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1. OZET

Bu ¢alisma, deneysel olarak iilseratif kolit (UK) olusturulan ratlarda linalool
ile likopen’in geleneksel ve kolona hedeflendirilerek kullanilmasinin muhtemel
koruyucu etkilerini karsilastirmali olarak arastirmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Calismada her grupta 7 adet olmak iizere toplam 49 adet Wistar Albino rat
kullanild1. Geleneksel ve hedeflendirilmis linalool (200 mg/kg) ile likopen (10
mg/kg) ratlara 7 giin uygulandiktan sonra intrarektal olarak %4’liik asetik asit
kullanilarak UK olusturuldu. Calismanin sonunda hayvanlar dekapite edilerek
analizler i¢in kolon dokular1 alindi.

Histopatolojik analizlerde, iilseratif lezyonlarin derinlik ve genislikleri
acisindan skorlar, en yiiksek UK grubunda bulunurken, hedeflendirilen gruplarda
diisiik bulundu (P<0.001). UK grubunda kolon dokusu malondialdehit (MDA)
seviyelerinin yiikseldigi (P<0.05), indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri ile
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinin ise azaldig1 (P<0.05)
tespit edildi. UK grubuyla karsilastirildiginda linalool ve likopen gruplan ile
hedeflendirilen gruplarda MDA seviyeleri azalirken (P<0.05), GSH diizeyleri ile
CAT ve GPx aktivitelerinin arttig1 belirlendi. Ayrica, UK grubunda tiimér nekroz
faktor o (TNF-a), interloykin 1p (IL-1B) ve interloykin 6 (IL-6) diizeyleri yiiksek
bulunurken (P<0.05) hedeflendirilen likopen’in tiim degerleri, linalool’tin ise IL-1f3
ve IL-6 diizeylerini diisiirdiigii (P<0.05) tespit edildi. Ilaveten; UK grubunda
niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve siklooksijenaz 2 (COX-2) protein ekspresyon
diizeylerinin yiiksek, niikleer faktor eritroit 2-iligkili faktor 2 (Nrf-2) diizeylerinin
diisik oldugu (P<0.05), hedeflendirilen gruplarda ise NF-kB ve COX-2

diizeylerinin azaldigi, Nrf-2 diizeylerinin ise arttig1 goriildii (P<0.05).



Sonu¢ olarak; deneysel UK modelinde kolonda meydana gelen
histopatolojik, oksidatif ve yangisal hasarlara karsi etken maddelerin geleneksel
yolla kullanimima kiyasla hedeflendirilerek kullanilmasinin daha etkili oldugu
ortaya konulmustur. Ayrica UK modelinde hedeflendirilmis likopen
uygulanmasinin linalool’den daha basarili oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular
15181nda, yangisal bagirsak hastaliklarinin korunmasinda kolona hedeflendirilmis
likopen ve linalool’iin etkili kullanim potansiyeline sahip oldugu kanaatine

varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Ulseratif kolit, kolona hedeflendirme, likopen,

linalool, koruyucu etki.



2. ABSTRACT
Investigation of Efficiency of Colon-Targeted Linalool and Lycopene in the
Experimental Model of Ulcerative Colitis

This study was carried out with the aim of the investigation of possible
protective effect of conventional and colon targeted linalool and lycopene
comparatively in rats with experimental ulcerative colitis (UC).

A total of 49 Wistar Albino rats (7 animals in each group) were used.
Conventional and colon targeted linalool (200 mg/kg) and lycopene (10 mg/kg)
were given to them for 7 days and then UC was induced using 4% acetic acid
intrarectally. At the end of the experiment, the animals were decapitated and colon
tissues were taken for analysis.

Scores in terms of depth and width of ulcerative lesions were found to be
highest in the UC group while lower in the targeted groups (P<0.001). It was
detected that colon tissue malondialdehyde levels (MDA) in the UC group were
higher (P <0.05) while reduced glutathione (GSH) levels and catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) activities were decreased (P<0.05). However, MDA
levels were found to be lower in the targeted linalool and lycopene groups (P<0.05),
while GSH levels, CAT and GPx activities were increased compared with UC
group. Tumor necrosis factor o (TNF-a), interleukin 1B (IL-1p) and interleukin 6
(IL-6) levels were also higher (P <0.05) in the UC group when compared to targeted
lycopene group. It was detected that targeted linalool decreased level of IL- 1 and
IL-6 (P <0.05). Additionally, nuclear factor kappa B (NF-kB) and cyclooxygenase
2 (COX-2) protein expression levels were found to be higher, nuclear factor

erythroid 2-related factor 2 (Nrf-2) was lower in the UC group (P<0.05) where NF-



kB and COX-2 protein expression levels were found to be lower and Nrf-2 was
higher in the targeted groups (P<0.05).

Consequently, the usage of targeted agents was found to be more effective
than conventional usage against to histopathologic, oxidative and inflammatory
damage occurred in the colon in the experimental UC model. Also targeted
lycopene was found to be more effective than targeted linalool in the UC model. It
was concluded from these data that targeted lycopene and linalool might have

potential usage in the prevention of inflammatory bowel disease.

Key Words: Ulcerative colitis, colon targeting, lycopene, linalool,

protective effect.



3. GIRIS

3.1. Yangisal Bagirsak Hastaliklar:

Yangisal bagirsak hastaliklar1 (YBH), gastrointesinal kanalda sik
tekrarlayan akut veya kronik inflamasyonla karakterize Kklinik, patolojik ve
epidemiyolojik bulgularla seyreden ancak etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis
bir grup hastaligi kapsar (1). YBH nin en 6nemli iki formu Crohn hastaligi (KH)
ve iilseratif kolit (UK)’tir. Bu hastaliklarin her ikisi de ishal, kanli diski, kilo kayb,
karin agrisi, ates ve yorgunluk gibi benzer klinik semptomlar gostermektedir (2).
Bununla birlikte UK &ncelikli olarak kolon ve rektumun mukozal yiizeyini

etkilemesine karsin (Sekil 1), KH gastrointestinal kanalin herhangi bir kisminda

goriilebilmektedir (3,4).

Sekil 1. Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi’nin kolonda yerlesimi (5).



3.1.1. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit, cogunlukla orta yas grubu olmak iizere genglerde de goriilen
kolonun kronik tekrarlayan yangisal bir hastaligidir ve genellikle 6miir boyu tedavi
gerektirir (6). KH’de yang1 bagirsak duvarmin tiim katmanlarmi etkilerken, UK de
yangi genellikle mukoza tabakasi ile smirhdir (7). UK’de hastalik lezyonun
yerlestigi bolgeye gore farkli isimlerle adlandirilmaktadir. Ornegin; hastalik
yalnizca rektum’da goriiliiyorsa iilseratif proktit, hastalik inen kolonda goriiliiyorsa,
siirli ya da distal kolit sayet hastalik tiim kolonda yaygin sekilde goriiliiyorsa
pankolit olarak adlandirilmaktadir. Hastaligin ilk semptomlar1 akut, hizli bir sekilde
goriilebilecegi gibi kademeli bir sekilde de ortaya cikabilmektedir. Hastaligin hafif
belirtileri arasinda digskida yumusama, abdominal kramplar ve ishal goriiliirken
siddetli belirtiler arasinda kilo kaybi, yorgunluk, istah kaybi, diskida mukus artisi,
siddetli rektal kanama, ates ve anemi goriilebilmektedir (2). UK hastalarinin kolon
kanserine yakalanma olasilig1 normal bireylere gore en az iki kat daha fazladir.
Karsinojenez riskiyle ilgili olarak, genomik instabiliteyle iligkili kolonda olusan
yangi burada epitel hiicre donglislinlii artirarak neoplastik doniisiime neden
olabilmektedir. Ayrica tilseratif kolit hastalarinin yarisindan fazlasinda hastaligin

baglamasini takip eden bes yil iginde niiks goriilebilmektedir (8).

3.1.1.1. Epidemiyolojisi

Son yillarda UK gorilme oranlarinda siirekli artislar  oldugu
gozlenmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde YBH goriilen insan sayisinin 1-2
milyon civarinda oldugu ve bunlarin da yaklasik yaristmin UK hastasi oldugu

tahmin edilmektedir. Hayatin herhangi bir ddSneminde gériilebilmesine ragmen UK



i¢in 15-30 ve 50-70 yas arasindaki bireyler potansiyel risk grubunu olusturmaktadir.
Kadin ve erkeklerde hastaligin goriilme orani esittir. UK’li insanlarin yaklasik
%20’sinin YBH olan yakin akrabasi vardir. Kafkas ve Kuzey Avrupa kokenli
irklarda hastaligin goriilme orani yiiksek olmasina karsin Asya, Japonya, Afrika ve
Giiney Amerika 1wrklarinda goriilme oram1 daha diisiiktiir. UK’nin insidensi
Avrupa’da yiiz binde 24.3 iken bu deger Kuzey Amerika’da 19.2°dir. Hastaligin
prevalans1 Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’daki insanlarda yiiz binde 90 ile 505
arasinda iken Dogu ve Giliney Avrupa’da bu deger daha diisiiktiir. Anne siitii ile
beslenme, apendektomi ve sigara UK riskinde azalmayla iliskiliyken bati tarzi

beslenme, solaklik ve depresyon UK riskini artirabilmektedir (2, 9).

3.1.1.2. Etiyoloji ve Patogenezi

Ulseratif kolit'in etiyolojisi tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte,
olas1 faktorlerin genetik etki, immunolojik anormallikler ve cevresel faktorler
olabilecegi bildirilmistir (10). Arastirmacilar son yillarda ilgilerini ¢evre (6zellikle
bagirsak florasi) ve bagirsak bariyerlerinin savunma mekanizmalar1 (6zellikle
mukus tabakas1 ve mukozal bagisiklik sistemi) arasindaki etkilesime ¢evirmislerdir
(9). Mukozal immun sistemin ilk savunma basamagini epitel ortii olusturmaktadir.
Epitel ortii bagirsak liimenindeki antijenik maddelerin gastrointestinal kanalin
immunojenik aktif bolgesine ulagsmasini engeller. Epitel hiicrelerden salgilanan
mukus, immun hiicrelerden salgilanan IgA, glikoproteinler ve fosfolipitler epitel
hiicreler tlizerinde koruyucu bir ortii olusturur ve mikroorganizmalarin hiicre
membranlarina baglanmasin1 engeller. Ayrica diger taraftan mukozay1 kimyasal

ajanlarin olusturdugu hasara karsi da korur. Bagirsak duvarinin gecirgenligi



normalde epitelyum tabakasinin biitiinliigii, mukus iiretimi, bagirsak peristaltigi ile
koruyucu faktorlerin salgilanmasina baghdir. YBH’de mukozada gegirgenlik
arttigindan dolay1 liimendeki antijenik yapilar epitelden kolaylikla altindaki immun
alana gegerek yangisal siireci baslatir (11, 12). UK immun sistem aracil1 bir hastalik
olarak diistiniilebilir ve genetik olarak yatkin bireylerin bagirsak liimeni igindeki
antijenlere kars1 verdigi diizensiz immun cevaplardan dolay1 goriilebilmektedir.
YBH icin genom iligkilendirme calismalar1 yapilarak YBH ile iligkili 163 lokus
tespit edilmis ve bu lokuslarm ¢ogunun UK ve KH’nin her ikisiyle de iliskili oldugu
bildirilmistir. Bu bdlgeler otofaji, mikroorganizmalarin taninmasi, lenfosit
sinyalizasyonu, endoplazmik retikulum stresine cevap, sitokin sinyalizasyonu gibi
cesitli islevler icin aday genleri icerir. Yapilan ¢alismalarda prevalansi diisiik bir
bolgeden prevalansi yiiksek olan bir bolgeye go¢ eden insanlarin bu bolgede dogan
cocuklarinda UK riskinde artis oldugu, bunun sebebinin de UK gelisiminde ¢ok
onemli olan erken ¢ocukluk ve bebeklik donemlerindeki maruz kalinan gevresel
faktorler ile immun sistem ve mikrobiyota gelisimine olan etkiler oldugu ortaya
konulmustur. Bati tarz1 diyetlerde oldugu gibi yiiksek oranda doymus diyet (st
kaynakli yag gibi) bagirsak florasinin bilesimini degistirerek kolit insidensinde
artisa yol agabilmektedir (9). Farkli genetik, immun ve ¢evresel faktorlere karsilik
olarak gelisen hiicresel immun reaksiyon, asir1 artmis yangisal sitokinler (Tumor
nekroz faktor-a, interferon-y, interléykin 2 vd.), niikleer faktor kappa B (NF-
kB)'nin aktivasyonu ve artmis serbest radikal {iretiminin (reaktif oksijen tiirleri gibi)
yani sira azalmis antioksidan kapasite UK'nin patogenezinde onemli bir yere
sahiptir (13, 14). Ek olarak UK de epitel hiicre kayiplarinda apoptoz’un da énemli

bir rol oynadigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda epitel hiicre apoptozundaki artis



ve yangi hiicrelerindeki apoptozda inhibisyon kolon dokusundaki hasar ve

immiinolojik anormalliklerle yakindan iligkili bulunmustur (15).

3.1.1.3. Ulseratif Kolit’te Oksidatif Stresin Rolii

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron igeren yliksek derecede reaktif molekiiller olarak bilinirler. Serbest
radikaller genellikle kararsiz ve oksijen, nitrojen (reaktif nitrojen tiirleri: RNT) ve
stilfiirden (reaktif siilfiir tiirleri: RST) koken alirlar (16). Hiicrede enerji iiretim
basamaklarinda kullanilan oksijen (Og), tiikketim siirecinde reaktif oksijen tiirleri
(ROT)’ni meydana getirir. Canlilar yasamlar siiresince az veya ¢ok etkin serbest
oksijen gruplarini iiretirler. Az miktardaki serbest radikaller bagisiklik sistemi
hiicreleri i¢in (nétrofil ve makrofajlar) gereklidir. Ancak, kontrolsiiz birakilirsa
hiicreler daha c¢ok serbest radikal iiretir ve hiicrelerin savunma mekanizmalari
zayiflar (17, 18). ROT yiiksek oranda aktif kimyasal yapilar olmakla birlikte
protein, lipit ve niikleik asit gibi makromolekiilleri hedef alirlar. Bu molekiillerde
protein yap1 bozuklugu, lipit peroksidasyon ve DNA mutasyonlarina neden olurlar.
Bundan dolayi, ROT’un fazla miktarda sentezi hiicre ve doku hasari ile abartili
yang1 ve karsinojenezise sebep olabilmektedir (19). Biyolojik sistemlerdeki ROT;
siiperoksit anyonu (?02"), hidroksil radikali (HO), nitrik oksit (NO-), peroksil
radikali (ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi maddeler
oksidatif stresin olugsmasindaki en 6nemli sebeplerdendir (17).

Canlilarin yagsamsal ve biyokimyasal fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri
i¢in prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda her zaman gozetilmesi gereken bir

denge vardir. Bu dengenin prooksidanlar lehine bozulmas1 oksidatif strese yol agar.



Cogunlukla baz1 yangisal hiicrelerin aktivasyonu ve infiltrasyonuyla yol agilan
kolon mukozasi i¢indeki yangisal bozukluklarda, reaktif oksijen ve azot
tirevlerinin miktarlarinda artislar gortilmektedir (12, 20). Kolon epitelinde fazla
miktarda tiretilen hidrojen peroksitin, bazal membran ve hiicreler arasi baglantilara
zarar vererek submukozal bdlgeye bakteriyel antijenlerin gegisine neden
olabilecegi ve bu antijenlere kars1 olusan immun yanitin UK’ye sebep olabilecegi
One siiriilmistiir (12, 19). Son yillarda yapilan ¢alismalarla YBH’de oksidatif
stresteki artis ve antioksidan kapasitedeki azalislar ortaya konulmustur. Bu hastalik
icin uygulanan standart tedavinin etkinligi (aminosalisilatlar gibi) onlarin
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkileriyle iliskili bulunmus ve yapilan
caligmalarda gesitli antioksidan maddelerin bu hastaligin tedavisindeki etkinlikleri

denenmistir (10).

3.1.1.3.1. Lipit Peroksidasyon ve Malondialdehid (MDA)

Lipit peroksidasyon hiicresel bilesenlere ciddi zararlar veren
reaksiyonlardan biridir. Hiicre membraninda bulunan arasidonik asit gibi ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA), serbest radikallerle reaksiyona girip lipit
peroksidasyona ugrayabilirler. Serbest radikallerin hiicre zarlar1 yag asitleriyle
reaksiyona girerek zar biitlinliiklerinin bozulmasina sebep olduklart siirec lipit
peroksidasyon olarak adlandirilir. MDA gibi lipit peroksidasyon kaynakli aldehitler
serbest radikallerle (oksijen ve hidrojen serbest radikalleri) karsilastirildiklarinda
nispeten daha stabildirler ve yiiksek derecede reaktif elektrofilik molekiil olarak
hareket ederler. MDA ii¢ karbonlu, diisitk molekiil agirlikli bir aldehittir. Lipit

peroksidasyonun ikincil iiriinlerinden olan MDA, hiicre ve dokulardaki oksidatif
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hasarin degerlendirilmesinde en sik kullanilan gostergelerden birisidir ve lipit

peroksidasyonun siddetiyle orantili olarak artmaktadir (21, 22).

3.1.1.3.2. Antioksidan Enzimler

Biyolojik sistemler fazla miktarda artmis serbest radikalleri notralize etmek
ve onlarin zararl etkilerine kars: hiicreleri korumak icin antioksidan sistemler ile
donatilmislardir. Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak iki kategoriye ayrilir. Enzimatik antioksidanlar birincil ya da ikincil
enzimlerdir. En etkili antioksidan enzimler birincil enzim olarak bilinen Glutatyon
peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT) ve Siiperoksit dismutaz (SOD)’duir.
Peroksiredoksin de birincil enzimler i¢inde yer almasina ragmen az miktarda
peroksiti notralize edebilmektedir. Glutatyon rediiktaz (GR) ise ikincil enzim olarak
bilinir ve dogrudan serbest radikalleri notralize etme etkisi olmasa da okside
glutatyon (GSSG) ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz1 diistiriir, NADPH’1 yeniler ve
diger antioksidanlar i¢in destekleyici role sahiptir. Enzimatik olmayan
antioksidanlart metabolik antioksidanlar ve gida antioksidanlar1 olusturmaktadir.
Metabolik  antioksidanlar; tiyol antioksidanlar  (glutatyon, tioredoksin,
glutaredoksin, lipoik asit), melatonin, koenzim Q, iirik asit, bilirubindir. Gida
antioksidanlar1 ise vitamin C ve E, karotenoidler, iz elementler (selenyum, siilfiir,
¢inko), polifenolik bilesikler gibi dogal gidalar ile beslenme takviyelerinden elde

edilen eksojen bilesiklerdir (16, 19).
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3.1.1.3.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Bu enzim selenyum-bagimli (GPx) ve selenyum-bagimsiz (glutatyon-S-
transferaz, GST) olmak iizere iki formda bulunur. Bu antioksidanlar, aktif
bolgelerinde selenyum baglama, katalitik mekanizma ve alt iinite sayis1 agisindan
farklidirlar. Tetramerik enzimler ailesinden olan GPx aktif bolgesinde selenosistein
amino asitini igerir ve H2O> ile lipit peroksitleri indirgemek i¢in indirgenmis
glutatyon (GSH) gibi diisiik molekiil agirlikli tiyollere ihtiya¢ duyar. GPx, H20:
veya organik peroksit (ROOH)’in su veya alkole indirgenmesini katalizler. Bu
islemler GSH varliginda meydana gelir. GSH, GPx’in katalitik reaksiyonu
vasitastyla GSSG’ye doniistiiriiliir. Substrat olarak H2O2 i¢cin GPx ve CAT arasinda
bir yarisma olmakla birlikte diisiik seviyelerdeki oksidatif hasara karsi ana
korumay1 GPx saglar (16, 23). Farkli genler tarafindan kodlanan dért GPx izomeri
bulunmaktadir. Bunlar sitozolik ve mitokondrial GPx (cGPx veya GPx1), sitozolik
(GPx2), ekstraseliiler (GPx3 veya GPxP) ve fosfolipit hidroperoksit (GPx4) olarak
tanimlanmaktadir (16). GPx1 her yerde bulunur ve H20: ile yag asiti peroksitlerini
indirger fakat esterlesmis peroksil lipitleri indirgeyemez. Esterlesmis lipitler GPx4
tarafindan indirgenir ve diisiik molekiil agirlikli tiyollere bu tepkimede ihtiyag
duyulur. GPx2 diyetle alinan peroksitleri azaltmak i¢in mide ve bagirsaktaki epitel
hiicrelerde lokalize olmustur. GPx3 hiicre dis1 bélmelerde bulunan GPx ailesinin
bir iiyesidir ve memelilerde en 6nemli hiicre dis1 antioksidan enzimlerden birisi
olduguna inanilmaktadir (23).

3.1.1.3.2.2. Katalaz

Katalaz tetramerik porfirin (dort es monomer) igeren bir enzimdir ve esas

olarak peroksizomlarda lokalize olmustur. Yapisindaki her bir monomer aktif
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bolgesinde "heme" grubu igerir. iki basamakta H2O2’nin su ve molekiiler oksijene
donlismesini katalize eder. Alt birimde bagl olarak bulunan NADPH 1n varlig
H>O> tarafindan inaktive edilen enzimin korunmasina yardimci olur. CAT bilinen
tiim enzimler arasinda en fazla doniisiim oranina sahip enzimlerden birisidir ve
dakikada yaklasik 6 milyon molekiil H2O2’yi su ve oksijene doniistlirebilmektedir.
Tim dokularda bulunabilmesine ragmen eritrositler ve karaciger en yliksek enzim

aktivitesine sahip dokulardir (16, 23).

3.1.1.3.2.3. Siiperoksit Dismutaz

Bir metalloenzim olan SOD, viicuttaki en etkili antioksidan enzimlerden
birisidir ve canli hiicrelerde ROT’a kars1 ilk savunma hattin1 olusturdugu
diistiniilmektedir. SOD Oz ’nin Oz ve H202’ye dismutasyonunu tesvik eder.
Uretilen H20, daha sonra CAT ve GPx tarafindan ortamdan uzaklastirilir. SOD’un
birkag¢ izoformu vardir. Bu izoformlar kofaktor ve alt {inite sayisi, aminoasit yapist
ve aktif metal merkezinin tabiati gibi bir¢ok agidan farkliliklar igerirler.
Memelilerde farkli doku dagilimi ve lokalize oldugu spesifik bolge acisindan 3
farklt SOD tiirii tanimlanmustir. Bunlar sitozolik bakir ¢inko SOD (Cu Zn-SOD),
mitokondriyal mangan SOD (Mn-SOD) ve hiicre dist SOD (EC-SOD)’dur. Bu
izoformlar arasinda tiim hiicrelerde mitokondri i¢inde lokalize olan Mn-SOD,
antitimor etkinliginin yaninda en etkili antioksidan enzimlerden birisi olarak
bilinir. Yalnizca birkac¢ hiicre tipinin (fibroblast ve endotelial hiicreler) sentez
edebildigi EC-SOD hiicrenin yiizeyinde lokalize olmustur ve heparin ile heparin

stilfata yiiksek affinite gosterir (16, 23).
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3.1.1.3.2.4. Glutatyon

Glutatyon cogunlukla sitozol olmak iizere tim hiicre bélmelerinde bol
miktarda bulunan 6nemli bir antioksidandir. GSH/GSSG orani oksidatif stresin
onemli bir belirleyicisidir. Glutatyon c¢esitli yollarla antioksidan 6zelligini
gostermektedir. Glutatyon H2O: ve lipit peroksitlerle tepkimeye girerek onlarin
detoksifiye olmalarini saglar. Glutatyon H202’ye elektron vererek onun su ve
oksijene indirgenmesini saglar. Glutatyon rediiktaz ise elektron vericisi olarak
NAD(P)H’1 kullanarak GSSG’yi tekrar GSH’a indirger. Glutatyon, GPx ve GSH
transferaz gibi birkag detoksifiye edici enzim i¢in kofaktordiir. Vitamin C ve E’nin
aktif formlarina dondiirilmelerinde aktif role sahiptir. Proapoptotik ve
antiapoptotik sinyal yollartyla etkileserek apoptoza karsi hiicreleri korumaktadir.
Glutatyon ayrica AP-1, NF-kB ve Sp-1 gibi bazi traskripsiyon faktorlerini diizenler

ve aktive eder (23).

3.1.1.4. Ulseratif Kolit’te Yang1 Mediyatorlerinin Rolii

Ulseratif kolit’in patolojik mekanizmasmin bagirsak liimenindeki
antijenlere kars1 gelisen immun cevaptaki bozukluklarla iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. UK hastalig1 birgok mikroorganizmanin ikamet ettigi kolonda
meydana gelir. Normal bagirsak mikroflorasi yaklasik 400 farkli bakteri tiiriinti
kapsamaktadir ve terminal ileum ile kolon bu bakterilerin en yogun bulundugu
bagirsak kisimlaridir. Epitel ortii bagirsak liimenindeki antijenik maddelerle
gastrointestinal kanalin immunojenik aktif bolgesi arasinda bir bariyer olusturur.
Bu mikroflorada var olan dengenin bozulmasiyla Gram negatif bakteri endotoksini

gibi toksik bilesikler ile B-glukuronidaz ve triptofanaz gibi zararli enzimler
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iiretilebilmektedir. Uretilen sitotoksinler ve endotoksinler bagirsak epitel
hiicreleriyle etkileserek mukozal immun sistemin yangisal aktivasyonunu uyarirlar.
Bunun sonucunda yangili bélgede pro-inflamatuvar sitokinler ve diger mediyatorler
bol miktarda tiretilirler (24).

Ulseratif kolitin patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte
gelisiminde immun sistem fonksiyon bozukluklariin belirleyici rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bununla iligkili olarak tiimér nekroz faktor-o (TNF-a),
interferon-y (IFN-y), interloykin-1p (IL-1pB), IL-6 ve IL-12 gibi pro-inflamatuvar
sitokinler, IL-4, 1L-10, IL-11 gibi antiinflamatuvar sitokinler ve siklooksijenaz-2
(COX-2) ile uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi inflamatuvar proteinlerin
ekspresyonu arasindaki dengenin bozulmasi yangi siirecinde 6nemli bir role sahiptir
(25).

Bagirsak immun sisteminin énemli sinyal molekiilleri olan sitokinler bu
ozelliklerinden dolayr YBH’de anahtar role sahiptir. Sitokinler bagisiklik sistemi
hiicreleri tarafindan {retilen kiigiik protein yapida maddelerdir. Bu maddeler
hiicreler arasindaki iletisimi kolaylastirarak, antijene spesifik efektor hiicrelerin
cogalmasini tesvik ederler ve otokrin, parakrin, endokrin yolaklar1 kullanarak lokal
ve sistemik yangiya aracilik ederler. Sitokinler YBH’de; yang1 mediyatorleri, nitrik
oksit, trombosit aktive edici faktor ve lokotrienlerin iiretimi, NF-kB yolaginin
aktivasyonu ve apoptoz’un inhibisyonu gibi bir¢ok role sahiptirler. Dolayisiyla UK
gibi yangisal hastaliklarda dogrudan mukoza ve doku hasarindan sorumludurlar
(26, 27).

TNF-a, makrofaj ve diger antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan iiretilen

tipik bir pro-inflamatuvar sitokindir. Yangidaki uyarici rolii, IL-1f ve IL-6 {iretimi,
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epitel bariyerin bozulmasi, adezyon molekiillerinin ekspresyonu, fibroblastlarin
cogalmasi, prokoagiilan faktorlerin aktivasyonu, bagirsak epitel hiicreleri
tarafindan kemokin salgilanmasinin uyarilmasi ve apoptozun inhibisyonu olarak
bilinmektedir. Bunlara ilaveten, nétrofil ve makrofajlar1 aktive eder, B hiicreleri
uyarir ve T hiicreleri tarafindan tiretilen IFN-y miktarini artirir (26, 27).

IL-1pB ve IL-6 YBH’ nin prognozunda anahtar bir role sahiptir (28). IL-6 en
onemli pro-inflamatuvar sitokinlerden birisidir ve tiretimi akut faz cevabi sirasinda
uyarilir. Bircok hiicre tarafindan salgilanabilmesine ragmen bagirsaklarda ana
iretim kaynagi makrofajlardir. IL-6 pro-inflamatuvar etkilerinin ¢ogunu
¢oziinebilir reseptoriine (sIL-6R) baglanarak gosterir. Bu reseptore baglanma olay1
gp130 hiicreleri tarafindan stimiile edilir (26). Deneysel kolit modelinde IL-1
reseptor antagonistlerinin  kullaniminin, kalin bagirsakta yangi hiicrelerinin
infiltrasyonunu ve odemli bolgedeki hiicrelerde myelopreoksidaz (MPO)
aktivitesini baskiladigi gosterilmistir (27, 29).

NF-kB; hiicreler arasi adezyon molekiilleri, COX-2, iINOS, pro-
inflamatuvar sitokinler ve hiicre Oliimiinii kapsayan yangisal cevap ve hiicre
canlilifryla ilgili bir ¢ok genin diizenlenmesinde rol almasindan dolayr UK’de
onemli bir sinyal yolagidir (27). YBH’de NF-kB aktivasyonunda artislar oldugu
belirlenmistir. NF-kB p65 oligoniikleotidinin inhibisyonunun UK’den korunmada
etkili bir yaklasim oldugu gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada (30) NF-kB’nin
inhibisyonuyla TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17, COX-2 ve iNOS gibi yangi
sitokinlerinin  baskilandigi bildirilmistir. Bu sebepten dolayi, NF-kB’nin
aktivasyonunun inhibe edilmesinin UK’nin tedavisi agisindan etkili bir strateji

olabilecegi diisiiniilmektedir (31). Ayrica yapilan baska bir ¢alismada (32) c-Jun
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N-terminal kinaz (JNK) gibi mitojenleri etkinlestiren protein kinazlar’in YBH’de
onemli role sahip olduklar1 bildirilmistir. JNK, T hiicrelerinin olgunlasmasi ve
aktive edilmesiyle TNF-a, IL-2, IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin sentezini

diizenler (27).

3.1.1.5. Deneysel Kolit Modelleri

Yangisal bagirsak hastaliklarinin  patogenezi halen tam olarak
aydinlatilamamis olmasindan dolay1 patogenezde yer alan mekanizmalari ortaya
koymak amaciyla deneysel olarak bir¢ok akut ve kronik yangi modelleri
gelistirilmistir. Bu modeller genel olarak; kimyasallar tarafindan uyarilan kolit
modelleri, adoptif transfer modelleri, kendiliginden (spontan) gelisen kolit
modelleri ve transjenik hayvan modellerini i¢ine alir. Bunlar arasinda en yaygin
kullanilan modellerden birisi de kimyasallarla uyarilan kolit modelleridir. Kimyasal
ajanlar aracihigiyla UK’nin indiiklendigi modeller arasinda en yaygin olarak
kullanilanlar asetik asit, indometazin, trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS),
oksazolon gibi toksik kimyasallarin ve dekstran siilfat sodyum (DSS) gibi
polisakkaritlerin ¢esitli yollarla uygulanmast sonucu olusturulan yangi
modelleridir. Deneysel hayvan modelleri hastalifin patogenezinin arastirilmasi ve

yeni terap6tik ajanlarin kesfi i¢in biiyiik dneme sahiptir (33, 34).

3.1.1.5.1. Asetik Asit ile Olusturulan Kolit Modeli
Asetik asitin %4-10 konsantrasyonunda kolon igine uygulanmasi kobay,
fare, tavsan ve ratlarda akut koliti uyarabilmektedir. Asetik asit ile deneysel olarak

olusturulan UK’deki histopatolojik degisiklikler, insanlarda gorillen UK
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bulgulariyla ¢ok benzerdir. Bu madde ile uyarilan UK hizli bir gelisim gosterir
(asetik asit uygulamasindan 4 saat sonra) ve devaminda asetik asit uygulamasindan
sonraki yedi giin iginde hizl1 bir iyilesme gosterir (35).

Bu modelle ilgili ilk ¢alisma MacPhersan ve Pfeiffer tarafindan 1978 yilinda
yapilmistir. Calismada 0.5 ml asetik asiti %10-50 konsantrasyonunda rektal yolla
ratlara uygulamiglar ve 10 saniye bu sekilde tuttuktan sonra ii¢ kere 0.5 ml
fizyolojik tuzlu su ile bagirsak liimeninin yikanmasi gerektigini bildirmislerdir (36).
Bu ratlarda asetik asidin dozuna bagli olarak kript anormallikleri ve distal kolonda
iilserasyonu iceren histopatolojik bulgular gézlemlenmistir. Ilerleyen zamanlarda
yapilan ¢alismalarla (14, 37) asetik asetin konsantrasyonu ve temas siiresinde bir
takim degisiklikler ve optimizasyonlar yapilmistir. Rektal yolla yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanan asetik asit bagirsak liimeninde siklikla delinmelere
yol acabilmektedir. Bu sebepten dolay1 en son calismalarda uygulanan protokol
anestezi altindaki ratlara 2 ml %4 liik asetik asit 2.7 mm yumusak pediatrik katater
vasitasi ile rektal yoldan uygulanmasi ve 30-120 saniye maruz birakilmasidir (14,
38).

Bu modelde asetik asite maruz kalma siiresi ve konsantrasyonuna bagh
olarak mukoza tabakasinda epitelyal nekroz ve 6dem goriilebilmektedir. Gegici
lokal iskemi akut hasara katki saglayabilmektedir fakat notrofiller erken agamalarda
ise karismamaktadir. Mukozal ve submukozal yangiyi, NF-kB ve diger yangi
mediyatorlerinin aktivasyonu sonucu ilk hasar takip eder. Asetik asitle olusturulan
kolit yonteminin avantaji1 diisiik maliyetli olmas1 ve kolay uygulanabilmesidir. Bu
modelde epitel doku hasar1 asetik asit uygulamasindan sonraki ilk 24 saat i¢inde

goriilebilmektedir (33).
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3.1.1.5.2. Trinitrobenzen Siilfonik Asit ile Olusturulan Kolit Modeli

Trinitrobenzen siilfonik asit, doku proteinlerine baglanabilme ve Th1 hiicre
aracilt bagisikligr uyarabilme yetenegine sahip hapten yapisinda bir maddedir.
Tastyicist olan etanol igcinde TNBS’nin rektal yolla uygulanmasi fare ve ratlarda
akut yangi ve iilserasyona sebep olabilmektedir. Akut hasar, uygulamadan 3 giin ile
1 hafta sonra pik yapabilir ve 2 hafta i¢inde de ¢oziilmeye baslar (35).

Yiiksek konsantrasyonlarda etanol TNBS uygulamasinda tagit madde olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii TNBS’nin UK’yi uyarabilmesi igin mukozaya
ulagabilmesi gerekmektedir. Onun mukozaya etki etmesini epitel bariyer
sinirlandirir. Etanol, TNBS’nin UK olusturabilmesi igin bir bariyer bozucu olarak
hareket etmektedir (39). Uygulama prosediiriinde 4-5 mg TNBS %40-50 etanol
konsantrasyonu igerisinde rektal yoldan uygulanir. Fakat bu modelde kullanilan
deney hayvanlarinin tiirlerine gére bazilarinda duyarlilik bazilarinda da direng
goriilebildiginden doz degisebilmektedir. TNBS tarafindan uyarilan kolit bir
gecikmis tip asir1 duyarhilik reaksiyonu olarak meydana gelmektedir. TNBS,
YBH’nin patogenezinde onemli rol oynayan yangi mediyatorlerinin miktarini
artirir. Bu artis kolondaki MPO seviyesiyle de uyumludur (33).

Model olusturmanin kolay olmasi, deney siiresinin kisa olmasi, iilser ve
yangt hiicreleri infiltrasyonu ile birlikte uzun siireli hasar goriilmesi bu modelin
avantajlaridir. Bu modelde oldugu gibi insanlarda goriilen UK hastaliginda da
yangili mukozanin su emme giicli normale gore diisiiktiir ve bu etki ishale sebep
olmaktadir. Insan YBH’lerinden farkli olarak kendiliginden goriilen niikslerin

olmamasi dezavantajlarindan birisidir. Ayrica etanoliin kendisi de bagirsak
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mukozasinda yangiya sebep olabilir. Etanol tarafindan uyarilan bu yangiyi

haptenler tarafindan olusturulan yangidan ayirmak zordur (33, 39).

3.1.1.5.3. Dekstran Siilfat Sodyum ile Olusturulan Kolit Modeli

Dekstran stilfat sodyum polisakkarit yapisinda bir maddedir ve igme suyu
icinde ratlara verildiginde UK’yi uyardig1 bilinmektedir. Bu modelde hayvanin
tiirli, dozu ve uygulama siiresine gore farkli protokoller bulunmakla birlikte en sik
kullanilan rat ya da farelerin igme sularina %5 konsantrasyonda DSS’nin 5-10 giin
siire ile katilmasiyla olusturulur. DSS’nin uyardign UK, makrofaj fonksiyon
bozuklugu, liimen bakteri florasinin degistirilmesi ve kolonik epitelyum {izerine
toksik etki ile iligkili bulunmustur (35).

Bu modelle olusturulan UK’de hem akut hem de kronik yangi
goriilebilmektedir. Akut kolit DSS uygulamasi sirasinda meydana gelirken kronik
kolit DSS uygulamasindan bir siire sonra meydana gelmektedir. Bu modelle
olusturulan akut kolit’in dogustan kazamilan immunite tarafindan uyarildigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte DSS uygulamast sonucu aktive olan
makrofajlardan sitokinler salgilanir ve bu sitokinlerde lenfositleri aktive eder.
Aktive olan bu lenfositlerin de kronik kolite sebep oldugu ileri stirtilmiistiir (39).

Dekstran siilfat sodyum aslinda dogrudan bagirsaklarda yangiya degil
epitelyumda kimyasal hasara sebep olur. Bu hasar sonucu submukaza ve lamina
propriyanin enterik bakteriler ve liimen ic¢inde bulunan antijenlere maruziyeti
sonucu yangi baslar. DSS tarafindan uyarilan UK ’nin etkinligi; doz (genellikle %1-
5), stire (akut ya da kronik), hayvanin tiirii (balb-c fareler cok duyarlidir), hayvanin

cinsiyeti (erkekler disilere gére daha duyarhidir) ve hayvanlarin sahip oldugu
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mikroflora (germ free ya da 6zel bazi patojenlerden ari) gibi birgok faktdre baglidir.
DSS ile olusturulan UK sik kullanilan modellerdendir. Avantajlari; kullanim
kolaylig1 (suya karigtirarak oral kullanilmasi), dozaj ve siire kontroliiniin (yangi ya
da iyilesme siireci ¢caligmalari i¢in) kolay olmasidir. Dezavantaj olarak ise 6zellikle
farelerde DSS ile olusturulmus UK’de hastalik siddetinin ¢ok fazla degiskenlik

gostermesidir (38).

3.1.1.5.4. indometazin ile Olusturulan Kolit Modeli

Indometazin kemirgenlerde doza bagh olarak ince bagirsaklar ve kolon’da
iilserasyonlara yol acabilmektedir. Bu modelde akut yangisal cevaba yol agmak i¢in
uygulanan prosediir 6nce indometazinin saf alkol (%100) igerisinde ¢6zdiiriilmesi
ile baglar. Daha sonra %5 steril sodyum bikarbonat ile seyreltilir ve 7.5 mg/kg
dozunda a¢ birakilmis ratlara derialti yolla uygulanir. Akut cevaba maksimum
yogunlukta 24 saatte ulasilir ve 7 giinde yangi tamamen c¢oziiliir. Ek olarak
indometazinin 2 giin derialtt uygulanmasiyla en az 2 hafta siiren kronik yangi
olusturulur (33).

Segici olmayan COX-2 inhibitorii indometazinin entero-koliti uyaran
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte olas1 mekanizmanin ilk
olarak epitel hasarin PGE1, PGE2 ile prostasiklin gibi koruyucu prostaglandinlerin
sentezinin inhibisyonu sonucu meydana geldigi ve liimen bakterilerinin
indometazinin uyardig1 yanginin kronik fazinin devamina ve siddetlenmesine katki
sagladigr dusiiniilmektedir (40). Bu modelin avantajlari;; yangiy1 kolay
uyarabilmesi, akut ve kronik her iki faz1 da olusturabilmesi ve hasarin hem ince

bagirsaklarda hem de kalin bagirsaklarda goriilebilmesidir (39).
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3.1.1.5.5. Oksazolon ile Olusturulan Kolit Modeli

Hapten yapisinda olan oksazolon UK’nin patogenezini aydinlatmak igin
yapilan c¢alismalarda deney hayvanlarinda UK modeli olusturmak icin kullanilan
maddelerden birisidir. Hapten yapisindaki diger madde TNBS, UK modeli i¢in de
kullanilmakla birlikte daha ¢ok KH’yi uyarmak icin kullanilirken tersine
oksazolon’un uyardig1 kolit daha ¢ok UK’ye benzer ve yangi yalnizca kolonun
distal kismu ile smirlidir. Bu modelde kullanilan prosediirlerden birisi ratlara ilk
olarak bolgenin duyarliligini artirmak i¢in 300 pl %5 oksazolon (saf alkol iginde
¢oziinmiis) transdermal olarak uygulanir. Daha sonra 5 ve 7. giinler 450 pl %5
oksazolon (%50 etanolde ¢6ziinmiig) rektal yoldan uygulanir (33, 34). Diger bir
calismada (8) ise UK’nin uyarilmas: i¢in oksazolon 7.5 mg/ml (%40 etanolde

¢Oziinmiis) konsantrasyonda ve rat basina 1.1 ml dozda uygulanmistir.

3.1.1.6. Ulseratif Kolit’in Tedavisi

Bu hastaligin tedavisinde antiinflamatuvar ilaglara odaklanilmis ve bu
amagcla glukokortikoidler ile siilfasalazin gibi salisilatlar sik¢a kullanilmistir (41).
UK’nin tedavisi antiinflamatuvar, antioksidan, antibakteriyal ilaclar, steroidler,
immiinosiipresif ilaglar ve genel destekleyici tedaviyi icermektedir. Ilaglar oral
gavaj, parenteral veya rektal lavman seklinde uygulanabilmektedir. Ilag tedavisinin
yetersiz kaldig1 durumlarda cerrahi operasyon tercih edilir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’ne gore gelismekte olan iilkelerde yasayan bireylerin yaklasik %80’

oncelikli saglik ihtiyaglarini geleneksel ilaglardan karsilamaktadir. Bu sebeple

hastaligin tedavisinde nutrisiyonel tedaviler, destekleyici bitkisel maddeler ile
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probiyotikler sik¢a kullanilmaktadir ve alternatif tedaviye yonelik caligmalar halen

devam etmektedir (42, 43).

3.2. Karotenoidler
Karotenoidler bir¢cok bitki, yosun, mantar ve bakteriler tarafindan
sentezlenen ve 600’den fazla yagda ¢6ziinen pigmenti biinyesinde barindiran bir
ailedir. Temel olarak Cao lipofilik izoprenoidlerdir ve renksiz ile sar1, turuncu ve
kirmizi renkler arasinda siralanirlar. Antioksidan ve pro-vitamin A aktivitelerinden
dolay1 canlilar i¢cin 6nemli besleyici maddeler arasinda yer alirlar. Karotenoidler
yapilaria gore su sekilde siiflandirilirlar;
e Karotenler; B-karoten, likopen gibi hidrokarbon karotenoidlerdir
o Ksantofiller; Oksijen veren karotenoidlerdir ve hidrokarbon karotenoidlerin
tiirevleridir. Zeaksantin ve liitein (hidroksi), spiriloksantin (metoksi), ekinenon
(okso) ve antheraksantin (epoksi) 6rnek olarak verilebilir.
Karotenoidlerin basta antioksidan ve antikanser etkinlik olmak tiizere bir¢cok
etkinlikleri vardir (44, 45). Kendi aralarindan antioksidan etki giicli olarak
likopen>a-tokoferol>a-karoten>p-kriptoksantin>zeaksantin=p-karoten>lutein

seklinde siralanirlar (46).

3.2.1. Likopen

Likopen; 1959 yilinda Ernest ve ark tarafindan kesfedilen yagda ¢oziinen
bir karotenoiddir. Domates ve domates iirlinleri, kusburnu, karpuz, papaya, kayisi
ve pembe greyfurt gibi ¢ok sayida meyve ve sebzeye kirmizi rengini veren dnemli

bir bilesik olmakla birlikte baz1 yosun ve mantarlarin dogal bilesenleri arasinda da
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yer almaktadir. Insan ve hayvanlar likopeni sentezleyemediklerinden diyetle
almalar gerekmektedir (44, 47). Domates ve domates {iriinleri insanlarin diyetinde
ana likopen kaynagidir. islenmemis domatesle karsilastirildiginda domates sosu ve
ket¢ap daha konsantre likopen kaynaklaridir (44). Likopen’in 10 mg/kg dozu her
giin iki porsiyon domates veya domates iiriinii tiiketimine esdegerdir ve kolay bir
sekilde bu miktar giinliik diyetle alinabilir (48). Farkli hayvan tiirlerinde yapilan
deneysel c¢alismalarla likopen’in antioksidan (49), antikanserojen (50),
antiinflamatuvar (51) ve hipokolesterolemik (52) etkinlige sahip oldugu

gosterilmistir.

3.2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Likopen 11 konjuge ve 2 konjuge edilmemis ¢ift bag ihtiva eden, yiiksek
Olglide doymamus hidrokarbon zincirden (Sekil 2) olusan bir bilesiktir (53).
Molekiiler formiilii CaoHss, molekiil agirligt 536.85 daltondur (44). Likopen
kimyasal olarak bir karoten olmasina ragmen B-ionone halka yapisi eksikliginden
dolay1 vitamin A aktivitesine sahip degildir (53). Yapisindaki ¢ift baglardan dolayi
hem cis hem de trans izomer formlarinda bulunabilmektedir. Dogada likopen’in
biitiin izomerik formlar1 bulunmaktadir. Ancak, cis formu 1sik, termal enerji ve
kimyasal reaksiyonlar vasitasiyla ~mono veya poli izomerizasyona
ugrayabilmektedir. Genel olarak stabil bir molekiil olmakla birlikte oksidatif,
termal ve fotodegredasyona ugrayabilmektedir. Kirmizi domates tipik olarak %94-
96 oraninda trans formunu igerir ve bu form termodinamik olarak en stabil

formudur (54-56).
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Sekil 2. Likopen’in kimyasal yapisi1 (44).

3.2.1.2. Emilim ve Doku Dagilimi

Likopen insanlarda sindirim sisteminden Onemli oranlarda dogrudan
emilerek periferal dokular, karaciger ve plazmada bir ugtan bir uca dolasir ve birikir
(57). Likopen gidalarla alindiktan sonra lipit misellerle birlesip pasif diflizyonla
bagirsak mukozasindan emilir. Emilen likopen silomikronlarla birleserek
karacigere tasinmak igin lenfatik sisteme salinir. Lenfatik sistemden lipoproteinler
vasitastyla farkli organlara taginmaktadir (58). Likopen dogal lipofilik yapisindan
dolay1 serumda diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein (VLDL) fraksiyonu seklinde bulunur. Testis, adrenal bezler, prostat bezi
ve karaciger likopen’in en yogun bulundugu organlardir (53).

Daha Onceleri karotenoid emilim siirecinin pasif difiizyon yoluyla
gerceklestigi kabul edilse de son yillarda karotenoid emiliminde aktif siiregte ¢opgii
reseptor sinif B tip 1 proteinlerin (SR-B1) de iliskili oldugu diistiniilmektedir. SR-
B1 insanlarda ince bagirsaklar disinda karaciger, ovaryumlar, bobrek {istii bezleri,
plasenta, bobrekler, prostat ve beyinde de bulunur. SR-B1’in lipoproteinlerden
dokulara ve dokulardan da lipoproteinlere karotenoidlerin taginmasindan kismen
sorumlu oldugu diistiniilmektedir (57). Likopen takviyesi alan ya da domates
tirtinleri tliketen canlilarin serum likopen seviyeleri dnemli oranda artmasina

ragmen tiim likopen kaynaklarinin biyoyararlanimi ayni degildir. Canlilar
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tarafindan domates yendiginde i¢indeki likopen’in trans formu fazla oranda
oldugundan emilimi zayif ger¢eklesir. Fakat domates ve domates iirlinlerine
uygulanan 1s1l  islem likopen’in  cis izomerizasyonunu indiikleyerek
biyoyararlanimii artirir (53). Islenmis domates iiriinlerinde likopen’in emiliminin
daha yiiksek olmasimin nedeni cis izomerler safra asidi misellerinde ve birlestigi
silomikronlarda daha fazla c¢oziindiigiinden dolayr biyoyararlanimi trans
izomerlerden daha yiiksektir (59, 60). Her ne kadar domateste likopen’in en etkili
geometrik izomeri biitiin-trans izomerleri ise de insan serumunda likopen izomerik
bir karistm halindedir ve toplam likopen’in  %40-50’sini cis-izomerler
olusturmaktadir (53). Canlilarda goriilen en yaygin izomerik likopen formlar1 5-cis-

, 9-cis-, 13-cis-, ve 15-cis-likopendir (56).

3.2.1.3. Metabolizmasi

Kisa zincirli likopen iirlinleri serbest radikal oksidasyonu, lipoksijenaz
aktivitesi, faz Il detoksifikasyon enzimleri ya da karotenoid ayirma enzimleri
tarafindan {Uretilirler. Enzimatik karotenoid metabolizmas1 oncelikle karoten-
15,15’-monooksijenaz (CMO-I) ve karoten-9'10"-monooksijenaz (CMO-II) isimli
karotenoid monooksijenaz enzimler tarafindan katalizlenir. CMO-I B-karoten gibi
merkezi karotenoidleri metabolize eder. CMO-II 6ncelikle likopen gibi vitamin A
prekiirsorii olmayan karotenoidleri metabolize eder. CMO-II iiriinleri apo-likopenal

olarak adlandirilan kisa zincirli aldehitlerdir (61).
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3.2.1.4. Likopen’in Etkileri

Yapilan deneysel c¢alismalarla likopen’in farkli hayvan tiirlerinde
antioksidan (49), antikanserojen (50), antiinflamatuvar (62), hipokolesterolemik
(63) etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Likopen farkli mekanizmalar (Sekil 3)
tizerinden bir¢ok hastalikta tedavi edici ya da koruyucu etkiye sahip olmasina
ragmen bu caligmada antioksidan, antikanserojenik ve antiinflamatuvar etkileri

tizerinde detayli durulacaktir.

' A Antioksidan
! Reaktif Oksijen | | u Potansiyeli

Turlers (ROT)

1@1&&
1
=] Riski
Diyetteki H Kan ve Doku d =
| Li i iveleri J staliklar) ————
Likopen Likopen Seviyel 3 ik N |/ Kalp-Damar
Hastalig1 Riski
Gen Fonksiyon
Re; 0nu / \
Gap-junction Karsinojen |
i Hormon ve Immun e
Modiilasyonu

Sekil 3. Likopen’in etki mekanizmalari (64).

3.2.1.4.1. Likopen’in Antioksidan Etkisi
Reaktif oksijen tiirleri ksenobiyotiklere maruziyet sonrasi artig gosteren
elektron tasima zincirleri, enzimler ve redoks dongiisiiniin tirlinleridir. ROT hiicre

savunmasini zayiflatip DNA, membranlar ve proteinlerde hasara sebep oldugunda
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oksidatif stres meydana gelir ve bu prooksidan dengenin bozulmas: olarak
tanmimlanir. Boyacioglu ve ark. (49) tarafindan yapilan bir ¢alismada likopen’den
zengin diyet veya likopen takviyesi alan canlilarin ROT {iriinlerine karsi korundugu
rapor edilmistir. Likopen singlet oksijeni (*O2) giderir, serbest nitrojen dioksiti
(NO), tiol (RS) ve siilfonil (RSO~) radikallerini temizler. Karotenoidler igerisinde
en etkili singlet oksijen gidericisi likopen olarak tanimlanir ve bu 6zelligi konjuge
olmus ¢ift bag sayisina baglidir (56). Likopen’in singlet oksijen giderici giicii B-
karotenden iki kat, a-tokoferolden 10 kat daha giicliidiir (53). Bu 6zelliginden yola
¢ikan arastirmacilar tarafindan yapilan bir¢ok c¢alismayla prostat, idrar kesesi, kalin
bagirsak, rektum, mide ve meme gibi organlarin yangisal hastaliklar1 ve
kanserlerinde likopen tedavisinin etkili oldugu bildirilmistir (65-68). Yapilan bir
caligmada (49) likopen’in ratlarda olusturulan gastrik iilser modelinde oksidatif
stresi azaltarak tedavi edici etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Mohamadin ve
ark. (69) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada ratlarda olusturulan kardiyotoksisite
modelinde likopen’in GSH, vitamin C, SOD, CAT ve GPx seviyelerini yiikseltip,
lipit peroksidasyon tiriinii tiyobarbitiirik asit reaktif siibstans (TBARS) seviyelerini

diisiirerek antioksidan etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

3.2.1.4.2. Likopen’in Antikanserojenik Etkisi

Kanser diinyada oliime sebep olan en Onemli nedenler arasinda yer
almaktadir (70). Beslenmenin kanser gibi kronik hastaliklardan korunmada énemli
bir role sahip oldugu bilinmektedir. Giliniimiizde meyve ve sebzeden zengin diyetle
beslenen canlilarda kanser goriilme riskinin daha diisiik oldugu diisiintilmektedir.

Benzer sekilde domates ve domates tiriinleri gibi yiiksek likopen igeren gidalarla
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beslenen canlilarda bazi kanser tiirlerinin goriilme riski daha diisiiktiir. Likopen
tilketimi ile kanser goriilme riski arasindaki ters korelasyon likopen’in; (i)
antioksidan Ozelligi, (ii) hiicreler arasi iletisimi artirmasi, (iii) mutagenezisi
azaltmasi, (iv) timor hiicre ¢ogalmasini inhibe etmesi ve (v) anti-timoér immun
cevabi gelistirmesiyle aciklanabilir. Oksidatif stres en 6nemli kanser risk faktorleri
arasinda goriilmektedir (46). Giiglii bir antioksidan ve singlet oksijen siipiiriiciisii
olarak bilinen likopen'in koruyucu etkisi, hiicre i¢i gap junction baglantilari,
hormonal ve immun sistem ile onun kanser gibi kronik hastaliklarindaki etkisinden
sorumlu metabolik yolaklardaki degisikliklerle iliskili bulunmustur. Likopen
tiiketimi ile prostat, idrar kesesi, akciger ve mide- bagirsak kanalinda goriilen gesitli
kanserlerin goriilme riskindeki diisiis arasinda giiclii bir iliski oldugu ortaya
konulmustur (71). Yapilan bazi ¢alismalarda (72, 73) kolorektal kanser modeli
tizerine oral yolla alinan likopen’in kanser hiicrelerinin biiylimesini ve ¢cogalmasini
onledigi, hiicreler arasindaki iletisimi 6nemli oranda artirdiy, serbest radikallere
kars1 giiclii antioksidan 6zellige sahip olmasindan dolayt DNA hasar oranini 6nemli
ol¢iide azalttigr bildirilmistir. Tuzcu ve ark. (67) yaptiklar1 calismada likopen’den

zengin domates tozunun kolon kanserini 6nlemede etkili oldugunu bildirmislerdir.

3.2.1.4.3. Likopen’in Antiinflamatuvar Etkisi

C-Reaktif Protein (CRP) yiiksek oranda karaciger tarafindan iiretilen ve
yapimi yangi alanindan salinan TNF-q, IL-1p ve IL-6 araciliiyla tetiklenen bir akut
faz proteinidir ve birgok yangisal hastaligin aktivitesini degerlendirmek i¢in
kullanilan bir belirtectir. Yiiksek oranda karacigerde iretildigi i¢in karaciger

yetmezligi olmadigr siirece yangmin siddetini dogru orantili bir sekilde
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gostermektedir (74, 75). Likopen seviyeleri ile CRP diizeyleri arasinda ters bir
korelasyon vardir ve doza bagli olarak CRP seviyelerini diisiirdiigii bildirilmistir
(76).

Likopen’in enfeksiyoz etkenlere karsi savunma mekanizmalarini uyararak
antiinflamatuvar etki gosterdigi bilinmektedir. Likopen’in COX ve lipooksijenaz
enzimlerini diizenleyerek ve bazi proinflamatuvarlarin (prostaglandin, prostasiklin,
tromboksan ve 16kotrien gibi) sentezini baskilayarak yangiy1 6nledigi bildirilmistir
(58). Ayrica likopen’in artrit (62) ve UK (77) modellerinde CRP ve MPO gibi yang1

parametrelerini diisiirerek tedavi edici etkinlige katkida bulundugu tespit edilmistir.

3.3. Monoterpenler

Diinya niifusunun yaklasik 9%80’inin oncelikli saglik ihtiyaglarini
geleneksel ilaclardan karsiladiklart tahmin edilmektedir. Bu tedavilerin ¢ogunu
bitki ekstraktlart ve onlarmn aktif bilesenlerinin (terpenoidler gibi) kullanimi
olusturur. Dogal triinler igerisinde terpenoidler bilinen 30.000’den fazla gesidiyle
en genis yelpazeye sahiptir. Izoprenoidler olarakta bilinen terpenoidler mevalonik
asitten koken alirlar. Terpenoidlerin isimlendirilmesi izopren yapilarinin sayisina
bagli olmakla birlikte monoterpen, diterpen, triterpen, tetraterpen, sesquiterpen ve
politerpen olarak smiflandirilabilirler. Monoterpenler; asiklik-linear (linalool,
geraniol), monosiklik (a-terpinol, terpinolen) ve bisiklik (a-pinen, kamfor) olmak
lizere li¢ alt guruba ayrilirlar. Monoterpenler izoprenoid ailesinin on karbonlu
tiyeleridir. Bu bilesikler bitkilerde yaygin sekilde bulunurlar ve c¢ogu bitkinin
karakteristik kokusu bu maddeler tarafindan saglanir (78, 79). Monoterpenler ucuz

olmalarindan dolay: tatlandirici, parfiimeri gibi alanlarda 19. ylizyilin basindan
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itibaren yaygin sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda terapotik potansiyellerinin
kesfedilmesiyle ilag endiistrisinde biiyiikk bir rol oynamaya baslamislardir (80).
Monoterpenlerin; antioksidan, antikanser, antifungal, antispazmodik ve
antibakteriyel de dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip olduklar

ortaya konulmustur (78, 79).

3.3.1. Linalool

Linalool, dogada 200°den fazla farkli aileye ait bitki esansiyel yaglarinin
bilesiminde bulunan asiklik monoterpen bir alkoldiir. Yogun olarak Lamiaceae
(ballibabagiller), Lauraceae (defnegiller), Rutaceae (sedef otugiller) familyalarina
ait bitkilerden ekstrakte edilmektedir. Coriandrum sativum L. (kisnis), Lavandula
officinalis (lavanta) ve Ocimum basilicum (feslegen) gibi bitkilerin ana
komponentidir. Terpenoidlere ait bitki kokularindan yaklasik %70’i linalool
tarafindan temsil edilir. Bitkilerde coriandrol ve licareol olmak iizere 2 linalool
enantiomeri goriliir. Bu enantiomerler farkli koku profiline sahiptir: Coriandrol
tatl1, ¢igek, otsu bir kokuya sahipken licareol odunsu, lavanta benzeri bir kokuya
sahiptir. Linalool’tin 6zellikle sentetik kaynakli olani, kozmetik {iriinlerin (viicut
losyonu, sampuanlar, dus jelleri, sabunlar, sa¢ spreyleri ve kremler) %60-90’ninin
icinde bulunur. Bununla birlikte evlerde kullanilan deterjanlar, mobilya bakim
tirtinleri ile tat ve koku verici olarak islenmis gidalar da linalool ihtiva etmektedir.
Bu genis kullanim alanlarindan dolay: linalool’iin diinya capinda yillik tiikketimi
1000 tonu agmustir. Ayrica linalool pet hayvanlarinda ektoparazit kontrolii amaciyla

insektisit olarak kullanilabilir (81-83). Bunlara ilaveten yapilan ¢alismalarda (83-
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86) linalool’tin antioksidan, antitiimoral, antimikrobiyel ve antiinflamatuvar

etkilerinin oldugu ortaya konulmustur.

3.3.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Asiklik monoterpen bir alkol olan linalool (3,7-dimetil-1,6-oktadien-3-
ol)’'un kimyasal yapisi Sekil 4’te sunulmustur. Molekiiler formiilii C10H1g0,
molekiil agirhigr 154.25 daltondur. Hidroksile 3. karbonunun kiral 6zelliginden
dolayi bitkilerde (3S)-(+)-linalool (coriandrol) ve (3R)-(-)-linalool (licareol) olmak
tizere 2 linalool enantiomeri goriilmektedir. Giil agaci yagi (R)-(-)-linalool’iin ana
kaynagi iken kisnis yagi ise onemli miktarda (S)-(+)-linalool igerir. Ayrica bazi
mantar gruplari da bu monoterpen alkolii tiretebilir. (3S)-(+)-linalool’e nazaran
(3R)-(-)-linalool dogada daha yaygin bulunur. Kayis1 gibi bazi bitkisel tiriinlerde
linalool rasemat formunda bulunur. Ayni zamanda bu formu fermantasyon
islemlerinin bir iiriinii olmasinin yanisira gida maddesi tiretimi ve ekstraksiyon

teknigiyle ilgili esansiyel yaglarin ayrilmasi siirecinde de meydana gelir (82, 87).

CHs  H;C OH

MCH
HaC > = 2

Sekil 4. Linalool’un kimyasal yapis1 (88)

3.3.1.2. Emilim, Metabolizma ve Atilim
Linalool oral yolla alindiktan sonra bagirsaklardan hizli bir sekilde emilir.
Daha sonra insan ve hayvanlarda emilimden sonra ¢ogunlugu hizli bir sekilde

karacigerde idrar veya digkiyla atilmak i¢in polar bilesiklere (serbest ya da konjugat
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forma) metabolize edilir. Linalool’in ana metabolik yolu glukronik asit ile
konjugasyon vasitasiyla olur. Tekrarlanan uygulamalar durumunda, sitokrom P-
450 sistemi tarafindan aracilik edilen allilik oksidasyon 6nemli bir metabolik yol
haline gelir (82). Yapilan bir ¢alismada ana metabolitleri 8-hidroksi ve 8-karboksi
linalool olarak bildirilmistir (89). Atilim yaklasik %60 oraninda idrar ile olurken
%15 oraninda ise diskiyla olmaktadir. Ayrica agizdan alinan linalool’lin bir kism1

ise ara metabolizma yollarini takip ederek CO; olarak verilen havanin (%23) i¢inde

atilir (82).

3.3.1.3. Linalool’iin Etkileri

Yapilan ¢alismalarla linalool’iin farkli deneysel modellerde antioksidan (84,
90), antitiimoral (83), antimikrobiyel (86), antinosiseptif (91) ve antiinflamatuvar
(92) etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Linalool birgok hastalik {izerinde tedavi
edici ya da koruyucu etkiye sahip olmasina ragmen bu caligmada antioksidan,

antikanserojenik ve antiinflamatuvar etkileri detayl olarak ele alinacaktir.

3.3.1.3.1. Linalool’iin Antioksidan Etkisi

Linalool’iin lipit peroksitleri Onleyerek antioksidan etkinlik gosterdigi
cesitli calismalarda ortaya konulmustur (84, 93, 94). Ornegin linalool’iin H20;
tarafindan olusturulan oksidatif strese kars1 vitamin E ve lipoik asit ile neredeyse
ayn1 derecede antioksidan 6zellige sahip oldugu, bu etkisini ise H20- tarafindan
uyarilan doymamis yag asidi peroksidasyonunu inhibe ederek ve doymamis yag
asidi dagilimini normale yakin hale getirerek gosterdigi bildirilmistir (84). Buna

ilaveten akrilamid tarafindan olusturulan noérotoksisite modelinde farkli dozlarda
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linalool uygulanmasinin oksidatif stresi azaltarak tedavi edici etkinlige sahip

oldugu ve bu etkinin dozlara gore degistigi tespit edilmistir (90).

3.3.1.3.2. Linalool’iin Antikanserojen Etkisi

Kanser hiicrelerinde segici olarak apoptozu uyarabilme yetenegine sahip
fakat normal hiicreler i¢in zararsiz olan hedef organa 6zel maddelerin belirlenmesi
kanser tedavisi agisindan biiyiilk 6nem arz etmektedir. Son yillarda kullanilan
kemoterapétiklerin kanser ve normal hiicre arasinda ayrim yapmada yeterince
secici olmamasi1 yiiziinden ortaya cikan istenmeyen etkilerinden dolayr kanser
hiicrelerinde maksimum etki gosterirken normal hiicrelerde minimum toksisite
olusturan fitokimyasallara ilgi artmistir (83). Bu sebeple dogal kiiclik molekiillii bir
monoterpen olan linalool’iin antikanser etkinligi tizerine odaklanilmistir (83, 95).
Hiicre dongiisiinde 6nemli diizenleyici etkisi olan p53 (tiimor baskilayici protein),
kanser dokularindaki anormal hiicre ¢ogalmasindan korunmada ve genotoksik
strese maruziyet sonrast genomik biitiinliiglin korunmasinda anahtar bir role
sahiptir (82). Linalool’iin timdrlii dokularda p53°ii yiikselterek sarkoma-180 solid
timor modelinde antikanserojenik etki gosterdigi bildirilmistir (83). Ayrica
linalool’tin doksorubisinin antikanser etkinligini artirdigi (95) ve 1,8-cineole ile
kombine kullanilmasinin da antikanser etkinlikte artisa yol actig1 tespit edilmistir

(96).

3.3.1.3.3. Linalool’iin Antiinflamatuvar Etkisi
Akut inflamasyon; c¢esitli uyaranlara karsi viicudun gosterdigi koruyucu

mekanizmalar1 temsil ederken, kronik inflamasyon zararli ve tedavi edilmesi gii¢
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olan bir yang: tiiriidiir. Kronik inflamasyon kanser, astim, romatizma, atopik
dermatit, depresyon ve mide-bagirsak bozuklugu gibi farkli hastaliklarin
etiyolojisinde yer alabilir. Tedavide kullanilan ¢ogu antiinflamatuvar maddenin
iilserojenik 6zellik gostermeleri gibi istenmeyen yan etkilere sahip olmalarindan
dolay1 yiiksek gilivenlik profiline sahip yeni ilaglarin arastirilmasi her zaman ilgi
odagi olmustur. Etanol tarafindan olusturulan mide hasar1 modelinde linalool ve
linalyl asetat’in erezyon bolgesinde 6nemli oranda azalmaya sebep olurken non-
steroid antiinflamatuvar ajanlarin kullanim1 sonucu goriilen iilserojenik yan etkiyi
gostermedigi bildirilmistir (82). Linalool antiinflamatuvar etkinlige sahip bir
monoterpendir (92). Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB, yangisal ve immun
cevabin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. NF-kB’nin uyarilmasi ya da inhibe
edilmesi  bircok yangisal faktér ve sitokinlerin  transkripsiyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan ¢alismalarda (R)-(-)-linalool’tin
antiinflamatuvar etki mekanizmasinin NF-KB ve mitojen-aktive edilmis protein
kinaz (MAPK) yolaklarinin blokaj1 vasitasiyla yangi sitokinlerinin iiretilmelerinin
inhibisyonunu saglayarak, N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorlerini
antagonize ederek ve nitrik oksit (NO) sentezi veya salinmasini azaltarak gosterdigi
vurgulanmigtir (82, 85) Benzer sekilde yapilan bagka bir ¢alismada linalool’tin NF-
kB inhibisyonuna sebep olarak yangisal cevabi azalttig1 ortaya konulmustur (94).
Bununla birlikte linalool’iin kompleks farmakolojik profilinden dolay1 uzun stireli
kullanimiyla ilgili yeterli bilginin olmamas1 ve antiinflamatuvar etkisinin sentetik
ajanlarla karsilastirmali olarak yapilacak yeni caligmalarla detayli olarak

gosterilmesi gerekmektedir (82).
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3.4. Etken Maddelerin Kolona Hedeflendirilmesi

Kolon kanseri ve YBH nin tedavisinde kullanilan geleneksel ilaglar hedef
bolgeye terapotik konsantrasyonda ulasamadiklart icin hastaligin tedavisinde
yeterince etkili olamamaktadirlar. Ust mide-bagirsak kanalin1 gecerken goriilen
etken madde kayiplarini telafi etmek i¢in yiliksek dozda etken maddeye ihtiyag
duyulmaktadir. Fakat yiiksek dozda kullanilan etken maddeler ise canlilarda
istenmeyen yan etkilere sebep olabilmektedir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarla
etken maddelerin kolona hedeflendirilmesiyle bu sorunun asilabilecegi
vurgulanmugtir (97).

Hedeflendirilmis ila¢ tagima sistemleri; etkinin ortaya ¢ikmasinin istendigi
hedef doku, organ ya da hiicrelerde etken madde konsantrasyonunun etkili diizeye
ulagmastyla ideal bir terapdtik aktivite sunarken, hedef dis1 bdlgelere erisiminin
sinirlandirilarak istenmeyen etkilerin azaltilmasini amaclayan gelismis ilag
kullanim yontemleridir (98, 99).

Kolon; pH’sinin nétiire yakin olmasi, gegis siiresinin ¢ok uzun olmasi ve
nispeten diisiik proteolitik enzim aktivitesine sahip olmasi sebebiyle ilag
hedeflendirme sistemleri i¢in dnemli avantajlar sunar. Dolayisiyla protein, peptit ve
cesitli yapilardaki ilaglarin hedeflendirilmesi i¢in ideal bolgelerden birisidir (100).
Kolona hedeflendirilen etken maddelerin salim ve emilimleri mide ile ince
bagirsaktan gegerken gerceklesmez. Fakat daha sonra kolona ulagsan etken maddeler
burada pH ve kolon mikroflorasina ait bakterilerin salgiladigi enzimler ile
bozunarak bu bélgeden absorbe edilirler (101, 102).

Etken maddeler; 6n ilag tasarimi, pH’ya duyarli sistemler, zaman kontrolli

sistemler, basing kontrollii sistemler ve mikrobiyal enzimler tarafindan bozunabilen
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salim sistemleri gibi bir¢ok yontemle kolona hedeflendirilebilmektedir. En sik
kullanilan zaman ve pH duyarli sistemlerin baz1 dezavantajlar1 vardir. Ince ve kalin
bagirsak arasindaki pH farkliliginin ¢ok az olmasindan dolayr pH’ya duyarh
sistemlerin  kolona hedeflendirme amaciyla kullanilmasinda problemler
yasanabilmektedir. Zaman kontrollii sistemlerin kolona hedeflendirmede
kullanilmasinin en 6nemli kisitlayici sebebi ise hayvanlarda ince bagirsak gegis
stiresinin farkliligindan dolay1 hedeflendirilen biyoaktif maddenin ince bagirsak ya
da kolonun terminal kisminda salinmaya baslayabilmesidir (100).

Kolon patojenlerinin lokal tedavisi, kolon kanseri, amebiyozis, KH, UK gibi
cesitli bagirsak hastaliklarinin lokal tedavisinde etken maddelerin kolona
hedeflendirilmesi istenen bir durumdur. Sindirim enzim gesitliligi ile
yogunlugunun az olmasi ve ince bagirsaklarla karsilastirildiginda mukozasinin
proteolitik aktivitesinin daha diisiik olmasindan dolay1 kolon, peptit ve protein
yapisindaki ilaglar i¢in uygun emilim bdlgesi olarak bilinir. Protein ve peptit
yapisindaki etken maddelerin kolona hedeflendirilmesi onlarin duodenum ile
jejunumda enzimatik bozulma ve hidrolize ugramalarini engelleyerek kolon ve
illeum’a gelen maddelerin burada salimi sonucu daha 1yi bir sistemik
biyoyararlanim elde edilebilir. Dogal polisakkaritler etken maddelerin kolona
hedeflendirilmesinde sik kullanilan maddelerdir. Bol bulunmalari, ucuz ve genis
kullanim alanlari, kimyasal olarak kolay modifiye edilebilmeleri, yiiksek stabiliteye
sahip olmalari, toksik olmayan, gilivenli, hidrofilik, jel sekillendirebilme ve
biyobozunur olmalar1 gibi birgok avantaja sahip olduklarindan ilag
hedeflendirilmesinde kullanilabilmektedirler (102). Polisakkaritler; bitki (pektin,

guargum, inulin), hayvan (kitosan, kondroitin stlfat), alg (alginatlar) ve
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mikroorganizmalar (dekstran) gibi dogal kaynaklardan elde edilebilirler. Bu
maddeler etken maddeleri {ist mide-bagirsak kanalinin etkisinden koruruken kolon
mikroflorasi tarafindan basit sakkaritlere pargalanirlar. Devaminda kolona gelen
maddelerin glikozidik baglarinin hidroliziyle etken maddelerin salimi baslar. Bu
biyobozunmadan sorumlu baslica sakkarolitik tiirler bakteroides ve
bifidobakteria dir (100, 102).

Son zamanlarda pargalanabilen, toksik olmayan, dokularla uyumlu ve
istendiginde kimyasal olarak modifiye edilebilecek 6zelliklere sahip polimerik ilag
tastyict dizaynina ilgi artmistir. Kitosan (Sekil 5) sahip oldugu fiziko-kimyasal
ozelliklerinden dolay1 énemli adaylardan birisidir. ila¢ hedeflendirme amaciyla
kitosan tablet, jel, mikropartikiil ve nanopartikiil formlarinda kullanilmaktadir.
Yiiksek oranda deasetilasyon kalintilari iceren kitosan gii¢lii molekiiller arasi
hidrojen baglarina sahip oldugu icin suda ¢oziinmez. Fakat kitosanin —OH ve -NH:
pozisyonlari lizerinde yapilan baz1 modifikasyonlarla suda ¢oziintirliigii artirilabilir
(103). Kitosan yengeg, karides gibi kabuklularin dis iskeletinde yaygin bir sekilde
bulunan dogal bir polisakkarittir ve ticari olarak kitinin deasetilasyonu vasitastyla
elde edilmektedir. Diisik immunojenite, toksik olmamasi, biyobozunur ve
biyouyumlu olmasi gibi faydali biyolojik 6zellikleriyle bol bulunmasi, giiclii
mukozaya tutunma ozelligi gibi dogal farmakolojik ozelliklerinden dolayr bu
katyonik polisakkarite ilag ve biyomedikal sanayinde ilgi artmistir. Kitosanin
yapisinda bulunan reaktif gruplar kimyasal modifikasyon i¢in firsat sunmaktadir.
Modifikasyonlar sayesinde kitosanin; kuartenize kitosan, karboksialkil kitosan gibi
bir¢ok tiirevi bulunmaktadir. Bu tiirevleri dogal kitosanin 6nemli 6zelliklerini

gelistirmek i¢in dizayn edilmislerdir (104). Asetilasyon derecesi kitosanin
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¢ozunlrligl, reaktivitesi, hiicre yaniti ve biyobozunabilirligi gibi fiziko-Kimyasal
ozelliklerini 6nemli 6l¢iide etkiler (105). En giincel ilag tasima sistemlerinden olan
kitosan, toksik olmayan, yar1 kristal, biyolojik olarak uyumlu ve kolondan
salgilanan lizozim tarafindan parcalanabilen (biyobozunur), amino/hidroksil
gruplar1  nedeniyle reaksiyona  girebilen kimyasal = modifikasyonlarla
tirevlendirilebilme 6zelligine sahip bir polisakkarittir. (106, 107). Kitosan ve
tiirevleri bu istenen biyolojik avantajlar1 nedeniyle farmakoloji ve biyomedikal
alanlarindaki bir¢ok giincel bilimsel ¢aligmada ilag tagima sistemleri igerisinde yer
almakta ve gelecekte oral yolla kullanilacak {iiriinler i¢in tasiciy1 madde olma
potansiyeline sahiptir (106).

Yapisinda bulunan farkli fonksiyonel gruplar (amino ve hidroksil gruplar)
kitosan1 kimyasal olarak aktiflestirmekte ve proteinler ile ilaglar gibi bazi
biyomolekiillerin etkili bir sekilde kaplanmasini saglamaktadir. Fakat suda
¢Oziinlirliigliniin  zay1f olmasi kitosanin biyomedikal alaninda kullanimini
kisitlamaktadir.

Sudaki c¢oziiniirliiglinii artirmak i¢in ¢esitli kitosan tiirevleri sentez
edilmistir. Cesitli arastirmacilar tarafindan suda ¢oziiniirligi ve pH duyarhiligini
artirmak icin kitosanin glikozamin tinitesinin N-pozisyonuna siiksinil gruplar
eklenerek siiksinil kitosan (Sekil 5) elde edilmistir (108). Siiksinilleme isleminin
amaclarindan birisi kitosanda bulunan amino grubuna siiksinil grubu eklenerek
maddenin hidrofilik hale getirilmesiyle sindirim sistemi emiliminin artirilmasidir
(106, 109). Siiksinil kitosanin, siiksinilasyon derecesi siiksinik anhidratin reaksiyon
kosullar degistirilerek kolayca modifiye edilebilir. Siiksinil kitosan sahip oldugu

karboksil gruplarindan dolay1 in vivo ve in vitro 6nemli 6zelliklere sahiptir. Normal
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kitosan asidik suda ¢oziinebilirken alkali sularda c¢éziinememektedir. Tersine
yiiksek derecede siiksinillenmis (siiksinilasyon derecesi: >0.65) siiksinil kitosan
alkali sularda ¢ozilinebilmektedir. Siiksinil kitosan yapisinda bulunan —NH; ve —
COOH gruplarindan dolay1 bir¢ok ajanla kolayca reaksiyona girebilmektedir.
Siiksinil kitosan diisiik toksisitesi, viicutta uzun siire tutulmasi ve tiimor dokularinda

birikmesi gibi dzelliklerinden dolayt iyi bir ilag tasiyicisidir (110).

COOH

N-Siiksinil Kitosan

Sekil 5. Kitosan ve N-Siiksinil Kitosan’in kimyasal yapisi
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Yukarida verilen literatiir bilgiler 1s18inda YBH ve kolon kanserlerinin
diinya genelinde goriilme sikliklarinin giderek arttigi ve hala etkili bir tedavi
yonteminin bulunmadigi gériilmektedir. Son yillarda bu hastaliklara kars1 alternatif
tedavi segenegi sunmak igin konuyla ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi giderek
artmaktadir. Hastaligin tedavisinde siklikla antiinflamatuvar ve antioksidan
Ozellige sahip ajanlar kullanildigindan bu etkiler bakimindan giiglii olan basta
likopen olmak {izere linalool’iin de YBH’de alternatif tedavi segenegi olabilecegi
diisiniilmiistiir. Bunun yanisira, yapilan ¢alismalarda geleneksel yoldan etken
madde kullanimlari yerine hedeflendirilerek kullanimlarin daha etkili oldugu ortaya
konulmus ve arastirmalar daha ¢ok bu alana odaklanmistir. Yapilan literatiir
incelemelerinde UK’ye karst likopen ve linalool’iin hedeflendirilerek
kullanilmastyla ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamaistir. Dolayisiyla mevcut
bu calisma deneysel olarak UK olusturulan ratlarda linalool ile likopen’in
geleneksel ve kolona hedeflendirilerek kullanilmasinin muhtemel koruyucu

etkilerini karsilastirmali olarak aragtirmak amaciyla gerceklestirilmistir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Gerec¢

4.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

Amonyum siilfat Merck 1216
Bakir-2-stilfat Merck 1.02787
Disodyum etilendiamintetraasetik asit dihidrat Sigma E5134
Disodyum hidrojen fosfat-2-hidrat Merck 6580
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit AppliChem 69-78-3
Etanol Riedel 32221
Glutatyon peroksidaz Sigma G6137
Glutatyon rediiktaz Sigma G3664
Hidrojen peroksit (%35) Merck 1.08600
Hidroklorik asit (%37) Merck 1.00314
Indirgenmis glutatyon Sigma G4251

Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat Sigma N1630

Likopen CWS/S-TG DSM Redivivo 5003792
Linalool Sigma L2602

Potasyum dihidrojen fosfat Merck 4873

Potasyum hidroksit Merck 5032

Potasyum kloriir Merck 4936

S1g1r serum albumini Fluka 05470

Sodyum azid Riedel 35088

Sodyum hidroksit Sigma S0899

Sodyum karbonat Merck 1.06398.1000
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Sodyum kloriir

Sodyum potasyum tartarat
1,1,3,3’- Tetraetoksipropan
Trikloroasetik asit

Tris tamponu
2-Tiyobarbitiirik asit
Kitosan

Stiksinik anhidrat

Asetik asit

Metanol

Aseton
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet
Siilfasalazin

DC protein assay kit 11
Filtre kagid1

Nitroseliiloz membran
Ekstraksiyon kiti

Eliza kiti (IL-6)

Eliza kiti (IL-1pB)

Eliza kiti (TNF-a)

Primer antibody (NF-kB)
Primer antibody (Nrf-2)
Primer antibody (COX-2)

Primer antibody (Beta actin)
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Merck 1.06404.1000
Merck 8085.1000
Acros Organics 122-31-6
Merck 807

Sigma T6066

Merck 1.08180.0025
Sigma 448869
Sigma 239690
Sigma 27225

Sigma 34885

Sigma 34850
Amresco E733
Fluka S0883

Biorad 5000112
Biorad 1703932
Biostep 01-14-103
Abcam ab113474
Abcam ab100772
Abcam ab100768
Abcam ab100785
Abcam ab16502
Abcam ab137550
Abcam ab52237

Abcam ab8227



Sekonder antibody Abcam ab97051

Prism ultra protein ladder Abcam ab116027
Diyaliz torbasi Sigma D6066

PBS tablet Sigma P4417

Ripa buffer Sigma R0278
Formaldehit Sigma 15512

Normal tragl lam Isolab 075.05.003
Lamel 24x24 Isolab 075.00.004
Lamel 24x32 Isolab 075.00.005
Kullanima hazir Mayer Hematoxylin Thermo 008011

Eosin Y-solution %0.5 aqueous Merck 109844.1000
Preparat kutusu Isolab 076.02.001
Kapakli parafin kaseti Isolab 074.03.001
Alkol (%96) Tekkim TK200655.05003
Absolut alkol Merck 100983.2500
Ksilol Merck M108661.2500
Boncuk parafin Tekkim TK200661.25006
Entellan Merck 107961.0100
Disposable mikrotom bigagi Isolab

Balon joje (5, 10, 25, 50, 100, 250 ml) Isolab

Beher (10, 25, 50, 100, 250, 500,1000 ml) Isolab

Erlen (25, 50, 100, 250, 500 ml) Isolab

Dereceli silindir (50, 100, 250, 500 ml) Isolab

Spatiil (Diiz ve kasik) Isolab
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Diseksiyon seti

Cam tiip (16x100 mm)

4.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Distile su cihazi

Ultra saf su cihazi

Hassas terazi (0.0001g - 2209)
Homojenizator

Sonikator

Etiv

Manyetik karistirict (tekli)

Manyetik karistirici (¢oklu)

Cok kanalli mikro pipet (10-100 pul)

Mikro pipet (0.5-10, 10-100, 100-1000, 500-

5000 pl)
Ph metre

Sogutmali santrifiij
Buzdolab1 (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Spektrofotometre

Spektrofotometre kiiveti (normal ve kuvartz)

Su banyosu

Kruuse

Isolab

Niive NS112

Thermo Smart 2 Pure 12
UV/UF

Kern ABJ-220 4M

Benchmark D1000

Bandelin Sonopuls HD2070
Niive FNoss

Mtops MS 300HS

Mtops HS 15-030
Transferpette

Brand

Thermo Orion Star A2115
Hettich Universal 32R
Samsung RT50H6360WW
Hoover Hup 2000

New Brunswick Sci. U410

Shimadzu Mini 1240 UV-VIS

Memmert WNB10



Vorteks Velp Classic F202A0173

Liyofilizator Labconco Freezone 12L
Rotary evaporator Ika RV05 Basic

Ultrasonik banyo Isolab 3L

Buz makinasi Hoshizaki FM-80EE

Ceker ocak Mipro MFH-D Serisi

Eliza okuyucu Biotek EIx-800

Western blot Biorad Mini-Protean 3 Cell Jel

Elektroforez Sistemi

3D ¢alkalayici Heidolph Polymax 1040
Rotary mikrotom Leica RM 2125 RTS
Yiizdiirme havuzu Leica HI 1210

Doku takip cihazi Leica TP 1020

Doku bloklama cihazi Leica EG 1150 H

Doku bloklama cihazinin sogutma {initesi Leica EG 1150 C
Florasan atagmanli, trinokiiler 1s1k Olympus BX 43
mikroskobu

4.1.3. Hayvan Materyali

Calismada Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde (MKUDAM) iiretilen 3-4 aylik, 350-400 g agirhiginda
49 adet Wistar Albino 1rki erkek rat kullanildi. Calismanin deneysel model asamasi
MKUDAM’da gerceklestirildi. Hayvanlar standart sartlar altinda (sabit 151 ve

havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olmak iizere) her
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grupta 7 rat olacak sekilde kafeslerde barindirildi. Ratlara su ve yem ad libitum
olarak verildi. Ratlarin beslenmesinde Bil-yem’den temin edilen 8 mm’lik rat pellet
yemleri kullanildi.

Bu ¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 30.04.2015 tarih ve 2015/4-4 sayili onay karar1 alinarak

gergeklestirildi.

4.1.4. Deney Gruplar:

Ratlar her grupta 7 adet olacak sekilde toplam 7 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna sadece gavaj yoluyla serum fizyolojik uygulandi. Calismada kullanilacak
etken maddelerden linalool’lin dozu Jana ve ark. (83), likopen’in dozu Atessahin
ve ark. (111), sitilfasalazin’in dozu Prabhu ve ark. (112) tarafindan onerilen dozlar
esas almarak secildi. UK modelinin olusturulmasinda kullanilan asetik asidin dozu
ise Al-Rejaie ve ark. (14) tarafindan 6nerilen modele gore secildi. UK modeli
olusturulurken ratlara hafif anestezi altinda %4’liik asetik asit intrarektal olarak 2
ml dozunda uygulandi ve ilacin rektumdan disar1 ¢ikmamasi ig¢in hayvanlar 1
dakika boyunca bas asag1 sekilde tutuldu.

(Calismada kullanilacak ratlar asagidaki sekilde gruplandirildi.

Grup 1- Kontrol grubu (K) : Serum fizyolojik 7 giin siireyle gavaj yoluyla
2 ml uygulandi.

Grup 2- Ulseratif kolit grubu (UK): Serum fizyolojik 7 giin siireyle
gavajla verildi ve 7. giiniin sonunda %4’liik asetik asit 2 ml intrarektal olarak kolona

uygulanda.
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Grup 3- Kolit+siilfasalazin grubu (S): 7 giin siireyle siilfasalazin 100
mg/kg dozda gavajla verildi ve 7. giiniin sonunda %4’liik asetik asit 2 ml intrarektal
olarak kolona uygulandi.

Grup 4- Kolit+linalool grubu (LN) : 7 giin siireyle linalool 200 mg/kg
dozda gavajla verildi ve 7. giiniin sonunda %4’liik asetik asit 2 ml intrarektal olarak
kolona uygulanda.

Grup 5- Kolit+likopen grubu (LK): 7 giin siireyle likopen 10 mg/kg dozda
gavajla verildi ve 7. giiniin sonunda %4’liik asetik asit 2 ml intrarektal olarak kolona
uygulanda.

Grup 6- Kolit+ kolona hedeflendirilmis linalool grubu (HLN) : Kolona
hedeflendirilen linalool 7 giin siireyle 200 mg/kg dozda gavajla verildi ve 7. giiniin
sonunda %#4’liik asetik asit 2 ml intrarektal olarak kolona uygulandi.

Grup 7- Kolit+ kolona hedeflendirilmis likopen grubu (HLK): Kolona
hedeflendirilen likopen 7 giin siireyle 10 mg/kg dozda gavajla verildi ve 7. giiniin

sonunda %4’liik asetik asit 2 ml intrarektal olarak kolona uygulandi.

4.1.5. Kolona Hedeflendirme Islemleri

Etken maddelerin kolona hedeflendirilmesi Mura ve ark. (113, 114)
tarafindan tarif edilen yonteme gore gerceklestirildi. Kisaca kitosan Oncelikle
stiksinillenerek elde edilen N-siiksinil kitosan ile kullanilacak etken maddeler 1:1
mol oraninda karistirildi ve karisim -80 °C’de donduruldu. Daha sonra 60 mmHg

ve -70 °C’de 24 saat liyofilize edildi.
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4.1.5.1. N-Siiksinil Kitosan’1n Hazirlanmasi

e 0.6 g kitosan manyetik karistirici tizerinde %2 lik asetik asit soliisyonu (50 ml)
ile ¢ozdiirildii.

e Elde edilen soliisyon 50 ml metanol ile yavasga seyreltildi.

e Daha sonra 4 ¢ siiksinik anhidrat aseton’un minimum miktarinda (30ml)
¢ozdiiriilerek damla damla polimer soliisyonu i¢ine eklendi.

e Reaksiyon, gece boyunca oda sicakliginda karigtirildi.

¢ FElde edilen akigkan jel berrak bir ¢6zelti olusana ve pH 10’a ulasana kadar damla
damla 2M NaOH ile seyreltildi.

e (ozelti rotary evaporator vasitasi ile konsantre edilerek hizli bir sekilde distile
suya kars1 3 giin boyunca diyaliz edildi.

e Daha sonra cozelti beyaz pamuk benzeri bir malzeme elde etmek igin

liyofilizasyona tabi tutuldu.

4.15.2. Etken Maddelerin N-Siiksinil Kitosan ile Kolona

Hedeflendirilmesi

e Etken maddeler ile N siiksinil-kitosan 1:1 molar oranda karistirildi.

e Karigim ultratoraks vasitasi ile homojenize edilerek ilag ve polimerik
malzemenin fazlasini ortamdan uzaklastirmak i¢in 1600 g de 30 dk santrifii
edildi.

e -80 °C’de dondurulan dispersiyon daha sonra 24 saat boyunca -70 °C’de ve 60

mmHg’da liyofilizator kullanilarak istenilen matriks elde edildi.
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4.1.6. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar hafif anestezi altinda dekapite edilerek
kan ve doku ornekleri alindi. ila¢ uygulamalar1 devam ederken 4. gruptan bir
hayvanin 6ldiigii gozlendi. Doku olarak distal kolondan 10 cm’lik bir parga alinarak
serum fizyolojik ile yikandi. Doku 6rneklerinin dortte biri %10’luk formol igerisine
konulurken kalan dortte tigliik kismu ise analizler i¢in -80 °C’de saklandi.

Formolden c¢ikartilan kolon kisimlar1 doku takibinden sonra parafine
gémiiliip 5-6 mikron kalinliginda kesitler alinarak histopatolojik analizler igin
saklandu.

-80 °C’den ¢ikarilan kolon pargalarindan bir kisminda Western blot analizi
icin protein ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen c¢ekirdek proteinlerini igeren
stipernatantta NF-kB, Nrf-2 ve COX-2 parametrelerine bakildi. Ayrica kolon
dokularindan alinan Orneklerin bir kismi 1/10 oraninda %1.15°lik KCI ile
homojenize edilerek elde edilen homojenatin yarisinda MDA (115) analizi
yapilirken diger yaris1 5000 g’de 1 saat (+4 °C’de) santrifiij edilip slipernatantlari
ayrilarak GSH (116), GPx (117) ve CAT (118) analizleri yapildi. Homojenatta ve
slipernatantta protein analizleri Lowry (119) yontemiyle belirlendi.

Son olarak kolon dokularinin kalan kismindan 0.3 g alinarak ripa bufferla
ultratoraks vasitasi ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat 6nce sonike
edilerek 4 °C’de 12000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen

stipernatantlarda Eliza yontemi ile TNF-a, IL-1p ve IL-6 analizleri gergeklestirildi.
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4.2. Y ontemler

4.2.1. Klasik Histopatoloji

Otenaziyi takiben ratlardan alinan kolon segmentleri %10'Tuk tamponlu
formalin soliisyonunda tespit edildikten sonra bilinen klasik islemlerden gegirilerek
parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan 5 pum kalinhiginda alinan kesitler
hematoxylin-eosin (H-E) yontemi ile boyanarak (120), 1sik mikroskobunda
skorlama yapildi. Skorlama i¢in Ackerman ve ark. (121) tarafindan kullanilan
skorlama sistemi modifiye edilerek (Tablo 1) her hayvan i¢in ayr1 ayr1 skorlama

yapildi ve bu degerler istatistiksel agidan degerlendirildi.

Tablo 1. Deney gruplari mikroskobik skorlama kriterleri.

0 1 2 3 4
Nekroz Yok Mukozal Mukozal ve  Mukozal, Tim
derinligi submukozal submukozal ve  kolon
muskularis duvarinda
propria
Nekroz Yok Kiigiik bir Orda Biiyiik bir alan ~ Yaygin
genisligi alan derecede bir
alan
Yangi Yok Minimal [limh Orta derecede Ciddi
derecesi
Yangi Yok Mukozal Mukozal ve  Mukozal, Tim
genisligi submukozal submukozal ve  kolon
muskularis duvarinda
propria
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4.2.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Olciilmesi

4.2.2.1. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku MDA diizeylerinin tayini Ohkawa ve ark. (115) tarafindan onerilen
metoda uygun sekilde yapildi.

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH: 3.5’te, doku
homojenatinin kaynar su banyosunda 90-95 °C’de 1 saat inkiibasyonu sonucu, lipit
peroksidasyonun sekonder iiriinli olan MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona
girerek olusturdugu pembe renkli kompleksin sogutulduktan sonra 532 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir.

4.2.2.2. Doku GSH Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku GSH diizeyleri Ellman (116) tarafindan ditiyonitrobenzoik asit geri
¢evirim metodu olarak bilinen yontem kullanilarak tayin edildi.

Prensip: Doku 6rneklerinden hazirlanan siipernatantta siilfidril tasimayan
tim proteinler ¢oktiiriici ¢ozeltilerle ¢oktiriiliir. 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik
asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi
olan sar1 renkli kompleks olusur. GSH miktar1 bu sar1 renkli bilesigin

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda 6lgiilmesi esasina dayanir.

4.2.2.3. Doku GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii
Glutatyon peroksidaz, rediikte glutatyonu kullanarak H2Oz’nin su ve
oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. Dokulardaki GPx aktivitelerinin

tayini Beutler (117) tarafindan tarif edilen metoda uygun sekilde yapildi.
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Prensip: GPx, H20, varliginda GSH’in okside glutatyon (GSSG)’a
doniismesini katalize eder. H2O2’nin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu
GSSQG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a doniistiiriiliir. GPx
aktivitesi, ortamdaki NADPH’in NADP™ye c¢evrilmesi ile optik dansititede
meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi

esasina dayanir.

4.2.2.4. Doku CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, enzim aktivitesiyle H2O2’yi su ve oksijene doniistiirmektedir.
Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi (118) tarafindan tarif edilen
metoda uygun sekilde yapildi.

Prensip: H202, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilen H2O2’nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasiyla spektrofotometrede bir absorbans diislisii goriilebilmektedir.
Absorbansta goriilen bu diisiis enzim aktivitesi ile dogru orantilidir. CAT 6l¢iimi

bu esasa dayanarak yapilmistir.

4.2.2.5. Doku Protein Miktar1 Ol¢iimii

Homojenat ve siipernatantlarda protein miktarlart Lowry (119) tarafindan
tarif edilen yonteme uygun sekilde olgtildii.

Prensip: Alkali bakir ayiracindaki Cu** peptid baglar1 ile kompleks
yapmaktadir. Folin-fenol ayiraci, bakir ile muamele edilmis karisima ilave
edildiginde mavi-mor bir renk sekillenir. Protein miktar tayini olusan bu mavi-mor

rengin spektrofotometrede 650 nm’de okunmasi esasina dayanr.
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4.2.3. Doku Sitokin Diizeylerinin Ol¢iimii

Dokularda TNF-a, IL-1B ve IL-6 sitokin diizeyleri kullanilan ticari kit
(Abcam) prosediiriine uygun olarak Eliza cihazi ile 6l¢iildii.

Prosediir: On hazirlik olarak yéntemde kullanilan biitiin reaktiflerin
seyreltmeleri yapildi. Oda 1sisina gelmeleri saglanarak standartlarin sulandirmalari
yapildi.

Birinci asamada her bir kuyucuga standart ve 6rneklerden (ripa buffer ile
homojenize edilen) 100 ul eklendi. Plakanin iizeri jelatinle kapatilarak
calkalayicida 2.5 saat oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra ¢alkalayicidan alinan
plakanin kuyucuklari bosaltilarak kuyucuklar 4 kez 1X wash soliisyonu ile yikandi.
Ikinci asamada her kuyucuga 100 ul 1X biotinylated (TNF-a, IL-1B ve IL-6)
antibody eklenerek oda 1sisinda calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda igerik bosaltilarak kuyucuklar 4 kez 1X wash soliisyonu ile yikandi.
Ucgiincii asamada her bir kuyucuga 100 ul HRP-streptovidin soliisyonu eklenerek
oda 1sisinda calkalayicida 45 dk bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda igerik
bosaltilarak kuyucuklar 4 kez 1X wash soliisyonu ile yikandi. Dérdiincii asamada
her bir kuyucuga 100 pl TMB one-step substrat reaktifi eklenerek oda isisinda,
karanlikta ve karigtirict lizerinde 30 dk inkiibe edildi. Besinci asamada her bir
kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek Eliza cihazinda 450 nm dalga boyunda
absorbanslar okundu. Ayrica hesaplamalarda kullanmak tizere okunan standart
absorbanslardan standart egrisi ¢izilerek Lowry (119) yontemiyle o6rneklerin

protein miktarlar1 6l¢iildi.
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4.2.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

[k olarak kolon dokusundan g¢ekirdek proteinleri elde edildi. Daha sonra
SDS-PAGE poliakrilamid jel elektroforezi’nde kuyulara protein yiiklemesi
yapilmadan 6nce Lowry (119) yontemiyle protein konsantrasyonlar1 6l¢iilerek her
kuyuya 20 pg protein ornekleri yiiklendi. SDS-PAGE teknigi ile dokulara ait
protein ornekleri %12’lik jelde yiiriitiildi. Daha sonra bu proteinler Western
blotlama teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilarak sentez oranlarina bakildi
(122). Nitroseliiloz membranda gézlenen protein diizeyleri yogunluk belirleyici

analiz sistemi ile 6l¢iildii (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).

4.2.4.1 Kolon Dokusundan Cekirdek Proteinlerinin Ayrilmasi

Kolon dokusundan ¢ekirdek proteinlerini ayirmak i¢in 0.1 g doku alinarak
hazir ticari kit (Abcam) vasitasiyla protein izolasyonu yapildi.

Prosediir: Birinci asamada 10X pre-ekstraksiyon buffer distile su ile 10 kat
sulandirilarak i¢ine 1/1000 oraninda DTT ve PIC (proteaz inhibitor kokteil)
eklenerek pre-ekstraksiyon buffer hazirlandi. Elde edilen bufferdan 0.5 ml alinarak
kolon dokusu bu buffer iginde homojenize edildi. Homojenat 15 dk buz {izerinde
inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant ayrilarak kalan pelet ikinci asama islemlere maruz birakildi.

Ikinci asamaya baslamadan 6nce ekstraksiyon buffer i¢ine 1/1000 oraninda
DTT ve PIC soliisyonlar1 eklendi. Daha sonra elde edilen peletin iizerine 0.5 ml
ekstraksiyon bufferdan eklenerek 15 dk buz iizerinde inkiibe edildi (her 3 dakikada

bir 5 saniye vortekslendi). Bu asamadan sonra ekstrakt 3x10 saniye sonike edilerek
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4 °C’de 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen
siipernatant temiz bir ependorf tiipline alinarak Lowry (119) yontemiyle protein

miktarlar1 6l¢iildiikten sonra -80 °C’de analizlere baslayana kadar muhafaza edildi.

4.2.4.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SDS-PAGE, Biorad mini-protean 3 cell jel elektroforez sistemi kullanilarak

yapildi. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jel asagidaki gibi hazirlanda.

Ayirma Jeli (%12)

dH20 3.35ml
1.5 M Tris HCI (pH: 8.8) 2.5ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/Bis 4 ml
%10 Amonyum persiilfat 75 ul
TEMED 15 ul

Yiikleme Jeli (%04)

dH20 6.1 mi
0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 2.5 ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/Bis 1.3 ml
%10 Amonyum persiilfat 60 ul
TEMED 12 ul
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Ornekler kuyulara yiiklenmeden dnce esit miktarda SDS-PAGE SAB boyasi
ilave edilerek 5 dakika kaynatildi. Elektroforez i¢in 1X tank tamponu kullanilarak
proteinlerin jeldeki hareketinin izlenmesini saglayan boyaya (bromofenol mavisi)
ait mavi bant, jelin sonuna gelinceye kadar 20 mA akim uygulandi. Elektroforez
sonrasi jel, oda sicaklifinda yarim saat siireyle komasi mavisi ile boyanmis ve
sonrasinda jeldeki protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar boya uzaklastirici

soliisyon ile yikandi. Jeller, jel kurutma sistemi ile kurutularak saklandi (122).

4.2.4.3. Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

4.2.4.3.1. Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Agaroz jel icin Ornek Uygulama Tamponu

Promega kitine ait tampon kullanildi.

SDS-PAGE i¢in 5X tank (yiiriitme) tamponu (5X running buffer)

0.025 M Trizma Base 15 g/ml
0.192 M Glisin 72 g/ml
%0.1 SDS 50/L

dH20 ile 1X running buffer’a seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu

%10 SDS 1 g/10 ml
0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0.6 g/10 ml
%5 Gliserol 0.5 ml/10 ml
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%25 2-Merkaptoetanol 0.25 ml/10 mi
%0.05 Bromofenol mavisi 0.005 g/10 ml

dH20 ile 10 ml’ye tamamlanda.

SDS-PAGE sonrasi protein boyama soliisyonu

%0.1 Komasi brillant mavisi 0.1 g/100 ml
%40 Metanol 40 ml/100 ml
%10 Glasiyal asetik asit 10 m1/100 ml

dH20 ile 100 ml’ye tamamlandi.

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4.3 g/300 ml
Trizma base 5.81 g/300 ml
Metanol 75 ml/300 ml

dH20 ile 300 mI’ye tamamlandi.

PBS (Fosfat Tamponu) 9X

1.45 M NaCl 84.74 g/L
0.075 M NaxHPQO4.12 H20 26.8 g/L
0.025 M NaH2P0O4.12 H.0 399/L

PBS Tween-20

PBS 1000 ml

Tween-20 2 ml
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Siit tozu

Bloklama soliisyonu olarak %5’lik siit tozu kullanildi.

Western Blotlama Sonrasinda Nitroselilloz Membranda Protein

Goriintiileme Soliisyonu

1 M Tris (pH: 6.8) 1.33 ml/40 ml
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet 4 tablet
%30 H20: 40u1/40 ml

dH20 ile 40 ml’ye tamamlandi.

Western blot yontemi Biorad mini-protean 3 cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak yapildi. Blotlama oncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelden
ayrilmast saglandi. Daha sonra nitroseliiloz transfer membranlar jel boyutunda
kesilerek filtre kagitlar1 ile birlikte transfer tamponu igerisinde bekletildi.
Elektroforez sonrasinda jel de transfer tamponu igerisinde bekletildikten sonra
Western blota 6zgii kasetin kapagi acilarak alt tarafina filtre kdgid1 ve onun iizerine
de jel yerlestirildi. Hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek nitroseliiloz
membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirildi. Kasetin kapagi kapatilirak
elektroforez tankina yerlestirildi. Tanka buz tinitesi yerlestirildikten sonra transfer
tamponu dolduruldu ve gii¢ kaynagina baglanarak 250 mA’de 90 dakika akim
verildi. Blotlama manyetik karistirici {izerinde yapilarak 1sinin diizenli dagitilmasi
saglandi. Blotlama sonrast membran, PBS Tween-20’de (PBS yikama soliisyonu)
15 dakika yikandi. 4 °C’de bir gece siit tozu igerisinde bloklama yapilarak 90 dakika

oda 1s1sinda bekletildi. Daha sonra 1/500 oraninda seyreltilmis primer antikor ilave
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edilerek 90 dakika oda 1sisinda bekletildi ve sonra 15 dakika PBS yikama soliisyonu
ile yikama yapildi. 1/1000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor ilave edilerek 90
dakika oda 1sisinda bekletildi ve sonrasinda PBS yikama soliisyonu ile 15 dakika
yikama yapildi. Yikama isleminin ardindan protein goriintiileme soliisyonu (son
hacim 40 ml saf suyla tamamlanacak sekilde 4 tablet (20 mg) DAB, 1,33 ml 1M
Tris (pH: 6,8), %30°1luk 40 ul H2Oy) igerisinde bantlar belirgin hale gelinceye kadar
bekletildi. Daha sonra dH2O igerisine alinarak reaksiyon durduruldu. Bu
prosediirler Aslan (73) ile Aslan ve Can (123) tarafindan tarif edilen yontemlerde

bazi1 modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi.

4.2432. NF-kB, Nrf-2 ve COX-2 Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

Kolon dokusu hiicre ¢ekirdeklerinden elde edilen proteinlerde; NF-kB, Nrf-
2 ve COX-2 ckspresyon diizeyleri spesifik primer ve sekonder antikorlar

kullanilarak SDS-PAGE ve Western blotlama teknigi ile belirlendi.

4.2.5. Istatistiksel Analizler

Bu caligmada istatistiksel degerlendirmeler “IBM SPSS Statistics 23” paket
programi kullanilarak yapildi. Histopatolojik degerlendirmeler igin gruplarin
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis H varyans analizi, grup i¢i 6nemlilikler igin ise
Mann-Whitney U-testi kullanildi. Diger verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde
gruplar aras1 farkliligin karsilastirilmasinda varyans analizi (ANOVA) kullanildi.

Grup ici karsilastirmalarda ise Duncan testi kullanildi. Sonuclar ortalama + standart
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hata (SE) olarak ifade edilerek P<0.05 degerleri istatistiksel olarak onemli kabul

edildi.
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5.BULGULAR

5.1. Histopatoloji Bulgularn

Deney gruplarina ait mikroskobik skorlama degerleri Tablo 2'de,
mikroskobik goriiniimler ise Sekil 6-10°da sunulmustur. Mikroskobik skorlamalara
bakildiginda; ylizey epiteli ve kript kaybi, monosit ve notrofil infiltrasyonlari,
hemoraji ve 6dem ile karakterize iilseratif lezyonlarin derinlik ve genisligi
acisindan en yiiksek skorlar UK grubunda belirlendi. Diger deney gruplarinin
mikroskobik skorlama degerleri UK grubundan diisiik olmakla birlikte UK, LN ve
LK gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan anlamsiz, UK grubu ile S, HLN ve
HLK gruplar arasindaki fark ise anlamli olarak tespit edildi (P<0.001). Ayni agidan
anlamli istatistiksel farklilik S grubu ile LN ve LK gruplari arasinda da gozlendi.
Yangisal degisimlerin derecesi ve genisligi bakimindan ise yine en yiiksek skorlar
UK grubunda goriildii. Diger deney gruplarinin mikroskobik skorlama degerleri
UK grubundan diisiik olmakla birlikte UK, LN, LK, HLK gruplari arasinda
istatistiksel farkhilik bulunmadig: tespit edildi. S ve HLN gruplarinda ise UK
grubuna gore yangisal degisimlerin siddetinin istatistiksel olarak anlamli sekilde

azaldig1 gozlendi (P<0.001).
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Tablo 2. Deney gruplarina ait mikroskobik skorlama degerleri (X +SE X))

Gruplar Nekroz Nekroz Yangi | Yang
Derinligi Genisligi Derecesi Genisligi
Grup 1 (K) 0.00+0.00° 0.00£0.00°  0.00+0.00¢  0.00+0.00°
Grup 2 (UK) 4.00£0.00°  4.00£0.00*  3.29+0.18%  3.43x0.20°
Grup 3 (S) 1.71£0.29¢ 1.71+0.29¢ 1.71£0.29°  1.86+0.26°
Grup 4 (LN) 3.00£0.38%¢  3.00+0.38%° 271+ 0.29% 2.71+0.29%®
Grup 5 (LK) 3.43£0.30®  3.43+0.30°°  3.57+0.20%°  3.57+0.20°
Grup 6 (HLN)  2.14+0.14%  2.29+0.18%  2.29+0.18*  2.29+0.18°
Grup 7 (HLK)  2.71+0.18°¢  2.71+0.18°9  2.86+0.26®°  2.71+0.18%
P 0.001 0.001 0.001 0.001

ab.cde. Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen grup arasi farkliliklar istatistiksel

olarak 6nemlidir (P<0.05).

63



Sekil 6. Grup 1 (Kontrol) kolon mukozasinin normal mikroskobik goriiniimii (H-E
X 100).

Sekil 7. Grup 2 (UK)’de kolonun tiim katmanlarmni tutan nétrofil infiltrasyonlar,
siddetli 6dem, hemoraji ve hiperemi, (H-E X 50).
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Sekil 8. Grup 3 (S)’de lamina propriada nekroz (asteriks) ve submukozada orta
siddette 6dem ile birlikte lenfoid hiperplazi (ok bas1), (H-E X 100).

Sekil 9. Grup 6 (HLN)’da submukozada orta siddette 6dem ile birlikte mukozal,

submukozal ve muskularis propria’da ilimli yangisal degisimler, (H-E X 100).
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Sekil 10. Grup 7 (HLK)’de submukozada siddetli 6dem ile birlikte mukozal,

submukozal ve muskularis propria’da yangisal degisimler, (H-E X 100).

5.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Parametre Bulgular:

Deney gruplarina ait kolon dokusu MDA ve GSH diizeyleri ile GPx ve CAT
aktiviteleri Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3 incelendiginde grup 1 (kontrol) MDA diizeylerinin 5.79 nmol/g
doku oldugu, UK grubunda bu degerin 8.37 nmol/g doku diizeylerine yiikseldigi ve
tedavi gruplarinda ise 4.76-5.99 nmol/g doku seviyeleri arasinda oldugu goriildii.
UK grubu ile diger gruplarin arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (P<0.05). LK grubunda MDA diizeylerinin 5.58 nmol/g doku
diizeyinde oldugu, likopen’in hedeflendirildigi grup olan HLK grubunda ise MDA
diizeylerinin 4.76 nmol/g doku seviyesine diistiigii ancak bu diisiisiin istatistiksel

acidan anlamli olmadigi belirlendi. LN grubunda MDA diizeylerinin 5.39 nmol/g
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doku diizeyinde oldugu, linalool’iin hedeflendirildigi grup olan HLN grubunda ise
bu degerin 5.99 nmol/g doku seviyesine yiikseldigi ancak bu artisin da istatistiksel
acidan anlamli olmadigi tespit edildi.

Kontrol grubu GSH diizeylerinin 6.53 nmol/mg protein diizeyinde oldugu,
kolit grubunda bu degerin 3.04 nmol/mg protein diizeylerine anlamli sekilde
diiserken (P<0.05) S grubunda 4.29 nmol/mg protein diizeylerine yiikseldigi tespit
edildi (P<0.05). Bununla birlikte kolit grubu ile S grubu haricindeki tedavi gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi. LN grubunda GSH
diizeylerinin 3.39 nmol/mg protein diizeylerinde oldugu, HLN grubunda bu degerin
3.59 nmol/mg protein seviyelerine yiikseldigi fakat bu yiikselisin istatistiksel agidan
anlam ifade etmedigi tespit edildi. Benzer sekilde LK grubunda 2.98 nmol/mg
protein olan GSH diizeylerinin, HLK grubunda 3.54 nmol/mg protein diizeylerine
yiikseldigi ama bu yiikselisin de istatistiksel agidan anlamli olmadigi belirlendi.

Kontrol grubu CAT aktivitesinin 17.01 U/g protein oldugu, kolit grubunda
bu degerin 12.10 U/g proteine diismesine karsin (P<0.05) S grubunda 18.12 U/g
protein degerine yiikselerek kontrol grubu seviyelerine ¢iktigi tespit edildi
(P<0.05). Kolit grubu ile kontrol, S ve HLK gruplari arasinda goriilen farkin anlaml
oldugu (P<0.05) fakat kolit grubu ile LN, LK ve HLN gruplar arasinda goriilen
farkin ise istatistiksel agidan anlamsiz oldugu belirlendi. LN grubunda CAT
aktivitesinin 12.51 U/g protein diizeylerinde oldugu, HLN grubunda aktivitenin
14.26 U/g protein diizeylerine yiikseldigi fakat bu yiikselisin istatistiksel agidan
anlamli olmadig tespit edildi. Benzer sekilde LK grubunda 13.99 U/g protein olan
CAT aktivitesinin, HLK grubunda 17.55 U/g protein diizeylerine ¢iktig1 fakat bu

yiikselisin de istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi.
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Kontrol grubu GPx aktivitesi 768.03 U/g protein diizeyinde bulunurken,
kolit grubunda aktivitenin 443.31 U/g protein seviyesine anlamli sekilde diistiigii
(P<0.05), S grubunda ise 601.58 U/g protein diizeylerine istatistiksel agidan anlamli
sekilde yiikseldigi tespit edildi (P<0.05). Ayrica kolit grubu ile LN, LK, HLN, HLK
gruplar arasinda goriilen farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. LN
grubunda 527.93 U/g protein olan GPx aktivitesinin HLN grubunda 574.40 U/g
protein’e yiikseldigi tespit edildi. Aymi sekilde LK grubunda 520.94 U/g protein
olan aktivitenin HLK grubunda 563.59 U/g protein oldugu belirlenirken bu

yiikselislerin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi.

Tablo 3. Deney gruplari kolon dokusu MDA, GSH, GPx ve CAT diizeyleri (X +SEX)

MDA GSH CAT GPx
(nmol/g (nmol/mg  (U/g protein)  (U/g protein)
Gruplar )
doku) protein)
Grup 1 (K) 5.79£0.81°  6.53+0.55%  17.01£0.64%®  768.03+44.962
Grup 2 (UK) 8.37+0.73%  3.04+£0.16°  12.10+1.77° 443.31+32.81¢
Grup 3 (S) 5.57£0.57°  4.29+0.50°  18.12+1.50°  601.58+40.03°
Grup 4 (LN) 5.39+£0.44° 3.39+0.32°  12.51+0.82° 527.93+62.14"
Grup 5 (LK) 5.58+0.81°  2.98+0.19°  13.99+1.97°° 520.94+39.19"
Grup 6 (HLN)  5.99+0.94° 3.59+0.21°° 14.26+£1.74° 574.40+£65.20"
Grup 7 (HLK)  4.76£0.29°  3.54£0.26° 17.55+1.38%® 563.59+32.35
P 0.025 0.000 0.002 0.001

& bc. Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen grup arasi farkliliklar istatistiksel

olarak onemlidir (P<0.05).
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5.3. Yang Sitokinleri Bulgulari

Deney gruplarina ait kolon dokusu TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeyleri Tablo
4’te sunulmustur.

Tablo 4 incelendiginde kontrol grubu TNF-a diizeylerinin 5.83 pg/mg
protein oldugu, kolit grubunda bu deger 9.10 pg/mg protein’e anlamli bir sekilde
yiikselirken (P<0.05), S grubunda ise 6.22 pg/mg degerine istatistiksel olarak
anlamli sekilde diiserek kontrol grubu seviyelerine geldigi belirlendi (P<0.05).
Kolit grubu ile tedavi gruplarindan S ve HLK gruplar arasindaki farkin istatistiksel
acidan anlamli oldugu (P<0.05) fakat kolit grubu ile karsilastirildiginda LK ve HLN
gruplarinin TNF-a diizeylerinde de diisiis goriilmekle birlikte bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig tespit edildi. LN grubunda 10.10 pg/mg protein olan TNF-
a diizeylerinin HLN grubunda 9.08’e¢, LK grubunda 6.79 pg/mg protein
seviyelerinde iken, HLK grubunda ise 5.11 pg/mg protein seviyelerine diistigi,
ancak bu diisiislerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.

Deney gruplarinin IL-1p diizeyleri incelendiginde; kontrol grubunda 10.58
pg/mg protein olan diizeylerin kolit grubunda 21.49 pg/mg protein seviyelerine
anlaml sekilde yiikseldigi (P<0.05), buna karsin kolit grubuna gére S grubunda
13.44 pg/mg protein seviyelerine diiserek kontrol grubunun degerlerine yaklastigi
gorildii  (P<0.05). Kolit grubu ile tedavi gruplarinin IL-1p dizeyleri
karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinin IL-1B diizeyleri kolit grubundan
istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik bulundu (P<0.05). LN grubunda 15.38
pg/mg protein olan IL-1B diizeyleri HLN grubunda 13.59 pg/mg protein degerine
diismiis olmakla birlikte bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlendi.

LK grubunda 16.12 pg/mg protein olan IL-1p diizeyleri, HLK grubunda 8.72 pg/mg
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protein seviyelerine istatistiksel olarak anlamli sekilde distiigii tespit edildi
(P<0.05).

Deney gruplarinin IL-6 diizeyleri incelendiginde kontrol grubunda 24.92
pg/mg protein olan diizeylerin kolit grubunda 35.40 pg/mg protein seviyelerine
anlamli sekilde yiikseldigi (P<0.05), bununla birlikte kolit grubuna gére S grubunda
28.43 pg/mg protein seviyelerine diiserek kontrol grubu degerlerine yaklastigi tespit
edildi (P<0.05). Ayrica IL-6 seviyeleri agisindan kolit grubu ile LN, HLN ve HLK
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli disiisler oldugu tespit edilirken
(P<0.05) kolit grubu ile LK grubu arasindaki farkin anlamsiz oldugu belirlendi. LN
grubunda 26.88 pg/mg protein olan IL-6 diizeyleri HLN grubunda 26.31 pg/mg
protein degerine diistiigii ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig
tespit edildi. LK grubunda 30.51 pg/mg protein olan IL-6 diizeyleri, HLK grubunda
21.30 pg/mg protein seviyelerine istatistiksel olarak anlamli sekilde distiigi

belirlendi (P<0.05).
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Tablo 4. Deney gruplari kolon dokusu TNF-o, IL-1f ve IL-6 diizeyleri (X £SEX)

TNF-a IL-1p IL-6
Gruplar (pg/mg protein) (pg/mg protein) (pg/mg protein)

Grup 1 (K) 5.83+0.73¢ 10.58+0.84 24.92+2.59
Grup 2 (UK) 9.10+1.56% 21.49+1.882 35.40+2.87°
Grup 3 (S) 6.22+0.74° 13.44+1.47¢ 28.43+2.64°
Grup 4 (LN) 10.10£0.972 15.38+1.16° 26.88+1.75"
Grup 5 (LK) 6.79+0.69" 16.1240.35° 30.51+1.07%
Grup 6 (HLN) 9.08+0.27% 13.59+0.55 26.3141.14%
Grup 7 (HLK) 5.1140.38° 8.72+0.40¢ 21.30+1.10°

P 0.001 0.000 0.001

&b ¢d. Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen grup arasi farklihiklar istatistiksel

olarak dnemlidir (P<0.05).

5.4. NF-kB, Nrf-2 ve COX-2 Protein Ekspresyon Diizeyi Bulgulari

Kolon dokusu hiicre ¢ekirdeklerinden elde edilen proteinlerde NF-kB, Nrf-
2 ve COX-2 ekspresyon diizeyleri Sekil 11-13’de sunulmustur.

Sekil 11 incelendiginde NF-kB ekspresyon diizeyleri acisindan yiiksekten
diisiige dogru UK>LN>LK>HLN>HLK>S>K grubu seklinde siralanmistir. En
yiiksek NF-kB ekspresyon diizeyinin kolit grubunda, en diisiik diizeyin ise kontrol
grubunda oldugu tespit edilmistir. Kolit grubu ile diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (P<0.05). Kolona hedeflendirilmis gruplar
(HLN ve HLK), hedeflendirilmemis gruplara gore (LN ve LK) istatistiksel olarak

anlaml diizeyde diisiikk bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 12 incelendiginde Nrf-2 ekspresyon diizeyleri agisindan yiiksekten
diisige dogru HLK>HLN>LN>S>LK>K>UK grubu seklinde siralanmistir. En
diisiik Nrf-2 ekspresyon diizeyi kolit grubunda, en yliksek diizey ise HLK grubunda
oldugu tespit edilmistir. Kolit grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Kolona hedeflendirilmis gruplar (HLN ve
HLK), hedeflendirilmemis gruplara gore (LN ve LK) istatistiksel agidan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0.05).

Sekil 13 incelendiginde COX-2 ekspresyon diizeyleri agisindan yiiksekten
diisiige dogru UK>LK>LN>S>HLN>HLK>K grubu seklinde siralanmigtir. En
yiikksek COX-2 ekspresyon diizeyi kolit grubunda, en diisiik diizey ise kontrol
grubunda oldugu tespit edilmistir. Kolit grubu ile diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Kolona hedeflendirilmis gruplar
(HLN ve HLK), hedeflendirilmemis gruplara gore (LN ve LK) istatistiksel agidan

anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 11. Deney gruplari NF-kB protein ekspresyon diizeyleri.
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6. TARTISMA

Yangisal bagirsak hastaliklari, UK ve KH’yi icine alan mide-bagirsak
kanalinin yaygin gériilen kronik hastaliklarini tanimlar. UK ¢ogunlukla geng ve orta
yas grubu insanlarda goriilen kalin bagirsagin yangisal bir hastaligidir (6). UK’ nin
etiyoloji ve patogenezini arastirarak tedavisi i¢in yeni ila¢ segenekleri sunabilmek
acisindan ¢ok sayida maddeyle (asetik asit, indometazin, TNBS, oksazolon, DSS,
karragenan gibi) deneysel olarak hayvan modelleri gelistirilmistir. Asetik asit, bu
ama¢ i¢in en yaygin kullanilan kimyasallardan birisidir (33, 34). Bu modelde
goriilen histopatolojik degisiklikler insanlardakine biiyiik oranda benzemektedir
(35).

Konuyla ilgili yapilan c¢alismalarda histopatolojik degerlendirmeler
acisindan birgok farkli makroskobik ve mikroskobik skorlamalar yapildig:
gdzlenmistir. Bakar ve ark. (11) tarafindan deneysel olarak olusturulan UK ye kars1
oral ve periton i¢i resveratrol’iin kullanildig1 bir ¢aligmada mikroskobik olarak
yangi alaninda goriilen; nekroz, submukozal 0Odem, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve perforasyon kriterlerine gore toplamda 10 puan iizerinden skorlama
yapilmigtir. Calismanin bulgular incelendiginde en yiiksek skorlamanin kolit
grubuna ait oldugu, oral olarak resveratrol uygulanan gruba ait skorlama
degerlerinin kolit grubuna gore diisiik olmakla birlikte farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi, buna karsin periton i¢i resveratrol uygulanan grubun skorlama
degerlerinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundugu bildirilmistir.
Skorlama kriterleri bire bir uyum géstermemekle birlikte mevcut bu ¢aligmada da
yukaridaki ¢alismanin sonuglariyla benzer sekilde oral olarak LN ve LK uygulanan

gruplarin skorlama degerleri kolit grubuna gore hafif derecede diisiik bulunmus,
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buna karsin kolona hedeflendirilmis HLN ve HLK gruplarinda ise istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Al-Rejaie ve ark. (14) tarafindan ratlarda
asetik asit ile olusturulan UK’ye kars1 farkli dozlarda naringenin ve tek doz
mesalazin’in kullanildig1 bir diger ¢alismada histopatolojik olarak {ilser, nekroz,
hiperemi, 6dem, hiicresel infiltrasyon, goblet hiicre hiperplazisi kriterlerinin her biri
i¢in toplam 4 skorlama (+, ++, +++, ++++) {lizerinden ayr1 ayr1 degerlendirmeler
yapilmistir. Calismanin verileri incelendiginde kolit grubu skorlarmin diger
gruplardan daha yiiksek bulundugu, mesalazinin ve farkli dozlardaki naringenin
uygulamalarinin ise skorlamalari doza bagimli olarak diistirdiigii bildirilmistir.
Mevcut bu c¢alismada kullanilan siilfasalazin grubu verileri ayni1 grup etken
maddeler olmasina ragmen yukaridaki calismada kullanilan mesalazin grubu
degerlerine gore yiiksek bulunmus olsa da bunun skorlama bigimlerinin farkli
olmasindan kaynaklandigi ve sonu¢ degerlendirme agisindan iki ¢alismanin da
benzer oldugu gozlemlenmistir. Abdin ve ark. (8) tarafindan ratlarda oksazolon ile
deneysel olarak olusturulan UK ye kars1 resveratrol etken maddesinin kullanildig:
bir baska ¢aligmada histopatolojik skorlamalarin kolit grubunda diger gruplardan
yiiksek oldugu, buna karsin kolona hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis
resveratrol gruplarinda ise kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik bulundugu bildirilmistir. Mevcut bu ¢alismada da yukaridaki caligmayla
benzer sekilde kolona hedeflendirilmis HLK ve HLN gruplarinda kolit grubuna
gore histopatolojik skorlama degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik
oldugu tespit edilmistir. Ancak kolona hedeflendirilmemis LK ve LN gruplarinda
ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun sebebi mevcut bu

calismadan farkli olarak deneysel kolit modelinin oksazolon ile olusturulmasi,
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hedeflendirme materyalinin farkli olmasi1 (pektin), kolit modelinin ¢alismanin
baslangicinda olusturulmasi1 ve tedavi silirecinin daha uzun olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Etiyolojisi tam olarak aydilatilamamis olmakla birlikte UK’nin oksidatif
stresle iliskili oldugu yapilan bir¢ok calismayla bildirilmistir (15, 20, 124, 125,
126). Deneysel olarak olusturulan UK modellerinde lipit peroksidasyonun en
onemli gostergelerinden biri olan MDA diizeylerinin arttig1 (126-129), buna karsin
endojen enzimatik antioksidanlardan GPx (128, 129), SOD (112, 126, 128, 129) ve
CAT (127-129) aktiviteleri ile enzimatik olmayan GSH diizeylerinin (112, 127)
azaldig1 ortaya konulmustur. Mevcut bu ¢alismada da kontrol grubuna gore asetik
asit ile UK olusturulan grupta doku MDA diizeylerinin anlamli sekilde
yiikselmesine karsin CAT, SOD ve GPx aktiviteleri ile GSH diizeylerinin anlamli
sekilde azaldig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular yukaridaki
arastirmacilarin sonuclariyla paralellik géstermektedir. MDA diizeylerinin yiiksek
bulunmasinin sebebi, asetik asit ile kolonda meydana gelen hasar sonucu pato-
mekanizmanin bir pargasi olarak serbest radikal {iretiminin artmasi ve boylece lipit
peroksidasyonu tetiklemesi oldugu diisiiniilmektedir. GSH diizeyleri ile CAT, SOD
ve GPx aktivitelerinde goriilen diisiislerin de serbest radikal diizeylerindeki artmaya
bagli olarak endojen antioksidan savunma sonucunda tiikkenmeye baglh
inhibisyondan kaynakladig1 s6ylenebilir.

Oksidatif strese karsi antioksidanlarin koruyucu etkiler gosterdigi iyi
bilinmektedir. UK tedavisinde antioksidanlar &nemli bir yer tutmakla birlikte
kolona hedeflendirilerek antioksidan kullanimi ile ilgili az sayida literatiir

bulunmaktadir. Konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢aligmada guar gum ile kolona
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hedeflendirilen glisirizik asidin etkileri arastirilmis ve hedeflendirilmis glisirizik
asidin geleneksel olarak kullanilmaya gore MDA seviyelerini daha anlamli bir
sekilde diistirdiigii bildirilmistir (97). Curcumin ve selekoksib etken maddelerinin
eudragit s100 ile kaplanarak elde edilen nanopartikiillerin ratlarda olusturulan UK
modelindeki etkilerinin incelendigi bir diger ¢alismada (130), nanopartikiil halinde
uygulamanin geleneksel uygulamaya gore TBARS degerlerini daha iyi diistiriirken
SOD aktivitelerini ise daha iyi yiikselttigi ortaya konulmustur. Li ve ark. (131)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise DSS ile ratlarda olusturulan kolit modelinde
kolona hedeflendirilen curcumin-piperin karisiminin, hedeflendirilmeyen gruba
gore MDA seviyelerini daha fazla diisiirdiigii bildirilmistir. Mevcut bu ¢aligmada
kolona hedeflendirilerek kullanilan likopen’in hedeflendirilmeden geleneksel yolla
kullanilan likopen’e gére MDA diizeylerini daha da diisiirdiigii, bununla birlikte
CAT aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli olmakla birlikte GSH diizeyleri ile
GPx aktivitelerini yiikseltme egiliminde oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde
hedeflendirilmis linalool uygulamasinin hedeflendirilmeden uygulanmaya gore
GSH diizeyleri i1le CAT ve GPx aktivitelerini yiikseltme egiliminde oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde yukaridaki
arastirmacilar ile genel olarak uyumlu bulunmustur. Yukaridaki arastirmacilardan
farkli olan bulgularin ise kullanilan etken maddelerin, olusturulan deneysel modelin
ve hedeflendirme materyallerinin farkli olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.
Bununla birlikte hedeflendirilerek etken madde uygulamalarinin geleneksel
uygulamaya gore daha etkili bulunmasinin sebebi, etken maddelerin mide ve ince
bagirsaktan gecerken kayba ugramamasi sonucu hedef dokuda daha yiiksek

konsatrasyona ulagsmasi oldugu diisiiniilmektedir.
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Proinflamatuvar mediyatorler mukozal immun sistemin diizenlenmesi
bakimindan YBH’nin patogenezisinde onemli rol oynarlar. Yangili mukoza
bolgesine graniilosit ve diger lokositlerin gog¢li sonucu fazla miktarda
proinflamatuvar sitokin iiretimi meydana gelir. Yangi sitokinleri ve diger
proinflamatuvar mediyatorler (ROT vd.) kolondaki yangisal cevabin baglamasi ve
stirdiiriilmesinden sorumludurlar. Dolayisiyla YBH nin tedavi stratejilerinden birisi
de ortaya ¢ikan bu mediyatorlerin elimine edilmesidir (37, 132). Deneysel kolit
modellerinde TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi yangi sitokinlerinin seviyelerinin arttigini
gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (25, 132, 133). Tahan ve ark. (37)
tarafindan yapilan bir calismada asetik asit ile olusturulan UK modelinde TNF-a,
IL-1B ve IL-6 seviyelerinin arttii, buna karsin vitamin E kullaniminin ise bu
degerleri diislirdiigli ortaya konulmustur. Bakar ve ark. (11) tarafindan yapilan
benzer bir ¢alismada UK grubunda TNF-o ve IL-1B seviyelerinin yiikseldigi,
resveratrol uygulamasiin ise IL-1p seviyelerini anlaml sekilde diisiiriirken TNF-
a ve IL-6 seviyelerini de diisiirme egiliminde oldugu bildirilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda deneysel olarak olusturulan UK modelinde
TNF-a, IL-1PB ve IL-6 yangi sitokinlerinin diizeyleri iizerine linalool ve likopen’in
geleneksel yolla ve/veya hedeflendirilerek kullanilmasinin arastirildigi herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte, Yiicel ve ark. (134) tarafindan
metotreksat ile olusturulan ince bagirsak hasarma karst kullanilan likopen’in
yiikselmis olan IL-1f diizeylerini anlamli ve TNF-a diizeylerini ise 1liml sekilde
diistirdligi tespit edilmistir. Deneysel olarak olusturulan akciger hasarinda
linalool’un antiinflamatuvar etkinliginin arastirildigi bir diger ¢alismada (85)

yikselmis TNF-o ve IL-6 diizeylerinin linalool tarafindan distirildigi
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bildirilmistir. Bunlara ek olarak, farelerde olusturulan kolit modeli iizerine kolona
hedeflendirilen glikokortikoid yapisindaki budesonid’in etkinliginin arastirildigi bir
calismada (135) kolit grubunda yiiksek bulunan TNF-a, IL-1p ve IL-6 ekspresyon
diizeylerinin hedeflendirilerek uygulanan gruplarda geleneksel olarak kullanilan
gruplara gére daha diisiik oldugu bildirilmistir. UK modelinde N-siiksinil kitosan
ile kolona hedeflendirilen 5-ASA’nin bir yangi mediyatorii olan MPO aktivitesi
lizerine etkilerinin arastirildigr bir diger ¢alismada (114) geleneksel uygulamanin
MPO seviyelerini hafif diiglirlirken hedeflendirilerek uygulamanin MPO
aktivitesini anlamli sekilde diislirdiigii ortaya konulmustur.

Mevcut bu calismada elde edilen bulgular yukaridaki arastirmacilarin
sonuclariyla biiylik oranda uyum gdstermektedir. Bulgular incelendiginde linalool
uygulamasinin UK grubunda yiikselmis olan IL-1B ve IL-6 diizeylerini anlamli
sekilde diisiirdiigii ortaya konulmustur. Bununla birlikte likopen uygulamasinin ise
IL-1B diizeylerini anlamli sekilde ve TNF-a ile IL-6 diizeylerini ise 1limli sekilde
diistirdligii belirlenmistir. Bunlara ilaveten genel olarak hedeflendirilmis linalool ve
likopen uygulamalarinin geleneksel yolla kullanimlarina goére yangi sitokin
seviyelerini daha fazla diisiirdiigii tespit edilmistir. Ozellikle hedeflendirilmis
likopen uygulamasmin geleneksel kullanima gore IL-1B ve IL-6 diizeylerini
anlaml sekilde diislirdigii ortaya konulmustur. Calismada yangi sitokinlerinin
diizeylerinin  kolit grubunda yiiksek bulunmasinin sebebi, asetik asit
uygulanmasiyla bagirsak epitel dokusunda hizla dejenerasyonlarin baglamasi ve
buradaki mukozal immun sistemin yangisal aktivasyonu sonucu oldugu ile
aciklanabilir. Ayrica likopen uygulanmasiyla yangi sitokin seviyelerinin diismesi

ise likopen’in CRP (yapimi yangi alanindan salinan TNF-o, IL-1f ve IL-6
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tarafindan tetiklenmektedir) miktarin1 diisiirmesiyle iligkili olabilir. Bununla
birlikte linalool’tin sitokin seviyelerini NF-kB ve MAPK yolaklarini bloke ederek
(yangi sitokinlerinin tiretilmelerinin inhibisyonu) azalttig1 diistiniilmektedir.

Arasidonik asit araciliiyla prostaglandin biyosentezinden sorumlu COX-2,
normal dokulardan ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilen, ancak patolojik durum ve
kanserlerde ekspresyonu artan Onemli bir enzimdir. Sentezlenen bu
prostaglandinler UK gibi patolojik siireglerde etkin role sahip olmakla birlikte yangi
stirecini giddetlendirmektedir (67, 136). Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB
cogunlukla sitoplazmada pasif halde bulunmaktadir. Yangisal sinyal iletimi sonucu
aktive olarak cekirdege transfer olur. Aktive olan NF-kB yangi ve immun cevabin
baslatilmasinda &nemli rol oynar (24). Bununla birlikte NF-kB, UK’nin
patogenezinde rol alan TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi gesitli yangi sitokini genlerinin
aktivasyonunu kontrol eder (137). Nrf-2, hiicresel antioksidan cevabi diizenleyen
Oonemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Uyart ile sitozolden ¢ekirdege gegen Nrf-2
araciliginda antioksidan ve detoksifiye edici genlerin ekspresyonu uyarilir. Bu
vasitayla antioksidan enzim seviyesinde artisa sebep olarak oksidatif hasara karsi
koruyucu etki saglar (137, 138).

Deneysel olarak olusturulan UK modellerinde NF-kB, Nrf-2 ve COX-2
protein ekspresyon diizeyleri tizerine linalool ve likoepen’in etkilerinin arastirildigi
az sayida literatiir bulunmaktadir. Sanchez-Fidalgo ve ark. (137) tarafindan
sekualen etken maddesinin etkinliginin arastirildigi bir calismada DSS ile
olusturulan kolit grubunda NF-kB ve COX-2 cekspresyon diizeyleri yiiksek
bulunurken tedavi gruplarinda diizeylerin anlamli sekilde distiigii bildirilmistir.

UK modeli iizerine 3-(3-piridilmetiliden)-2-indolinon (PMID)’un etkinliginin
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aragtirildigr bir diger ¢alismada (139) PMID’in artmis NF-kB ekspresyon
diizeylerini diisiirdiigli ve Nrf-2 ekspresyon diizeyini ise doza bagimli olarak
artirdigr tespit edilmistir. Buna ek olarak, Li ve ark. (94) tarafindan farelerde
lipopolisakkarit/D-galaktozamin ile karaciger hasari olusturulan bir galismada NF-
kB ve COX-2 ekspresyon diizeyleri anlamli sekilde yiikselirken Nrf-2 ekspresyon
diizeylerinin ise anlamh sekilde diistiigii, buna karsin linalool uygulamasinin bu
seviyeleri doza bagimli bir sekilde tersine gevirerek bertaraf ettigi bildirilmistir.
Azoksimetan ile olusturulan kolon kanseri modeli iizerine domates tozunun
etkilerinin arastirildig1 bir diger ¢alismada (67) kolon kanseri grubunda NF-kB ve
COX-2 ekspresyon diizeylerinin ylikselirken Nrf-2 ekspresyon diizeylerinin
diistiigii, yiiksek oranda likopen ihtiva eden domates tozunun bu etkileri tersine
cevirerek bertaraf ettigi belirlenmistir. Bunlara ilaveten, TNBS etken maddesi ile
olusturulan kolit modelinde (140) kolona hedeflendirilen selekoksib’in yiikselmis
COX-2 ekspresyon diizeylerini diisiirdiigii ve bu diisiisiin hedeflendirilerek verilen
grupta geleneksel yolla verilene gore daha fazla oldugu bildirilmistir.

Mevcut bu ¢alismada da UK grubunda NF-kB ve COX-2 ekspresyon
diizeyleri yiiksek bulunurken Nrf-2 ekspresyon diizeyleri ise diisiik bulunmustur.
Bununla birlikte geleneksel yolla ve hedeflendirilerek uygulanan linalool ve
likopen’in NF-kB ve COX-2 ekspresyon diizeylerini anlamli sekilde diistirdiigt,
buna karsin Nrf-2 ekspresyon diizeylerini ise anlamli sekilde yiikselttigi tespit
edilmistir. Bu etki bakimindan hedeflendirilen likopen’in linalool’den istatistiksel
olarak anlamli sekilde etkili oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular

yukaridaki aragtirmacilarin sonuclariyla paralellik gostermektedir.
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Sonug olarak; asetik asit ile deneysel olarak olusturulan UK modelinde
kolon dokusunda muhtemelen serbest radikal olusumunun arttigi, artan bu
radikallerin lipit peroksidasyonu uyardigi ve bununla iligkili olarak MDA
seviyelerinde yiikselise sebep oldugu tespit edilmistir. Lipit peroksidasyonun
artmasiyla uyumlu olarak kolon dokusunda enzimatik (CAT ve GPx) ve enzimatik
olmayan (GSH) antioksidan diizeylerinin diistiigii tespit edilmistir. Buna karsilik
antioksidan Ozellikleri bilinen likopen ve linalool uygulamalarinin kolon
dokusunda meydana gelen MDA diizeylerinde azalmaya sebep olarak lipit
peroksidasyonu bertaraf ettigi ve antioksidan enzim diizeylerinde artisa sebep
oldugu belirlenmistir. Bunlara ilaveten, hiicrede antioksidan cevabi diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olan Nrf-2’nin artan lipit peroksidasyona bagli olarak
ekspresyon diizeylerinin diistiigii, buna karsilik likopen ve linalool uygulamalarinin
ise bu ekspresyon diizeylerini artirarak antioksidan savunma sistemi bilesenlerinin
sentezini uyardig1 ortaya konulmustur. Asetik asit’in kolona uygulanmasiyla kolon
dokusunda yangisal bir cevap gelistigi ve bu yangisal cevabi destekleyen
traskripsiyon faktorlerinden olan NF-kB ve COX-2 ekspresyon diizeylerinin arttigi
tespit edilmistir. Bununla iliski olarak, NF-kB yolaginin aktivasyonu ile savunma
sistemi hiicrelerinden makrofaj/monosit kaynakli TNF-a, IL-1B ve IL-6 yangi
sitokini diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Buna karsilik linalool ve likopen
uygulamalarmin UK’de énemli bir sinyal yolag1 olan NF-kB ve COX-2 ekspresyon
diizeyleriyle paralel olarak yangi sitokini diizeylerini diisiirdiigli ve yangisal cevabi
baskiladig1 tespit edilmistir. Genel olarak Olgiillen tim parametreler
degerlendirildiginde, etken maddelerin kolona hedeflendirilerek uygulanmasinin

antioksidan ve antiinflamatuvar parametreler iizerine olumlu etkiler meydana
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getirdigi goriilmiistiir. Sonug olarak; deneysel UK modelinde kolonda meydana
gelen histopatolojik, oksidatif ve yangisal hasarlara kars1 likopen ve linalool etken
maddelerinin  geleneksel  yolla  kullanimina  kiyasla  hedeflendirilerek
kullanilmasinin daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Ayrica UK modelinde
hedeflendirilmis likopen uygulanmasinin da linalool’den daha basarili oldugu tespit
edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda, yangisal bagirsak hastaliklariin korunmasinda
kolona hedeflendirilmis likopen ve linalool’iin etkili kullanim potansiyeline sahip
oldugu ve bunun yapilacak yeni caligmalarla desteklenmesi gerektigi kanaatine

varilmstir.
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