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OZET

AKUT MIDE MUKOZA HASARI UZERINE ABELMOSCHUS ESCULENTUS
L.’NIN ANTIi-ULSER ETKISININ ARASTIRILMASI

Deniz ORTAC

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Musa TURKER

Abelmoschus esculentus L.(Malvaceae), geleneksel Tirk tibbinda (lser ve gastrit gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir.

Bu calismada, Abelmoschus esculentus L. ekstraktinin(AEE) etil alkol ile olusturulan
akut mide mukozal hasari lizerine hayvan modellerinde gastroprotektif etkisi
incelenmistir. Bunun icin rat modellerinde etil alkol ile Ulser olusturuldu. 24 saat ag
birakilan ratlara 500 mg/kg, 250 mg/kg, 100 mg/kg Abelmoschus esculentus ekstrakti
(AEE); 20 mg/kg famodin (Fam); 75 mg/kg quercetin (Que); etil alkol grubuna 1ml etil
alkol ve sham grubuna ise izotonik NaCl esit hacimlerde gavajla verilmistir. Bir saat
sonra tim ratlar sakrifiye edilerek, mideleri cikarilmistir. Mideler buylk kurvatur
boyunca kesilerek agilmis ve serum fizyolojikle yikanmistir.

Mide mukoza lezyonlari ile toplam mide alani ve lezyon alani hesaplanarak, Ulser
alani/toplam mide alani Ulser indeksi olarak ifade edilmistir. Oksidatif stresin
gostergesi olan malondialdehid (MDA) ve redikte glutatyon (GSH) diizeyleri tam kanda
ve dokuda; antioksidan o6zellik gosteren askorbik asit, serum B-karoten ve retinol
serumda; Superosit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ise
eritrositlerde olclilmistiir. Mide doku kesitlerinde mukozal 6dem, hemoraji,
inflamasyon, epitel hiicre erozyonu ve interlokinler (IL-6, IL-1B) degerlendirilmistir.
Bioelement seviyeleri ise homojenize edilmis dokularda incelenmistir.
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Akut toksitite arastirmasi icin farelere 100, 250, 500, 1000, 3000 ve 5000 mg/kg AEE
dozlari uygulanmistir. Bu arastirmada herhangi bir tosik etki gézlemlenmemistir. AEE-
500, 250, 100, Fam-20 ve Que-75 sirasiyla 81.0, 67.5, 67.0, 76.3 ve 72.4 % llser
olusumunu inhibe etmistir.

Tum calisma gruplarinda MDA duzeyleri etil alkol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
olarak azalmistir (p<0.001). AEE-500 grubunda B-karoten ve retinol diizeyleri sirasiyla
anlamli olarak % 40.2 ve % 45.4 artmistir.

GPx seviyesinin AEE-500 mg/kg uygulanan grupta en yiksek oldugu ve bu degerin
sham grubu ile yakin oldugu gorulmustir. AEE-100 ve 500 mg/kg uygulan gruplarda
SOD degerleri etil alkol grubuna gore daha yiksektir (p<0.001 ve p<0.01). CAT
sonuclari degerlendirildiginde AEE-250 ve 500 mg/kg gruplar etil alkol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Antioksidan enzimlere paralel olarak
Cu, Zn, Fe, Se ve Ca bioelement seviyeleri de etil alkol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
bir artis gorilmustir.

AEE-500 grubu, etil alkol grubuna kiyasla 6dem, kanama ve inflamasyon skorlarini
onemli o6lclide azaltmistir (p<0.05). AEE-500, 250 ve Fam-20 gruplarinda apoptoz
azalmis (p<0.001) ve etil alkol grubuna kiyasla daha yiiksek bir pozitif hiicre olusumu
gdzlemlenmistir (p<0.001). Ozellikle AEE-500 mg/kg uygulanan gruplarda IL-6, IL-1B
seviyelerinin etil alkol grubuna gére dnemli derecede azalmistir.

Calisma sonunda biyokimyasal ve histopatolojik veriler degerlendirildiginde
Abelmoschus esculentus L. ekstraktinin (AEE) etil alkolle indiklenen gastrik hasar
Uzerine gastroprotektif bir etkiye sahip oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gastroprotektif, mide Ulseri, imminohistokimya, Ulser indeksi,
Ulser inhibisyonu

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-ULCER EFFECT OF ABELMOSCHUS ESCULENTUS
L. ON ACUTE GASTRIC MUCOSAL INJURY

Deniz ORTAC

Department of BioEngineering

Phd. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Musa TURKER

Abelmoschus esculentus L. (Malvaceae), is a medicinal plant widely used in Turkish
traditional medicine for the treatment of various diseases such as ulcers and gastritis.

In the present study, we evaluated the gastroprotective effect of Abelmoschus
esculentus L. extract (AEE) against ethanol-induced acute gastric mucosal injury in
animal models. Wistar rats were administered with 500, 250 or 100mg/kg AEE;
20mg/kg famotidine (Fam); and 75 mg/kg quercetin (Que). Following a 60 min period,
all the rats were given 1mL of ethanol (80%). One hour after the administration of
ethanol, all groups were sacrificed.

The area of stomach tissue and gross lesions were approximately calculated. The
results were translated to the term of “total ulcer area/total gastric area” and these
were expressed as an ulcer index. Malondialdehyde (MDA) which is sign of oxidative
stress and reduced glutathione (GSH) levels were measured in whole blood; ascorbic
acid, B-carotene and retinol which is prove antioxidant property levels were measured
in serum. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx)
were measured in erythrocytes. Mucosal edema, hemorrhage, inflammation, epithelial
cell erosion and interleukins (IL-6, IL-1B) were evaluated in gastric tissue sections.
Bioelement levels were examined in homogenized tissues.
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Up to at 5000 mg/kg, the extract produced (AEE) no sign of toxicity in animals. AEE-
500, 250, 100, Fam-20 and Que-75 inhibited ulcer formation by 81.0, 67.5, 67.0, 76.3
and 72.4%, respectively.

The oxidant levels decreased significantly in the all study groups compared within
ethanol group (p<0.001). Serum B-carotene and retinol levels significantly increased
40.2 and 45.4% in AEE-500 group.

The level of GPx is highest in AEE-500 mg/kg group, and this value is close to the sham
group. When SOD values were compared, the groups administered with AEE-100 and
500 mg/kg were higher than the ethanol group (p<0.001 and p<0.01). When CAT
results were evaluated, the values of AEE-250 and 500 mg/kg groups were statistically
significant compared to the ethanol group (p<0.01). In parallel with the antioxidant
enzymes, the Cu, Zn, Fe, Se and Ca bioelements are significantly increased when
compared with the ethanol group.

AEE-500 significantly decreased edema, hemorrhage and inflammation scores
compared with ethanol group (p<0.05). In AEE-500, 250 and Fam-20 groups, apoptosis
significantly decreased (p<0.001), while AEE-500, 250 and Fam-20 groups showed a
higher percentage of cell proliferation compared with ethanol group (p<0.001).
Particularly in groups administered with AEE-500 mg/kg, IL-6 and IL-1B levels were
significantly reduced compared to the ethanol group.

Our in vivo data indicate that Abelmoschus esculentus L. extract (AEE) has a
gastroprotective effect against ethanol and could reduce the gastric ulcer as seen from
biochemical and histopathological results. We suggest that Abelmoschus esculentus L.
extract (AEE) could be a possible therapeutic antiulcer agent.

Keywords: Gastroprotection, gastric ulcer, immunohistochemistry, ulcer index, ulcer
inhibition

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Non steroid antienflamatuvar ilaglarin, alkol tliketimi veya sigara icimi, beslenme
yetersizlikleri, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve stresli yasam tarzi nedeniyle gastrik
ulser diinya capinda halen dnemli bir saglik problemidir. Ulser diizgiin bir sekilde tedavi

edilmezse, kanama ve midenin delinmesi gibi ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir.

Proton pompa inhibitorleri ve ¢oklu antibiyotik kombinasyonlari, ciddi yan etkilerine
ragmen en glincel tedavilerdir ve hastalar icin yiksek bir maliyet olustururlar [1-5].
Bununla birlikte, yeni antillser ilaglarin gelistirilmesi icin arastirmalar su temel
nedenlerden dolayl gereklidir; 1-Halen mevcut olan ilaglarin sundugu 6nemli yan
etkilerin cesitliligi vardir [6], 2-Birkag ilag-ila¢ etkilesimi mevcuttur [7], 3-tedaviden
sonra hastalarda sik tlser niksetmesi goriilmustir [8]. Buna gore, dogal Grtinler gastrik

Ulserin potansiyel yeni tedavileri icin cazip kaynaklar olarak kabul edilir.

Etil alkol, insanlarda ve deney hayvanlarinda siklkla Glserojenik bir madde olarak
kullanilir ve mide mukozasina ciddi gastrik hemorajik lezyonlarla hasar verir [2,5]. Bu
nedenle, etil alkol kaynakli gastrik mukozal hasarin deneysel bir modeli siklikla
kullanilir. Etil alkol, alkol dehidrojenazlari ile asetaldehide metabolize edilir, daha sonra
asetik aside metabolize olur. Asetik asit ayni zamanda mide gibi canli dokular izerinde
toksik etkilere sahiptir. Mide duvarindaki mukus salgisi, gastrointestinal mukozayi

toksinlerden koruyan énemli bir savunma bariyeridir [3, 5, 9].

Tibbi bitkiler, besinlerde biyoaktif yeni molekillerin 6nemli kaynaklari gibi

dislinilmektedir. Bircok Ulkede tibbi amach bircok bitki kullanilmaktadir ve pek c¢ok
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hastaligin tedavisinde geleneksel bitki tedavi yontemleri halen insanlar arasinda
popilerdir. Bu nedenle, arastirmacilar tarafindan dogal kaynaklardan yeni anti-llser
ajanlar ekstraksiyonu Uzerine gesitli galismalar yapilmigtir [1,2,4,5,9]. Asagida yapilan

bazi calismalar bulunmaktadir.

Parkia speciosa ethanolic extract'in etil alkollin gastrik GSH diizeyleri tGzerindeki negatif
etkilerini onemli 6lglide azalttigi gosterilmistir. Gastrik GSH dizeyi 400 mg/kg doz igin
en yuksek ve 50 mg/kg doz i¢in en disuk seviyede ve Ulser kontrol grubunda GSH
diizeyi azalmistir [10]. Onceden yayinlanmis makaleler gastrik GSH diizeyleri ile Glser
siddeti arasinda onemli bir iliski oldugunu gostermektedir. GSH ve GSH ile iliskili
enzimler antioksidan oOzelliklerine bagl olarak 6nemli doku koruyucu ajanlar olarak

bilinmektedir [11,12].

Oroksilum indicum (Bignoniaceae) kok kabugunun hazirlanan alkol ekstrakti, petrol
eteri, kloroform, etil asetat ve n-bilitanol ekstraklari etil alkol ve pilorik ligasyondan
kaynaklanan gastrik mukozal hasara karsi incelenmistir. Sonuc olarak, petrol eteri (%
96) ve n- utanol (% 99) fraksiyonlari etil alkol kaynakl gastrik mukozal hasara karsi

gastrik lezyonlarin maksimum inhibisyonu gostermistir [13].

Birdane et al. (2007)nin yaptigi calismada Foeniculum vulgare ekstrakti, sicanlarda etil
alkol  kaynakh gastrik lezyonlar (izerinde incelenmistir. F. vulgare lipid
peroksidasyonunu azaltti ve enzimatik olmayan antioksidan miktarini arttirmistir. F.
vulgare'in antioksidan ozelliklerinin etil alkol kaynakli gastrik lezyonlari azalttig

belirtilmistir [14].

V.condensata bitkisinden elde edilen ham etil alkolik ekstraktinin gastroprotektif
etkisini ve mide iyilestirici 6zelliklerininin degerlendirildigi bir ¢calismada; V.condensata
ekstraktinin, kolinerjik ve gastrinerjik yollarla gastrik sekresyonu inhibe etmistir. Bu
bitkinin mide lezyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisi icin dogal bir kaynak olabilecegi

vurgulanmustir [15].

Farzaei ve ark. (2015)'nin, Phyllantus emblica (Euphorbiaceae) ekstraktinin galik
asidinin, deneysel olarak Ulserlerde gastroprotektor olarak etkili oldugunu ve etkisinin,
iNOS'a spesifik bir inhibitoér olan eNOS'u kullanmasindan kaynaklandigini belirtmistir

[16].



Shimoyama ve ark. (2013), gastrik Ulser modelinde klorojenik asit ile tedavi edilen
hayvanlarda CATIn seviyelerini degerlendirmislerdir [17]. Diger c¢alismalar da ise,
Euphorbia milli (200 ve 400 g/kg) ve Euphorbia prostrata (60, 120 ve 240 mg/kg)

tedavilerinden sonra CAT aktivitesinin arttigini bildirilmistir [18,19].

Chang ve ark. (2015)"1 salidrosidin gastrik hasar Uzerine etkisini inceledigi ¢alismada
interlékin (IL-6), interlékin (IL-1B) ve tiimér nekroz faktérii (TNF-a)'nin yani sira
miyeloperoksidaz (MPO), malondialdehit (MDA) ve slperoksit dismutaz (SOD)
markerlarini da analiz etmislerdir. Analizler sonucunda salidrosidin pro-inflamatuvar
sitokinlerin fazla Uretimini ve artmis antioksidan aktiviteyi inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayrica salidrosidin etil alkol ile indiklenen akut gastrik llser ve H,0; ile
olusturulan mide epitel hicresi hasarini MAPK/NF-kB yolu ile hafifletebilecegi

varsaylimistir [20].

Zingiber officinale (Zingiberceae) rhizome sulu ekstraktinin Ulseri onleyici o6zelligi
sicanlarda etil alkol stres kaynakli {lser lzerine degerlendirilmistir. ilagc kullanan
sicanlarin normal seviyeleri gésterdigi halde, iilsere bagli sicanlarda artmis H ¥, K * -
ATPaz aktivitesi ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) gdzlemlenmistir. ilag
tedavisinden sonra gastrik misin hasari, ylizme stresinde ve etil alkol stresinde sirasiyla
% 77 ve % 74'e kadar gikmistir. Calisma zencefil sulu 6zitiiniin mide mukozasini stres
kaynakli mukozal lezyonlardan koruyabildigini ve muhtemelen H *, K © -ATPaz
aktivitesini bloke ederek, Helicobacter pylori bilylmesini inhibe edip antioksidan
koruma sagladigini géstermistir. Ekstraktin bilesimi, sinamik (% 50) ve gallik (% 46)
fenolik asitlerden olusmustur. Cinnamik asit antioksidan aktiviteye 6nemli katkida

bulunurken, galik asit H*, K" -ATPase ve Helicobacter pylori inhibisyonuna neden

oldugu belirtilmistir [21].

Ficus arnottiana (Moraceae) yaprak metil alkolik ekstraktinin antililser aktivitesi etil
alkol ile indlklenen rat modelinde incelenmistir. F. arnottiana yaprak metil alkolik
ekstrakti, etil alkol ile indiiklenen Ulser olusumunu belirgin bir sekilde inhibe etmistir.
Histolojik analizler sonucunda da mukozal lezyonlarin ve submukozal 6demin 6nlendigi

gosterilmistir [22].

Olea europaea'nin (Oleaceae) anti-llser aktivitesi, etil alkolle indiiklenen mide mukozal



hasari Uzerine etkisi arastinldigl ¢alismada, zeytin yapragi o6zitl, etil alkol ile
indiklenen mide hasarinda belirgin bir iyilestirmeye neden olmus ve iyi bir

gastroprotektif aktivite gostermistir [23].

1.2 Tezin Amaci

Bugiine kadar yapilan calismalarda Ulser olusumunda rol oynayan Helicobacter pylori
ile Abelmoschus esculentus L. ekstraklarinin etkilesime girme 0Ozelligi in vitro olarak
incelenmistir. Abelmoschus esculentus’nin in vitro anti-yapisma etkisine sahip
oldugunu ve Helicobacter pylori ile etkilesime girdigi bildirilmistir. Abelmoschus
esculentus L.'nin bu anti yapiskan 6zelliklerinin, glikoproteinler ve yiiksek asidik seker
bilesikleri kombinasyonundan kaynaklandigi varsayilmistir [24]. Bir baska calismada,
Abelmoschus esculentus L. tohumuyla tedavi edilen sicanlarda gastrik mukus salgilama
seviyeleri rapor edilmistir. Bu calismaya gore, Abelmoschus esculentus L. gastrik mukus
salgilama miktarini arttirmistir [25]. Calismamizda Abelmoschus esculentus L.'nin
potansiyel anti-llser aktivitesini belirleyebilmek igin biyokimyasal (oksidan ve
antioksidan), mikroelement, histopatolojik (mukozal 6dem, kanama, inflamasyon,
mukoza dokusunun epitel erozyonu, hiicre proliferasyonu) ve immiinokimyasal (PCNA,

IL-1B, IL-6) analizlerlerin yapilmasi amaglanmistir.

1.3 Hipotez

Ulser diinya genelinde insanlari etkileyen bir hastaliktir. Hastaligin tedavisi icin bircok
¢calisma yapilmasina ragmen tedavi yontemlerinin yan etkilerinden dolayl hentiz etkin
bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Abelmoschus esculentus L. geleneksel Tirk
tibbinda Ulser ve gastrit gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir.
Bizim ¢alismamiz ise Abelmoschus esculentus L. ekstraktinin (AEE) antillser etkisini in
vivo olarak inceleyen calisma olup, llser indeksi, gastrik Ulser inhibisyonu, potansiyel
anti-Ulser aktivitesi, doku mikroelement seviyeleri, mukozal 06dem, kanama,
inflamasyon, mukoza dokusunun epitel erozyonu, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
Uzerine vyapilan deneysel calismalarla Abelmoschus esculentus L./nin anti-tlser

aktivitesini cok yonli olarak ortaya konulmustur.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Peptik Ulser

Peptik Ulser, gastrointestinal sistemdeki savunma ve saldirgan faktorler arasindaki
biyolojik dengenin bozuldugu patolojik bir kosula bagh olarak ortaya cikar. Gastrik
hidroklorik asit, pepsin, reaktif serbest radikaller ve oksidanlar, I6kotrienler, reflii safra
ve endotelinler ana endojen saldirgan faktorler arasindadir [26,27]. Ek olarak, gastrik
mukus bariyeri, bikarbonat, mukozal kan akimi, ylzey aktif fosfolipitler,
prostaglandinler (PG), nitrik oksit (NO), enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

savunma faktorleri olarak distnlir [26-28].

Peptik (Ulserlerin kesin patogenezi acik degildir, fakat steroidal olmayan anti-
inflamatuvar ilaglar (NSAID) ve kortikosteroidlerin tiketimi, stresli yasam tarzi, alkol
tuketimi, Helicobacter pylori (H. pylori) enfeksiyonu, sigara kullanimi ve aile oykis
dahil olmak Uzere cesitli faktorler peptik Ulser patogenezinde risk faktorleri olarak

kabul edilmektedir [29,30]

2.1.1 Mide mukusu

Mide mukozal tabakalari gastrik hicrelerin disa ya da endojen kdkenli cesitli zararl
etkenlere maruz kalmasini kisitlayan bir bariyer goérevi gorir. Mukus UGretiminin
artmasi, zarar gormis dokuyu zararh ilaglar ve oksidanlar gibi cesitli saldirganlara karsi
koruyarak ulser iyilesmesinde merkezi bir faktor olarak kabul edilebilir. Aslinda,

mukusun salgilanmasi, yeniden epitellestirme baslatilmasinin altinda bir mukoid
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ortisunin olusturulmasi yoluyla akut hasardan sonra epitel geri kazaniminin
iyilestirilmesinde belirgin bir katkida bulunur. Ek olarak, tamponlama kapasitesinin
olusumu ve luminal asidin noétrlestirilmesi mide mukusunun temel fizyolojik

fonksiyonlarindandir [31,32].

2.1.2 NSAID

NSAID kaynakh peptik {(lser, herhangi bir sentetik ilag tedavisinin en ciddi
komplikasyonudur [33]. NSAID'ler tarafindan indiklenen (lserasyonun, siklooksijenaz
(COX) bagimli yolaginin bastiriimasi ve daha sonra PG sentezinin bloke edilmesiyle araci
oldugu bilinmektedir. Lokosit-endotel etkilesimi, notrofiller infiltrasyon, sitokin
dengesizligi ve oksidatif mukozal stres gibi farkh faktorler, NSAii'ler tarafindan
baslatilan gastrik mukozal hasarin patogenezine katkida bulunur. Hiicre yapisma
molekdilleri (CAM) ve hiicrelerarasi adezyon molekili (ICAM-1) de dahil olmak Uzere

adezyon molekdllerinin aktivasyonu nétrofil infiltrasyon ile iliskilidir [34-37].

2.1.3 Helicobacter pylori

Mide mukozasinin H. pylori ile kronik olarak infeksiyonu genellikle gastrik lezyonlarla
iliskilidir. H. pylori, bazi gelismekte olan Ulkelerde % 90 insidansina sahip yaygin bir
insan patojendir. H. pylori, popllasyonun yaklasik % 70'inde asemptomatik mide
kolonizasyonu gegirir ve peptik tlser olusumunda % 10-20'lik bir duyarlilik olur. H.
pylori kaynakl gastritin patogenezi ve paterni, mukozal atrofi ve duodenal / gastrik
Ulser morbiditesi ile yogun bir sekilde iliskilidir. Enfekte hastalarin gastrik
mukozasindan H. pylori'nin ortadan kaldirilmasi, H. pylori iliskili gastritin ve bunun
sonucunda ortaya ¢ikan Ulserlerin komplet remisyonu icin en iyi terapotik yaklasim

olarak distinilmektedir [38,39].

H. pylori enfeksiyonu, gastrik epitel hicrelerinde notrofil-aktive edici (anti-
inflamatuvar) sitokinlerin (6rn. Interldkin (IL) -1B, IL-6, tiimor nekroz faktérid (TNF) -a
ve IL-8) asir ekspresyonunu uyarir kemokinler ve |6kosit infiltrasyonuna yol acar. H.
pylori ile iliskili IL-8 aktivasyonunun ROS olusumuna bagl olarak rahatsiz edici mukozal
bitlnlGglin yani sira proteolitik enzimlerin aktivasyonu ile sonuglanmasi mimkindur
[40]. H. pylori ile iliskili hastaligin siddetinde, edinme yasli, konukgu bagisiklik sistemi ve
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bakteri tiru gibi cesitli faktorler yer alir. Cag-PAl'yi (Cag Patojenisite Adasi) taslyan H.
pylori suslari, Cag-negatif olanlardan daha gigld, iltihapli ve kemoatraktan tepki
gosterir. Cag pozitif suslarin bu erken ve siddetli tepkisi, protein-1'in yani sira niikleer
transkripsiyonel faktorleri [6rnegin, nikleer faktor (NF) -kB] aktive ederek aracilik

etmektedir [38,41,42].

2.1.4 Stres

Stres, gastroduodenal llserasyonun etyopatolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Stres mide motilitesinde, vagal asiri aktiviteye, mast hiicre degraniilasyonuna, gastrik
mukozal kan akisinda azalmaya ve prostaglandin sentezinde Ulserlere neden olur. Stres
muhtemelen artmis asit salinimi ve azalmis mukus Uretimi ile histamin salinmasi ile
Ulserasyon Uretir [43,44]. Peptik llser, 'A' ve 'B' kan gruplarina kiyasla 'O' kan grubuna

sahip kisilerde daha yiksektir [45].

2.1.5 Beslenme faktorleri

Peptik Ulserasyonda cesitli diyet faktorleri de bulunmaktadir. Kafein midede asit
salinimini uyarir ve mevcut bir tlseri agrlastirir. Ulserler agir alkol tiiketimiyle baglantil
karaciger sirozu olan insanlarda yaygindir. Gastrik UGlser olusumu ile tuz tiketiminin
miktari 6nemlidir. Daha fazla tuz tiiketimi, deney hayvanlarinin gastritini indiiklemistir
[46,47]. Sigara icmek mevcut Ulseri iyilestirmeyi yavaslatir ve Ulsere tekrarlama

ihtimalini arttirir [48,49].



Oralagem Mukoza

Submokors

Mide

Dundenum

Sekil 2.1 Ulser olusumu

2.2 Oksidan ve Antioksidan Sistem

2.3 Oksidan Molekiillerin Kaynaklari

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren molekiller veya
molekiler fragmanlar olarak tanimlanabilir. Eslesmeyen elektronlarin varligi genellikle
bir serbest radikal lizerinde 6nemli bir reaktivite derecesi verir. Oksijenden tiiretilen

radikaller, canli sistemlerde Uretilen bu tirlerin en dnemli sinifini temsil eder [50].

ROS (Reactive oxygen species) hem endojen hem de eksojen kaynakli maddelerden
Uretilebilir. Potansiyel endojen kaynaklar, mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi,
peroksizomlar ve inflamatuvar hiicre aktivasyonudur [51]. Mitokondriyanin uzun
suredir yeterli miktarda hidrojen peroksit Urettigi bilinmektedir. Hidrojen peroksit
molekili eslenmemis bir elektron icermez ve dolayisiyla radikal bir tir degildir.
Fizyolojik kosullar altinda, hidrojen peroksit Gretiminin, organizmanin toplam oksijen
alimi miktarinin  ~% 2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte,
bozulmamis mitokondrilerde slperoksit radikalinin olusumunun saptanmasi buylk
olasilikla orada yliksek SOD aktivitesinin varligi nedeniyle zordur. Stiperoksit radikalinin

mitokondriyum tarafindan Gretilmesi ilk olarak 30 yil 6nce bildirilmistir [52].

Mitokondri serbest radikal Gretiminin ana alani oldugundan, oksidatif stresi en aza

indirgemek icin zarlarinin her iki yani antioksidan enzimlerle sliperoksit dismutaz (SOD)



ve glutatyon peroksidaz (GPx) zenginlestirilmistir [53]. Mitokondriyal i¢ zarlarin her iki
tarafinda olusan sliperoksit radikalleri baslangicta hidrojen peroksit ve ardindan Cu, Zn-
SOD ile etkili bir sekilde detoksifikasyona tabi tutulmustur. Mitokondri disinda
memelilerin gesitli dokularinda yaygin olarak ¢ok yonli bir enzim olan xanthine oxidase
(XO) gibi radikal kaynaklari da bulunmaktadir. Xanthine oxidase, oksijensiz radikallerin

onemli bir kaynagidir [54].

Hicresel reaktif oksijen tirlerinin ek endojen kaynaklari nétrofiller, eozinofiller ve
makrofajlardir. Aktif makrofajlar, stiperoksit anyon, nitrik oksit ve hidrojen peroksit gibi

cesitli reaktif oksijen tirlerine yol agan oksijen aliminda artisa neden olur [55].

Buna ek olarak, mikrozomlar ve peroksizomlar ROS kaynaklaridir. Mikrozomlar,
hiperoksi alanlarinda in vivo Uretilen % 80 H,0, konsantrasyonundan sorumludur [56].
Fizyolojik kosullar altinda, peroksizomlarin H,0, (rettigi ancak 0O, (iretmedigi
bilinmektedir. Karaciger, genel H,0, iretimine peroksitomal katkinin énemli oldugu
birincil organ olmasina ragmen, peroksizom iceren diger organlar da bu H,0, lreten

mekanizmalara maruz kalmaktadir [57].

Reaktif oksijen tirleri, bir dizi dissal sirecle Uretilebilir. Genotoksik olmayan
kanserojenler dahil cevre ajanlari, hiicrelerde dogrudan veya dolayli olarak reaktif
oksijen tliretebilir. Cesitli ksenobiyotiklere maruz kaldiktan sonra oksidatif stresin ve
hasarin induksiyonu gozlenmistir. Bunlar klorlu bilesikler, metal (redoks ve redoks
olmayan) iyonlar, radyasyon ve barbitiiratlar icerir. Ornegin, 2- utoksietil alkoliin

farelerde kansere neden olan ROS Urettigi bilinmektedir [58].

2.3.1 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

ROS'un Uretilmesi ve ortadan kaldirilmasinin yakindan iliskili oldugu agiktir. Canh
organizmalar, ¢ok dlisiik ROS seviyelerini muhafaza etmek icin ince ayarlanmis
sistemlere sahiptirler. ROS (retimi ve eliminasyonu, belirli kararli hal seviyelerinde
dengelenmektedir. Bununla birlikte, belirli kosullar altinda bu denge bozulabilir. Bunun

birkac nedeni vardir:

(i) ROS dUretimi ile birlikte, otomatik oksidasyona giren artmis endojen ve eksojen

bilesik seviyesi;



(ii) Dustk molekdl agirhikh antioksidan rezervlerinin tiikenmesi
(iii) Antioksidan enzimlerin inaktivasyonu

(iv) Antioksidan enzimlerin ve disik molekul agirhkli antioksidanlarin Uretiminde

azalma
(v) Yukaridaki faktorlerin iki veya daha fazlasinin belirli kombinasyonlari

ROS Uretim ve eliminasyon islemleri arasindaki dengesizlikten kaynaklanan durum canh
sureglerinin birgogunu etkileyebilir. ROS seviyesindeki artis bazi oksidanlari artisiyla
ilgili bir durum ise yeterli miktarda antioksidan bulundugundan olusan ROS’lar nétralize
edilebilmektedir. Bu olaylar "akut oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu durumda,
oksidatif stres gelistirmek icin ROS dizeyinin arttirilmasi yeterli degildir. Oksidatif
stresin olusabilmesi icin daha spesifik fizyolojik sonuglarin ortaya ¢ikmasi
gerekmektedir. Genellikle bdyle sistemlerde SOD, katalaz, glutatyon rediktaz gibi

antioksidan enzimlerin ekspresyonu arttiriimistir [59-62].

Bazi durumlarda, hiicre gelismis ROS miktarlarini notralize edemez ve ROS seviyesini
ilk duruma geri dondiremez. Antioksidan ve ilgili enzimlerin artmasi bile olusan ROS
‘lar1 notralize edemez. Bu durumda sadece ROS seviyesi stabilize edilebilir. Fakat bu
durum farkli hiicresel bilesenlerin modifikasyonunu arttirarak homeostaza neden olur.

Bu durum "kronik oksidatif stres" olarak tanimlanir [61,62].

Son olarak, oksidatif olaylardan sonra veya organizmalarin fizyolojik durumunun
degismesinden dolayr ROS seviyesi, ilk duruma geri donmeyebilir ve stabilize de
edilemez. Bu durum "kuasistasyonel diizey" olarak adlandirilmaktadir [61,62]. Bu
durumda, ROS'u iceren bitin homeostazin 6nemli Ol¢lide yeniden dizenlenmesi
gerekiyor. Kanser [63], diabetes mellitus [64,65], kardiyovaskiler [66,67] ve
norodejeneratif [68-70] hastaliklar gibi cesitli patolojiler kronik oksidatif stresin bir

gostergesidir.

Gunlmuzde stres su sekilde tanimlanmaktadir: "Oksidatif stres, kararl haldeki ROS
konsantrasyonu gecici veya kronik olarak arttirildiginda, hiicresel metabolizmayi bozan,

reglilasyonunu ve hiicresel unsurlari tahrip eden bir durumdur" [62].
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Oksidatif stres, ROS Uretimini uyaran ya da antioksidan savunmayi zayiflatan oksidanlar
ve bilesikler tarfindan da inliklenebilir. Harici oksijen seviyesinin artmasinin potansiyel
doku yaralanmasi, iskemi / reperflizyon ve hipoksiye bagl oksidatif strese neden olup
biyolojik sistemleri etkileyebilir ve biyolojik sistemleri benzer sekilde etkileyebilir [71-

77].

Sonug olarak, oksidatif olaylar sonucunda organizmalar akut veya kronik oksidatif
strese maruz kalabilir. Cogu durumda, bu gibi olaylarin gelisimi, canli organizmalarin
savunma sistemlerini gelismis ROS seviyelerine ayarlama sistemlerine baglhdir. Bu
sistemler genellikle antioksidan ve bunlarla iliskili enzimleri kodlayan spesifik genlerin
ekspresyon seviyesinde veya antioksidanlar liretiminden sorumlu enzimlerle calisirlar

[78].

2.3.2 Serbest Oksijen Radikalleri

2.3.2.1 Siiperoksit Radikali (0,.)

Metabolik siurecler ya da fiziksel radyasyon ile oksijen "aktivasyonu" takiben ortaya
¢itkan slperoksit anyon, "birincil" ROS olarak distndlir ve dogrudan ya da yaygin
olarak enzim ya da metal-bazli reaktiflerle "ikincil" ROS olusturmak igin diger
molekdiller ile etkilesebilir [79]. Superoksit radikal iyonu dogrudan polipeptitler,
sekerler veya nikleik asitler ile reaksiyona girmez ve lipidleri peroksidize etme

kabiliyeti tartismalidir. Stiperoksit, bozma reaksiyonu nedeniyle tiikenmistir [80]:
20, - + 2H+ SOD-->H,0, + 0,

SOD enzimleri, biyolojik sistemlerde bu reaksiyonu dort basamak kadar hizlandirir. SOD
enzimlerinin, katalazlar ve glutatyon peroksidazlari gibi H,0, ¢ikaran enzimlerle birlikte
calistigl kaydedilmelidir [81]. Cesitli serbest radikallerin Gretimi, redoks-aktif metallerin
katilimiyla yakindan iliskilidir [82]. Hiicrenin redoks durumu biiyiik oranda bir demir (ve
bazen de bakir) redoks ciftiyle baglantihdir ve siki fizyolojik sinirlar icerisinde
korunmaktadir. Demir diizenlemesinin, serbest hiicrei¢ci demir olmadigindan emin
oldugu ileri slrtlmustir; Bununla birlikte, canli ortamda, stres kosullari altinda asiri

miktarda stperoksit, demir iceren molekillerden "serbest demir" salinir. Stiperoksit ile
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demirin salinimi, dehidrataz-liyaz ailesinin [4Fe-4S] kime igeren enzimler igin
gosterilmistir [83]. Serbest birakiimis Fe (Il), ylksek olclide reaktif hidroksil radikali

Ureten Fenton reaksiyonuna katilabilir.
Fe (II) + H,O, = Fe (lll) + « OH + OH-

Stres kosullari altinda O,"- [4Fe-4S] kiime iceren enzimlerin bir oksidani olarak davranir
ve Fe (Il) 'yi Fenton reaksiyonu igin kullanilabilir hale getirerek H,0,'den OH Uliretimini

kolaylastirir [84-87]. Siperoksit radikali, Haber-Weiss reaksiyonuna katilir [87].

02.-+H202902+°OH+OH-

2.3.2.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,O,'nin dogrudan biyolojik reaktivitesi olduk¢a az olmakla birlikte, in vivo
konsantrasyonlar c¢ok dulsuk tutulur. YUkli stperoksit anyonunun aksine, H,0,
membranlara bir miktar nifuz edebilir. Bu penetrasyon, hiicresel su kanallari,
sukroklorlar (AQP) tarafindan zenginlestirilir. Su ile olan yakin iliskisi nedeniyle, H,0,,
AQP3 ve AQP8 gibi AQP'ler vasitasiyla hiicre zarlarini diflizyona kiyasla daha hizh
gecerek kolayca hiicrelere girebilirler [88,89].

H,0,, cok daha reaktif bir tir olan hidroksil radikali olusturmak icin gecis
metallerinden, esas olarak Cu* ve Fe,"den elektron alabilmektedir. Hidroksil radikali en
reaktif oksijen turidur. Biyolojik sistemlerde yaklasik bir nanosaniyelik bir yarilanma
omriine sahiptir ve diflizyona sinirli oranlarda organik molekiiller ile ayrim gézetmeden
tepki gosterir [90]. Spesifik olarak, biyolojik sistemlerde radikal temizleyicilerin
konsantrasyonlari, baslangictaki reaksiyonlari yariya kadar inhibe etmek icin tim
mevcut biyolojik molekillerin konsantrasyonlarina esit olmasi gerekir. Genel olarak,
spintrapping c¢alismalari, hidroksil radikallerinin biyolojik sistemlerde olustugunu

gostermistir ancak spesifik yaralanma sekillerinde belirsizlik devam etmektedir [90].

2.3.2.3 Hidroksil Radikali ({OH)

Hidroksil radikali, 1 ns'den daha az sulu sollisyonda yari dmri ile oldukga reaktiftir [91].
Dolayisiyla, canh ortamda (retildiginde, olusum vyerine yakin tepki verir. Cesitli

mekanizmalar yoluyla Uretilebilir. iyonize radyasyon H,O'nun ayrismasina neden olur.
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OH ve hidrojen atomlarinin olusmasina neden olur. *OH ayrica alkil hidroperoksitlerin
fotolitik ayrismasiyla Uretilir. DNA'ya yakin OHe (retilmesi, DNA bazlariyla ya da
DNA'nin deoksiribozil omurgasiyla radikal reaksiyona girerek hasar gormis bazlar
meydana getirebilir. ¢OH ile kirilan DNA ipliginin boyutunun, DNA omurgasinin

hidrojen atomlarinin erisilebilir ylizey alanlari tarafindan yonetilmesi 6nerilmektedir.

Yukarida belirtildigi gibi, in vivo Uretilen hidroksil radikallerinin ¢ogunlugu, Fenton
reaksiyonuna gore hidrojen peroksitin metal katalizli parcalanmasindan olusmaktadir

[92].

+

Fenton reaksiyonuna goére hidroksil radikalinin en gergekgi in vivo Uretimi, Mn™ 'nin
demir, bakir, krom, kobalt ve bazi diger metaller oldugunda ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte, O'Halloran ve arkadaslari son zamanlarda bakirdan "serbest havuz" olarak
adlandirilan Ust sinirin, hiicre basina tek bir atomdan ¢ok daha az oldugunu bildirdiler

[93].

Fenton kimyasinin in vitro ortamda olustugu bilinmesine ragmen, fizyolojik kosullar
altindaki 6nemi net degildir, c¢esitli metal baglayici proteinlerin etkili bir sekilde
kenetlenmesinden 6&tiri Ozellikle "serbest katalitik demir" in Onemsiz seviyede
oldugunu belirtmektedir [94]. Sitrat, fosfat, karboksilatlar, niikleotidler ve digerleri gibi

selatlayicilarla selatlanmis demir iyonlarinin her ikisinden (Fe (1) ve Fe (IIl)) olusur [95].

2.3.2.4 Singlet Oksijen (*0,)

iki eslesmemis elektrona sahip, Ugli oksijen spin kisitlamasi nedeniyle reaktiftir.
Eslenmemis iki elektrondan birinin spinini degistirmek igin yeterli enerjinin eklenmesi,
bu spin kisitlamasini ortadan kaldirir ve singlet oksijen (*0,) adi verilen farkli eneriji
seviyelerinde iki reaktif formu Uretir. Bu formlardan - " singlet oksijen sigmasi " - kisa
omuarladir ve biyolojik bir ortamda alakali olma olasiligi disiktir. Buna karsilik, sulu
bir ortamda mikro saniye yari 6mru ile daha kararl "singlet delta" formunun olusumu,

biyolojik sistemlerde saptanabilmektedir [96].

Singlet oksijen lipid hidroperoksitlerin ayrismasi ve nétrofillerin uyarilmasini takiben
reaksiyonlar yoluyla lipid peroksidasyonu sirasinda meydana gelebildigi ve ¢cok sayida

biyolojik molekilli kolayca okside edebildigi icin dnemli kabul edilmistir [97-99].
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Bununla birlikte, UV i1sinina maruz kalan bdlgelerde 10%nin in vivo, ozellikle de
fotokimyasal olarak olustugu ve UV radyasyonunun advers etkilerine aracilik
edebilecegine dair énemli kanitlar bulunmaktadir [99]. Enerji eklenmesine ilaveten,
oksijenin reaktivitesi Uzerindeki spin kisitlamasi kismen indirgenmis tirlerin
olusturulmasiyla da ortadan kaldirilabilir. Bir, iki ve Gi¢ numarali oksijen, sirasiyla 0%,

H,0, ve hidroksil radikali biyolojik sistemler tarafindan tretilmektedir [99].

2.3.2.5 Azot Oksit Bilesikleri (NOx)

Nitrik oksit (NOe), nérotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmalari,
diiz kas gevsemesi ve immiin regiilasyon gibi ¢ok cesitli fizyolojik stireclerde 6nemli bir
oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak goérev yapan bol miktarda bir reaktif radikaldir
[100-104] . Bu kug¢tk molekiil, antioksidan 2mt * y orbitalinde eslenmemis bir elektron
icerir ve bu nedenle bir radikaldir. NOe biyolojik dokularda, bes elektronlu bir oksidatif
reaksiyon yoluyla NO(Nitrik oksit) olusumu ile argininin sitrulin'e metabolize olan

spesifik nitrik oksit sintazlar (NOS) tarafindan Uretilir [105].

Reaktif azot tirlerinin asiri Gretimi, nitrosatif stres olarak adlandirilir [106]. Bu, bir
sistemdeki reaktif azot tiirlerinin Gretilmesi, sistemin onlari notralize etme ve yok etme
yetenegini astigi zaman meydana gelebilir. Nitrosentik stres, proteinlerin yapisini
degistirebilen ve normal islevlerini engelleyebilen nitrosilasyon reaksiyonlarina neden

olabilir. NOe sulu ortamda yalnizca birkag saniye yari 6mri vardir [107].

NOe daha dislik oksijen konsantrasyonuna sahip bir ortamda (yarilanma 6mri> 15 s)
daha fazla kararliliga sahiptir. Bununla birlikte, hem sulu hem de lipid ortamda ¢dzUnur
oldugu icin, sitoplazma ve plazma membranlarindan kolayca yayilir. NOe merkezi sinir
sisteminde sinaptik plastisitenin yani sira néronal iletimi de etkiler. Hiicre disi ortamda,

NOe nitrat ve nitrit anyonlari olusturmak icin oksijen ve su ile reaksiyona girer [108].

2.3.3 Oksijen Tiirevi Olmayan Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde oksijen prevalansi, oksijen merkezli radikallerin en sik gorilen tip
oldugu anlamina gelir. Bununla birlikte, organik molekiller serbest radikal olarak var

olabilen diger atomlari icerirler ve bunlar da doku hasarinda rol oynayabilir. Ornegin,
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stlfur merkezli tiyil radikalleri (RS), GSH gibi endojen tiol bilesiklerinden ve
proteinlerde disllfiir baglarinin homolitik bolinmesinden sonra olusturulabilir. Bu
radikaller olduk¢a reaktif olup, molekiler oksijen ile etkilesime girdiklerinde

peroksisilfenil radikaller olustururlar (RSOO) [109].

Distlfid olusumunun, bir silfenik asit moitesinde (RS-OH) bir tiyolatin (RS) pozitif
nikleofilik saldirisi gibi radikal olmayan reaksiyonlar vasitasiyla ortaya ¢ikmasi daha
muhtemeldir [109]. Benzer sekilde, GSSG teorik olarak iki GS'den Uretilmis olsa da
radikaller, GS'nin olmasi icin GSH/GS ile reaksiyona girmesi gerekir [110]. Bununla
birlikte, endojen olarak uretilen GSSG'nin biylk ¢cogunlugu GSH peroksidazlarini iceren

enzimatik yolaklardan kaynaklanmaktadir [111].

Redoks ¢evrimi, biyolojik sistemlerde ROS'un kaynagi olabilir ve toksisiteye neden
olabilir [112]. Ornegin, semikinon radikallerinin yari émrii son derece uzun olabilir (37 °
C') reaktif ve toksik olma egilimi gdstermez. Bununla birlikte, semikinon radikaller

fazladan elektronunu molekiler oksijene aktararak O,'yi liretebilirler [112].

Bu siklik reaksiyon normalde in vivo olarak NAD (P) H: kuinon oksidorediiktaz -1 (NQO-
1) ile engellenir. Bu enzim kinonlarin iki elektron indirgenmesini katalize eder, bdylece
radikal ara maddeleri bypass eder ve ortaya ¢ikan hidrokuinon formunun faz Il
metabolizmasinda siilfat veya glukuronik asit gibi hidrofilik kisimlara baglanmasini

saglar [113].

Peroksinitrit direkt toksisiteye ilaveten, hidroksil radikali ve karbon dioksit varliginda
peroksinotroskarbonat olusumu ve ayrismasi yoluyla karbonat ve azot dioksit
radikalleri gibi diger zararl radikallere kadar ayrismaktadir. Memeli hiicrelerinde
peroksinitrit, biyomolekillerin oksidasyon ve nitrasyonundan sinyal verme siireglerinin
bozulmasina ve hiicre 6limu indiiksiyonuna kadar ¢ok sayida zararli etkiye sahiptir

[114-116].
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2.4 Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.1 Lipid peroksidasyonu

Biyomembranlar ve subseliiler organeller, membran fosfolipidlerinde poli doymamis
yag asitleri (PUFA) varligina bagli oksidatif ataga karsi Ozellikle hassastirlar. Lipid

peroksidasyonu lg¢ basamaktan olusur: baslatma, yayilma ve sonlandirma.

Baslatma: Biyomembranlardaki lipid peroksidasyonu, bir yagh alkil serbest radikal
olusturmak tizere hidroksil radikali (HO") gibi yeterince reaktif oksidanin bir yag asidi

(RH) ile etkilesimi ile baslatilabilir [117].
RH + HO =R’ + H,0

Yayilma: Yagh alkil serbest radikal (R’), yagh bir peroksil radikali (ROO’) olusturmak
Uzere molekiler oksijen ile ¢ok hizli tepki verir. Bu tir, hidroperoksitler olusturmak
Uzere membrandaki komsu bir doymamis yag asidine (RH) saldirmak icin yeterli

oksitleyici potansiyele sahiptir ve yeni bir yagh alkil radikali (R*) olusturur [117].
R*+0,; >ROO’
ROO" +RH ->ROOH+R

Sonlandirma: Otokatalitik zincir, iki radikal tliriin ¢carpismasiyla radikal olmayan Grinler
olusturacak sekilde sona erer. Asagida belirtilen sonlandirma reaksiyonlari, hicre ici

oksijen konsantrasyonuna baghdir[117].
R"+R - R—R

R"+ ROO-> ROOR

ROO’ + ROO' >RO0O0O0R

Ortaya ¢ikan radikallerin molekiiler oksijen ile reaksiyonu hizlidir ve bu Uriinler daha
sonra bir poli doymamis vyag asiti molekilinden bir hidrojen atomunun
soyutlanmasiyla reaksiyonu (yani lipid peroksidasyonunu) yayabilirler. Bu reaksiyonlar
ilerledik¢e ve Uriinler birikirse, iyon kanallari etkilenebilir, membran tasima proteinleri
veya enzimleri inaktive edilebilir veya lipid katmaninin kendisi daha kati ve/veya

gecirgen hale gelebilir. Membranlarda veya lipoproteinlerde doymamis yag asitlerinin
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serbest radikal saldirisi tabii ki hicre islev bozuklugu veya hiicre olimiyle

sonuglanabilecek 6nemli fonksiyonel degisikliklerle iliskilidir [117].

2.4.2 Proteinlere Etkileri

Spesifik aminoasit kalintilari da dahil olmak lzere proteinler [118], serbest radikal
hasari i¢in hedef olarak 6nemli ilgi gérmustir [119]. Bu kalintilarin oksidasyonu, basit
tiol oksidasyonu, karisik disilfid olusumu veya metionin kalintilarinin ilgili stlfoksitlere

oksidasyonu yoluyla kritik stlfhidril gruplarinin kaybina neden olabilir.

Buna ek olarak, aldehitlerin veya ketonlarin (yani karbonillerin), hidroperoksitlerin ve
indirgenmis hidroksi tirliiniin olusumuna yol agan aminoasitlerin modifikasyonlari veya
histidin veya triptofan kalintilarindaki halka yarilmasi meydana gelebilir. Bu
modifikasyonlar, isaretlemeleri [120] ve hem proteinlerin islevsel ve vyapisal

aktivitelerini bozabilir [121].

Lipidlerde oldugu gibi, oksidize proteinlerin biyolojik sistemlerden uzaklastirilmasi
suregelen bir prosestir ve yalnizca Uretildikleri hiz, hlicre hasarinin belirginlesecegi yeni
fonksiyonel molekdller ile kaldirilmasini ve/veya degistirilmesini sagladiginda gecerlidir
[122,123]. ilgingtir ki, protein oksidasyonu cok genis ise, oksitlenmis proteinler
baskilanabilir ve proteazomu tikayarak daha fazla ayrismayi engelleyerek protein

oksidasyon Uriinlerinin birikimine neden olabilir [124,125].

Oksidatif modifiye proteinlerin atimi ile sonuglanan lizozomal ekzositoz, hasar géren
proteinlerin ¢ikarilmasi icin bir baska mekanizma sunmaktadir [126]. Bununla birlikte,
hicbir mekanizma tam c¢alisamaz ve hasar goren proteinler zamanla birikerek
proteazom ve mitokondriyal fonksiyonlari bozabilir. Genel olarak, oksitlenmis
proteinlerdeki artis, segilen biyokimyasal ve fizyolojik islevlerin yasla iliskili olabilir

[127].

2.4.3 Karbonhidratlara Etkileri

Hicreler, serbest radikallerin saldirisina karsi hassastirlar. Bunlar, DNA, RNA ve
proteinlerin yani sira mono- ve polisakkaridler lzerindeki seker parcalarini icerir. DNA

niikleotidlerindeki seker hasarlari tipik nlikleazlarla [128] tamir edilmis gibi
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gorinmekte ve bu hasar genellikle toksisitenin kritik bir faktori olarak
disinilmemektedir. Bununla birlikte, serbest glikoz, ileri glikasyon son Urlinlerinin

(AGE'lerin) olusumuyla sonuglanan birkag oksidasyon reaksiyonuna ugrayabilir [129].

Glikoz ya proteinleri daha ileri diizenlenmeye ya da sorbitole disurilebilen Schiff
bazlarini olusturmak (izere yavas yavas modifiye eder ve oksidasyon devam eder.
Ortaya c¢ikan karbonhidrat oksidasyon drlnlerinden bazilari, gegis metallerinin
varliginda, AGE'ler tretmek icin proteinlerle etkilesen ketoaldehitler haline dénisirler.
Bu Urlinler AGE'lerin bir NADPH-oksidaz-ciftli reseptorinii (RAGE) aktive ederek
hicrelerdeki ROS dretimini daha da uyarabilmektedirler [129]. AGE'ler diyabetik

komplikasyonlara eklenebilmektedir [129-131].

2.4.4 DNA’ya Etkileri

Serbest radikaller ile DNA arasindaki etkilesim, bazi genlerin bitlnlGglini ve
diizenlenmesini etkileyebilmektedir. Bu degisim hem zararli hem de hiicrelere yararh
olabilecek degisikliklere neden olabilir. Bu etkilesimler, oksidasyon ile DNA'nin
dogrudan tamir edebilecegi gibi adikt olusumu veya transkripsiyon faktorleri, gen
ekspresyonu ve onariminin diizenlenmesinde de rol oynayan enzimlerin degisikliklerine
aracihk edebilir [132]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hem DNA bazlarini hem de sekeri
dogrudan degistirebilir [133,134]. DNA tamir islemleri yetersiz ise, kalici DNA hasarina
(bu da hiicre 6lime neden olabilir), kalici olarak degistirilmis DNA dizilimlerine
(mutasyon) ve kopyalama hatalarina neden olabilir. Peroksizmadan DNA hasari, poli
(ADP-riboz) polimerazi aktive edebilir [135]. Aktive edildiginde, bu enzim hasar gormis
DNA'yl onarmak igin blylk miktarda NAD kullanacaktir [136]. Bu, bir hicrenin ATP
Uretme yetenegini bozabilir. Bu tek basina hiicre 6liimiine neden olmak icin yetersiz
olmasina ragmen [137], ROS'un normal adenin ve piridin nikleotid statlsiinin

korunmasi igin kritik olan yolaklari bozabilecegi agiktir.

2.5 Antioksidanlar

Bir antioksidan diger molekillerin oksidasyonunu yavaslatan veya oOnleyen bir
molekildir. Oksidasyon reaksiyonlari, hiicrelere zarar veren zincir reaksiyonlara neden

olan serbest radikal Uretebilir. Antioksidanlar, bu zincir reaksiyonlarini, radikal ara
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maddeleri gikarip diger oksidasyon reaksiyonlarini kendileri oksitleyerek inhibe ederek
sonlandirirlar. Bu nedenle, antioksidanlar siklikla tiyoller veya polifenoller gibi

indirgeyici ajanlardir [138].

Oksidasyon reaksiyonlari hayati 6nem tasimasina ragmen zarar verici olabilirler;
Dolayisiyla, bitkiler ve hayvanlar, glutatyon, vitamin C ve vitamin E gibi cesitli
antioksidanlari, ayrica katalaz, stperoksit dismutaz ve peroksidazlar gibi enzimleri
icerir. Duslik antioksidan dlizeyleri veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu oksidatif

strese neden olur ve hiicrelere zarar verebilir veya hiicreleri 6ldirebilir [139].

Antioksidan savunma sistemlerinin, serbest radikallerin baslangigtaki Uretimini
engellemek, oksidanlari temizlemek, oksidanlari daha az toksik bilesiklere
donustirmek, ikincil toksik metabolitlerin veya enflamatuar mediatorlerin Gretimini
engellemek, sekonder oksidanlarin zincir cogalmasini engellemek, serbest radikaller
tarafindan indiklenen molekiler hasari onarmak veya endojen antioksidan savunma
sistemini gliclendirmek gibi islevleri bulunmaktadir. Bu savunma mekanizmalari,
vicudu oksidatif stresden korumak icin birlikte hareket eder. Antioksidan savunma

sistemi, gliclii enzimatik ve non-zimatik antioksidanlardan olusur [140].

2.5.1 Enzimatik Antioksidanlar

Viicuttaki tim hiicreler glgll antioksidan enzimler icerir. Antioksidan enzimlerin (¢ ana
sinifi stperoksit dismutazlar, katalazlar ve glutatyon (GSH) peroksidazlardir. Buna ek
olarak, oksidanlarla reaksiyona giren ve oksitleyicileri detoxifying eden sayisiz 6zel

antioksidan enzimler vardir [139].

2.5.1.1 Siiperoksit dismutazlar (SOD)

Bunlar, sliperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen peroksit icine parcalanmasini
katalize eden enzimlerin bir sinifidir [8]. Neredeyse tiim aerobik hiicrelerde ve hiicre
disi sivilarda bulunurlar. Bakir, ¢inko, manganez veya demir olabilen metal iyonlar
icerirler. insanlarda sitozolda bakir/cinko siiperoksit dismutaz bulunurken
mitokondriada manganez siperoksit dismutaz bulunur. Ekstraseliler sivilardaki aktif

verlerinde bakir ve c¢inko iceren (Ugclncl bir siperoksit dismutaz formu da
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bulunmaktadir [9]. Sliperoksit dismutaz, O,'yi giderir (Bir bozunum reaksiyonunu
katalize ederek). Superoksit dismutaz yoklugunda, bu reaksiyon enzimatik olmayan,

ancak cok yavas bir hizda gerceklesir [141].

2.5.1.2 Katalaz (CAT)

Katalaz (H,0, oksidorediiktaz) dort polipeptit zincirinin tetrameri olup her biri 500
aminoasit uzunlugunda olup, enzimin hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesine izin
veren dort porfirin hem (demir) grubu igerir. Katalaz, enzimatik aktivitenin iki farkli

moduyla katalize edilen reaksiyonlarda hidrojen peroksit (H,0;) 'yi pargalayabilir:

Katalaz, tim enzimlerin en ylksek devir hizlarindan birine sahiptir; Bir katalaz molekli
milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii saniyede suya ve oksijene donustlrr.
Katalazin katalitik aktivitesi ile H,O, ayrisimi, birinci derece reaksiyon modeli izler ve

hizi H,0, konsantrasyonuna baghdir [139,142].

Katalaz, tim prokaryotlarda ve okaryotlarda bulunur. Eritrositler haricinde agirlikh
olarak H,0,'nin cesitli oksidazlar tarafindan Uretildigi her tiir memeli hiicresinin
peroksizomlarinda bulunur. H,0,, olduk¢a reaktif hidroksil radikali olusturan belirli
reaksiyon i¢in bir substrat gorevi gordiginden, katalazin, H,0, birikimini
sinirlandirarak hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinda rol oynadigina

inanilmaktadir [143].

Katalazin hiicre ve dokulari oksidatif strese karsi savunmadaki rolii kapsamli olarak
incelenmistir. Katalazin asiri ekspresyonu, hiicreleri, H,0, ve oksidan aracili yaralanma

toksisitesine karsi daha direncli hale getirir [144].

2.5.1.3 Glutatyon sistemleri

Glutatiyon peroksidazi, hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin pargalanmasini
katalize eden bir enzimdir. Glutatiyon S-transferazlar, lipit peroksitlerle ylksek aktivite
gosteren baska bir glutatyon bagimli antioksidan sinifidir [145]. Bu enzimler

karacigerde ylksek seviyededir ve detoksifikasyon metabolizmasina yardim eder [146].

Glutatyon rediktaz (GR), 6nemli bir hiicresel antioksidan sistem olan NADPH-bagimh

mekanizmasi ile glutatyon disilfid (GSSG) 'yi sulfhidril formuna (GSH) indirgeyen kritik
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bir enzimdir. Onemi nedeniyle, enzim bircok hayvan, bitki ve mikrobiyal kaynaklardan
saflastirilmis ve yapisini, kinetik mekanizmasini ve molekiler 6zelliklerini tanimlamak

ve acgiklamak igin galisiimigtir [147].

Kinetik mekanizmasinin bir ping-pong/ardisik diizenlenmis model oldugu bilinmektedir.
GR, NADPH tarafindan indirgenebilen bir protez grubu olarak iki FAD molekilini
iceren bir flavoproteindir. GR, termostabil enzimlerden biridir. GR, organizmayi
kimyasal ve oksidatif strese karsi koruyan savunma sistemine aittir. Eksiklik, eritrosit
membranlarin H,0,'ye duyarliliginin artmasi nedeniyle hemoliz ile karakterizedir ve
bircok hastaligin patogenezinde anahtar rol oynayan oksidatif strese katkida bulunur

[148].

2.5.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.5.2.1 Askorbik asit

Askorbik asit veya vitamin C, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir
monosakarit antioksidan olup insanlarda sentezlenemez ve diyetle alinmasi gerekir.
Hlcrelerde, glutatyon ile reaksiyona sokularak indirgenmis halde tutulur. Askorbik asit,
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tlrlerini azaltabilen ve noétralize edebilen bir

indirgeyici ajandir [147].

2.5.2.2 Glutatyon (GSH)

Glutatyon, aerobik yasamin c¢ogunda bulunan sistein iceren bir peptiddir. Diyette
gerekli degildir ve hicrelerde sentezlenmistir. Glutatyonun antioksidan o6zellikleri
vardir. Bu Ozellik yapisinda bulunan sistein tiol grubundan kaynaklanmaktadir.
indirgeyici maddedir ve tersinir sekilde oksitlenebilir. Hiicrelerde, glutatyon, glutatyon
rediktaz tarafindan azaltilmis bigimde tutulur ve sirayla diger metabolitleri ve
enzimleri duslirir, ayni zamanda dogrudan oksidanlarla reaksiyona girer. Yiksek
konsantrasyonunun ve hiicrenin redoks durumunun korunmasinda merkezi rol

oynadigi i¢in, glutatyon en énemli hiicresel antioksidanlardan biridir [148].
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2.5.2.3 Tokoferoller ve tokotriyoller (E vitamini)

E Vitamini (a-tokoferol), lipid ile ¢ozliinen en o©Onemli antioksidandir ve lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonunda Uretilen lipid radikalleriyle reaksiyona girer ve
serbest radikal ara Urlinlerini uzaklastirarak hiicre zarlarini oksidasyona karsi korur.

Tokotrienollerin néroproteksiyonda 6zel bir rolii olabilir [149].

2.5.2.4 Beta karoten

Karotenoidler, lipid fazlarinda antioksidan fonksiyonlara sahip lipofilik 6zelliklere sahip
bilesiklerdir. Beta-karoten, A vitamini dnciliginin yani sira, tekli oksijeni uzaklastirdigi
icin glcli antioksidan Ozelliklere sahiptir. Boylece serbest radikal saldirisina karsi
koruma saglar. Karaciger, yumurta sarisi, sit, tereyagi, ispanak, havug, domates ve

tahillarda bulunurlar [147].

2.6 Abelmoschus esculentus L. (syn. Hibiscus esculentus) 6zellikleri

Abelmoschus esculentus (syn. Hibiscus esculentus) L. (Malvaceae), yillik sebze olup
bambu parmaklari, bamya, guino-gombo, guibeiro ve bhindi olarak dinyanin farkl
yerlerinde bircok yerel isimle bilinir. Bamyanin optimum gelisme sicakhgi 25-30 °C olup,
hava sicakligi  16°C’nin, toprak sicakligi ise 15°C'nin Uzerinde oldugunda
yetistirilebilmektedir. Abelmoschus esculentus L. geleneksel tipta terapotik potansiyel
Ozelliklerinde dolay! Orta Dogu, Uzak Dogu ve Tirkiyede uzun stredir kullaniimaktadir

[150-152].

Abelmoschus esculentus L., degerli bir besin olarak ¢ig veya pismis olarak yenebilir.
Abelmoschus esculentus L., aminoasit, lipid, karbonhidrat, diyet lifi, mineral ve vitamin
(A, C, E, K, B-karoten, folat, kolin ve niasin) gibi fonksiyonel bilesenler bakimindan
zengindir. Beslenme igeriginin yani sira, saglk icin faydali bilesenlere sahiptir[153-

155,3].
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Sekil 2.2 Abelmoschus esculentus (syn. Hibiscus esculentus)

Geleneksel tipta Abelmoschus esculentus L. idrar soktlriicli, antispazmodik, rahatlatici,
mushil ve anti-kanser etkileri gosterdigi dislntlmektedir [153,155]. Ayrica yararli
mukus seklindeki icerigi ile bilinir. Ayrica, Abelmoschus esculentus L.’nin in vivo ve in
vitro antioksidan, antidiyabetik antihiperlipidemik, antimikrobiyal, antifatigue,
hepatoprotektif ve noroprotektif etkileri bildirilmistir [151-155]. Abelmoschus
esculentus L. 'nin antioksidan bir biyoaktif molekili olan quercetin (Que), hidroksil,
peroksil yapilari ve stperoksitler anyonlarina karsi serbest radikal stplirme aktivitesi

sergiledigi kanitlanmistir [156,24].

Cizelge 2.1 Abelmoschus esculentus L. yapisinda bulunan baslica bilesenler

Quercetin 30-0O-xylosyl glucoside Epigallokatesin
Quercetin 30-O-glukosil glucosid Rutin
Quercetin 30-0O-glukosid Hiperin
Quercetin 30-0- (600-O-malonyl) -glukosid izoquercetin
Hibifolin
Myisetin
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar

Sodyum kloriir, sodyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit, metafosforik asit, sodyum
sitrat, fosforik asit, bakir () siilfat, hidrazin stlfat, sodyum asetat, perklorik asit, asetik
asit, stlfurik asit, tiyolre, hidrojen peroksit, indirgenmis glutatyon (GSH), tiobarbitirik
asit, fosfat tamponu, bitillenmis hidroksitoluen, trikloroasetik asit, EDTA, [5,5-
ditiyobis- (2-nitrobenzoik asit)], disodyum hidrojen fosfat, fenilendiamin, sodyum azid,
2,4-dinitrofenilhidrazin, etil alkol, asetonitril, 2-propanol, heksan ve Quercetin
(Molekuler agirligi: 302,24 g/mol), Sigma-Aldrich'den satin alindi. Fam (FamodinVR 40
mg/kg Sandoz, istanbul, Tirkiye) kullanildi. Céziicii olarak ultra-distile su kullanildi.
Apoptoz tespit kiti (Apop Tag arti Peroksidaz in situ Apoptoz Algilama Seti S7101,
Millipore, Billerica, MA) monoklonal anti-prolifere edici hlicre nikleer antijen (PCNA)
antikoru (MS-106-B, Thermo Lab Vision, Fremont, CA), biyotinlenmis sekonder antikor
(Ultra Vizyon Algilama Sistemi-HRP kiti, Thermo, Fremont, CA) ve streptavidin
peroksidaz (Ultra Vizyon Algilama Sistemi-HRP kiti, Lab Vision, Fremont, CA) da
kullanild.

3.1.2 Bitki materyali

Calismada kullanilan Abelmoschus esculentus L. Agustos 2014'te Tiirkiye Amasya'dan
toplanmistir. Bitki toplandiktan sonra literatlire uygun olarak teshis edildi.
Abelmoschus esculentus L. meyve kisimlari 25 °C'de Ui glin boyunca etlivde kurutuldu.
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Kurutulmus bitkiler blenderda 6gutilerek toz haline getirildi. Bitkinin 6gutilmus kismi
(402 g) %95 ‘lik etil alkol (200ml) bulunan kaplara aktarilarak oda sicakliginda soxilet
ekstraksiyon cihazinda 96 saat slireyle ekstrakte edildi. Elde edilen karisim siizlilerek
¢Ozelti icerisindeki ¢ozlicl, rotary evaporatorde 50°C’de, disik basingta uzaklastirildi.

Ornekler deneysel calismada kullaniimak tizere +4°C ‘de saklandi [157].
3.1.3 Hayvan Materyali

Gahsmada kullanilan 49 adet 150-200 g agirhgindaki Albino-Wistar siganlar, Bagcilar
Egim Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari Merkezinden temin edildi. Ayrica
galismanin deney hayvanlari ile ilgili yapilan bolimi de Bagcilar Egim Arastirma
Hastanesi Deney Hayvanlari Merkezinde yapildi. Deney hayvanlari 20-24 °C'de 12 saat
glindliz—12 saat gece olan bir ortamda standart yem ve su ile beslenip standart rat
kafeslerinde beslendi. Ulser deneyinden 24 saat énce tiim sicanlar ac¢ birakildi ancak su
icmeleri serbest birakildi; diskilarini yemelerini dnlemek icin kafeslerin altina tel 1zgara

yerlestirildi [157].

Deneysel calismada deney gruplari su sekilde olusturuldu:

Grup 1(Sham): Kontrol grubu olup 1 ml izotonik %0,9 NaCl gavaj ile verildi. Bir saat
sonunda ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Grup 2 (Etil alkol): Bu gruba 1 ml etil alkol (%80) gavajla verilerek akut mide Ulseri
olusturuldu. Bu gruba etil alkol disinda hicbir madde verilmedi. Bir saat sonunda
ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Grup 3 (AEE-100): Abelmoschus esculentus L. ekstresi (AEE) distk doz olarak 100
mg/kg gavaj ile verildikten bir saat sonra 1 ml etil alkol (%80) gavajla yardimiyla
uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra sicanlar ketamin anestezisi altinda sakrifiye
edildi.

Grup 4 (AEE-250): Abelmoschus esculentus L. ekstresi (AEE) dusik doz olarak 250
mg/kg gavaj ile verildikten bir saat sonra 1 ml etil alkol (%80) gavajla yardimiyla
uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra sicanlar ketamin anestezisi altinda sakrifiye

edildi.
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Grup 5 (AEE-500): Abelmoschus esculentus L. ekstresi (AEE) dustuk doz olarak 500
mg/kg gavaj ile verildikten bir saat sonra 1 ml etil alkol (%80) gavajla yardimiyla
uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra sicanlar ketamin anestezisi altinda sakrifiye
edildi.

Grup 6 (Que-75): 75 mg/kg quercetin (Que) gavaj ile verildikten bir saat sonra 1 ml etil
alkol (%80) gavajla yardimiyla uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra siganlar ketamin
anestezisi altinda sakrifiye edildi. gavaj ile verildi. Bir saat sonunda ketamin anestezisi
altinda sakrifiye edildi.

Grup 7 (Fam-20): 20 mg/kg famodin (Fam) gavaj ile verildikten bir saat sonra 1 ml etil
alkol (%80) gavajla yardimiyla uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra sicanlar ketamin
anestezisi altinda sakrifiye edildi. gavaj ile verildi. Bir saat sonunda ketamin anestezisi

altinda sakrifiye edildi.

Sekil 3.1. Akut Ulser calismasi ve doz uygulamasi

3.1.4 Akut toksisite calismalari

Akut toksisite, Swiss albino farelerde (25-40 g) CPCSEA tarafindan verilen 420 no'lu
OECD Kilavuzuna gore sabit doz yontemi uygulandi. Hayvanlar alti gruba (n=7) ayrildi
ve Abelmoschus esculentus L. ekstresi (AEE) oral yolla uygulandi. Olusturulan gruplara
sirastyla vicut agirliginin kilogrami basina 100, 250, 500, 1000, 3000 ve 5000 mg
Abelmoschus esculentus L. ekstresi (AEE) dozu verildi. Farelere ad libitum olarak
beslendi. 24 saatlik bir siire boyunca 6lim ve davranis degisikliklerinin ytzdelerini
belirlemek icin dizenli olarak gozlem altinda tutuldu. 24 saat sonunda sonuglar

kaydedilerek veriler hesaplandi.
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3.2 Analizler icin gerekli 6rneklerin alinmasi, hazirlanmasi ve saklama islemleri

Ketamin anestezisi ile g¢alismaya dahil edilen gruplarin hepsinden kan ornekleri
alinmistir. Kan oérnekleri kalpten alinmistir. MDA ve GSH analizleri igin kullanilacak olan

kan ornekleri EDTA’li cam tliplerde saklanmistir [157].

Sekil 3.2 Ratlardan kan alma iglemi

3.2.1 Serum Orneklerinin hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in gerekli olan kan 6rnekleri normal tiplere alinmistir. Normal
tuplere alinan kan oérnekleri oda sicakliginda bekletilip 5000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilerek gerekli serum maddesi alinmis ve analizlere kadar derin dondurucuda (-20°C)
saklanmistir [157]. Serum o6rneklerinde askorbik asit, B-karoten ve retinol analizleri

yapilmistir.

3.2.2 Eritrosit paketlerinin hazirlanmasi

Glutatyon peroksidaz, katalaz ve siUperoksit dismutaz enzim aktivitelerinin tayini icin
eritrosit paketleri hazirlanmistir. Heparinli cam tiplere alinan kan érnekleri bir saat +4°
C'de bekletildikten sonra 3000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek, olusan plazma
ortamdan uzaklastiriimistir. Altta kalan miktara esit oranda serum fizyolojik (%0.9 NaCl)
eklenerek eritrositlerin yikanmasi gergeklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tipler 2000
rom'de 5 dakika santriftij edilir. Eritrosit yikama islemi U¢ kez tekrarlanmistir. Elde

edilen eritrosit paketleri, derin dondurucuda muhafaza edilmistir [157].
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3.3 Mide doku 6rneklerinin alinmasi ve lilser indeksinin hesaplanmasi

Ratlar sakrifiye edilip kanlari alindiktan sonra mideleri ¢ikarilarak, biyik kurvatuar
boyunca kesilip acilmistir. Acilan mideler serum fizyolojik ile yikanmistir. Daha sonra
mukozal lezyonlari belirlemek igin bilgisayarli gorintileme programi yardimiyla
fotograflanan midelerde toplam mide alanlari ile Ulser alanlari hesaplanmistir. Toplam
tlser alani/toplam mide alani ylizdelik deger olarak hesaplanip, bu veri Glser indeksi

olarak belirlenmistir [157].

Sekil 3.3 Ratlarin ketamin anesteuzisi ile sakrifiye edilip midelerin c¢ikartilmasi

3.3.1 Dokularin Homojenizasyonu

Mide doku o6rneklerinden 0.2 gr hassas tarti yardimiyla tartilmistir. 0.2 gr doku
orneginin Uzerine 2.8 ml %0.9 ‘luk NaCl ¢Ozeltisi eklenerek, homojenizator yardimiyla
dokular homojenize edilmistir. Elde edilen homojen ¢ozelti 3000 rpm de 20 dakika
santrifiij edildi. Santriflij sonunda alinan sipernatant doku MDA ve GSH analizlerinde

kullanilmistir [157].

3.3.2 Organik matrisin doku numunelerinden ayristirilmasi

Mide dokularinda bioelement diizeylerini 6l¢ebilmek icin dokularda bulunan organik
maddelerin uzaklastiriimasi gerekir. Organik matrisin doku numunelerinden ayrismasi
icin mikrodalga firin kullanilarak dokular yakilmistir. Pro 24 Yiiksek Verimli Rotor ve bir
sicaklik kontrol programi ile donatilmis bir Milestone Start D (italya) mikrodalga firin
kullanilmistir. Elementlerin numunelerin mineralizasyondan sonra tespit edilmistir. 0,5
g'lik doku o6rnekleri tartilmis(islak agirlik) ve vyiksek basingl Teflon kaplarina

konulmustur. Doku 6rneklerinin bulundugu Teflon kaplara 3 ml konsantre HNO3, 1 ml
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H,0, ve 0.5 ml HCIO4 (ultrapure, Merck, Almanya) ilave edilmistir. Teflon kaplar
mikrodalga firina dengeli bir sekilde yerlestirililmistir. Teflon kaplardaki karisim
mikrodalga firinda asagidaki siraya (sicaklik / slire) gore isitililmis: 90 °C/15 dakika, 120
°C/15 dakika, 140° C/60 dakika, 150 °C/60 dakika. Oda sicakligina sogutulduktan sonra,
bu solisyon niceliksel olarak transfer edildi ve 18.2 MQ.cm ultra-su (Milipore DirectQ
UV, Japonya) ile 10 ml'ye bir sisede ayarlanmistir [158]. Elde edilen numuneler ICP-OES

cihazi yardimiyla 6lgiImustr.

3.4 Biyokimyasal Analizler

3.4.1 MDA Tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerinin peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son Urlnlerden biri malondialdehittir (MDA). MDA, TBA (tiobarbitirik asit) ile
reaksiyona girerek renkli formda bir bilesik meydana getirir. Olusan bu renkli bilesigin
532 ve 600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede (Jenway 6305 UV/VIS) absorbansi
Olcllerek lipit peroksidasyonu tayini yapilmistir [159].

3.4.2 GSH Tayini

Glutatyon (GSH) genellikle viicudun ana antioksidani olarak adlandirilir. Tim kandan
distile su ile hazilanan hemolizatin icindeki SH (sUlfhidril) tasiyan bitiin proteinler,
prespitasyon (¢oktirici) ¢ozeltisi ile proteinler ¢okturiltp, stzulerek ayrilir. Redikte
glutatyon (GSH), elde edilen berrak sivida SH gruplarinin DTNB (5,5’-2-Dithiobis
nitrobenzoik asit) ile tepkime sonucunda olusan sari rengin 412 nm dalga boyunda

absorbansi spektrofotometrede (Jenway 6305 UV/VIS) 6lguimustir [160].

3.4.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Tayini

GPx, reaksiyonda gorilen kiimen hidroksit (ROOH) ile rediikte glutatyonu (GSH)
okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda glutatyon rediiktaz (GRx) ve
nikotinamit adenin dinlikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise yikseltgenmis
glutatyon (GSSG), NADPH'In NADP+ vye oksidasyonu ile GSH'a indirgenir. Bu son

reaksiyonda meydan gelen NADPH- NADP+ degisimi 340 nm’de azalan absorbansin
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kinetik 6lgimdu ile saptanir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Cayman marka ELISA

kitleri ile yapilmistir [161].

3.4.4 Katalaz (CAT) Tayini

Katalaz enzim aktivitesi 6lgimu peroksitin yikim esasina dayanmaktadir. Katalaz diistk
molekiil agirlikli alkollerle elektron alisverisinde bulunur. Ornekte bulunan katalaz
enzimi, substrattaki H,0,‘i 37 °C'de pH 7,4’de H,0 ve O,’e donustirir. Geriye kalan
parcalanmamis substrat (H,0,), kromojen madde ile sari renkli stabil bir kompleks
olusturur. Kromojen maddenin siddeti formaldehidle degisir. Olusan rengin siddeti
katalaz konsantrasyonu ile ters orantili olup 540 nm’de 6l¢lim yapilir. Bir Unite katalaz
(U/ml) birim zamanda 25 °C’de 1 nmol formaldehid’in yapisini degistiren enzim

aktivitesidir. Katalaz diizeyleri Cayman ELISA kiti kullanilarak tayin edilmistir [162].

3.4.5 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Slperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢imi Cayman marka ticari ELISA kitleri ile yapildi.
Metod, ksantin-ksantin oksidaz sistemi kullanilara lretilen stperoksitlerin nitroblue
tetrazoliumun (NBT) indirgenmesini inhibe etmesi esasina dayanmaktadir. Biyolojik
sistemlerde aerobik oksidasyon sonucunda meydana gelen siperoksit radikallerleri
NBT boyar maddesini rediikte ederek formazonlarin olusmasina neden olmaktadir.
SOD ise bu olusan NBT'nin formazonlara donlsimiine durdurmaktadir. NBT

indirgenme hizinin inhibisyonuna bagh olarak SOD aktivite tayini yapiimaktadir [163].

3.4.6 Askorbik Asit Tayini

Serum, %6’lik perklorik asit ile ekstrakte edildikten sonra olusan ekstrakt reaksiyon
sollisyonu (dinitro fenil hidrazin (DNPH), % 0.6’lik bakir siilfat (CuSO4) ve %5’lik tiyolre)
ile muamele edilir. Olusan sari renkli kompleksin spektrofotometrede 520 nm’de
absorbansi 6lcllerek vitamin C analizi yapilir. Derin dondurucuda analiz glinline kadar
muhafaza edilen ve vitamin C analizi yapilacak olan serumlar, derin dondurucudan
cikarilarak oda sicakligina gelmeleri saglanmistir. Numuneler spektrofotometrik metot

ile analiz edilmistir [164].
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3.4.7 Vitamin A (Retinol) ve B-carotene

Serumdan Vitamin A analizi Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) metodu ile
yapilmistir. Metot, ayni ¢alisma zamaninda (15 dk) her iki vitaminin de
konsantrasyonunu verebilen izokratik bir yontemdir. Bu yonteme gore, 250 mikrolitre
(uL) serum, 50 pL ve 500 pL presipitasyon soliisyonu 1.5 ml’lik reaksiyon tlipline
konulduktan sonra vorteks ile homojen karisim elde edilir. Karisim 2-8°C’de 30 dakika
inklibasyona birakildiktan sonra 11.800 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek
sipernatanti alinir. Elde edilen siipernatantin 100 pL’si alinarak HPLC sistemine enjekte

edilir. Vitamin A (retinol) 325, tayin edilebilir [165].

3.5 Histopatolojik Analiz

Ratlar sakrifiye edildikten sonra alinan mide dokulari %10'luk formaldehit
sollisyonunda fikse edildi. Parafin doku takip islemi uygulandi. Mikrotom yardimiyla 6
um kalinhginda parafin kesitleri elde edildi. Elde edilen kesitler deparafinize edilirerek,
Hematoksilen-Eozin Boyama Protokoll kullanilarak boyandi. Hazirlanan preperatlar i1sik
mikroskobu ile incelendi. Histopatolojik degisiklikler 6nceden yapilan histolojik ¢alisma
yontemlerine gore hesaplanmistir [166,167]. Calisma kapsaminda hesaplanan her
parametreler ile ilgili belirtecler 0-4 ve 0-3 arasinda numaralandinimistir.

Numaralandirma asagidaki gibidir:

(a) Mukozal 6dem (0, lezyon yok; 1, zayif 6dem; 2, mukozal zayif 6dem; 3, mukozal
ve submukozal zayif 6dem ile mukozal ve 4,submukozal giiglii 6dem)

(b) Hemoraji (0, lezyon yok; 1, hiperemi; 2, hemoraji noktalari; 3, biyiik hemorajik
alanlari ve 4, ortak hemorajik alanlari)

(c) inflamasyon (0, inflamasyon yok; 1,yiizeysel mukozal inflamasyon;2,giiclii
mukozal inflamasyon ve 3, mukozal ve submukozal inflamasyon)

(d) Epitel hiicre erozyonu (: 0, llser yok; 1, kicuk birkag Ulser; 2, blyuk Ulserler; 3,
mide tamamen Ulser alanlari ile dolu).

Biitlin degerlendirmeler mukozal ve submukozal tabakalarda yapildi.
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3.6 immiinohistokimyasal Analiz

3.6.1 PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) analizi

Kesitler (6 um) oda sicakliginda 1:50 oraninda seyreltilen 6zel bir monoklonal anti-
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (MS-106-B, ThermolabVision, Fremont,
California, USA) ile inkiibe edilmistir. Kesitler tg¢ kez PBS ile yikanmis ve biyotinlenmis
sekonder antikor (Ultra Vision Detection System-HRP kit, Thermo, Fremont, USA) ile
inkiibe edilmistir. Bunu takiben kesitler Streptavidin Peroksidaz konjugati(Ultra Vision
Detection System-HRP kit, Lab Vision, Fremont, USA) eklenerek oda isisinda 20 dakika
sureyle bekletilmistir. Chromogen 3-amino-9-ethyl-carbazole(AEC Substrate System,
Thermo Scientific/Lab Vision) kullanildi ve kesitlere hematoksilen ile zit boyama

yapilmistir [168].

3.6.2 IL-1B ve IL-6 analizi

Mide dokusu ornekleri % 10 formalin sollisyonu iginde sabitlenmis ve parafin igine
gomdililerek 6 pm kalinliginda kesitler alinmistir. IL-1B ve IL-6 pozitif hicreler
streptavidin biyotin peroksidaz boyama ydntemi ile belirlenmistir. Antijenler, sitrat
tampon maddesi (10 mM, pH 6) icinde 10 dakika kaynatilarak, deparafinli ve rehidrate
edilmis kesitler alinmistir. immunohistokimya muayeneleri icin tavsan poliklonal anti-
IL-1B (ab9324, Abcam ABD) ve fare monoklonal anti-IL6 (ab6672, Abcam ABD) primer
antikorlar ve biyotinlenmis sekonder antikor (DAKO-Universal LSAB Kit-K0690)
kullanilmistir. Antikorun baglanma vyerleri, aminoetilkarbazol substrat kiti (AEC kiti;
Zymed Laboratories) ile kaplandi ve yliksek glicli 1stk mikroskopisi (Olympus CX31,
Japonya) ile degerlendirilmistir. Her 6rnek icin, yaklasik 20X objektif lens kullanilarak
rasgele secilmis on bolgede IL1B ve IL6 pozitif immiinreaktivite belirlenmistir.
immunohistokimyasal reaksiyonlarin yari kantitatif degerlendirmesi, etiketli hiicrelerin
ylzdesini (<% 25,% 25-50,% 50-75 ve>% 75) dikkate alarak ve zayif (1+), orta (2+ ),

yogun (3+) ve ¢cok yogun (4+) olarak belirlenmistir [167].
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3.7 TUNEL metodu

Kesitler apoptozis degerlendirilmesi icin terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nickend labeling (TUNEL) ile indirekt immunoperoksidaz yontemi
kullanilarak ticari kit (Apop Tag plus Peroxidase in Situ Apoptosis Detection Kit S7101,
Millipore, USA) yardimiyla ¢alisiimistir [167,169]. Hazirlanan preparatlar Olympus BX51
model 15tk mikroskobu altinda incelenmistir (Version 2.11.5.1, Argenit Kameram).
PCNA sayisi ve TUNEL-pozitif hiicre hesaplamasi her rat icin 15 farkh kesitte
hesaplanmistir. PCNA sayisi ve TUNEL-pozitif hilicre sayilari birim alan olarak

hesaplanmistir (hiicre sayisi/mm?).

3.8 RP-HPLC analizi

HPLC ekipmani Shimadzu LC-20Avp sistemi, iki LC-20AD ¢6zlicli verme Unitesi, SPD-20A
UV-vis fotodiyot dizisi detektorli, CBM-20A sistem kontrol cihazi, bir CTO-20A kolon
firin, bir DGU-20A3 degaser ve 20 mL enjeksiyon valfinden olusmaktadir. Veriler,
Pentium Il 400 PC uyumlu bir bilgisayarda Shimadzu Sinif VP 5.3 HPLC veri sistemi
kullanilarak islendi. Inertsil ODS-4 (50 mm 2.1 mm 3 mm) kolonu kullaniimistir. Kolon
sicakligi 30 ° C idi. Elisyon, 0.05 mL/dak'lik bir akis oraninda saf su: asetonitril: 2-
propanol (70:22:8) iceren bir mobil faz kullanilarak gergeklestirilmistir. Kromatogramlar
370 nm'de kaydedildi. AEE icindeki Quercetin varligi ve miktari, ayni sartlarda standart

guercetin kullanilarak ve kromotogramlar karsilastirilarak tayin edilmistir [170].

3.9 ICP-OES analizi

Mide dokusunda bulunan biolementlerin olciminde kullanilan ICP-OES cihazi
ozellikleri ve bioelementlerin belirlenmesi icin gerekli analitik kosullar asagidaki

tabloda verilmistir.
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Cizelge 3.1 ICP-OES cihaz 6zellikleri

Cihaz Spectro Genesis Fee, Almanya
Nebulizator Gapraz Akisi
Plazma Glci 1380 W
Coolnat Akis 14.00 L / dak
Yardimci Akis 1.00 L/ dak
Nebdlizator Akisi 1.05 L/ dak
Optik Yikama Normal

Ol¢ii Stratejisi En iyi SNR
Reply 2

Olgiim zamani 90 saniye
Yikama zamani 40 saniye

3.10 istatiksel analiz

Elde edilen bulgularin istatistik hesaplamalari, SPSS 10.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Calismada elde edilen veriler “ortalama * standart sapma” olarak ifade
edildi (X £ SD). Gruplara varyans analizi (ANOVA) Tukey post testi uygulanarak istatiksel

iliski belirlenmistir. istatiksel anlamlilik i¢in p < 0.05 kabul edilmistir.

3.11 Hayvan Etik Kurulu

Arastirmaya baslamadan once Bagcilar Egitim Arastirma Hastanesi Hayvan Etik

Kuruluna bagvurularak etik kurulu onayi alinmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Bulgular

Cizelge 4.1, deney grubunun tim kanlarindaki MDA ve GSH diizeylerini gostermektedir.
Kanda MDA diizeyi AEE-500 mg/kg grubunda minimum, etil alkol grubunda maksimum
olarak belirlenmistir. MDA diizeyleri, AEE-100, 250 ve 500 mg/kg, Fam-20 mg/kg ve
Que-75 mg/kg tedavi gruplarinda etil alkol grubu ile karsilastirildiginda belirgin bir
sekilde azaldigi goriilmektedir(p<0.001). Viicut oksidatif strese karsi koruyan endojen
maddeler olarak GSH seviyeleri etil alkol grubundaki en diistk seviyede bulunmustur.
Bununla birlikte, AEE-250, 500 mg/kg ve Fam-20 mg/kg tedavisi, etil alkol grubuna
kiyasla, GSH diizeylerinde azalmayi 6nemli 6l¢tide inhibe etmistir(p<0.001, p<0.05).

Cizelge 4.1 Tim gruplara ait tam kan MDA ve GSH degerleri

MDA (nmol/mg) GSH (nmol/mg)
AEE-500 1.02+0.2° 61.18+3.79°
AEE-250 1.05+0.2° 59.50+3.1°
AEE-100 1.18+0.2° 53.73+3.7
Fam-20 1.29+0.3° 57.34+2.7°
Que-75 1.19+0.2° 53.98+3.9
Etil alkol 2.56 +0.4 49.57 +4.5
Sham 0.97+0.1° 91.43+3.5°

%: Etil alkol’den farklidir (p<0.001)
. Etil alkol’den farklidir (p<0.05)
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Cizelge 4.2, deneysel gruplarin serumundaki antioksidan vitamin seviyelerini
gostermektedir. Deney grubunun serum askorbik asit seviyeleri arasinda anlamli bir
fark gbzlenmemistir. Sadece 500 mg/kg dozunda AEE ile tedavi edilen grupta B-karoten
dizeylerinde anlamli artis vardir (p<0.05). AEE-500 mg/kg'da retinol dlzeyleri etil alkol

grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0.05).

Tablo 4.2 Tum gruplara ait serum Askorbik asit, B-karoten ve Retinol degerleri

Askorbik asit (mg/dl) B-karoten (ug/dl) Retinol (ug/dl)

AEE-500 2.26+0.2 19.12+2.5° 49.17 +3.7°
AEE-250 2.18+0.2 16.28 £3.1 44.08 £3.8
AEE-100 2.02+0.2 14.86+2.3 41.74+£3.3
Fam-20 2.08+0.2 15.58+2.8 42.06£4.0
Que-75 1.94+0.2 15.12+2.5 4190+ 2.9
Etil alkol 2.10+£0.3 13.63+3.3 39.85+3.5
Sham 2.29+0.1 20.29£2.4° 53.14+25°

%: Etil Alkol’den farklidir (p< 0.05)
. Etil Alkol’den farklidir (p< 0.01)
“: Etil Alkol’den farkhidir (p< 0.001)
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Gahsmada eritrosit 6rneklerinde analiz edilen enzimatik antioksidanlardan GPx, SOD ve

CAT ile ilgili bulgular asagidaki Cizelge 4.3 de gosterilmistir.

Elde edilen verilere gore GPx degerleri sham grubu etil alkol grubuna gore istatistiksel
olarak p<0.001 oraninda farklidir. AEE-100, 250 mg/kg, Fam-20 mg/kg ve Que-75
mg/kg gruplar etil alkol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0.05 oraninda
farklidir. AEE-500 mg/kg uygulan grubun istatiksel olarak p<0.01 oraninda etil alkol
grubundan farkli oldugu bulunmustur. Bu sonuclara goére GPx seviyesinin AEE-500
mg/kg uygulanan grupta en yiiksek oldugu ve bu degerin sham grubu ile yakin oldugu
gorulmektedir. SOD degerleri karsilastirildiginda AEE-100 ve 500 mg/kg uygulan gruplar
etil alkol grubuna gore sirasiyla istatiksel olarak p<0.001 ve p<0.01 oraninda anlamhdir.
Bu gruplarda SOD miktarini 6nemli 6l¢tide artmistir. CAT sonuglari degerlendirildiginde
AEE-250 ve 500 mg/kg gruplar etil alkol grubuna gore istatiksel olarak p<0.01 oraninda

anlamli bulunmustur.

Gizelge 4.3 Eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri

GPx (U/L) SOD (U/mL) CAT (kU/L)
AEE-500 7192.14 +603.8° 195.40+12.7° 6976.17 +492.1°
AEE-250 6676.43 + 666.3° 182.73+10.2  6977.91 + 403.9°
AEE-100 6480.15 + 489.1° 189.61 + 14.4° 6336.34 + 368.9
Fam-20 6579.21+469.9° 184.01+13.7 6150.55 +530.7
Que-75 6583.28 + 549.7° 180.11+14.2  6080.49 + 414.5
Etil alkol 5830.37 +513.9  165.64+12.5 5671.33 +761.9
Sham 7814.76 + 432.6° 204.83+11.2° 7375.88 %295.3°

%: Etil alkol’den farklidir (p < 0.05)
. Etil alkol’den farklidir (p < 0.01)
“: Etil alkol’den farkhdir (p < 0.001)
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Cizelge 4.4 ve Sekil 4.1'de, bamyanin etil alkol kaynakl gastrik hasar Gzerine etkisinin,
Ulser indeksi ve inhibisyonu % gosterilmistir. AEE-100, 250 ve 500 mg/kg, Ulser
olusumunu sirasiyla 67.02, 67.49 ve 81.02 oraninda inhibe etmistir. AEE-500 mg/kg
dozu, etil alkol grubundan istatistiksel olarak (p<0.05) farkli en yiksek inhibisyonu
gostermistir (Cizelge 4.4). Pozitif kontrol olarak Fam-20 mg/kg ve Que-75 mg/kg, , etil
alkol kaynakli gastrik lezyonlara karsi sirasiyla % 76.29 ve % 72.40'lik bir inhibisyonu
olusturmus ve AEE-500 mg/kg'dan daha duslik ¢cikmistir.

Cizelge 4.4 Ulser indeksi ve %’de inhibisyon

Ulser indeksi inhibisyon (%)

AEE-500 5.26+2.4° 81.02
AEE-250 9.01+3.9° 67.49
AEE-100 9.14+3.5° 67.02
Fam-20 6.57+2.7° 76.29
Que-75 7.65+4.4° 72.40
Etil alkol 27.72+4.7 -

Sham 0 -

%: Etil Alkol’den farkhdir (p<0.001)
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Sekil 4.1 Mide 6rneklerinde llser alanlarinin gériinima

a)AEE-500 mg/kg grubu b) AEE-250 mg/kg grubu c) AEE-100 mg/kg grubu d) Fam-20
mg/kg grubu e) Que-75 mg/kg grubu f) Etil alkol grubu
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Mide doku orneklerinde analiz edilen MDA ve GSH seviyeleri Cizelge 4.5 de
gosterilmektedir. Gruplar arasinda MDA degerlerine bakildiginda AEE-500,250, 100 ve
Que-75 gruplar ile etil alkol grubu arasinda p<0.01 dizeyinde anlamh bir farklihk
bulunmustur. Ayrica Fam-20 grubu etil alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
diizeyinde farklilik bulunur. GSH seviyelerine bakildiginda bitin gruplar ve etil alkol

grubu arasinda p<0.001 diizeyinde anlaml farklihk bulunmustur.

Cizelge 4.5 Doku MDA ve GSH seviyeleri

MDA (nmol/mg doku)  GSH (nmol/g doku)

AEE-500 16.89+1.5° 116.46+4.8°¢
AEE-250 16.98 +1.1° 115.63+4.9°
AEE-100 17.76 +2.8° 113.73+4.4°
Fam-20 18.68 +2.7° 114.01+3.3¢
Que-75 17.43+1.6° 116.31%4.4°
Etil alkol 22.21+2.7 96.39+5.5

Sham 15.88+1.3°¢ 138.21+3.8°¢

%: Etil Alkol’den farklidir ( p<0.05)
b Etil Alkol’den farkhidir (p<0.01)
“: Etil Alkol’den farkldir (p<0.001)
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4.2 Histopatolojik bulgular

Etil alkol tarafindan gergeklestirilen mukozal gastrik hasari sonucu, mide mukozasinda
yapilan histolojik incelemelerde hemorajik, mukozal / submukozal 6dem, inflamatuar
hicre infiltrasyonu ve mukozal epitel hiicre kaybi tespit edilmistir (Tablo 2, Sekil 1).
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.2’de gosterildigi tGzere AEE’'nin, 500 mg/kg dozunun etil alkol
grubu ve 100 mg/kg doz grubu (p<0.05) ile karsilastirildiginda 6dem, hemoraji ve
inflamasyonu 6nemli derecede azalttigi goriilmektedir. Hemoraji ile ilgili AEE-500
mg/kg doz grubu AEE-250 mg/kg, Fam-20 mg/kg ve Que-75 mg/kg gruplar ile

karsilastirnldiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.6 AEE-100, 250, 500 mg/kg, Fam-20 mg/kg and Que-75 mg/kg dozlarinin

mukozal 6dem, hemoraji, inflamasyon ve epitel hiicre erozyonu lzerine etkileri

Mukozal 6dem Hemoraji inflamasyon Epitel hiicre
erozyonu
AEE-500 0.7 £0.5° 0.5+0.2° 0.7 £0.3° 0.7 £0.1°
AEE-250 0.8 +0.07° 1.0+0.3° 1.1+0.2 0.9+0.7°
AEE-100 23+1.0 2.1+0.5 1.3+0.4 23+04
Fam-20 0.9+0.2° 0.5+0.1° 0.2+0.1° 1.0+0.7°
Que-75 1.0+ 0.5° 0.8 +0.4° 0.6 +0.2° 1.3+0.5°
Etil alkol 25+0.8 2.2+0.2 1.7+0.3 2.9+0.7
Sham 0 0 0 0

%: Etil Alkol’den farklidir (p<0.05)
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Sekil 4.2 Gastrik mukozanin histolojik gdriinim.

Yaklasik normal mukoza gérinimi, AEE-500 (a) ve AEE-250 (b); hemoraji, epitel
llserasyon ve ¢ok 6dem AEE-100 (c); azalan Ulserasyon, hemoroji ve inflamasyon (d)
Fam-20 ve (e) Que-75 gruplari; fazla epitel tlserasyonu, hemoraji, inlamasyon ve 6dem
(f) etil alkol grubu. (H&E; Biiylitme: 200X). ince oklar: epitelyal Ulserasyon; ok uclari:
Kanama; Kalin Oklar: inflamatuar hiicreler.
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4.3 immiinohistokimyasal Bulgular

Etil alkol ile indiklenen mide {lseri modelinde elde gastrik dokularin
immunohistokimyasal lokalizasyonu igin PCNA antikoru kullanilmigtir. Etil alkol
grubunda, epitel tabakasinin yok edilmesi nedeniyle reaktivite gorilmemistir, fakat
llsere bitisik tabakada minimal aktivite gozlemlemek muhtemeldir (Sekil 4.3). AEE,
Fam veya Que farkli dozlari uygulanan sicanlarda, isaretli PCNA pozitif ¢ekirdeklerde
degisen yogun aktivite gozlendi. AEE-500 ve 250 mg/kg gruplarinda pozitif
cekirdeklerin boyanmasi diger gruplara gore daha yliksek bir ylzdesi gostermistir. Bu
durum AEE tedavisinin mide mukozal bdlgesinde hiicre proliferasyonunu anlamli bir

sekilde arttirdigini ve iyilesmeyi sagladigini distindiirmektedir (Sekil 4.4).

PCNa pozitif hiicre (mm?)

£y Sy

AEE-500 AFE-250 AEE-100 Quc-75  Fam-20 Etil alkol Sham

Sekil 4.3 PCNA pozitif hiicre dagilhimi

PCNA pozitif hiicre yogunlugu etil alkol grubunda en az; 6zellikle AEE-500 grubu basta
olmak Uzere butin gruplarda o6nemli olarak arti. *: p<0.001; etil alkol ile

karsilastirildiginda; **: p< 0.05 etil alkol ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.4 PCNA-pozitif hiicre sayisi

AEE-500 grubunda yogun (sham harig); en az bir grup tespit edilmistir. (a) AEE-500; (b)
AEE-250; (c) AEE-100, (d) Fam- 20; (e) Que-75 and (f) etil alkol gruplari. Oklar: PCNA
pozitif hiicreler. Bliylitmeler: 200X
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IL-1beta

35 -

3 -
2.5

2 *
15 -

*% *%
1 KX%
o | T T T T T
Etil alkol AEE-100 AEE-250 AEE-500 Fam-20 Que-75

Sekil 4.5 Tum gruplarda IL-1 Beta degerleri

*:P<0.05; Ethanol ve AEE-100 grubu karsilastirildiginda, **: p<0.05; Ethanol, AEE-100
ve AEE-250 grubu karsilastirildiginda, ***: p<0.05; Ethanol, AEE-100, AEE-250, AEE-500
ve Fam-20 gruplari karsilastirildiginda.

IL-6

2.5 4

2 - *
15 -
- *%
14 *%
o I l
0 - - T T T

Etil alkol AEE-100 AEE-250 AEE-500 Fam-20  Que-75

Sekil 4.6 Tim gruplarda IL-6 degerleri

*: p<0.05; Etil alkol and AEE-100 grubu karsilastirildiginda,**: p<0.05; Etil alkol, AEE-
100 ve AEE-250 gruplari karsilastirildiginda.
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4.4 TUNEL Bulgulan

Sham grubunda birka¢ TUNEL-pozitif hiicreleri gozlemlenmistir. Etil alkol grubunda
TUNEL-pozitif hiicrelerinin sayisi sham grubuna gore ¢ok fazla artmistir. AEE -500, 250
mg/kg ve Fam-20 mg/kg doz uygulamasi sonucu TUNEL-pozitif hiicrelerinin sayisi etil
alkol grubuna ile kiyaslandiginda 6nemli bir azalma gorilmustir (Sekil 4). Bunun yani
sira TUNEL-pozitif hiicrelerinin sayisi AEE-100mg/kg ve Que- 75mg/kg gruplarinda etil
alkol grubuna (p<0.05) gore daha az bulunmaktadir (Sekil 5) .

TUNEL pozitif hiicre sayisi

80
70
60 -
50
40 -

30 *

20

H—E

o . 1N -

AEE-500 AEE-250 AEE-100 Fam-20 Que-75 Etil alkol Sham

o

Sekil 4.7 TUNEL pozitif hiicre dagilimi

TUNEL pozitif hlicre sayisi etil alkol grubunda cok yiksek, fakat tedavi gruplarinda
onemli derecede azaldi. *: p<0.001; etil alkol ile karsilastirildiginda; **: p< 0.05 etil
alkol ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.8 TUNEL sonuglari

Normal mukoza goériiniimiine yakin ve minimal TUNEL-pozitif hlicre gdzlemlendi (a ve
b). TUNEL-pozitif hiicre varligi etil alkol grubunda (f), AEE-100, Fam-20 ve Que-75
gruplarinda TUNEL-pozitif hiicre orta miktarda tespit edildi (c, d ve e, sirasiyla). (a).
AEE-500; (b). AEE-250; (c) AEE-100, (d) Fam-20; (e) Que-75 ve (f) etil alkol gruplari. Ok:
TUNEL —pozitif hiicre. Bliylitme: 200X.
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4.5 ICP-OES Bulgulari

Mide dokusunda analiz edilen element seviyeleri asagida Cizelge 4.7 de verilmistir.
Kalsiyum, Bakir, Demir ve Selenyum elementi 6lciimiinden elde dilen verilere gére AEE-
500 mg/kg grubu etil alkole gore istatiksel olarak p<0.05 oraninda anlamli
bulunmustur. Potasyum ve Sodyum elementi ol¢iimlerinde gruplar arasinda anlamli
istatiksel fark bulunamamistir. Mangan elementi ile ilgili AEE-100, 250, 500 mg/kg ve
Fam-20 mg/kg gruplari ile etil alkol karsilastirildiginda p<0.001 oraninda istatiksel
farklihk bulunmustur. Cinko elementi sonuclari degerlendirildiginde AEE-250, 500
mg/kg gruplarinin etil alkole goére sirasiya p<0.05 ve p<0.0loraninda farklihk

bulunmustur.
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Cizelge 4.8 Abelmoschus esculentus L. ekstraktinin mineral igerigi

Element AEE ( ug/g)
Aliiminyum (Al) 169.2+ 0.3
Bor (B) 0.44 +0.01
Berilyum(Be) 0.17 £0.01
Baryum(Ba) 11.82+0.3
Kobalt(Co) 14.76+ 0.1
Kalsiyum (Ca) 4460.0+12.6
Bakir (Cu) 145.1+0.2
Demir (Fe) 124.0+3.1
Lityum(Li) 23.41+1.2
Magnezyum (Mg) 830.6+17.8
Mangan (Mn) 8.26 +0.05
Nikel (Ni) 0.15+ 0.2
Kursun (Pb) N.D
Selenyum (Se) 2.90+0.2
GUmus (Ag) N.D
Tellurium (Te) 0.008 + 0.001
Cinko (zn) 462.4 1.6

50



4.6 RP-HPLC Bulgulari

Standart quercetin ve Abelmoschus esculentus L. ekstrakti icinde bulunan quercetin
miktarinin hesaplanmasi igin HPLC analizi yapildi. Elde edilen kromotogramlar Sekil
4.9’da verilmektedir. HPLC ‘deki pik alanlari kiyaslanarak Standart quercetin pik alani/
AEE quercetin pik alani=Standart quercetin miktari/AEE quercetin miktari
hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalara goére 20 pl de bulunan Standart quercetin ve
AEE quercetin miktari sirasiyla 4.40 mg ve 0.3 mg olarak belirlenmistir. Bu
hesaplamalardan yola c¢ikarak deneyde kullandigimiz 500, 250 ve 100 mg/kg AEE
dozlarinda sirasiyla yaklasik olarak 7.5 mg, 3.75 mg, 1.5 mg quercetin miktari

hesaplanmistir.

Querceti

Sekil 4.9 RP-HPLC analizi

a)Standart quercetin b) Abelmoschus esculentus L. ekstraktinin icinde ayrilan quercetin
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BOLUM 5

TARTISMA

Abelmoschus esculentus L. gibi cesitli tibbi bitkiler, diinyanin bircok bdlgesinde
muhtemel terapotik yararlari nedeniyle artan bir ilgi gormustir [3-5,9]. Bu ¢alismada,
Abelmoschus esculentus L.nin antililser etkisi sicanlarda etil alkol kaynakli bir Ulser
modeli kullanilarak arastirilmistir. Calismada Abelmoschus esculentus L.’nin oksidan ve
nonenzimatik antioksidanlar Uzerindeki etkisi ve ayrica (lser indeksi, mide doku
element diizeyleri, Ulser inhibisyonu, mukozal 6édem, kanama, inflamasyon, mukoza
dokusunun epitel erozyonu, interlokin markerlar, hiicre proliferasyonu ve apoptozu

degerlendirildi.

Bu calismanin deneysel sonuglari, Abelmoschus esculentus L.nin, kullanilan tim
dozlarda etil alkol kaynakl Ulser lezyonlarini énemli Olglide azalttigini gosterdi. Bu
¢alismadaki immiinohistokimyasal analiz sonucunda TUNEL pozitif apoptotik hicre
miktarinin 6nemli Ol¢lide azaldigini ve PCNA hicrelerinin AEE-500, 250 mg/kg
dozlarinda tedavide arttigini géstermektedir. Biyokimyasal, histopatolojik, mikroskopik
ve makroskopik sonuclar, Abelmoschus esculentus L. tedavisinin mide Ulserlerine karsi

korundugunu gostermektedir.

Abelmoschus esculentus L. gastroprotektif etkisi muhtemelen quercetin (Que) gibi
polifenolik ve flavonoid bilesenlerin varligina baghdir [152-154]. Quercetin'in
gastroprotektif etkinligi farkh hayvan calismalarinda bildirilmistir ve ¢ogu arastirmaci

olasi coklu mekanizmalarina odaklanmistir [152,153,156,157,171].
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Bir baska galismada, Que'nin H. pylori ile infekte mide mukoza hiicreleri tarafindan
indiklenen DNA hasarini korudugu bildirilmistir [172]. Que aliminin gastrik kanser riski

ile kuvvetle negatif iligkili oldugu belirtilmistir [173-174].

Cahsmamizda Abelmoschus esculentus L. estrakti icinde bulunan quercetin varhgini
belirlemek icin yapilan analiz sonucunda 20 pL ekstrak icinde 0.3 mg/mol quercetin
bulunmustur. Calismada kullanilan AEE dozlarinin yapisindaki quercetin miktari 500,
250 ve 100 mg/kg’da sirasiyla yaklasik olarak 7.5 mg, 3.75 mg, 1.5 mg olarak
hesaplanmistir. Bu sonuclar Abelmoschus esculentus L.nin gastroprotektif etkisinin

sadece quercetinden degil, zengin icerik bilesiminden kaynaklandigini géstermektedir.

Etil alkol ile indlklenen gastrik mukozal hasar, potansiyel anti-llser aktivitesine sahip
ajanlarin klinik 6ncesi degerlendirilmesinde genellikle kullanilan 6nemli bir deney
modeli olup, insanlarda mide Ulseri icin dnde gelen bir neden olarak kabul edilmektedir
[175]. Etil alkol kanama, 6dem, inflamatuar infiltrasyon ve epitel hiicre kaybi gibi

patofizyolojik degisikliklerle karakterizedir [3-5,9].

Bu c¢alismanin sonuglari, tek bir etil alkol dozunun siganlarda akut mide kanamasi ve
hemorajik lezyonlara neden oldugunu gostermektedir (Sekil 4.2). Abelmoschus
esculentus L. dozlarn verilen gruplarda ise, gastrik dokuda kanama, 6dem, nekroz,
inflamatuar ve displastik degisiklikler, erozyon ve Ulserasyon seklinde histopatolojik

degisiklikleri 6nlenmistir (Sekil 4.2-4.8).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6limi, biylme sirasinda homeostazi koruyan énemli
bir mekanizma olup hayvan ve insan organizmalarindaki harici uyarilara karsi bir
tepkidir. Arab ve ark. (2015), etil alkol kaynakli Glserin, mide mukozasinda apoptozu

artiran caspaz-3 aktivitesini artirdigini ileri stirmitstir [176].

Bizim calismamizda, bir takim apoptotik hiicreler 500, 250 mg/kg Abelmoschus
esculentus L. ile tedavi edilen hayvanlarda 6nemli Olclide azalmistir. Literatir
degerlendirmelerine paralel olarak c¢alismamizda tedavi gruplarinda apoptotik
hiicrelerdeki azalmanin Abelmoschus esculentus L.’nin zengin iceriginden kaynaklandigi

soylenebilir.

Etil alkol kaynakh gastrik mukozal hasarin patogenezinde ROS'un rol oynadigini

belirtmistir [2,5,9]. ROS, mitokondriyal solunum sirasinda normal Urinler olarak
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Uretilen eslenmemis molekillerdir ve canli organizmalardaki farkli redoks
reaksiyonlarini katalizlemek igin peroksizomlardan ROS uretimi birikir [177,178]. Bu

durum hiicre antioksidan sistemini astiginda, oksidatif stres olusur [179].

Hiicresel membrana karsi ROS reaksiyonunun sonucu olan lipid peroksidasyonu, MDA
gibi asiri lipid peroksidasyon (rtnleri (retir ve oksidatif mide hasarina neden olur.
MDA, lipid peroksidasyon seviyelerini belirlemek igin kullanilir. Gastrik Ulser ile artmis
MDA seviyeleri arasinda bir iliski oldugu ve etil alkolun neden oldugu gastrik doku

yaralanmalarinin ardindan MDA lretiminin arttigini bildirmistir [2,14].

M. pruriens'in gastroprotektif etkisi Uzerine yapilan deneysel bir g¢alismada,
M.pruriens'in antioksidan Uretimini arttirdigi ve ilgili 6n isleme tabi tutulmus gruplarda
MDA dizeyini distrdtgla gosterilmistir [5]. Bu calismada da literatlire benzer olarak
tim Abelmoschus esculentus L. dozlari MDA dizeylerini belirgin olarak diistirmustir (p
<0.001) (Cizelge 4.1, 4.5). Bu bulgu, Abelmoschus esculentus L.'nin antioksidan
seviyesini ve polisakkarit icerigininin; serbest radikal temizleme aktivitesi ve lipid

peroksidasyonunu azaltma yetenegi oldugunu vurgulamaktadir.

GSH, 6nemli bir enzimatik olmayan sitosolik antioksidan olan bir tripeptittir ve bazi
antioksidan enzimler igin indirgeyici/kofaktor gorevi gorur [171,180]. Yapilan bir
¢alismada zerumbonun endojen antioksidan GSH'de belirgin bir artisa lipid

peroksidasyon seviyesinin azalmasi eglik ettigini bildirmistir [152].

Calismamiz da Fam-20 mg/kg, Que-75 mg/kg ve AEE-100, 250, 500 mg/kg ile yapilan
tim tedavilerin GSH icerigini arttirdigini gosterilmistir. Fam mide (lseri tedavisinde
kullanilan ticari bir ilactir. Onceki calismalarda Fam'in etil alkol kaynakh dlserin
inhibisyonunda &nemli rol oynadigini ortaya konulmustur [2,14]. Ote yandan, Fam ve
Que kombinasyonuyla tedavi, GSH diizeylerinin azalmasini 6nemli 6lclide engelleyerek

gastrik dokunun, tedaviden sonra normal GSH diizeylerine geldigi bildirilmistir [158].

Calismamizda, AEE-500 mg/kg tedavi grubu Fam-20 mg/kg tedavisi ile
karsilastirildiginda GSH diizeylerinde anlamli bir artis gozlenmistir (Cizelde 4.1,4.5).
Bulgularimiz, AEE-500 mg/kg gastroprotektif etkisinin Fam-20 mg/kg'dan yuksek

oldugunu gostermistir.
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Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi etkilerin giderilmesi igin vicut
savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidan savunma sistemi adi verilen bu sistem,
fizyolojik veya ¢evresel olarak meydana getirilen serbest oksijen radikallerini ortadan
kaldirmaktadir. SOD, CAT, GPx oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasari énlemeye

yardim eden enzimatik savunma sistemlerinin basinda gelir [181,182].

SOD, hiicrelerdeki hasarin korunmasi igin asiri stiperoksit radikalleri temizleyen, 6nemli
enzimlerin bir enzimdir [183]. Gastrik mukozanin hasar seviyesi, SOD seviyesinin
azalmasiyla belirlenebilir [184]. Serbest radikallerin hiicre zarlarinda hareket etmesi
sonucunda lipid peroksidasyon reaksiyonunu baslar ve MDA seviyesi yukselir. Bltiin bu
degisiklikler, epitel hilicresinde denatirasyona, hiicre gecirgenliginde artisa ve Ulser
olusumunda ivmelenmeye neden olur. Bu nedenle, MDA &l¢cimi ile birlikte, SOD
aktivite tayini, lipit peroksidasyonu ve sliperoksit radikallerinin neden oldugu gastrik

lezyonun ciddiyetini ortaya ¢ikarmak icin bir belirtec olarak kullanilir [185-188].

Literatir calismalarinda gastrik lezyonda SOD aktivitesi azaldiginda MDA
konsantrasyonunun buna ters orantili olarak arttig1 belirtilmistir [189]. Ma ve Liu
(2014)'nun Conyza blinii bitkisini etil alkol ile indiiklenen (lser (zerine etkisini
arastirdigi calismada SOD degerleri artarken, MDA seviyelerinin azaldigini
belirtmislerdir. Ayrica MDA ve SOD’un mukozal hasari belirlemede altin standart
olabilecegi vurgulanmistir [190]. Yaptigimiz calismada ise literatlire paralel olarak doku
ve kan numunelerinde MDA oranlarinin azaldig; buna orantili olarak da SOD

aktivitesinin arttigi gérilmektedir.

CAT, peroksil radikalinin su gibi biyolojik agidan glvenli maddelere hizla déniismesini
tetiklemektedir H. erinaceus'un sulu ekstraktiyla kullanilarak etil alkol ile indiklenen
sicanlarin gastrik dokusunda SOD ve CAT seviyelerinin arttig1 belirtilmistir. Ayrica SOD
ve CAT seviyelerinin artmasinin tedavi sonucunda serbest radikallerin nétralize
edilmesi ile baglantili oldugu vurgulanmistir [191]. Curcumin etken maddesi artmis lipid
peroksidatif hasari hafifletebilir ve gentamisine bagh oksidatif stres sirasinda renal
hasarin ve idrar bosaltma indekslerinin belirtecleri olan GSH, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinin tlikenmesini onleyebilir [192]. Bizim c¢alismamizda da benzer olarak

tedavi gruplarinda CAT ve GPx enzimi seviyelerinde belirgin bir artis goriilmustir.
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Etil alkol dogustan gelen bagisiklik sistemini uyararak IL-6, IL-13 ve TNF-a gibi pro-
inflamasyon sitokinlerinin salinmasina neden olabilir [193,194]. H,0, stimilasyonu,
asiri derecede ROS'a neden olur. Ayrica, inflamasyon mediatorlerinin inhibisyonu
gastrik Ulserin iyilesmesi icin yararli oldugu belirtilmistir [174]. Proinflamatuvar
sitokinler, ézellikle TNF-a, gastrik tlser dahil olmak tzere cesitli dokularda inflamasyon,

hasar ve karsinogenez gelisiminde agresif faktorlerden biridir [195].

TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, ve IL-12 gibi diger sitokinlerin saliniminin gergeklesmesi igin
NF-kB yolaginin aktive eder [196]. IL-1B nihai olarak inflamatuar mediatorlerin
salinmasina ve notrofillerin birikimine neden olan baska bir sitokindir. IL-6, IL-1p ve
TNF-a seviyeleri gastrik mukozal inflamasyon siddeti ile iligkilidir [197,198]. Pleiotropik
islevleri olan temsili bir enflamasyonlu sitokin olan IL-1B, iltihaplanma slirecinde
onemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, IL-1B8'nin siddetli mukozal

inflamasyonda olumsuz etkilere sahip oldugunu bulmustur [199].

Etil alkol kaynakli mide Ulseri UGizerine 28 glinliik ginseng tedavisi yapilan ratlarin gastrik
lezyonlarda IL-1B Uretimini belirgin bir sekilde inhibe edildigi bildirilmistir [191]. Yapilan
bir calismada, salidrosid ile tedavi edilen gastrik lezyonlarda IL-6, IL-1B ve TNF-a
Uretimini  baskilanmis inflamasyon semptomlarini belirgin derecede azaldigi
gorulmustir. Bizim calismamizda ise 6zellikle AEE-500 mg/kg uygulanan gruplarda IL-6,
IL-1B seviyelerinin etil alkol hrubuna gére 6nemli derecede azaldigi gorilmdstir. Buna
baglh olarak tedavi gruplari ve etil alkol grubu ile karsilastirildiginda dokularda gastrik
hasardan dolayl olusan hemoroji, 6dem, inflamasyon ve epitel hicre kayiplari da
azalmalar gorilmastir. Bu sonuglar kullanilan Abelmoschus esculentus L. ekstresinin
dokularda IL-6, IL-1pB sitokinlerinin salgilanmasini 6nemli derecede engelledigini ortaya

koymaktadir.

Cinko, hticre aracili bagisiklik islevlerinde 6nemli bir role sahiptir ve ayrica bir
antioksidan ve anti-inflamatuar ajan olarak islev gorir. Cinko eksikliginin sigcan
karnindaki gastrik salgl hacmi, asit ve pepsini yavaslatarak, llserasyon olusturu ve
glandiiler Ulserasyon olusumunu 6nemli dlclide arttirdigi gosterilmistir [200]. Bir ¢inko
bilesiginin uygulandigi etil alkol kaynakli lilserde TNF-a ve IL-6 Uretimini azaltarak

gastroprotektif etkinlik gosterdigi belirtilmistir [175]. Calismamizda dokulardaki ¢inko
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elementinin etil alkol grubunda azaldigi, fakat AEE-250, 500 mg/kg tedavi gruplarinda

onemli bir sekilde arttigi gorilmektedir.

Hicrelerdeki biyo-elementlerin fonksiyonlari genellikle karmasiktir. Enzimler bir
protein yapisina sahiptir ve manganez (Mn), Zn, Cu, Fe ve Se gibi eser elementleri
icerir. iz elementler arasinda, Se birincil antioksidan enzim ailesi olarak GPx'in
vazgecilmez bir bilesenidir; Mn, Cu ve Zn ise Mn SOD ve Cu-Zn SOD'un yapisal
bilesenleri olup Fe de CAT'in bir pargasidir [192].

Bununla birlikte calismamizda, etil alkol grubunda mide dokusunda Mn, Cu ve Zn
element seviyelerinin tedavi gruplarina goére daha distik bulundu. Dahasi, AEE
uygulamasi, etil alkol grubuna kiyasla, tedavi gruplarindaki mide dokularinda Mn, Cu ve
Zn element konsantrasyonlarini arttirmistir. Ayrica, eritrosit SOD aktiviteleri etil alkol
grubunda grubunda anlamli olarak azalmistir. Bu galisma ayni zamanda Mn, Cu ve

Zn'nin artisinin eritrosit SOD aktivitesi ile iliskili oldugunu da géstermistir.

Se, normal saglik ve Ureme icin hayati 6nem tasiyan selenoproteinlere dahil edilir.
Immiin uygunluk, testosteron ve tiroit hormonu metabolizmasi icin gereklidir. Se ayrica
yapisal ve enzimatik roller oynar. Selenoenzimlerin dnemli bir pargasidir. Se'nun bilinen
en iyi biyolojik aktivitesi, selenoenzim GPx'dir. Ayrica eksikliginde eksiklik,
kardiyovaskiiler hastalik, duygudurum bozukluklari ve kansere yatkinligin yani sira

bagisiklik ve antioksidan islev tGzerinde etkiye sahiptir [201].

Calismamizda ise Se elementi AEE-500 mg/kg tedavi grubunda etil alkol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde artis gostermistir. Benzer olarak GPx enzimi de AEE
tedavi gruplarinda etil alkol grubuna gore 6nemli derecede artis gostermistir. Bu

sonuclar GPx ve Se elementi arasindaki korelayonu géstermektedir.

Fe normal fizyolojik islev icin gereklidir. Hemoglobin, miyoglobin ve CAT gibi birtakim
metaloenzimlerin bir bilesenidir. Vicutta demirin % 30'u dalak, karaciger ve kemik
iliginde ferritin ve hemosiderin gibi saklama formlarinda bulunur. Kiglk bir miktar kan
nakil proteini transferrin ile iliskilidir [202]. Yaptigimiz calismada etil alkol grubunda Fe
ve CAT seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda azaldigi gérilmustir. Fakat AEE-
500 mg/kg dozu uygulanan grup etil alkol grubu ile karsilastirildiginda Fe ve CAT

seviyelerinde artis gérilmektedir.
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Askorbik asit, retinol ve B-karoten gibi enzimatik olmayan antioksidanlar, ROS
tarafindan Uretilen oksidatif hasarin azaltilmasinda veya yok edilmesinde 6nemli bir
akut ve kronik rol oynamaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar kendiliginden bir
antioksidan etki yapar (boylece ROS'u temizlerler) ve boylece hiicresel zarlar gesitli

faktorlerle baslatilan oksidatif strese karsi korurlar [171,179,203].

Retinol, biyolojik sistemlerde de 6nemli bir antioksidan rol oynamaktadir. Mevcut
calismamizda, askorbik asit diizeylerinde gruplar arasinda anlaml bir fark bulunmadigi
ortaya cikmistir. AEE-500 mg/kg grup sicanlarinda serum B-karoten ve retinol

konsantrasyonlari, etil alkol grubundaki sicanlardan anlaml derecede yiksektir.

Bu calismada, AEE-500 ve 250 mg/kg dozlarinda muamele edilen midelerde ¢ogalan
hiicrelerin sayisi, PCNA immuinohistokimyasal analizi yoluyla etil alkol grubuna gére ¢ok
daha yliksek ¢ikmistir (Sekil 4.5). Sonug olarak, PCNA pozitif hiicrelerin sayisindaki artis,
Abelmoschus esculentus L.'nin etil alkol kaynakl gastrik tGlser modelinde iyilestirici bir

etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Abelmoschus esculentus L.nin yapilan akut toksistite ¢alismalari sonucunda farelerde
herhangi bir semptom bulunmamistir. Ayrica, bu ¢alismada Abelmoschus esculentus L.
ekstraktinin 5000 mg/kg 'a kadar LD50 degeri goézlenmemistir. Akut toksisite

¢alismasinda fareler anormal bir bulgu ve diyare gostermemistir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Calismada Abelmoschus esculentus L.’nin oksidan ve nonenzimatik antioksidanlar
Uzerindeki etkisi ve ayrica Ulser indeksi, mide doku element dizeyleri, Ulser
inhibisyonu, mukozal 6dem, kanama, inflamasyon, mukoza dokusunun epitel
erozyonu, interlékin markerlar, hiicre proliferasyonu ve apoptozu degerlendirildi. Elde

edilen verilere gore asagidaki sonuglar belirtilmistir:

e (Calisma gruplarinda Abelmoschus esculentus L. ekstrakt’'nin tim dozlarinda

belirgin bir sekilde llser lezyonlarinda azalma gorilmustir.

e Calismada tim Abelmoschus esculentus L. dozlarinda doku ve kanda MDA
dizeylerini belirgin olarak disirmus, buna orantili olarak da SOD aktivitesinin

arttig1 gorilmektedir

e GSH duzeylerinin azalmasini 6nemli olclide engelleyerek gastrik dokuda,

tedaviden sonra normal GSH diizeyleri belirlenmistir.

e Tedavi gruplarinda CAT ve GPx enzimi seviyelerinde belirgin bir artis

gorilmustir.

e Bu ¢alismadaki immunohistokimyasal analiz sonucunda TUNEL pozitif apoptotik
hiicre miktarinin 6nemli o6lclide azaldigini ve PCNA hicrelerinin tedavi

gruplarinda arttigini géstermektedir.

e Abelmoschus esculentus L. ekstresinin dokularda IL-6, IL-1B8 sitokinlerinin

salgilanmasini 6nemli derecede engelleyerek dokularda gastrik hasardan dolayi
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olusan hemoroji, 6dem, inflamasyon ve epitel hiicre kayiplari da azalmalar

gorilmustir.

e Abelmoschus esculentus L.’nin yapilan akut toksistite g¢alismalari sonucunda
farelerde herhangi bir semptom bulunmamistir ve 5000 mg/kg 'a kadar LD50

degeri gbzlenmemistir.

GUnumuzde Ulser 6nemli bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hastaligin etkileri ve
belirtileri her bireyde farkhlik gostermektedir. Tedavisi igin kullanilan ydntemler
bulunmasina ragmen tedavi bitiminde tekrar niksedebilmektedir. Bu durum
arastirmacilari  dogal kaynaklardan antililser ajani elde etme ¢alismalarina
yonlendirilmistir. Bu calismalarda bircok dogal Ulser ajani tanimlanmistir. Bizim
calismamizda Abelmoschus esculentus L.’nin mide Ulseri lzerine gastroprotektif etki

gosterdiginden bir antillser ajan olarak kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Abelmoschus esculentus L’nin  sahip oldugu zengin igerigin daha verimli
degerlendirilebilmesi igin varligindaki bilesenlerin ylksek verimde izolasyonunun,
karakterizasyonunu ve elde edilen degerli bilesenlerin stabilizasyonunun yapilmasi
onerilmektedir. Ayrica elde edilen igerigin daha verimli kullanilabilmesi igin yapisindaki

sekonder metabolitlerin ayristirilip kapstile edilmesi de 6nerilmektedir.
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