat)
uygulanarak olusturulmustur. Biz de calismamizda UK olusturmak icin Orug ve
arkadaglar1 ile Hagar ve arkadaslarinin kullandiklart yontemi kullandik(19,20).
Ratlara yumusak pediatrik sonda, rektal yolla 8cm ileriye ulasacak sekilde
yerlestirdik. Hayvanlar1 bu islem sirasinda trendelenburg pozisyonuna getirdik.
Asetik asit %4 ¢ozeltisini (1 ml, pH:2,3) yavas sekilde intrarektal kateterle rektuma

uyguladik ve boylece deneysel kolit olusturduk.
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Obermeir ve arkadaslar1 deneysel olarak kolit olusturduklar1 farelerin
histolojik incelemelerinde; goblet hiicrelerinde ve kriptlerde azalma oldugunu ve esas
olarak natrofilleri iceren lenfosit ve makrofajlarin bulundugu yogun bir inflamatuvar
reaksiyonun oldugunu gozlemlemislerdir. TNF ve IFN-y¥ antikorla nétralize
edildiginde histolojik bulgularda gerileme gozlemlemislerdir. Kolon epitel
hicrelerinde ve lamina propriadaki mononikleer hicrelerde INOS aktivitesinin
artmasindan dolay1 asir1 miktarda NO iiretildigini bunun IL-1 TNF ve IFN-¥ cevap
olarak gerceklestigini sOylemislerdir(4).

Hagar ve arkadaglar asetik asitle kolit olusturduklar1 farelerin histolojik
incelemelerinde 6dem nekroz, epitelde kayip ve mukozada yaygin inflamatuvar
reaksiyon gormiislerdir. Antioksidan olan Pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC) ile
tedaviden sonra histolojik bulgularda gerileme, mukozadaki inflamasyonda azalma
ve epitel hasarinda onarim gormiislerdir. Yine kolit olusturulmus hayvanlarda
kontrol grubuna goére TNF seviyesinde artma ve tedavi ile belirgin azalma tespit
etmiglerdir. Ayrica bu calismada iNOS gen ifadesi de incelenmis olup kontrol
grubunda esas olarak noétrofillerde ve seyrek olarakta epitel hiicrelerinde saptanmis
olmasma ragmen kolit grubunda mukozayr isgal etmis inflamatuvar hiicrelerden
kaynaklanan asir1 miktarda NO iretimine neden olan iNOS aktivitesi
gozlemlemislerdir(20).

Yapmis oldugumuz c¢alismada UK olusturulan sham grubunda o6zellikle
lamina propriada olmak (izere mukoza ve submukozada asir1 derecede inflamatuvar
hicre gogl gozlendi. Bununla birlikte tedavi grubunda 6zellikle lamina propriada
olmak {izere mukoza ve submukozadaki inflamatuvar reaksiyonda azalma oldugu
tespit edildi. Ote yandan 6dem ve vaskiilarizasyon degerlendirmesinde gruplar arasi
anlaml bir fark gézlenmedi. Yine bu calismada iNOS gen ifadeside incelenmis olup
gruplar aras1 anlamli bir fark goriillmemistir.

Inaktif UK’li hastalara kiyasla aktif UK’li hastalarda kolon epitel
hiicrelerinde  bilyilk miktarda NO  (retilmektedir(7,98). UK’li hastalarin
inflamasyonlu  kolon epitelinden yiksek miktarda iINOS icermesi bunu
dogrulamaktadir. Moshage ve arkadaslari kronik UK’li hastalarm endoskopik
takiplerinde inflamasyonsuz bdlgelerden alinan Orneklerde iNOS boyanmasinin

olmadigmi inflamasyon olan bolgelerden alinan 6rneklerde iNOS boyanmasinin
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oldugunu gozlemlemislerdir(7). Fazla miktarda iiretilen NO mitokondirial solunumu
bozarak serbest radikallerin olusumunu artirmaktadir.

Artmis inflamatuvar yanita bagli olarak doku hasarini baglatan en onemli
faktor, serbest oksijen radikalleridir (SOR)(16,18). Aerobik canlilar, metabolizmalari
sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese maruz kalirlar. Dokularin tiikettigi
oksijenin biiyiikk bir kism1 (%95) aerobik metabolizma i¢in kullanilirken, %5'inin
SOR'e ¢evrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden firetilen en 6nemli reaktif tiirler
arasinda siliperoksit anyonu (0O27), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali
(OH"), peroksinitrit anyonu (ONOQO~) vardir(18). Bu radikaller membran hasari,
DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis
ve nekrozla sonucglanan hicre 6liimiine neden olmaktadirlar(16,18). Tsunada ve
arkadaslar;; UK’deki mukozal hasarin etiyolojisinde ve devaminda anahtar rol
oynayan oksidatif stresi, serbest radikal toplayicist olarak bilinen salazosulfaridine
ile etkili bir sekilde tedavi etmis ve mukozadaki diizelmeyi gozlemlemislerdir(99).
ALA ve metaboliti DHLA nin metabolizmanin diizenlenmesi ile ilgili multi enzim
kompleksinin kofaktorii, SOR’lerinin toplayicisi, vitamin C ve E gibi vitaminlerin
yenilenmesi ve timor hiicrelerinde apoptozisi artirci etkisi bildirilmistir(92,93). Biz
de calismamizi planlarken kolon epitelindeki hasarin asil sorumlusu olan
proinflamatuvar ve antiinlamatuvar sitokinler arasinda dengenin bozulmasiyla ortaya
¢ikan serbest oksijen radikallerinin (SOR) etkilerini dnlemek amaciyla antioksidan
ajan olan ALA’i sectik.

Literatiir taramalarmda UK olusturulmus hayvan modellerinde ideal, essiz ve
evrensel antioksidan olan ALA ile apoptozis ve iNOS ifadesi iizerine yapilan bir
calismaya rastlayamadik. Biz bu ¢alismayi planlarken UK’in etiyolojisini daha iyi
anlamak, kanser gelismesinden korunmak ve mevcut olan medikal tedavilere
alternatif ve tamamlayici bir tedavi modeli olusturmayi amacladik.

Programli hiicre Oliimii anlamina gelen “apoptozis”, hem hiicresel
homeostazisin devamliligi hem de hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda ¢ok 6nemli
olan hicre eliminasyonu icin gerekli fizyolojik bir islemdir(51,63). Apoptotik slreci
baslatan, indiikleyen ve baskilayan bir¢ok faktor tanimlanmistir(68,69). Apoptozis ile
organizmada hasar gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, ¢evreye zarar

vermeksizin ortadan kaldirilir. SOR’ un orta diizeyleri bir¢cok farkli hiicrede
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apoptozise neden olur. Oysa tiimdr hiicreleri gibi normal davranisini kaybetmis
hiicrelerde artan SOR miktar1 hiicrelerin ¢ogalmasina katki saglarken apoptozisine
engel olmaktadir(13). Aktive UK’li hastalarda apoptozisin arttig1 ve mukozal hasara
katk1 sagladigi belirtilmektedir(100). Leal ve arkadaslarinin mukoza biopsilerinde
yaptig1 ¢alismada apoptosisi uyaran Bax, APAF-1 ve caspas-9 seviyelerinin kontrol
gurubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica proinflamatuvar
sitokinlerin UK’li hastalarda yilkselmis oldugunu bunlarin bazilarnin (TNF) da
apoptozisin mekanizmasinda gorev aldigin1  belirtilmistir(100). Seidelin  ve
arkadaglar1 endoskopik tarama ile yaptiklar1 bir ¢alismada inflamasyonlu kolon
bolgesinden alinan 6rnekte apoptozis oraninin, normal kolon kismindan alinana gore
artmis oldugunu tespit ettiler. Histolojik verilere gore ise Fas-ligan iliskisinin
incelendigi aym1 calismada artan inflamasyonda Fas-ligana apoptozis cevabinin
azaldig1 tespit edilmistir. Histolojik inflamasyon derecesi ile Fas cevabimin ters
korelasyonu, immiinokompetant mukozal hiicrelerin salgiladigi proiflamatuar
sitokinlerin, NF-kB bagimli apoptozis inhibitdr proteinleri yoluyla Fas cevabinin
azalmasiyla agiklanabilir(14).

Bilindigi gibi SOR’lerinin artmas1 hiicreyi oksidatif strese maruz birakir ve
hiicre fonksiyonlarini kaybetmeye baslar. Bunun sonucu olarak hiicrede ya apoptozis
ya da nekroz go6zlenir(13). ALA’nin ortamdaki zararli etkilere karsi hiicreyi
korudugu direkt uygulamalara karst proapoptoik etki gosterdigi bir¢ok yayinda
mevcuttur(92-95 ). Ayrica ALA tiimor hiicresinde diisiik konsantrasyonda proliferatif
etki gosterirken yuksek konsantrasyonda anti-proliferatif etki gostermektedir. Fujita
ve arkadaslarimin yaptigi caligmada artan SOR iiretiminde hiicre i¢i apoptozis
sinyalinin daha kolay basladigi belirtilmistir(13). Artan dozlarda ALA
uyguladiklarinda ise SOR iiretiminin baskilandigini bildirmislerdir. Bir sonraki
asamada ALA’nin apoptozisi azaltan 6zelligini SOR’ine maruz kalmis hiicrede artan
caspas3 ve caspas9 aktivitesini ALA ile baskilayarak gostermislerdir. Yani ALA
hiicreyi SOR’inin hiicre membranma verdigi zarardan korumaktadir. Yine ayni
calismada ALA ile tedavinin antiapoptoik protein(Bcl-xI) ile proapoptoik(Bax)
arasindaki orani arttirdigini fakat bunun ALA’nin apoptozisi baskilamasi ile ilgili

olmadigini belirmislerdir(13).
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Karakoyun ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada ALA ve metaboliti DHLA 1n
timor hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi apoptozisi arttirdifi oysa normal
hiicrelerde apoptozisi inhibe ettigini soOylediler. ALA tarafindan apoptozis
inhibisyonunun NF-kB’nin azalmasina paralel oldugunu belirttiler. ALA ile tedavi
esnasinda NF-kB’nin DNA’e baglanmasinin zayifladigin1 ve TNF ile uyarilan NF-kB
aktivasyonunun inhibe oldugunu sdylediler. ALA ile saglanan NF-kB inhibisyonun
inflamatuvar progesi baskilayarak SOR iiretimini azalttigin1 ve apoptozisi inhibe
ettigini belirttiler(101).

SOR’leri hiicre igin kritik 6nem tasiyan sinyal iletici molekiil olarak da
karsimiza ¢ikar. Daha once yapilan ¢alismalarda diisitk konsantrasyonda SOR’lerinin
timor hiicrelerinde proliferasyonu kolaylastiracagi antioksidanlarla SOR’lerinin
ortamdan uzaklastirildiginda ise proliferasyonun inhibe olacagi apoptozisin artacagi
belirtilmistir(13,102). Antioksidan bir ajan olan ALA ile apoptozis arasindaki iliskiyi
anlayabilmek i¢in Shi ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada ALA ile tedavi
edilen gruplarda hicre ici SOR aktivitesinde azalma oldugu ve bunun timoér
hlcrelerinin ¢ogalmasini inhibe edecegini belirtmislerdir. TUmor hicrelerine ALA
uyguladiklar1 zaman ise apoptozisde artma oldugu ve bunun azalan SOR’dan
kaynaklandig1 dahast ALA’nin caspas 3 ve 9’un seviyelerini doz bagimli olarak
arttirarak apoptozise yol agtigini belirtmislerdir(102).

ALA ve metaboliti DHLA nin gicli bir antioksidan oldugu bilinmektedir.
SOR’ini ortamdan uzaklastirmasi, selasyon aktivitesi gostermesi ve redoksiyon
tepkimelerine katilmasi gibi ¢ok yararli etkileri vardir(92,93). ALA’nin ortamdaki
zararli etkilere karsi hiicreyi korudugu direkt uygulamalara karsi proapoptoik etki
gosterdigi  birgok yayinda mevcuttur. Ayrica timOr hiicresinde  diisiik
konsantrasyonda proliferatif etki gosterirken yiksek konsantrasyonda anti-
proliferatif etki gostermektedir(103). Lee ve arkadaslarinin ALA’nin canli dokular
uzerindeki etkilerini arastiran calismalarinda ALA’nin apoptozisi arttirtigini ancak
ortamdaki oksidatif stresi artirdiklarinda oksidatif strese bagli olarak hiicrelerin
canliliklarimi kaybettiklerini, ALA uygulamasindan sonra ise dnce oksidatif stresin
azaldigin1 ve daha sonra apoptozisin azaldigimi tespit etmislerdir. Bu bulgular 15181
altinda Oksidatif stres altinda ALA’nin  sitoprotektiv  etki  gosterdigini
bildirmislerdir(103). Meng ve arkadaslar yiiksek glukoz konsantrasyonuyla oksijen
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radikallerini artirarak endotel hiicresinde apoptozis cevabini aragtirmislardir. Yiiksek
glukoz konsantrasyonu altinda Bax proteinin arttigin1i ve Bcl-2’nin azaldigini
gormiislerdir. ALA ile tedaviden sonra Bcl-2’de anlamli bir degisiklik olmazken Bax
proteininde azalma ve dahast ALA’nin caspas 3 ve 9 aktivasyonunu engelledigini
gozlemlemislerdir. Sonug olarak yiiksek glukoz konsantrasyonu ile olusan oksidatif
stresin apoptozise neden oldugunu, ALA tedavisiyle apoptozisin azaldigin
saptamiglardir(104). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da inflamasyonlu
bolgelerden alinan 6rneklerde apoptotik hiicre sayilarinin oldukc¢a fazla oldugu
gozlendi. Bununla birlikte ALA uygulanan tedavi grubunda apoptotik hiicre sayisinin
belirgin derecede azaldig1 goriildii.

Genetik calismalarda, HLA sisteminin yanisira, proinflamatuvar ve
regulatuvar sitokinleri kodlayan genler arastirllmis ve gesitli genlerin hastaligin
predisposizyonu, siddeti ve prognozu iizerine etkili olabilecegi yolunda bulgular elde
edilmistir(2).

Bircok hastaliginin baslamasi ve ilerlemesinde hiicresel gen aktivasyonlarinin
ve ekspresyonlarinin 6nemli rol oynadigr iddia edilmistir. Fizyolojik ortamda
duragan olan veya minimal aktivite gosteren bu genler patolojik durumlarda hastalik
patogenezinin baglamasi veya ilerlemesi i¢in gerekli olan mekanizmalarin
tetiklendigi asirt aktivite gosterirler. Ozellikle immiin ve inflamatuar cevaplarda
bircok genin ekspresyonu NF-kB tarafindan diizenlenir. Bir transkripsiyon faktorii
olan NF-kB enfeksiyona karsi hem hiicresel hem de humoral seviyede faaliyet
gostererek konak dokuda yikima neden olabilecek enflamatuar cevabin
aktivasyonunda rol alabilen bir molekuldiir(28,29). NF-kB, direk veya indirek yoldan
Tumor Nekrotizan Faktor-o (TNFa), interlokin 1 (IL-1) gibi bazi iltihabi sitokinlerin
ve iNOS gibi enzimlerin aktivasyonunu arttirarak hastaliklarin patogenezinde rol
oynayabilir(5,31). Hiirdag ve arkadaslart ALA ile yaptiklar1 bir ¢alismada NF-kB
aktivasyonu ile artan iNOS’un doku hasar1 olusturan reaktif oksijen radikallerini
arttirdigimi ALA ile tedaviden sonra ise NF-kB ve iNOS aktivitesinin azaldiginm
belirtmislerdir(105).

NF-kB inflamatuvar yaniti diizenlemede anahtar rol oynamaktadir. NF-
kB’nin aktivasyonu TNF, IL-1, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinleri,
VCAM-1 ve ICAM-1 gibi hiicresel adezyon molekiillerini, INOS ve COX2 enzim
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ifadesini artirmaktadir(7,31). Orug ve arkadaslar1 NF-kB inhibitort olan leflunomid
ile kolit olusturulmus faralerde yapilan calismanin sonucunda sitokinler, NO ve SOR
miktarinda azalma saptamislardir(19). Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada tiim
grublarda NF-kB ifadesini tespit ettigimiz halde kontrol grubuna kiyasla sham
grubunda oldukea acik bir sekilde bu ifadenin artigini, tedavi grubunda ise artigin az
oldugunu gozlemledik.

NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok énemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir.
Ancak asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler igin zararli olmaktadir. Stperoksid
radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel huicreleri ve makrofajlardan
PAF (trombosit aktive edici faktor), TNF, IL-1 gibi inflamatuar mediyatorlerin
salinimina neden olur(17). Oksidatif stres altinda NO sentezi apoptozisi, sitotoksiteyi
arttirtr ve DNA hasar1 olusturur. INOS aktivitesinin artmasi lipopolisakkaritlerin ve
inflamatuvar sitokinlerin NF-kB tarafindan diizenlenen transkripsiyonel kontrolu
altindadir. Ayrica TGF-b, steroid, p53 ve NO feedback etkisi ile enzim aktivitesi
kisitlanmaktadir. Nitrik oksitin siliperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya
girmesi ve siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO ) olusur ve
NO toksik etkileri ortaya c¢ikar. Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica
sorumlusudur. Peroksinitrit ¢esitli protein yapilarina ve DNA’e zarar verebilir. NO’e
bagli olusa DNA hasarinda p53 aktivitesinin artar ve DNA hasarin1 onarmaya ¢alisir.
Biriken DNA hasar1 onarilamaz ise apoptosis meydana gelir. Fakat NO’in caspas-3,-
8, ve-9 inhibe ederek apoptosisi inhibe ettigi de bilinmektedir(35).

Sklyarov ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise UK olusturduklar1 siganlarda
aminoguanidine tedavisi ile histolojik iyilesme saglamislardir. Caligmada kolon
mukozasinda NO miktarinin azaldigi, plazmada ise L-arginin konsantrasyonunun
arttig1 tespit edilmis, bu bulgular 15181 altinda aminoguanidine ile iNOS aktivitesinin
azaldig1 sonucuna vararak aminoguanidine ile iNOS aktivitesi inhibisyonunun
sitoprotektif etki gdsterebilecegini ileri siirmiislerdir. Ayn1 ¢aligmada selektif COX-2
inhibitorii tedavisi ile de iNOS aktivitesinde azalma ve histolojik iyilesme
saglanmakla birlikte; aminoguanidine ve selektif COX-2 inhibitorinin birlikte
kullanilmasiyla daha iyi sonuglar elde etmislerdir(106).

Kolondaki inflamasyon esnasinda NF-kB aktivasyonunun artigi bununda

apoptozisle ilgili genler dahil yasamla ilgili bir c¢ok gen ifadesini etkiledigi
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bildirilmistir. Moshage ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 calismada iNOS aktivitesinin
NF-kB ile diizenlendigini, artan NF-kB diizeylerinde iNOS duzeyinin de artarak NO
tiretimini arttirdi@ini; hiicrenin ise akut artan NO’e karsilik apoptozisi artirdigini,
kronik olarak salgilanan NO’e karsilik ise apoptozisi azalttigini tespit etmislerdir.
Ayni ¢alismada NF-kB’nin Bcl-2 ailesi ve Fas reseptorl dahil apoptozis ve tumor
gelisimi ile ilgili bir ¢ok proteinin sentezini diizenledigini sdylemislerdir. Calisma
sonucunda aktive UK’li hastalarda iNOS ifadesinin arttiim1 ve Becl-xI ifadesinin
yetersiz oldugunu oysaki karsinomla iliskili UK’li hastalarda iNOS ifadesinin
yetersiz oldugunu ve Bcl-x1 ifadesinin artigin1 buldular. Bu ¢alismada aktive olmus
caspas 3’1 tiim 6rneklerde zayif bir sekilde goriildii ve bunun sadece sinirlanmig bir
sekilde devam eden apoptozisin gostergesi oldugunu soylediler. Ote yandan UK ile
ilgili kanserlesme siirecinde Fas ifadesinin de arttigin1 soylediler. Bu yiizden UK’li
hastalarda kanser gelisimini dnlemek i¢in inflamasyonu minimize etmek gerektigini
ifade ettiler(7). Bax ve Bcl-2 ifadesi lizerine ALA nin etkisinin arastirildigi Dozio ve
arkadaslarinin timdorlii hiicrelerde yaptiklart bir ¢alismada ise ALA’nin doz bagimhi
olarak Bcl-2 proteinini azalttigi ve Bax proteinin etkilemedigini bulmuslardir(107).
Bizim caligmamizda ise tiim gruplarda iNOS mRNA diizeyi tespit edilmis olmakla
birlikte; sham grubunda iNOS mRNA diizeyi kontrol grubuna goére azalmis, tedavi
grubunda ise kontrol grubuna gore artmig olarak saptandi.

Artmis inflamatuvar yanita bagli olarak ortamda biriken sitokinler ve serbest
oksijen radikalleri hiicreye ve genomuna zarar vermeye basladiginda bekgi gen
olarak da bilinen p53 genini devreye girer. Hucre igerisinde biriken p53 proteini
hiicre siklusunu G1 fazinda tutarak S fazina gegmesini engeller. Bu stire¢ igerisinde
DNA onarimi gergeklestirilir ve hiicre siklusu tamamlanir. Onarim yapilamazsa
hlicre apoptozise gider. p53 hiicre siklusunu durduramazsa kanserlesme goriiliir(8).
UK kolonda kanser gelisimini artiran risk faktoriidiir(10). Eren ve arkadaslar1 yapmis
olduklar1 ¢alismada p53 polimorfizinin kolon kanseri gelismesinde riski arttirdigini
ote yandan UK ile iliskisinin ¢ok da anlamli olmadigmni bildirmislerdir. Rapoza ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise neoplastik transformasyon gosteren UK’li
hastalarda p53 mutasyonunun gosterildigini ancak neoplazi icermeyen mukozada
p53 mutasyonunun saptanamadigini belirtmiglerdir(108).
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Venkata ve arkadaslar1 deneysel olarak kolit olusturduklar1 farede antioksidan
olarak Ginkgo biloba’1 kullanmiglardir(109). Calisma sonucunda Ginkgo biloba’in
etkisini, TNF ve IFN-¥ gibi proinflamatuvar sitokinlerin etkisini ve iNOS aktivitesini
azaltarak olusturdugunu saptamislardir. Ayni zamanda inflamasyonun azalmasi p53
genindeki aktivasyonu da azaltmigtir. Yoshida ve arkadaslarinin yaptiklart bir
calismada da inflamatuvar aktivitenin arttig1 kolon mukozasinda p53 aktivitesinin de
arttigimi  bulmuglar ve bunun inflamatuvar strese karst koruyucu oldugunu
belirtmislerdir(9). Bu yiizden p53 genindeki mutasyonlarmm UK’li hastalarda
neoplastik degisime yol acabilecegini vurgulamislardir. Bizde yaptigimiz ¢alismada
p53 ifadesinin kontrol grubunda ¢ok az artmasma ragmen sham grubunda belirgin

artig gosterdigini, tedavi grubunda ise bu artista bir azalma oldugunu tespit ettik.
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6.SONUC VE ONERILER

1. Asetik asit uygulamasi ile akut kolit olusturulan grupta 6zellikle lamina
propriada daha belirgin olmak tlizere hem mukoza hemde submukozada yogun
inflamatuar hiicre gocti kontrol grubuna gére oldukca fazla gozlemledik. UK+ALA
grubunda ise mukoza ve submukozada inflamatuar reaksiyonun zayiflamis oldugu
gozlemledik. ALA UK’te inflamasyonun azalmasinda oldukga etkilidir.

2. Kontrol grubunda epitelde olduk¢a az sayida apoptotik hiicreler
goriilmesine karsin, sham gurubunda sayilar1 oldukg¢a artmisti. Bununla birlikte ALA
tedavisi uygulanan grupta apoptotik hiicre sayisinda belirgin derecede azalma
gozlemledik. ALA tedavisi hucrelere etki eden oksidatif stresi azaltarak apoptosisi
azaltabilir.

3. Enfeksiyona karst hem dogal ve kazanilmis immiin cevapta hem de
inflamatuar cevapta ¢ok c¢esitli gen ifadesinin koordine edilmesinde anahtar rol
oynayan NF-kB’nin degerlendirilmesinde bu gen ifadesinin tiim gruplarda var
oldugu gozlemledik. Ancak sham grubunda bu ifadenin kontrol grubundan ¢ok daha
yiiksek oldugunu, diger yandan tedavi grubunda belli belirsiz bir azalma oldugunu
belirledik. Uzun stre ALA tedavisi ile NF-kB aktivasyonunu etkileyerek
proiflamatuar mediatdrler ve apoptosis iizerindeki etkilerini degistirilebilir.

4. Kontrol grubunda oldukca az p53 ifadesi var olmasina karsin sham
grubunda asir1 bir ifade artis1 gozlemledik. Tedavi grubunda ise bu ifade artisinda
azalma oldugunu belirledik. Artmis inflamatuvar yanita bagli olarak ortamda biriken
sitokinler ve serbest oksijen radikalleri hiicreye ve genomuna zarar vermeye
basladiginda p53 genini aktiflesir ve hiicre onarimin1 gerceklestirir. Inflamasyonun
azalmasi ile p53 genindeki aktivasyon azalmaktadir. ALA tedavisi ile inflamasyona
bagli hiicre hasar1 6nlenebilir.

5. Bilindigi gibi iNOS sitokinler ve enzimlere maruz kalindiktan sonra,
Ozellikle makrofaj (monosit, notrofil, hepatosit) ve damar endotel hiicresi NO
yapimindan  sorumludur. Bu  hiicrelerin  spesifik  sitokinlerle  (bakteri
lipopolisakkaritleri ve interferon-y) aktivasyonu, NOS’in indiiksiyonu ve NO
sentezine yol agmaktadir. Bu enzim daha c¢ok sitotoksik ve immiinomodiilator
etkilerden sorumlu, uzun siirede fazla miktarda NO yapimmi ile iligkilidir. iNOS

aktivasyonu gen transkripsiyonu gerektirdiginden, NO yapimi birka¢ saat sonra
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goriiliir ve birka¢ giin devam edebilir. Ancak uzun siireli ve asirt miktarda NO
sentezi makrofaj ve diger dokularda da harabiyete yol agar(17). Bu da deney
grubunda makrofaj harabiyeti ve doku hasarina yol agar.

Ulseratif kolitli hastalarda daha 6nce yapilan ¢alismalarda iNOS aktivitesi ve
NO iiretiminin arttigt gozlenmistir(16). Bizim c¢alismamizda ise iNOS gen
ekspresyonu acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamuistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde sigan bobrek iskemi/reperfiizyon
hasariminda Quercetinin etkisi baslikli calismada da iNOS gen ekspresyonu agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir(110). Bu durumda kolit grubunda
iNOS degerlerinin beklenilenin altinda kalmasi kolit siirecinin 4 hafta kadar uzun bir
periyotda olusturulmasi ve 4. hafta sonunda iINOS degerlerinin belirli bir diisiise
gecmesi  sonucu kolit grubu kontrol grubuna gbére anlamli oranda artis
gostermeyebilir. Kolit grubunda olusan makrofaj harabiyeti sonucu iNOS
aktivasyonu ve NO sentezi yeterince yapilamamis olabilir. Tedavi grubunda ise
histopatolojik olarak bir iyilesme goriiliirken iNOS diizeyinin diismemesi ALA’ nin
koruyucu etki mekanizmasinin tek bagina iNOS {izerinden olmayip farkh
mekanizmalar tetikleyerek yaptigini disiindiirmektedir.

Oneriler:

UK birbirini izleyen intestinal inflamasyon ataklar1 kismi iyilesme dénemleri
seklinde gelisen kronik bir hastaliktir. Hastalarda tipik olarak kanli diyare,
abdominal agr1 ve ates goriilmektedir. UK’in bagirsak dis1 belirtileri birgok sistemde
ortaya ¢ikabilir. Heniiz tek bir etiyolojik belirlenmemis olsa da hastaligin, konak
faktorlerinin bastiramadigt devamli mukozal inflamasyon yiiziinden olustuguna
kuvvetle inanilmaktadir. Yanit mekanizmasindaki bu bozukluk bir¢ok immiin ve
inflamatuar hicrelerin aktivasyonuna ve proinflamatuar medyatérlerin de etkisiyle
inflamasyonun tetiklenip intestinal dokulara zarar vermesine yol ag¢maktadir.
Sulfasalazin kortikosteroidler, immunomodulatorler, supresif antimetabolitler,
infliximab dahil anti-timor nekroz faktor-o biyolojikler ve bazi antibiyotikler UK
tedavisinin gesitli evrelerinde kullanilan ilaglardir. UK te ilac tedavisinin yetersizligi,
kronik fiziksel bozukluk ve fiziksel disfonksiyon ile kendini gosterir. Medikal olarak
tedavi edilemeyen hastalara cerrahi tedavi uygulamr. UK’te ALA kullanarak

bozulmus immiin yanita kars1t hiicreleri korumak ve kolon mukozasindaki
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inflamasyonu azaltmayr planladik. ALA’nin kolon mukozasindaki inflamasyonu
onlemede oldukca etkili oldugunu gordiikk. ALA’nin UK’te cerrahi tedavi 6ncesi
veya cerrahi agidan yiiksek riskli olup cerrahi uygulanamayacak hastalarda ve
mevcut tedavilerle kombine kullanimi1 6nerilebilir.

UK’te kanser gelismesi en Onemli komplikasyonlardan biridir. Kanser
gelisme riski inflamasyon siddetine degil, kolonik mukoza tutulumunun boyutuna ve
hastaligin stiresine baglhdir. Ortalama yasam siiresinin artig1 gilinlimiizde kanser
gelismesi sik goriilmektedir. ALA tedavisi ile tekrarlayan inflamasyon kontrol altina
alinarak uzun siirede kanser gelisiminin oniine gecilebilir. Bu nedenle ALA koruyucu

ve tedavi amactyla UK te kullanilabilecek umut verici bir ajan olabilir.
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