T.C. ,59.’ ?‘
OSMANGAZI UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FiZzyOLOJi ANABILIM DALI

VAZOAKTIF INTESTINAL PEPTID (VIPY IN
SICANLARDA STRESLE OLUSTURULMUS MIDE ULSERLERI
UZERINE KORUYUCU ETKisi

DOKTORA TEZ
Dr. Niliifer Erkasap

Danigman : Prdf.'D'r. Neg’e Tungel

Kasim-1997



KABUL VE ONAY SAYFASI

Dr. Niluifer ERKASAP'In DOKTORA TEZI olarak hazirladi§i "Vazoaktif
intestinal Peptid (VIP)'in Siganlarda Stresle Olusturulmug Mide Ulserleri Uzerine
Koruyucu Etkisi" baslikh galisma, jurimizce Lisansusti Ogretim Y&netmiligi'nin ilgili
maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmigtir.

04 11211997

UYE: Prof.Dr. Neg'e TUNGEL /7
&

UYE: Prof.Dr. Yusuf OZTURK -

UYE: Prof.Dr. Ziya KAYGISIZ %

UYE: Dog.Dr. Hizir KURTEL

UYE: Dog.Dr. Talay SARICAM %

Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitust Yénetim Kurulu'nun /4, /2, /99%
tarih ve 406/95¢ sayili kararyla onaylanmgtir.

Prof.Dr. Nes'e TUNCEL
Enstitii Miidirii



OzZET

Vazoaktif intestinal Peptid (VIP)’ in siganlarda stresle olugturulmus mide

tilserleri iizerine koruyucu etkisi

Sogukta-hareketsizlik stresine bagh gelisen mide Clserlerinin
patogenezinde pek ¢ok fakiér rol oynamakla birlikte tam mekanizma heniz
aclk degildir. Mast hicre degranﬂlasyonunun, midede artmig diz kas
kasiimasinin, mukozal kan aklml“azalmasmm, cesitli biyojenik aminlerin
salinminin, PMNL (polimorfontkleer |&kosit) aktivasyonu ve toksik oksijen
molekdillerinin neden oldugu Iipid peroksidasyonunun sogukta-hareketsizlik
stresi ile olugturulan mide Ulserlerine neden oldugu ileri strdimektedir. Son
zamanlarda VIP' in doku hasari Gzerine koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmektedir. VIP mast hucre degrantilasyonunu engelleyerek, mide ve
damar diz kasint gevseterek, antioksidan ve antiinflamatuar etki gdstererek

sogukta-hareketsizlik stresi ile olusturulan mide tlserlerini 6nleyebilir.

Calismamizda Sprague Dawley tlrlinden 200-220 gr agirliginda her iki
cinse ait 52 adet sican kullaniimistir. Deneyler 2 agamada planlanmigtir.
l. asamada; 34 adet sigan kullaniimigtir. Gl : kontrol grubu (n:5+6), Gll :
sogdukta-hareketsizlik stresi uygulanah ve stres éncesi 0.1 cc serum fizyolojik
(i.p) verilen grup (n: 5+6) ve Glll : stres éncesi 25 ng kg™ VIP (i.p) verilen grup
(n: 6+46). Stres uygulamasi icin snganlar hareketlerini engelleyen tel kafesler
icinde 3 saat (08.30 ile 11.30 arasi) streyle 4°C' de muhafaza edilmiglerdir ve
stres uygulamasindan hemen sonra servikal dislokasyon ile 6lduraltp mideleri
cikariimigtir. 1 ve Il. grupdan 5 ve lll. grubdan 6 adet sican morfolojik
ve histolojik degerlendirmeye alinmigtir. I, Il ve lll. gruplarin her birinden diger 6
adet sicanin midelerinin bir duvari, doku lipid peroksidasyonu [Malondialdehit
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(MDA)] ve antioksidan enzim (Stperoksit dismutaz ve katalaz) aktivitelerinin
tayini icin kullanilmistir. Diger duvar ise histamin ve metilhistamin tayini igin
kullaniimigtir. Stperoksit dismutaz ve malondialdehit spektrofotometrik, katalaz
ise polarografik ydntemle tayin edilmistir. Histamin ve metilhistamin ise ytksek
basingl sivi kromatografi (HPLC) ile tayin edilmistir.

II. asamada; Ga (n:6), Gg (n:6) ve G¢ (n:6) olmak Gzere toplam 18 adet sican
kullanilmigtir. Bu grupl.arda stres sonrasi 25 ng kg™ VIP 1, 2 ve 3 glin st Gste
verilmigtir. [l. asamaya ait siganlarin mide dokulari sadece morfolojik

incelemeye alinmigtir.

Sogukta-hareketsizlik stresi, mide dokusunda lezyonlara, mast hiicre
degrandlasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olmustur. VIP, stresle
olusturulmus mide Glserlerini ve mast hticre degrantilasyonunu engellemistir.
VIP ayrica mide dokusunu Iipid" beroksidasyonundan korumustur. Stres
Ulserlerinin olugumundan sonra VIP kullaniminda ise, VIP' in Glseri etkin bir

sekilde tedavi ettigi gézlenmistir..



SUMMARY

The protective effect of Vasoactive intestinal peptide (VIP) againts stress-

induced gastric ulceration in rats.

The pathogenesis of coId-’réstraint stress ulcer involves various factors
and is not completely understood. Mast cell degranulation, increased gastric
muscular contractility, diminished mucosal blood flow, release of several
biogenic amines, activated polimorfbnuclear leukocytes and lipid peroxidation
that results from toxic oxygen molecules were suggested to be related to
production of gastric damage by cdld-restraint stress. Recently, it has been
reported that VIP protects tissues: égainst injuries. VIP may protect cold-
restraint stress induced gastric ulcer development by inhibiting mast cell
degranulation, relaxing stomach and smooth muscle of the blood vessels,
acting antioxidant and antiinflammatory agents in rats.

52 (Sprague Dawley) rats (200-220 g) of both sexes were used in two
series of experiment. In first series ; 34 rats were used. Gl : Controls (n:5+6),
Gll : Cold-restraint stress. Physioljogical serum was injected (i.p) to this group
prior to stress (n:5+6), Glll : Prior to stress 25 ng kg” VIP (i.p) was given
(n:6+6). Stress procedure : The rats were exposed to cold-restraint stress (4 °c
for 3 hr) in tight wire cages between 8%-11% hours. The stomach of 5 rats from
the groups | and Il , the stomach of 6 rats from the group lll were evaluated by
morphologically and histologically."_"Ohe of the symetric part of the stomach of 6
rats from the groups |, Il and lil wére used for the determination of tissue lipid
peroxidation [Malondialdehyde (MDA)] and antioxidant enzyme (Superoxide
dismutase and catalase) activities. The other symetric part of stomach of rats
from groups |, Il and 11l were used for the determination of tissue histamine and
methylhistamine levels. Catalase was determined polarographically, superoxide
dismutase and malondialdehyde were measured spectrophometrically in tissue
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homogenates. Histamine and methylhistamine were measured in tissue
homogenates by using high performance liquid chromatography (HPLC). In
second series of experiments ;18 rats were used Ga (n:6), Gg : (n:6) and G¢
(n:6), VIP was administered to the rats (i.p) after stress exposure for one day,
two and three consecutive days respectively. The stomach of rats from group
Ga, Ggand G¢ were examined only macroscopically.

Cold-restraint stress induced gastric lesions, mast cell degranulation
and also increased in lipid peroxidation in rat gastric tissue. VIP prevented
stress-induced ulcer development, mast cell degranulation and it protected
gastric tissue from lipid peroxidation. When VIP was used after induction of

stress ulcer it has also therapeutically benefical effect.



SEKIL DiziNi
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1. GIRIS ve AMAG :

Her tarlt stres kosulu, organizmanin homeostazisinin
degismesine ve vlcutta birgok fizyolojik mekanizmanin bozulmasina neden
olur. Mide mukozasinda ortaya gtkan akut Ulserasyonlar, stresin neden oldugu
6énemli patolojiler arasindadir. Strese bagh (lserasyonlarin patogenezisinden
sorumiu tutulan mekanizmalar tam aydinlatiimig olmamakla birlikte; mide
mukozasina ait savunmadan sorumiu faktérlerin yetersizligi, mast hcrelerinin
degranllasyonu sonucu sallveri'le.n histamin, artan l6kotrien sentezi, mukozal
kan akimindaki azalmaya bagl iskemi, mide duz kas kasilmasindaki artig,
polimorfontkleer I6kositlerin aktivasyonu ve reaktif oksijen Grinlerinin neden
oldugu lipid peroksidasyonu lezyonlarin olugmasindaki nedenier olarak kabul

edilmektedir.

Vazoaktif intestinal peptid (VIP) yukarida s6zG edilen ve strese
bagdll mide mukozasinda Ulser olusmasindan sorumiu tutulan bir ¢ok faktéra
ortadan kaldirabilecek etkilere sahip bir peptid olabilir. Cunkl cesitli ¢calismalar |
VIP' in mast hicrelerinin degrantilasyonunu ve proliferasyonunu engelledigini,
testis dokusun da histamin dUzéyihi azalttigini (59,60,63,64,66), damar ve
fundus daz kaslarini gevgetticjiﬁi, (49), cesitli dokulari iskemi-reperflzyon
hasarindan korudugunu (2,26,52,65,67,68), antioksidan ve antiinflamatuar
etkiye sahip oldugunu bildirmektedir (40,50,65,67,68). Yapilan kéynak
taramalarinda da VIP' in mide Glserleri Gzerine etkisini g&steren bir ¢alismaya

rastlanmamistir.

Bu nedenle, gall§rriamgzda sofJukta hareketsizlik stresine maruz
birakilan siganlarda olusturulan mide Glserleri Gzerine VIP'in etkisi
amaglanmigtir. Bu dogrultuda ‘mide dokusunda morfolojik ve histolojik
degérlendinnelere ilavéten, histamin, metilhiétamin, antioksidan enzim
(stperoksit dismutaz ve katalaz) ve lipid peroksidasyon dizeyleri tayin

edilmigtir.



2. GENEL BILGILER :

Biyolojik bir duyu olarak stres teriminin ilk olarak 1946 yilinda
Hans Selye tarafindan kullanildigi ileri sGrtlmekle birlikte stresi ilk olarak 1935
yilinda tanimlayan Canon olmustur (33). Ancak stres taniminin yayginlagmasi,
genel kabul gérmesi ve strese néden olan etkenlerin stressér olarak tanimlanip
yayginlagmasi Hans Selye’ nin galigmalari ile gergeklesmistir. Her tarlh stres
kosulu organizmanin homeostazisini degigtirip visseral, endokrin ve davranisg
degigiklikleri gibi kompleks mekanizmalarin bozulmasina neden olmaktadir.
Stres sirasinda kisilerin fiziksel ve emosyonel dayanma guglerinin zorlandidi ve
sagliklarinin olumsuz yénde etkilendiéi s6z konusu olmakla birlikte, stres
organizmanin fizyolojik bir cevabt olarak kabul edilmektedir. Stressérlere
verilen cevabi Selye “Genel uyum cevabi ” olarak tanimlamis ve gelismesini 3

déneme ayirmigtir (33) :

1) Alarm fazi; santral sinir sisteminin harekete gegcmesi
2) Direng veya adaptasyon fazi; "ka¢ veya savag" durumu
3)Takenme fazi; Stresin  devami sonucu, karsi koyan

mekanizmalarin ve homeostasisin islemez hale gelmesidir (33).

Stresin neden olduéu:hastallklar, hemen hemen tum sistemleri
icerecek sekilde fonksiyon bozukluklarina yol agabilmektedir. Bunlardan biriside
mide ve duedonumda gelisen kanamal lserler olup ilk énce Selye ile baglayan
caligmalarda gosterilmistir. Ancak stres Glserleri hala 6nemli bir problem olup
ozellikle cerrahi Kliniklerinde ve  sonra yogun bakim Unitelerinde yatan
hastalarda oldukga sikiikla kargilag_nlan énemli bir Klinik tablodur. Béyle
hastalarda akut mide Glserlerine; '_bagh ast gastrointestinal sistem kanamalari
genellikle primer sorundan 3-7 gln sonra ortaya ¢ikmaktadir. Baglangicdaki
klinik belirtileri gizli olan bu problemlerin ciddiyetini, yaklasik %50'ye varan
mortalite oranlari géstermektedir (47i.



Strese bagh geligen mide Ulserleri, mide mukozasinin
dejenerasyonuyla gelisen mukozal enerji eksikliginin bir sonucudur. Muscularis
mukoza i¢ine penetre olmayan bu lezyonlar ylzeyel olarak kalirlar ve mukozal
bariyerin iyon difflzyonunu engfel}léyip H" iyonlarinin mukoza igine tekrar
diffizyonunu artirirlar (16,21,39). Sires tlseri gelismesini kolaylastiran bazi klinik
durumlar vardr. insanlarda serebral travmalardan ve genis yaniklardan sonra,
sokda, bayuk cerrahi girigimlerden hemen sonra, alkol ve aspirin alinmasini
takiben stres Glserleri geligebilir (47). Deneysel olarak gesitli ydntemlerle strese
maruz birakilan sicanlarin  midelerinde de (Ulserasyonlar go&zlenmigtir
(3,12,13,22,24,36,37,39).

2.1. Stres ulserinin patogenezinde sorumlu faktorler :

2.1.1. Mukozal harabiyete neden olan faktorier:

2.1.1.1. Asit sekresyonu:

Strese bagh gelisen mide mukoza hasarinda biraz asit varliginin
gerekli olabilecegi bildiriimektedir (35). Stres Ulserlerinin patogenezinde mide
lamenindeki hidrojen iyonlarinin ht‘lcre icine gecerek intrasellller asidoza
neden oldugu ve azélmug mukoza kan akiminin da htcre igine sizmis hidrojen
iyonlarini ortamdan uzaklag;tlramadlgl» ileri sGrtlmektedir (22). Mukoza pH'’ sinin
6,5 un altina indigi durumlarda stres Glserlerinin gelistigi bildirilmigtir (28).
Ancak deney hayvanlarinda yapilan son galigmalarda sogukta-hareketsizlik
stresine bagh gelisen mide 0|$érinde hiperasiditenin kosul olmadig
gdsterilmistir (13,18) ve NaHCO; .gibi mide asidini nétralize eden bir madde
verildiginde Glserasyonu engelleyemedigi bildiriimigtir (S).



2.1.1.2. Arfm|§ mast hiicre degraniilasyonu ve cesitli biyojenik

aminlerin salinimi :

Mast hucreleri; mukozal [MMC (atipik)] ve bad dokusu
[CTMC (tipik)] mast htcreleri olmak {Gzere iki grupda incelenebilirler
(15,25,29,4248). Her iki mast hticresi morfolojik, histokimyasal, biyokimyasal
ve fonksiyonel olarak farklilik géstermektedir (25,29). Bu nedenle, ihﬂamasyon
ve immunolojik olaylardaki rolleride farkli olmaktadir (25,29). Her iki mast
hicresi grantl igériklerindeki farkli proteoglikanlar nedeniyle histokimyasal
olarak farkli boyanma 6zellikleri gésterirler. Hem mukozal mast hicreleri hem
de bag dokusu mast hicreleri alcian mavisi ile mavi boyanirken sadece bag
dokusu mast hicreleri yuksek heparin igerigine bagl olarak safranin ile
kirmiziya boyanirlar (15,25,29). Ba§ dokusu mast hticrelerinde histamin igerigi
daha ylksek iken mukozal mast hicrelerinde daha dasukdar (25).
Gastrointestinal sistem, mast htcrelerinin her iki tipini de bulundurmaktadir
(48).

Son yillarda yapilan caligmalarda stres sirasinda mast
htcrelerinin  degraniilasyonun ve proliferasyonunun artti§i  bildirilmigtir
(59,63,64). Sogukta-hareketsizlik stresine maruz birakilan kobéy trakeasinda
ve 31§an testis interstisyumundaki mast hucrelerinin sayisinin arttigi ve
degrantile olduklar saptanmigtir (59,62,64). Gastrointestinal sisteme ait
mukozal mast hicreleri, mide bezlerinde ve gekumda mukoza tabakasinda
bulunuriar (48). Bag dokusu mast'hﬁ,creléri ise 6zofagus, nonglandiler mide,
dil ve yanakda bulunurlar (48). Sogukta-hareketsizlik stresi sirasinda, hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen GrGnlerindeki artigin, sitoliz olmaksizin mast
htcrelerinden histamin salinimini artirdi§i bildiriimektedir (13). Strese bagh
Ulser mekanizmasinda mide mukoza tabakasindaki mast hcrelerinin 6nemli rol
oynadi§i ve mast hicre degrannlasyonu ile salinan histaminin olaya katildigi
bildiriimektedir (9,10,12,13,20,27,58). Deneysel olarak sogukta-hareketsizlik
stresine bagli gelisen mide lezyonlarinin patogenezinde de mide mukoza
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tabakasindaki mast hiicre degranulasyonunun &nemli rol oynadigi kabul
edilmektedir (12,13). Cesitli mast hiucre stabilizatéra ajanlar kullanildiginda
strese bagli olugsan mide Dlserl'erinin 6nemli derecede engellendigi
bildirilmektedir (20,27,58).

P.A.Brown'un 6ne surdadt histamin hipotezine gére de,
histaminin salinimiyla mide Ulserlerinin olusumu ya asit sekresyonunu stimlle
ederek ya da mikrodolagim fonksiyonlarini degistirerek olmaktadir (8). Sogukta-
hareketsizlik stresi uygulanan siganlarin mide mukozasinda histidin
dekarboksilaz aktivitesinin arttigi dolayisiyla histamin saliniminin oldugu
bildirilmektedir (7). Histaminin H; reseptérunin aktivasyonuyla mide duz
kasinin kastimalarinda artis ve mukozal arteriyollerde dilatasyon, H,
reseptérunin aktivasyonuyla da mukozal vazodilatasyon meydana gelmektedir
(9). Metiyamid ve simetidin gibi H, reseptér antagonistleri ile tedavinin

Glserayonu engelledigi gdésterilmistir (7,8).

2.1.1.3. Reaktif oksijen (iriinleri :

Reaktif oksijen Grlnleri, son yillarda Gzerinde en ¢ok caligilan
konulardan biridir ve bunlarin doku hasari ile sonuglanan, Glser gibi pek ¢ok
klinik tablonun patogenezindeki rolti Gzerinde durulmaktadir. Reaktif oksijen
arinleri atomik yada molekuler yapilarinda giftlesmemis, bir yada daha fazla
sayida elektron tagiyan, elektrik yt]kli] veya yiksuz olabilen, oldukga reaktif
6zellige sahip zararli bilegiklerdir (5,23,54,55).

Organizmadaki olusan reaktif oksijen Grinlerinin baytk cogunlugu
oksijen ile ilgilidir ve ilk olugan reaktif oksijen Urini sGperoksit anyonu (¢0,)
dur. Superoksit anyonu, ortamdaki molekiler oksijene Hb, sitokrom, kinon,
tiyol veya redoks metal gibi bir X dfonéri]nden serbest elektron transportu ile
olusur (54). Aerobik hi]crele,rde bulunan  sUperoksit dismutaz



(SOD) enzimi stperoksit anyonunu hidrojen peroksit (H.02) ve molekdler

oksijene (O,) cevirmektedir.

Superoksit anyonunun ikincil GrGnd olan hidrojenperoksit (H,O,),
katalaz enzimi ve glutatyon varliginda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi
ile suya dénastartimektedir (5,23,54). Superoksit anyonu ve hidrojen peroksit,
gecis metal iyonlarindan olan Fe*? ve / veya Cu*® gibi iyonlarin varliginda
Fenton reaksiyonu ile hidroksil (*OH) radikaline déntagmektedir (5;23,54).

.02 + Hzoz Fe veya Cu iyonlal’l > .OH + OH-+ 02

Organizmada reaktif oksijen UrGnleri, belirli dUzeye kadar
savunma sisteminde gérev alirlar, gogunlugu endojen antioksidanlar tarafindan
ortadan kaldiriirlar. Bu hassas 6ksidan-antioksidan dengenin bozulmasi
patofizyolojik olaylara neden olur ve * oksidatif stres ” olarak adlandirilirlar (55).
Serbest oksijen Urtnlerinin olusum hizi ile etkisizlestirme hizi arasindaki
dengenin bozulmas! sonucu doku ‘hasari olusturabildikleri baglica organlar
arasinda ince barsaklar, mide, kalp, bobrek, karaciger, pankreas, akcider ve

beyin sayilabilir (22).

Reaktif oksijen GrUnlerinin siklikla olugtugu durum postiskemik
doku travmasidir. Ozellikle iskemik dokunun reperfuzyonu ile dokuya gelen bol
miktardaki oksijen molekall bir dizi reaksiyona girerek slperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit olusumuna ve béylece doku hasarina neden olmaktadir (5).
Son yillarda strese bagh mide L‘:lseriA geligsiminde de reaktif oksijen GrGnlerinin
rol oynadi§i bildirilmigtir (12,13,71).' Sog“;ukta-hareketsizlik stresine maruz
birakilmis sicanlarin mide dokusunun koruyucu gastrik peroksidaz enzimi
dizeyinde meydana gelen azalmaya bagh olarak hidrojen peroksit dizeyinin
ylkseldigi, hidrojen peroksitden "ff'enton reaksiyonuyla olusan hidroksil
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radikalinin de mide dokusunda lipid peroksidasyonunu baslattigi ileri
strlilmektedir (13). Bunun sonucunda mide dokusu hicrelerinde membran

akicihigi ve gecirgenligi artmakta, rrjembran bUtanlagt bozulmakta ve sonugda

mide dokusunda lserasyon meydana gelmektedir (13).

2.1.1.4. Artmis vagal uyarim :

Stresde n.-vagus uyarimi artmaktadir (9). Yapilan caligmalarda
stresle uyarilan mide mast hiicre degraniilasyonu ve histamin saliniminda
kolinerjik mediatér mekanizmanin da rol oynadigi bildirilmektedir (9,10). Stresle
kolinerjik reseptdr aktivasyonu sohucu, baslica H, ve H, reseptérleri araciligiyle
ulser gelisimine katilan mide mast. hﬁcre kaynakli histamininin salindi§t kabul
edilmektedir (9,10). -

2.1.1.5. Artmus mide diiz kas kasilmasi :

Ag birakiimaksizin sogukta-hareketsizlik stresine maruz birakilan
sicanlarda mide motilitesinin arttlg‘j'l ancak mide lezyonlarinin gézienmedigi,
bunun yanisira a¢ birakilan hayvanlarda sogukta-hareketsizlik stresi sonrasi
hem motilite artisi hemde mide lezyonlarinin meydana geldi§i bildirilmektedir.
Sogukta-hareketsizlik stresine maruz birakilan siganlarda mide diz kas
kasiimalarinin hem frekans: hem' de amplitidinde artis meydana geldigi
gbzlenmektedir (18). Mide diz kas. kasiimalarindaki artis damar diz kasinda
da kasilmaya neden olacag i¢in bir iskemi ortami yaratmakta ve Glserasyonu

kolaylagtirmaktadir.
2.1.2. Savunma mekanizmasi yetersizlikleri:

2.1.2.1. Mukozal Bariyerin Yikilmast:

Mide .epitelinin limen ve doku arasindaki H' iyon gradientini

devam ettirme yetenedi mide mukozal bariyeri olarak adlandirilir. Bu bariyerin
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bazi ajanlar ve stres gibi gesitli nedenlerle ‘yikilmasi sonucu H* iyonlari
mukozaya geriye dogru diffiize olurken, su, Na*, K* ve proteinler mide limenine
geger, mukoza ve [imen arasi normal elektrokimyasal gradient dizensizlesir.
Bu degisiklikler mide mukozasinda direkt hasara neden olmaktadir (21,35).

2.1.2.2. Mukus / Bikarbonat salgisinin azalmasi :

Mide epiteli hem kendi salgilari ile hem de alinan yiyeceklerle
hasar gérme riski altindadir (21).“ Ancak mide epiteli koruyucu ince mukus jeli
ile értaltddr ve mukus, mide Iﬁrr_iénindeki irritan maddeler igin fiziksel ve
kimyasal bir bariyer olarak kabul edilmektedir (35,47). Gastrointestinal igerigin
yapisi gézénune alindi§i zaman, mukozanin asit, pepsin, yiyecek partikilleri,
mikroorganizmalar, diger toksinler, safra asitleri, bazen alkol ve ilaglar gibi
iceriklerle strekli temas halinde olmasina ragmen iltihap veya nekroz
olusmadigi géziénmektedir (47). Mukozal korumanin sa§lanmasi ve mide
tlserlerinin énlenmesi agisindan mukusun rolti gok &nemlidir (21). Siganlarda
aclik ve hareketsizlik ile olusturulan stres sonucunda mukus salinimi azalir ve
mukozayi koruyucu faktér ortad'a'n' kalkar (47). Heksozamin, mukus igeriginin
bir gdstergesidir ve tlser olusumunu durdurucu bir faktérdar. Mide sivisi ve
mukoza icerigindeki heksozamiri miktar1 Glser geligen a¢ hayvanlarda ¢ok
dastk bulunmU§tur (35,47)

2.1.2.3. Mide mukozal kan akiminin azalmasi :

Strese maruz birakiimig siganlarda, arteriollerin kontraksiyonu
sonucu mide mukoza kan akimi. azélmakta ve iskemik degisiklikler meydana
gelmektedir (22,24), bunlar baglangi¢da geneldir ama daha sonra sadece belirli
bir bélgede bulunurlar. iskemi, dokunun harabiyetine, mukus bariyerin ve asid-
pepsin iceridinin degigimine neden olabilir. Mukozal kan akimi degigiklikleri
sonucu gelisen iskemi ve doku hasarl stres Ulserinin meydana gelmesi icin
tetidi ceken bir faktordur (24). Bir grup calismaci tarafindan siganlarda mide



hasarinin  baydklaginin mukozal iskeminin siddeti ile orantili oldugu
gosterilmis ve iskeminin mide | épitelindeki enerji yetersizligi ile birlikte
Ulserasyona neden oldugu bildirilmistir (35). Stres altindaki si¢anlarda mide
mukoza kan akiminin normal siganlara oranla % 50 oraninda azalmasi sonucu
mide mukoza bariyeri yikilir ve limenden mukoza hucreleri igine dogru H*
iyonu geri emilimi, Glserasyona heden olacak derecede artmaktadir. Bunun
sonucunda gelisen hiicre ici asidoz ve azalmig mukoza kan akiminin hidrojen
iyonlarini ortamdan uzaklagtiramamasi Ulserasyona yol agmaktadir (22) . Stres
sirasinda mide mukoza kan akiminin azalmasi iskemi ortami yaratmakta ve bu
ortamda reaktif oksijen GrGnleri olusumu hizla artmaktadir (22). .Deneysel
olarak sicanlarda soJukta-hareketsizlik stresine bagli gelisen Ulserlerde, mide
mukozal kan akiminin azaldi§i ve serbest oksijen UrGnlerinin olugtugu
bildiriimektedir (12,13,71). '

2.1.2.4. Epitel yenilenmesinin azalmast :

Epitel yenilenme hizi, mukoza direncini etkileyebilir. Stres
sirasinda mide mukozasinda hlicresel proliferasyonun, deoksiribontkleik ve
ribonlkleik asit sentezinin azaldufjl deneysel olarak gosterilmistir (35). Bu
hipoteze gére yapilan ¢aligmalarda hicre bélinmesinin uyariimasi, protein ve
deoksiribonlkleik asit sentezinin artigi, strese bagl geligen Ulserleri
6nlemektedir (35). Epidermal bGyume faktérG ve baylme hormonu gibi
maddelerin, protein ve DNA séntezini uyararak (Qlserleri inhibe ettikleri
bildiriimektedir (47).

2.1.2.5. Prostaglandih sentezinin azalmasi :

Prostaglandinlerden &zellikle PGE’ nin, insanlarda ve hayvanlarda
mide asit salgisimi inhibe - ederek hGcreyi koruyucu etkisinin  oldugu
bildirilmektedir (47). Mide mukozasindaki prostaglandinin, mukozay! koruyup
Glseri engelledidi gdsterilmigtir (13). Aspirin ve indometazin gibi ilaglar,



dokudaki prostaglandinlerin (PGE;) biyosentezini bloke ederek, mide iceridine
karg!i mukozal direnci azaltirlar sonugta prostaglandinin koruma mekanizmasi
azalir ve bdylece midede hasar meydana gelmektedir (47). Stres Ulserinin
patogenezinde endojen prostaglandihlerin rolinin oldudu kabul edilmektedir
(4). Stres, prostaglandin sentetaz aktivitesinde énemli derecede azalmaya ve
mide mukozas! tarafindan sentezlenen endojen PGE' nin inhibisyonuna neden
olup Ulser geligimini kolaylagtirmaktadir (4,13,35). Sogukta-hareketsizlik
stresinde  PGE sentezinin inhibe oldugu ve Glserasyonlarin geligtigi
gbsterilmistir (4). Deneysel olarak stresle mukozal hasar olusturuldugunda
disaridan prostoglandin verilmesinin hasari engelledigi gézlenmigtir (35).

Bu bilgilerin 1s1§inda, bircok faktérin birlikte caligarak stres
Glserinin gelismesine neden oldugu anlasiimaktadir. Bu faktérlerin etkileri
karsisinda bazi savunma mekaniimalannm yetersiz kalmas! sonucu, mide
dokusunda stresé bagh ulserler gélismektedir. Bu baglamda stres lserlerini
engellemek ve etkin bir gekilde tedavi edebilmek icin deneysel arastirmalar

yogun bir sekilde yapitimaktadir.

Deneysel stres iilseri olusturmak igin siklikla kullanilan

metod:

Sogukta-hareketsizl'ik stresi uygulamasi : Deney hayvanlar,
+4°C de 2-4 saat sure ile hareketsiz birakiimaktadir (3,9,10,12,37,44,45).
Sadece soguk stresi uygulan‘an,.. hareket kisittamasi yapiimayan deneysel
modellerde tlserasyon gézlenmemistir. Ancak +4 °C sogukta-hareketsizlik
stresinin bir arada uygulandigi : déneysel modellerde Ulserlerin olustugu
gdzlenmistir (13,47). Bu Ulserlerin, asit ve pepsin salgilayan midenin glandtler
kismi olan gastrik korpus tizerinde lokalize oldugu ve mukozal erozyonlarin

muskularis mukozaya penetre olmadig bildirilmektedir (47).
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2.2. Vazoaktif intestinal peptid (VIP) :

Said ve Mutt tarafindan ilk kez 1970 yilinda domuz ince
barsagindan izole edilen vazoaktif intestinal peptid (VIP) 28 aminoasitli bir
peptiddir (49,51). Bu peptid, gaétrointestinal sistemde endokrin hiicrelerdeki
lokalizasyonu diginda, insan ve gesitli hayvan tiplerinin santral ve periferik sinir
sisteminde de bulunmaktadir. VIP beyin ve gastrointestinal sistem diginda,
solunum sistemi, Uriner sistem yé genital sistemde, bag dokusu mast
hicrelerinde, platelet ve nétrofil gibi hlicreler icinde de bulunur . Dolagimdaki
VIP' in, klasik hormondan ziyade n§rotransmitter veya néromodulatér gibi gérev

yaptidi bildiriimektedir .

VIP’ in mast hicrelerinin degrantlasyonunu ve proliferasyonunu
inhibe etme etkisine sahip oldugu bildiriimektedir (41,52,59,60,63,64).
Deneysel hemorajik sok modellerihde . VIP uygulamasinin mast hicre
degranilasyonunu inhibe ettigi, bébrek dokusunu reperflizyon hasarindan
korudugu gézlenmigtir (569,60,64). VIP’ in bir antioksidan gibi davranarak kalp,
akciger,bbbrek ve retina dokusu ile iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarini
Onledigi bildirilmektedir (40,50,65,67,68). Cesitli deneysel modellerde, Aduit
Respiratory Distress Sendrom (ARDS) benzeri akut inflamatuar akciger
hasarini doza bagimh olarak 6nledigi gdsterilmigtir. Bu koruyucu
mekanizmanin, VIP tarafindan. inflamatuar hicrelerin  fonksiyonlarinin
modUlasyonuyla saglandii kabul edilmektedir (40,49,50). |

Antioksidan, antiinflamatuar ve mast hlicre degranilasyonunu
inhibe edici etkilerinin yanisira VIP’ in vaskler ve nonvaskiler diz kaslarda
gevsemeye neden oldugu (11,51) ve mide dokusunda asit salgisinin
dizenlenmesinden sorumlu gast(ih hormonunu inhibe etti§i bildiriimektedir
(49).
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VIP in mide dokusunda sogukta-hareketsizlik stresine baglh
olarak geligebilecek Ulserler Gzerine .engelleyici etkileri gematik olarak Sekil-1’

de verilmigtir.

Antioksidan _ ' Mast hiicre
etki degraniilasyonunun

inhibisyonu
Antiinflamatuar Fundik ve vaskiiler
etki - + diiz kasin gevsemesi

Gastrin hormon salimmminn
inhibisyonu ve gastrik asit
salmmminmin baskilanmasi

Sekil 1.: VIP’ in stres lilser geligmesini engelleyici olabilecek etkileri.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Deney hayvanlan :

Deney hayvani olarak Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi
Fizyoloji Anabilim Dalinda standart besinle yetistirilmig, 200-220 gr agiriginda
Sprague-Dawley turinden her iki cinse ait 54 adet sican kullaniimigtir.

Deneyler 2 agamada gergeklestiriimistir.

l. Agama: Bu asamada 34 si¢an kullanilarak deneylér 3 grup

altinda yapilmigtir.

1. Grup (Kontrol grubu) : Bu grup siganlar, a¢ birakilarak 24
saat oda isisinda tutulmuslardir. 24 saati takiben hemen servikal dislokasyon

ile éldurtlup mideleri ¢ikariimigtir (n:5 +6).

2.Grup (Stres grubu) : Bu grupda siganlar , 24 saat sadece su
verilerek ac¢ birakiimiglardir. 24 'sa,at sonra hareketlerini engelleyen tel
kafeslere konularak +4 °C' de l’Jg“saat (08.30-11.30 arasi) tutulmuglardir. Bu
grup hayvanlara stres éncesi 0.1 cc serum fizyolojik (i.p) olarak uygulanmstir.
Stresden gikarilan hayvanlar hemen servikal dislokasyon ile SldartlGp mideleri

cikariimigtir (n:5+6).

3. Grup : Bu gruba'sqg’;‘ukta—hareketsizlik stresi uygulamasindan

hemen 6nce 25 ng kg™ VIP (i.p) uygulanmigtir. Stresden gikarilan hayvanlar
hemen servikal dislokasyon ile éldtrilap mideleri gikariimistir (n:6+6 ).

II. Asama: Bu agamada deneyler 3 grup altinda yapilmigtir.
Soéukta—hareketsizlik stresi uygulandiktan sonra 25 ng kg™ VIP, 1, 2 ve 3 gin
st ste verilmigtir. Siganlar son VIP uygulamasindan 24 saat sonra servikal

dislokasyon ile élduralap mideleri ¢ikarilmistir.



A. Grubu: Stres sonrasi tek doz 25 ng kg™ VIP (i.p) uygulanmgtir
(n:6)

B. Grubu : Stres sonrasi 1. doz ve bunu takip eden 24 saat sonra
2. doz 25 ng kg™ VIP (i.p) uygulanmigtir. Birinci doz yapildiktan sonra hayvanin
normal beslenmesine izin verilmigtir (n:6). Siganlar 2. doz yapildiktan 24 saat

sonra servikal dislokasyon ile 6ldaraitp mideleri gikariimigtir.

C. Grubu : Strés sonras! 1. doz , bunu takip eden 24 saat sonra
2. doz ve 48 saat sonra da 3. doz 25 ng kg” VIP (i.p) uygulanmugtir. Birinci doz
yapildiktan sonra hayvanin normal beslenmesine izin verilmigtir (n:6). Sicanlar
3. doz yapildiktan 24 saat sonra servikal dislokasyon ile éldurtlip mideleri

cikarilmigtir.
3.2.'beneyin yapiligi :

Deneylerin sonunda, her iki asamaya ait sicanlar , servikal
dislokasyon ile dldardldller. Cikarilan tim mideler kagdk kurvatlr boyunca
acllarak, on ve arka duvar ayrilmaksizin morfolojik incelemeye tabi
tutulmuslardir, Deneylerimizin 1. asamasinda Gl ve II' den 5 adet ve III' ten &
adet hayvanin mideleri ayrica 1stk mikroskopik olarak histolojik inceleme
yapilmak (zere nétral formalinde tespit edilmistir.

Antioksidan enzimler ve MDA, histamin ve metilhistamin tayini icin
Gl Il ve lII' e ait &' sar hayvanin rr_ﬁde dokulart kagtk kurvatar dogrultusunda
acllarak én ve arka duvarina ayrllhilstxr. Mide duvarinin bir pargcasi antioksidan
enzimler ve MDA tayini igin difer bir parcasi ise histamin ve metilhistamin
[ = MH ; (1-methyl-4 [B-aminoethyl] imidazole I tayini igin kullaniimigtir.
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3.3. Dokudan Antioksidan Enzim (Siiperoksit dismutaz ve
katalaz) ve Malondialdehit (MDA) Tayini :

Dokular, pH: 7.4 olan 10 volum 50 mM potasyum fosfat
tarﬁponunda homojenize edilmigtir ve daha sonra 15 sn ultrasonikasyona tabi
tutulmus ve 20.000 g' de +4°C' da 20 dakika santrifije edilmistir. SOD, Katalaz
enzim aktivitesi, protein ve malodialdehit (MDA) - dlzeyi tayinleri

stpernatanlardan yapilimgtir.

3.3.1. Stiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini :

Superoksit dismutaz, modifiye spektrofotometrik yéntemle tayin
edilmigtir (30). Yontem, pH:9.2'- de quersetinin oksidasyonu esasina
dayanmaktadir. Quersetin oksidésyonunun inhibisyonu, Shimadzu 160 A
spektrofotometre ile 406 nm' de Slgtlmustir ve mg /protein bagina disen SOD

aktivitesi olarak ifade edilmistir.

3.3.2. Katalaz Tayini :

Katalaz aktivitesi, modiﬁye polografik ydntemle &élclimastar (19).
Doku drnekleriyle hazirlanan karbon-paste elektrodu, polarografin (Tacussel
PRG-5) galigma elektrodu olarak kullaniimig ve hidrojenperoksid’ in enzimatik
yikimi sonucu olusan oksijen 6l90lm0§t0r (69). Katalaz enziminin aktivitesi,
-dakikada mgr protein tarafindan ttketilen umol hidrojen peroksit miktari olarak

hesaplanmistir.

3.3.3. Malondialdehit (MDA) Tayini :

Malondialdehitin asidik ortamda tiobarbittrik asit ile olusturdugu
rengin, 535 nm' de optik dansitesinin spektrofotometrik olarak olctlmesi
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esasina dayanilarak tayin edil.mist,i'r (46). MDA duzeyleri dokuda nmol / mg
doku olarak ifade edilmigtir. Protein wary ybéntemine gére tayin edilmigtir (32)

3.3.4. Doku Histamin ve MetilhistaminTayini :

Dokudan Histamin vé' metilhistamin ekstraksiyonu Shore' un
n-butanol yéntemine uygun olarak y_aplldl (56). Ekstraksiyon sonucu histamin
ve metilhistamin igeren numuneden. 2 ml. polietilen tﬁplere alindi ve bu
asamadan sonraki islemler Steinm.an ve arkadaglarinin yéntemlerine gére
yapildi (57). Polietilen tip igine alinan 2 ml.lik &rnekler, liyofilizasyon iglemine
kadar -70 ° C’ da derin dondurucuda sakland.. LiyoﬁlizasyonﬂsonraSI dérnekler,
%50 metanol / %50 distile su karigimindan ahnan 2.5 ml. igerisinde
¢6zUndlraldt. Bu ¢dzeltiden 1 ml alip, %50 metanol / %50 distile su ¢dzeltisi
ile 10 ml’ ye tamamlandi ve béylece numune 1 / 100 oraninda seyreltilmis oldu.
Buradan da 250 pl alip tizerine internal standart olarak kullandigimiz 5x107 M
RMH [1-methyl-5-(B-amino-ethyl)-imidazole;pros-methylhistamine]’ den 250 ul
ekledikten sonra, Tsurata ve arkadaslarinin tanimladigi reaksiyon tampon
cOzeltisinden 200 pl karigima ilave edildi (61). Son olarak, o-fital-aldehid (OPA)
¢ozeltisinden 30 ul katilarak oda sicakliginda 3 dk. inkibe edildikten
sonra,reaksiyon 1 N HCI gézeltisjndén 20 ul eklenerek durduruldu ve 20 pl
érnek hemen ytksek basingli sivi kromatografi (HPLC) kolonuna enjekte edildi.

3.4. Kromotografik §aftlar :

Kolon-Phenomenex, Hypersil ODS (C18) 3 um, 100mm uzunluk,
4.6 mm ID.

Dedektor - Shimadzu RF—1 OAXL

Pompa - ShimadzuLG-10AT

Mobil faz - Metanol + 0.07 M Na;HPO, ( pH:9.45) (52:48 v Iv)

Akim hizi -1 ml/dk

Eksitasyon - 335 nm, Emisyon - 445 nm
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internal standart - 5107 M RMH

Kolon sicakligi - Oda sicaklid

Yapilan ekstraksiyon. ydntemi sonucunda elde edilen histamin ve
metilhistaminin, verimliligi 1x10™ ® M histamin ve 5x107 M metilhistaminin ayni.

kogullarda ekstrakte edilmesi ile hesaplanmgtir.
3.5. Morfolojik ve Histolojik inceleme :

Stres éncesi ve sonrésu VIP uygulanan gruplarin mide dokularinin
tamaminin morfolojiik incelemesi igin soguk serum fizyolojik ile yikandi ve sert
bir zemine (karton Uzerine) tespit edildi. Blyltegc aracilift ile morfolojiik
degerlendirme ve stres &ncesi VIP uygulanan deney grubunda tilser skorlamasi
yapildi. Ulser skorlamasi igin , her bir lezyon alani, bir cetvel aracii§i ile mm.
olarak él¢tidi. Bes adet petesial lezyon 1 mm. lik Glsere karsilik olacak sekilde
degerlendirildi. Her grupda farkl sayilardaki skorlarin toplami hayvan sayisina
bélindl, ortalama Ulser indeksi olarak degerlendirildi. Morfolojik
degerlendirmesi ve Uiser skorlamasi yapildiktan sonra, mide dokularn
mikroskopik inceleme igin % 10 luk nétral formalin icinde tespit edildi.
Hazirlanan parafin bloklardan 6 um incelikte ve 30 um’ lik aralarla seri kesitler
alindi ve histopatolojik inceleme amaciyla hematoksilen-eozin ile, mast
hicrelerinin degerlendiriimesi igin ise Alcian mavisi-safranin ile boyandi.

Mast hicrelerinin, g’réni)l icerikleri sadece Alcian mavisi ile
boyananlar mavi, alcian mavisi ve safranin ile boyananlar mikst ve sadece
safranin ile boyananlar kirmizi boyéh olarak degerlendirilmigtir. Mast hcreleri
hticre sayim kamarasi (OC-M) ( x 40,3960 um? ) ile sayilmigtir.

Her bir hayvamh hematoksilen-eozin ile boyali 6 seri kesitinde
polimorfontkieer l6kosit (PMNL) infiltrasyonu skorlandi. Hafif infiltrasyon
gbsterenler “+":1 olarak ve daha agir infiltrasyon gésterenler “+ +":2 olarak

degerlendirildi.
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3.6. istatistiksel Degerlendirme :

Doku érneklerinden élcllen SOD, katalaz, MDA ve histamin ile
metilhistamin dlzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi tek yénla varyans
analizi ile yapilmigtir. Farkh bulunan sonuglara Duncan goklu kargilagtirma testi
uygulanmigtir. Degerler ortalama = standart hata olarak verilmistir.

Mide dokusunun makroskopik incelemesiyle elde edilen Glser
indeksi iki grup arasinda Student-t testi ile analize edilmistir. Histopatolojik
inceleme igin boyama yapilan dokulardaki polimorfontkleer 16kosit (PMNL)
infiltrasyonu, gruplar arasinda Mann-Whitney U testi ile analize edilmistir. Total
(kirmizi ve mavi boyali) submukozai mast htcrelerinin sayimi sonucu elde
edilen verilerin ve submukozal malst' htcrelerinin histokimyasal heterojenitesi
agisindan yapilan sayim sonucu elde edilen verilerin gruplar arasi istatistiksel
kargllagtlrllmaél tek yonll varyans analizi ile yapilmistr. Farkli bulunan
sonuglara Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Degerler ortalama +

standart hata olarak verilmistir.
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4. BULGULAR :

4.1. Stres oncesi VIP“'uyguIanan l. agama deney grubuna ait

bulgular :
4.1.1. Morfolojik ve Histolojik Bulgular :

Morfolojik inceleme sonunda, 3 saat sogukta-hareketsizlik stresi
uygulanan grupta mide mukozasinda kanamali Ulserasyonlar gézlenirken, stres
éncesi VIP uygulanan grupta strese bagli lezyonlarin gelismesi &nlenmigtir
(Sekil 2 a,b) Isik mikroskopisi ile yapilan histolojik incelemelerde de stres
grubunda kanamali mukozal hasar. ve PMNL infiltrasyon artlél gézlenmektedir
(Sekil 3 a,b). VIP uygulanan grupta ise mukozal hasarlarin tamamen ortadan
kalkti§i ve PMNL infiltrasyonun azaldi§i gézlenmistir (Sekil 4). Stres Alcian
mavisi-safranin boyama teknigi ile gerek kirmizi gerekse mavi boyanan
submukozal mast hticrelerinin degrantlasyonuna neden olmustur (Sekil 5). VIP

ise mast hcrelerinin degrandlasyonu engeltemistir (Sekil 6).



b

Sekil 2.: Mide dokusunun makroskopik gorinama

a) sogukta-hareketsizlik stresi uygulanan grupta kanamali Ulserasyonlar
b) sogukta-hareketsizlik stresi éncesi VIP uygulanan grupta normal doku

goérunumua
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b

Sekil 3.: Sicanlarda sogukta-hareketsizlik stresi ile olusturulan mukozal
lezyonlarin histolojik gérantmu

a) stres grubunda kanamali mukozal hasar H&E. Orjinal buyutme x33

b) stres grubunda PMNL infiltrasyonunun artigt HE x 66
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Sekil 4.: Sicanlarda sodukta-hareketsizlik stresi 6ncesi VIP uygulamasi ile
mukozal hasarlarin tamamen ortadan kalktigi ve PMNL infiltrasyonun azaldig
goézlenmistir. H&E. Orjinal buyttme x33

Sekil 5.: Stres kirmizi ve mavi boyall submukozal mast hucrelerinin

degrantlasyonuna neden olur. Alcian mavisi-safranin. Orjinal buyutme x 330
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Sekil 6.: SoJukta-hareketsizlik stresi éncesi VIP uygulamasi mast hicre

degrantlasyonunun inhibisyonu. Alcian mavisi -safranin. Orjinal blyltme x132

4.1.1.1. Sayisal degerler acisindan mast hiicresi bulgulan :

Tablo 1.: Alcian mavisi-safranin boyama teknigi ile kirmizi ve
mavi boyanan mast htcrelerinin toplam sayisini géstermektedir. Tablo da
géruldugu gibi stres degranule mast hucresi sayisini artirirken VIP bu artisi
engellemistir.

Tablo 2.: Kirmizi ve mavi boyanan submukozal mast hicrelerinin
ayri ayri sayisal degerlerini géstermektedir. Stres hem mavi hemde kirmizi
boyanan mast hticrelerinin degranulasyonuna neden olmaktadir. VIP kirmizi
boyali mast hucreler Gzerine inhibitor etki gosterirken mavi boyal hicreler

tzerine ayni siddetde etki géstérmemektedir.

23



Tablo 1.: Total submukozal mast hiicre sayisi.

GRUPLAR Granule Degranile
Kontrol (n:5) 82+ 1,0# 0,4+0,2*
Stres (n:5) 34 +0,9 44+0,9

VIP uygulanan (n:6) 56+1,2 2,1+0,4*

*; p < 0,05 Kontrol grubu, stresli v_é VIP uygulanan grupla kiyaslandiginda

** . p < 0,05 VIP uygulanan grup, stres grubuyla kiyaslandi§inda

# ; p < 0,05 Kontrol gruby, stresli grupla kiyaslandiginda

Tablo 2.: Submukozal mast hiicrelerinin histokimyasal heterojenitesi

Kirmizi boyali mast hiicreleri

Mavi boyall mast hicreleri

GRUPLAR Degrantile Grandile Degranle Graniile
Kontrol  (n:5) [ 04+02 g 4;4 +0,9* | - 3,8+ 0,2%
Stresli  (n:5) | 26%05" 22+03 18£08™| 12%05
VIP uygulanan 1,1+0,4 3,8+0,5 1,56+04 21+0,7

(n:6)

*; p < 0,05 Stres grubu, kontrol ve VIP uygulanan grupla kiyaslandiginda

** . p < 0,05 Kontrol grubu, stres grubuyla kiyaslandiginda

= - p < 0,05 Stres grubu ,kontrol grubuyla kiyaslandiginda

. p < 0,05 Kontrol grubu, stres grubuyla kiyaslandi§inda
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4.1.1.2. Ulser indeksi ve PMNL infiltrasyon skoru sonuclari;

Sogukta-hareketsizlik stresi sonrasi mide dokusunda ortalama
Ulser indeksi  (Sekil 7) ve PMNL 'infiltrasyonu (Sekil 8) artmigtir ancak stres
6ncesi VIP uygulamasi ile bu degerler anlamli éigude azalmigtir.

9
-~ 8
E 7
= 6
T
= 5
f =
" 4
Q
9 o3
b }
£ 2
o 1
0
STRES VIP
(n:5) (n:6)

Sekil 7.: Ortalama Ulser indeksi :

*; p< 0,05, VIP uygulanan gfup, stresli grupla kiyaslandiginda.
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o

PMNL infiltrasyonu
O =2 N W & O o ~N &

STRES (n:5) - VIP (n:6)

PMNI iNFll TRASYONU
U:20 : P=0,0087*

$ekil 8.: Polimorfoniikleer (PMNL) l16kosit infiltrasyonu skoru

*; p< 0,001, VIP uygulanan grtjp, stresli grupla kiyaslandiginda.

4.1.2. Antioksidan Enzim (SOD ve Katalaz) ve MDA Diizeyleri :

Stres grubunda antioksidan enzim (SOD ve Katalaz) aktiviteleri,
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir deéigiklige ugramazken stres 6ncesi VIP
uygulamasi ile anlamli duzeyde azélmlgtlr (Sekil 9,10). Mide dokusu MDA
dizeyi ise stres grubunda; kontrol ve :stbres éncesi VIP uygulanan gruba kiyasia

anlamli derecede yuksek bulunmustur (Sekil 11).
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SOD Aktivitesi ( U/mg.protein)

KONTROL STRES VIP
(n:6) -7 (n:6) (n:6)

Sekil 9.: Mide Dokusunun SOb Enzim Aktivitesi : (IU / mg protein)

* p< 0,05, VIP uygulanan grup', stresli grupla kiyaslandiginda.

protein/dak)

KONTROL " STRES VIP
{n:6) (n:6) {n:6)

. .

Sekil 10 .: Mide Dokusunun Katalaz Enzim Aktivitesi (19900 umol

KAT Aktivitesi (19900mikro.mol H202/mg

H.O./mg protein /doku): .
*; p< 0,05, VIP uygulanan gru‘p; stresli grupla kiyaslandiginda
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MDA (nmol/mg mide dokusu)
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o
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KONTROL “STRES
(n:6) o (n:6) (n:6)

Sekil 11.: Mide Dokusu Malondialdehit (MDA) Diizeyleri : (nmol / mg doku)

* ; p< 0,05 VIP uygulanan grup ve kontrol grubu, stresli grupla

kiyaslandiinda.
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4.1.4. Histamin-Metilhistamin Kromatogrami :

Histamin, metilhistamin ve RMH standartlarinin metanol : tampon
gézeltis’i (52:48 v / v) hareketli fazi kullanilarak florimetrik ex : 335 nm, em : 445
nm’ de1 ml akis hizinda kaydedilén kromatogramlari Sekil 12’ de verilmektedir.

Chromatogram *** Filename:HIS1.C80

100- Q . .
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313Q™
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Sekil 12.: Histamin, metilhistamin ve RMH standartlanna ait HPLC
kromatogranm

a : histamin, b : RMH (interrial standart) c : metilhistamin
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4.1.5. Histamin-Metilhiétamin' Diizeyleri

Mide dokusu histamin dizeyleri gruplar arasinda anlamir bir fark
gostermezken (Sekil 13), mide dokusunda metilhistamin konsantrasyonu stres
uygulanan grupta kontrole kiyasla anlamli derecede ylkselmigtir. VIP verilen
grupta ise metilhistamin konsantrasyonu kontrol degerlerine yakin bulunmustur
(Sekil 14).

Mide Dokusu Histamin
Diizeyi (mikro.gr/1gr doku)

KONTROL STREs
(n:6) (n:5) (n:6)

Sekil 13.: Doku Histamin Diizéyleri : ( g / g doku)
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Mide Dokusu Metilhistamin
Diizeyi (mikro.gr/1gr doku)

KONTROL _  STRES VIP
(n:6) (n:5) (n:6)

Sekil 14.: Doku Metilhistamin Diizeyleri : ( ug / g doku)

*p<0,05, stresli grup, kontrol ve VIP uygulanan grupla kiyaslandiginda.

4.2. Stres sonrasi VIP uygulanan Il. agama deney grubuna ait bulgular :

Stres sonrast 25 ng kg" VIP (i.p), Gaigin 1gtin tek doz, Ggigin 2 gin Ust
Uste 2 doz, Ggigin 3 gln Ust Uste 3 doz verilmistir. Bir gln tek doz ve 2 gln Ust
Uste 2 doz VIP uygulanan gruplarda siganlarin sadece bir tanesinde 1 mm’ lik
Iezyon gbzlenirken, 3 gun Ust Uste 3 doz VIP uygulanan grupta hig lezyon

gézlenmemigtir (Tablo 3).
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Tablo 3.: Stres sonrasi VIP uygulamasinin mide lezyonlan lizerine etkisi.

Grup A .Gi'up B GrupC
1. 1 mm lezyon 1. Lezyon yok 1. Lezyon yok
2. Lezyon yok 2, Lezyon yok 2.Lezyon yok
3. Lezyon yok 3. Lezyon yok 3. Lezyon yok

4. Lezyon yok
5. Lezyon yok
6. Lezyon yok

4. Lézyon yok
5. Léiyon yok

6. 1 mm lezyon

4. Lezyon yok
5. Lezyon yok
6. Lezyon yok

G a: Stres sonrasi 1 gtin 25 ng kg™ VIP (i.p) verilen grup
G s Stres sonrasi 2 gin Ust tste 25 ng kg™ VIP (i.p) verilen grup
G ¢ : Stres sonrasi 3 gln Ust tste 25 ng kg" VIP (i.p) verilen grup




5. TARTISMA ve SONUG:

Calismamizin histolojik ve morfolojik sonuglarina gére, sicanlarda
deneysel olarak soJukta-hareketsizlik stresi ile olugturulmus mide Glserinin
gelismesi VIP tedavisi ile énemli élgﬁde oénlenmigtir. Bu sonuglarimiza ilaveten
mide dokusu MDA degerleri incelendiginde, sogukta-hareketsizlik stresinin
dokuda dnemli diizeyde lipid peroksidasyona neden oldugu ve VIP tedavisi ile,
doku hasarina neden olan lipid peroksidasyonunun goéstergesi olarak kabul
edilen, MDA duzeyinin énemli derecede azaldigi gézlenmigtir. Antioksidan
enzim (SOD ve katalaz) duzeyleri ise stresle pek fazla degismezken, VIP
uygulanan grupta anlamli diizeyde azalmig hatta kontrol degerlerinin altina

inmigtir.

Sodukta-hareketsizlik stresine maruz birakilan si¢canlarin mide
mukozasinda yaygin, kanamali Glserasyonlar gézlenmistir (3,4,7,12,13,18,44)
ve bu lezyonlarin gelisme nedenlerinin bircok faktdrle iligkili oldugu
bildiriimektedir (3,12,13). Mast Hﬁcre degrantlasyonu ve mide diz kas
kasiimasinin artigi (12,13), azalmig prbstaglandin dizeyi (4,13), cesitli biyojenik
aminlerin salilimi ve mukozal kan akiminin azalmasi (3,8,9,12,13,27,58), aktif
I6kositler (12) ve reaktif oksijen UrGnlerinin olugsumundan kaynaklanan lipid
peroksidasyonu (12,13) gibi féktérlerin sogukta-hareketsizlik stresi ile
olusturulmug mide Ulserlerinin patdgenezinde rol oynadiklari bildirilmektedir.

Son zamanlarda yabllan calismalarda , toksik oksijen
molekullerinin soJukta-hareketsizlik stresi sirasinda meydana gelen mide
mukozasindaki hasara yol agan 6nemli faktérlerden biri olabilecegi
bildiriimektedir (12,13,71). Reaktif‘oksijeh Grtnlerinin sorumlu tutuldugu lipid
peroksidasyonunun, sogukta-hareketsiglik stresi ile olusturulmus mide hasari
ile yakindan iligkili olabilecegi 6né,sﬂrﬁlmtx§tﬁr. Bu galismamizda, sogukta-
hareketsizlik stresine maruz bnfakllmls sicanlarda mide dokusunda lipid
peroksidasyonunun bir géstergesi olan MDA duzeyinin arttigi gésterilmigtir. VIP
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uygulanmig grubun mide dokusundaki MDA ve antioksidan enzim dizeylerinin
azalmasi VIP' in antioksidan aktivitesi ile agiklanabilir. VIP' in ksantin /
ksantinoksidaz tarafindan baglatilan hasara kargi potent bir koruyucu oldugu,
inflamatuar hicrelerden stperoksit anyonunun salinimini inhibe ettigi ve bunun
yanisira hidroksil radikalini ve singlet oksijeni temizleme yetenegine sahip
oldugu bildiriimektedir (6,31,34,40,53). Bizim calismamizda da VIP olasilikla,
hem reaktif oksijen GrGnlerinin olusumunu inhibe ederek hem de olugsmus
Granleri ortamdan femizleyerek r'nide dokusu antioksidan enzim aktivitesi ve
MDA dizeyini azaltmig olabilir. Pek cok calismada ileri strtldaga gibi
stperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri,
ortamdaki sUperoksit anyonu ve hidrojen peroksit konsantfasyonu ile orantili
olmaktadir (46,70). Bu nedenle, bizim sonugclarimizda VIP verilen gruplarda
gerek MDA duzeyi ve gerekse antioksidan enzim aktivitelerinin azaltiimisg
olmasi bize mide dokusunda sOperoksit anyonu ve hidrojen peroksit

olusumunun azalmis oldugu izlenimini vermektedir.

PMNL infiltrasyonunun, sogukta-hareketsizlik stresine bagh
gelisen mide dlserlerinin dnemli. bir nedeni oldu§u son zamanlarda yapilan
caligmalarda bildirilmektedir (12). Ksantin / ksantinoksidaz sistemine ilaveten,
uyariimig PMNL' nin sitotoksik - molektllerin salinimi ve reaktif oksijen
Granlerinin olusumu yoluyla doku hasarini uyardigi belirtiimektedir (12). Bu
UrGnler, hicre yapisini ve fbnksiyonunu bozabilirler ve inflamatuar
reaksiyonlarda bir mediatér gibi davranirlar. Callgmamlzda VIP, olasilikla
antiinflamatuar bir etki géstere're"k‘ PMNL infiltrasyonunu 6nemli 6lglde
engellemistir. VIP’ in antiinflamatuar aktivitesini gésteren cesitli ¢aligsmalarda
bulunmaktadir (40). "

Stresle olusturulmug mide dlserlerinin patogenezinde &nemli
faktdrlerden birisinin de mast hiicre degranilasyonu oldugu bildirilmektedir
(9,17,27,36,37,58). Cesitli mast htcre membran stabilizatérlerinin, hayvanlarda
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_ stresle olugturulmus mide Ulserlerini engelledigi bildiriimektedir (20,27,58).
Daha 6nce yapilan tim cgaligsmalarda mast hticrelerinin degerlendirilmesi icin
genellikle, toluidin mavisi ile boyama yapilimistir. Toluidin mavisi ile boyamada
mast hicrelerinin histokimyasal heferojenitesini tespit etmek oldukca zordur.
Biz calismamizda, sogukta-hareketsizlik stresine maruz birakilan siganlarin
mide dékularlnda mast hQcrelerinin histokimyasal heterojenitelerinin
degerlendirilmesi i¢in Alcian mavisi—séfranin boyama teknigini kullandik.

Mast hucreleri, yerlesimleri, yapilari, boyanma karaktérisﬁkleri ve
fonksiyonlari agisindan deg‘jigkenlik gbsteren htcrelerdir. Degiskenliklerine
gére, mast hicreleri mukozal (MMC) ve ba§ dokusu (CTMC) mast hucreleri
olarak, diger bir deyigle atipik ve tipik mast hlcreleri olarak iki gruba
ayriimaktadir (15,42). Mast hiicrelerinin proteoglikan matriks dagilimindaki
degisiklikleri, Alcian mavisi-safranin boyama ile . agiklanabilmektedir. Bag
dokusu mast hticrelerinin, heparin igerigine bagli olarak Alcian mavisi-safranin
_ ile maviden kirmiziya dogru boyandigi bildirilmektedir (15,42). Heparin icerigi
arttigi zaman, safranin ile (\klrmm boyall) ve heparin igerigi azaldiginda ise
Alcian mavisi ile (mavi boyali) boyari’maktadlr. Mukozal mast hicreleri ise ¢ok
az yada hi¢ heparin icermezler ve bu nedenle sadece Alcian mavisi ile ( mavi
boyall) boyanirlar. Bizim gah§mé;mlzda uygulanan histokimyasal ybntem ile
strese bagll olarak hem mavi hemde kirmizi boyali mast hicrelerinin
degranilasyona ugradigi ve VIP' in ise etkin bir sekilde sadece kirmizi boyal
mast hiicre degrantlasyonunu engelledigi gézlenmigtir. Bu bize mide lezyonu
olusumunun bag dokusu mast hu@irési aktivasyonu ile iligkili oldugu izlénimini
vermektedir. Bu da stresle olusturulmus mide Ulserlerinin patogenezinde
histamine ilaveten, bag dokusu mast hiicresi kaynakli heparinin de 6nemli rolG
olabilecegini dustndlrmektedir. Bag dokusu mast hicresi kaynakli heparin,
akut .kanamah mide lezyonlarinin olu§umundan sorumiu  tutulabilir.

Sonuglarimiz ayrica bagd dokusu mast hucrelerinde bulunan ve mediatér



salinimi (zerine modulatér etkisinir‘f oldudu ileri surllen, VIP ile ilgili diger

caligmalari da bir dlgide dogrulamaktadir (1,11,14).

Mast hicresi kaynakli histamin, mide dlserlerinin olugumunda
sorumlu tutulan bir mediatér olarak bildiriimektedir (8,38,43). Histaminin, mide
dokusu asit salinimi Uzerine uyarici etkisinin oldugu ve artan histamin
salimminin, paryetal hlcreler tzerindeki H, reseptdrii araciliiyle bu hicreyi
uyarip asit salgisinin artigina nedén oldugu bildirilmektedir (38,43). Brown’ un
histamin hipotezine gére artmig histamin salinimiyla mide Glserlerinin olugumu
ya asit salinimini uyararak ya da mikrosirkiler fonksiyonlar degistirerek
olmaktadir (8). Stresin mast hiicre degrantlasyonuna ve histamin salinmina
neden oldugu, salinan bu histaminin H, reseptéri araciliftyle paryetal hlcreleri
uyarip asit salinimina ve bdylece mide lserlerine neden oldugu bildirilmektedir
(9,13,38). H. reseptér blokerleri kullanilarak yapilan caligmalarda mide
Glserlerinin énlendigi gosterilmistir (7,9,10,45). Histaminin mide asit salgisi ve
stres {lserleri ile olan iligkisi genellikle H, reseptér antagonistleri kullanilarak
yapilan caligsmalarla ispatlanmaya c¢aligiimistir (3,7,9,27). Buna Kkarsin
yaptigimiz kaynak taramalarinda, stres Ulseri gelismesi sirasinda mide
dokusundaki histamin dizeyi hakkinda bilgi veren yalnizca 2 calismaya
rastlanmistir . Calismalarin  birisin de midede stres ile histamin artiginin
g6zlenmedigi bildirilirken (7), Das ve arkadaslarinin yapti§: ¢alismada artis
oldugu bildirilmektedir (13).

Bizim caligmamizda sogukta-hareketsizlik stresinin, mide dokusu
histamin dGzeyinde anlaml bir degisiklige neden olmadidi ve stres 6ncesi VIP
uygulamasinin  histamin dnzeyinde ‘azalma yapmaksizin Ulseri engelledigi
gbzlenmigtir. Bouclier ve arkadaslanmn caligmalan da mide dlserlerinin
geligmesinde histamin artiginin §aﬁ olmadigini géstermektedir (7). Bu
r;ahgmada sogukta-hareketsizlik sirés,inin, mide dokusu histamin dGzeyinde
6nemli bir degisiklije neden olmadigi ve Cimetidine gibi H; reseptbr blokeri
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kullanildiginda ise , mide dokusu histamin dtzeyinde bir azalma olmaksizin
Glserlerin geriledigi g6zlenmigtir (7)'. Bizim galismamizin ilging yéna; histaminin
metilasyon Grind olan metilhistamin ddzeyinin Sl¢timesi ve stres grubunda
metilhistamin diizeylerinin anlamli sekiide artmig olup VIP uygulamasi ile bunun
azaldiginin goézlenmesidir. Bu nedenle ¢alismamiz, strese bagl gelisen
Ulserlerde metilhistaminin  olaya igtirakinin olabilecedini ileri stren ilk
caligmadir. Strese bagli olarak mide dokusunda histamin artigini kabul eden
laragtlrlcnarln, 6lcimde kullandiklari spektrofotometrik y6ntem, histamin ve
metilhistaminin kolayca ayirt edilemeyecegi bir yéntem olmasi nedeni ile
olasilikla sonugtaki artmis histamin (histamin+metilhistaminin) gdstergesi
olabilir (13).

Bu c¢alismadaki bir diger ©&nemli bulguda, lezyonlarin
olusumundan sonra VIP uygulamasinin bu lezyonlart &énlemis olmasidir.
Sonuglarimiz VIP’'in etkin bir gekilde sogukta-hareketsizlik stresine bagli
geligen Ulserleri tedavi edebilecegiriivgéstermektedir.

VIP’ in yukarida belirtilen ve c¢alismamizin bulgular olarak
sunulabilen mast hiicresi degrantlasyonunu inhibe eden, antioksidan ve
antiinflamatuar etkilerine ilaveten éyrica gastrin hormon salgisini inhibe edici,
mide fundus kasini gevgetici ve mide kan akimini artirict etkileride
bulunmaktadir (49). o

TUm bunlar dikkate alindiginda VIP’ in tek bir yol veya mekanizma
Gzerinden degil ¢cok yénlla bir etki mekanizmasi ile sogukta-hareketsizlik
stresine bagl Ulserlerin geligmesini engelleyebilecedi dustniimektedir. Bu
durumun VIP' e Ulser tedavisinde kullanilan diger maddelere kiyasla blyGk bir

Gstanltk getirdigi kanisindayiz.
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Bu calisma, 17-20 Eylal,1997 tarihleri arasinda Almanya-Freiburg’ da
dizenlenen “ 3rd International Syposium on VIP, PACAP, and Related Peptides”
kongresinde sézlU bildiri olarak sunulmustur. Calismanin 6zet formu “ Regulatory
Peptides (vol; 71, number; 2, 15 August:1997)" de yayinlanmigtir ve tam metin formu
ise “ Annals of New York Academy Of 'Sciences” ‘ da yayinlanmak Uzere kabul

edilmistir.
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