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OZET

HARPAGOPHYTUM PROCUMBENS EKSTRAKTI’NIN
DENEYSEL RAT KOLIT MODELINDE
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ulseratif kolit, kolonda nétrofil infiltrasyonu, epitel hiicre nekrozu ve
iilserasyon ile karakterize, etiyolojisi bilinmeyen kronik inflamatuar bir bagirsak
hastaligidir. Harpagophytum procumbens bitkisinin kokleri, Gliney Afrika'da uzun
yillardir romatizma ve agr1 tedavisinde tamamlayici tipta kullanilmaktadir. Caligmada,
ratlarda deneysel olarak olusturulan kolit modelinde Harpagophytum procumbens
ekstraktinin proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres, apoptozis ve antioksidan
parametreler tizerine olas1 koruyucu etkileri arastirildi.

Toplam 40 adet erkek Wistar albino rat rastgele bes esit gruba ayrildi. Kontrol
grubuna fizyolojik tuzlu su (FTS) 14 gun boyunca oral yolla 2 ml ve 14. gunin
sonunda intrarektal olarak 2 ml uygulandi. Harpagophytum procumbens (HP) grubu
icin; 14 giin boyunca HP 300 mg/kg dozunda 2 ml FTS'de oral olarak uygulandi. Kolit
grubuna FTS 14 gin oral yolla 2 ml ve 14. giin sonunda 2 ml % 3'lik asetik asit
intrarektal olarak uygulandi. Kolit+HP grubunda 14 giin streyle HP 300 mg/kg
dozunda 2 ml FTS iginde oral olarak uygulandi ve 14. giiniin sonunda % 3'luk asetik
asitten 2 ml intrarektal olarak uygulandi. Kolit+Silfasalazin (SS) grubuna 100 mg/kg
stilfasalazin 14 gun oral, 14. giin sonunda ise 2 ml %3'luk asetik asit intrarektal infuize
edildi. Her grubun son uygulamasindan 24 saat sonra 4-5 ml kan 6rnegi ve 5 cm distal
kolon alindi. Bu c¢aligmada kolon doku kesitleri histopatolojik ve
immunohistokimyasal (Bcl-2, Bax) olarak degerlendirildi. MDA, SOD, TAS, NO,
TNF-a, IL-6, seruloplazmin ve sialik asit serumda analiz edildi.

Kolit grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak MDA,
NO, IL-6, TNF-a ve sialik asit duzeylerinde anlamli bir artis, SOD, TAS ve
seruloplazmin dizeylerinde anlamli bir azalma oldugu goriildii. Kolit+HP grubunda
ise Kolit grubuna gore azalan SOD, TAS ve seruloplazmin degerlerinde istatiksel
olarak onemli bir artig, artan MDA, NO, IL-6, TNF-a ve sialik asit dlzeylerinde
istatiksel olarak ©6nemli bir azalma belirlendi. Kolon dokusunun histopatolojik

incelemesinde kolit grubunda; mukozal yapinin kaybi, enflamatuar hiicre



infiltrasyonu, kript apse olusumu, édem, konjesyon ve goblet hiicre deplesyonunda
artig, Kolit+HP grubunda ise HP’nin 1limli bir koruyucu etki gosterdigi belirlendi.
Immunohistokimyasal degerlendirme sonucunda Kolit grubunda Kontrol grubuna
gore apoptozisin arttig1 (Bcl-2 de diisiis, Bax da artis), Kolit+HP grubunda ise Kolit
grubuna gore apoptozisin azaldigi gozlemlendi.

Sonug olarak; ulseratif kolitte Harpagophytum procumbensin oksidatif stres,
proinflamatuar sitokinler, lipit peroksidasyonu, antioksidan ve apoptoz parametreler

Uzerine koruyucu etki gosterebilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, apoptozis, harpagophytum procumbens, proinflamatuar

sitokinler, kolit



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF
HARPAGOPHYTUM PROCUMBENS EXTRACT
EXPERIMENTAL RAT COLITIS MODEL

Ulcerative colitis is a chronic inflammatory bowel disease of unknown
etiology, characterized by neutrophil infiltration, epithelial cell necrosis and ulceration
in the colon. The roots of the Harpagophytum procumbens plant have been used in
complementary medicine for the treatment of rheumatism and pain in South Africa for
many years. In the study, the possible protective effects of Harpagophytum
procumbens extract on pro-inflammatory cytokines, oxidative stress, apoptosis and
antioxidant parameters were investigated in an experimental colitis model in rats.

A total of 40 male Wistar albino rats were randomly divided into five equal
groups. To the control group, 2 ml of physiological saline (FTS) was administered
orally for 14 days, and 2 ml of was administered intrarectally at the end of the 14th
day. For Harpagophytum procumbens (HP) group; HP was administered orally in 2 ml
FTS at a dose of 300 mg/kg for 14 days. To the colitis group, 2 ml of FTS was
administered orally for 14 days, and at the end of the 14th day, 2 ml of 3% acetic acid
was administered intrarectally. In the colitis+HP group, HP was administered orally at
a dose of 300 mg/kg in 2 ml FTS for 14 days, and at the end of the 14th day, 2 ml of
3% acetic acid was administered intrarectally. In the Colitis+Sulfasalazine (SS) group,
100 mg/kg sulfasalazine was infused orally for 14 days, and at the end of the 14th day,
2 ml of 3% acetic acid was infused intrarectally. 24 hours after the last administration
of each group, 4-5 ml blood sample and 5 cm distal colon were taken. In this study,
colon tissue sections were evaluated histopathologically and immunohistochemically
(Bcl-2, Bax). MDA, SOD, TAS, NO, TNF-a, IL-6, ceruloplasmin and sialic acid were
analyzed in serum.

When the colitis group was compared with the control group, there was a
statistically significant increase in MDA, NO, IL-6, TNF-a and sialic acid levels, and
a significant decrease in SOD, TAS and ceruloplasmin levels. In the Colitis+HP group,
a statistically significant increase in the decreasing SOD, TAS and ceruloplasmin
values, and a statistically significant decrease in the increased MDA, NO, IL-6, TNF-

a and sialic acid levels were determined compared to the Colitis group. In the

Vi



histopathological examination of colon tissue in the colitis group; 1t was determined
that loss of mucosal structure, inflammatory cell infiltration, crypt abscess formation,
edema, congestion and goblet cell depletion increased, and in the Colitis + HP group,
HP showed a moderate protective effect. As a result of immunohistochemical
evaluation, it was observed that apoptosis increased in the Colitis group compared to
the Control group (decrease in Bcl-2, increase in Bax), and decreased in the Colitis +
HP group compared to the Colitis group.

In conclusion; It was concluded that Harpagophytum procumbens may have a
protective effect on oxidative stress, proinflammatory cytokines, lipid peroxidation,
antioxidant and apoptosis parameters in ulcerative colitis.

Keywords: Antioxidant, apoptosis, harpagophytum procumbens, proinflammatory cytokines,
colitis
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1. GIRIS

Inflamatuar bagirsak hastaliklari, kalin bagirsagin tekrarlayan ishal, diskida
kan, abdominal agr1 ve kilo kaybi gibi klinik semptomlarla seyreden etiyolojisi tam
olarak bilinmeyen karmasik ve ¢ok faktorlii hastaliklar olarak bilinmektedir (Safarpour
ve ark., 2013).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin (IBH) altinda yatan nedenler tam olarak
bilinmemekle birlikte, oksidatif stresin nedenlerden biri olabilecegi belirtilmistir.
Kolon mukozasindan normalin stlinde iiretimi yapilan hidrojen peroksitin, bazal
membran ve hiicreler arasinda devam eden sinyallere verdigi hasara bagli olarak
submukozal bolgeye bakteriyel antijen gegisine sebep oldugu ifade edilmistir.
Antijenlere kars1t meydana gelen immiin yanitin kronik bagirsak hastaligina neden

olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Pravda, 2005).

Bunlarin diginda toksinler, anormal bagisiklik sistemi, otoimmiinite, radyasyon
ve iskemi gibi sayilan birgok faktér bagirsaklarda yangiy1 olusturmaktadir. Kronik
yangisal bagirsak hastaligi grubunun, belirtilen etkilerin herhangi birisiyle baglantisi
olmayan ve nedeni tam olarak aciklanamayan bir enfeksiyon oldugu belirtilmistir (Xia ve
ark., 1998).

Son otuz yilda, Asya iilkeleri basta olmak iizere IBH ve buna baglh Ulseratif
kolit (UK) prevalans1 énemli lgiide artmistir. UK kolon duvarinin yangilandigi ve
ulserli alanlarla karakterize, hemoraji ve diyare ile seyreden, gastrointestinal sistemin
kronik idiyopatik bir inflamatuar hastaligidir. UK’in ilk defa bir hastalik olarak tespiti
1859 yilinda Dr. Samuel Wilks tarafindan yapilmis olup; tedavi yontemi olarak da
kendi uyguladigi metodlar1 degerlendirmistir. Wilks ve Moxon 1875 yilinda yaptiklar

arastirmalarinda hastaligin kolon ve rektumda goriildiigiinii gézlemlemislerdir. Kolon



epitelinde dlserlerle birlikte kanama ile seyreden bagirsak enfeksiyonunu “Basit
ulseratif kolit” olarak tanimlamislardir (Wilks ve Moxon, 1875).

Ozellikle son yillarda prevalansin artmasiyla IBH tedavisi i¢in immiin
baskilayicilar, anti-timor nekrozis faktorleri, monoklonal antikor gibi birgok yeni tibbi
tedavi yontemi uygulanmis ve bu durumun, komplikasyonlar1 azaltmaya katkida

bulundugu belirtilmistir (Masaki ve ark., 2018).

Harpagophytum procumbens (HP) gelencksel tipta, artrit ve romatizmal
hastaliklarda antienflamatuvar nitelikleri nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir
(Serrano ve Nieto, 2018). Glnlmiizde HP’nin en sik kullanim alani osteoartrittir
(Sanders ve Grundmann, 2015). Genel olarak; analjezikler, merkezi sinir sistemi ya da
periferik agr1 mekanizmalari tizerine tesir gostererek agriy1 hafifletmektedirler. Agri
tedavisinde kullanilan ilaglarin giivenligi ve etkinligi sinirli diizeydedir. Non-steroidal
antienflamatuvar ilaglarin (NSAII) giinimiizde cok tercih edilmesi gastrointestinal
sistem basta olmak iizere viicudun bircok yerinde yan etkilere yol agabilmektedir.
Belirtilen yan etkilerin gériilmesi nedeniyle giinimizde tamamlayici tip olduk¢a 6nem
kazanmustir. HP, glinumuzde antienflamatuvar ve analjezik etkileri basta olmak tizere,
yan etkilerinin azligindan dolay1 yaygin kullanim alani bulmaya baslamigtir (Lim ve

ark., 2014).

Arastirmamizda ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz kolit modelinde HP
ekstraktinin oksidatif stres, apoptozis, sitokinler ve antioksidanlar tizerine etkisinin
belirlenmesi amaglandi. Calismamizda Oncelikle; ratlarda deneysel olarak asetik asit
ile kolit olustururarak HP’in oksidatif stres, apoptozis ve antioksidan degerleri
belirlendi. Parafinlenmis kolon Kkesitlerinde histopatolojik ¢aligma yapilarak,
immunohistokimyasal olarak Bax ve Bcl-2 analizleriyle apoptotik hiicreler tespit
edildi. Bunun disinda serumda MDA, TAS, SOD, NO, TNF-a, IL-6, seruloplazmin ve
sialik asit analizleri yapilarak oksidatif stres, sitokinler ve antioksidan durum

degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ulseratif Kolit Hastalig

2.1.1. Tanim

UK intestinal sistemde; kolon mukozas1 ve yiizeysel submukozada goriilen diffiiz
inflamasyonla tanimlanan, immiin sistemin verdigi cevap sonucu olusan, tekrarlayict,
odematoz, ilseratif, kronik bir hastaliktir. Hastaligin etiyolojisi heniliz tam olarak
bilinmemekle birlikte, kolonda nétrofil infiltrasyonuyla beraber epitel hiicre nekrozu
ve iilserasyonla karakterize kronik yangisal bir bagirsak hastaligidir. UK in etiyolojisi
cok az anlagilmasina ragmen yapilan son calismalarda, hastaligin olusumunda reaktif
oksijen mediyatorleri, sitokinler, arasidonik asit metabolitleri gibi proinflamatuar
mediyatorlerin agir1 tretimi ile noétrofil infiltrasyonu gibi faktorlerin rol oynadigi

bildirilmistir (Bitiren ve ark., 2010).

2.1.2. Hastahgin Lokalizasyonu ve Klinik Belirtileri

UK hastaliginda hedef organ genellikle kolon olmakla birlikte enfeksiyon
ileum bolgesinde de gorilebilmektedir. Bunun yaninda UK ’de inflamasyon rektumda
baslamakla birlikte proksimale yani kolona dogru uzanarak kalin bagirsagin biitiiniine
yayilabilmektedir. Dahas1 bazi durumlarda inflamasyon mukozadan daha derine kas
tabakasina da yayilabilmektedir. Bu durumda kolon mukozas1 6zelligini kaybederek

genislemektedir (Yamada ve ark., 2011).

UK de lezyonlar bagirsaklarda goriildiigii bolgeye gore isimlendirilmektedir.
Ornegin; hastalik rektumda gorulilyorsa tlseratif proktit ya da hemorajik proktit,

enfeksiyon inen kolonda rastlanirsa distal kolit, enfeksiyon tiim kolonu kapsamigsa
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pankolit olarak isimlendirilmistir. Enfeksiyonda semptomlar aniden ortaya
cikabilecegi gibi kademeli bir sekilde de sonradan da meydana gelebilmektedir.
Hastalikta g6zlemlenen ilk semptomlar olarak; diskida yumusama, karin sancilari ve
ishal gbzlemlenirken daha siddetli belirtiler arasinda kilo kaybi, yorgunluk, istah
kayb1, diskida mukus artis1, yogun rektal kanama, ates ve kansizlik gorulebilmektedir
(Head ve Jurenka, 2003).

Hastaliga yakalanan canlilarin yarisinda UK ’in, oral Glser, oligo-artikiiler veya
poli-artikiler deforme olmayan periferik artrit, sakroillit, spondilit, hepatit, eritem ve
skleroz gibi ¢esitli bagirsak disi belirtilerle iliskili oldugu gosterilmistir. Tim bunlara
bakilarak UK’in sadece sindirim sistemi ile ilgili olmayip, bagirsak disinda da
semptomlarla seyreden kompleks bir hastalik oldugundan bahsedilebilir (Patil ve ark.,
2012). Kronik UK’li hastalarda, kolorektal kanser gelisme riskinin yaklasik olarak 10
kat daha yiiksek oldugu yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir (Mehrabani ve Almasi,
2012).

2.1.3. Dinya ve Ulkemizdeki Durumu

Enfeksiyonun dunyada prevalanst ve insidansin etnik yapi, cografik,
sosyoekonomik durum, yas ve cinsiyete gore farklilik gosterdigi yapilan ¢aligmalar

sonucu belirtilmistir (Seyedian ve ark., 2019).

UK’in bati toplumlarinda, 6zellikle kentsel alanlarda kirsal alanlardan daha
yaygin olmakla birlikte, yillik insidans oraninin Hindistan ve Gilineydogu Asya gibi

tropikal iilkelerde her gegen giin yiikseldigi belirtilmektedir (Ray, 2016).

Hastaligin prevalansi Batidan Doguya, Kuzeyden Guneye dogru azalma
egilimindedir. Batida prevalansin yiiksek olmasinin burda yasayan toplumun, batili
yasam tarzina (sanayi, beslenme,) ayak uyduran yapida olmalarindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Arastirmacilar kuzey enlemlerde yasayanlarda daha sik goriilmesinin,
giines 151¢mna maruziyete, infeksiydz ajanlarla karsilasmaya ve fiziksel aktivite

degisikligi ile ilgisi olabilecegini ifade etmislerdir (Karlinger ve ark., 2000).



UK insidans1 bat1 iilkelerinde 2-10/100000 kiside iken; prevalansi 35-
100/100000 kisi olarak bildirilmistir. Gliney Amerika disinda Asya ve Japonya gibi
Uzak Dogu Ulkelerinde UK’in goriilme siklig1 ise diisiik oranlardadir. IBH’nin

prevelans ve insidanslarinin kitalara gore dagilimi Tablo 2.1.’de gosterilmistir

(Molodecky ve ark., 2012).

Tablo 2.1. iBH’nin prevelans ve insidanslarmn kitalara gére dagilimi (Molodecky
ve ark., 2012).

Crohn Hastahg UK
insidans (%) Prevelans (%) insidans (%) Prevelans (%)
Avrupa 0.3-12.7 0.6-322.0 0.6-24.3 4.9-505.0
Asya 0.04-5.0 0.88-67.9 0.1-6.3 4.9-168.3
Kuzey  0.00-20.2 16.7-318.5 0.00-19.2 24.6-37.5
Amerika

Ulkemizde 2001-2003 yillarinda 12 merkezde 661 UK’li hastanin incelendigi
“Clinical characteristics of inflammatory bowel disease in Turkey: a multicenter
epidemiologic survey” calismanin sonucuna gore Tiirkiye’de UK insidansinin her

100.000 kiside 4.4 oldugu saptanmistir. (T6zlin ve ark., 2009).



2.2. Ulseratif Kolitin Etyopatogenezi

UK’in sebebi tam olarak bilinmeyen, en etkili tedavi segenekleri halen
arastirllan, yangiyla seyreden kronik seyirli bagirsak hastahigidir. UK’nin
etiyolojisinde genel olarak; genetik, immdanolojik, infeksiyoz ve cevresel faktorler

tizerinde duruldugu yapilan ¢aligmalarda gézlemlenmistir (Rutgeerts, 1998).

UK’in etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, su anda 18kotrienler ve
prostaglandinler gibi arasidonik asit metabolitlerinin yani sira reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) hastaligin olugsmasinda ve gelisiminde rol aldig: bilinmektedir (Sedghi ve ark.,
1993). ROS ve ardindan lipid peroksidasyonun, hiicresel antioksidan kapasiteyi
azaltarak kronik inflamasyona neden oldugu belirtilmistir. Asir1 inflamasyon ve
oksidatif stres, UK hastalig1 patogenezinde ¢ok énemli rollere sahiptir. UK te yangili
alanda yer degistiren graniilositlerden inflamatuar mediatorlerin salgilandig

bilinmektedir (Cetinkaya ve ark., 2006).

UK’in patogenezinde diger bir faktdriinde bagirsak bakterilerine karst
meydana gelen, yetersiz ve durmaksizin devam eden immiin cevabin etkin rol oynadigi
ifade edilmistir. Bagirsak muhteviyatina karsi artmis T hiicre cevabi ile kolon
mukozasma agsir1 notrofil infiltrasyonunun meydana geldigi goézlemlenmistir. Bu
durum neticesinde kronik yangi olusmaktadir. Insan ve hayvanlarda mukozal
enflamasyonda, interlokin 1-beta (IL-1R), interlokin-6 (IL-6), timdr nekrozis faktor
(TNF-a), interlokin-12 (IL-12) ve interferon (IFN) gibi faktorler dikkat cekmektedir.
(Xavier ve Podolsky, 2007).

UK’i tetikleyici sebep ne olursa olsun, her tiirlii saldirtya 6ncelikle miidahale
edip yangi bolgesine ilk giden hiicreler nétrofillerdir ve inflamasyon siirecinde
merkezi roldedirler. ilk immiin yamt olarak notrofillerin, dolasimda vaskiiler
endotelyumdaki bosluklardan gecip dokular arasi bosluklara sizdigr goriiliir
(Jungbauer ve Medjakovic, 2012). Nétrofiller sizdiklar1 bu bdlgede antimikrobiyal
peptitleri ve fazlaca doku hasarina neden olabilecek reaktif oksijen ara drlnlerini

salgilarlar. Notrofiller ayrica kemokinler ve proinflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-18,
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IL-6 ve IL-8 iiretimi yoluyla makrofajlar1 aktive eder. UK te kolon dokusunda gelisen
hasarin, asir1 nétrofil gdgii sonucu gelistigi diisiiniilmektedir. UK’de yanginin

meydana gelis asamalar1 Sekil 2.1.de gosterilmistir (Hanauer, 2006).

Virus bakteri girisi
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Sekil 2.1. UK ’te yangmin meydana gelis asamalar1 (Hanauer, 2006).

NSAIl, UK gelisme riskini artirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Low ve
ark., 2013; Ungaro ve ark., 2017). NSAIl’nin UK’de nonspesifik olarak yangiy1 baslatttig1,
mukozal bariyere zarar vererek bagisiklik sistemi hiicrelerini aktiflestirdigi

bildirilmistir. NSAIl, prostaglandinlerin tiretiminde gérevli siklooksijenaz (COX) enzimini



inhibe ederek mevcut yangiy1 kétiilestirdigi ve yeni inflamasyon gelisimini tetikleyici bir

etkisi oldugu diisiiniilmiistiir (Boyko ve ark., 1988).

UK enfeksiyonunda diger etken olarak bakteriler ve antijenlerin nétrofillere
yogun niifuzu sonrasinda uzun sureli T hiicre baglantili yanginin olustugu ifade
edilmistir. Ornek olarak 14 giin siireyle NSAII’dan piroksikama maruz kalan farelerde

kronik kolitin gelistigi bildirilmistir (Berg ve ark., 2002).

UK’de inflamasyonun patogenezinde, genetik, cevresel faktérler, immiinolojik
mekanizmalar ile humoral ve hiicresel faktorlerin de 6nemli rolii vardir (Sekil 2.2)
(Baykal, 2005). Bagisiklik hiicrelerinin etkinligi sonucu, yogun sayida sitokin ve
inflamatuvar mediator aktivasyonuna bagli olarak, mukozal hasar meydana
gelmektedir. Belirtilen tiim mekanizmalara bagli olarak daha fazla inflamasyon

meydana gelir (Chen ve ark., 2022).

Cevresel
faktorler -
Ulseratif
kolit
: | Crohn \
. T Hast,
Tmmiin \ ) TN, NET
cevap L1, IL-12
l inflamasyon

Sekil 2.2. Ulseratif kolit etiyolojisinde etkili olan faktorler (Baykal, 2005).



Hastaligin baglangicinda sinyal molekiillerinin ve yolaklarinin sorumlu oldugu
ifade edilmektedir. Sitokinler, kemokinler, adezyon molekdlleri gibi inflamatuar
mediatorlerin regiilasyonundaki artisin kolit olusumunda rol oynadigi belirtilmistir

(Arai ve ark., 1998).

Klinik ve deneysel caligmalar, kolonik inflamasyon sirasinda prostaglandin E2,
tromboksan A2, prostasiklin ve 6zellikle LTB4 seviyelerinin yiiksek oranda arttigini
dogrulamistir (Niu ve ark., 2015). Diger faktorler arasinda ise; oksidatif stres, degisen
kolonik ortam, glikozaminoglikan (GAG) anormal mukozal igerigi, azalmis kisa
zincirli yag asitlerinin oksidasyonu, bagirsak gecirgenliginin artmasi, stilfiir tiretiminin
artmasi ve metilasyonun azalmasininda etkili oldugu bilinmektedir (Molodecky ve

Kaplan, 2010).

UK’e neden olan faktdrlere bagli olarak immun yanit aktive olmaktadir.
Bunlara bagli olarak makrofajlardan ortaya ¢ikan sitokinlerle beraber TNF-a ve 1L-2
T hicrelerini sitotoksik olarak etkilemektedir. immun yanit neticesinde T ve B hiicreleri
uyarilarak sitotoksik aktiviteyle birlikte antikor iiretimini artirarak, antikor kaynakl
toksisite oranlarin1 yiikseltmektedir. Sonuc¢ olarak, lenfositler, arasidonik asit
mekanizmasindaki Urtinler ve serbest oksijen radikallerine bagli olarak hasar meydana
gelmektedir. Olusan hasardan asil sorumlu olarak T lenfositler ve makrofajlarin
oldugu belirtilmistir. Immun cevap sonucu; lenfosit ve nétrofil sayisinin artisi,

sitokinlerin saliniminin gogalmasi meydana gelmektedir (Sartor, 2006).

Sitokinler yangiyla ilgili bitiin mekanizmalarda ve immiin cevap
aktivasyonunda etkin faktorlerdir. Standart kolon homeostazisi i¢in kolonik mukozada
antiinflamatuvar ve proinflamatuvar sitokinlerin ayni1 seviyede bulunmasi
gerekmektedir. UK’te olusan immiin hiperaktivasyonla birlikte; bu seviyelerde
bozulmalar olusmaktadir. TUm bunlar sonucunda interlokin-1 (I1L-1), IL-2, IL-6, IL-8,
TNF-a gibi proinflamatuvar sitokin degerlerinde yilikselme gozlemlenirken, IL-4 ve
IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokin degerlerinde azalma meydana geldigi ifade

edilmistir (Papadakis ve Targan, 2001).

Insanlarda erken yaslarda apandisitin alimmasimin, UK ten korunmada etkili bir

faktor olabilecegi belirtilmistir (Low ve ark., 2013; Ungaro ve ark., 2017).



2.3. Tedavide Kullamlan ilaclar

UK’in patogenezini anlamaya yonelik ¢alismalar siirmekle birlikte, hastaligin
nedenlerini anlamak gelecekteki saglik gelisimi i¢in oldukga degerlidir. Bunun disinda
bu ¢alismalarin ilag gelistirme yontemleri igin yeni ufuklar agacagi diistiniilmektedir.
UK, tim diinyada olduk¢a sik goriilmekle birlikte, kolon kanser oranlarini
yukseltmesiyle iligkili olarak erken teshis ve tedavisinin 6nem tasidigi belirtilmistir.
Giincel olarak kolitli hastalarin iyilestirilmesinde yararlanilan ilaglarin antiinflamatuar

ilaclar ve immunsupresif ajanlar oldugu ifade edilmistir (Lewis ve ark., 2004).

Hastalikta medikal tedavi olarak hedeflenen asil noktanin; hastaligin
belirtilerini kisa siirede hafifletmek, NSAIi’nin tedavideki siirecini kisaltmak, hastalari

tyilestirmede yararlanilan ajanlarin yan etkilerini 6nlemek oldugu ifade edilmistir

(Sachar, 1995).

UK dahil, yangisal bagirsak hastaliklarin tedavi segenekleri, siilfasalazin, 5-
aminosalisilik asit, kortikosteroidler, immunomodulatdr ilaclar, azatioprin,
metotreksat, kalsindrin inhibitorleri (siklosporin ve takrolimus) ve anti-TNF-a
(infliksimab) gibi ilaglarin kullanimina dayanmaktadir. Tedavi segiminin klinik
amaca, hastaligin seyrine, mevcut veya oOnceki ilaca verilen yanita ve hastaligin
komplikasyonlarina gore degistigi bildirilmektedir. Ayrica standart tedavi protokoliine
cevap almmamayan durumlarda heparin, nikotin, kisa zincirli yag asitleri,

antibiyotiklerin de uygulandig bildirilmistir (Bergamaschi ve ark., 2010).

UK tedavisinde yillardir ana ilag olarak kullamilan siilfasalazinin aktif par¢asinin
5-aminosalisilik asit (5-ASA) oldugu anlasildiktan sonra, yeni ilaglar potansiyel yan etkili
stilfapiridin kismimi igermeyecek sekilde gelistirilmistir (Collins ve Rhodes, 2006).
Silfasalazin 1940’lardan beri UK’in tedavisinde kullamldigi bilinmektedir. Fakat
stilfasalazinin hastalarin ¢ogunda intolerans ve hipersensitivite gibi yan etkilere yol
acmasindan dolay1 kullanimininda kisitlamaya gidildigi belirtilmistir (Rachmilewitz
ve ark., 1989).
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UK’in arastirilmasina yonelik son yillarda yapilan ¢aligmalarda, bu hastalik
dahil bltin inflamatuar bagirsak enfeksiyonlardaki yangiya, eikosanoidler olarak
bilinen bir dizi bilesigin neden oldugu ifade edilmistir. Oncelikle, eikosanoidlerin
biyosentezinde merkezi bir ara iiriin arasidonik asit tretimidir. Arasidonik asit,
fosfolipaz A2'nin etkisiyle hiicre zarindan salinir. Bu enzim yangili bir olay sirasinda
daha fazla iiretilmektedir. Uretildikten sonra, prostaglandinler veya Idkotrienler adi
verilen bir veya daha fazla benzer bilesik grubuna donistiiriiliir. Prostaglandinlere
COXlar aracilik eder (genellikle COX-1 veya COX-2 olarak adlandirilir). Arasidonik
asit salinimi, kortikosteroid ilaglarin kullanimi ile engellenebilir. En sik kullanilan
ilaglar, arasidonik asit olustuktan sonra prostaglandinlerin iiretimini bloke eder ve
COX enzimlerini inhibe eden ilaglar1 icerir. Aspirin, asetaminofen, ibuprofen veya
regeteli NSAIL, COX-1 ve/veya COX-2 enzimlerinin blokajimnin, homeostazda yer alan
bazi arzu edilen prostaglandinleri inhibe ederek olumsuz uzun vadeli etkilere sahip
olabilecegi belirtilmistir. Kortikosteroidlerin istenmeyen sistemik etkileri nedeniyle
NSAII "ler kortikosteroidlere tercih edilir (Furst ve Hillson, 2001). Bununla birlikte
uzun sireler boyunca (6zellikle yaslilarda) NSAIl kullannmma bagli olarak
gastrointestinal sistem lezyonlari, bobrek ve karaciger gibi organlardaki olumsuz
etkilerin disinda, enfeksiyon riski, lenfoma, deri kanseri gibi komplikasyonlarin
gelistigi bildirilmistir (Lim ve ark., 2014). Bunun disinda UK, ilag fiyatlari dahil, biitiin
harcamalarin masrafl seyrettigi kronik bir bagirsak enfeksiyonudur. Tiim bu sonuglara
bagl olarak giincel, zararli etkilerinin diisiik oldugu, maliyeti az ve etkin ilaglarin

arastirildigi bilinmektedir (Schwartz ve ark., 1982; Molodecky ve Kaplan, 2010).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin kaynaklar1 gdstermektedir Ki; sosyoekonomik
olarak gelismis Ulkelerde yasayan toplumun bilyiikk ¢ogunlugunda tedavi segenekleri
olarak geleneksel ilaclar tercih edilmektedir (Gautam ve ark., 2013). Sonug olarak, HP
ve ekstraktlarinin veya bunlara benzer ¢ogunlukla hafif yan etkileri olan iiriinlere,
alternatif tedavi olarak giderek artan sekilde bir talep oldugu belirtilmistir (Furst ve
Hillson, 2001).

UK tedavisinde birgok tedavi tiirii dnerilmis ve klinik olarak kanitlanmis
olmasima ragmen, bir¢ok hasta ya mevcut seceneklere yanit vermediginden veya
onemli yan etkiler gosterdiginden, ek terapdtik yaklagimlara ihtiyag duyulmustur

(Schreck ve ark., 1992; Cuzzocrea ve ark., 2002).
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Geleneksel olarak halk hekimligi, UK dahil olmak iizere yangisal bagirsak
hastaliklar1 semptomlarini kontrol etmek i¢in birgok iilkede kullanilmaktadir. Birkag
deneysel klinik ¢alisma, aloe vera, sakiz recinesi (boswellia serrata), meyan koki
(Glycyrrhiza glabra), cemen, curcumin, psyllium ve yesil ¢ay (camellia sinensis) dahil
olmak (izere birgok dogal iiriiniin UK’in rahatlatma etkisinin oldugunu belirtmistir
(Cabre ve ark., 2012; Sanchez ve ark., 2015).

Bitkisel ilaglarin UK gibi kronik inflamatuar rahatsizliklar i¢in daha az yan etki
ile etkili oldugu kanitlanmis, ancak molekiiler mekanizmalari iizerindeki gizem hala
¢ozlilmemistir ve daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (EI-Meligy ve
ark., 2013). Tedavide kullanilan bitkisel ilaglarin lipid peroksidasyonu azalttig,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan savunma
bilesenlerinin seviyelerini arttirdigi belirtilmistir (Doddola ve ark., 2008). Ayrica
belirtilen bu ilaglarin COX2 ve iNOS (nitrik oksit sentetaz) enzimlerinin seviyesini

distirdiigi bildirilmektedir (Abdallah ve Ismael, 2011).

2.4. Oksidatif Stresin Ulseratif Kolit Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Canlilar hayatlar1 boyunca diisiikk ya da fazla miktarda etkin serbest oksijen
radikallerini ortaya ¢ikarabilirler. Diisiik sayidaki serbest radikaller immun sistem
hlcreleri icin (notrofil ve makrofajlar) énemlidir. Fakat, serbest birakilmalarina bagli
olarak huicreler asir1 serbest radikal Uretilmektedir. Bunun sonucunda hiicrelerin savunma

bariyerlerinin zayifladig1 belirtilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Oksidadatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki baglantinin oksidanlar
lehine bozulmasi sonucunda, lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iirinlerinin agiga
¢ikmasina baglh olarak organizmada hicresel hasar meydana gelmesidir. Oksidatif
strese kars1 viicudun bariyer sistemlerinin (antioksidan fonksiyonlar) yetersiz gorev
yapmasi durumunda, dokularda oksidatif hasar geliserek vicut fonksiyonlart blyik
oranda aksamaktadir (Sekil 2.3.) (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Oksidatif stres birgok
enfeksiyonun patogenezinde 6nemli rol oynadigindan hastaligin siddetlenmesine neden

olmaktadir. Oksidatif stres siirecinin ayn1 zamanda, kardiyovaskuler hastaliklar,
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kanser, sepsis, dejeneratif norolojik bozukluklar, bobrek enfeksiyonlari, infertilite, kas
ve karaciger gibi birden cok organda fonksiyon bozukluguna neden oldugu

belirtilmistir (Ercan ve Fidanci, 2012).

Sekil 2.3. Reaktif oksijen turlerinin (ROS) hiicrelere verdigi zarar (Halliwell ve
Gutteridge, 2015).

ROS, guclu olarak aktif kimyasal yapilar1 hedef almaktadir. Bunun disinda
protein, lipit ve nikleik asit gibi makromolekilleri de hedeflemektedir. Bahsedilen
yapilardaki protein mekanizmasindaki bozuklugun, lipit peroksidasyon ve DNA’nin
yapisinda bozulmalara sebebiyet verdigi belirtilmistir (Sekil 2.3.). Bu ifadeye bagh
olarak, ROS’un asir1 Uretimi hiicre ve doku hasari ile enflamasyona sebep olmaktadir.
Canli organizmadaki ROS; superoksit anyonu, hidroksil radikali (HO), nitrik oksit
(NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi
serbest radikaller oksidatif stresin meydana gelmesindeki 6nemli nedenlerdendir
(Wang ve ark., 2016).

Bu serbest radikaller (NO, HO vs.) DNA, proteinler, karbonhidratlar, lipitler
ve hiicre zarina olumsuz etkileri olan reaktiflerdir. Belirtilen reaktifler, canlidaki
sitoplazmik, mitokondriyel ve ekstraselliiler gesitleri bulunan glutatyon S-tranferaz
(GST), GPx, glutatyon redlktaz (GR), SOD, katalaz (CAT) seruloplazmin, transferrin,
indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve alfa-tokoferol (vitamin E)

gibi antioksidan enzim degerlerini etkilemektedir. (Valko ve ark., 2007).
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Radikal molekdller viicutta az veya belirli bir seviyede ve antioksidan savunma
giiciide dinamik bir denge i¢inde kaldig1 slirece bu durumun organizma igin yararina
oldugu belirtilmistir. Ornegin; 16kositlerle mikroorganizmalarin &ldiiriilmesinin ana
mekanizmasi serbest radikal olusumudur. Serbest radikaller, apoptozisin tetikleyicisi,
habercisi ve etkin faktorii olarak gorev yaparlar. Bu mekanizmadan dolay1 serbest
radikallerin, asir1 hiicre artigin1 6nleyerek homeostaziste rol oynadigi ifade edilmistir

(Rajendran ve ark., 2014).

Antioksidan savunmanin ¢dkmesi sonucuda apoptozis tetiklenmektedir.
Yapilan calismalarda bir¢ok hastaligin patogenezinde, hastaligin serbest oksijen
radikalleri ile iliskili oldugu gorilmustiir. Yeni dogan bebeklerde, dogumun ilk
giinlerinde oksijen radikallerine karsi anti-oksidatif kapasitenin yeterli olmamasi
sonucunda dogumdan hemen sonra meydana gelen oksijen tedarigindeki ani artigin,
ROS agin1 iiretimine ve antioksidanlarin asagi regiilasyonuna yol actig1 da yapilan
calismalarda gosterilmistir (Perrone ve ark., 2010). Oksidatif hasara kars1 vicutta
gelisen savunma sistemleri ve antioksidan mekanizma Sekil 2.4. gosterilmistir (Ames
ve ark., 1993).

Canlilarin  hayatlarin1  idame ettirebilmeleri amaciyla prooksidan ve
antioksidan mekanizmalarla baglantili olarak daimi bir denge s6z konusudur. Denge
sisteminde prooksidanlarin artmasinin oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir.
Genellikle inflamasyonlu hucrelerdeki etkinligi ve infiltrasyona yol agilan kolon
mukozasi igindeki yangisal bozukluklarda reaktif oksijen ve azot grubu degerlerinde
yiikselisler gozlemlenmistir. Kolon mukozasinda asir1 Uretilen hidrojen peroksitin
bazal membran ve hiicreler arasi sistemlere verdigi hasara bagli olarak submukozal
tarafa bakteriyel antijenlerin gecisine sebebiyet verdigi belirtilmistir. Burda olusan
antijenlere kars1 verilen immun cevabin UK’e neden oldugu ifade edilmistir (Ozgiin
ve ark., 2013).
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Koruyucu mekanizmalar
|(Metal gelatasyonu ile olugan
ROS Oretiminin dnlenmesi) Fiziksel savunmalar
Tamir Mekanizmalan (Biyolojik alaniarin
(DNA-tamir enzimleri) T stabilizasyonu, sterik interferans)
- Oksidatif Strese Karsl
Savunma Mekanizmalari
Antioksidan savunma
v l
\
Antioksidan Enzimler
(soom edenler , Duguk Molekul m)l Antioksidanlar Indirekt etki eden DMAA]
Destekleyici enzimier
(Ksantin oksidaz, G6PD)
Atk Urtinler Hucrede sentezlenenler Diyet kaynakh
Orik asit Histidin di-peptitier. Tokoleroller, karotenier,
Kamazin, homokamozin askorbik ast
Glutatyon

Sekil 2.4. Oksidatif hasara kars1 savunma sistemleri
ve antioksidan mekanizma (Ames ve ark., 1993).
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2.5. Oksidatif Stres Degerlerini Belirleme Metodlari

Oksidatif stres degerinin belirlemesinde, lipit peroksidasyon sonrasi olusan
MDA, oksidatif DNA hasarmin belirlenmesinde 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) ile SOD, katalaz, GPx, GR, GST gibi antioksidan enzimler ve vitamin E,
glutatyon, askorbik asit gibi antioksidanlarin degerlerinden yararlanilir (Tablo 2.2.) (Kasai
ve ark., 1986; Xu ve ark., 2004).

2.5.1. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun en onemli gostergelerinden biri G¢ karbonlu bir
dialdehid olan MDA’nin; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar Ozelliklerinin degismesine yol actigi

belirtilmistir (Cighetti ve ark., 2002).

MDA, lipit peroksidasyon sonucu olusan, serbest radikallere (oksijen ve
hidrojen serbest radikalleri) gére daha sabit olup ve biyik oranda reaktif elektrofilik
molekiil olarak hareket etme yetenegine sahiptirler. MDA, molekiil degeri kiigiik bir
aldehittir. MDA, vicuttaki oksidatif stresin degerinin belirlenmesinde, olduk¢a sik
telafliz edilen degerlerden biridir. Seviyesini 6lgmede en ¢ok kullanilan metod
tiyobarbitlrik asit araciligla degerlendirilen analizdir. MDA degerleri lipit
peroksidasyonun siddetiyle orantili olarak artmaktadir (Grotto ve ark., 2009; Yadav ve
Ramana, 2013).

2.5.2. Stperoksit Dismutaz (SOD)

Serbest radikallere karsi vucuttaki oncelikli bariyer sistemi SOD enzimiyle
olugsmaktadir. SOD, endojen olarak iiretilen ve organizmayi olusturan her hiicre i¢in

esansiyel bir enzimdir. SOD’un peroksinitrit olusumunu 6nleyici ve hiicrede hasara

16



sebebiyet veren siiperoksit radikalini, daha az zararl1 hidrojen peroksite doniistiirdigii

bilinmektedir. Buna bagli olarak molekiiler oksijene donistiiriicii fonksiyonu

sebebiyle canli dokusunu oksidanlarin olumsuz etkilerinden korudugu bildirilmistir

(Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Tablo 2.2. Oksidatif stresin degerlendirme metotlar1 (Kasai ve ark., 1986; Xu ve

ark., 2004).

Radikallerin degerlendirilmesi

Elektron paramagnetik rezonans
spektrometresi (EPR)

Oksidatif hasar biyobelirteclerinin
olgtilmesi

Lipit peroksidasyon Grlnlerinin
degerlendirilmesi
Protein hasariin degerlendirilmesi

DNA hasarinin degerlendirilmesi

Antioksidan savunma sistemi
olculmesi

Antioksidan enzimlerin belirlenmesi: SOD,
GPx, CAT, GST, GR

Total antioksidan seviyenin (TAS)
degerlendirilmesi
Diistik molekiil agirlikli antioksidanlarin

degerlendirilmesi (LMWA); vit E, vit C,

Glutatyon ve Melatonin

Enzim kofaktorlerinin
degerlendirilmesi

Fe, Cu, Zn, Se, Mn elementleri

Stiper oksit dismutazin birkag¢ degisik tiirii bulunmaktadir. Belirtilen turler

agisindan kofaktor, alt iinite sayisi, aminoasit yapisi ve aktif metal gibi durumlarda

birgok farkliliklar igerirler. Canlilarda cesitli doku dagilimi ve lokalize oldugu spesifik

bolge agisindan 3 g¢esit SOD tirl gézlemlenmistir. Bunlar sitozolik bakir ¢inko SOD
(Cu Zn-SOD), mitokondriyal mangan SOD (Mn-SOD) ve hiicre disi SOD (EC-

SOD)’dur. Bu izoformlar arasinda tiim hiicrelerde mitokondri iginde lokalize olan Mn-

SOD, antitimor fonksiyonu disinda 6nemli antioksidan enzimlerden biri olarak kabul
edilir (Amir Aslani ve Ghobadi, 2016; Birben ve ark., 1997).

17



2.5.3. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

TAS, organizmanin toplam antioksidan degerini belirlemek amaciyla
kullanilir. Total oksidan seviyesinin (TOS), TAS’a orani olan oksidatif stres indeksi
(OSI), TAS ve TOS'un kapsamli bir olgiimii oldugu igin viicuttaki oksidatif stresin
daha kesin bir indeksi olabilir. TOS, TAS ve OSI gibi belirtilen parametrelerin,
canlidaki oksidatif stres degerini belirlemek amaciyla kullanilan veriler oldugu

gozlemlenmistir (Erel, 2005).

2.5.4. Nitrik Oksit (NO)

NO, bir adet eslenmemis elektronu olan kii¢iik bir moleklldir. NO muskarinik
veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-arjinin ve
oksijenden, nitrik oksit sentaz enzimi etkisiyle sentezlenmektedir. NO ndrotransmisyon,
kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve immun
regulasyon gibi sireclerde biyolojik sinyal molekili olarak ifade edilen fizyolojik ve
patofizyolojik sureclerde aktif rol oynayan serbest radikaldir. NO, superoksit
radikalinin reaksiyonu sonucu, dokulara oldukg¢a zarari bulunan peroksinitrit’e

dontisiir (Tungtan ve Abacioglu, 1998).

2.5.5. TNF-a (Tiimor Nekroz Faktorii)

TNF- o glikoprotein yapida genis biyolojik spektrumlu bir sitokindir (Maury
ve Teppo, 1989). Oncelikli olarak 1975'te, Carswell tarafindan, farelerin serumlarina
endotoksin verilmesi sonrasi, tiimoér dokusunda nekroza yol agmasina bagli olarak ilk

olarak ifade edilmistir (Aggarwal ve ark., 1985).

TNF-o doku yaralanmasi veya akut yangida {retilen, ©6nemli bir

proenflamatuvar sitokindir (Dossus ve ark., 2011). TNF-a ¢esitli hiicre tirlerindeki
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proenflamatuvar aksiyonuna bagli olarak bakteriyel, viral ve parazitik hastaliklara

kars1 bariyer gorevi yapmaktadir (Waters ve ark., 2013).

TNF-0, bagisiklik metabolizmasinda, hicre regulasyonu, profilerasyonu,
programli hiicre o6liimiinde, immun fonksiyon dizenlenmesinde, yangi, viral
replikasyon, allerji, artrit, septik sok, insiilin direnci ve diger bir¢ok hastalikta etkileri
olan bir sitokindir. TNF-o’nin otoimmiin hastaliklarda etkili oldugu bilinmektedir.
Romatoid artrit, ankilozan spondilit, psoryatik artrit, IBH gibi hastaliklarin tedavisinde
TNF-o antagonistlerinin  yiiksek oranda etkin oldugu klinik ¢alismalarda
gosterilmistir. TNF-a, fazlaca genis fonksiyona sahip olmasina bagli olarak hiicrelerin
biiylik ¢cogunlugu TNF-a’ya duyarlidir. Normal sartlarda TNF-o, immiin yanitin
olugsmasinda, hiicresel homeostaziste, canli yasami, proliferasyonu, migrasyonu ve
diferensiyasyonunda goérev almaktadir (Haider ve Knofler, 2009). Makrofajlar
tarafindan salgilanan TNF-a’nin da enflamatuvar, sitotoksik ve anjiyogenik 6zellikleri

bulunmaktadir (Waters ve ark., 2013).

TNF-a, UK’de biyik derecede déneme sahip proinflamatuvar sitokinlerden
biridir. UK hastaligma sahip bireylerin intestinal numunelerinde  TNF-a
immiinoreaktivitesinin yikseldigi gdzlemlenmistir. UK’ye sahip bireylerde serum
seviyelerinin artisi ile seyreden TNF-o’min hastalik aktivitesi ile korelasyon gosterdigi

gozlemlenmistir (Olsen ve ark., 2007).

UK’de CD4 T hiicreleri mukozada, bunlarin sekrete ettikleri sitokin
degerlerinin kanda yiikseldigi gézlemlenmistir. T helper (TH) 1 hiicreleri IFN-y, TH2
hucreleri IL-4, IL-5, 1L-13 ve TH17 hcreleri de IL-17 Uretirler. TH2 hcreleri ve
naturel killer (NK) T hicreleri IL-13 salinimina neden olmaktadir. Bunun sonucunda
UK ile baglantil olarak siiperfisiyal mukozal inflamasyonu uyarir. TH17 hiicreleri de
notrofil toplanmalari ile baglantilidir. Mukozal inflamasyon 1L-12 araciligiyla baslar.
IL-4 ve IL-23, IL-6 ve TGF-p ile birlikte sirastyla TH2 ve TH17yi indiikler. Bunlara
bagli olarak makrofajlarda TNF-a salgilarlar. TNF-a’da UK’nin nedenleri arasinda

blyik 6neme sahiptir (Nakamura ve ark., 2004).

19



2.5.6. interlokin 6 (IL-6)

Akut yangilarda hemen uyarilan proinflamatuar sitokindir. Makrofajlar
tarafindan bagirsaklardan salgilanmaktadir. Coziinebilen reseptorlerine baglanarak
proinflamatuar etkilerini gosterdikleri belirtilmistir (Roda ve ark., 2011). Monosit ve
makrofajlardan kdken alarak yangiy1 baslatma ve organize etmede tetikleyici rolii olan
IL-1’in IBH’nin gelismesinde énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. IL-1 ailesinin bir
tiyesi olan IL-6’nim, UK hastalarinda seviyesinin arttig1 ve hastaligin patogenezinde

onemli rolii oldugu agiklanmistir (Lee ve ark., 2018).

2.5.7. Seruloplazmin

Akut faz proteini olan seruloplazmin, hemen hemen tim evcil hayvanlarda
serum bakirinin biiylik bir kismimi yapisinda bulunduran ve bakir vericisi oldugu
sanilan karaciger kokenli bir glikoprotein olmakla birlikte seruloplazmin; organizma
icinde antioksidan gorevi gormektedir. Seruloplazminin bakiri baglayarak serbest
bakir iyonlarinin oksidatif hasar1 katalize etmesini Onledigi bilinmektedir.
Seruloplazmin seviyelerinin enfeksiyon, travma veya yangiyla seyreden
enfeksiyonlarda yiikseldigi, antioksidan gibi davrandiginda degerinin diistigi

belirtilmistir (Ceron ve ark., 2005).

2.5.8. Sialik Asit

Sialik asit, norominik asitin glikoproteinlerinin  ve glikolipitlerinin
indirgenmemis karbonhidrat zincir bolgelerine baglanan asetilenmis tiirevidir.
Hayvan dokularinda ve bakterilerde yaygin olarak bulundugu belirtilmistir. Serum
sialik asit seviyelerinin, fazla diizeyde sialize olan akut faz glikoproteinlerinin artmis
konsantrasyonunun sonucunda enfeksiydz, tiimodral ve metabolik hastaliklarda UK
gibi yangisal bagirsak hastaliklarda 6nemli Olgiide arttigi yapilan g¢alismalarda
gozlemlenmistir (Aksit ve ark., 2016).
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2.5.9. Apoptozis

Apoptozis; canli viicudunda hicreler aralarinda baglantilara bagli olarak
fonksiyonlarin1 yapmakta rolii kalmayan hiicrelerin, ¢evreye herhangi bir zarari
olmadan programli 6liim mekanizmasidir. Yasamin ilk asamalarindan baslayarak
biitlin canlilik siiresi boyunca apoptotik aktivite ve programli hiicre Olimii
stirmektedir. Bazi hiicrelerin bir kism1 sadece birkag saat yasarken diger hiicreler
uzunca yillar yasayabilmektedir. Deri, gastrointestinal sistem ve immin sistemlerdeki
dokularin  devamliliginin  apoptozis ve hiicre yenilenmesine bagh oldugu

belirtilmektedir (Margaret ve ark., 2001).

Apoptozis kisaca yasamsal siirecin devami yani bir homeostatik mekanizma
olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Bunun disinda enfeksiyon veya zararli ajanlardan
dolay1 hucreler hasar aldiginda ya da immun reaksiyonlar gibi bir savunma bariyeri
olarak da gelisebilmektedir (Norbury ve Hickson, 2001). Apoptozisin vicutta
belirlenmesi antiapoptop ve pro-apoptop diizenleyici proteinler araciligiyla olmaktadir
(Tablo 2.3.) (Kaya ve ark., 2012).

Tablo 2.3. Apoptozisi diizenleyici proteinler (Kaya ve ark., 2012).

Anti-apoptozis Bcl-2, BelxL, Bcel-w, CED-9, Mcl-1, c-Abl, Rb gibi..
dizenleyiciler

Pro-apoptozis Bax, Bad, Bak, Bcl-xS, p 53, c-Fos, c-Jun gibi

diuzenleyiciler

Apoptoz, normal hicre déngusi, immun sisteminin devamliligi ve kimyasal

kaynakli hiicre oOliimii dahil olmak {iizere c¢esitli silireclerin devami olarak
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tanimlanabilir. Apoptoz, antioksidan savunmanin bozulmasiyla tetiklenir. Ayni
zamanda bagisiklik reaksiyonlarinda hiicrelerin zararli ajanlar veya hastaliklardan
zarar gormesi gibi bir savunma mekanizmasi olarak da ortaya cikar. Apoptoz,
karmasik organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak islevlerini kaybetmis
hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden programli olarak yok edilmesidir. Niikleer faktor
eritroid 2 (Nrf2), apoptozun bir inhibitorii olarak tanimlanmistir. HP, Nrf2 sinyal
yolunun aktivasyonu yoluyla anti-apoptotiktir (Kari ve ark., 2022).

Apoptozisin diizenlenmesi belirli genler tarafindan olmaktadir. Bunlardan Bcl-
2 geni bir apoptozis inhibitordiir. Bir diger gen ise Bcl-2'nin endojen antagonisti Bax
genidir. Bax’mn Bcl-2’ye orani1 (Bax/Bcl-2) uyaran tarafindan uyarildiktan sonra Ki
slirecte hiicrenin hayatta kalmasini belirleyen belirte¢ olarak tanimlanabilir (Oltval ve
ark., 1993).

2.6. Asetik Asitle Olusturulan Deneysel Kolit Modeli

IBH’nin patagonezini net olarak aciklayan ideal bir hayvan modeli olmamasina
ragmen, hastaligin patogenezinin daha 1yi anlagilabilmesi i¢in deneysel olarak akut ve

kronik inflamasyon modelleri gelistirilmistir (Eberhart ve ark., 1995).

Deneysel kolit modellerinin genellikle; kimyasal ajanlarla gelistirilmis kolit
modelleri, adoptif transfer yontemiyle ve canli hayvan modellerini i¢ine aldig: ifade
edilmistir (Goyal ve ark., 2014). Bunlar arasinda en sik kullanilani asetik asit gibi
kimyasallarla gelistirilen akut kolit modelidir (Yamada ve ark., 1992).
Dinitroklorobenzen ise gecikmis tip hipersensitive reaksiyonunlarina sebep olan akut
yang1 olusturmaktadir. Sensivite edici allerjen bir madde olan trinitrobenzen siilfonik
asit (TNBS), hem akut hemde kronik yangiya neden oldugu belirtilmistir (Morris ve
ark., 1989). Bunlar haricinde genetik miihendisligindeki teknolojik ilerlemelerle
beraber, HLA-B27, insan -2 mikroglobulin transgenik siganlar ve IL-2 “knock out”
ratlar kullanilarak deneysel kolit modellerinin gelistirildigi son yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (Sadlack ve ark., 1993).

Deney hayvanlarinda kolit meydana getirmek igin seyreltilmis asetik asitin

(%3-10) rektal yoldan enjekte edilmesi ile ger¢eklesen bir yontemdir (Qin ve ark.,
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2011). MacPhersan ve Pfeiffer, 1978 yilinda belirtilen yontem ile ilk arastirmayi
yapmistir. Igme suyuna serbest erisim ile kolit indiiksiyonundan énce ratlar en az 24
saat a¢ birakilmistir. Deney giinli, islemden iki saat Once ratlarin su i¢cmeleri
saglanmistir. Hafif eter anestezisi altinda kolon iltihabi, dis ¢ap1 2 mm olan elastik bir
silikon Kkateterle intrarektal olarak % 0,9 NaCl icinde 2 ml % 3’lik asetik asit
uygulanarak indiiklenmistir. Kateter kolona 8 cm'ye kadar rektal olarak yerlestirilmis,
daha sonra ratlar asetik asitin geri ¢ikisini 6nlemek i¢in 2 dakika boyunca diiz bir
sekilde tutulmustur. Kateter c¢ikarilmadan Once asetik asitin kolonda tamamen
dagilmasi igin 2 ml hava enjekte edilmistir. Kontrol hayvanlari, asetik asit ¢ozeltisi
yerine ayni hacimde % 0.9 NaCl kullanilarak ayni1 isleme tabi tutulmustur (Fatima ve
ark., 2016). Asetik asit ile gelistirilen yontemdeki gelisen hasarin, epitel dokudaki
nekroz ve 6dem seklinde oldugu ifade edilmistir. Epitel dokuda gelisen yanginin,
aragidonik asit yolaklarini etkiledigi belirtilmistir (Satoh ve ark., 1997).

Asetik asitle olusturulan kolit uygulamasinin en biiyiik avantajlart ekonomik
olmasi yaninda uygulanabilirliginin kolay olmasidir. Belirtilen yontemdeki gelisen
hasarin asetik asit enjeksiyonundan sonraki 24 saatlik slrecte gorildigi

gozlemlenmistir (Goyal ve ark., 2014).

2.7. Harpagophytum Procumbens Bitkisi Hakkinda Bilgi

HP, Giiney Afrika’da yetisen, yaygin tibbi kullanim1 olan ¢ok yillik otsu bir
bitkidir (Lim, 2014). Bitkiye bilimsel isimlerini veren diizlestirilmis odunsu kapsiiller,
kavisli dikenlerle siislenmis iki sira kavisli kol tasir (Harpagophytum, kelimenin tam
anlamiyla kiskagh kanca bitkisi anlamina gelmektedir) (Ernst ve ark., 1988). HP,
Harpagophyti radix farmasotik adi altinda ticari formu bilinmektedir. 1960'larda, kok
ekstrelerinin farmakolojik olarak aktif bulunmasiyla birlikte bir¢ok rahatsizlik igin

kullanildig: belirtilmistir (Chantre ve ark., 2000; Soulimani ve Younos, 1993).

Meyvesinin dis goriintiisii nedeniyle seytan pengesi olarak adlandirilan HP
yumrulu koklerinin, hazimsizlik tedavisi, kan hastaliklar1 ayrica yaral, iilser, ¢iban ve

hatta harici kanserli biiyiimeler dahil diger cilt lezyonlarinin tedavisi i¢in yaygin olarak
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kullanildig1 yapilan arastirmalarda gosterilmistir. HP, infuzyon, kaynatma, tentir, toz
ve 0z seklinde ¢ok cesitli saglik kosullari i¢in kullanilir. Bunlarin diginda 6zellikle
geleneksel tipta, artrit ve romatizmal bozukluklarda antienflamatuvar etkinliklerine

bagli olarak kullanildig1 belirtilmistir (Serrano ve ark., 2018).

HP, 1820 yilinda Avrupali bilim adamlar1 tarafindan ilk defa bulunmustur.
Fakat G.H. Mehnert isimli bir bilim adami tibbi 6zelliklerini Namibya'daki San ve
Nama halkindan 6grenmis ve kullaniminin 1900' li yillarin basindan itibaren bilinir
hale geldigi agiklanmistir (Stewart ve Cole, 2005). Seytan pengesi yumrularinin
incelenmesi ilk olarak Almanya’daki arastirmacilar Watt ve Breyer-Brandwijk (1962)
yapmis ve Van den Eynden ve ark. (1992) seytan pengesi yumrularinin Afrikadaki
karisik kokenli kabileler ve baz1 Avrupa iilkelerinde uzun zamandan beri ila¢ olarak

kullandiklarini belirtmislerdir.

HP’in, genellikle Fransa ve Almanya'da bitkisel ila¢ olarak; Birlesik Krallik,
Hollanda, Amerika Birlesik Devletleri ve Uzak Doguda da gida takviyesi olarak tescil
edilmistir. Bunlarin disinda seytan pengesinin, ilag tiretiminde kullanilan maddelerin
kalitelerini garanti altina almak amaciyla bilesimi ve hazirlanmast icin ortak
standartlar1 tanimlayan Avrupa Farmakopesinde listelendigi ifade edilmistir. HP,
romatizma ve artrit tedavisi igin bir suredir Avrupa Farmakopesi'nde listelenirken,
Harpagophytum zeyheri, tiim seytan pencesi liriinlerini kapsayacak sekilde Ocak 2003
tarihinde belirtilen farmakopelere eklenmistir. HP’in Avrupa Fitoterapi Bilimsel

Kooperatifi monograflarinda da yer aldig1 bildirilmistir (Bradley, 2004).

2.7.1. Harpagophytum Procumbens Bitkisinin Genel Ozellikleri

HP bitkisi Ulkemizde bulunmamaktadir. Yiiksek oranda yetistirildigi bolge
Giuiney Afrika olarak bilinmektedir. Ozellikle bitkinin Botsvana ve Namibya bolgeleri
arasinda kalan yagis seviyelerinin az oldugu Kalahari Colii’nde yetistigi bildirilmistir.
Uzun siddetli kurak donemlerde hayatta kalabilmek icin bitki, birincil yumrulardan
yatay olarak ayrilan su depolayan ikincil yumrular olusturur. Bitkinin hem bollugu

hem de goriiniirliigii biiyiik dl¢lide yagisa baghdir. Otlarla iyi rekabet etmedigi ve
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kiimelenmis bir dagilima sahip oldugu i¢in agik, asir1 otlatilan alanlarda ¢ok miktarda
bulunmaktadir (Stewart ve Cole, 2005).

HP, ¢ok yillik yetisme 6zelligi olan ¢ali goriiniimiindedir. Genellikle bos
dallara sahiptir. Bitkinin, yapiskan bir 6zsu yayip salgi tiiyleriyle gevrili oldugu
gozlemlenmistir. Bitkiye ait govde slriinen yapi gosterir; kOk yapisinin ¢evresi dolgun
bir yapiya sahiptir. 2 m uzunluga kadar siiriinen govdeler, 2 m derinlige kadar
uzayabilen kalic1 birincil yumrulardan yillik olarak filizlenir. Saplar, 6 cm ¢apinda 25
cm'ye kadar olabilen birkag ikincil depolama yumrularina yol agar. Tibbi 6zellikleri
icin bu ikincil yumrular hasat edilir. Yapraklar biiyiik ve kalp seklindedir. Cigekler
tibdler, derin leylak-pembe renkli, sar1 ve beyaz bogazlidir. Yapraklar ise mavi-yesil
ve genellikle dizensiz olarak birka¢ loba boliinmiistiir. Cigekler ve yapraklar, aktif
biliylime mevsimi boyunca ilk yagmurlardan sonra yerden ¢ikar, ancak kis aylarinda
veya kuraklik donemlerinde 6liir. Meyvesini yapist itibariyle ¢evresi dolgun olup dis
yapisi sert bir kivama sahiptir. Meyvelerin fiziki gorinimd uzun (7-20 cm), st
yuzeyde iki diiz dikeni olan, ¢iknt1 ve kancalara sahip bir bitkidir. Bitki hemen hemen

50 adete yakin tohum bulundurmaktadir (Mncwangi ve ark., 2012).

HP en sik olarak ¢im ortiisiiniin % 25' in altinda ve bitki Ortiisiiniin % 20’ nin
altinda oldugu bélgelerde bulunur; en ¢ok acik, ¢ignenmis ve asir1 otlanmis alanlarda
bol miktarda bulunur (Hachfeld ve Schippmann, 2002). Seytan pengesi bitkisiyle ilgili
gorseller Sekil 2.5.’de gosterilmistir (Stewart ve Cole, 2005).
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Sekil 2.5. Seytan pencesi bitkisi (Stewart ve Cole, 2005).

Giinliik olarak alindiginda HP’nin hafif bir mushil etkisi olmakla birlikte bitki
Oziiniin kiiciik dozlar1 adet kramplarini hafifletmek i¢in kullanildig: ifade edilirken,

daha yiiksek dozlarinin plasentanin atilmasina yardimei olabilecegi belirtilmistir (Van
Wyk ve Van Staden, 2002).

2.7.2. Farmakolojik Yapisi

HP’nin koklerinde temel kimyasal icerikler; iridoid glikozitleri, sekerler,
triterpenoitler (oleanolik ve ursolik asit), fitosteroller, aromatik asitler ve flavonoitlerdir
(luteolin ve kemferol). Bitkinin ana kimyasal i¢erigi iridoit glikozitleridir. Belirtilenler
disinda kalanlar, harpagozit ve sayica daha diisiik seviyede harpagit ve prokumbittir.
HP, yapisinda %0,5-3,3 total iridoit glikoziti bulundurur. Bitkinin uluslararasi
standartlara gore en az % 1,2 harpagozit icermesi gerektigi belirtilmistir (Anauate ve
ark., 2010).
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Iridoidlerden seneler boyunca insektisit ve hipotansif ¢zellikleri sebebiyle
yararlanilmistir. Bunun disinda iridoidlerin, sakinlestirici, antipiretik, mukolitik ve
yara iyilestirici 6zellikleri de bulunmaktadir. iridoidal yapinin, hem alkaloit hem de
monoterpen molekiiliiniide igerdigi belirtilmistir. Bu yapidaki bilesikler, hem alkaloitlerin
fizyolojik Ozelliklerini, hem de monoterpenlerin fizyolojik 6zelliklerini icerirler. Bundan
dolay1 iridoid bilesiklerin Oksiiriik kesici ve yara iyilestirici gibi ¢ok gesitli etkileri
oldugu belirtilmistir (Sticher, 1977).

Bitkinin ana kimyasal bilesenlerinin ikincil yumrularda bulundugu
aciklanmigtir.  Cigeklerin, saplarin ve olgun meyvelerin harpagoside igcermedigi
belirtilmistir. Yapraklarda, tanimlanamayan bazi iridoid bilesiklerle birlikte harpagosid
izleri bulunur. Ikincil yumrularm, birincil yumrulara gére yaklasik olarak iki kat daha
fazla harpagosit icerdigi belirtilmistir (Czygan ve Kriiger, 1977). Ikincil yumrulardaki
harpagosid yiizdesinin, mevsimsel olarak, bitki yasina, belirli bir bolgedeki bitkiler
arasinda ve hatta ayni bitki iizerindeki yumrular arasinda degistigi belirtilmistir.
Yumrularin ayrica daha az miktarda procumbit, kumaroil-procumbide feniletil
glikozitler igerdigi ifade edilmistir. Yumrularin ayrica bir dizi kiigiik bilesik igerdigi
de ifade edilmistir. Avrupa Farmakopesi'ne gore, ila¢ en az %1.2 harpagosid ve
harpagosid olarak ifade edilen harpagit icermelidir. Harpagosidin, gesitli in vitro ve in
vivo modellerde antiinflamatuar ve analjezik etkileri i¢in kapsamli bir sekilde

arastirildig belirtilmistir (Heinrich ve ark., 2004).

Cesitli bilesenlerin kapsamli izolasyonuna ragmen, kesin etki mekanizmalari
belirsizligini korumaktadir. Hali hazirda aktif bilesenlerin, 6zellikle de harpagosidin
seviyesi, tedarik edilen kurutulmus yumrularin kalitesini belirlemek i¢in
kullanilmaktadir. Avrupa standardize edilmis {iriinlerde harpagosid i¢eriginin en az %
1.2 olmas1 gerekmektedir. Ikincil yumrulardaki harpagoside yiizdesinin, belirli bir
bolgedeki bitkiler arasinda ve hatta ayni bitkinin yumrular1 arasinda bitki yasina gore

PR

mevsimsel olarak degistigi belirtilmistir (Kemper, 1999).

Yapilan ¢aligmalarda seytan pengesi ekstraktlarinin toksisitesinin ¢ok diisiik
oldugu bulunmus, ancak diisiik toksisite insidansinin kiiclik dozajlardan ve kisa
caligma siiresinden kaynaklanabilecegi ortaya konulmustur. Siganlara uygulanan

yiiksek harpagosid dozlarinin hicbir klinik veya patolojik reaksiyon gostermedigi
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belirtilmistir. Bununla birlikte, karacigerde safra {iretimini artirma egilimi nedeniyle,
safra tas1 olan hastalarda mide asidi salgisini uyarabildigi mide veya duodenum iilseri
durumlarinda; kan sulandirict ilag varfarinin etkilerini artirabilece8i belirtilmistir.
Ayrica ciltte morarmalara neden olabilecegi kullanan hastalarda asir1 dozun kan
basincin1 ve kalp tedavisini engelleyebilecegi belirtilmistir (Whitehouse ve ark.,
1983).

2.7.3. Biyolojik Etkileri

2.7.3.1. Antianflematuar Etki

HP’nin romatoid artrit, osteoartrit ile iliskili agr1 ve inflamasyonu azaltmadaki
etkinliginin, PGE gibi inflamatuar mediatorlerin {iretimini bloke etme yetenegi ile

aciklanabilecegi belirtilmistir (Aberham ve ark., 2007).

Ahmed ve ark. (2005); HP sulu ekstraktinin si¢anlarda hem akut hem de kronik
inflamatuar siiregler tizerindeki etkisini arastirmislardir. 10 mg/kg dozunda referans ilag
olarak steroidal olmayan bir antienflamatuar ila¢ olan indometasin kullanilmig ve tek
doz olarak intraperitoneal olarak HP sulu bir ekstresi (800 mg/kg) uygulanmistir.
Siganlarda Freund adjuvaninin arka ayakta neden oldugu artrit (kronik model)
kaynakli 6dem miktarinda 6nemli bir artisa, serum kortizoliinde ve serum albliminde
olduk¢a Onemli bir diisiise; C-reaktif proteinde onemli bir artisa neden oldugunu
belirtmiglerdir. Aragtirmacilar HP ve indometasin uygulamasinin 6dem miktarinda 6nemli

derecede azalma meydana getirdigini ifade etmislerdir.

2.7.3.2. Antioksidan Etki

Dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlar, artrit ve kanser gibi
oksidasyona bagli hastaliklarin yiiksek insidansi nedeniyle son yillarda popiilerlik
kazanmustir (Betancor-Fernandez ve ark., 2010). invivo calismalar sirasinda Bhattacharya
ve Bhattacharya (1998); sican beyni frontal korteksi ve striatumunu kullanarak

sicanlarda HP ekstraktinin 6nemli antioksidan etkisini gostermistir. HP 6zt (100 ve
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200 mg/kg) 14 giin siireyle intraperitoneal olarak uygulanmis, her iki beyin bolgesinde
doza bagh olarak SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde artis goriilmiistiir. Buna bagh

olarak lipid peroksidasyon aktivitesinde azalma gortildigi belirtilmistir.

HP ekstraktlarindaki antioksidan aktiviteden sorumlu bilesenlerin, serbest
radikal olarak bilinen flavonoidler, hidrojen donorleri ve oksijen radikal
nétiirlestiricileri olarak islev goren bitki fenollerinin olabilecegi ifade edilmistir (Sawa

ve ark., 1999).

2.7.4. Biyofarmasotik Ozellikleri

Son yillarda arastirmacilar, HP’in biyofarmasotik yonlerini arastirmak igin
caligmalar yapmistir. Abdelouahab ve Heard (2008); HP yumru ekstresinin ana
glikozitlerinin bir dizi farkli aragtan domuz kulak derisine dermal ve transkutanoz
dagitimini arastirmistir. Calisma sonucunda iridoid glikozitlerin hidrolize Urtnleri,
harpagit ve harpagosidin hidrolize edilmemis bilesiklerle karsilastirildiginda 6nemli
anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugunu ifade etmislerdir. Yine yakin tarihli bir
calismada, hidrolize harpagit ve harpagosidin iiriinlerinin énemli bir COX-2 inhibit6r
aktivitesine (2.5-100 mM) sahip oldugu, buna karsin hidrolize edilmemis harpagit ve
harpagosidin sahip olmadig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2011) .

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, HP ekstraktinin deneysel olarak rat kolit
modelinde antienflamatuar, antioksidan, apoptoz degerleri Uzerine olan etksine dair
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada ratlarda deneysel olarak
olusturulan kolit modelinde HP ekstraktinin oksidatif stres, proenflamatuvar
sitokinler, apoptozis, antioksidanlar ve histopatolojik parametreler Gzerine etkileri

arastirilmastir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvani1 Materyali

Arastirmamizda 8-16 haftalik, 210-380 gram, 40 tane Wistar Albino erkek
ratlardan yararlanildi. Balikesir Universitesi Deney Hayvanlari Uretim, Bakim,
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (BAUN DEHAM) standart 151k ve 1sidaki (12 saat
aydinlik/12 saat karanlik, 22°C) kafeslerde adlibitum beslenmeyle ratlar deney
kosullarma hazirlandi. Arastirma, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (HADYEK) ndan 02.01.2020 tarih ve 2020/1-4 say1l1 karar ile alinan etik kurul

iznindeki kurallara uyularak yapilda.

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Arastirmada Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali laboratuvarinda bulunan; spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japan), ELISA
okuyucusu (Thermo Multiskan FC, USA), santrifiij (Hettich Universal 320 R), pH
metre (Hanna pH 211, USA), hassas terazi (Denver Insturment Germany Sl-
234),vortex (Stuard SA-7), otomatik pipetler (Brand 2-20ul, 20-200 pl, 5-50 pl, 100-
1000 pl), manyetik karistiric1 (IKA-CMAC HS7), -20°C’lik derin dondurucu (Ariston
CF1A 300H), -80°C’lik derin dondurucu (Glacier Nuaire NU-99486E), benmari
(Memmert Wnb14), etuv (Memmert UNB400), immunohistokimya seti, Balikesir
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan
vakumlu mikrotom (Leica 2245, Nussloch, Germany) ve mikroskop (Nikon, Eclipse
Ci, Tokyo, Japan) kullanilmistir.
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3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler NaCl (Sodyum Kloriir) (Merck, 6400), Asetik
asit, Sulfasalazin, HP Ekstrakt1 (Seytan Pencesi Ekstrakt;, Dr. Umit Aktas), Formol
(Merck, UN2209), izofluran (Primal Critical Care, Lot. NDC 667994-017-25), Etil
alkol (Smyras, 2050500), TAS Kkiti (Total Antioxidant Status Assay kit, Rel Assay
Diagnostics, Turkey), Bcl-2 (Santa Cruz, E1904), Bax (Santa Cruz, G0104), N-butanol
(Merck, 0988), Ksantin oksidaz (Sigma, X-1875), Ksantin (Sigma, X- 0626),
Potasyum klorur (Merck, 4935), Tiyobarbutirik asit (Sigma, T-5500), Triklorasetik asit
(Merck, 0810), Metanol (%96) (Merck, 106009), Ksilol (Carlo Erba, 492306), H20-
(Merck, UN2014), Sekonder antikor (Dako Cytomation, E0431), Hemalum boyasi
(Hematoxylin) (Merck, 1043020025), p. dimetilaminobenzaldehit (Sigma Cas: 100-
10-7), Faramount (Dako, 2972), Sodyum tartarat (Sigma Cas:6106-24-7),
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Sigma, E-5513), Nitroblue tetrazolium (Serva,
30550), Bakir siilfat (Sigma Cas: 7758-98-7), Na2HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat)
(Merck, 159323), Bakir kloriir (Merck, 2733), Folin-Fenol reaktifi (Sigma Madl:
MFCDO00132625), KH2PO4 (Merck, 4871), Sodyum Azid (Sigma Cas: 26628-22-8),
p. fenilendiamin (Sigma Cas:108-45-2), Sodyum hidroksit (Merck, 6462), Sodyum
Asetat (Sigma Cas: 126-96-5), Perklorik Asit (Sigma Cas:19029-50-6), Hidroklorik
Asit (Sigma Cas: 7647-01-0) kullanilmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Arastirmada Kullanilan Gruplar ve Analiz Prosedurleri

Deney kosullarina adaptasyonu igin 14 giin dnceden kafeslerine alinmis olan
ratlara bu siirecte sinirsiz yem ve su verildi. Arastirmada 5°1i esit gruplara 8’er tane
rat dagitildi. Calismada asetik asit ve sulfasalazin, Soliman ve ark. (2019)’in yaptig

calismadaki dozu referans alinarak kullanilmistir. HP uygulamasinda ise Lim ve ark.

(2014)’1n uyguladig1 metot dikkate alinmistir.
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Deney gruplarina yapilan islemler agagidadir.

1. Kontrol grubu; 2 ml FTS 14 gun boyunca oral yolla uygulandi.

2. HP grubu; 14 gin sireyle HP 300 mg/kg dozda 2 ml FTS iginde oral yolla
uygulandi.

3. Kolit grubu; 2 ml FTS 14 gin boyunca oral yolla uygulandi. 14. gunun
sonunda %3’liik asetik asitten 2 ml rektum ici yolla tatbik edildi.

4. Kolit + HP grubu; 14 gun streyle HP 300 mg/kg dozda 2 ml FTS icinde oral
yolla uygulandi. 14. giiniin sonunda %3 liik asetik asitten 2 ml rektum ig¢i yolla tatbik
edildi.

5. Kolit + SS grubu; 14 giin boyunca stlfasalazin 100 mg/kg dozda FTS iginde
oral yolla uygulandi. 14. giiniin sonunda %3’lik asetik asitten 2 ml rektum igi yolla
tatbik edildi.

3.2.2. Serum ve Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Analizleri

Deney hayvanlarina yapilan son uygulamadan 24 saat sonra inhalasyon yoluyla
izofluran anestezisi (anestezi bir haznede 3-5 dakika siireyle %3’liik izoflurandan,
tastyict olarak 0,8 L/dk hava ile %1-1,5 izofluranda strdirildu) altindaki ratlardan,
kan numuneleri kalpten 4-5 ml alindi. Numuneler 2500xg'de 15 dk. santrifiij edildikten
sonra serumu ayrilip MDA, SOD, TAS, NO, TNF-a, IL-6, seruloplazmin ve sialik asit
analizlerini yapmak icin -80 °C’de yedi gun bekletildi. Servikal dislokasyondan sonra
kolon doku ornekleri %10’luk formolde bekletildi. Bu islem sonrasi doku
orneklerinden immunohistokimyasal olarak apoptozis ve histopatolojik inceleme igin

parafin bloklar hazirlandi.

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

3.2.3.1. MDA Analizi

Lipid peroksidasyon sonrasi gelisen MDA’nin, TBA (tiyobarbdtirik asit)

reaksiyonu sonrasi sicak ve alkali ortamda, 535 nm dalga boyunda maksimum absorbans
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veren kirmizi-pembe renkteki olusumun spektrofometrede (Shimadzu UV-1800, Japonya)
incelenmesi prensibine dayanir. Meydana gelen rengin okunan absorbansindan faydalanilarak

MDA seviyeleri belirlenmektedir.

Serum MDA degerlerinin tespiti Yoshoika ve ark. (1979) belirttigi prosediire
gore yapildu.

Analiz proseduru

1. Deney tlpine 6nce 0.5 ml serum, sonra 2.5 ml trikloroasetik asit (TCAA)
(%20) ve 1 ml tiyobarbiturik asit (TBA) (%0,67) cozeltisi eklenildi. Kor tiipe ise
sadece 2.5 ml TCAA ve 1 ml TBA eklenip vorteksle karistirildi.

2. Su banyosuna alinan tipler 95°C’de 30 dakika tutuldu.

3. Daha sonra soguk sudan gegirilen tiipler, KOr tlip ve test tlplerine 4 ml n-

bltanol eklenildikten sonra 3000 rpm’ de 10 dakika sireyle santriftj edildi.

4. Santrifujin tamamlanmasiyla beraber en istte kalan kisimlar ayrilarak

absorbanslar1 spektrofotometrede 535 nm'de belirlendi.

5. En son asamada, MDA konsantrasyonu MDA-TBA kompleksinin absorbans
katsayisi (absorbans katsayist e=1.56x105/M/cm) ile belirlendi.

3.2.3.2. SOD Analizi

Ornekler -80 °C’de bir hafta bekletildikten sonra deney giinii ¢ozdiirtildii. SOD
analizi Sun ve ark. (1988) nin belirledigi yonteme gore yapildi. YOntem; ksantin/ksantin
oksidaz enzim sistemiyle gelisen superoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT)
indirgenmesinin 6rneklerdeki SOD araciligla engellenmesi esasina dayanir. Stiperoksit
radikalleri NBT’yi indirgeyerek maksimum absorbansi 560 nm'de formazon olusur.
Enzim icermeyen ortamda indirgenme olustuktan sonra mavi-mor renk gelismektedir.
Ortamdaki radikallerde SOD ilavesi sonrasi, dismutasyon meydana gelmektedir.
Bunlara ilaveten NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk olusmamakta, enzim
aktivitesiyle birlikte acik renk meydan gelmekte ve spektrofotometredeki gosterge
seviyesi azalmaktadir. Sonugta; formazon gelismesiyle inhibisyonunun belirlenmesiyle

SOD degeri ortaya ¢ikmaktadir.
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Analiz proseduri

1. Her bir tupe 2.45 ml reaktif ¢ozeltisi, kor tipe 0.5 ml distile su, test tliplerine
ise 0.5 ml 6rnek (1 ml numune alindiktan sonra 0.3 ml kloroform, 0.5 ml etanol
eklenilip 3000 rpm de 10 dakika santriftjlendi ve tistteki kisimdan 0.5 ml ayrildi) ilave
edildi.

2. Uzerine 50 pl ksantin oksidaz soliisyonu ilave edilip vortexde karistirildi.

3. Benmari cihazinda tiipler 25°C sicaklikta 20 dakika sureyle tutuldu.

4. Daha sonra 1 ml bakir klortr (CuCly) eklenip reaksiyon tamamlandi.

5. Olusan renk 560 nm'de spektrofotometrede okundu. SOD degeri bu tepkimenin

inhibisyon seviyesiyle belirlendi.

3.2.3.3. TAS Analizi

TAS 2,2’-azino-bis (3-etilbenzthiazoline- 6-sulfonik asid) (ABTS) ¢ozeltisinin
olusturdugu spesifik rengin ortama ilave edilen drnekteki antioksidanlar ile agilmasi
esasina dayanan otomatik olcim yontemiyle belirlendi. Ornekteki antioksidanlar,

ABTS radikalinin koyu mavi-yesil rengini azaltmasi/indirgemesi esasina dayanir.

Serum TAS, Rel Assay (Total Antioxidant Status Assay Kit, rel Assay Diagnostics,
Turkey) kitinden yararlanilarak Erel, (2005)’in belirledigi metoda gore uygulandi.

ABTS solisyonu spesifik mavi-yesil renkte bir ¢Ozeltidir. 600 nm'de
spektrofotometrede absorbans degisimi, 6rnegin toplam antioksidan degeriyle iliskilidir.
TAS degerinin belirlenmesinde E vitamini analogu olan Trolox Esdegeri olarak ifade
edilen spesifik bir antioksidan standart olarak degerlendirildi. Degerler serumda mmol

trolox equiv./L olarak hesaplandi.
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3.2.3.4. Nitrik oksit Analizi

NO analizi hazir ticari kit (Bioassay Technology Laboratory, BT Lab,
E0703Ra, China) kullanilarak prosediirde belirtildigi sekilde ELISA (Multiskan FC

Microplate Photometer, Thermo, Waltham, MA, ABD) cihazi kullanilarak yapilmstir.

Analiz prosedirt

1.

2.

3.

Analizde kullanilacak soliisyonlar oda sicakligi 1sina getirildi.
Standart olarak belirlenen kuyucuklara 50 pl standart ¢ozeltisi ilave edildi.

Ornek olarak belirlenen kuyucuklara ise 40 pl 6rnek eklendikten sonra, 10
ul anti-NO antikoru ilave edilip sonra 6rnek ve standart kuyucuklaria 50
ul streptavidin-HRP eklenildi (Kor haric). Karistildiktan sonra 37°C' de 60
dakika inkube edildi.

Daha sonra mikroplaka, yikama tamponu ile 5 kez yikandiktan sonra kagit

havlu ile kurulandi.

Tum kuyucuklara 50 pl ¢ozelti A’dan ilave edildikten sonra her kuyucuga
50 ul substrat ¢ozelti B ilave edildi. Daha sonra mikroplaka 37°C'de 10 dakika

stireyle inkiibe edildi.

50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya
déndiigi gorildi.

10 dakika icinde 450 nm'ye getirilmis bir mikroplaka okuyucu ile butln
kuyucuklarin optik yogunlugu tespit edildi.

3.2.3.5. TNF-0o Analizi

TNF-o analizi hazir ticari kit (Bioassay Technology Laboratory, BT Lab,
E0764Ra, China) kullanilarak prosediirde belirtildigi sekilde ELISA cihazinda

yapilmistir. Analizde kullanilan hazir ticari kitin pleyti, rat TNF-a antikoruyla 6nceden

kaplanmustir. Ornekte bulunan TNF-a ilavesinden sonra kuyucuklar iizerine kaplanmus
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antikorlara baglanir. Sonrasinda Streptavidin-HRP ilave edilir. TNF-a antikoruna
yapisir. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis Streptavidin-HRP yikanarak atilir. Substrat
¢ozeltisi ilavesi sonrasi Ornekteki TNF-a degeriyle orantili olarak renk degisikligi
meydana gelir. Tepkime, asidik durdurma ¢ozeltisinin ilavesiyle bitirilir ve 450 nm'de

absorbans degeri belirlenir.
Standart Prosedur
1. Butun reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler prosediir geregi hazir
hale getirildi. Biitiin soliisyonlar kullanilmadan oda 1sisina ayarlandi.
2. Analiz oda 1sisinda yapildi.
3. Standart kuyucuklarina 50 ul standart ¢ctzeltisi eklendi.

4. Ornek kuyucuklarma 40 pl 6rnek eklendikten sonra, 10 pl TNF-o antikoru
ilave edildi. Sonrasinda 6rnek kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50
ul streptavidin-HRP eklenip iyice karistirildi. Plakanin tizeri kapatildiktan
sonra 37°C'de 60 dakika beklenildi.

5. Plaka 5 defa yikandi. Plaka, kuru kagit havluyla kurulandi.

6. Her kuyucuga 50 ul A ve B substrat soltisyonu eklendi. 37°C'de 10 dakika
bekletildi.

7. Butin kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilavesiyle, mavi renk sari

renge doniistii.

8. 10 dakika igcinde 450 nm mikroplaka okuyucu ile analiz sonuglari

degerlendirildi.

3.2.3.6. IL-6 Analizi
Serum IL-6 seviyesi hazir ticari kit (Bioassay Technology Laboratory, BT Lab,

E0135Ra, China) kullanilarak prosediirde belirtildigi sekilde ELISA cihazinda

okunmustur.
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Analiz Prosedir

1. Butln reaktifler, standart ¢ozeltileri ve 6rnekler prosediire uygun hazir hale
getirildi. Test oda sicakliginda gergeklestirilecegi igin kullanmadan 6nce bitlin reaktifler

oda 1sisina gore ayarlandi.
2. Analizde standart kuyucuklaria 50 pl standart ¢ozeltisi ilave edildi.

3. Ornek kuyucuklarma 40 pl 6rnek ilavesiyle beraber 10 pl Rat IL6
antikoru eklenildikten sonra 6rnek ve standart kuyucuklarina 50pul streptavidin-HRP

eklenildi. Sonrasinda mikroplaka iyice karistirildi.

4. Plaka 37°C'de 60 dakika siireyle bekletildi. Sonrasinda plaka yikama

solisyonuyla 5 defa yikandi.

5. Pleytler havlularla kurulandiktan sonra her bir kuyucuga 50 pl substrat A
cozeltisi eklendi. Butun kuyucuklara 50 pl substrat B ¢ozeltisi eklendi.

6. Uzeri kapatilnus olan plaka karanlik bir ortamda 37°C'de 10 dakika bekletildi.

7. Butiin kuyucuklara 50 pl indikator ¢ozeltisi ilave edildi. Mavi rengin sariya
dondiigii goriildi.
8. Durdurma solusyonunu ilavesiyle beraber 10 dakika icinde 450 nm'ye

ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu sayesinde her bir kuyucugun optik yogunlugu
degerlendirildi.

3.2.3.7. Seruloplazmin Analizi

Calisgmamizda seruloplazmin analizinde Sunderman ve Nomoto, (1970) tarafindan
gelistirilen yontem kullamldi. Seruloplazmin analizinin prensibi, p-fenilendiaminin
oksidasyonunu katalize ederek maviviyole renkli bir oksidasyon {irlinii olusturmaktir.
Renkli iirlinlin meydana gelme orani serum seruloplazmin konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.

Standart Prosedur

1. N (numune) ve K (kor) isaretli test tliplerine substrattan 5’er ml eklendi.

2. Ktupine 1 ml sodyum azid eklendi.
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3. Daha sonra her bir tiipe 0.1 ml serum eklendi.

4. N ve K tipleri 37°C'deki bir su banyosunda 15 dk inkdibe edildi.

5. Inkubasyon sonrasi N tiiplerine 1 ml sodyum azid eklendi.

6. N ve K numuneleri spektrofotometre kiivetlerine (1s1k yolu, 1 cm) aktarilip,

spektrofotometre ile 546 nm'de distile suya karst okundu.

3.2.3.8. Sialik Asit Analizi

Sialik asitlerin noraminik asit omurgasinin periyodat oksidasyonu, 1 ila 4
karbon atomlarindan fl-formil piruvik asit olusumu ile sonuglanir. Sialik asit daha
sonra 2-tiobarbitiirik asit ile birleserek 549 nm'de maksimum absorpsiyonlu kirmizi
bir kromofor olusturur. Analizde sadece serbest sialik asitler reaktif oldugundan,
toplam sialik asitlerin 6lgimi igin sialik asit iceren materyalin hidrolizi
gergeklestirilmelidir. Analiz, sialidaz (néraminidaz) tarafindan bagh sialik asit salmimini

6lcmek icin uygundur.

Sialik asit analizinde Warren, (1959) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi.

Standart Prosedur

1. 0,4 ml serum numunesi alinip tizerine % 5’lik perklorik asitten 3 ml ilave
edilir ve 100 °C ‘de 5 dakika tutulur.

2. Sonra 2500 rpm*‘de 4 dakika santrifiij edildi.

3. 2 ml siipernatant alinir iizerine 0,4 ml erlich ayract konuldu.

4. 100 °C’da 15 dakika 1sitilir ve sonra sogutuldu.

5. Soguyan tiiplere 2 ml distile su ilave edildi.

6. 525 nm’ de okundu (Distile ile sifirlanip distiliye karsi okunur).

Not: Erlich Ayract: 5 gr 4-dimetilaminobenzaldehit, 50 ml konsantre HCI, 50

ml distile su ile hazirlandi.
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3.2.4. Histopatolojik Analizler

Kolon numuneleri %10’luk formaldehit ¢ozeltisinde bekletilerek tespit islemi
yapildi. Doku Ornekleri alkol ve ksilen c¢ozeltileriyle tespit ve takip asamalarindan
sonra parafin bloklara yatirildi. Hazir hale getirilen dokulardan mikrotom (Leica 2245,
Nussloch, Almanya) araciligiyla Sum Olcusinde kesitler alindi. Alinan kesitlerde
histopatolojik olarak Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama islemi yapildi. Hazir hale
getirilen preparatlarm incelenmesi 1s1k mikroskobunda yapildi. inceleme isleminden
sonra kesitlerin fotograflar1 gekildi. Appleyard ve Wallace, (1995) tarafindan bildirilen
yonteme gore kolon hasarmin mikroskobik derecelendirilmesi yapilarak istatistiksel
olarak degerlendirildi. Bu derecelendirme yonteminde kriter puanlari; mukozal yapinin
kayb1 (0-3), enflamatuar hiicre infiltrasyonu (0-3), kript apse olusumu (0-1), goblet

hlcre deplesyonu (0-1) olarak belirlendi.

3.2.5. Immunohistokimyasal Analizler (Bcl-2 ve Bax)

Aragtirmamizda apoptotik hiicre 6lumiantn dizeyinin belirlenmesi  amaciyla
immunohistokimyasal olarak Bcl-2 ve Bax protein ekspresyonlart degerlendirilmistir.
Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir Giyesi olup, Bax proteini yerlestigi hiicrenin apoptoz

slirecini artirir. Bcl-2 ise antiapoptotiktir.

Doku ornekleri formalin soliisyonunda 72 saat siireyle fikse edilmistir. Doku
kesitleri alkol ve ksilolden gecirilerek bloke edildikten sonra parafin bloklarla
kaplandi. Takip ve bloklama islemlerinin ardindan polilizin kapli lamlara 5 pm'lik
kesitler alindi. Kolon 0rneklerinde Bcl-2 ve Bax ekspresyonlar1 Avidin-Biotin

peroksidaz metoduyla immunohistokimyasal olarak apoptoz degerleri incelendi.

Immunohistokimyasal degerlendirme amaciyla alian kesit 6rnekleri Bcl-2 ve
Bax ile boyandi. Immunohistokimyasal analizde bitiin kesitlerin phosphate-buffered
solution (PBS) ile yikanmasiyla beraber hidrojen peroksit reseptdr blokaji yapildi.

Ornekler sonrasinda primer antikor (Bcl-2 veya Bax) (dilisyon 1:200, Santa Cruz) ve
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sekonder antikor (dilisyon 1:200; Santa Cruz) ile inkibe edildi. Preparatlarin
kahverengi kromojen (diaminobenzidin) ile boyanmasiyla beraber hematoksilenle karsi
boyanma yapildi. Bltlin islemlerden sonra 1sik mikroskobunda (Nikon, Eclipse Ci,

Tokyo, Japonya) incelenerek fotograf alindi.

3.2.6. istatistiksel Degerlendirme

Tium veriler her grupta ortalama ve standart hata (ortalama + SE olarak) olarak
ifade edildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel analizi ANOVA kullanilarak
yapildi. Post hoc coklu karsilastirmalar Duncan'in testi kullanilarak yapildi. Elde
edilen veriler normal dagilmiyorsa (Histopatolojik inceleme), karsilastirmali test i¢in
parametrik olmayan Kruskal Wallis veri analizi uygulandi. Tiim ¢aligmalar SPSS
(Versiyon 17.0, Chicago, IL, ABD) yazilimiyla yapildi. incelenen parametreler

acisindan gruplar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular ve Oksidan/Antioksidan Parametreler
Arastirmamizda tiim gruplardaki ratlara ait serum numunelerindeki MDA,

SOD, TAS, NO, TNF- a, IL-6, Seruplazmin ve Sialik asit degerleri asagidaki tablolar

ve sekillerde degerlendirilmistir.
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Tablo 4.1. Serum MDA degerleri (OrtalamazSE)

Parametre Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Serum
MDA 14.80+0.96° 13.64+0.75° 24.90+1.19% 19.11+0.47° 18.99+0.49°
(umol/L)

a b, ¢: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

MDA (umol/L)

30
25
24.9
20

15

10

KONTROL HP KOLIT KOLIT + HP KOLIT+ SS

B KONTROL m®mHP KOLIT ®™KOLIT+HP ®KOLIT+ SS

Sekil 4.1. MDA sonuglari grafigi

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°deki grafik degerlerine gore; Kontrol grubu ile HP
grubu karsilastirildiginda istatistiki olarak bir fark olmay1p, Kolit grubu Kontrol ve HP
gubu ile karsilastirildiginda ise artan MDA degerinin istatistiki olarak 6nemli oldugu
goriilmistir.  Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise aralarinda
istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli azalma goriilmiistiir (p<0.05).
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Tablo 4.2. Serum SOD degerleri (Ortalama+SE)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS

Parametre n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

SOD (U/L) 60.87+1.14 61.46+0.9¢ 50.64+0.5C 54.13+0.5€ 56.40+0.74

a ,b, ¢: Ayni satirda farkls harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

SOD (U/L)
70
60
50
50.64
40
30
20
10
0
KONTROL KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS
B KONTROL m®HP KOLIT ®KOLIT+HP ®mKOLIT+SS

Sekil 4.2. SOD sonuglari grafigi

Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu ile HP
grubu karsilastirildiginda istatistiki olarak bir fark olmayip; Kolit grubu, Kontrol ve
HP gubu ile karsilastirildiginda SOD degerinde istatistiki agidan onemli azalig
gozlenmistir (p<0.05). Kolit+HP grubuyla Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise
aralarinda istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu Kolit grubuyla

karsilastirildiginda istatistiki agidan 6nemli artis goriilmustiir.
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Tablo 4.3. Serum TAS degerleri (Ortalama+SE)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS

Parametre n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

TAS (mmol

trolox 1.35+0.022 1.38+0.02% 0.82+0.04° 1.14+0.03° 1.18+0.03°
equiv./L)

a ,b, c: Aymi satirda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamhidir (p<0.05).

TAS (mmol trolox equiv./L)

1.6

14

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

KONTROL KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS

EKONTROL m®HP KOLIT ®KOLIT+HP ®KOLIT+SS

Sekil 4.3. TAS sonuglart grafigi

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu ile HP
grubu degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip; Kolit grubu Kontrol ve
HP gubu ile karsilastirildiginda TAS degerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir. Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise aralarinda
istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki agidan 6nemli artis gOriilmiistiir.
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Tablo 4.4. Serum NO degerleri (Ortalama+SE)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS

Parametre =8 n=8 n=8 n=8 n=8

NO
(umol/L.  2650%1.16° 27.44%111° 40.74%1.31° 33.15:0.67° 32.95:0.68"

a,b, c: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar aras: istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

NO (umol/L)

45
40 40.74
35
30
25
20
15
10

5

0

KONTROL KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS
EKONTROL ®mHP KOLIT ®KOLIT+HP ®KOLIT+SS

Sekil 4.4. NO sonuglari grafigi

Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu ile HP
grubu degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip, Kolit grubu Kontrol ve
HP grubu ile karsilastirildiginda ise artan NO degerinin istatistiki olarak dnemli oldugu
goriilmistiir. Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise aralarinda
istatistiki  olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki agidan 6nemli azalis goriilmistiir.
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Tablo 4.5. Serum TNF-a degerleri (Ortalama+SE)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS

Parametre n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

TNF-a
(ng/L) 41.19+0.56° 40.92+1.31° 73.60£1.29* 56.62+1.60° 54.75+1.74°

a ,b, c: Aymi satirda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamhidir (p<0.05).

TNF-a (ng/L)

80 73.6
70
60 26.62 54.75
50
41.19 40.92

40
30
20
10

0

KONTROL HP KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS

EKONTROL m®HP KOLIT ®KOLIT+HP ®KOLIT+SS

Sekil 4.5. TNF- a sonuglari grafigi

Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu ile HP
grubu degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip, Kolit grubu Kontrol ve
HP gubu ile karsilagtirildiginda ise artan TNF- o degerinin istatistiki olarak onemli
oldugu gorilmiistiir. Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise
aralarinda istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+tHP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki acidan 6nemli azalig goriilmiistiir.
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Tablo 4.6. Serum IL- 6 degerleri (Ortalama+SE)

Parametre  'eontrol HP Kolit Kolit+HP  Kolit+SS
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
IL-6 3.40+0.14° 3.26+0.09° 5.60+0.10* 4.42+0.10° 4.39+0.08°
(pg/ml)

a ,b, c: Ayni satirda farkls harf tasiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

IL-6 (pg/ml)
6.00
5.60
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00
KONTROL HP KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS

EKONTROL m®HP KOLIT ®mKOLIT+HP ®KOLIT+SS

Sekil 4.6. IL-6 sonuglar1 grafigi

Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu, HP grubuyla
degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip, Kolit grubu Kontrol ve HP
gubu ile karsilastirildiginda ise artan IL-6 degerinin istatistiki olarak énemli oldugu
goriilmistiir. Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise aralarinda
istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki agidan 6nemli azalis goriilmiistir.
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Tablo 4.7. Serum Seruloplazmin degerleri (Ortalama+SE)

Parametre Kontrol HP Kolit Kolit+HP  Kolit+SS
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Seruloplazmin
(mg/dl) 40.67+1.16*  40.16+0.47°  23.80+0.95° 30.16+0.94°  31.78+0.93°

a ,b, c: Ayni satirda farkls harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

SERULOPLAZMIN (mg/dl)
45.00

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00 N
15.00
10.00
5.00
0.00

KONTROL KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS

EKONTROL ®=HP KOLIT ®=KOLIT+HP ®KOLIT+SS

Sekil 4.7. Seruloplazmin sonuglar grafigi

Tablo 4.7 ve Sekil 4.7°deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu, HP
grubuyla degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip, Kolit grubu Kontrol
ve HP gubu ile karsilastirildiginda Seruloplazmin degerinde istatistiki agidan 6nemli
azalig goriilmiistiir (P<0.05). Kolit+HP grubu, Kolit+SS grubuyla karsilastirildiginda
ise aralarinda istatistiki olarak bir fark goriillmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki agidan 6nemli azalig goriilmiistiir.
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Tablo 4.8. Serum Sialik asit degerleri (Ortalama+SE)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP Kolit+SS

Parametre n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

Sialik Asit
(Hg/mD 467.89+15.79¢ 471.28+14.98¢ 865.64+19.80° 683.90+14.90° 630.56+10.68°

a ,b, c: Aymi satirda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki agidan farklar anlamhidir (p<0.05).

SIALIK ASIT (ug/ml)
1000.00
900.00 865.64
800.00
700.00 i 630.56
600.00
500.00 467.89 471.28
400.00
300.00
200.00
100.00
0.00
KONTROL HP KOLIT KOLIT+HP KOLIT+SS
EKONTROL ®HP =KOLIT ®KOLIT+HP mKOLIT+SS

Sekil 4.8. Sialik asit sonuglar1 grafigi

Tablo 4.8. ve Sekil 4.8.’deki degerler incelendiginde; Kontrol grubu, HP
grubuyla degerlendirildiginde istatistiki olarak bir fark olmayip, Kolit grubu, Kontrol
ve HP gubu ile karsilastirildiginda ise artan Sialik asit degerinin istatistiki olarak
onemli oldugu goriilmiistiir. Kolit+HP grubu ile Kolit+SS grubu karsilastirildiginda ise
aralarinda istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Kolit+HP grubu, Kolit grubuyla

degerlendirildiginde istatistiki agidan 6nemli azalis goriilmiistiir.

49



4.2. Histopatolojik Bulgular

Aragtirmadaki ratlara ait kolon doku Orneklerinin histopatolojik degerleri

Tablo 4.9. ve Sekil 4.9.-13'de verilmistir.

Tablo 4.9. Kolon dokusuna ait histopatolojik parametreler (Ortalama + SE) (H&E)

Kontrol HP Kolit Kolit+HP  Kolit+SS  Asimp.
Parametreler (n=8) Sig.
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) Kruskal
-Wallis
testi (P
Degeri)

Mukozal

0.12+0.12¢ 0.25+0.16°¢ 2.62+0.182 2.37+0.182 1.75+0.31° 0.000
yapinin kaybi

Enflamatuar
hicre 0.50+0.27¢ 1.00+0.380¢ 2.3740.182 2.00+0.33*  1.50+0.273P 0.002
infiltrasyonu

Kript apse
olusumu, 6dem, 0.00+0.00° 0.12+0.12° 0.87+0.122 0.75+0.162 0.62+0.18? 0.001
konjesyon

Goblet hiicre

0.00+0.00° 0.00+0.00° 0.87+0.122 0.75+0.162 0.62+0.18?2 0.000
deplesyonu

a b, c: Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar aras: istatistiki agidan farklar anlamlidir (p<0.05).

Kolon dokusunun histopatolojik incelemesinde; Kolit grubu, Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; mukozal yapinin kaybi, enflamatuar hiicre infiltrasyonu, kript apse
olusumu, 6dem, konjesyon ve goblet hiicre deplesyonunda artig, Kolit+HP grubunda
ise Kolit grubuna gore 1liml1 bir diizelme tespit edildi. Kontrol ve HP gruplarinin kolon
dokusunda normal mukozal epitel, mukoza ve submukozada saglikli kolon morfolojisi
gozlendi (Tablo 4.9. ve Sekil 4.9-13).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu kolon dokusu (X20).
Normal mukozal epitelyuma sahip siganin kolon goriintiisii.

o«

Sekil 4.10. HP grubu kolon dokusu (X20).

Submukoza ve mukozada saglikli kolon morfolojisi.
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Sekil 4.11. Kolit grubu kolon dokusu (X20).
Kolitli siganlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu (oklar), kript abse olusumu
(yildizlar), 6dem (carpilar), konjesyon (iicgenler), goblet hiicresi deplesyonu (kare).

!4

:

Sekil 4.12. Kolit+HP grubu kolon dokusu (X20).

Kolit+HP grubunda ilimli diizeyde iyilesme.
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Sekil 4.13. Kolit+SS grubu kolon dokusu (X20).
Kolit+SS grubunda orta diizeyde iyilesme

(Hematoksilen-eozin boyama: HXE).
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4.3. immunohistokimyasal Bulgular (Bcl-2 ve Bax)

Kontrol ve HP grubuna ait kolon dokularinin immunohistokimyasal olarak
incelenmesi sonucunda bu iki grup arasinda Bcl-2 pozitif hiicrelerin sayisinda 6nemli
fark gorulmedi. Kolit grubu ile Kontrol grubu karsilagtirildiginda Bcl-2 pozitif
hiicrelerin sayisinda azalma oldugu belirlendi. Kolit grubunda zayif Bcl-2
immiinreaktivitesi goriildii. Ancak HP uygulanmasiyla birlikte Bcl-2 ekspresyonunun
artig1 goriildi. Kolit+tHP ve Kolit+SS grubu, Kolit grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2
pozitif hiicrelerin sayisinin artt1g1 tespit edildi (Sekil 4.14-18).

Sekil 4.14. Kontrol grubu kolon dokusuna ait Bcl-2 goruntiisu (X20)
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Sekil 4.15. HP grubu kolon dokusuna ait Bcl-2 gorintisu (X20)

2 gorintlsu (X20)

Sekil 4.16. Kolit grubu kolon dokusuna ait Bcl
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Sekil 4.17. Kolit+HP grubu kolon dokusuna ait Bcl-2 goriintiisu (X20)
Kolit+HP gruplarinda Bcl-2 pozitif hiicreler (oklar)

Sekil 4.18. Kolit+SS grubu kolon dokusuna ait Bcl-2 gorintist (X20)
Kolit+SS gruplarinda Bcl-2 pozitif hucreler (oklar)
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Immunohistokimyasal bulgularda diger parametre olan Bax degerinin; Kontrol
ve HP grubuna ait kolon dokularinin incelenmesi sonucunda Bax pozitif hiicrelerin
sayisinda anlaml bir farkliligin olmadig: belirlendi. Kolit grubu ile Kontrol grubu
karsilagtirildiginda Bax pozitif hiicrelerin sayisinda artis oldugu tespit edildi.
Kolit+HP ve Kolit+Siilfasalazin grubu, Kolit grubu ile karsilastirildiginda Bax pozitif
hiicrelerin sayisinda azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19-23).

Immunohistokimyasal verilere gore Kolit grubundaki apoptoz degerinin
Kontrol grubuna gore yiikseldigi (Bcl-2 degerinde diisme, Bax degerinde yiikselme),
Kolit+HP grubunda ise Kolit grubuna gore azaldig1 gozlendi.

Sekil 4.19. Kontrol grubu normal kolon dokusuna ait Bax gortnttsu (X20)
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Sekil 4.21. Kolit grubu kolon dokusuna ait Bax gortintusi (X20)

Kolit gruplarinda Bax pozitif hucreler (oklar)
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Sekil 4.23. Kolit+SS grubu kolon dokusuna ait Bax goruntisi (X20)

59



5. TARTISMA

Meyvesinin goriinlisii nedeniyle seytan pencesi olarak adlandirilan HP,
Afrika'da Kalahari C6li’nde yetisen, tibbi tedavi igin yogun bir sekilde tercih edilen
bitki tarudar (Lim ve ark., 2014).

Koklerin igerdigi temel bilesenler; iridoid glikozitleri, sekerler, triterpenoitler
(oleanolik ve ursolik asit), fitosteroller, aromatik asitler (kafeik, sinnamik ve klorojenik

asitler) ve flavonoitlerdir (luteolin ve kemferol) (Foundational Medicine Review, 2019).

HP, tip alaninda artrit ve romatizmal hastaliklarda antienflamatuvar etkilerinden
dolay1 yaygim kullanim alani1 bulmaktadir (Serrano ve ark., 2018). Giiniimiizde HP’nin
en sik kullanim alani1 osteoartrittir (Sanders ve ark., 2011). Genellikle; analjezik olarak
kullanilan ilaglarin, merkezi sinir sistemi ya da periferik agr1 mekanizmalari lizerine
etki ederek agriy1 hafiflettigi bilinmektedir. Agrinin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin
giivenligi ve etkinligi sinirh diizeydedir. NSAII’nin; gastrointestinal lezyonlar, bobrek ve
karaciger yetmezligi bulunanlarda sik sik tercih edilmesi kullananlarda yan tesirlere
yol acabilmektedir (Lim ve ark., 2014). HP’nin geleneksel NSAII kiyasla 6nemli
Olglide daha az olumsuz etkilere sahip oldugu ve bu nedenle alternatif bir tedavi

olabilecegi gosterilmistir (Chrubasik ve ark., 2002).

UK, yalnizca kolon mukozasinin ve submukozasinin yiizeysel bolimilyle
simirh kalip, inflamasyon ve (lserasyonla seyreden, tekrarlayabilen uzun surecli
hastaliktir. Lezyonlar spesifik rektumdan baglamakla birlikte, yayilimi distalden proksimale
dogrudur (Bassaganya Riera ve ark., 2012). Hastaligin nedenleri tam olarak bilinmemekle
birlikte genetik faktorler antioksidan kapasitenin azalmasma etki etmektedir.
Hastalikta notrofil ve makrofajlarin epitel biitiinliigiinli bozarak kolon hasarina neden
olabilecegi bilinmektedir (Tahan ve ark., 2011). Hastaligin tedavisi esas olarak
spesifik degildir ve dncelikle semptomlarin giderilmesine yoneliktir. Tim bu nedenlere

bagli olarak yeni terapdtik yaklasimlara ihtiyag vardir (Travis ve ark., 1996).
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Oksidatif stres, serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ve lipid peroksidasyonu
intestinal mukozal bariyeri bozmaktadir. Inflamatuar mediatérlerin etkinlesmesiyle
birlikte, lipid peroksidasyon degerini belirten MDA ’nin kolonik seviyelerinde artma
gorulmektedir (Verspaget ve ark., 1988; Girgin ve ark., 2000). Cetinkaya ve ark.
(2005); Mahgoub, (2003); yaptiklar1 arastirmalarinda lipid peroksidasyon gostergesi
olan MDA diizeyinin, kolit modeli ¢alismalarinda degerinin artis gosterdigini
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinda N-asetil sistein uygulamasi ile MDA
seviyesinde, anlamli azalmanin oldugunu ifade etmislerdir. Benzer olarak
calismamizda da MDA diizeyinin, HP uygulanmasiyla birlikte lipid peroksidasyonun
onlenmesi sonucu, kolit grubuna gore Kolit+tHP grubunda anlamli olarak azaldigi

go6zlendi.

Ucgiincii ve ark. (2015); romatoid artrit {izerine yaptiklar1 ¢alismalarinda, HP
ekstresi ile kombine bromelain ekstresi, glukozamin hidroklorur, kondroitin stlfat ve
metilsiilfonilmetani hayvanlara oral olarak 30 giin sureyle kombine halde uygulamislardir.
%3 harpagozit igeren ekstrenin bu kombinasyonla kikirdak yikimini 6nledigini
belirtmislerdir. Yapilan analizler neticesinde MDA, NO, 8-hidroksiguanin degerlerini ve
proenflamatuvar sitokin gen degerlerini azaltarak ortaya ¢ikan oksidatif stresle birlikte
olusan yangiy1 baskiladiklarini bildirmislerdir. Calismamizda yaptigimiz analizlerde kolit
olusturulmastyla artan MDA ve NO degerlerinin, HP ekstrakti uygulanmastyla azaldig: ve
bunun sonucunda artan oksidatif stres degerlerinin bu ¢alismaya benzer sonuglar
ortaya cikardiglr gozlemlenmistir. MDA seviyelerindeki ytiksekligin nedeni, gelisen
hasar neticesinde serbest radikal {iretiminin yiikselmesine bagli olarak lipit

peroksidasyonun tetiklenmesiyle ilgili olabilir.

Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge UK ’nin etyopatogenezinde ve
doku hasar1 gelisiminde oldukc¢a 6nemlidir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimler ile birlikte glutatyon gibi antioksidanlar hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korumaktadir. Dong ve ark. (2003); yaptiklar1 kolit modeli ¢aligmalarinda;
kolit grubunda SOD enzimi aktivasyonunun azaldigini ancak tedavi alan grupta ise
SOD aktivasyonunda kolit grubuna gore artis oldugunu gézlemlemislerdir. Liu ve ark.
(2003); yaptig1 diger bir ¢aligmada ise trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ve etanol
ile olusturulmus kolit modelinde SOD degerlerinin kolit grubunda azaldigim

belirlemiglerdir. Calismamizda da kolit grubunda SOD enzim aktivasyonunun
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azaldig1, HP uygulamasiyla birlikte SOD enzim aktivasyon seviyelerinin yiikseldigi
goriilmiistiir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen degerler, Dong ve ark. (2003); Liu

ve ark. (2003); yaptiklar1 ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Rajendiran ve ark. (2018); yaptiklar1 arastirmalarinda kolitli siganlarda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda enzimatik olmayan antioksidan SOD, GPX ve GST gibi
enzimatik  antioksidanlarin  seviyelerinde 6nemli bir azalma oldugunu
gozlemlemislerdir. Kontrol grubuna Alpinia officinarum hance uygulanmasiyla, kolit
grubuna gore kontrol grubunda bu antioksidanlarin diizeylerinin 6nemli Olgiide
arttigin1 tespit etmislerdir. Caligmamizda da HP uygulanmasiyla birlikte SOD enzim
aktivasyon degerlerinin yiikseldigini gézlemledik. Yapilan analizler sonucunda elde
edilen veriler, Rajendiran ve ark. (2018); bulduklart degerler ile benzerlik

gostermektedir.

Aksit ve ark. (2016); yaptiklart ¢aligmalarinda kolit grubunda lipid
peroksidasyon neticesinde yiikselen MDA diizeylerinin, 2-APB uygulanmasi ile hem
serum hem de doku MDA seviyelerinin azaldigini belirtmislerdir. Arastirmacilar kolit
grubunda seviyeleri diisen SOD, TAS degerlerinin, 2-APB uygulanmasiyla SOD
aktiviteleri ve TAS diizeylerinin arttigini analiz sonuglarinda belirtmislerdir. Arastirmamizda
da HP uygulamasi ile bulunan MDA, SOD, TAS degerleri, Aksit ve ark. (2016),

yaptiklar1 ¢caligma sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Sitokinler, aktive edilmis hiicreler tarafindan {iretilen hiicreler arasi sinyal
polipeptitleridir. Inflamasyon sirasinda iiretilen sitokinler, akut faz proteinlerinin iiretiminin
bashca uyaricilanidir. inflamasyonla iligkili sitokinler arasinda baslica IL-6, IL-1B, TNF-a,
IFN-B, IL-8 ve muhtemelen IL-10 bulundugu bildirilmistir (Gabay ve Kushner, 1999).
TNF-a, kronik inflamasyona veya doku hasarmna yanit olarak iiretilen giiclii bir proinflamatuar
sitokindir (Dossus ve ark., 2011). Akut inflamasyonda dogrudan indiiklenen bir proinflamatuar
sitokin olan IL-6'min UK’de yiikseldigi ve hastaligin patogenezinde énemli bir role sahip
oldugu ifade edilmistir (Lee ve ark., 2018). Deneysel kolit modeli gelistirilmis birgok
caligmada arastirmacilar, kolit grubunun hasta olmayan gruba gore artmis oranda TNF-
a ve IL-6 degeri igerdigini belirtmislerdir (Egger ve ark., 2000; Mueller, 2002). Inaba
ve ark. (2010); farelerin makrofaj hiicrelerindeki arastirmalarinda seytan pengesi

ekstresinin, lipopolisakkarit (LPS) kaynakli IL1B, IL-6 ve TNF-o dretimi Uzerine
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etkilerini incelemisler ve HP’nin enflamatuvar sitokinlerin tretimini engelledigini
bildirmislerdir. Mevcut ¢alismamizda asetik asit ile olusturulan kolit grubunda artan
IL-6 ve TNF- o degerinin HP ekstrakti uygulanmasi ile anlamli sekilde distiigii
goriilmiistiir. Arastirmamizda elde edilen verilerin daha 6nce yapilan c¢alismalara

benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Guimbaud ve ark. (1998); yaptiklar1 ¢alismada UK’de dort proinflammatuvar
sitokinin (IL-1 B, TNF- a, IL-6 ve IL-8) Uretiminde artma oldugunu tespit etmislerdir.
Aragtirmamizda da IL-6 ve TNF- a degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda kolit
grubunda bu degerlerin arttig1 tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada Funakoshi ve ark.
(1998); arastirmalarinda UK’li hastalarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda, IL-1, IL-
6, IL-8 ve TNF-a seviyelerinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da kolitli
grupta TNF-a ve IL-6 degerleri benzer sonuglar gosterdi. Calismamizda bulunan degerler
Guimbaud ve ark. (1998); ve Funakoshi ve ark. (1998); yaptiklari ¢aligmalar ile paralellik
goOstermektedir.

Huang ve ark. (2006); harpagosidin makrofaj kaynaklt NO salinimi iizerine
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, tedavi edilmeyen gruba kiyasla NO degerlerinin
yaklagik 12 kat arttigin tespit etmislerdir. Harpagosid uygulamasi ile, uyarilmis
hiicrelerde NO degerlerinin doza bagimli bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir.
Arastirmamizda NO degerlerinin HP uygulamasiyla kolit grubuna gore 6nemli
derecede azaldigi goriilmiis olup, literatiir agisindan daha dnceki yapilan ¢aligmalarla

benzer sonuglar icermektedir.

Oksidan ve antioksidan sistemlerdeki iliski UK patogeneziyle beraber doku
hasar1 derecesinin artmasi agisindan énem arz etmektedir. Kuralay ve ark. (2003),
asetik asit ile gelistirilmis kolit modelinde; kolit grubunda artan SOD ve
myeloperoksidaz enzim aktivitelerinin, NO diizeylerinin ve dokudaki hasar siddetinin
Trimetazidine tedavisi ile azaldigini, azalmis olan TNF- o seviyelerinin ise arttigini
bildirmislerdir. Calismamizda NO diizeyleri bu arastirmaya benzer ¢ikmistir. Analiz
sonuclarimiza gore Kolit grubunda azalan SOD degerlerinin HP ekstrakt
uygulamasiyla arttig1; TNF-a degerinde ise Kolit grubunda artmis olan degerin HP

uygulamasiyla birlikte azaldig1 goriilmiistiir.
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Seruloplazmin, aktive edilmis monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilen bir
akut faz plazma proteinidir (Vassiliev ve ark., 2005; Yang ve ark., 1988).
Enflamasyon, travma veya enfeksiyona yanit olarak seruloplazmin plazma diizeyinin
yiikseldigi ifade edilmistir (Gitlin, 1988). Seruloplazminin ferroksidaz aktivitesi,
demir iyonu aracili reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini inhibe ettigi ve dolayisiyla
seruloplazmin, gucli bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Klebanoff,
1992). Bakhautdin ve ark., (2013); yaptiklar1 ¢alismalarinda deneysel olarak
olusturulan kolitte seruloplazminin koruyucu bir rol oynadigmi ve inflamasyon
bolgesine toplanan makrofajlarin birincil kolon seruloplazmin kaynagi oldugunu
belirtmiglerdir. Arastirmacilar elde ettikleri verilerinde makrofajdan tiiretilen
seruloplazminin antioksidan aktivitesinin, kimyasal olarak induklenen deneysel
kolitten korunmaya katkida bulundugunu ifade etmislerdir. Yaptigimiz seruloplazmin
analizi sonucunda elde ettigimiz verilerimiz Bakhautdin ve ark., (2013); yaptiklari

calismay1 destekler niteliktedir.

UK ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda serum sialik asit degerlerinde artis
oldugu bildirilmistir (Ricci ve ark., 1995; Baba ve ark., 1992). Yaptigimiz ¢alisma
sonuglar1 Ricci ve ark., 1995; Baba ve ark., (1992), ¢alismalari sonucu bulduklar
degerlerle benzer ¢ikmistir. Deneysel olarak olusturdugumuz kolit modelinde sialik
asit degerinin yiikseldigi, HP uygulamasiyla birlikte kolit grubuna gore serum sialik

asit duzeylerinin azaldig: saptandi.

Calismamiz, HP uygulamasinin antioksidan diizeylerini onemli o6lciide
artirabildigini gostermistir. Uygulamanin sonucunda antioksidan seviyelerinin
artisginin kolon Uzerinde olumlu etkili oldugu kanisina varilmistir. Calismanin
histopatolojik degerlendirmesinde, kolit grubunda mukozal yap1 kaybi, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, kript abse olusumu, 6dem, konjesyon ve goblet hiicre kaybi gibi
degisikliklerin HP uygulandiktan sonra hafif rejenerasyon gosterdigi ortaya konuldu.
Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda ¢esitli antioksidan ilaglarin  kullaniminin
histopatolojik bulgularda azalma gosterdigi belirtilmistir (Menghini ve ark., 2019;
Rajendiran ve ark., 2018).

Apoptoz, viicuttaki bazi dokularm ve birbirleriyle reaksiyona giren bazi

immunolojik hicrelerin yok edilmesinde 6nemli bir rol oynayan, morfolojik olarak
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programlanmus bir hiicre 6limii seklidir (Shayan ve ark., 2023). Fengge ve ark., (2016),
yaptiklar ¢alismalarinda DSS ile indiiklenen grupta boliinmiis Bax, kaspaz-3, kaspaz-8
seviyelerinin, kontrol grubundakilerden énemli 6lciide yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir
(p<0.05). Uyguladiklar1 tedavi ile, kolit farelerinde bolinmiis Bax, kaspaz-3, kaspaz-8
seviyelerinin belirgin sekilde azaldigini ifade etmislerdir. Calisgmamizin sonucunda bulunan
degerler, Fengge ve ark., (2016), yaptiklar1 arastirmalarinda bulunan sonuglarla paralellik

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda Kolit olusturmak icin asetik asitten faydalanilmustir.
Calismamiz sonucu topladigimiz veriler asetik asit uygulamasindan sonra kalin
bagirsaklarda kolitin meydana geldigini ve bunun oksidatif strese neden oldugunu
desteklemektedir. Asetik asit ile induklenen kolit modeli arastirmalarinda antioksidan
ve antienflamutuar etkisi oldugu bilinen bir¢ok kimyasal ajanlarin kullanildig:
bilinmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda kolit modelinde HP ekstraktlariyla ilgili

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

HP’ye benzer tipta faydalanilan bitkilerin, yan etkilerinin az olmas1 nedeniyle
her gecen giin kullammlarinin arttign goriilmektedir. UK’de tamamlayici tedavi
acisindan etkili bitkisel ilaglarin degerlendirilmesi giiniimiizde karmasikligin1 hala

korumaktadir.

Arastirmamizda deneysel olarak kolit modelinde; kolon dokusunda serbest
radikallerin seviyelerinin artisiyla birlikte lipid peroksidasyona bagli olarak MDA,
NO, IL-6, TNF-a parametrelerinin yiikseldigi tespit edilmistir. Antiinflamatuar
ozellikleri bilinen HP’nin uygulanmasiyla lipid peroksidasyon ve buna bagli olarak
oksidatif stresin engellendigi gézlemlenmistir. Lipid peroksidasyon sonucu antioksidan
parametreler olan SOD, TAS, Seruloplazmin seviyelerinin diistiigli belirlenmistir. Kolit
grubunda seviyeleri diisen antioksidan parametrelerin HP uygulanmasiyla birlikte
yiikseldigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda kolitli grupta gelisen mukozal yapinin kayb,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, konjesyon gibi histopatalojik bulgularm HP

uygulamasiyla birlikte hafif rejenarasyon gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak; aragtirmamizda deneysel olarak kolit olusturularak oksidatif stres,
proinflamatuar sitokinler, apoptozis, antioksidanlar ve kolonun histopatolojik yapisi
tizerine HP"nin rolii incelenmistir. Kolitle induklenen oksidatif stres, lipit peroksidasyonu
ile apoptozis lzerine HP uygulamasinin koruyucu etkili oldugu; ayni zamanda

histopatolojik bozukluklarda 1limli diizeyde etkisi oldugu gdzlemlenmistir.
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Arastirmamizda elde edilen verilerin daha fazla molekiler dizeyde c¢alisma ile
desteklenmesi gerektigi ve bundan sonra yapilacak ¢alismalara 1s1k tutacagi kanisina

varilmstir.
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EK-2. Bap Sozlesmesi

T.C.

BALIKESIR UNiVERsiTEsi_ o

BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI BIRIMi
SOZLESMEST

PROJE NO: 2021/008

MADDE 1: Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmesine karar verilen 2021/008 no’ lu, “Harpagophytum
procumbens Ekstrakti'nin Deneysel Rat Kolit Modelinde Koruyucu Etkilerinin Arastirilmast” isimli projenin,
Bilimsel Arastirma Projeler Yonergesiyle belirlenen esaslar dahilinde ylritilmesi ve sonuglandirimasi amaciyla
Balikesir Universitesi Rektér Yardimcisi Prof. Dr. Cevdet AVCIKURT ile proje yiritiicisi Dog. Dr. Dilek AKSIT
arasinda agagida belirlenen kosullarla isbu sézlesme imzalanmistir.

MADDE 2: Proje yuritiicisi, projenin Balikesir Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Yonergesi ve bu sozlesme

hiikimlerinde 6ngériilen amag, kapsam, siire ve dider hususlara uygun olarak yiriitilmesi ve sonuglandinimasindan
sorumludur.

MADDE 3: Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, sire, program, yardimci aragtirmacilar ve biitcesinde
yapilacak degisiklikler, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun kararyla mimkindir.

MADDE 4: Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda alinan demirbaglar bélim ayniyat mutemetlerine zimmetlenir. Adi
gegen demirbag Urlniinin proje bitim tarihinden itibaren 1 (bir) ay igerisinde iade edilmesinden proje yiriticisi
sorumlu olup, iade isleminin belirlenen siire icerisinde yapiimamasinin sonucunda proje yiriitiiciisi Urtin bedelini
kargilayacagim kabul eder.

MADDE 5: Proje yiriiticis(, aga§idaki tarihlerde ara ve sonug raporlarni istenilmeden teslim etmek zorundadir :

1.Ara Rapor - 27-04-2021 - 26-10-2021
2.Ara Rapor - 27-10-2021 - 26-04-2022
3.Ara Rapor - 27-04-2022 - 26-10-2022
Sonug Raporu - 27-10-2022 - 17-11-2023

Ayrica istenildiginde proje ile ilgili ayrintil bilgileri ve kayitlari Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonuna vermekle
yukimlidir. Ara Raporfarinin, kabul edilebilir mazeret bildirmeksizin bu sézlesme ile beliflenen tarihierde teslim
edilmemesi halinde proje yuritictsine édeme yapiimaz bu durumda Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu projeyi
iptal edebilecedi gibi proje yiriiticisinin dedistiriimesine de karar verebilir.

Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenen projeler Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun ve / veya bu
komisyonun belirleyecedi proje izleyicileri tarafindan yerinde incelenebilir; proje yuriiticiisi izleyicilere istenilen her
torll belgeyi vermekle yakimlidir.

MADDE 6: Proje ylriticisi, sonuclanan projenin tim ydnlerini ve sonuglarini kapsayan Kesin raporunu sézlesme
tarihinin sona ermesinden itibaren dért ay icinde Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'nce hazifanmis olan “Kesin
Raporu” formatina uygun olarak Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine vermekle yikimlidiir.Kesin Raporun kabul
edilen siirede sunulmamasi veya kabul edilebilir bir mazeret bildirilmemesi halinde proje iptal edilir.

Bilimsel Arastirmalar ciltlenmis olarak sunulan “Kesin Raporu” Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
incelendikten sonra kabul edilebilir veya gerekli diizeltmelerin yapilmasi istenilebilir, Yapilan degisikliklerden sonra
Kesin Raporu yeniden dederlendirilir. Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu tarafindan Kesin Raporda yapilmasi
istenilen degisiklikler icin taninan siire azami proje stresinin kullaniimis olmasi halinde 2 ay gegemez.,

MADDE 7: Proje yUriticisinin gercekgi gerekgeler sunmasi kosuluyla, projeye en fazla toplam bitgesinin %50’si
kadar ek édenek ve / veya 1 yila kadar ek siire verilmesi konusu Komisyon tarafindan degerlendirilebilir.

MADDE 8: Proje yiritiiciisi, tamamlanan proje ile ilgili veri, kayit ve dokiimanlari en az 10 yil saklamak zorundadir.

MADDE 9: Proje yﬁurﬁti.'lcﬁsﬁ, proje ile ilgili verileri ve bulgular, yayinladigi her tirlii yazi, makale ve sundugu
bildirilerde “Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmistir.” ibaresini belirtmek zorundadir.

MADDE 10: Proje ile ilgili galismalarin surdirtlmesinde, isyeri ve proje personeli yéniinden galismanin gerektirdigi
her tirll givenlik dnlemlerinin alinmasindan proje ylriticisl sorumludur.

MADDE 11: Bilimsel Aragtirma Birimi Komisyonunca desteklenmek suretiyle ele alinan bu projenin sonucunda
17.7.1963 tarih ve 278 sayili Kanunun 2/a maddesine gdre bir ihtira meydana gelirse bu ihtira ayni kanunun 21.
maddesi uyarinca Bilimsel Arastirma Birimi Komisyonuna ait olacaktir. Ancak Bilimsel Aragtirma Birimi Komisyonunun
bu ihtiradan dolayr usuliine uygun olarak istihsal edecedi patenti satma yahut kiralama yolu ile elde edecegi bedel
veya kiramin %30’u ihtiray! yapan veya yapanlara verilecektir.

MADDE 12: Projeden elde edilen bilimsel sonuglarin telif hakki Balikesir Universitesine aittir.
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MADDE 13: Proje kapsaminda alinan arag-gerec vb. Universitemiz Ogretim Elemanlarimin kullanimina
aciktir.

MADDE 14: Bu sozlesme ile dngériilen toplam maddi destek miktari ve ddeme plani bilimsel arastirma projeleri
odeneklerinin nakit akisinda meydana gelebilecek kisintilarin neden olacagi aksamalar micbir sebep olarak kabul edilir
ve bu nedenle taraflar sorumlu tutulamazlar.

MADDE 15: Lisansisti Ogrenim Arastirma projelerinden tez basimi diginda, bir (1) yil icinde yayin yapimadig
takdirde, tez ylirGtiiclisti tezi yapaninda adinin gegmesi kosuluyla tezden yayin hazirlamak hakkina da sahiptir.

MADDE 16- Projeler kapsaminda alinan makine ve teghizat icin ayrica oda, derslik, laboratuar vb. gibi yerler talep
edilmeyecektir.

MADDE 17- Projeyi desteklemek amaciyla Balikesir Universitesi tarafindan 2021 yili igin; TUKETIME YONELIK MAL
VE MALZEME ALIMLARI : 28.444,80 TL, olmak lizere toplamda 28.444,80 TL ddenek saglanacaktir.

MADDE 18- .../.../2020 tarihinde taraflarca imzalanan bu sozlesmenin yUrlrlik stresi 24 aydir. Proje yiriticisiine
ek sire verilmesi halinde bu sézlesme ek siirede de gecerli olup, ayn bir sézlesme imzalanmaz.

MADDE 19- Proje kapsamindaki, yazismalar, ara rapor, sonug raporu, harcama islemleri ve takibinde tim sorumluluk
proje yurGticistne ait olup, bu islemlerden dogabilecek hata ve zararlar proje ylritiictist tarafindan karsilanir.

MADDE 20- Sézlesme giderleri Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan ddenir.
MADDE 21- Anlagsmazlik halinde yetkili merci Balikesir Mahkeme ve icra Daireleridir.

BALIKESIiR UNIVERSITEST

Sdina PROJE YURUTUCUSD
Prof. Dr. Cevdet AVCIKURT Dog. Dr. Dilek AKSIT
Rektor Yardimcisi Ogretim Uyesi
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