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AOPP
CH
DNA
DNTB
GSH
GSSG
HLA
H,0,
H,O
HOCI
IBH
Ip
MPO
NAC

NAD"

SIMGE VE KISALTMALAR

: ileri oksidasyon protein iiriinleri
: Crohn hastalig1

: Deoksiribontikleik asit

: 2,2’°-dinitro-5,5’ditiobenzoik asit
: Glutatyon (indirgenmis)

: Glutatyon (yiikseltgenmis)

: Human 16kosit antijen

: Hidrojen peroksit

: Su

: Hipokloroz asit

: Inflamatuvar barsak hastaliklar
: Intraperitonal

: Myeloperoksidaz

: N-asetilsistein

: Nikotinamid adenin diniikleotid (ylikseltgenmis)



NADP"
NADPH
NO’
Np-SH
NT

"‘OH
ONOO’

0,

MDA
PC
P-SH
PNL
RO’
ROM
SOD
T-SH

UK

: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (yiikseltgenmis)
: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis)
: Nitrik oksit

: Nonprotein-SH

: Nitrotirozin

: Hidroksil radikali

: Peroksinitrit

: Siiperoksit radikali

: Singlet oksijen

: Malondialdehit

: Protein karbonil

: Protein-SH

: Polimorfoniikleer 16kosit

: Alkoksil

: Reaktif oksijen metabolitleri

: Siiperoksit dismutaz

: Total-SH

: Ulseratif kolit

: Ksantin oksidaz

: Delta singlet oksijen

: Sigma singlet oksijen



GIRIS VE AMAC

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal sistem ile birlikte tiim sistemleri
tutarak hastanin yasam kalitesini etkileyen hastaliklardir. Son yillarda bu hastaliklarin gériilme
sikliginda belirgin bir artis dikkati cekmektedir. Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastalig1 (CH),
IBH olarak degerlendirilmekte ve benzerliklerinden &tiirii ayn1 grupta incelenmektedir.

Inflamatuvar barsak hastaliklarinin baslama, ilerleme ve kroniklesme asamalarinin
aciklanmasi i¢in yapilan calismalarin ¢ogunlugu B ve T lenfositler, makrofajlar, notrofiller,
sitokinler ve inflamasyon medyatorleri iizerine yogunlagsmistir. Son yillarda ise reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) inflamasyon lizerindeki etkisi ile ilgili giderek artan sayida galigma
bulunmaktadir (1). Reaktif oksijen metabolitlerinin doku hasar1 ile ilgisini gosteren
calismalara da rastlanmaktadir. Bircok dokudaki inflamatuvar hastaliklarda, hasarin ortaya
¢ikmast ROM ile iligkili bulunmustur ve gastrointestinal sistemin bu metabolitleri olusturdugu
gosterilmistir (2).

Biyolojik sistemlerdeki ROM; siiperoksit radikal anyonu (O,"), hidroksil radikali
(OH), peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi
molekiillerdir. Serbest radikal; molekiiler ya da atomik yoriingesinde eslesmemis elektron
bulunduran genelde ¢ok reaktif olan kimyasal bir iiriindiir (3).

Reaktif oksijen metabolitleri direkt ya da indirekt olarak protein, lipid,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve karbohidrat gibi biyomolekiillerin hasarlanmasina yol
acabilirler. Proteinler tiim hiicre ve dokularda yer almalar1 ve oksidatif modifikasyona duyarlt
olmalar1 nedeniyle oksidatif hasarin ana hedefleri arasindadir. Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degisiklikler proteinlerin rol oynadigi gesitli hiicresel fonksiyonlari

etkilemektedir. Protein oksidasyonu; iyonize radyasyon, metal iyon katalizli reaksiyonlar,
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fotokimyasal iirlinler ve enzim katalizli redoks reaksiyonlar1 tarafindan olusturulan ROM ile
proteinlerin reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Aminoasit yan zincirlerinin hidroksil veya
karbonil derivelerine modifikasyonu, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumu ve polipeptid
zincirlerinin  fragmantasyonu proteinlerin  oksidatif reaksiyonlarinin sonuclarindandir.
Enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonlar1 da ¢ok sayida hastaligin
etiyolojisi ve ilerlemesinde ©6nemli rol oynamaktadir. Oksidatif olarak modifiye olan
proteinlerin inflamatuvar hastaliklar, aterosklerozis, nérolojik hastaliklar, iskemi-reperfiizyon
hasar1 ve karsinogenezisi igeren farkli patolojik sartlarda biriktigi bilinmektedir (4).

Reaktif oksijen metabolitlerine kars1 korunmada, serbest radikal zincir reaksiyonlarini
inhibe edebilen antioksidanlar denilen bazi bilesikler rol almaktadir. Glutatyon (GSH)
sentezinde bir substrat olan N-Asetilsistein (NAC) de bu antioksidanlar arasinda yer
almaktadir. N-Asetilsistein, hiicrelerde tiyol (-SH) gruplarinin kaynagi olup, ‘OH gibi oksijen
kaynakli radikallerle etkileserek serbest radikalleri etkin sekilde temizleyebilmekte, apopitozu
onleyebilmekte, c¢esitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicrenin yasam siirecini
uzatmaktadir. Ayrica, endotelyal disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz, invazyon,
kartilaj erozyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin
geciktirilmesini saglamaktadir (5).

Literatiirde asetik asit ile olusturulmus deneysel kolit modellerinde NAC’in etkilerini
inceleyen arastirmalara rastlanmistir. Cetinkaya ve ark. (6) kolit grubunda lipid
peroksidasyonunun arttigini, antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklik oldugunu, NAC
uygulamasi ile lipid peroksidasyonunun onlendigini ve dokudaki hasar siddetinin azaldigini
bildirmislerdir. Akgiin ve ark. (7) uzun siire NAC kullaniminin oksidatif ve nitrozatif stres
parametresi olan nitrik oksit (NO") diizeyleri tlizerinde etkinligi oldugunu bildirmislerdir.
Nosal’ova ve ark. (8) NAC tedavisinin oksidatif hasardan korunmada basaril1 bir antioksidan
etki gdsterdigini bildirmislerdir.

Literatiirdeki kolit olgularinda NAC kullaniminin, lipid peroksidasyonuna kars1 yararli
etkisi bulundugunun gosterildigi ancak protein oksidasyonu konusunda arastirma yapilmadigi
dikkati cekmektedir. Ayrica, olgularda sinirli sayida oksidan parametrenin calisildigi
goriilmektedir. Nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein iiriin (AOPP) diizeylerinin ise
degerlendirildigi higbir ¢alismaya rastlanmamustir.

Calismamizda onemli bir antioksidan etkinligi olan NAC’in, deneysel olarak
gelistirilmis  UK’in neden oldugu protein oksidasyonu {izerine etkisini arastirmayi

amaclamaktay1z.



GENEL BIiLGILER

SERBEST RADIKALLER

Atomlar orbital ad1 verilen uzaysal bolge tizerinde birbirine zit yonde hareket eden iki
elektrona sahiptir. Atomlar arasi etkilesimler ile olusan baglar, molekiiler yapiy1r meydana
getirmektedir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren kisa omiirlii,
reaktif, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik atom veya molekiillerdir (3, 9).

Serbest radikaller 2 yolla olugmaktadir (10);

1) Homolitik boliinme: Kovalent bagli bir molekiiliin her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalmasiyla sonuglanan bag kirilmasi ile reaktif 6zellikte atom veya

molekiiller meydana gelir:

X-Y——X +Y

2) Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Biyolojik sistemlerde serbest

radikaller en ¢ok elektron transferi sonucu olusur:

A+e —> A"

Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr halde
bulunabilir ve organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler (10, 11).
Iki serbest radikalin reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik olusurken

serbest radikaller ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona
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girdiginde ise bir bagka serbest radikali meydana getirir. Bu 6zellik, serbest radikallerin zincir
reaksiyonlar1 olusturmalarini saglamaktadir (12).

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu
gibi, cesitli dis etkenlerin etkisiyle de meydana gelebilir. Biyolojik sistemlerde serbest
radikallerin zararli etkilerini engelleyerek etkisizlestirilmelerini saglayan gii¢li savunma
sistemleri bulunur. Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu
slirece, organizma serbest radikallerden etkilenmemektir. Ancak, savunma azalir veya serbest
radikallerin olusum hizi, sistemin savunma giiclinii asarsa denge bozulur. Bu durumda,
biyolojik molekiillerde oksidatif hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik ortaya
cikmaktadir (13, 14).

Serbest Radikal Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olugsmaktadir. Oksijen
atomu toplam sekiz elektron icerir. Molekiiler oksijen (O), dis orbitalinde iki tane
eslesmemis elektron bulundurdugundan kendisi de bir radikaldir. Ancak, her iki atomu denge
halinde oldugundan reaktif 6zelligi bulunmaz. Oksijen molekiilii bu 6zelligi sayesinde diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerken, radikal olmayan molekiillerle ise daha yavas
reaksiyon verir. Mitokondrial elektron transport zinciri tarafindan gergeklestirilen bu siiregte,
% 1-2 oraninda O, kacagi meydana gelir. Oksijenin indirgenmesi ile agiga ¢ikan; siiperoksit
radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali ('OH) gibi reaktif iriinler
oksijenin toksik etkisinin nedenini olustururlar (12, 14). Molekiiler oksijene elektronlarin

adim adim eklenmesiyle ROM’nin olugumu:

O, e 0,"  2H'+e’ ) H>0, e ‘'OH + OH 2H++e'I 2H,0

Serbest radikalleri, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest radikaller

olmak {izere iki sinifa ayirmak miimkiindiir.

Reaktif Oksijen Metabolitleri

Reaktif oksijen metabolitleri, radikaller ve radikal olmayanlar olmak iizere iki grup

altinda toplanirlar (Tablo 1) (13).



Tablo 1. Reaktif Oksijen Metabolitleri (13)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit (029) Singlet oksijen ('0y)
Hidroksil (‘OH) Hidrojen peroksit (H,0y)
Peroksil (ROY) Ozon (03)
Hidroperoksil (HO) Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksil (RO Hipobromoz asit (HOBr)
Organik peroksit (ROO") Organik hidroperoksit (ROOH)

Peroksinitrit (ONOO)
Peroksinitrat (O,NOO)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Peroksimonokarbonat (HOOCO,)

1. Stiperoksit radikali: Tiim aerobik hiicrelerde O,’in bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, O,  meydana gelir. Siiperoksit radikalinin Onemli kaynagi mitokondri ve

endoplazmik retikulumdaki elektron transport zincir reaksiyonudur.

0, + ¢ — 0"

Cu®, Fe", Mn™ ve Mo™ gibi gecis metali iyonlari, eslenmemis elektronlart bulundugu
halde, serbest radikal olarak kabul edilemezler. Fakat reaksiyonlardaki katalizor rollerinden
dolay1, serbest radikal olusumunda 6nemli yer tutarlar. Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu O, meydana getirebilir. Geg¢is metali iyonlarmm, O, ile verdikleri

reaksiyonlar geri doniisiimlii oldugundan redoks reaksiyonlari olarak diisiiniilebilir.

«—— .-
Oz + Fe+2 > Fe+3 + 02

Stiperoksit radikali, bir serbest radikal olmakla birlikte diger radikallere oranla
reaktivitesi ¢ok az oldugundan kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. H>O,’in kaynag:

olmasi ve gecis metali iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan énemlidir (3, 13, 15).

2. Hidrojen peroksit: Hidrojen peroksit, eslenmemis elektronu bulunmadigindan
bir serbest radikal olmadig1 halde, serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar. Oksijen
molekiiliniin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron veya O, ’nin bir elektron almasi

sonucu olusan peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu ile birleserek H,O,’i meydana getirir.



O, + 2 + 2H ———» H,0,

0, +¢ + 2H ———— » H,0,

Iki siiperoksit radikali anyonunun iki proton alarak radikal olmayan iiriinler olan H,O,
ve O’ni olusturmasi dismutasyon reaksiyonu olarak adlandirilir. Dismutasyon reaksiyonu
kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi kataliziyle olusabilmektedir. Biyolojik

sistemlerde H,0, genellikle O, ’nin dismutasyonu ile meydana gelir (3, 15).

20, + 2H  ———— » H,0, + O,

Hidrojen peroksit. O," veya gecis metalleri ile reaksiyona girerek, ‘OH olusturmak

tizere kolaylikla yikilabilmesi bakimindan énemlidir.

3. Hidroksil radikali: Reaktif oksijen metabolitleri i¢inde en reaktif ve en zarar verici
olan1 ‘OH’dir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari ‘OH
olusumundaki en 6nemli reaksiyonlardir. Fenton reaksiyonunda H,O,’ nin gecis metalleri ile
indirgenmesiyle ‘OH meydana gelir.

Fe+2
H,0, + Fe? ———— »"OH+ OH + Fe"

Haber-Weiss reaksiyonunda ise, HO,’nin gegis metalleri varhginda O,  tarafindan

indirgenmesi ‘OH olusumuna yol agar (3, 15).

H,O, + 02.7 » 'OH + OH + 0O,

4. Singlet oksijen ('O,): Singlet oksijen, eslenmemis elektronu bulunmadigi igin
radikal olmayan cok reaktif bir oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlari ile
meydana gelerek yeni serbest radikal reaksiyonlarini baslatabilir. Oksijenin elektronlarindan
birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniindeki bagka bir orbitale yer degistirmesiyle olusur.
Delta ('Ag O,) ve sigma ('Sg O,) olmak iizere iki formu vardir. Delta singlet oksijenin omri,
'$¢ 0,’den daha uzun olmakla birlikte suda 2 mikrosaniye kadardir. Singlet oksijen, uyarilmis

elektronlariin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 151k yaymaktadir (3, 13).



5. Hipokloréz Asit (HOCI): Notrofil 16kositlerinin graniillerinden fagozom igine
birakilan myeloperoksidaz (MPO) enzimi, H,O, ve klor (CI) kullanarak HOCI’1 olusturur.
Hipoklordz asit, mikrobisid etkiye sahip en 6nemli oksidandir (3, 13).

H,O0, + CI' ——— HOCI + OH"
Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller
Cogu serbest radikal oksijen merkezli olmasina ragmen organizmada oksijen tiirevi
serbest radikallerin disinda azot, brom, klor, karbon, kiikiirt, hidrojen ve demir merkezli

radikaller de meydana gelir (Tablo 2) .

Tablo 2. Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller (13)

Azot Merkezli Olanlar

Nitrik oksit NO’

Nitrojen dioksit NO,

Nitrat radikali NO;°
Brom Merkezli Olanlar

Atomik bromin Br’
Klor Merkezli Olanlar

Atomik klorin Cr
Karbon Merkezli Olanlar

Lipid radikalleri L

Aloksi radikalleri R’
Kiikiirt Merkezli Olanlar

Thiyl R -S

Hidrojen Merkezli Olanlar
Hidrojen atomu H
Demir Merkezli Olanlar

Perferri radikali Fe™-0,- Fe™




Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak
tizere iki gruba ayrilabilir. Ekzojen kaynaklar soyle siralanabilir (10, 12):
1- Cevresel faktorler
a) Hiperoksi
b) Hava kirliligi (NO,, O3, SO,)
c¢) Aliskanlik yapan maddeler (sigara, alkol, uyusturucu)
d) Bocek ilaglari (pestisitler)
e) Metaller (Ti, Al, Pb, Mo, Ni, Co, Hg, Ca, Ar)
2- Toksik kimyasallar
a) Halojenlenmis hidrokarbonlar (kloroform, bromobenzen, halotan)
b) Redoks potansiyelli maddeler (paraquat, alloksan, difenoller, kinonlar)
c¢) Karbontetrakloriir
3- Stres
4- Radyasyon
a) Elektromanyetik radyasyon
b) Partikiiler radyasyon
5- Ilaglar
a) Antineoplastik ajanlar (bleomisin, doksorubusin, adriamisin)
b) Antibiyotikler (kinolon, tetrasiklin, aminoglikozid)
¢) Anestezikler
Normal metabolizmada da, baz1 biyokimyasal olaylarin ¢esitli basamaklarinda serbest
radikaller olugsmaktadir. Serbest radikal yapisina sahip maddelerin organizmaya zarar verme
potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in olusumlari kaginilmazdir.
Endojen kaynaklar sekiz ana baslik altinda toplanabilir (10, 11)
1) Mitokondrial elektron tasima sistemi
2) Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron tasima sistemleri
3) Peroksizom
4) Oksidan enzimler
5) Arasidonik asit metabolizmasi
6) Otooksidasyon reaksiyonlari

7) Fagositik hiicreler



1) Mitokondrial elektron tagima sistemi: Aerobik hiicrelerdeki en Onemli serbest
radikal kaynagi, mitokondrial elektron transport zincirinde olusan sizintidir. Mitokondri i¢
zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendiginde
mitokondrial O, tretimi artmaktadir. Bu olay, mitokondrideki oksijen konsantrasyonu
arttiginda, mitokondrial oksidatif fosforilasyon hizi molekiiler oksijenin tek elektron
oksidasyonu ile gercgeklesir. Solunum zincirinde hidrojen peroksit de meydana gelmektedir.

Mitokondrial O, elektron transport zincirinde su yolla tretilir: Ubikinondan, sitokrom c,

basamagina gecerken olusan ara iiriin semiubikinon’dur. Semiubikinon, O,’i O, ’ne indirger.

Dismutazlar ise H,O, olustururlar (10, 11).

2) Endoplazmik retikulum ve niikkleer membran elektron tasima sistemleri:
Endoplazmik retikulum ve niikleer membrandaki serbest radikal iiretimi, membrana bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda
tiretilen serbest radikaller organellerin igine girebilir ve sitosolik reaksiyonlara katilabilir.
Endoplazmik retikulum membranina bagli sitokrom P4so komplekslerinin ayrigsmast H,O, ve
diger peroksit ara {iriinlerinin olusmasina neden olmaktadir. Niikleer membranda olusan

serbest radikaller 6zellikle DNA da hasar olustururlar (11).

3) Peroksizomlar: Peroksizomlar H,O,’in hiicredeki en Onemli kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, yag a¢il-CoA oksidaz ve L-o-hidroksi
asit oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit radikali iiretilmeden bol miktarda hidrojen peroksit
tiretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda, H,O,’in suya ayrigmasim1 katalizleyen
katalaz enziminin aktivitesi ¢cok yiiksek oldugundan peroksizomlardan sitosole ne kadar H,O,

gectigi bilinmemektedir (11).

4) Oksidan enzimler: Oksidan enzimlerin katalitik etkinligi serbest radikal olusumuna
yol agmaktadir. Ksantin oksidaz (XO), indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz
oksidaz, siklooksigenaz, lipooksigenaz ve monoamino oksidaz oksidan enzimler olarak
siralanabilir. Oksidan enzimlerin baslicalarindan olan XO, hasarlanmamis dokularda
piirinlerin yikilm yolunda dehidrogenaz olarak gorev yapar. Iskemi-reperfiizyon hasar
durumunda ise enzim proteolitik modifikasyon sonucu oksidaz gibi davranarak O;’in, H,O;’e

indirgenmesini katalizler (11).



5) Otooksidasyon: Coziinebilir 6zelligi olan ve noétral sivi ortamda oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlarina girebilen hiicre bilesenlerinden pek cogu intraseliiler olarak
serbest radikalleri acgia ¢ikarabilirler. Koenzimler, hemoglobin, miyoglobin, indirgenmis
sitokrom c, indirgenmis ferrodoksinler, askorbik asit, tiyoller, flavinler, hidrokinonlar,
tetrahidropterinler ve katekolaminler gibi bilesiklerin otooksidasyonu ile O, indirgenirken

O," olusmaktadir (10, 11).

6) Arasidonik asid yolu: Plazma membranina bagli enzimlerden siklooksijenaz ve
lipoksijenaz prostaglandin ve lokotrien biyosentezi i¢in arasidonik asidin oksidasyonunu
katalizledikleri sirada karbon ve oksijen merkezli serbest radikaller agiga ¢ikmaktadir. Olusan
serbest radikaller, enzimlerin kendileri ve diger hiicre komponentleri ile reaksiyona girme

yetenegindedir ( 10, 11).

7) Fagositik hiicreler: Fagositik hiicreler immunojenik veya partikiiler bir uyariciyla
uyarildiklarinda ROM’nin olusumuyla birlikte mitokondri diginda oksijen tiiketiminde
patlama gosterirler. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) kullanim1 sonucu O,’nin O, e indirgenmesi ile NADP" i{iretimi
artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olarak glukozun oksidasyonunda artisa neden olur.
Fagositik hiicrelerin lizozomal graniillerinde bulunan MPO enzimi uyaricilarin etkisiyle
ekstraselliiler araliktaki fagositik vakuol i¢ine bosaltilir. MPO, H,0O, varliginda Cl, iyodiir ve
bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek HOCI, hipoiyodik asit ve HOBr olusturur. Fagosite
edilmis bakteri, solunumsal patlama iiriinlerinin etkisiyle Oldiiriilir. Fagositik hiicreler
ROM’nin zararli etkilerinden kendilerini sahip olduklar1 antioksidan sistemleriyle
koruyabilirler. Ancak olusan oksidan iirlinler hiicrelerin antioksidan savunma gii¢lerini
astifinda ototoksik, immiinosiipresif ve mutajenik etkiler gostererek normal konak hiicrelere

zarar verebilir ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol alirlar (10, 16).

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin hiicrelerdeki zararl etkileri sdyle siralanabilir (9, 10, 12);

a) Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/disiilfit oraninin degismesi,

b) Protein ve lipidlerde kovalent baglantilar yapmasi,

¢) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein dongiisiiniin artmast,
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d) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

e) Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylar
bozularak kapilerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi.

f) Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degisimi,

g) Lipid metabolizmasindaki degisiklikler,

h) Mukopolisakkaritlerin yikima,

1) Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,

1) Niikleotid yapili koenzimlerin yikima,

j) DNA’ nin tahrip olmasi.

Proteinlere etkisi: Protein oksidasyonu, proteinlerin ROM ile kovalent modifikasyonu
sonucu meydana gelir. Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler
mekanizmalar protein karbonil olusumu (PC) ile karakterize edilen metal katalizli protein
oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi, NT ve AOPP olusumu olarak
siralanmaktadir (17).

Protein karbonil tiirevlerinin olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari
aminoasitlerin a-karbon atomlarinin veya R yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan
ve modifikasyonlar1 takiben meydana gelen reaktif oksijen-aracili peptid ayrilmasi
reaksiyonundan olusmaktadir (Sekil 1). Reaktif oksijen metabolitlerinin proteinlerle
etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arginin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda
veya proteinlerin peptid omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak PC meydana gelir
(4, 18).

Suyun y ve y 1sinlariyla radyolizi veya HyO,’nin metal katalizli yikimi ile ‘OH olusur
(reaksiyon a ve b). Polipeptid omurgasindaki a-karbon atomundaki a-hidrojen atomunun "OH
tarafindan ¢ikarilmasi sonucunda aminoasit kalintis1 karbon merkezli radikal haline doniistir
(reaksiyon c). Karbon merkezli radikal, O, ile reaksiyona girerek (reaksiyon d) alkil peroksiti
verecek olan alkilperoksili olusturur. Alkil peroksit, RO (reaksiyon h) iizerinden hidroksi
protein tiirevini verir (reaksiyon j). Bu metabolik yolda olusan alkil, alkilperoksil ve RO" ayn1
veya farkli protein molekiiliindeki R yan zincirleri ile yan reaksiyonlar ile etkileserek yeni

karbon merkezli radikallerin olusumuna yol agar (sekil 1).
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Peptid Baginin Aynlmasi

Sekil 1. Protein karbonil olusumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonlari (18)

Olusan yeni karbon merkezli radikaller ile de yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir.
Oksijen molekiiliiniin yoklugunda ise bu reaksiyonlar gerceklesmez. Karbon merkezli radikal,
diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna
yol agar (Sekil 1).

Alkoksil radikali olusumu (reaksiyon h ve g) diamid veya a-amidasyon metabolik
yollar1 ile peptid bagimin ayrilmasina neden olur. Diamid metabolik yolunda, diamid ve
izosiyanat yapisi, a-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a-ketoagil yapisinda peptid
fragmanlar1 olusur. Diamid ve a-amidasyon metabolik yollar disinda polipeptid zincirinin
serbest radikal aracili ayrilmast; prolil, glutamil ve aspartil kalintilarinin oksidasyonu ile de
gerceklesebilir (18).

Protein karbonil olusumuna yol agan sekonder modifikasyon reaksiyonlari;
proteinlerin karbonhidrat ve lipid oksidasyon iiriinleri ile reaksiyonlarimi icermektedir.
Sekerlerin proteinlerdeki P-NH, amino gruplar ile reaksiyonu (sekil 2A), Michael tipi
katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2-nonenalin proteinlerdeki lizin (P-NH;), histidin (P-His)
veya sistein (P-SH) kalintilarina baglanmasi (sekil 2B) ve proteinlerdeki amino gruplar ile

lipid peroksidasyon iiriinii malondialdehitin (MDA) reaksiyonu (sekil 2C)’de goriilmektedir.
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Sekil 2. Protein karbonil olusumuna yol acan sekonder modifikasyon reaksiyonlar:
(18)

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan 4-hidroksi-2-nonenal ve MDA, indirgen
sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon firiinlerinin proteinlerdeki P-NH, kalintilar1 ile
reaksiyonu (glikasyon ve glioksidasyon reaksiyonlar1) sonucu olusan reaktif karbonil tlirevleri
(ketoaminler, ketoaldehitler, deoksiozonlar) protein yapisina karbonil gruplarinin katilmasina
yol agar. Lipidlerden tiirevlenen aldehitler veya otooksidasyona ugramis sekerler Schiff bazi
olusumu yolu ile proteinlerdeki amino gruplarina baglanir. Schiff bazi olusumu geri
dontistimlii bir reaksiyon olmakla birlikte, siklikla geri doniisiimsiiz bir reaksiyon olan
Amodori diizenlemesine ugrar (4, 18-20).

Serbest radikaller proteinlerdeki -SH gruplarinin oksidasyonuna da yol agmaktadir.
Sisteinin -SH grubu oksidatif ataga olduk¢a yatkindir ve -SH gruplarindan degisik
mekanizmalarla olusan -S proteinlerdeki disiilfit baglarinin olusumuna onciiliik eder. Tiyol
gruplariin disiilfitlere ve oksiasitlere doniisiimii, radikal aracili protein oksidasyonunun en
erken gozlenebilen belirtisidir. Peroksinitritin -SH gruplari ile reaksiyonu sonucu -S° olusur.
Tiyol gruplarmin diger bir oksidasyon sekli; 4-hidroksinonenalin, proteinlerdeki -SH
gruplarina Michael reaksiyonu sonucunda tioeter bagiyla baglanmasiyla gerceklesmektedir
(Sekil 2B), (19, 21).

Nitrotirozin olusum reaksiyonlar1 iki basamakta gerceklesmektedir. Peroksinitrit, NO
ve Oy ’nin in vivo reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tiirevdir (sekil 3A). Normal

kosullarda SOD enzimi, olusan O, ’nin dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir, fakat
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O, diizeyleri ¢ok artmigsa ya da fazla miktarda NO" meydana gelmisse ONOQO’ olusur.
Peroksinitrit DNA’y1, enzimleri, proteinleri, lipidleri ve -SH gruplarin1 okside edebilen
yiiksek toksisiteye sahiptir. Peroksinitritin proteinler iizerine ataginin ana lriinii olan NT;
tirozinin orto pozisyonunda nitrasyonu ile olusur. (sekil 3B). Tirozinin geri doniisiimsiiz
olarak nitrasyonu, tirozinin fosforille-defosforille formlarinin birbirine doniisiimiinii en-
gelleyerek, enzim aktivitesinin diizenlenmesini ve sinyal ileti mekanizmalarinin
regiilasyonunu etkiler. Nitrotirozin, ONOO" oksidasyonunun stabil son iiriinii oldugundan NT

konsantrasyonu in vivo protein hasarinin tespitinde kullanigh bir belirtectir (21).

(A) 0Oy +NO— ONOO

(B) DNDD'-H CH;-CH-COOH —» HO< () »CHy-CH-COOH

MH; NH;
NO,

Tirozin Mitrotirozin

Sekil 3. Nitrotirozin olusum reaksiyonlari (21)

Ileri oksidasyon protein iiriinleri, ditirozin iceren ¢apraz bagl protein iiriinleri olarak
taninmaktadir. Ileri oksidasyon protein iiriinlerinin yapisal olarak ileri glikasyon son
{iriinlerine  benzedigi bildirilmektedir. 1Ileri oksidasyon protein {iriinleri, protein
oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir belirtectir (4, 18).

Molekiiler oksijen varliginda, proteinlerin ROM ile etkilesimi sonucunda diger
proteinleri, DNA’y1, antioksidanlart ve lipidleri hasara ugratabilecek protein
hidroperoksitlerinin olusumu, sirasiyla karbon merkezli protein radikali ve reaktif protein
peroksil radikali iizerinden meydana gelir. (Sekil 1). Protein hidroperoksil radikali, gecis
metal iyonlarinin varhi§inda bozunarak yeni serbest radikalleri olusturur, hiicresel
antioksidanlar ile reaksiyona girer, glutatyon rediiktazi inaktive eder, DNA’ya capraz
baglanir. Aminoasit, peptid ve protein peroksil radikali; glutatyon peroksidaz, glutatyon ve
askorbat tarafindan indirgenerek dayanikli bir iiriin ve protein oksidasyonunun belirteci olan
alkol tiirevlerini olusturur (21).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuclari; enzim aktivitesinde azalma, protein
fonksiyonlariin kaybi, proteaz inhibitdr aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize
artmig ya da azalmis yatkinlik, reseptdor aracili endositozun bozulmasi, gen

transkripsiyonundaki degisimler ve immiinojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir (21).
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Proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin etiyolojisi ile
ilerlemesinde rol oynar. Alzheimer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt olusumu, kronik
bobrek yetmezligi, kistik fibroz, diyabet, iskemi ve reperflizyon hasari, parkinson, romatoid

artrit ve sepsis bu hastaliklardan baslicalar olarak sayilabilir (4, 17).

ANTIOKSIDANLAR

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baglamiglardir. Es zamanli olarak da, serbest radikallerin zararl etkilerini
engellemek iizere antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak
adlandirilan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin
diizeyleri arasindaki hassas dengenin korunamadigi durumlarda hiicre hasarina kadar giden
bircok patolojik degisiklik ortaya g¢ikmaktadir. Antioksidanlarin bilinen ilk etkileri, zar
yapisindaki lipidleri peroksidasyona karsi korumasi oldugundan, baslangigta lipid
peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmiglardir. Gilinlimiizde ise,
antioksidanlarin tanimi lipidlerin yanisira proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiillerin koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir. Boylece
antioksidanlar, hedef molekiillerdeki oksidan hasari engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmaktadir (9, 11, 13, 14).

Antioksidanlarin oksidan molekiillere kars1 etki tipleri sunlardir (15, 22):

1-Toplayict etki; Yeni radikal olusumunu engelleme ve olusmus olan radikalleri daha
az zararl hale getirme,

2-Bastirict  etki; Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen atomu aktararak
aktivitelerini sondiirme ve inaktif hale getirme,

3- Zincir kirict etki; Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belirli yerlerinden
kirarak oksidan etkiyi durdurma,

4- Onaricr etki; Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin tamiri ve temizlenmesi.

Antioksidanlar cesitli kriterlere gore siniflandirilabilirler (9, 11, 23):

Yapilarina gore;

a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kii¢iik molekiiller

Kaynaklarina gore;

a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Disaridan alinanlar (ekzojen antioksidanlar)
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Coziiniirliiklerine gore;

a) Suda ¢ozilinenler

b) Lipidde ¢ozilinenler
Yerlesimine gore;

a) Hiicre i¢inde bulunan

b) Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

Kii¢iik molekiiller: endojen bir antioksidan olan glutatyon; organizmanin tiim
hiicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapisi digindaki -SH grubu igeriginin % 90 kadarini
olusturan bir tripeptiddir. Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden y-glutamil sistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri ile olugur. Hidrofilik 6zellikte bir tripeptit olan GSH,
yiiksek oranda karacigerde sentezlenir.

Glutatyon hiicre metabolizmasinda diizenleyici, koruyucu ve kofaktor fonksiyonlari ile
onemli roller iistlenmektedir. Serbest -SH grubu bulunan indirgenmis glutatyon (GSH), hiicre
ici -SH tamponu olarak etkilidir. Eritrositlerde bulunan GSH, hemoglobinin sistein gruplarini
ve diger hiicre proteinlerinin -SH gruplarini indirgenmis sekilde tutar. Boylece hemoglobini
oksidasyondan koruyarak hiicre biitiinliigiinii saglar.

Glutatyon, hiicrelerde oksidatif ve toksik bilesiklerin detoksifikasyonunda da etkin rol
oynar. Biyotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin zehirsizlestirme reaksiyonlarina
dogrudan katildig1 gibi bazi enzimlerin aktivatorii veya substrati olarak da gorev yapar.

Glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle reaksiyonu sonucu ylikseltgenmis glutatyon
(GSSG) olusur. Yiikseltgenmis glutatyon konsantrasyonundaki artis oksidan stresin bir
gostergesidir. Ayrica GSSG, tiyol iceren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi iizerine
zararl etkileri olan bir molekiildiir. Glutatyon, serbest radikallere kars1 antioksidan savunma
sisteminin anahtar bilesenidir. Konsantrasyonu ve hiicresel turnover hizi oksidatif stresin bir
indeksidir. Glutatyon; glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-transferaz enzimlerinin
katalizledigi reaksiyonlarin 6nemli bir kofaktoriidiir (22, 23).

Ekzojen bir antioksidan olan N-asetilsistein, L-sistein aminoasidinin N-asetil
tiirevidir. Ilk olarak, 1960 yilinda gelistirilmistir. Molekiiler agirhigi 163.2 g.mol” ve
molekiiler formiilii CsHoNOsS’dir (sekil 4).

16



SH-CH:- (l'jH— COOH
NHCOCH;

Sekil 4. N-asetilsisteinin molekiiler formiilii (24)

N-asetilsistein antioksidan Ozelliklere sahip bir ajandir ve antioksidan fonksiyonu
molekiiler yapisi ile agiklanabilir. Amino grubuna bagli asetil, oksidasyona karsi molekiiliin
daha stabil olmasini saglar. N-asetilsistein, sahip oldugu -SH gruplar1 nedeniyle O,, HOCI
ve H,O, gibi oksidanlar ile direkt olarak etkilesmektedir. Ayrica, N-asetilsistein, -SH grubu
iceren diger antioksidanlar gibi ‘OH nin yakalayicisidir.

Antioksidan etkisine ek olarak glutatyon transferaz enzim aktivitesini ve
detoksifikasyonu artirmaktadir. N-asetilsisteinin hiicresel GSH sentezinde rol aldigini, hayvan
deneyleri ve hiicre kiiltiirlerinde oksidan hasar1 6nledigi veya azalttigin1 gosteren pek cok
calisma bulunmaktadir. 10° M iizerinde NAC alimi intraselliiler GSH seviyesinde yaklagik
olarak 10 kat artig olusturur. N-asetilsistein, bogsalmig olan GSH depolarini tekrar doldurarak
hiicrelerin antioksidan potansiyelini yenilemektedir. Hiicresel GSH onciilleri i¢in anahtar
mekanizma NAC’in N-deasetilasyonudur.

N-asetilsisteinin antiinflamatuvar 6zelligi de bulunmaktadir. N-asetilsistein; apopitozu
onleyebilmekte, cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicrenin yasam siirecini
uzatmaktadir. N-asetilsistein, endotelyal disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz,
invazyon, kartilaj erozyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin

geciktirilmesini saglamaktadir (5, 25).
INFLAMATUVAR BARSAK HASTALIKLARI

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 giiniimiizde énemli bir saglik sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir ve arastirma potansiyeline sahip bir konu oldugundan literatiirde genis bir yer
kaplamaktadir. Gastrointestinal sistemin inflamatuvar hastaliklar1 olarak bilinen UK ve CH’mn
etyolojisi ise halen bilinmemektedir.

Ulseratif kolit ve CH yerlesimleri, kronik, alevlenme-remisyonlarla seyreden klinik
seyirleri ve ayni tedavi yontemlerine cevap vermeleri agisindan birbirine ¢ok benzerler.
Ancak komplikasyonlari, barsagin farkli bolgelerine lokalize olmalari, klinik goriiniimleri ve
histopatolojileri agisindan birbirinden farkli hastalik grubunu olustururlar (26). IBH’nin

etyolojisi i¢in gecgerli olan goriis, zeminde yer alan inflamatuvar hiicreler ve sitokinlerle
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olusan inflamasyondur (27). Etyolojik olarak bir takim genetik bozukluklar, enfeksiyoz
ajanlar, emosyonel stres, alkol kullanimi, oral kontraseptif alimi ve rafine yiyeceklerin
tiiketimi gibi ¢evresel baz1 faktorler sorumlu tutulmaktadir. Etyolojiden sorumlu olan ajan ne
olursa olsun her iki hastalik da sonucta doku diizeyinde hasar ile seyretmektedir (1).
Giiniimiizde IBH’nin patogenezi ile ilgili en gegerli agiklama IBH nin olas1 nedeninin
multifaktoryel olup genetik yatkinligi olan bir konakta barsak kokenli antijenlere kars1 abartili
bir immiin yanit gelismesidir (27). Crohn hastalifinda daha siklikla olmak iizere her iki
durumda da ailevi tutuluma rastlanmasi, hastaligin bazi irklarda daha fazla goriilmesi ve HLA
gruplariyla hastalik arasinda iliski saptanmasi IBH’nin genetik 6zelliklerini destekleyen
bulgulardir. Ailesel CH ya da UK olgularinda yapilan genom taramalarinda, 6zellikle CH’nda
kromozom 16°da, her iki hastalikta da kromozom 3, 5, 7 ve 12°de yatkinlik lokusu bulunmasi,
baz1 kisilerde insan lokosit antijen (HLA) genleri ve sitokin genlerinde polimorfizm

saptanmasi, genetik faktorlerin 6nemini ortaya koymaktadir (26) .

inflamatuvar Barsak Hastaliklar1 ve Oksidatif Stres

Inflamatuvar hiicrelerin inflamasyon bélgelerindeki doku hasarindan énemli oranda
sorumlu olduklar1 disiintilmektedir (26). Polimorfoniikleer 16kosit (PNL) ve makrofaj
kaynaklt ROM nin, hiicrelerin bakterisidal etkileri i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (24, 28).
Reaktif oksijen metabolitlerinin iiretimi endojen antioksidan savunma mekanizmalarinin
kapasitesini asarsa doku hasarina neden olabilmektedir. Crohn hastalarindan alinan kan
orneklerinde yapilan in vitro kemiliiminesans 6lgiimlerinde ROM kaynagimin dolasimdaki
notrofiller oldugu gosterilmistir (28). Lokosit-endotel hiicresi iligkisi parankimal infiltratin
olusmasinda etkilidir, ancak l6kositlerin parankime migrasyonu icin oncelikle endotel
hiicrelerine baglanmasi ve endoteli gegmesi gerekmektedir (29). Aktive olmus makrofajlarin
ve T-lenfositlerinin triinleri olan interlokin 1, timor nekroz faktorii alfa ve interselliiler
16kosit adhezyon molekiilii-1 ve interferon; T lenfositlerin endotel hiicrelerine baglanma
ozelligini arttirmaktadir. Sitokinler ile endotel hiicrelerinin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan
ajanlar inflamasyonun baslamasinda ve devaminda rol oynamaktadir (26, 28). Mast
hiicrelerinden ~ kaynaklanan histaminin IBH’nin  patogenezde ©6nemli rol oynadig1
diisiiniilmektedir. Inflamatuvar barsak hastaliklarinin  aktif déneminde mukoza ve
submukozadaki mast hiicresi sayisinin ve histamin salgisinin arttig1 gosterilmistir (30).

Intestinal mukoza hiicrelerinde goriilen ROM artisinin &nemli kaynaklarindan birisi
XO enzimin katalitik dongtistidiir. Piirinlerin yikim yolunda ksantin dehidrogenaz ve aldehid
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dehidrogenaz gibi NAD" indirgeyici enzimler oksidasyon veya smirli proteoliz ile O,
indirgeyici enzimler olan XO, aldehid oksidaza doniismektedir. Oksidaz aktivasyonu, gegici
iskemik safha ortadan kalkinca kolon epiteli ve endotel tarafindan ROM iiretimine yol
acmaktadir (2, 15). Reaktif oksijen metaboliti iiretimindeki bu artis ise kapiller ve mukozal
membran gecirgenligindeki artisa neden olur. Kolon epitelinin apikal kesiminde olusan ROM
koruyucu miisin tabakasim1 yikarak mukozal bariyeri ortadan kaldirmakta ve bunun
sonucunda c¢esitli bakteriyel iirlinler lamina propriyaya difiize olarak burada fagositik
l6kositlerin infiltrasyonuna ve aktive olmalarima neden olmaktadir (29). Reperfiizyon
esnasinda O, e bagli kemotaktik ajanlar lamina propriyaya daha fazla 1okosit akimina neden
olmaktadir. Lokosit infiltrasyonu ve aktivasyonu, ROM iiretimini daha da artirarak fagositik
vakuolden si1zint1 yoluyla ya da nétrofil 6liimii ile katepsin, elastaz, kollajenaz gibi oksidatif
olmayan toksinlerin ortama salinmalarina yol acar. Lizozomal proteolitik bu enzimler elastin,
kollojen ve diger doku proteinlerini pargalayarak doku incinmesine neden olurlar (31).

Inflamatuvar barsak hastaligi ve deneysel kolit modellerinin patogenezinde yer alan
medyatorler arasinda arasidonik asit kaskadmin siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz
yollarinin ¢esitli {iriinleri de bulunmaktadir. Paiotti ve ark. (32) UK olgularmin, Romero ve
ark. (33) Crohn hastalarinin kolon dokularinda COX-1 ve COX-2 ifadelerinin arttigini, ancak
COX-2 ifadesindeki artisin daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Deneysel kolit modeli
uygulanan ratlarin kolon dokularinda Ajuebor ve ark. (34) COX-2 {iriinii olan PDG; nin;
Boughton-Smith ve ark. (35) lipooksijenaz ve COX-2 yolu iriinlerinin arttiginm
bildirmislerdir.

Inflamatuvar Barsak Hastahklarinda Hayvan Modelleri

Inflamatuvar barsak hastaliklarinin etiyopatogenezinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in
pek cok deneysel kolit modeli gelistirilmistir. Uygun hayvan modeli; barsagin morfolojik
degisikliklerini, inflamasyonu, semptom ve bulgulari, patofizyolojiyi sergileyecek nitelikte ve
insan IBH seyrine benzer ya da 6zdes olmalidir. Aym1 zamanda 6nerilen deney modelinde
kullanilan denegin immun sistem ve genetik Ozelliklerinin iyi tanimlanmig olmasi
gerekmektedir. IBH’1nda hayvan modelleri bes grupta degerlendirilmektedir:

1. Gen knockout (KO) modeli; IL-2/IL-4 KO, IL-10 KO, T hiicre reseptor mutant,
TNF- KO,

2. Transgenik fare ve rat modeli; HLA B27 transgenik,

3. Spontan kolit modeli; C3H/Hej,
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4. Indiiklenebilir kolit modeli; asetik asit, indometazin, 2,4,6 trinitrobenzen siilfonik
asit/etanol, dekstran siilfat sodyum ve peptidoglikan-polisakkarit gibi ajanlar ile,

5. Adoptive transfer modeli; sicak sok proteini 60’a spesifik CD T hiicre transferi,
CD45RB transferi olarak alt gruplar da tanimlanmistir (36).

Asetik asit modeli: % 3-10 oraninda diliie edilmis asetik asidin ratlarda, tavsanlarda ve
kobaylarda intrarektal olarak uygulanmasi akut inflamatuvar cevap olusmasina neden
olmaktadir. Ince barsakta patolojik ve fonksiyonel hasar asetik asit uygulamasindan 30 dakika
sonra baglamakta, 1. giin maksimum diizeye erismekte, 7-14 giin i¢inde de spontan
iyilesmektedir. Kolitli hayvanlarda arasidonik asit metabolizmasinin isleyisi insanda goriilen
IBH ile tamamen aymdir. Bu modelde insan UK’inde goriilen patolojik bulgulara benzer
sekilde; distal kolonda diffiiz iilserasyon, pseudopolip benzeri yapilar, kript derinligindeki
degisiklikler, mukozal sekresyondaki degisiklikler ve transmural nonspesifik inflamatuvar
yanit gelismektedir. Bagslangic hasar1 hafif epiteliyal nekroz ve o6demdir. Asetik asitin
konsantrasyonuna ve temas siiresine bagli olarak degisen hasar lamina propria, submukoza
veya eksternal kas tabakalarina kadar ulasmaktadir. Epiteliyal hasar, organik asitlere karsi
verilen spesifik bir reaksiyondur. Epiteliyal hiicre hasarini takip eden mukozal ve submukozal
inflamasyon aragidonik asit yolunun aktivasyonuyla iliskilidir. Lokotrien blokaji,
prostaglandin analoglari, fosfolipaz A, inhibitorleri, glukokortikoidler, nétrofil katiliminin
engellenmesi, interlokin 1 reseptdr antagonistleri, platelet aktive edici faktor inhibitorleri,
somatostatin analoglari, mast hiicre stabilizatorleri ve ROM antagonistleri inflamatuvar
yanitin bu fazim inhibe etmektedir. Inflamatuvar yanit epiteliyal bariyerin kaybma bagh
spesifik olmayan bir sekel gibi goriinmektedir ve farelerde 2-3 giinde; ratlarda ise 2-3 haftada
iyilesmektedir.

Asetik asit modelinin avantajlar1 tekrarlanabilirliginin iyi olmasi, insan UK
patolojisine benzer lezyonlar olusturmasi, maliyetinin az olmasi, uygulama kolayligidir.
Modelin temel siirliligi olusan hasarda kronik inflamatuvar siirecin olusmamasidir. Bu
nedenle kronik immunolojik ¢alismalart incelemek i¢in uygun bir model olmamakla beraber,
diger calismalarda ve yeni ilaglarin denenmesinde faydali bir model olarak sunulmaktadir

(36).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma T.U. Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul onayr alinarak Trakya Universitesi,
Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmis ve T.U. Bilimsel

Aragtirma Projeleri tarafindan 2009/1 nolu proje olarak desteklenmistir (Ek1).
DENEY HAYVANLARI

Agirliklar1 200-250 g arasinda degisen, 8-10 haftalik, standart kosullarda yetistirilen
40 adet erkek Wistar albino sigan Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari
Birimi’nden temin edildi. Siganlar, % 50-60 nem orani, 22 &+ 1 °C oda 1s1s1, 1s1k diizeni 12
saat glindiiz/12 saat gece olan ortamda tutuldu ve arastirma siiresince bazal diyet ile beslendi.
Kolon dokularinda digki bulunmamasi amaciyla deneyden 24 saat oncesinde a¢ birakilan
sicanlarin suya serbest erisimleri saglandi. Denekler rastlantisal olarak 4 gruba ayrilarak
calisma gruplar olusturuldu. Kontrol (n=10), kolit (n=10), NAC, tedavi (n=10) ve NAC,
tedavi (n =10) olarak belirlendi.

Deneklere anestezik olarak ketalar (50 mg/kg) ve rompun (10 mg/kg) intramuskuler
(im) enjeksiyon ile uygulandi. Ardindan siganlar 30° trendelenburg pozisyonuna getirilerek 8
mm’lik kateter, rektal yoldan 8 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirildi. Kolit, NAC,; ve
NAC,; grubundaki si¢anlara 1 ml, pH 2.4, % 4’lik asetik asit intrarektal (ir) olarak uygulandi.
Kontrol grubundaki sicanlara ise es zamanli olarak ir yoldan 1 ml serum fizyolojik (nétr
pH’da % 0.9’luk NaCl) verildi. Uygulanan maddelerin geri kagmasimi engellemek ig¢in
denekler 30 sn siireyle kuyruktan kaldirilarak bas asagi sekilde tutuldu ve sonrasinda yine

trendelenburg pozisyonunda anesteziden g¢ikana kadar yaklasik 30 dk bekletildi. Asetik asit
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veya serum fizyolojik uygulamasimin ardindan 24. saatte, NAC; grubundaki si¢anlara 100
mg/kg/glin dozunda, NAC, grubundakilere 500 mg/kg/giin dozunda NAC, kontrol ve kolit
grubundaki sicanlara ise serum fizyolojik intraperitonal (ip) olarak verildi. Tiim gruplardaki
denekler ir asetik asit veya serum fizyolojik uygulamasindan 48 saat sonra sakrifiye edildi.

Genel anestezi altindaki sicanlara karin bolgesi trasi yapilmasmin ardindan batin 6n
duvar1 orta hattindan yapilan yaklasik 4 cm’lik insizyonla laparotomi gerceklestirildi ve
intrakardiyak ponksiyonla kan Ornekleri alinarak heparinli tiiplere konuldu. Ardindan,
transvers kolonun ortasindan rektumun distalde miimkiin olan en alt seviyesine kadar uzanan
yaklagik 10 cm’lik kolon segmenti ¢ikarilarak deney sonlandirildi. Alinan kolon materyali
longitudinal olarak 2 pargaya ayrilip distal ve proksimal kisimlar tespit edilerek fekal igerigi
serum fizyolojik ile temizlendi. Makroskobik analizin ardindan yaklasik 0.5 cm ¢apindaki
kolon parcast % 10’luk formol soliisyonunda mikroskobik kolon hasar1 degerlendirilmesi i¢in
Patoloji Anabilim Dal1 aragtirma laboratuvarina ulagtirildi.

Diger parcalar ise kan plazma ornekleriyle birlikte protein oksidasyon gdostergeleri

calisilmak {izere analiz giiniine kadar -80 °C’de saklandi.

KULLANILAN MALZEMELER

Kimyasal Maddeler
Asetik asit (CH;COOH) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Bakar stilfat (CuS0O4.5H,0) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
2,2’-Dinitro-5,5 ditiobenzoik asit (C;4HsN>OsS;) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Folin ay1rac (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Glutatyon (indirgenmis form) (C;oH;7N306S) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Heparin (5.000 [U/ml) (Phanpharma S.A. Fransa)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Metanol (% 96) (CH;0OH) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
N-asetil sistein (Asist) (Hiisnili Arsan ilaglar)
Perklorik asit (% 70) (HC1O4) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Potasyum kloriir (KCl) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Sodyum fosfat (monobazik) (NaH,PO,) (Panreac Madrid-Ispanya)
Sodyum fosfat (dibazik) (Na,HPO,) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
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Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Sodyum-potasyum tartarat (NaKCsH406.4H,0) (Panreac Madrid-Ispanya)
Sodyum sitrat (tribazik) (C¢HsNa3;07.2H,0) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Trichloroacetic asit (CI;CCOOH) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)

Diger Aletler ve Cam Malzemeler:

Cam malzemeler : Deney tiipleri, balon jojeler, beherler v.b.
Distile su cihazi : Niive, Almanya

Elektronik tart: : Sartorius AG, Almanya

Etiv : Memmert 400, Almanya
Homojenizator : Heidolph DIAX 900

Manyetik karistirict : Ikamag RH-Staufen, Almanya
Otomatik pipetler : Eppendorf, Socorex, Microlit

pH metre : Inolab pH level 1 WTW, Almanya
Sogutmali santrifiij : Hettich Universal 30RF, Almanya
Spektrofotometre : Shimadzu UV-1700A, Japonya
Vortex : Velp Scientificia, Almanya

BiYOKIMYASAL OLCUMLER

Tam Kanda Glutatyon Tayini

Heparinli tam kanda glutatyon diizeyinin Olglimii Beutler ve ark.’nin (37)
tanimladiklar1 yonteme gore yapildi.

Prensib: Indirgenmis glutatyonun -SH gruplarmmn bazik ortamda 2,2’-dinitro-
5,5 ditiodibenzoik asit (DNTB) reaktifi ile kromojen bir bilesik olusturmasi ve bilesigin sar1
renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir.

Deney: Heparinli tam kanin distile su ile hazirlanan hemolizatin perklorik asit ile
deproteinize edilmesiyle elde edilen berrak siipernatanttaki -SH gruplarinin pH 8.0° de DNTB
ile olusturdugu sar1 renkli kompleksin absorbansi, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak dlgiildii. Tiim O6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.
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Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi1 i¢in; 21.87, 43.75, 87.5, 175 ve 350 uM
yogunluklarinda GSH ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore 2’ser kez calisilarak
yogunluk-absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 5). Regresyon analizi ile saptanan formiil
kullanilarak Orneklerdeki Olgiilen absorbans iizerinden GSH diizeyi hesaplandi. GSH
degerleri, hemotokrite oranlanarak sonuglar umol/dl eritrosit olarak ifade edildi.

GSH kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.03605 + 0.0022 x

1,6

1.4 4

Absorbans

[
=]
=]

o 100 200 300 400 S00 S00 To0

GSH (ul)

Sekil 5. Glutatyon standart grafigi

Plazma Tiyol Tayini

Plazma -SH seviyelerinin 6l¢iimii Hu'nun (38) tanimladig1i metoda gore yapildi.

Prensip: Serbest tiyol gruplarimin bazik ortamda DNTB reaktifi ile kromojen bir
bilesik olusturmasi ve bilesigin sar1 renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciilmesi esasina dayanur.

Deney: Plazma iizerine pH 8.2 Tris-HCI] tamponu, DNTB ve metanol eklendikten
sonra, oda 1sisinda 15 dakika inkiibe edilen karisimin absorbansi 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Her 6rnek i¢in % 1°lik sodyum sitrat iceren numune korii
benzer sekilde hazirlandi. Tiim 6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.

Kalibrasyon egrinin hazirlanmast ig¢in; 87.5, 175, 350, 700 ve 1400 uM
yogunluklarinda GSH c¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez calisilarak

yogunluk-absorbans grafikleri c¢izildi (Sekil 6). Regresyon analizi ile saptanan formiil
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kullanilarak orneklerdeki Olgiilen absorbans iizerinden tiyol diizeyi hesaplandi. Bulunan

degerler umol/L olarak ifade edildi.

Tiyol kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.0052 + 0.00012 x

2

Absorbans

0.0
400 s00 200 1000 1200

Tiyol (ul)

Sekil 6. Tiyol standart grafigi
Nitrotirozin Tayini

Plazma 6rnekleri Hycult marka nitrotirozin kiti ile Eliza yontemiyle ¢alisilarak 450 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢tildii.
6.2, 18.5, 55.6, 166.7 nmol/L. NT standart ¢ozeltileri ile olusturulan standart egri

kullanilarak elde edilen sonug¢lar nmol/L olarak degerlendirildi.
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Sekil 7. Nitrotirozin standart grafigi

Dokuda Total Tiyol, Nonprotein Tiyol ve Protein Tiyol Tayini

Doku total tiyol (T-SH) ve nonprotein tiyol (Np-SH) diizeylerinin dl¢timii, Sedlak ve
Lindsay’in (39) tanimladiklar1 yonteme gore yapildi.

Prensib: Indirgenmis -SH gruplarinin bazik ortamda DNTB reaktifi ile kromojen bir
bilesik olusturmasi ve bilesigin sar1 renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi esasina dayanur.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: Siganlardan ¢ikarilan kolon dokulari 1/10 (w/v)
oraninda 0.15 M KCI ile homojenize edilerek homojenatlar hazirlandi. Homojenatlarin
2000xg ve ardindan 4500xg’de santrifiij edilmesiyle saglanan siipernatantlar analiz i¢in
kullanildi.

Deney: Total tiyol tayini i¢in doku siipernatati iizerine pH 8.2 Tris-HCl tamponu,
DNTB ve metanol eklendikten sonra, oda isisinda 15 dakika inkiibe edilen karigimin
absorbanst 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak oSlciildii. Her 6rnek % 1’lik
sodyum sitrat igeren numune korii benzer sekilde hazirlandi. Tiim 6rneklerde ¢alismalar iki
kez tekrarlandu.

Kalibrasyon egrinin hazirlanmasi i¢in; 21.87, 43.75, 87.5, 175, 350 ve 700 uM
yogunluklarinda GSH ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez ¢aligilarak

yogunluk-absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 7). Regresyon analizi ile saptanan formiil
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kullanilarak 6rneklerdeki T-SH diizeyi hesaplandi. Bulunan degerler dokuda protein miktari
ile oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.
Total -SH kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.0044 + 0.00629 x

Absorbans

2]
=]
=]

o 100 200 300 400 S00 S00 Too

Total - SH (Ul

Sekil 8. Total-SH standart grafigi

Deney: Nonprotein tiyol tayini i¢in doku homojenatinin perklorik asit ile deproteinize
edilmesiyle elde edilen berrak siipernatanttaki -SH gruplarinin DNTB ile olusturdugu sari
renkli kompleksin absorbansi, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Tiim

orneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.

Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak Orneklerdeki Np-SH diizeyi

hesaplandi. Bulunan degerler dokuda protein miktari ile oranlanarak nmol/mg protein olarak

ifade edildi.
Np-SH kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.03605 + 0.0022 x
Total tiyol degerlerinden Np-SH degerleri ¢ikarilarak P-SH diizeyleri bulundu.

Bulunan degerler dokuda protein miktar1 ile oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.
Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Tayini

Dokuda AOPP diizeylerinin oOl¢iimii, Witko-Sarsat ve ark.’nin (40) tanimladiklar
yonteme gore yapildi.
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Doku orneklerinin hazirlanmasi: Dokular 1/10 (w/v) oraninda pH 7.4 fosfat salin
tampon soliisyonu (PBS) ile homojenize edilerek homojenatlar hazirlandi. Homojenatlarin
2000xg ve ardindan 4500xg’de santrifiij edilmesiyle saglanan siipernatantlar deneyde
kullanildi.

Deney: Diliie siipernatant iizerine potasyum iyodiir ve asetik asit ilavesinden sonra
olusan renk siddeti 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Her 6rnek i¢in
PBS igeren numune korii benzer sekilde hazirlandi. Tiim orneklerde ¢alismalar iki kez
tekrarlandi.

AOPP’nin 340 nm’deki molar absorbsivitesi kullanilarak homojenatlardaki AOPP
konsantrasyonu hesaplandi. Bulunan AOPP degerleri doku protein diizeyine oranlanarak

sonuc¢lar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Total Protein Tayini

Doku protein miktarlarinin 6lgiimiinde Lowry ve ark.’nin (41) tanimladiklar1 yontem
kullanilmistir.

Prensib: Alkali ortamdaki Cu™’1n protein ile etkilesmesiyle olusan tirozin ve triptofan
aminoasitlerin fosfomolibdik ve fosfotungustik asitleri hetero polimolibdenyuma indirgeyip
kromojen bir kompleks olusturmalari ve bilesigin mavi renginin 660 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: Siganlardan ¢ikarilan kolon dokulari 1/10 (w/v)
oraninda 0.15 M KCI ile homojenize edilerek homojenatlar hazirlandi. Homojenatlarin
2000xg ve ardindan 4500xg’de santrifiij edilmesiyle saglanan siipernatantlar analiz i¢in
kullanildi.

Deney: Serum fizyolojik {izerine siipernatant ardindan alkalen bakir eklendikten sonra
oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edilen karisim diliie folin reaktifi ilavesiyle 660 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Tiim 6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi.

Standart egrinin hazirlanmasi i¢in bovin serum albumini ile 1, 2, 3, 4 ve 5 g/L
yogunluklarinda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez
calisilarak, yogunluk-absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 8). Regresyon analizi ile saptanan formiil
kullanilarak 6rneklerdeki protein yogunluklar1 hesaplandi.

Protein kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=0.243 +0.194 x
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Sekil 9. Protein standart grafigi

HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Makroskobik Skorlama

Kolon hasart modifiye edilmis bir skorlama sistemi kullanilarak degerlendirildi.

Kolonik mukozadaki makroskobik morfoloji 0’dan 4’e kadar skorlandi (Tablo 3).

Tablo 3. Kolonik Mukozadaki Makroskobik Bulgularin Simiflandirilmasi (7)

Skor | Kriter

0 Normal goriinlimlii mukozal tabaka

1 Hafif hiperemili mukozal tabaka

2 Belirsiz inflamasyonlu lineer iilserasyonlar

3 Kolon uzunlugu boyunca 5 mm’den kii¢iik hemorojik lezyonlar ve

graniilomatoz lezyonlar
iki veya daha fazla bdlgede iilserasyonlar ve Smm’den biiyiik hemorojik
lezyonlar ve/veya perforasyon

4

Mikroskobik Skorlama

% 10’luk formol soliisyonunda fiske edilen kolon segmentleri parafinle bloklanarak

mikroskobik kesitler elde edildi. Hemotoksilen ve Eozin ile boyanan kesitlerde gozlenen

29



hasarin derecesi 151k mikroskobisi kullanilarak skorlama sistemine gore 0’dan 3’c¢ kadar

skorlandi (Tablo 4).

Tablo 4. Kolonik Mukozadaki Mikroskobik Bulgularin Siniflandirilmasi (7)

Inflamatuvar
Skor | Epitelyal hiicre Kript absesi Goblet hiicre hiicre
kaybi hasari infiltrasyonu
0 Yok Yok Yok Yok
1 < %5 <%10 Var Az
2 %S5 - %10 %10 - %20 - Orta
3 > %10 > %20 - Belirgin
ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
Verilerin  istatistiksel ~degerlendirilmesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyoistatistik Anabilim Dali’nda bulunan Minitab Release 13 (Lisans no: WCP 1331.00197)
paket programi kullanilarak yapild.

Her bir grupta verilerin parametrik varsayimlari yerine getirip getirmedigini incelemek
icin normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenligi testleri uygulandi. Tam kanda
GSH, plazmada NT ve dokudaki T-SH, Np-SH ile AOPP parametrelerinin
degerlendirilmesinde bagimsiz gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi igin
Kruskal-Wallis varyans analizi ve ardindan gruplarin karsilastirilmasi i¢in Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Plazma tiyol ile dokudaki P-SH parametrelerinin
degerlendirilmesinde ise bagimsiz gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi
icin tek yonli varyans analizi yontemi (Oneway ANOVA) ve ardindan gruplarin
karsilastirilmasi icin sirasiyla Tamhane T2 ve Bonferroni t post-hoc testleri kullanildi. Elde
edilen degerler ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi ve p<0.05’in altindaki farkliliklar
anlamli olarak degerlendirildi. Ayrica, dokularmin histopatolojik degerlendirme sonuglari

frekans tablosu seklinde sunuldu.
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BULGULAR

Tam kan GSH ve plazma NT diizeyleri Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC,; tedavi gruplarinin tam kan GSH ve
plazma NT degerleri (Ort£SD)

Tam Kan GSH NT

Gruplar (pmol/dl Erit) ° (nmol/L) *
Kontrol 13.23£2.11 2.51+0.43
(n=10)
Kolit 13.05+1.75 3.11+0.38
(n=10)
NAC; 10.72+2.52 3.49+0.26
(n=10) b
NAGC, 12.46+1.00 4.26+0.30
(n=10) b
v, p' 5.68,> 0.05 31.46,<0.001

*. Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

S, Mann-Whitney U testi ile degerlendirmede;
a: Kontrol grubu ile

b: Kolit grubu ile

c: NAC, grubu ile

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Tam kandaki GSH diizeyinin kolit grubunda 13.23+2.11 umol/dl eritrosit oldugu ve
diger gruplarla arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir. Kolit ve NAC tedavi gruplari
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Kolit ile her iki NAC tedavi gruplarindaki siganlarin plazma NT diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttigi (sirasiyla; p<0.01, p<0.001, p<0.001) goriilmiistiir
(sekil 10). NAC; ve NAC, tedavi gruplarinin plazma NT diizeylerinin kolit grubuna gére
anlamli derecede arttig1 (sirasiyla; p<0.05, p<0.001) saptanmustir. NAC, grubu plazma NT
degerlerinin NAC; grubuna gore yiiksek (p<0.001) oldugu gdzlenmistir.

4 0 = - %

. = L
=

2,5 - | |

2.0

- 10 10 10 10
Hontrol Foolit MaCA MACE

Nitrotrozin (nmaliL)

Sekil 10. Plazma Nitrotirozin diizeyleri

Plazma tiyol diizeyleri Tablo 6’da sunulmustur. Kolit ve NAC, tedavi grubunun
plazma tiyol degerlerinde kontrol grubuna gore bir fark gézlenmezken; NAC, tedavi grubunda
azaldig1 (p<0.05) goriilmiistiir (sekil 11). NAC; tedavi grubunun plazma tiyol degerleri NAC,
grubuna gore de azalmisti (p<0.05).
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Tablo 6. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, tedavi gruplarinin plazma tiyol

degerleri (Ort+SD)
Gruplar Plazma Tiyol
(nmol/L) *
Kontrol 339.61£35.66
(n=10)
Kolit 327.06+69.57
(n=10)
NAC, 392.64+97.39
(n=10)
NAGC, 286.17+31.50
(n=10) ¢
p' <0.05

" Tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi.

% Tamhane T2 post-hoc testi ile degerlendirmede;
a: Kontrol grubu ile

c: Diisiik doz tedavi grubu ile

*: p<0.05.
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Sekil 11. Plazma Tiyol diizeyleri
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Gruplarin kolon dokusu T-SH ve Np-SH diizeyleri Tablo 7’de sunulmustur. Kolit
grubu ile tedavi gruplarinin kolon dokusu T-SH diizeylerinin kontrol grubunun degerlerine
gore anlamli derecede azaldigi (hepsi; p<0.01) goriilmiistiir (Sekil 12). Kolit grubu ile tedavi
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Kolit grubunun Np-SH diizeyleri ortalamasi 15.39+4.95 nmol/mg protein olup, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (sekil 13).
NAC; ve NAC,; tedavi gruplarinin kolon dokusu Np-SH diizeylerinin kontrol grubuna gore
(strastyla; p<0.001, p<0.01) ve kolit grubuna gore (ikisi; p<0.001) anlamli derecede arttig1

gbzlenmisgtir. Tedavi gruplari arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 7. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC,; tedavi gruplarinin kolon dokusu T-SH ve
Np-SH degerleri (Ort£SD)

T-SH Np-SH

Gruplar

(nmol/mg protein)§ (nmol/mg protein)§

Kontrol 86.47+13.30 15.394+4.95
(n=10)
Kolit 65.66£11.52 11.59+4.21
(n=10)
NAC; 57.93£16.99 * 29724651 *
(n=10) b
NAC, 68.54+12.44 25124577 *
(n=10) b
v, p' 13.97,<0.01 24.71,<0.001

*. Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

S, Mann-Whitney U testi ile degerlendirmede;
a: Kontrol grubu ile

b: Kolit grubu ile

**: p<0.01, ***: p<0.001.
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Sekil 12. Kolon dokusu T-SH diizeyleri
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Sekil 13. Kolon dokusu Np-SH diizeyleri

P-SH diizeyleri Tablo 8’de verilmistir. Kolit grubunun kolon dokusu P-SH diizeyleri
kontrol grubuna gore azalmis olmasina ragmen bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir
(sekil 14). NAC, ve NAC,; tedavi gruplarindaki sicanlarin P-SH degerlerinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigi (sirasiyla; p<0.001, p<0.01) saptanmistir. NAC, tedavi
grubunun P-SH diizeylerinde kolit grubuna gore bir fark gozlenmezken; NAC,; tedavi
grubunda azaldig: (p<0.01) goriilmiistir.
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Tablo 8. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC,; tedavi gruplarimin kolon dokusu P-SH

degerleri (Ort+SD)
P-SH

Gruplar (nmol/mg protein) *
Kontrol 70.72+14.62
(n=10)
Kolit 53.03+£9.97
(n=10)
NAC, 282141627 ¥
(n=10) b**
NAC; 44.99£16.60
(n=10)
p <0.05

*. Tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi.
% Bonferroni post-hoc testi ile degerlendirmede;

a: Kontrol grubu ile
b: Kolit grubu ile
*#: p<0.01, ***: p<0.001.
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Sekil 14. Kolon dokusu P-SH diizeyleri
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Tablo 9. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, tedavi gruplarinin kolon dokusu AOPP

diizeyleri (Ort+SD)
AOPP
Gruplar

(nmol/mg protein) |
Kontrol 69.84+14.61
(n=10)
Kolit 97.76+32.44  *
(n=10)
NAC, 58.02£1039
(n=10) b
NAC, 70.73+£25.09
(n=10)
v, p 12.83,<0.01

", Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

S, Mann-Whitney U testi ile degerlendirmede;
a: Kontrol grubu ile

b: Kolit grubu ile

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Sekil 15. Kolon dokusu AOPP diizeyleri
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Gruplarin kolon dokusu AOPP diizeyleri Tablo 9’da gosterilmistir. Kolit grubundaki
siganlarin kolon dokusu AOPP diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli derecede arttigi
(p<0.01) gozlenmistir (sekil 15). NAC; tedavi grubunun AOPP degerlerinde kontrol grubuna
gore bir fark gozlenmezken; NAC, tedavi grubunda azaldigi (p<0.05) goriilmiistiir. NAC,
tedavi grubunun AOPP diizeyinin kolit grubuna gore anlamli derecede azaldigi (p<0.001)

saptanmustir.

Tablo 10. Kolon Dokusunda Makroskobik Degerlendirme

Gruplar Skor
0 1 2 3 4

Kontrol
(n=10) 8 2 - - -

Kolit
(n=10) - - 1 2 7

NAC,
(n=10) 1 3 2 2 2

NAC;
(n=10) 1 1 - 1 7

Tablo 10°da kolon dokularinin makroskobik degerlendirme sonuglari gosterilmistir.
Kontrol grubundaki deneklerden % 80’inin kolon dokularinin makroskobik goriiniimleri
normal ve sadece 2’sinde hafif hiperemi tespit edilmisken; kolit grubundaki deneklerin
hepsinde makroskobik hasar bulgular1 oldugu goriilmiistiir. Kolit grubundaki deneklerin %
70’inde makroskobik hasar skoru en biiylik hasar derecesi olan 4 idi.

NAC tedavi gruplarinda sadece bir denegin kolon dokusunun normal goriinimlii
mukozal tabakaya sahip iken; diger deneklerin kolon dokularinda makroskobik diizeyde hasar
oldugu gorilmiistiir. NAC, tedavi grubunda kolon dokusundaki makroskobik hasar skoru
degerlendirmesi 1 olan 3 denek varken 2, 3 ve 4 olan ikiser denek vardi. NAC, tedavi
grubundaki deneklerin % 70’inde makroskobik hasar skoru en biiyiik hasar siddeti olan 4 idi
(Sekil 16) (Resim 1; A, B, C, D).
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Sekil 16. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC; tedavi gruplarindaki deneklerde goriilen

makroskobik hasarin dagilimi

Resim 1. Kolon dokusunun makroskopik goriiniimii (A: kontrol, B: kolit, C: NAC; tedavi,

D: NAC,; tedavi grubu)

Tablo 11°’de kolonik mukozadaki epitelyal hiicre kaybi, kript absesi, goblet hiicre
hasar1 ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bulgular1 bakimindan mikroskobik degerlendirme

sonuglar1 verilmistir.

39



Tablo 11. Kolonik Mukozadaki Mikroskobik Degerlendirme

Kontrol Kolit NAC, NAGC,

Bulgular | Skor | " _ 1oy | (n=10) (n=10) (n=10)
0 10 - - 1
Epitelyal hiicre 1 - 1 1 2
kaybi 2 - - 2 1
3 - 9 7 6
0 10 - 1 1
Kript absesi 1 - 1 1 3
2 - 1 1 -
3 - 8 7 6
Goblet hiicre 0 10 1 1 3
hasari 1 - 9 9 7
0 5 - - -
Inflamatuvar 1 5 - 1 2
hiicre 2 - - 1 2
infiltrasyonu 3 - 10 8 6

Kontrol grubundaki siganlarin hi¢ birinde kolon dokusunda epitelyal hiicre kaybi
goriilmezken, en siddetli hasar derecesi olan 3 skoruna sahip denek orani kolit grubunda %

90, NAC, tedavi grubunda % 70, NAC, tedavi grubunda ise % 60 idi (Sekil 17).

10
10
9
a8
7
G 0
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4 m?
3 W3
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11
I:I .
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Sekil 17. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, tedavi gruplarindaki deneklerde goriilen
epitelyal hiicre kaybi1 dagilimi
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Kontrol grubundaki si¢anlarin hi¢ birinde kolon dokusunda kript absesi goriilmezken,
en siddetli hasar derecesi olan 3 skoruna sahip denek orani kolit grubunda % 80, NAC, tedavi

grubunda % 70, NAC, tedavi grubunda ise % 60 idi (Sekil 18).
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Sekil 18. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, tedavi gruplarindaki deneklerde goriilen kript

absesi dagilim

Goblet hiicre hasar1 kontrol grubundaki siganlarin hi¢ birinde gériilmezken, en siddetli
hasar derecesi olan 1 skoruna sahip denek orami kolit ve NAC, tedavi gruplarinda % 90,

NAC, tedavi grubunda ise % 70 idi (Sekil 19).

10

0 — K = o ®m -l Mm@ O

KONTROL KOLIT MAC MAC 2

Sekil 19. Kontrol, kolit, NAC;ve NAC, tedavi gruplarindaki deneklerde goriilen goblet

hiicre hasar1 dagilhimi
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Kontrol grubundaki siganlarin kolon dokusunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
bakimindan en siddetli hasar derecesi olan 3 skoruna sahip denek orani kolit grubunda % 100,

NAC, tedavi grubunda % 80, NAC, tedavi grubunda ise % 60 idi (sekil 20).
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Sekil 20. Kontrol, kolit, NAC;ve NAC; tedavi gruplarindaki deneklerde goriilen

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu dagilim
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Resim 2. Kontrol (A), kolit (B), NAC; tedavi (C) ve NAC; tedavi (D) gruplarinda olusan
histopatolojik degisiklikler (HEx100)

Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, tedavi gruplarinin makroskobik goriintimleri resim 2’de

sunulmustur.
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Tablo 12. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, gruplarindaki deneklerin her birinde
saptanan tam kan GSH, plazma tiyol ve NT, kolon dokusunda T-SH, Np-SH,
P-SH ve AOPP diizeyleri

P = = = =
= 8§ 2 S5 =3 BT & @2 72 &=
5 2 2 33 £ Z: fp 25 f5 S5
U > =) N = =) = —_— 7 = R~ — < —

2 sf 32 & Tz 73 F3 <3
=2 | A g £ g g

2 =2 =2 =

1 42 10,63 374,83 3,40 - 12,11 - 53,67

2 39 10,67 362,69 2,40 74,41 9,57 64,84 81,52

3 41 14,95 362,69 3,00 83,22 12,76 70,46 61,37

= 4 40 12,68 330,30 2,00 78,35 21,44 56,91 76,61
E 5 39 - 301,96 2,00 72,49 22,80 49,69 92,50
§ 6 40 - 269,57 2,33 88,24 21,68 66,56 62,28
N> 7 36 12,40 314,10 2,30 102,42 11,96 90,46 59,41
8 38 16,13 362,69 2,45 111,42 16,57 94,85 92,32

9 40 15,52 378,88 2,58 91,04 14,56 76,48 59,51

10 36 12,82 338,39 2,60 76,66 10,47 66,19 59,20

1 45 14,13 354,59 2,68 58,29 11,83 46,46 68,24

2 51 13,51 293,86 2,98 65,07 12,62 52,45 96,45

3 40 13,24 342,44 2,75 54,37 13,19 41,18 70,00

4 42 11,71 358,64 2,93 58,89 5,95 52,94 66,12

= 5 38 10,55 216,94 3,93 62,28 5,96 56,32 74,40
Q 6 40 14,95 370,78 3,13 49,85 8,14 41,71 110,18
7 48 14,59 265,52 2,90 67,88 17,71 50,17 100,03

8 52 14,78 241,23 3,15 75,03 - - 168,41

9 42 12,97 399,12 3,60 87,38 16,54 70,84 92,77

10 43 10,03 427,46 3,10 77,53 12,35 65,18 130,96

1 44 11,01 350,54 3,65 68,47 27,09 41,38 59,26

2 37 14,11 427,46 3,20 81,01 22,14 58,87 56,48

3 45 8,91 314,10 3,30 48,30 22,40 25,90 46,37

4 38 6,47 451,75 3,55 51,89 30,48 21,41 56,99

6 5 42 7,11 601,55 3,60 44,83 23,13 21,70 55,61
<Zf‘ 6 44 11,87 484,14 3,06 47,05 29,21 17,84 51,97
7 45 11,77 297,91 4,00 42,74 31,07 11,67 42,80

8 41 12,18 314,10 3,45 38,35 31,72 6,63 62,85

9 41 13,29 326,25 3,48 71,72 41,20 30,52 70,21

10 47 10,47 358,64 3,60 84,94 38,77 46,17 77,66

1 46 13,00 306,01 4,00 48,49 28,66 19,83 52,72

2 42 11,71 277,67 4,00 56,39 - - 65,47

3 47 11,35 293,86 4,10 83,04 31,96 51,08 111,29

- 4 43 13,99 297,91 4,10 64,63 29,64 34,99 46,22
@) 5 45 11,69 314,10 4,10 92,34 14,08 78,26 70,53
<ZE 6 44 - 265,52 4,20 68,20 - - 116,95
7 41 13,11 306,01 4,20 71,77 28,06 43,71 77,53

8 38 11,55 269,57 4,30 66,24 20,84 45,40 66,78

9 37 - 212,89 4,80 71,17 23,18 47,99 50,96

10 39 13,29 318,15 4,80 63,14 24,50 38,64 48,81
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Tablo 13. Kontrol, kolit, NAC; ve NAC, gruplarindaki deneklerin her birinde

saptanan kolon dokusunda makroskobik ve mikroskobik patolojik bulgular
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TARTISMA

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 giiniimiizde Snemli bir saglk sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Kesin etyolojik bir faktdriin bulunmayist ve IBH m tam olarak taklit eden deneysel bir
model olmayis1 IBH patogenezinin anlasiimasim zorlastirmaktadir. Birkag potansiyel sorumlu etkenin,
inflamatuvar olaylarm baglamasinda etkili oldugu diisiiniiliiyorsa da; kabul edilen goriise gére immun
olaylarin baskilanmasinda bir eksiklik vardir (1, 27).

Kolit tablosuna medikal yaklasim olduk¢a uzun bir zaman siireci gegirmesiyle birlikte yeni
tedavi yontemlerinin arastirilmas1 gerekmektedir. Deneysel kolit modelleri insanda goriilen IBH ile
farkliliklarina ragmen benzer yanlari ile IBH patogenezi ve tedavileri hakkinda bazi ipuclar verebildigi
icin yeni tedavi seceneklerinin denenmesinde yaygin olarak kullamlmaktadir.

Inflamatuvar barsak hastaliklarindaki hayvan modelleri arasinda yer alan asetik asit kolit modeli
yaygm olarak uygulanmaktadir. Asetik asit ile gelistirilen akut kolit modelinde siganlarda gelisen
lezyonlar insanlardaki UK tablosunda goriilen histopatolojik degisikliklere oldukga benzemektedir.
Bununla birlikte, bu modelin bilinen UK tablosundan 6énemli farkhiliklari da vardir. Asetik asit kolit
modeli akut olarak gelisim gostermekte ve sonrasinda inflamasyonda hizli bir sekilde diizelme
izlenmektedir. Histopatolojik goriiniimde akut inflamasyon egemendir (36). Ulseratif kolit ise daha
yavas ortaya c¢ikar ve yavasca remisyon gosterir. Histopatolojik tabloda hem akut hem de kronik
inflamasyon kaskadi aktive olmaktadir (27).

Asetik asit ile olugturulmus kolitte ekzojen arasidonik asit normal mukozaya gére daha fazla
metabolize edilir. Bu olayda lipooksijenaz yolu, siklooksijenaz yoluna gére birkag kat daha hizhdir.
Inflamatuvar barsak hastah@ olgularmin kolon mukozalarmda lipooksijenaz yolu metabolitlerinin

siklooksijenaz yolununkilere oranla daha fazla artmis oldugu gosterilmistir (35, 36).
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Toksik, infeksiydz ya da idiyopatik medyatdrler IBHnda fonksiyonel ve histolojik
benzerliklerin gelismesini agiklayabilirler.

Calismamizda deneysel kolit gelistirmek i¢in % 4’liik asetik asit modeli segilmistir. Bu
calismada kontrol grubundaki deneklerin kolon dokularmin % 80’inde makroskobik goriiniim
normal, % 20’sinde hafif hiperemili iken epitelyal hiicre kaybi, kript abseleri, goblet hiicre hasari
bakimindan mikroskobik hasarlanma gbzlenmeyip, % 50’sinde hafif derecede inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu bulgusu saptandi. Kolit grubunundaki sicanlarin hepsinde makroskobik hasar
gozlenirken, deneklerin % 70’inde iki veya daha fazla bolgede iilserasyonlar, yaygin
hemorojik lezyonlar ve/veya perforasyon gelismisti. Kolit grubunda epitelyal hiicre kayb, kript
absesi ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu olusmayan denek yok iken, goblet hiicre hasari
deneklerin sadece birinde olusmamisti. En yliksek hasar derecesine sahip denek orani; epitelyal
hiicre kayb1 ve goblet hiicre hasarnda % 90, kript abselerinde % 80, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunda da %1001 idi. Bulgularimiz kolit modelinin basar ile gerceklestigini ve % 4’liik
asetik asit dozunun yeterli oldugunu gostermektedir.

Kolit gelisiminin ardindan bir giinliik tedavi siiresinin sonunda NAC tedavi gruplarinda
sadece birer denegin kolon dokusunun normal goriiniimlii mukozal tabakaya sahip oldugu diger
deneklerin kolon dokularinda makroskobik diizeyde hasar oldugu goriildii. NAC, tedavi grubunda
kolon dokusundaki makroskobik hasar skoru degerlendirmesi 1 olan 3 denek varken 2, 3 ve 4
olan ikiser denek vardi. NAC, tedavi grubundaki deneklerin % 70’inde makroskobik hasar
skoru en biiyiik hasar siddeti olan 4 idi. NAC,; grubunda epitelyal hiicre kaybr ile inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu olusmayan denek yok iken, deneklerin sadece birinde kript absesi ve goblet
hiicre hasar1 olugsmamisti. Histopatolojik degerlendirmede en siddetli hasar skoruna sahip denek
oran1 NAC, grubunda epitelyal hiicre kayb1 ve kript abseleri bakimmdan % 70 iken, goblet hiicre
hasarinda % 90, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda % 80 olarak bulunmustur. NAC, grubundaki
bir denekte kript absesi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve goblet hiicre hasari olugmamus, bir
bagka denekte de goblet hiicre hasari olusmamisken diger deneklerde mikroskobik hasarlarin
olustugu goriilmiistiir. NAC, grubundaki en yliksek hasar skoruna sahip deneklerin orani epitelyal
hiicre kayb, kript abseleri ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda % 60, goblet hiicre hasarinda ise
% 70 idi.

Asetik asit ile olusturulan kolit modelinde kolon dokusunda makroskobik ve mikroskobik
hasar gelistigi (6-8), doku kalmliginda, kolonun yas doku agirliginda ve vaskiiler gecirgenlikte artig
oldugu (8) ve deneysel kolit modellerinde nétrofil infiltrasyonunun kantitatif gostergesi olarak MPO
aktivitesinde de artis oldugu bildirilmektedir (7, 8, 42). NAC uygulamasimin makroskobik ve
mikroskobik hasar diizeyinde azalmaya yol actig1 ancak kontrol grubunda goriilen normal yapiya
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ulagtiramadig (6); kisa donem NAC uygulamasmin hasar skorlarinda diizelme saglayamamasina
ragmen bir hafta uygulamasinda diizelme goriildiigii (7); en iyi diizelmenin 100 mg dozunda oldugu
daha yiiksek dozda ise hasar derecesinin artt1g1 gosterilmistir.

Calismamizda kolit grubunda saptadigimiz bulgular literatiirdeki bulgularla uyumludur.
Tedavi gruplarindan 100 mg/kg NAC uygulamasinda makroskobik hasar olusumu kolit ve yiiksek
doz NAC uygulamasina gore daha hafifti. Mikroskobik hasar bulgularinda kolit grubuna gére hafif
bir azalma saglamasina ragmen yeterli olmadig1 goriilmektedir. Makroskobik hasar bulgumuz
literatiirdeki NAC uygulamasiin hasar derecesini azalti§i ama tamamen diizeltmedigini ve en
uygun dozun 100 mg oldugunu gosteren galigmalarla uyumludur. Mikroskobik bulgularimiz ise her
iki doz NAC uygulamasinin etkisinin zayif oldugunu gdstererek literatiirdeki caligmalardan
farklidir. Bu farklilik ¢aligmamizda mikroskobik degerlendirmenin literatiirdeki ¢calismalardan daha
ayrintili yapilmis olmasimdan kaynaklanabilecegi gibi, tedavi siiresinin kisa olmasindan da
kaynaklanmig olabilir. Akgiin ve ark. (7) uzun sire NAC tedavisinin daha etkin oldugunu
bildirmislerdir.

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler mekanizmalar PC olugumu ile
karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, P-SH gruplarmin kaybi, NT ve AOPP
olusumu olarak siralanabilir (17).

Calismamizda kan ve dokudaki redoks degisimini gostermek i¢in plazmada tiyol ile kolon
dokusunda T-SH, redoks degisimine karsi savunmay1 gostermek i¢in tam kanda GSH ve dokuda
Np-SH o6l¢ilimleri yapildi. Proteinlerin oksidatif stresten etkilenme diizeylerinin gostergesi olarak
plazmada NT, dokuda ise P-SH ve AOPP seviyeleri tespit edildi.

Redoks degisimine karsi savunmada en Onemli bilesen olan GSH tam kanda, kolit
grubundaki si¢anlarda kontrollere gore azalmis olmasina ragmen bu azalig istatistiksel olarak
anlamh degildi. Literatiirdeki deneysel kolit modellerinde tam kanda GSH diizeylerinin bakildig:
calismaya rastlamadik. Erichsen ve ark. (43) Crohn hastalarinda plazmada total GSH, GSH ve
GSSG diizeylerinde kontrollere gore degisiklik olmadigim bildirmisledir. Sido ve ark. (44) IBH
goriilen bireylerde periferik kan monontikleer hiicre total GSH seviyelerinin kontrol grubuna gore
degismedigini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alisma tam kan GSH diizeylerini yansitmamakla birlikte
bulgularimizla uyumludur.

Kolit grubu plazma NT seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigim
(p<0.01) saptadik. Inflamatuvar barsak hastalarinda ve deneysel kolit modellerindeki
deneklerde NT diizeyine bakilmis calismaya rastlamadik. Plazmada bakilan ¢alismalar olmamakla
birlikte Akgiin ve ark. (7) kolit grubu kolon dokusu NO' diizeyinde artis oldugunu, Ebrahimi ve
ark. (45) kolit grubundaki farelerin kolon dokusunda NO® seviyelerinin kontrol grubuna gore
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arttigini bildirerek deneysel kolit modelinde nitrozatif stresin olustuguna dikkat ¢ekmislerdir.
Shishehbor ve ark. (46) kardiyovaskiiler hastalarm plazma NT diizeyinin, Sajdel-Sulkowska ve ark.
(47) otistik olgularn postmortem otopsilerinde beyin dokusu NT diizeylerinin arttigin
bildirmiglerdir. Nitrozatif stresin arttii1 ve plazmadaki proteinlerin etkilendigini gdsteren bu
calismalar bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir. Calismamiz kolit modelinde artan nitrozatif
stresin dolagimdaki proteinleri etkiledigini gosteren ilk ¢alismadir.

Calismamizda kolit grubu plazma tiyol diizeylerinde kontrol grubuna gore farklilik
gozlenmedi. Bu bulgumuz dolasimdaki redoks durumunun degismedigini gostermektedir. Baskol
ve ark. (48) UK olgularinda plazma tiyol seviyelerinin kontrollere gore arttigini bildirmislerdir. Bu
bulgu farkhihigi deneysel kolit modellerinin IBH’m bire bir yansitmayisi ve farkh tiirlerdeki
proteinlerin -SH gruplarmin oksidatif strese dayamklilik farkliliginin burada faktor olabilecegi
diistiniilmektedir.

Doku T-SH diizeylerinin kolit grubu kolon dokusunda kontrol grubuna gore 1.32 kat
azaldigim saptadik. Kolon dokusundaki azalma istatistiksel olarak anlaml idi (p<0.01). Deneysel
kolit modellerinde yapilan cahsmalar (6, 42, 45) ve IBH’I1 bireylerin incelendigi ¢alismada (44)
kolon dokusu T-SH diizeylerinin azaldigi bildirilmistir. Bu arastirmalar ¢alismamizin sonuglarini
destekler niteliktedir.

Kolit grubu kolon dokusundaki Np-SH diizeyleri kontrol grubuna gore 1.33 kat azalig
gostermesine ragmen gruplar arasindaki farkin anlamli olmadig1 saptadik. Akgiin ve ark. (7) kolit
grubundaki deneklerin Np-SH seviyelerinin kontrol grubuna gére azaldigini bildirmislerdir. Holmes
ve ark. (49) UK hastalarinin kolonik mukozasindaki Np-SH diizeylerinde kontrollere gére degisiklik
olmadigini bildirmiglerdir. Sido ve ark. (44) Crohn olgularindaki total GSH diizeyinin inflame
dokuda daha belirgin azalma gosterdigini ve GSH/GSSG oraninda da azaldigini bildirilmistir. Bu
calisma bulgular1 sonuglarimizi dogrulamaktadir.

Calismamizda kolit grubundaki siganlarin kolon dokularinda bulunan proteinlerdeki serbest
-SH grup miktarimin ve proteinlerin dokudaki redoks degisiminden etkilenme siddetinin gostergesi
olan P-SH diizeylerinin kontrol grubuna gore 1.33 kat azaldigini, ancak gruplar arasindaki farkin
istatistiki olarak anlamli olmadig1 saptadik. McKenzie ve ark. (50) IBH olgularinin inflame kolon
mukozasinda 37 kDa agirligindaki bir proteinin miktarimin azalmadigini ancak tiyol gruplarinin
okside oldugunu ve bu proteinin N-terminalindeki aminoasit dizisinin glukoz 6 fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) enzimi ile homoloji gosterdigini saptamislardir. Bu bulgudan yola ¢ikarak in vitro
ortamda GAPDH n aktif bolgesindeki tiyol gruplarinin tiim oksidanlarla 6zellikle de OCl™ ve H,O,
ile okside oldugunu bdylece enzim aktivitesinin azaldigim tespit ederek IBH olgularinin kolonik
mukozasindaki -SH gruplart okside olmus 37 kDa agirhigindaki proteinin gergekte GAPDH
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oldugunu bildirmiglerdir. Sido ve ark. (44) Crohn hastalarinda kolonik mukozada total GSH diizeyi
ve GSH sentezinde yer alan enzim aktivitelerinde azalma oldugunu, bu azalmanin inflame golgede

daha bariz oldugunu bildirmislerdir.

Glutamat
Sistein\(
y- Glutamilsistein Sentetaz
ATP
ADP+P
Y
v- Glutamilsistein
Glisin
\ Glutatyon Sentetaz
ATP
ADP+P > Glukoz 6P
v 2NADP
NADP (2) GSH HED2
Glutatyon Reduklaz>< >< Glutatyon Pemksida> Glukoz 6P Dehidrogenaz
HADPH GSSG ZHEO
2NADPH
Y

6 Fosfoglukanolakton
Sekil 21. Glutatyon metabolizmasi

Protein -SH gruplarmin oksidasyonu proteinlerin fonksiyon kaybma yol agar. inflamatuvar
barsak hastalarimin kolonik mukozasinda GAPDH enziminin aktif bolgesindeki tiyol gruplarmnim
oksidasyonu enzimin aktivasyonunu kaybetmesine ve ii¢ boyutlu yapismin bozulmasina neden olur.
Enzimin aktivitesi azaldiginda doku NADPH iiretimi diismekte ve glutatyon peroksidaz
reaksiyonuyla GSSG’un GSH’a donme siireci aksamaktadir. Glukoz 6 fosfat dehidrojenaz
enziminin yam siwra dokuda glutatyon sentezinde yer alan enzimlerin aktivite seviyeleri de
diistiiglinden ve glutatyonun rejenerasyonu bozuldugundan yeniden sentez reaksiyonlari aksamakta
ve doku P-SH diizeyi kolit olgularinda azalmaktadir (sekil 21).

Literatiirde AOPP diizeylerinin 6l¢limii en giivenilir protein oksidasyonu parametrelerinden
kabul edilmektedir. Caligmamzda kolit grubu kolon dokusu AOPP diizeylerinin kontrollere gore
anlamh derecede arttigim  (p<0.01) saptadik. Doku diizeyinde AOPP seviyesine bakilmig
calismalara rastlamadik. Baskol ve ark. (48) UK olgularinda plazma AOOP seviyelerinin kontrol

50



grubuna gore arttigim bildirmislerdir. Krzystek-Korpacka ve ark. (51) UK olgularinda hastaligin
aktif ve inaktif donemlerde, Crohn hastalarinda ise yalnizca aktif doneminde AOOP diizeylerinin

kontrollere gore arttigini bildirmislerdir.

[ Ksantin oksidaz Lipooksijenaz, COX-Z]

[ Myeloperoksidaz ]—> 4—[ NADPH oksidaz ]
Fe™ NO’

SN SN

[ W P-SH ] [ AAOPP ] [ A Nitrotirozin ] [ W Kolonosit yakiti ]

A - - N -
~" ~"

Protein hasari Barsak hiicre hasari

Sekil 22. Kolit modelinde protein oksidasyon mekanizmalari

Asetik asit ile olusturulan kolit modelinde artmis olan oksidatif stres proteinlerin tiyol
gruplarinin oksidasyonunda, AOPP olusumunda etkili olabilir. Nitrozatif stres barsak
hiicrelerinin ana enerji kaynagi olan biitirik asit oksidasyonunu inhibe etmekte, proteinlerin
tirozin kalintilarinin nitrasyonu ile etkilenmesine yol agmaktadir. Protein -SH gruplarinin
oksidasyonu proteinlerin fonksiyon kaybina neden olmaktadir (sekil 22).

NAC uygulamast ile kolit grubuna gore tam kan GSH diizeyinde anlamli bir fark
gozlenmemistir. Literatiirde kolit modeli veya olgularinda NAC tedavisinin tam kan GSH diizeyine
etkisini inceleyen calismaya rastlanmamugtir.

Plazma NT diizeylerinin NAC; grubunda kontrol ve kolit grubuna gore yiiksek oldugu
(strastyla; p<0.001, p<0.05) ve NAC, grubunda ise kontrol, kolit ve NAC, grubundakilere gore
arttig1 (hepsi; p<0.001) goriildii. Akgiin ve ark. (7), doku NO' diizeylerinin 2 giin siireli NAC (20
mg/kg/giin) uygulamasi ile artarken, 7 giinliik uzun dénem NAC (100 mg/kg/giin) kullanimui ile
azaldigin bildirmislerdir. Ebrahimi ve ark. (45) 4 giin siireyle uygulanan 160 mg/kg/giin ve 240
mg/kg/giin NAC dozlarinin doku NO' seviyesini azalttigin1 bildirmislerdir. Akgiin ve ark. (7)
kisa siireli NAC uygulamasi ile nitrozatif stresi artisin1 engelleyemedigini bildirdikleri gibi, biz

de calismamizda tek giinliik 100 mg/kg ve 500 mg/kg NAC dozlar1 uygulamasi ile proteinlerin

51



nitrozatif stresten etkilenmesini onleyemedik. Hatta 500 mg/kg NAC dozunda proteinlerin
nitrozatif stresten etkilenmesinin arttigini tespit ettik.

NAC, grubundaki plazma tiyol diizeyinde kolit grubuna goére degisiklik gézlenmezken,
NACGC,; grubu plazma tiyol seviyesi kontrol ve NAC, grubuna gére anlamli azalma (hepsi; p<0.05)
gostermisti.

Calisma bulgularimiz diisiik doz NAC’in plazma redoks degisiminde etkili olmadigim
yiiksek doz NAC’1n ise total tiyol miktarinda azalmaya yol agtigin1 gostermektedir.

NAC tedavi gruplarindaki sicanlarin kolon dokusu T-SH diizeylerinde kontrol grubuna gére
anlaml azalma (p<0.01) gozlendi. Ebrahimi ve ark. (45) 160 mg/kg/giin ve 240 mg/kg/giin NAC
dozlarinn 4 giin boyunca kullanimmin kolit grubuna gore T-SH diizeylerini arttirdigini
bildirmislerdir. Cetinkaya ve ark. (6) tedavide tek giin siireyle ir veya ip olarak 500 mg/kg NAC
dozu kullandiklar1 ¢aligmalarinda, rektal yoldan NAC uygulamasinin tedavi gruplarindaki T-SH
seviyelerini kolit grubuna gore arttirdigini bildirmislerdir. Calismamizda ise tek giin siireyle ip
olarak her iki doz NAC uygulamasi kolit grubu T-SH diizeylerinde goriilen azalmay1 diizeltmede
etkili olmamustir. Bu bulgu farkinin, NAC’in uygulama yolu ve kullanim siiresiyle ilgili
olabilecegini soyleyebiliriz.

NAC, ve NAC,; gruplarindaki siganlarin kolon dokusu Np-SH diizeylerinin kontrol ve kolit
gruplarina gore anlamh derecede arttigi (sirasiyla; p<0.001, p<0.01 ve p<0.01, p<0.001)
saptanmisti. Akgiin ve ark (7) 20 mg/kg NAC dozunun 2 giin boyunca uygulanmasinin Np-SH
diizeyini azaltirken, 7 giin siireli 500 mg/kg NAC kullaniminin arttirdigini bildirmislerdir. Bu
calismalar sonuglarimzi destekler niteliktedir.

Doku P-SH degerlerinin NAC, tedavi grubundaki si¢anlarda kontrol ve kolit gruplarina
gore anlamli derecede diisiik (sirasiyla; p<0.001, p<0.01) oldugu ve NAC, grubunda ise
kontrollere gore azaldigr (p<0.01) goriildi. NAC wuygulamasinin proteinlerin -SH
gruplarindaki oksidasyonu engelleyemedigi gozlenmektedir.

NAC uygulamas: ile NAC; grubundaki sicanlarm AOPP diizeyinde kontrol ve kolit
gruplarina gore azalis (p<0.001) gozlenmis iken, NAC, grubundaki deneklerde kolit grubuna goére
farklilik bulunmamustir.

Calismamizda NAC’in ¢ift etkisi dikkati ¢ekmektedir. 100mg/kg/giin NAC dozu
uygulamast AOPP olusumunu onleyerek proteinler iizerinde antioksidant etki olustururken; 500
mg/kg/glin NAC dozu ile tedavinin NAC, grubunda oksidan etkiyi énleyemedigi ve/veya arttirdig
goriilmektedir. Bayir ve ark. (52) kolesterolden zengin diyetle beslenen ratlarda NAC’in antioksidan
ve pro-oksidan etkilerini arastirdiklari ¢aligmalarinda bulgularimiza benzer sonuglara ulagsmislardir.
Calismalarinda 8 hafta boyunca NAC, grubuna uygulanan 50 mg/kg/giin NAC dozu lipid
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peroksidasyonunu 6nleyebilmesine karsin, NAC; grubuna verilen 100 mg/kg/giin NAC dozunda
lipid peroksidasyonunun artis gosterdigini bildirmislerdir. Calismamzda NAC, grubunda
saptadigimz bulgular ve literatiir 15181 altinda yiiksek doz NAC (500 mg/kg) kullanmminin gegis
metallerinin indirgenmesinde rol alarak serbest radikal iiretimine ve oksidatif hasara yol
acabilecegini soyleyebiliriz.

Sonug olarak asetik asit ile olusturulmus kolit modelinde 100 mg/kg ve 500 mg/kg NAC
dozlarinm tek giin siiresince uygulamasinin proteinleri oksidatif hasardan korumakta kismen basarilt
oldugunu, redoks degisimlerinden etkilenmesini ise engelleyemedigini sdyleyebiliriz. Farklh
dozlarda ve daha uzun siirelerde NAC uygulamasmin kolit grubundaki siganlarda protein
oksidasyonuna etkisini gosteren yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu ve ayrica proteinlerde tam bir
koruma saglanabilmesi i¢in mutlaka redoks degisimine etkili bagka bir ilagla beraber kullaniminin

arastirilmasi gerektigini sdyleyebiliriz.
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SONUCLAR

Ulseratif kolitte oksidan iiriin diizeylerindeki artis ve antioksidan kapasitede goriilen
yetersizlikler sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresin hastaligin etyolojisi, ilerlemesi ve
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile iligkili oldugu bildirilmektedir.

Asetik asit ile kolit gelistirdigimiz calisma gruplarimizda oksidatif hasar sonucu
olusan protein oksidasyonu ve N-asetilsistein tedavisinin buna etkisinin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla tam kanda GSH, plazmada tiyol ve nitrotirozin, kolon dokusunda
T-SH, Np-SH, P-SH ile AOPP diizeylerinin 6lciildiigli ¢alismamizda elde edilen sonuglar
asagida belirtilmistir.

1. Sadece asetik asit uygulanan kolit grubundaki sicanlarin hepsinin kolon dokusunda
makroskobik hasar gozlendi. Mikroskobik hasarlanma bulgular olan epitelyal hiicre
kaybi, kript absesi ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu olugmayan denek yok iken,
deneklerin sadece birinde goblet hiicre hasart olusmamisti. Bu bulgular kolit
modelinin basari ile gerceklestigini gostermektedir.

2. Asetik asit ile kolit gelistirilen ve NAC ile tedavi edilen gruplardaki makroskobik hasar
bulgularimiz NAC uygulamasinin hasar derecesini azalttigini, ancak tamamen
diizeltmedigini ve en uygun dozun 100 mg/kg oldugunu gosterdi. Mikroskobik
bulgularimiz ise her iki doz NAC uygulamasinin etkisinin zayif oldugunu gosterdi.

3. Kontrol, kolit ve NAC tedavi gruplari tam kan GSH diizeyleri arasinda fark
bulunmadi.

4. Kolit grubunda plazma NT diizeyinin kontrol grubundan yiiksek oldugu gozlendi.
Bu bulgu kolit modelinde nitrozatif stresin olustugu ve plazma proteinlerinin

nitrozatif stresten etkilendigini diistindiirmektedir.
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5. Plazma NT diizeylerinin NAC; grubunda kontrol ve kolit grubuna gore yiiksek oldugu,
NAGC,; grubunda ise kontrol, kolit ve NAC, grubundakilere gore arttigi bulundu. Yiiksek
doz NAC uygulamasinin nitrozatif stresten proteinlerin etkilenmesinin artmasma yol
actigini diisiindiirmektedir.

6. Kolit ve NAC; gruplarmin plazma tiyol diizeylerinde kontrol grubuna gore
anlaml farkliliklar bulunmamakla birlikte, NAC, grubu plazma tiyol diizeyinin
kontrol ve NAC, grubuna gore diisiik oldugu gozlendi.

7. Kolit grubu ile NAC tedavi gruplarinin kolon dokusu T-SH diizeylerinin kontrol
grubuna gore diisiik oldugu, NAC uygulamasinin T-SH diizeyinde kolit grubuna
gore degisiklik olusturmadigi bulundu. Bu bulgular asetik asit uygulamasinin
neden oldugu T-SH diizeylerindeki azalmay1 NAC tedavisinin engelleyemedigini
distindiirmektedir.

8. Kolit grubunun kolon dokusu Np-SH diizeyinin kontrol grubuna gdre azalmis
olmasia ragmen, bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, NAC tedavi
gruplarindaki Np-SH degerlerinin kontrol ve kolit gruplarina gore yiiksek oldugu
gozlendi.

9. Kolit grubunun kolon dokusu P-SH diizeyleri kontrol grubuna gore azalmis
olmasina ragmen bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu. Doku
P-SH diizeylerinin NAC; grubunda kontrol ve kolit gruplarmma gore, NAC,
grubunda ise kontrollere gore azaldig1 gozlendi. Bu bulgu NAC uygulamasinda P-
SH oksidasyonunun arttigini diistindiirmektedir.

10. Kolon dokusu AOPP diizeylerinin kolit grubunda kontrol grubuna gore artmis
oldugu, NAC,; grubunda kontrol ve kolitlere gore azaldigi bulundu. NAC,
grubunda ise kolit grubuna gore anlamli farkliliklar olusmadig: gozlendi.

Sonug olarak bulgularimiz asetik asit ile olusturulan kolit ile protein oksidasyonunun

arttigin1 - gostermektedir. N-asetilsistein kullaniminin  protein oksidasyonunun AOPP

parametresini etkiledigini sdyleyebiliriz.

55



ASETIK ASIT ILE KOLIT GELISTIRILMIiS
SICANLARDA N-ASETILSISTEININ PROTEIN OKSIiDASYONU
UZERINE ETKISI

OZET

Aylin YILMAZ

Calismamizin amaci asetik asit ile kolit gelistirilmis sicanlarda N-asetilsisteinin
(NAC) tam kan, plazma ve kolon dokusundaki protein oksidasyonu ile bazi antioksidan
parametreler iizerine etkisini aragtirmaktir. Caligmada 40 adet Wistar sican rastlantisal olarak 4
gruba ayrildi. Calisma gruplari; kontrol (n=10), kolit (n=10), NAC, tedavi (n=10) ve NAC,
tedavi (n =10) olarak belirlendi. Deneysel kolit modeli, kolit ve NAC tedavi gruplarindaki
sicanlara asetik asidin (pH 2.4, % 4) intrarektal olarak uygulanmasi ile olusturuldu. Asetik asit
uygulamasinin ardindan 24. saatte, NAC; grubundaki sicanlara 100 mg/kg/giin dozunda,
NAC, grubundakilere ise 500 mg/kg/giin dozunda NAC intraperitonal olarak enjekte edildi.
Tam kanda GSH, plazmada tiyol ile protein oksidasyonu belirte¢lerinden nitrotirozin, kolon
dokusunda protein oksidasyonun gostergesi olan total-SH, non-protein-SH, protein-SH ve
ileri oksidasyon protein iirlin diizeyleri degerlendirilmistir.

Kolit grubu kolon dokusunda kontrol grubuna gore ileri oksidasyon protein iirlin
diizeylerinin ve plazma nitrotirozin diizeylerinin arttig1 (ikisi; p<0.01) bulundu. Doku total-
SH diizeyleri kolit grubunda kontrol grubuna gore azalmisti (p<<0.01). Kolon dokusunda
kontrol ve NAC tedavi gruplarina gére non-protein-SH diizeyleri azalis gostermisti. NAC
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uygulamasinin NAC, grubunda kontrol ve kolit grubuna gore ileri oksidasyon protein {iriin
diizeylerini anlamli olarak azalttig1 gbzlendi.

Sonug olarak bu calismada NAC’in deneysel kolit modelinde plazma ve doku redoks
degisimini etkilemedigi, proteinlerin redoks degisiminden etkilenmesini engelleyemedigi,
ancak ileri oksidasyon protein iiriinlerinin olusumunu 6nleyerek proteinleri oksidatif hasardan

kismen korudugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Deneysel kolit, N-asetilsistein, Glutatyon, Nitrotirozin, Total-SH, Non-

Protein-SH, Protein-SH, {leri Oksidasyon Protein Uriinleri
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THE EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE ON PROTEIN OXIDATION
OF ACETIC ACID-INDUCED COLITIS IN RATS

SUMMARY

ASETIK ASIT ILE KOLIT GELIiSTIRILMIS
SICANLARDA N-ASETILSISTEININ PROTEIN OKSiDASYONU
UZERINE ETKISI

Aylin YILMAZ

Aim of this study, effects of N-acetylcysteine (NAC) on protein oxidation and
antioxidant system parameters in the whole blood, plasma, and colonic tissues of acetic acid-
induced colitis in rats were investigated. During this work 40 Wistar rats were divided
randomly into four groups: control (n=10), colitis (n=10), NAC; treatment (n=10) and NAC,
treatment (n=10) . Experimental colitis model was induced in colitis and NAC treatment
groups rats by intrarectal administration of acetic acid (pH 2.4, 4 %). N-acetylcysteine was
injected to NAC, group rats (100 mg/kg) and NAC, group rats (500 mg/kg) intraperitoneally,
at the 24™ hours after the intrarectal acetic acid administration. Whole blood glutathione,
plasma thiol and nitrotyrosine, colon tissue total-SH, non-protein-SH, protein-SH, and

advanced oxidation protein products were measured.
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In the colonic tissues, advanced oxidation protein products and plasma nitrotyrosine
levels of the colitis group were elevated in comparison with the control group (both; p<0.01).
Total-SH levels were decreased in the colitis group as compared to the control group
(p<0.01). A decrease was observed non-protein-SH levels in colonic tissues as compared with
the control and the NAC treatment groups. In the NAC; group administration of N-
acetylcysteine significantly decreased the advanced oxidation protein products levels
compared to the control and colitis groups.

As a result, in this study it was established that N-acetylcysteine does not affect redox
change in plasma and tissues at experimental colitis model, that it could not prevent proteins
from being affected by redox change while it protected proteins from oxidative damage

avoiding advanced oxidation protein products.

Key Words: Experimental colitis, N-acetylcysteine, Glutathione, Nitrotyrosine, Total-SH,

Non-protein-SH, Protein-SH, Advanced oxidation protein products
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TRAKYA UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI

Oturum Sayist: 08

KARAR NO: 2008/08.06

Karar Tarihi: 08.09.2008

Yiiriitiictligtini Tip Fakiiltesi 6gretim tiyesi Dog.Dr. Sevgi ESKIOCAK'in yaptit ve Yiiksek
Lisans Ogrencisi Biyolog Aylin YILMAZ 1 tezi olarak planlanan TUHDYEK-2008/042 protokol
nolu “Asetik asit ile kolit gelistirilmis siganlarda N-asetilsisteinin protein oksidasyonu iizerine
etkisi” baslikli calisma hakkinda goriisiildii; arasirmamin amag, yaklasim, gere¢ ve yOntemler
dikkate alinarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklari Evrensel Bildirgesi ve etik kurallara uygun
olarak hazirlandigina ve galismanin yapilabilecegine meveudun oy birligi ile karar verilmistir.

Unvani/Adi/Soyadi Aragtirma ile Toplanti imza
Liski Katilim

Dog. Dr. Giillay DURMUS-ALTUN O var O evet [\
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi -Bagkan Oyok 0 hayir ' .../\ | /'.
Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar Oevet /V/V
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok K hayir u“ h},( ';"'a'dd
Vet Hek. Ziya CUKUR 0 var O evet W /
Veteriner Hekim Dyok O hayir L / ﬂ ‘
Hiiseyin KOC O var i evet ‘}J\&\\/m\/\/\/
Sivil Toplum Orgiitii Uyesi Sivi Uye Oyok ¥ hayir
llyas OZMEN 0 var 0 evet
Sivil Uye Oyok f hayir kah b,
Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN O var O evet
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Ovok ¥hayir leechil act
Yrd.Dog.Dr. Burhan AKSU O var “Sevet P
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Byok. O hayir {7‘/7:13"’/_\ .
Yrd.Dog.Dr. S. Arzu VARDAR O var )Zfevet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi ’f&lfok 0 bayir #
Dog. Dr. Nilda TURGUT 0 var ‘Fﬁevet M
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Yyok 0 hayir J,--"]
Yrd.Dog.Dr. Rusen COSAR-ALAS !D var Eiztxvet LYU.,///_"
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi @s[‘al\ 0 hayir /7 )
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