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Ozet

Sicanlarda 5-Florourasil ile indiiklenen Gastrointestinal Mukozite Karsi Alfa-

Lipoik Asidin Koruyucu Etkileri

CEYLANLI, Deniz
Doktora, Tibbi Biyokimya Bilim Dah
Aralik, 2022, 183 sayfa

Kemoterapinin neden oldugu gastrointestinal sistem mukoziti, pro-
enflamatuar sitokinlerin ve proteolitik enzimlerin saliniminin yani sira oksidan-
antioksidan dengesinin bozulmasina aracilik eder. Bu tez calismasi ile alfa-lipoik
asidin (ALA) 5-florourasil (5-FU) ile indiiklenen gastrointestinal mukozit iizerindeki
olas1 koruyucu etkisini incelemek amaglanmistir. Otuz iki Wistar Albino sigan1 dort
gruba ayrildi: Kontrol, ALA, Mukozit ve Mukozit+ALA. Deneyin sonunda
hayvanlar sakrifiye edildi. Mide, ince ve kalin bagirsak dokular1 eksize edildi, serum
elde etmek i¢in kan 6rnekleri alindi. Matriks metalloproteinaz (MMP; MMP-1, -2 ve
-8) aktiviteleri ve metalloproteinazlarin doku inhibitorii-I (TIMP-1) seviyeleri, ayrica
malondialdehit (MDA), interlokin-1 beta (IL-1B) ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-
a) konsantrasyonlar1 doku ve serum Orneklerinde tespit edildi. Glutatyon peroksidaz
(GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri de dokularda 6l¢lilmiistiir. Bu
parametrelerin yaninda sistemik inceleme i¢in de serum alblimin, total protein, BUN,
kreatinin konsantrasyonlar1 ile ALP, ALT, AST, LDH, amilaz ve lipaz aktiviteleri de
6lciildii. Calismanin bulgulari, 5-FU tarafindan indiiklenen gastrointestinal
mukozitin, sicanlardan alinan hem serum hem de doku 6rneklerinde MMP-1, MMP-
2, MMP-8 aktiviteleri ile TIMP-1 seviyesini istatistiki onemde arttirdigini (p<0,05-
0,0001), ALA tedavisinin ise artan seviyeleri 6nemli seviyede baskiladigi tespit
edildi (p<0,05-0,0001). Ayrica Mukozit grubunda IL-1f ve TNF-a diizeylerindeki
artisin (p<0,001-0,0001) ALA uygulamasi ile geri dondiigii de saptandi (p<0,05-
0,0001). Lipid peroksidasyon belirteci MDA tiim dokularda 6nemli oranda artarken
(p<0,05-0,0001), Mukozit+ALAgrubunda 6nemli 6l¢ciide MDA seviyelerinin diistiigii
belirlendi (p<0,05-0,01). Histopatolojik bulgular, ALA tedavisinin mide ve ince

bagirsaktaki doku hasarini da azalttigina isaret etti. Sonug olarak, 5-FU ile kombine



ALA tedavisinin, enflamasyonu ve oksidatif stresi hafifleterek siganlarda 5-FU ile
indiiklenen gastrointestinal mukozit {izerinde olumlu etkilere neden oldugu
gosterilmistir. Boylelikle 5-FU terapisinde ALAnin birlikte kullaniminin olabilecegi
ancak bunun i¢in daha ileri ¢alismalarin gerekliligi de ortaya ¢ikmistir. Bu noktada

calismanin 6nemli bir baglangi¢ adimi oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: 5-fluorourasil, alfa-lipoik asit, gastrointestinal mukozit,

enflamasyon, oksidatif stres
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Abstract

Protective Effects of Alpha-Lipoic Acid against 5-Fluorouracil-Induced
Gastrointestinal Mucositis in Rats

CEYLANLI, Deniz
PhD, Department of Medical Biochemistry
December, 2022, 183 pages

Gastrointestinal tract mucositis caused by chemotherapy mediates the release
of proinflammatory cytokines and proteolytic enzymes, as well as the disruption of
the oxidant-antioxidant balance. This study was designed to examine the possible
protective effect of alpha-lipoic acid (ALA) on 5-fluorouracil (5-FU)-induced
gastrointestinal mucositis. Thirty-two Wistar Albino rats were divided into four
groups: Control, ALA, Mucositis and MucositistALA. At the end of the experiment,
the animals were sacrificed. Stomach, small and large intestine tissues were excised,
and blood samples were taken to obtain serum. Matrix metalloproteinase (MMP;
MMP-1, -2 and -8) activities and tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1)
levels, as well as malondialdehyde (MDA), interleukin-1 beta (IL-1p) and tumour
necrosis factor-alpha (TNF-a) concentrations were detected in tissues and serums.
Glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) activities were also
measured in tissues. In addition to these parameters, serum albumin, total protein,
BUN, creatinine concentrations and ALP, ALT, AST, LDH, amylase and lipase
activities were also measured in the systemic examination. The results of the study
showed that gastrointestinal mucositis induced by 5-FU statistically increased MMP-
1, MMP-2, MMP-8 activities and TIMP-1 levels in both serum and tissues from rats
(p<0.05-0.001). ALA treatment was found to suppress increasing levels significantly
(p<0.05-0.0001). It was also found that the increase in IL-1p and TNF-a levels in the
mucositis group (p<0.001-0.0001) was reversed with ALA administration (p<0.05
0.0001). While the lipid peroxidation marker MDA increased significantly in all
tissues (p<0.05-0.0001), it was determined that MDA levels decreased significantly
in the Mucositis+ ALAgroup (p<0.05-0.01). Histopathological results indicated that

ALA treatment also reduced tissue damage in the stomach and small intestine. In
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conclusion, our findings show that ALA treatment combined with 5-FU has positive
effects on 5-FU-induced gastrointestinal mucositis in rats by attenuating
inflammation and oxidative stress. Thus, it has emerged that ALA can be used
together in 5-FU therapy, but further studies are needed for this. At this point, the

study is an important initial step.

Keywords: 5-fluorouracil, alpha-lipoic acid, gastrointestinal mucositis, inflammation,

oxidative stress
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BOLUM I
Giris

Bu boliimde arastirmanin problemine, amacina, dnemine, sinirliliklarina ve

ilgili tanimlara yer verilmistir.

Kanser, tiim iilkelerde en sik karsilasilan 6liim nedenlerindendir ve niifusun
uzun yagam beklentisinin 6niindeki en biiyiik engeldir (Bray vd., 2021). Pirimidin
analogu 5-florourasil (5-FU), gastrointestinal kanserlerde yaygin olarak kullanilan
kemoterapotik ajanlardan biridir. 5-FU, timidilat sentazin (TS) inhibisyonu ve
metabolitlerinin RNA ve DNA’ya entegrasyonu yoluyla antikanser etkilerini gosterir
(Chalabi-Dchar vd., 2021).

Mukozit, tiim gastrointestinal sistem (GIS) mukozasinin iilserasyon ve
enflamasyonu ile karakterizedir, ayrica enfeksiyonun eklenmesiyle hayati tehdit
olabilecek patolojik bir enflamatuar siirectir. Gastrointestinal mukozit, kanser
tedavisinin etkileri cogunlukla hizli ¢ogalan hiicrelerde goriildiigii icin kemoterapi ve
radyoterapinin sik goriilen bir komplikasyonudur. Mukozal membranlar yiiksek bir
mitotik indekse sahiptir ve bu nedenle kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerine
duyarhdirlar (Epstein vd., 2012; Fauci vd., 2008).

Alfa-lipoik asit (ALA), endojen antioksidan sistemlerin aktivasyonu ve
demir, ¢inko ve bakir gibi metal iyonlarinin selasyonu gibi antioksidan 6zelliklere
sahiptir (Packer vd., 1996). Calismalar ALA nin siiperoksit, hidroksil, peroksil
radikallerini temizleyerek antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu bildirmistir (Cai
vd., 2013). ALA nin farmakolojik etkileri oncelikle antioksidan aktivitesi ile
iligkilidir, ancak bunun yaninda kardiyovaskiiler, biligsel, yaslanma karsati,
detoksifiye edici, anti-enflamatuar, anti-kanser ve néro-koruyucu 6zellikleri de
bilinmektedir (el Barky vd., 2017).

Kanser hastalarini 5-FU’nun neden oldugu gastrointestinal mukozit yan
etkilerinden korumak i¢in tedavi protokollerine entegre edilebilecek yardimer ajanlar
da faydali olabilir. Bu nedenle, bu ¢alisma, 5-FU ile bir mukozit modelinin
indiiklendigi sicanlarda ALA kullaniminin biyolojik etkilerini belirlemeyi ve tedavi
protokollerinde kullanim i¢in potansiyel bir ajan aday1 olarak hizmet edip

edemeyecegini tartigmay1 amaglamaistir.



BOLUM 11

Kavramsal Temeller / Kuramsal Temeller ve ilgili Arastirmalar

Bu boliimde arastirma ile ilgili kavramsal agiklamalara, tanimlamalara ve
arastirma ile ilgili literatiirde gegen ve daha dnce yapilmis olan arastirmalara iligskin

bilgilere yer verilmistir.

Kanser

Kanserlesme, tiimor olusumunun kendisi i¢in bir modeldir. Ko6tii huylu bir
lezyonun biiylimesinden 6nce, normal bir hiicre soyu, saglikli bir organin mikro
cevresinde pozitif olarak segilen pro-tiimorijenik genetik mutasyonlar1 veya
epimutasyonlari edinebilir. Sonug olarak, "mutant klon" olarak da adlandirilan
mutant soyu, sonunda bir neoplazmaya ilerlemeye egilimli olan biiyiik hiicre
yamalar1 veya alanlari iiretmek icin biiyiiyebilir. Kanserli bir alan, kansere dogru

evrimsel bir yolda ilerledigi diisiiniilen bir hiicre grubudur (Braakhuis vd., 2003).

Diinyada Kanser

Kanser, giintimiizde bir¢ok iilkede 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve
insanlarin artan yagam beklentisinin 6niinde bulunan biiyiik bir engeldir. Bununla
birlikte, kanserin diger hastaliklara kiyasla artan 6nemi, kismen bir¢ok iilkede fel¢ ve
koroner kalp hastalig1 6liim oranlarindaki 6nemli diisiislerden kaynaklanmaktadir
(Bray vd., 2021). Genel olarak, kanserin prevalansi ve 6liim orani tiim diinyada
carpict bicimde artmaktadir; bu da niifus artis1 ve yaglanmanin yani sira gogu
sosyoekonomik gelisme ile baglantili olan 6nemli kanser risk etmenlerindeki
yayginlik ve dagilimindaki degisiklikleri yansitir (Gersten & Wilmoth, 2002; Omran,
2005). insani Gelisme Endeksi (HDI), kanser kiiresellesmesinin yararl bir
tahmincisidir (Bray vd., 2012) ¢iinkii, ulusal zenginligin yani sira egitim ve yasam
beklentisi de dikkate alinip degerlendirildigi zaman, iilkeler dort gelismislik
derecesine gore siiflandirilir; diisiik, orta, yliksek ve ¢ok yiiksek. Bulasici hastaliklar
ve beslenmeyle ilgili bozukluklar, diistik HDI’ya sahip iilkelerde 6nde gelen 6liim
nedenleri olmaya devam etse de 2030 yilina kadar bulasict olmayan hastaliklarin,
ozellikle kanserin bu hastaliklarin yerini almas1 bekleniyor (Wagner & Brath, 2012).
2008’deki 127 milyon tanimlanmis kanser vaka sayilarinin 2030’a kadar 222



milyona ulasmasi beklenmektedir (Bray vd., 2012). Bu da risk faktorlerinin
prevalanst ile iliskilidir. Ornegin, diisiik ve orta gelirli iilkelerde artan tiitiin igme
prevalansi, 6nlimiizdeki on yillarda kanser yiikii lizerinde 6nemli bir etkiye sahip

olacaktir (Giovino vd., 2012).

Kanserin Cinsiyetlere Gore Dagilimi

Erkeklerin yagam boyu invaziv kanser tanist alma riski (%40,1) kadinlara gore
(%38,7) biraz daha yiiksektir. Erkeklerde bu asir1 riskin nedenleri tam olarak
bilinmemektedir, ancak bunun ¢evresel maruziyetler ve endojen hormonlardaki
degisikliklerden ve bu etkiler arasindaki karmasik etkilesimden kaynaklanmasi
muhtemeldir. Son arastirmalara gore, immiinolojik islev ve yanittaki cinsiyet
farkliliklar1 potansiyel olarak bir rol oynayabilecegi isaret edilmektedir (S. L. Klein
& Flanagan, 2016). Eriskin boyu, kalitim ve ¢ocuklukta beslenme de hem erkek hem
de kadinlarda kanser insidans1 ve dliimle baglantilidir (Wirén vd., 2014). Ozellikle
cinsiyet farki yasa gore degisir 6rnegin, erkeklerin cocuklukta (dogumdan 14 yasina
kadar) kadinlardan biraz daha fazla kanser insidansi1 vardir (100.000 niifus basina
%18,2’ye karst %16,4) (Williams vd., 2019). Yetiskinlikte ise %77 oraninda 20-49
yas araliginda daha yiiksektir. Geng kadinlarda ise meme kanseri prevalansinin

artmasi nedeniyle goriilme siklig1 artmaktadir (Ward vd., 2019).

Kanserin Olusumu

Kanser, hiicresel DNA’daki bilgi hasar gordiigiinde ortaya ¢ikan ve anormal
gen ekspresyon modelleriyle sonuglanan bir hastaliktir. Sonug olarak, biiylime,
hayatta kalma ve istila/invazyon gibi normal hiicresel siirecleri kontrol eden normal
genlere oncelik verilirken, bu etkileri engelleyen ve azaltan genler engellenir
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Kanser, bir organizmanin genleri ve ¢evresi arasindaki etkilesimleri igeren
cok asamali ve ¢ok faktorlii molekiiler olaylarin bir sonucu olarak gelisir; bu siireg,
karsinogenez olarak bilinir ve bazen tiimorijenez veya onkogenez olarak da
isimlendirilir. Bu siire¢, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve hedonik homeostatik
diizensizlik ile sonuglanan siralt mutasyon(lar) ve/veya epimutasyon(lar) iceren ¢cok
asamal1 bir siirectir. Kansere neden olan mutasyonlar, hiicre metabolizmasini
degistirir ve ilerleyici bir sekilde islev goriir. Biiylime kontrollerini, sinirsiz

Omiirlerini, yakindaki hiicrelerle iletisimlerini degistirirler ve ardindan bagisiklik



sisteminden kagma yetenegi kazanirlar. Ozetle, genetik ve/veya epigenetik olarak
hasarlidirlar ancak kendi yapilarina gdre boliiniip kontrolsiizce ¢ogalabilirler (Hong,
2018; Puneet vd., 2018).

Hiicreler, ¢ok hiicreli hayvanlarda farklilasarak yaygin hiicresel ¢esitlilige yol
acsa da hiicre biliylimesini ve 6liimiinii diizenleyen temel faaliyetleri yiiriitmede ortak
ilkelerle calisirlar. Kanser hiicreleri, ¢cok hiicreli homeostaz i¢in gerekli olan hiicre i¢i
birligi kontrol eden ilke ve normlari takip etmezler. Sonug olarak, kanser hiicreleri
cevre dokulara niifuz etmek i¢cin uyum saglamaya, cogalmaya ve istilact
saldirganliklar1 ile savunma sistemiyle savagsmaya calisirlar. Hanahan ve Weinberg
adli bilim insanlar1, 2000 y1linda kanser hiicrelerinde (alt1) genellikle kanser
belirtileri olarak tespit edilen hiicresel degisikliklerin zengin karmagikligini
gorsellestirmeye calistilar. O zamandan beri, kanser biyologlar1 bu kavrama ek bir
ivme kazandird1 ve evrim gecirdi. Kanserin tanimi i¢in kullanilan on farkli yardimet
0ge vardir. Bunlar arasinda (i) proliferatif sinyalin kalic1 olarak agilmasi, (ii) biiyiime
baskilayicilardan kaginma, (iii) 6liimstizliik/apoptoza direng, (iv) siirekli replikasyon,
(v) anjiyogenez indiiksiyonu, (vi) istila ve metastaz, (vii) hiicresel metabolizmanin
diizensizligi, (viii) bagisiklik saldirisini gecersiz kilma, (ix) genomik kararsizlik ve
mutasyonlar ve (x) timorii tesvik eden iltihaplanma ve bagisiklik siralanir (Bottcher
vd., 2020; Hanahan & Weinberg, 2011; Moses vd., 2018).

Kansere tipik olarak hiicre dongiisiinii diizenleyen bir veya daha fazla
proteindeki bir kusur neden olur. Baz1 durumlarda ise kusurlu gen kalitsaldir. Bazi
durumlarda, ¢evresel kanserojenlere kars1 yanit olarak mutasyonlar meydana gelir.
Tim bu bilgileri 6zetlemek gerekirse hem kalitsal hem de ¢evresel faktorler bir arada
bulunur ve kanser mutasyonlarin birikmesini gerektirir (Iranzo vd., 2018; Zhu vd.,
2015). Hiicrenin DNA’s1 oksidatif stres veya ultraviyole radyasyon gibi ¢evresel
faktorler tarafindan hasar gordiiglinde, onarim mekanizmalar1 devreye girer ve hasari
onarmaya ¢aligir. Onarim mekanizmalari hasar1 yeterince onaramiyorsa hiicre 6lim
sinyalleri etkinlestirilir. Bununla birlikte, bu onarim mekanizmalarinda olusabilecek
bir hata durumunda mutasyona ugramis hiicreler cogalabilir ve sonunda mutasyonlar
biriktik¢e kanserli bir tiimor olusturabilir (Goldar vd., 2015; Torgovnick &
Schumacher, 2015). Kanser hiicrelerinin en énemli ve giiclii 6zelliklerinden biri
hiicre 6ltim sinyallerinin etkilerine kars1 direng gostermeleridir. Apoptoz, otofajik
hiicre 6liimii ve nekroz programlanmis hiicre 6liimiiniin {i¢ ana tipidir. Kanser

hiicresinin kaderini belirlemek i¢in birlikte calisabilirler (Jain vd., 2013).



Apoptoz kanser tedavisinde dnemlidir, ancak onceki arastirmalar kanser
hiicrelerinde apoptozun nasil indiiklenecegine odaklanmistir. Onkogenler ve tiimor
baskilayict genler, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan iki tip gen
grubudur. Onkogenler, tiimor olusumunu destekleyen proteinleri kodlayan genlerdir.
Tiimor baskilayict genler ise tiimor biiyiimesini engeller. Tiimor protein p53 (p53),
hiicre dongiisii kontrolii ve apoptoz indiiksiyonunda yer alan bir tiimdr baskilayici
gendir. En 6nemli onkogenler K-RAS (Kirsten rat sarcoma viriis), B-RAF (B-Raf
proto-onkogen) ve c-MY C’dir (MY C proto-onkogen) (Croce, 2008; Zhao vd., 2012).

Hiicre Dongiileri

Tiim yasam formlarinin anatomik ve fizyolojik birimi hiicre olarak
tanimlanir. Hiicre, ¢ok hiicreli organizmalar i¢in biyolojik toplulugun birimidir.
Hiicreler, fonksiyonel organizasyon, metabolizma, homeostaz, biiylime ve gelisme,
tireme, genetik bilgi aktarimi, ¢evresel degisikliklere tepki ve evrim yoluyla
adaptasyon dahil olmak iizere canli organizmalarin tiim 6zelliklerini yerine getirir.
Hiicre dongiisii, hiicre dogumu, biliyiimesi ve gelismesi ve lireme sirasinda meydana
gelen tiim aktiviteleri kapsar. Interfaz (G1, S ve G2) evrelerinin yani sira hiicre
boliinmesi/mitotik (profaz, metafaz, anafaz ve telofaz) evrelerinden olusur. Hiicre
dongiisiiniin nihai hedefi, DNA replikasyonunda kat1 kesinlik ve sonraki nesil
hiicrelerde genetik materyalin simetrik boliinmesidir. Stireg, DNA replikasyonu
(interfazin S fazinda), kromatin yogunlagmasi, anafaz kromozomal yiikselis i¢in ig
olusumu, niikleer membran bozulmas1 ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ile
sonuglanan molekiiler ve yapisal aktiviteleri kapsar. Hiicre dongiisiiniin ideal
cercevesine gore meydana gelen molekiiler ve yapisal olaylarin uygunlugunu,
uyumunu ve itaatini kontrol etmek icin hiicre dongiisii siireci boyunca diizenleyici
kontrol noktalart mevcuttur. Kontrol noktalarinda tespit edilen kusurlar, bir onarim
mekanizmasi (DNA onarimi), hiicre tutuklama (yaslanma) yollari, nekroptoz ve
apoptoz dahil olmak tizere ¢esitli alternatif kaderlere yol agan mekanizmalari
harekete gecirir. Tek hiicreli canlilarda ¢cogalan bir hiicre bu mekanizmalardan
herhangi birini etkinlestiremediginde lireme yetenegi azalir, cok hiicreli
organizmalarda ise kontrolsiiz hiicre gelisimi kansere neden olabilir. Hiicre dongiist,
iki temel tip kontrol mekanizmasi tarafindan yonetilir. Birincisi hiicre disidir ve

kontrol noktalar1 tarafindan kontrol edilen sinyal yollarini ve hiicre ig¢i siirecleri igerir



(Barnum & O’Connell, 2014; Elledge, 1996; Kastan & Bartek, 2004; Lukas vd.,
2004).

Bu noktaya kadar, kanseri tesvik eden genler {izerine yapilan ¢ok sayida
calismada 55°1 onkogen ve 70’1 tiimor baskilayici gen olarak siiflandirilan yaklagik
125 gen tanimlamigtir. Ortalama 3-6 mutasyon sayisinin yaygin yetiskin
tiimorlerinde tiimor olusumunu tesvik ettigi diisiiniilse de gen aktivitesini degistirdigi
tahmin edilen es anlaml1 olmayan mutasyonlarin toplam sayisi, ¢ogu kat1 timdérde 40
ila 100 arasindadir (Vogelstein vd., 2013).

Sonug olarak, tiimor progresyonu ve dallanmig klonal evrim sirasinda
toplanan ¢ok sayida “yolcu” mutasyon arasinda kanseri tesvik eden mutasyonlarla
ilgili ¢ok az bilgi, bir tiimoriin genetik temelini karmasiklastirmaktadir (Vogelstein
vd., 2013). Bununla birlikte, kanser gelisiminde “epigenetik siire¢lerin” veya
cekirdek DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin degisen gen ekspresyonunun
Onemi ortaya ¢ikmistir. Normal mense hiicreleri ile karsilastirildiginda, neoplastik
hiicreler artmis veya azalmis DNA metilasyonundan degisen histon modifikasyon
modellerine kadar 6nemli epigenetik anormallikler sergilerler (Jones & Baylin, 2002;
Jones & Laird, 1999). Epigenetik degisiklikler, karsinogenezin erken evrelerinde
malignite Oncesi hiicrelerin malign hiicrelere ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Kolon,
akciger ve prostat gibi timdrlerdeki birincil genetik degisiklikler, tiimor biiylimesine,
ilerlemesine ve nihayetinde maligniteye katkida bulunur. Daha 6nce belirtilen
konuya uygun olarak, temel epigenetik degisiklikler bu klonlarin daha hizli
ilerlemesine neden olur (Baylin & Ohm, 2006).

Gastrointestinal Sistem

Agiz ile baglay1p aniis ile son bulan gastrointestinal sistem viicuda alinan besinlerin
sindirilmesi, absorbe edilmesi ve atik maddelerin disar1 atilmasi gibi son derece
onemli gorevleri Ustlenir. Bu sistemi pankreas ve karaciger de desteklemektedir.
Dolayisi ile bu sistemin bilesenlerinden bir veya birkacinin hasar gérmesi durumu

canli saglig1 acisindan son derece dnemlidir.

Gastrointestinal Sindirimin Baslamasi
Gida sindirimi agizda ¢igneme ve salyanin tamamlayici oral mekanizmalar
olarak hizmet etmesiyle baslar ve midede devam eder (Hiiemae, 2004). Mideyi

yliksek asidik igeriginden korumak ve igeriginin sindirimi desteklemek icin yeterli



enzimatik aktiviteye sahip olmasini saglamak i¢in mukus ve sindirim enzimleri
kontrollii bir sekilde salinirken, optimal sindirim i¢in yiyecekler midede yaklasik bir

saat kalmalidir (Schubert & Peura, 2008).

Sekil 1.

Insanlarda Midenin Sinirlart ve Bolgeleri (Tarhan, 2023)
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Proksimal mide (fundus ve gévde) dncelikle sindirilmemis materyal i¢in bir
depolama gorevi goriirken, distal mide (antrum) kat1 gidalar 6giitiicti, karistirict ve
elek olarak islev goriir. Antrum, itme hareketleriyle katilarin mideden bosaltilmasi
i¢in bir pompa gorevi gorerek kiigiik parcaciklarin pilorik sfinkterden duodenuma

akmasina izin verir (Kong & Singh, 2008).

Ince ve Kalin Bagirsaklar

Bagirsak, yapisal ve islevsel olarak farklilik gdsteren ince bagirsak ve kalin
bagirsak olmak iizere iki boliime ayrilir. Ince bagirsak, 6ncelikle gida sindirimi ve
emiliminden sorumludur, oysa kalin bagirsak, nihai su emilimine ve atik bertarafina
da yardimci olur. Diger sinyal yollarinin yan1 sira, Wnt ve Notch, bagirsagin kok
hiicre stabilitesine yardimci olan iyi tanimlanmis epitel hiyerarsisini diizenler. Bu

yollar reseptorler, ligandlar ve transkripsiyonel kontrol gerektirdiginden, ince ve



kalin bagirsak arasinda goriilen farkliliklarin i¢gsel mi yoksa digsal mekanizmalarin
m1 sonucu oldugu agik degildir (Fre vd., 2005; Pinto & Clevers, 2005).

Ince bagirsak, gerekli besinleri emme ile toksik maddelerin girmesini énleme
ve antijenlere oral tolerans olusturma arasinda kesin bir denge kurmalidir. Kalin
bagirsagin 1,5 metresinin aksine, kabaca 6 m uzunlugunda olan gastrointestinal
sistemin en uzun kismudir. Ince bagirsak, liimene uzanan parmak benzeri ¢ikintilar
olan villuslar ve her ikisi de sindirim agisindan aktif epitelin alanin1 artiran kriptalar
ile ayirt edilir. Ayrica, mikrovilli bu epitel hiicrelerinin yiizeyini kaplayarak sindirim

icin uygun alani ve antijen maruziyetini arttirir (Mowat & Agace, 2014).

Sekil 2.

Ince Bagirsak (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2022)
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Hem ince hem de kalin bagirsaklar karsilastirilabilir savunma sistemlerine
sahiptir. Ince bagirsak, paneth hiicreleri (antimikrobiyal kimyasallar iireten) ile
karakterize edilirken, mukus iireten hiicrelerin sayis1 bagirsakta giderek artar.
Bagirsakla iliskili lenfoid doku, yapisal yapilar (ince bagirsakta makroskopik peyer
yamalar1 ve kalin bagirsakta mikroskobik kolonik yamalar) ve bazal membranin
iistiinde ve altinda yaygin olarak tahsis edilmis bagisiklik hiicreleri seklinde bagirsak
boyunca bulunur. Cesitli luminal materyale maruz kaldiklar1 i¢in, proksimal ve distal
segmentlerde mukozal immiinositlerin orani ve tipi farklidir. Viicutta en fazla mikrop

icerdiginden, ince bagirsak temel olarak diyet bilesenlerine kars1 tolerojenik tepkiler



tiretirken, distal boliimler ¢ogunlukla liimen mikroorganizmalarina kars1 bagigiklik

olusturur (Mowat & Agace, 2014).

Sekil 3.
Kalin Bagirsak Anatomisi (Tarhan, 2023)
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Bagirsak Epitel Gegirgenliginin Diizenlenmesi

Bagirsak epitel hiicreleri, hiicreden hiicreye yapisma proteinleri ile baglanan
hiicre zarlar ile polarize bir tek tabaka olusturur. Kii¢iik molekiiller (600 Da),
hiicreler aras1 bosluklar (paraseliiler yol) arasinda epitel boyunca tasinirken,
makromolekiiller, epitel hiicreleri tarafindan, klatrin aracili endositoz, fagositoz,
caveolar igeren se¢ici olmayan veya reseptor aracili tasima (trans seliiler yol) yoluyla
taginir (Camilleri vd., 2012).

I¢ (immiinolojik, nérolojik ve endokrin sistemler araciligiyla) ve dis (ilaglar,
diyet, enfeksiyonlar ve mikrobiyota) degiskenler epitelyal astar sikiligini etkiler.
Hiicreden hiicreye etkilesim ve sitokin sinyallesmesi yoluyla, epitel hiicreleri siirekli
olarak mukozal bagisiklik sistemi ile iletisim halindedir. Bu iletisim, oral toleransin
gelisimi, bagirsak iltithabinin olusumu ve homeostazda epitelyal proliferasyonun ve

hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi i¢in gereklidir (Wittkopf vd., 2014). Immiin hiicreler
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arasinda yer alan mast hiicreleri, histamin, triptaz, kimaz ve prostaglandinler gibi
biyoaktif aracilar1 serbest birakarak bagirsak bariyerinin diizenlenmesinde dnemli bir
rol oynar (Wouters vd., 2016).

Bu kimyasallar sik1 baglanti proteinlerini etkiler, epitelyal salgi yanitlarini
tetikler ve peristalsizi artirir. Esas olarak lenfositler ve makrofajlar (interlokin (IL)-4,
IL-12, timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interferon-gamma (IFN- v)) tarafindan
iretilen diger ¢oziiniir maddeler epitelyal gegirgenligi desteklerken, diger sitokinler
(IL-10) ve doniistiiriicii bliytime faktorii-beta (TGF-) sik1 baglanti proteinlerinin
bozulmasina karst korur (Piche, 2014). Farkli ndrotransmitterler ve néropeptidler ya
diiz kas ve enterositler iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir ya da immiinolojik
tepkileri aktive ederek dolayli bir etkiye sahiptirler. Stres, 6ncelikle bariyer

gecirgenligini artirarak bagirsak lizerinde bir etkiye sahiptir (Geeraerts vd., 2009).

Kemoterapi

Kimyasal kanser tedavisi birkag yiizy1l 6ncesine dayansa da kanser i¢in
kemoterapinin ilk basaril1 ve kayitl sistemik kullanimi 1940’lardan itibaren miimkiin
olmaya baslad. Ik etkili tedavi yaklasimi, savas zamani deneyimlerine dayanarak,
nitrojen hardalinin lenfatik sistem iizerindeki zararl etkileriyle lenfoma hastalarin
tedavi etmek i¢in kullanildi. Tiimdr, baglangigta olumlu bir tedavi sonucu olarak
kayda deger bir antitiimor etkiden sonra hizla geri donse de bu deneyim, malign
tiimorler i¢in kemoterapinin baglamasina ve gelecek yillar i¢in 6nemli bir isaret gibi
goriintiyordu (Gilman, 1963). Giiniimiizde kemoterapi, belirli ilaglar kalic1 olarak
kullanarak kanseri iyilestirmenin veya azaltmanin birincil yoludur (Gibson & Keefe,

2006).

Kemoterapotik bir ilag¢ olarak 5-Florourasil (5-FU)

5-Florourasil (5-FU), yaygin olarak kullanilan bir antikanser ilacidur. ilk
olarak 1957 yilinda kullanilmis olup kolon kanseri tedavisinde 6nemli rol oynamaistir.
Bunun yaninda, meme ve bag-boyun kanseri gibi diger kanser tiplerinde
kullanilmaktadir (Grem, 2000). 5-FU, DNA ve RNA’nin pirimidin baz molekiillerine
benzer bir yapiya sahip heterosiklik aromatik bir organik bilesiktir; 5-FU hidrojen
yerine C-5 konumunda bir flor atomu olan bir urasil analogudur (Rutman vd., 1954).
Saf 5-FU molekiiliiniin asimetrik {initede dort molekiil ile kristallestigi ve molekiiliin

tek kristal yapiya sahip oldugu ve molekiiliin hidrojen bagli tabaka yapisini
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benimsedigi daha onceki literatiirden anlasilmaktadir (Hulme & Tocher, 2006).
Tahminlere gore yilda yaklagik 2 milyon hasta 5-FU ile tedavi edilmektedir (Nies
vd., 2015).

Sekil 4.
5-FU Molekiil Yapis: (Sulekova et al., 2019)
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5-FU’nun Etki Mekanizmasi ve Yan Etkileri. 5-FU’nun sitotoksik
mekanizmasi, timidilat sentazin (TS) inhibisyonu ve metabolitlerinin RNA ve
DNA’ya dahil edilmesi yoluyla apoptozun indiiklenmesi olarak agiklanabilir
(Longley vd., 2003). Ancak 6nemli bir de yan etkisi bulunmaktadir. Bu, 5-FU ile
indiiklenen bagirsak mukozitidir ve genel olarak kemoterapinin en sik goriilen yan
etkileri arasindadir. Aslinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi de dahil olmak
tizere 5-FU kaynakl1 oksidatif stres (Ribeiro vd., 2016) ve iliskili enflamasyon
mukozit i¢in risk faktorleridir (Circu & Aw, 2011). 5-FU, bir anti-metabolit
antikanser ilacidir ve DNA/RNA sentezinin inhibisyonu, apoptoz indiiksiyonunda
anahtar faktor olarak kabul edilir. Son zamanlarda 5-FU ile indiiklenen ROS
liretiminin apoptoza yol agtig1 bildirilmistir (Yasuda vd., 2012). ROS, sitozolde
glikoliz, mitokondride sitrik asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyon gibi oksidatif
siiregler sirasinda iiretilir. Ozellikle mitokondriyal redoks reaksiyonlari, timdr
hiicreleri de dahil olmak iizere cogu hiicrede ROS’un ana kaynagidir (Xue vd.,
2020). ROS viicutta kii¢iik miktarlarda iiretilir ve hiicre regiilasyonu, homeostatik
bakim ve sinyal iletimi, gen ekspresyonu ve reseptor aktivasyonu gibi fonksiyonlarda
yer alir (Kumar vd., 2015). Bununla birlikte, asirt ROS iiretimi, enerji metabolizmasi
kaybi, hiicre sinyallemesinin bozulmasi, gen mutasyonlari, timorijenez, bagisiklik
aktivasyonu ve iltihaplanma gibi hiicre islev bozukluguna neden olur (Kirtonia vd.,

2020; Rani vd., 2016).



12

5-FU ile kemoterapinin en yaygin yan etkileri ishal, bulanti, oral ve bagirsak
mukoziti, kusma, agiz iilseri, istahsizlik, 1518a duyarlilik, metalik tat, nétropeni ve
trombositopenidir (Tanaka vd., 2005). 5-FU, mukozanin gastrointestinal
enflamasyonu ve sonugta ortaya ¢ikan iilserler dahil olmak tizere yliksek ¢ogalma
hiicrelerini hedefler (Cool vd., 2005). Bagirsak mukoziti, genellikle kemoterapi
hastalarinin %20-40’1nda meydana gelen, villus uzunlugunda bir azalma ve
bozulmus kript hiicre homeostaziyla karakterizedir (Gibson & Keefe, 2006).

Bagirsak mukoziti kemoterapi siirecinde ilag dozunu siirlar ve hastanin
beslenmesini etkileyebilir (Hamouda vd., 2017). Bagirsak mukoza hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesi ve bagirsak mukozasinin dejenerasyonu, ek maliyetlere yol
acgabilen ve hastalarin dozunu ve tedavisini azaltabilen, artan morbidite ve mortalite
ile sonu¢lanan ciddi sonuclara yol acar (Prisciandaro vd., 2011). Su anda, 5-FU’nun
neden oldugu bagirsak mukozitini iyilestirmek i¢in diyare onleyici ilaglar,
antibiyotikler ve mukozal koruyucular disinda tatmin edici ve etkili bir tedavi
stratejisi bulunmamaktadir (Hamouda vd., 2017). Bagirsak mukoziti, kemoterapotik
rejimi durdurmanin, dozlama programini degistirmenin ve boylece kanser
hastalarinda daha yiiksek mortaliteye katkida bulunmanin bir gostergesidir (Naidu
vd., 2004).

5-Florourasilin (5-FU) antikanser aktivitesini arttirmak icin arastirilan ¢esitli
stratejiler bulunmaktadir. Lokovorin, 5,10-metilen tetrahidrofolatin hiicre i¢i
havuzunu arttirir, bdylece florodeoksitiridin monofosfat (FAUMP) tarafindan
timidilat sentaz (TS) inhibisyonunu arttirir. Enilurasil ve urasil, 5-FU’ nun
dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) aracili bozulmasini inhibe eder. Metotreksatin
(MTX) fosforibozil pirofosfat (PRPP) diizeylerini artirarak 5-FU aktivasyonunu
arttirdig: diisiiniilmektedir. Interferonlarin (IFN’lerin) timidin fosforilaz (TP)
aktivitesini arttirdig1, 5-FU tedavisinin neden oldugu akut TS indiiksiyonunu ortadan
kaldirdig1 ve 5-FU aracili DNA hasarini arttirdig: bildirilmistir. Kapesitabin,
karboksilesteraz ve sitidin deaminazin ardisik etkisiyle karacigerde 5'-deoksi 5-
fluorouridine (5'DFUR) doniistiiriilen bir 5-FU 6n ilagtir. 5’DFUR, TP tarafindan 5
FU’ya dontstiiriiliir (Sekil 5) (Longley vd., 2003).
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Sekil 5.

5-Florourasil Aktivitesinin Modiilasyonu (Longley et al., 2003).
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Florlu bir pirimidin analogu olan 5-FU, kemoterapotik etkisini DNA
sentezinin inhibisyonu yoluyla gosterir. Bununla birlikte, bagirsak epitelini bozarak
ve hizla ¢ogalan bagirsak mukozal hiicrelerine kars1 ayrim gézetmeyen etkisi ile
bagirsak mukozitini indiikleyebilir (Soares vd., 2008; Wright vd., 2009). 5-FU ile
indiiklenen bagirsak mukozitinin tam patogenezi tam olarak anlagilmasa da ana
asamalar 1yi karakterize edilmistir. Baslangicta, epitel astarinda minimum bozulma
ile ROS {iretimi ile karakterize edilen, DNA zinciri kirilmas1 meydana geldiginde
enflamatuar bir faz vardir. ikinci asama, asir1 bir pro-enflamatuar sitokin patlamasi
(IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y) ve bir transkripsiyon faktoriiniin (NF-kB)
aktivasyonunu igerir. Bu, hiicre proliferasyonunun sona erdigi ve hiicre 6liimiiniin
basladigi, hiicre nekrozu ve iilserasyondan olusan iilseratif bir faza ilerleyen epitelyal
faza, ardindan hasarli epitel astarinin onarimini igeren bir iyilesme fazina yol acar
(Basile vd., 2019; Blijlevens vd., 2000). Bu siire¢, mukozal hiicreleri agir bir sekilde

rahatsiz eder ve apoptozu kolaylastirarak ve oksidatif ve pro-enflamatuar
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molekiillerin hiicresel ytikiinii artirarak bagirsak villi-kript atrofisine ve hasara neden
olur (Atiq vd., 2019).

Timidilat sentaz (TS), metil verici olarak 5,10-metilen tetrahidrofolat
(CH2THF) kullanarak deoksiiiridin monofosfatin (dUMP) deoksitimidin monofosfata
(dTMP) doniistimiinii katalize eder. 5-florourasil (5-FU) aktif metaboliti
florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP), TS nin niikleotit baglama bdlgesine baglanir
ve TS ve CH,THEF ile kararli bir ti¢lii kompleks olusturarak dUMP’nin niikleotid
baglama bolgesine erisimini bloke eder ve dTMP sentezini inhibe eder. Bu, her ikisi
de DNA hasarina neden olan deoksiniikleotit (ANTP) havuzu dengesizliklerine ve
artan deoksitiridin trifosfat (dUTP) seviyelerine neden olur. dUTP’nin neden oldugu
DNA hasarinin boyutu, pirofosfataz dUTPaz ve urasil-DNA glikosilaz (UDG)
seviyelerine baglidir. dTMP, timidin kinazin (TK) etkisiyle timidin’den kurtarilabilir
(Sekil 6).

Sekil 6.
5-FU ile Timidilat Sentaz Inhibisyonunun Mekanizmasi Longley vd., 2003).
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Diger antikanser ilag tiirleri ile karsilastirildiginda, sitotoksik antikanser
ilaclar1, esas olarak sistemik biyolojik dagilimlarinin, 6zgiilliik eksikliginden
kaynaklanan ve ardindan ilacin hem saglikli hem de hedef hiicrelere saldirmasi
tarafindan tetiklenen yan etkilerden kaynaklanan problemlere neden olur. Bununla
birlikte ilaglar tarafindan sergilenen bu istenmeyen 6zellikler su sekilde 6zetlenebilir:
1) bir¢ok ilacin hidrofobik karakteri, sulu ortamlarda ¢okelmelerini tesvik eder; ii)

hedef dokular icin zayif segicilige sahiptirler; iii) hassas hedef olmayan dokularda
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ciddi yan etkilerle birlikte genis bir viicut hacminde biyolojik olarak dagilirlar; iv)
kazayla ekstravazasyonlar1 saglikli dokulara zarar verebilir; v) molekiiler ilaglar hizla
temizlenir; vi) in vivo degradasyonlari, yiiksek doz uygulamasinin gerekliligini ima
eder; ve son olarak, vii) ilag direncini indiikleme duyarliliklar1 (Duran vd., 2008;
Wong vd., 2007).

Oral mukoza kemoterapoétik ilaglara maruz kaldiginda, esas olarak oksidatif
stresin olusmasi nedeniyle DNA hasar1 ve hiicre 6liimii meydana gelir (Sekil 7).
Cesitli ¢aligmalar, serbest radikaller tarafindan iiretilen OS’yi1 sinirlayabilen ilaglarin
oral mukozal tilserleri azaltabilecegini ve hatta 6nleyebilecegini gostermektedir. Bu
maddeler antioksidanlar olarak bilinir ve ROS’larin olusumunu engelleyerek veya
viicuttan atarak nétralize ederek ¢alisirlar. Islevleri, saglikli doku hiicrelerini serbest
radikallerin oksidatif etkisinden korumaktir. Bagirsak bazal kok hiicrelerine
dogrudan yikima ek olarak, 5-FU ile indiiklenen bagirsak mukoziti, ROS olusumu,
immiin hiicre infiltrasyonu ve pro-enflamatuar sitokin agir1 tiretimi gibi bir dizi
karmasik biyolojik olaydan kaynaklanir (Al-Dasooqi vd., 2013; Sonis, 2010a, 2011;
Sonis & Villa, 2018; Villa & Sonis, 2016; Yuan & Sonis, 2014).

5-FU’nun Kullanimi. Gastrointestinal sistem, bas-boyun ve diger anatomik
bolgeler dahil olmak tizere ¢ok sayida kati1 tiimdriin tedavisinde siklikla kullanilir. 5-
FU tedavisi, gastrointestinal mukozit dahil olmak iizere ¢ok cesitli yan etkilerle
neden olur ve oral mukozit olusumu ile en biiyiik baglantisi olan kemoterapotik
ilaglardan biridir (Al-Dasooqi vd., 2013; Cuba vd., 2020; Focaccetti vd., 2015; Lalla
vd., 2014; Rtibi vd., 2017).

Essiz yapisi nedeniyle 5-FU, niikleozit metabolizmasina miidahale eder ve
daha sonra RNA ve DNA’ya dahil edilir ve boylelikle sitotoksiteye neden olur ve
hiicre 6liimii ile sonuglanir (Noordhuis vd., 2004; Thomas & Zalcberg, 1998). 5-FU
anti-metabolit ilacinin sitotoksik etkileri i¢in, timidilat sentazin inhibisyonu, DNA’ya
dahil edilmesi ve son olarak apoptozun aktivasyonu dahil olmak iizere ¢esitli

mekanizmalar onerilmistir (Wyatt & Wilson, 2009).
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Sekil 7.

5-Florourasil (5-FU) Molekiiler Mekanizmalari

(DHFU, dihidroflorourasil; DPD, dihidropirimidin dehidrojenaz; dTMP,
deoksitimidin monofosfat; dUMP, deoksiiiridin monofosfat;, FdAUMP,
florodeoksiiiridin monofosfat; FAUTP, florodeoksiiiridin trifosfat; FUTP, floroiiridin
trifosfat; metalloproteinazitimididen FUTP, floroiiridin trifosfat) (Ceilley, 2012)
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Mukozit

Mukozit, mukozanin epitel hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapinin neden
oldugu toksisite ve hiicre proliferasyonu ve 6liim arasindaki dengeyi bozan, daha
ince bir enflamasyonlu epitel ve iilserlerin varligina neden olan miyelosupresyon ile

iliskilidir. Bu, oral mukozanin koruyucu islevselligini bozarak hastada ac1 ve
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rahatsizliga neden olur ve nihai olarak da hastanin hayat kalitesini ve sagkalimin1
olumsuz etkiler (Vanhoecke vd., 2015).

5-FU, siklikla bagirsak mukozitine neden olmasina ragmen, kolorektal,
pankreas ve meme tiimorleri dahil olmak tizere ¢esitli maligniteleri tedavi etmek i¢in
kullanilir. 5-FU’nun tipik bir toksik yan etkisi, villus uzunlugunda bir azalma ve
kript hiicre homeostazinin bozulmast ile isaretlenen bagirsak mukozitidir (T. Zhang
vd., 2017). Bu olumsuz etki, siddetli diyare, emilim bozuklugu, morfolojik mukozal
hasar ve ciddi enfeksiyona neden olarak 5-FU’nun kemoterapi olarak giivenligini ve
klinik uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Ger¢ekten de ¢gogunlukla apoptozdaki artis
ve proliferasyondaki azalma nedeniyle, kemoterapiyi takiben ince bagirsakta villus
kiiltlesmesi ve hasarli kriptler siklikla gozlenir (H. L. Li vd., 2017). Bagirsak
hasarina yanit olarak, enflamasyonun inhibisyonu ve mukozanin etkili iyilesme
kapasiteleri, homeostazi siirdiirmek i¢in gereklidir. Hem hayvan modellerinde hem
de klinik deneylerde, mukozal onarim kapasitesi arttiginda bagirsak mukozitinin
siddetini azalttig1 tespit edilmistir (de Koning vd., 2006; Logan, Gibson, vd., 2007).

Bagirsak epiteli, en biiyiik ve en temel bariyeri olusturan tek hiicreli bir
tabakadir, epitel astar boyunca besin emilimine yardimci olurken ayni zamanda dig
cevreye karsi fiziksel bir bariyer gorevi goriir (Groschwitz & Hogan, 2009). Liiminal
igerikle temas halinde yiizey alanin1 6nemli 6l¢iide artiran parmak benzeri ¢ikintilar
olan villuslar, ince bagirsak boyunca emilimi artirir (Bowen vd., 2006). Bagirsak
bariyeri, liimen iceriginin hiicre i¢inden segici gegisine izin veren, yan sinirlardaki
sik1 baglantilarla birbirine baglanan epitel hiicreleri tarafindan korunur (Bowen vd.,
2006). Kriptler, bagirsak boyunca epitel biitiinliigiinii korumak i¢in gerekli olan
proliferatif birimleri iceren villus tabanindaki sise benzeri yapilardir (Bowen vd.,
2006). Ek olarak, bagirsak kisalmasi hem deneysel kolit modelinde hem de klinik
kolit modelinde gosterilen bir durumdur ve kemoterapiye bagli mukozit bagirsak
hasarmi veya enflamasyonunu gosterir (Cool vd., 2005). 5-FU ile indiiklenen
mukozitin bagirsak yapisi lizerindeki etkisi siklikla azalmig kript uzunlugu, villus
kiiltlesmesi ve flizyon, enterosit hiperplazisi ve artmis apoptoz ile karakterize edilir
(Cinausero vd., 2017).

5-FU verilmek suretiyle sicanlarda gastrointestinal sistem mukoziti
indiiklenebilir ve bu da hastalarda karin agrisi, siskinlik, diyare, hematokezya veya
gastrointestinal sistem enfeksiyonu gibi olumsuz etkilere neden olabilir. Apoptoz,

hipoproliferasyon ve enflamasyon mukozal hasara katkida bulunur (Logan, vd.,
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2007). Mukozit insidansi, terapdtik faktorlerin protokollerine gore degisir. Sonug
olarak kemoterapi ile radyoterapiyi iligskilendiren hastalarda goriilme sikliginin daha
yliksek oldugu bildirilmektedir. Ayrica bas ve boyun tiimorii i¢in antikanser tedavisi
goren kisilerde %100°e varan yiiksek bir yilizdeye ulasir (Villa & Sonis, 2015).

5-FU, temel biyokimyasal siire¢lere miidahale edebilen bir anti-metabolit
anti-kanser ilacidir. Genellikle hiicre biiylimesinin S fazinda hiicre 6liimiine neden
olur. Birincil etki mekanizmasi, dTTP havuzunun tiilkenmesi ve ardindan DNA
sentezi ile sonug¢lanan timidilat sentaz inhibisyonudur (Yin vd., 2018).

Kanser tedavisi sirasinda, mukoziti olan hastalar, enflamasyonu olmayanlara
gore iki kat daha fazla bakteri ve mantar enfeksiyonu gosterebilir, bu da sepsisten
Oliim riskini biiytik 6l¢lide artirir. Bu nedenle, iyi bir kanser prognozu i¢in mukozitin
Onlenmesi esastir. Mukozitin mevcut klinik yonetimi biiyiik 6l¢iide agr kesici,
beslenme ayarlamasi ve toksisitenin siddetini 6nlemek veya azaltmak ve iliskili
semptomlar1 en aza indirmek i¢in iyi ag1z hijyeni saglamak gibi palyatif 6nlemlere

odaklanmistir (Sonis, 2004, 2007, 2010).

Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), anormal ekspresyonlar1 patolojik
doku yeniden sekillenmesi, artrit, kanser ve iltihaplanma dahil olmak {izere birgcok
bozukluga katkida bulunan en az 23 farkli Zn?" igeren endopeptidazdan olusan bir
ailedir (Page-McCaw vd., 2007). MMP’ler, transkripsiyonel, translasyonel ve post-
translasyonel seviyelerde ve ayrica doku inhibitorleri (TIMP’ler) ve dolasimdaki akut
faz reaktanlar (a2-makroglobulin, fibrinojen) ile etkilesimler tarafindan diizenlenir;
bunlar, artmis veya azalmig MMP aktivitesi durumlarini tanimlar (Cook vd., 2019;
Page-McCaw vd., 2007).

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), metzinksin (metzincin) siiper ailesine
ait ¢cinko bagimli endopeptidazlardir ve fibronektin, laminin, kollajenler, elastin ve
bazal membran glikoproteinleri gibi hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenlerinin
parcalanmasi ve yeniden modellenmesinde yer alirlar. MMP’ler, yara iyilesmesi,
anjiyogenez, embriyonik gelisim, sinaptik plastisite, hiicre polaritesi, hiicre gocii ve
proliferasyon gibi fizyolojik siireclerde énemli roller oynar. Ozellikle, MMP’lerin
anjiyogenez, tiimor invazyonu ve metastaz mekanizmalarindaki rolii kapsamli bir
sekilde incelenmistir. MMP’lerin tiimorler tarafindan ekspresyonu, kanser metastazi

ile yakindan iliskilidir (A. Das vd., 2017; Kleiner & Stetler-Stevenson, 1999). Kanser
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aragtirmacilari, molekiiler biyoloji ¢aligmalarina dayanarak, MMP inhibitérlerinin
invaziv kansere karsi etkili olacagini dne siirmiigler ve bu nedenle ¢esitli ilag
adaylarini kullanarak birgok klinik ¢alisma yiiriitmiislerdir (N. Das vd., 2020;
Malemud, 2019).

Omurgalilarda tanimlanan 23’ten fazla MMP vardir. Bunlar substratlarina ve
yapisal farkliliklarina gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, elastazlar ve
membran tipi MMP’ler (MT-MMP’ler) olarak siniflandirilmistir. Cogu MMP’nin
birden ¢ok alani vardir: bir 6n alan, sinyal peptidi, bir katalitik alan ve bir C-terminal
hemopeksin benzeri (HPX) alan. Bununla birlikte, birkag MMP’nin bagka yapisal
ozellikleri de vardir. Ornegin jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9), katalitik alanda
jelatin ve kollajene baglanmaya izin veren ¢inko baglayici motiften 6nce bir
fibronektin tip II motifi igerir. Matrilysin (MMP-7 ve MMP-26) ve MMP-23"{in bir
HPX alan1 yoktur. MMP-23, bir sistein dizisi, bir Ig benzeri alan ve 6n alanin yerini
alan bir transmembran alan ile bir sinyal ¢apasi gibi spesifik alanlara sahip olmasi
bakimindan diger MMP’lerden farklidir. MT-MMP’lerin bir glikosilfosfatidilinositol
(GPI) ¢apas1 (MMP-17/MT4-MMP ve MMP-25/MT6-MMP) veya bir transmembran
alan1 (MMP-14/MT1-MMP, MMP-15/MT2-MMP, MMP-) vardir. On alan, ¢inko
baglama motifinde ii¢ histidin ile baglanan ¢inko ile etkilesime giren bir sistein tiyol
grubu igerir ve bu etkilesim, MMP’lerin (ProMMP’ler) inaktif durumunu saglar. On
alanin proteolitik boliinmesi veya sistein tiyol grubunun modifikasyonu, MMP’leri
aktive eder. Ayrica ROS, enflamasyon sirasinda pro-alandaki sistein tiyol gruplarinin
oksidasyonu yoluyla MMP’leri aktive edebilir (Fu vd., 2001, 2004). Genel olarak,
aktive edilmis MMP’ler, 1:1 kovalent olmayan bir sekilde katalitik alana baglanan
metalloproteinazlarin dért dogal doku inhibitorii (TIMP’ler) tarafindan diizenlenir.
MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki bir dengesizlik siklikla enflamasyona yol acar ve
bir bagisiklik tepkisini aktive eder. Katalitik alan, ii¢ histidin kalintist olan bir ¢inko
baglayict motif ve bir glutamik asit kalintis1 olan bir aktif bolge igerir. Katalitik alan,
MMP’lerin substrat 6zgiilliigiinii belirler. HPX alani, substrat baglanmasinda yer alir
ve MMP’lerin aktivitesini modiile eder. TIMP-1 ve TIMP-2, sirasiyla MMP-9 ve
MMP-2’nin HPX alanina baglanir (Bannikov vd., 2002).

MMP’ler, pro-enflamatuar sitokin IL-1Bnin aktivasyonunu ve
inaktivasyonunu diizenler. MMP-7 ve MMP-12 ayrica TNF-a seviyelerini diizenler.
Makrofajlardan aktif TNF-a’y1 serbest birakmak i¢in proTNF-o’y1 ayirirlar (Ito vd.,
1996; Mohan vd., 2002). Ek olarak, MMP’lerin hiicrelerden salgilandiklari, ancak
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salgilandiktan sonra yeniden giris yoluyla hiicrelerde biriktikleri de bilinmektedir.
Hiicre i¢i MMP’ler, oksidatif stres, translasyon sonras1 modifikasyon ve proteolitik
boliinme yoluyla aktive edilirler. Aktive edilmis MMP’ler, hiicre i¢i sinyallesme
siireclerini diizenlemek igin hiicre i¢i molekiillerle etkilesime girerler (Bassiouni vd.,
2021).

Bircok patojen, ¢esitli hiicrelerde enflamatuar yanitlara neden olur ve bu
enflamatuar yanitlar MMP ekspresyonu ve aktivasyonu ile diizenlenir (Bannikov vd.,
2002). MMP’lerin ekspresyonu ve aktivasyonunun diizenlenmesi, ¢esitli aracilar
tarafindan diizenlenir. Ilk olarak, MMP’lerin enfekte dokulardaki hiicreler tarafindan
transkripsiyonu, MAPK, NF-kB ve AMPK dahil olmak iizere hiicre sinyal yollarinin
diizenlenmesi yoluyla patojen ve hiicre ici MMP’ler tarafindan diizenlenir (Bassiouni
vd., 2021; Liao vd., 2015; Vincenti & Brinckerhoff, 2002).

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), ECM bilesenlerinin ve ECM
olmayan molekiillerin bozunmasi, hiicresel go¢ ve iltihaplanma sirasinda sitokinlerin
ve kemokinlerin biyoyararlanimi ve aktivitesi dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik
islemlerde yer alan enzimlerdir. Toplu olarak, kollajenazlar (MMP-1, -8 ve -13),
jelatinazlar (MMP-2 ve -9), stromelisinler (MMP-3, -10 ve -11) ve matrilisinler
(MMP-7 ve -26) dahil olmak tizere MMP’ler ECM’nin tiim yapisal bilesenlerini hem
fizyolojik hem de patolojik kosullar altinda parcgalayabilirler. MMP’lerin aktivitesini
kontrol ederek, MMP’lerin doku inhibitorleri (TIMP’ler) ve alfa-2 makroglobulin
gibi endojen inhibitdrler, ECM biriktirme ve bozunma arasindaki dengeyi korur. Bu
nedenle, genetik varyasyonlar, gen ekspresyon degisiklikleri, hastaliklar veya
cevresel etkiler nedeniyle MMP’ler ve inhibitorleri arasindaki bir dengesizlik, doku
homeostazini1 dogrudan etkileyerek doku bozulmasini ve enflamatuar bir durumun
kaliciligini artirabilir (C. J. Chen vd., 2013; Nissinen & Kéhiri, 2014; Paiva &
Granjeiro, 2014).

MMP’lerin aktivitesini kontrol etmedeki rolleriyle taninan TIMP’ler, TIMP-1
ve TIMP-2’nin en iyi karakterize edildigi dort aile tiyesinden olusur. MMP
aktivitesinin endojen proteinler TIMP’ler tarafindan siki bir sekilde diizenlenmesi,
asir1 matriks bozulmasini 6nlemek i¢in esastir. TIMP’ler, MMP’lerin aktif bolgesine
secici olmayan bir sekilde baglanir ve tim MMP’ler, ECM substratlarina erigimi
bloke ederek farkli TIMP’ler tarafindan inhibe edilebilir (Santos-Martinez vd., 2008;
Visse & Nagase, 2003).
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Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), doku homeostazi, konak savunmasi
ve doku onarimi dahil olmak iizere ¢esitli siireclerde yer alan bir proteolitik enzim
ailesidir. MMP’lerin, romatoid artrit, osteoartrit ve kronik deri iilserasyonlar1 gibi
fokal doku yikimai ile enflamatuar hastaliklarin patogenezinde ve ayrica kanserin
ilerlemesinde rol oynadigina dair kanitlar da vardir (Burrage vd., 2006; Kessenbrock
vd., 2010; Sternlicht & Werb, 2001; Toriseva & Kahéri, 2009). MMP’lerin ifadesi ve
aktivitesi fizyolojik durumlarda siki kontrol altindadir, oysa MMP’lerin agir1
aktivitesi genellikle patolojik durumlarda ortaya ¢ikar (Parks vd, 2004). MMP’ler
baslangigta proteolitik enzimleri parcalayan ECM olarak karakterize edildi, ancak
son yillarda, MMP’ler i¢in artan sayida matriks olmayan substratlar tanimlandi.
MMP’ler, enflamatuar fonksiyonlar1 ¢esitli seviyelerde diizenleyebilir (Butler &

General, 2013; Parks vd., 2004).

MMP Yapust ve Islevi

Bugiine kadar 23 insan MMP’si tanimlanmistir. MMP’ler yapilarina, substrat
Ozgiilliikklerine ve islevlerine gore farkl alt gruplara ayrilabilir: kollajenazlar (MMP-
1, -8 ve -13), jelatinazlar (MMP-2 ve -9), stromelisinler (MMP-3,-10 ve 11),
matrilisinler (MMP-7 ve -26), transmembran MMP’ler (MMP-14, -15, -16,-24 ve -
25), glikosil-fosfatidil-inositol (GPI) tipi MMP’ler (MMP-17 ve -25), MMP-19
benzeri MMP’ler (MMP-19 ve -28) ve diger MMP’ler (MMP-18, -20 ve -23) (T.
Klein & Bischoff, 2011).

MMP ailesinin tiim tiyeleri yap1 olarak homologdur ve bunlarin ¢ogu dort ayri
fonksiyonel alan igerir: sinyal peptidi, propeptit, katalitik alan ve hemopeksin benzeri
alan. N-terminal sinyal peptidi, MMP’lerin salgilanmasi i¢in gereklidir. Tim
MMP’ler, proteolitik aktiviteden sorumlu olduk¢a homolog bir katalitik alan ve
ayrica korunmus bir sistein kalitis1 yoluyla katalitik cepteki Zn? * iyonu ile
etkileserek MMP aktivitesini diizenleyen bir propeptit icerir (Gomis-Riith, 2003; T.
Klein & Bischoft, 2011).

Kollajenazlar (MMP-1, 8 ve -13) bol miktarda salgilanan MMP’lerdir ve
cogu proteinaz tarafindan proteolize direncli olan tip I, II ve III’lin dogal fibriler
kollajenlerini pargalayabilirler. Cesitli hiicre tiirleri tarafindan eksprese edilirler,
ancak MMP-8 esas olarak olgunlasmalari sirasinda nétrofiller tarafindan sentezlenir
ve hiicre ici salg1 graniillerinde depolanir (Hasty vd., 1990). MMP-2 ve -9 (sirasiyla
jelatinaz A ve B) birkag hiicre tipi tarafindan ifade edilir. Stromelisinler, MMP-3
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(stromelisin-1) ve -10 (stromelisin-2), MMP-11"in (stromelisin-3) aksine, genis bir
substrat 6zgiilligii ve 6rnegin jelatin, fibronektin ve laminin ayirimi sunar.
Matrilisinler, C-terminal hemopeksin benzeri alan icermeyen en kiigiik insan
MMP’leridir. MMP-7 (matrilysin-1), bozulmamus fibriler kollajenleri parcalayamaz,
ancak jelatin, laminin, fibronektin, vitronektin ve elastin gibi diger ECM bilesenlerini
sindirebilir. MMP-26 (matrilysin-2, endometaz), MMP-7’den daha sinirli bir substrat
Ozgiilliigiine sahiptir. Molekiiliinii gizli formda tutmak i¢in sistein degistirme
mekanizmasini icermeyen tek MMP’dir (Marchenko vd., 2002). MT1-MMP ve
MT2-MMP (sirastyla MMP-14 ve -15) nin biiyiik 6l¢iide ortiisen substrat
ozgiilliikleri vardir ve pek cok ECM proteinini pargalayabilirler; 6rnegin dogal
fibriler kollajenler, jelatin, fibronektin ve vitronektin. MT3-MMP (MMP-16) ve
MTS5-MMP (MMP-24) daha az karakterize edilir (Lang vd., 2004). MT4- ve MT6-
MMP’lere yakin homoloji gosterir. Sirastyla MMP-17 ve -25, diger MT-
MMP’lerden yapisal olarak farklidir, ¢linkii bunlar hiicre zarina bir GPI ¢apasi ile
baglhdir, oysa diger MT-MMP’ler bir zar kapsayan alan igerir. MT4- ve MT6-
MMP’ler, GPI capalar1 araciligiyla hiicre zar1 lizerindeki lipid sallariyla etkilesime
girer ve bu sekilde igsellestirmeye ve geri doniigiime tabi olabilir. MT4- ve MT6-
MMP’ler, jelatin dahil olmak {izere sinirli sayida ECM bilesenini ayirir. MT6-MMP
ayrica kolajen tip IV, fibronektin ve laminin’i de ayirir (Sohail vd., 2008).

MMP Ifadesinin ve Aktivitesinin Diizenlenmesi

MMP’lerin proteolitik aktivitesi saglikli, bozulmamis dokularda normalde
diisiiktiir. MMP’lerin hiicreler tarafindan in vivo iiretimi, ¢esitli uyaricilar tarafindan
indiiklenir ve enzimin proteolitik aktivitesi, ¢esitli aktivatorler ve inhibitorler
tarafindan diizenlenir. MMP’lerin ekspresyonu, TNF-a dahil olmak tizere birgok
enflamatuar sitokin ve epidermal biiylime faktorii (EGF) ve tiimor biiyiime faktorii-f3
(TGF-B) dahil olmak tizere biiylime faktorleri tarafindan transkripsiyon seviyesinde
yukar1 dogru diizenlenir. MMP’lerin ekspresyonu ayrica hormonlar, timor
promotorleri, hiicre-hiicre temasi ve hiicre-ECM etkilesimleri tarafindan da

diizenlenir (Ala-Aho & Kahéri, 2005; Benbow & Brinckerhoff, 1997).

Doku Yaralanmasinda MMP’ler
Proteoliz, doku onariminin énemli bir 6zelligidir. Derideki yara iyilesmesi ti¢

asamaya ayrilabilir: 1) hemostaz ve enflamasyon, 2) yeniden epitelizasyon ve 3)
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graniilasyon dokusu olusumu ve doku yeniden sekillenmesi (Toriseva & Kahiri,
2009) MMP-1 ve MMP-9 sirasiyla cilt ve akcigerde doku onariminda re-
epitelizasyon da gorev alir. MMP-1’in ekspresyonu, iyilesen kutandz yaranin
kenarinda go¢ eden keratinositlerde spesifik olarak yukar1 dogru diizenlenir. MMP-1
kollajen tip I’1 ayirir ve bdylece keratinosit 021 integrinin tip I kollajene afinitesini
degistirir (Pilcher vd., 1997). Enflamasyon normal yara onariminin énemli bir
0zelligi olmasina ragmen, kalic1 enflamasyon yara 1yilesmesinin bozulmasina neden
olur. Ayrica kronik dermal iilserlerin patogenezinde rolii vardir (Eming vd., 2007).
Buna gore, MMP-8 eksikligi olan farelerde nétrofillerin gecikmeli baslangi¢ akisi ve
ardindan kalic1 enflamasyon ile baglantili olarak yara kapanmasinda bir gecikme

oldugu gosterilmistir (Gutiérrez-Fernandez vd., 2007).

MMP’ler ve Bariyer Islevi

Endotel hiicreleri arasindaki hiicreler aras1 baglantilarin gevsemesi, vaskiiler
gecirgenligi ve endotel hiicre ylizeyinden 16kosit go¢iinii arttirir. MMP’lerin
endotelyal hiicre baglanti proteinlerini pargaladigi ve bdylece plazma proteinlerinin
ve enflamatuar hiicrelerin ekstravazasyonuna izin verdigi ortaya ¢ikarilmistir. MMP-
2 ve -9, endotelyal siki baglantilarin bir transmembran bileseni olan okludini

parcalayabilir (Reijerkerk vd., 2006).

MMP’ler, Enflamatuar Sitokinler ve Kemokinler

Kemokinler, enflamatuar hiicrelerin gogiinii ve aktivasyonunu kontrol eder.
Birkag caligmadan ortaya ¢ikan kanitlar, MMP’lerin iltihapli dokudaki kemokin
gradyanlarinin diizenlenmesinde potansiyel bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir, bu
sekilde iltihaplanma veya yaralanma bolgesine iltihapli hiicre alimini diizenler.
MMP’ler sitokinlerin ve kemokinlerin biyolojik fonksiyonlarini proteolitik islemle
aktive edebilir, etkisiz hale getirebilir veya antagonize edebilir ve bu sekilde
enflamasyonu tesvik edebilir veya baskilayabilir (McQuibban vd., 2000, 2001;
Schonbeck vd., 1998; van den Steen vd., 2003; Vandenbroucke vd., 2013).

MMP’ler ve Yara lyilesmesi
Yara iyilesmesi, yeniden epitelizasyonla gergeklestirilen bir siirectir ve iki
isleve dayanir: ¢ogalma ve hiicre gocii (Pastar vd., 2014). Yara iyilesme siireci,

proteinler ve ECM arasindaki karmasik etkilesimler tarafindan yonetilir ve bir dizi
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sinyal yollar1 vardir (Olczyk vd., 2014). MMP’ler tiim yara iyilestirme olaylarinda
yer alir. Bunlarin iglevleri ¢esitlidir ve yalnizca ECM’deki degisikliklerle ilgili
degildir. Ornegin, enflamasyon sirasinda, notrofiller enfeksiyona karsi korumak igin
yaraya sizar ve yaranin debridmani i¢in gerekli olan ve hasarli kollajen tip I’1
parcalamak i¢in gerekli olan MMP-8’1 serbest birakir. Yapilan in vivo c¢aligmalar,
MMP-8 eksikliginin TGF-f’ye yol agtigin1 gdstermektedir. Sinyal verme,
iltihaplanma ve gecikmis yara iyilesmesi gibi gorevleri olur (Gutiérrez-Fernandez
vd., 2007). Yarali ciltte, MMP-1 iiretimi, dermiste a2 ve B1 integrinler yoluyla tip I
kollajene baglanan keratinositler tarafindan indiiklenir (Revilla vd., 2016).
Keratinositlerin tip I kollajene go¢ii igcin MMP-1’in diizgiin ¢caligmasi gereklidir. Bu
endiiktif yanit, gé¢ eden hiicreler lizerindeki a2 1 integrini tarafindan kontrol edilir
(Lan vd., 2009). MMP-2 ve MMP-9, yara iyilesmesinde yer alan hiicre go¢iinde
onemli roller oynar. Normal olarak MMP-2, keratinositlerin yara iyilegsmesinin son
asamasina gogilinii modiile eden uzun siireli yeniden sekillenme fazi sirasinda
laminin-5’in proteolizine katilir (Mékeld vd., 1999). MMP-1, MMP-2 ve MMP-9
ayrica keratinositlerin baslangicta dermal matriks ile kurdugu siki temaslari
gevseterek yaranin yeniden epitelizasyonuna katkida bulunur. MMP-1 ayrica normal
ve hipertrofik yara izlerinin azaltilmasinda da gorev alir (Rohani & Parks, 2015).

Ozetle, pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokinlerin dengesizligi,
MMP’lerin ve TIMP’lerin (proteolitik eksen) diizensizligi yoluyla hastaliklarin
patogenezine katkida bulunur. IL-1B ve TNF-a gibi enflamatuar sitokinler, aktive
edilmis B hiicrelerinin niikleer faktorii kappa-hafif zincir (NF-kB) arttirici,
fosfoinositid 3-kinaz/protein gibi sinyal yollarinin aktivasyonunu
indiikleyebilir.(Linton vd., 2019; Malemud, 2019; Noack & Miossec, 2017; M.
Zhang & Zhang, 2019).

MMP’lerin bir¢ok kosulda etkinligi vardir. Bunlarin en etkilisi enflamatuar
stirectir ve ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarda rol oynayan temel proteolitik
enzimlerdir (Zheng vd., 2009). TNF-a ve IL-1B kemoterapinin neden oldugu
bagirsak mukozitinin yogunluguna katkida bulunan pro-enflamatuar sitokinlerdir
(Sonis, 2004, 2010). Ayrica TNF-a, epitelyal iilserasyona ve submukozal yikima
katkida bulunan nétrofiller ve aktive makrofajlar tarafindan iiretilen oldukea giiglii
bir matriks metalloproteinazdir (Griffin vd., 2012). TNF-a ve IL-1 ekspresyonunun
5-FU tedavisine yanit olarak arttig1 gosterilmis, bu da kemoterapi ve radyoterapinin

neden oldugu mukozit etiyolojisinde enflamatuar sitokinlerin rol oynadiginm
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gostermektedir. Bunlarda sonug olarak, TNF-a ve IL-1p’in mukozitte rol oynadig1 ve
baskilanmay1 hedef aldig1 diistiniilmektedir (Sultani vd., 2012).

Yara iyilesmesi ¢ok karmasgik bir siirectir. Bu yara iyilesmesi i¢in hiicre dis1
matriksin miiteakip olusumu ile birkag hiicre popiilasyonuna gog, ¢ogalma ve
farklilagmay1 igeren ¢ok faktorlii bir siirectir. MMP’lerin bir baska 6zelligi, hiicre disi
matriksin bozulmas1 veya hiicresel yapiskanlarini degistirerek hiicre gogiinii
etkileyebilmeleridir. Ozellikler MMP’ler ayrica hiicre dis1 matriks mikro-ortamini
degistirerek cogalmay1 ve/veya anti-apoptozu indiikleyebilir (Mott & Werb, 2004;
Vu & Werb, 2000).

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel homeostazi diizenler ve hastalik
patofizyolojisine katkida bulunan hiicresel igslev bozuklugunun ana modiilatorleri
olarak hareket ederler. ROS, bazal metabolik fonksiyonun bir pargasi olarak
sitoplazma, hiicre membrani, endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve
peroksizom dahil olmak {izere ¢esitli hiicre bélmelerinde ¢ok sayida enzimatik
reaksiyonun yan lriinleridir. Ayrica NOX’lar (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidazlar) gibi enzimler tarafindan spesifik olarak iiretilirler ve hiicrede
bir sinyal islevi goriirler. ROS kaynagina, hiicre tipine ve doku ortamina bagli olarak,
ROS sinyali normal fizyolojik siire¢lere katilabilir veya metabolik islev bozukluguna
ve enflamatuar sinyale yol agan uyumsuz bir cevaba katkida bulunabilir.
Ateroskleroz, diabetes mellitus ve inme gibi yliksek enflamatuar sinyalleme ve
metabolik islev bozuklugu ile iligkili hastaliklar, degismis bir redoks dengesi ile

iliskilidir (Allen & Bayraktutan, 2009; Kaneto vd., 2010;).

Sitoplazmik Reaktif Oksijen Tiirleri

Sitoplazmik ROS (ROS) iiretimi, hiicresel sinyallesme ve hastalik
patofizyolojisinin temel tagidir. En iyi bilinen sitoplazmik ROS kaynaklarindan biri,
NOX enzim ailesidir. NOX proteinleri, NADPH elektron degisimi yoluyla O, tiretir
ve NOX’e bagli ROS iiretimi bir¢ok metabolik siireci ve hastalik durumunu etkiler
(Cave vd., 2006). NOX bagimli ROS iiretimine ek olarak, nitrik oksit sentazlar da
(eNOS (endotelyal), nNOS (noronal) ve iNOS (indiiklenebilir)) sitoplazmik ROS
kaynaklaridir (Véasquez-Vivar vd., 1998).
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Sitoplazmik ROSlar ayrica AMPK (AMP ile aktive olan protein kinaz)
aktivitesini indiikler (S. Wang vd., 2012). AMPK, glikoliz, lipid metabolizmasi,
mitokondriyal fonksiyon, hiicre biiylimesi ve otofaji dahil olmak iizere ¢coklu
metabolik fonksiyonlarda yer alan hiicresel metabolizmanin merkezi bir
diizenleyicisidir (Mihaylova & Shaw, 2011).

Endotelyal hiicrelerdeki diisiik oksijen gerilimi, NOX aracili, ROS kaynakl
hipoksi indiiklenebilir faktor 1 alfa (HIF1a) sinyali yoluyla anjiyojenik yanitin bir
parcasi olarak glikolizi artirir (Paik vd., 2017). Bununla birlikte, baz1 hastalik
durumlarinda artan ROS sinyali, glikoliz hiz sinirlayict enzimi piruvat kinaz M2’yi
etkisiz hale getirir ve ROS detoksifikasyonu i¢in gerekli indirgeyici esdegerleri
olusturmak {izere glikolitik substratlar1 Pentoz-Fosfat yolu (PPP) yoluna yonlendirir,

bodylece koruyucu bir mekanizma gorevi goriir (Anastasiou vd., 2011).

Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirleri

Mitokondriler, aerobik enerji iretiminin merkezi diizenleyicileridir. Uygun
solunum zinciri islevi, pro-oksidan ve antioksidan sistemler arasinda hassas bir denge
gerektirir. Daha da 6nemlisi, mitokondriyal solunum, ATP iiretimini yonlendirmek
icin elektron transferine ve bir proton gradyanina dayanir. ROS, bu siirecin dogal bir
yan iirliniidiir; ancak, enflamatuar ve metabolik hastaliklar bozulmus mitokondriyal
ROS (mitoROS) tiretimi ile iligkilidir (Bulua vd., 2011; Nishikawa & Araki, 2006).
Kompleks I, NADH’den solunum zincirine elektronlar i¢in bir giris noktasi gorevi
goriir. Siiperoksit anyon (O, "), matriks NADH/NAD™ oran1 yiiksek oldugunda O2’nin
indirgenmis flavin mononiikleotit (FMN) ile etkilesiminden iiretilir ve matrikse O~
salinmasina neden olur (Kussmaul & Hirst, 2006). Ayrica mitoROS, kompleks I
yoluyla tiretilir. Ters elektron transferi (RET) yoluyla. RET, azaltilmis koenzim Q’yu
ve elektronlar tekrar kompleks I’e yonlendiren proton hareket giiclindeki bir
degisikligi iceren 2 asamal1 bir siirecte gergeklesir. Kompleks Il ayn1 zamanda bir
mitoROS kaynagidir. Normal kosullar altinda, elektronlar koenzim Q havuzundan
sitokrom C’ye akar. Kompleks III ¢ok diisiik seviyelerde O, tliretse de Antimisin
A’nin varliginda Qi bolgesi inhibe olur, bu da Qo boélgesinden O™ iiretimini tegvik

eder (Bleier & Drose, 2013).
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ROS ve Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik Retikulum (ER), Ca?" isleme, protein sentezi/katlanmasi ve
salg1 yolunun diizenlenmesindeki rolleri nedeniyle metabolik ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda koklii bir role sahiptir (Hotamisligil, 2010; Minamino vd., 2010).
Protein katlanmasi, ER redoks durumuna kars1 oldukg¢a hassastir ve ER stresine yanit
olarak disiilfit bag1 olusumunun diizensizligi, liimen oksidatif stresi artirarak ER
islevinde diisiise yol acar (Cao & Kaufman, 2014). Katlanmis proteinler, PDI
(protein disiilfit izomeraz) ve ERO1 (ER oksidorediiktin 1) yoludur. PDI, katlanan
substratlarda tiyol oksidasyonu yoluyla disiilfiir baglar1 saglar ve PDI’y1 indirgenmis
bir durumda birakir. Indirgenmis PDI, elde edilen elektronlar bir flavin adenin
diniikleotit kofaktorii yoluyla H>O» olusturan molekiiler oksijene aktaran ERO1
araciligiyla yeniden oksitlenir. ER H>O; ayrica Prdx4 tarafindan PDI’yi yeniden
oksitlemek i¢in kullanilabilir, boylece ERO1 aracili distilfid bag transferinin etkinligi
artar (Espinosa-Diez vd., 2015; Tavender vd., 2010).

ROS ve Enflamasyon

Cok sayida metabolik ve kardiyovaskiiler bozuklugun kronik diisiik dereceli
enflamasyon sergiledigi goz oniine alindiginda, enflamasyon ve metabolizma
karmasik bir sekilde i¢ ice gegmistir (Baker vd., 2011). Kanonik NF-«B (ntikleer
faktor k-aktiflestirilmis B hiicrelerinin hafif zincir arttiricisi) sinyali ilisgkilidir.
Insiilin direnci, obezite ve ateroskleroz (Arkan vd., 2005; Baker vd., 2011; Xu vd.,
2003) ve yag asitleri ve glikoz gibi dolasimdaki diyet faktorleri, enflamatuar sinyali
tetikleyebilir. Ayrica NF-kB’nin aerobik glikoliz lehine metabolik yeniden
programlamay1 diizenleyebilecegi one siirtilmiistiir (Mauro vd., 2011). ROS’un NF-
kB sinyali iizerindeki etkisi, oksidasyonun hiicresel konumuna (sitoplazmik ve
niikleer) bagli olabilir (Kabe vd., 2005). Genel olarak, ROS, enflamatuar agonistlere
yanit olarak NF-kB’yi aktive edebilir (Marui vd., 1993). NF-kB niikleer
translokasyonu, H>O»’ye yanit olarak meydana gelir (Canty vd., 1999), IxBa iceren
bir mekanizma yoluyla (B-hiicreleri inhibitorii a) tirozin fosforilasyonu (Tyr42),
serin/treonin PEST bdlgesi (prolin, glutamik asit, serin ve treonin sekansi)
fosforilasyonu ve ardindan kalpain yoluyla bozunma ve p65 fosforilasyonu
(ser529)(Schoonbroodt vd., 2000; Takada vd., 2003) NF-«xB hafif polipeptit geninin
niikleer faktorii ROS kaynakli NF-xB, SOD2 asir1 ekspresyonu tarafindan inhibe
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edilir ve NOX protein ailesi de NF-kB aktivitesini etkiler ve etkilenir (Anrather vd.,
2006; C. J. Chen vd., 2013; Gauss vd., 2007; Johar vd., 2006).

Spesifik enflamatuar agonistler, sinyal kaskadlarinin bir pargasi olarak ROS’u
kullanir. IL-1B, MyD88 ve NOX2 ROS kaynakl1 tlimor nekroz faktorii reseptorii
(TRAF) igeren aktif endozomal IL-1R kompleksi diizenegini indiikler (Q. Li vd.,
2006). NOX4 aktivitesi lipopolisakkarit ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu i¢in
gereklidir ve TNF-a ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu, bir ROS/JINK (c-Jun N-
terminal kinaz) yolu yoluyla TNF-a ile indiiklenen apoptotik sinyalin azalmasina yol

acan antioksidan ekspresyonu arttirir (Gloire vd., 2006; Parks vd., 2004).

Glutatyon peroksidaz ve Superoksit dismutaz

Glutatyon peroksidazin (GPx) "hemoglobini oksidatif parcalanmadan
koruyan bir enzim"(Mills, 1957) olarak etkisi, eser element selenyum {izerine yapilan
arastirma ile biyokimyadaki rolii arasindaki baglantiy1 saglamistir (Rotruck vd.,
1980). Ayrica, kesfedilen ikinci memeli selenoproteini, fosfolipid hidroperoksit GPx
(simdi GPx4), oksidatif hasarin 6nlenmesinde rol oynadigi kanitlandi. Bu arka plan
15181nda, selenyum genis ¢apta "biyolojik bir antioksidan" olarak atfedilmektedir.
(Brigelius-Floh¢ & Maiorino, 2013).

Genel olarak, peroksidazlar diizenleyici siireglere farkli sekillerde miidahale
edebilirler: (i) Sinyal molekiilleri olarak kullanilan hidroperoksitler i¢in redoksla
diizenlenen proteinlerle rekabet edebilirler. (i) Aktive edilmek i¢in hidroperoksit
gerektiren enzimleri susturabilirler. (iii) Gegici inaktivasyona ugrayabilirler, boylece
sinyal verme amaglari i¢in hidroperoksitleri koruyabilirler. (iv) Se-tiyoillenmis
homo- veya heterodimerler veya polimerler olusturmak i¢in hidroperoksitleri (-Flohé
& Maiorino, 2013) kullanabilirler. (v) H2O> veya ROOH’yi algilayabilirler ve
spesifik olarak oksidasyon esdegerlerini hedef proteinlere aktarabilirler, boylece
karisik diisiik molekiiler agirlikli oksidan H>O2’ye etkinlik ve 6zgiilliikk kazandirirlar
(-Floh¢ & Flohé, 2020).

GPx, substrat olarak indirgenmis GSH gerektiren bir enzim ailesidir.
Oksidatif strese karsi ikinci bir savunma hatt1 saglarlar. 21 kDa’lik dort 6zdes alt
birimden olusur ve her alt birim bir selenosistein (Sec) kalintisi i¢erir (Lubos vd.,
2011). GPx, kofaktor olarak GSH kullanarak organik ve inorganik H>O> nin H>O’ya
ve karsilik gelen alkollere indirgenmesini katalize eder (Birben vd., 2012). Cok

bilesenli bir antioksidan savunma sistemi olarak islev gordiigii hiicre zar1 ¢oklu
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doymamis yag asitlerinin korunmasinda énemli bir rol oynar. GPx’in substrat i¢in
katalaz (CAT)’den daha yiiksek bir afinitesi vardir ve yag asidi hidroperoksitlerini
azalttig1 bilinmektedir (Gathwala & Aggarwal, 2016).

GPx, selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olarak iki sekilde
siiflandirilabilir. Hem sitozolde hem de mitokondride bulunurlar. Memeli
dokularinda selenyum bagimli dort ana tip GPx izozimi mevcuttur: (a) klasik GPx
(GPx1), (b) gastrointestinal GPx (GPx2), (¢) plazma GPx (GPx3) ve (d) fosfolipid
GPx (PHGPx4 veya GPx4). GPx1 cogunlukla eritrositlerde, karacigerde, akcigerde
ve bobrekte bulunur. GPx2 ve GPx3 her yerde bulunur ancak ¢ogunlukla bobrek,
akciger, epididim, vas deferens, plasenta, seminal vezikiil, kalp ve kas gibi
organlarda bulunur. GPx4, ¢esitli dokularda genis ¢apta dagilmistir (Margis et al.,
2008). GPx’ler ayrica ROS’un detoksifikasyonunda énemli bir rol oynar ve yiiksek
ROS seviyeleri altinda aktive olan ilk enzim oldugu bulunmustur (Duggett vd.,
2016).

Glutatyon rediiktaz (GR), hiicrelerde GPx ile benzer bir dagilim modeli
gosteren sitozolik bir proteindir. NADPH kullanarak oksitlenmis glutatyonu (GSSG)
azaltir. Glutatyon rediiktazin 6nemli islevlerinden biri GSH/GSSG oranini
korumaktir. Hiicre i¢indeki GSSG konsantrasyonu arttiginda, genellikle DNA
kirilmasina, protein denatiirasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol agar (Zitka vd.,
2012).

GPx Reaksiyonlar1. Asirt siiperoksit ve hidroksil radikali (OHe), peroksinitrit
(ONOQ) ve nitrojen dioksit (NO») gibi tiirevlerinin varligi oksidatif strese yol agar
ve enflamasyon, mitokondriyal dejenerasyon ve tiimor olusumu sirasinda yaygindir
(Miriyala vd., 2012).

Glutatyon peroksidaz (GPx), biyolojik molekiillerin zarar gérmesini,
inaktivasyonunu, ¢apraz baglanmasini ve par¢alanmasini ve peroksidasyonu koruyan
H>0,’yi H2O’ya parcgalayabilen giiclii bir antioksidan enzimdir. GPx aktivitesinin
azalmasi, NF-kB ile iliskili enflamatuar yollarin aktivasyonuna ve dogrudan doku
hasarina yol acan hidrojen peroksit hareketindeki artisla iligkilidir (B. P. Yu &
Chung, 2006).

Sitosolik glutatyon peroksidaz (GPx1), hidrojen peroksitin (H>O>)
bozunmasini katalize eder (-Floh¢ & Maiorino, 2013; Flohé, 2009, 2015). GPx

tarafindan katalize edilen temel reaksiyonlar:
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GPx
2GSH + H,0, —» GSSG + 2H,0,

GPx
2GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0

Superoksit dismutaz (SOD) enzimleri, oksijen radikallerine kars1 en 6nemli
savunmalardan biridir. Memelilerde SOD f{i¢ izoformda bulunur, bunlardan ikisi
sunlardir: sitoplazmada 32 kDa'lik bir homodimer olarak lokalize olan, SOD1 olarak
bilinen bakir/¢cinko SOD ve dis mitokondriyal boslukta 135 kDa'lik bir tetramerik
glikoprotein olan SOD3. Ugiinciisii, SOD2 olarak bilinen bir Mn SOD'dur ve
yalnizca i¢ mitokondriyal boslukta lokalize olan 88 kDa'lik bir homotetramerdir
(Fridavich, 1995). Bazi bakteriler bir demir SOD, digerleri Mn SOD igerir ve bazilar
her ikisini de igerir (Imlay, 2013). Bitkilerde {i¢ izoform bulunur: mitokondriyal Mn
SOD, sitozol ve kloroplastlarda bir CuZn SOD ve kloroplastlarda bir demir SOD
(Bowler vd., 1994).

SOD’larin tiim aerobik organizmalardaki ana rolii, hiicrelerin sitozol,
mitokondri ve endoplazmik retikulumunda iiretilen O, ’yi hidrojen peroksit ve
oksijene dismutasyonu yoluyla notralize etmektir. SOD ayrica, en azindan kismen,
nitrik oksidin O;" ile reaksiyonundan olusan oksitleyici ve nitratlayict madde
peroksinitritin (ONOOQO") detoksifikasyonunda yer alir (Radi vd., 2001).

Bununla birlikte, O>’nin ayrigmasi hiicreler i¢in toksik olan hidrojen peroksit
tirettiginden, SOD pro-oksidan bir etkiye de sahip olabilir. Katalaz (CAT) gibi diger
onemli antioksidan sistemler, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiriirken,
glutatyon peroksidaz, glutatyon iireten glutatyon disiilfid ve suyu oksitlemek i¢in
hidrojen peroksit kullanir (Pruchniak vd., 2016).

SOD Reaksiyonlari. Stres kosullari altinda gelismis ROS olusumu hem
koruyucu tepkileri hem de hiicresel hasari indiikler. O, 'nin temizlenmesi,
stiperoksitin H>O»’ye dismutasyonunu katalize eden bir yukar1 akis enzimi olan SOD
araciliiyla saglanir. Bu reaksiyon, spontan dismutasyondan 10.000 kat daha hizlidir
(Bowler vd., 1992). Enzim, tiim aerobik organizmalarda ve oksidatif strese duyarl

tiim hiicre kompartmanlarinda bulunur (Bowler vd., 1992).
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Stiperoksit radikalleri, istilac1 patojenlere kars1 savunma mekanizmalarini
aktive etmek i¢in normalde NADPH oksidaz enzimi tarafindan iiretilir. Stiperoksit,
elektron tasima zinciri tarafindan nihai pozisyonu isgal eden ve terminal elektron
alicis1 olarak hareket eden oksijenden iiretilir. Bazi elektronlar, elektron tasima
zincirinden rastgele "sizabilir ve siiperoksit radikalleri tiretmek i¢in oksijenle
etkilesime girer. Boylece fizyolojik kosullar altinda mitokondrideki oksijen
molekiillerinin yaklasik %1-3"i sliperoksit radikallerine doniistiiriiliir."(Campian vd.,
2004). Siiperoksit radikali normalde esas olarak bir anyon radikali formunda bulunur
ve bir dismutasyon reaksiyonu ile uzaklastirilir. SOD’un katalizledigi reaksiyon
asagida yer almaktadir.

SOD
20; +2H* — H,0, + 0,

Malondialdehit (MDA)

Oksidatif stresin en 6nemli ve sik goriilen sonuglarindan biri
peroksidasyondur. Serbest radikallerin biyolojik molekiillerle, 6zellikle doymamais
lipitlerle reaksiyona girdigi bir siiregtir, ¢linkii bunlarin ¢ift baglari radikal hasar i¢in
zayif bir noktadir (Cheeseman & Slater, 1993). Lipit peroksidasyonu, bir lipid
molekiilii ile molekiiler oksijen arasindaki dogrudan reaksiyondan kaynaklanan
otooksidatif bir siirectir (Kendler, 2002). Cevreleyen biyolojik ortam, zararh
peroksidasyon siirecine karsi koymak i¢in bir dizi koruyucu mekanizma
gelistirmistir. Bunlarin i¢inde en 6nemlilerinden biri antioksidanlardir.

Konumlarina gore ii¢ ana gruba (hiicre i¢i, hiicre dis1 veya hiicre zar1 i¢i) ve
ek olarak bilesimlerine gore iki kategoriye (enzimatik veya enzimatik olmayan)
kategorize edilebilirler (Birben vd., 2012). Lipid peroksidasyonu, farkli
metabolitlerin olusumuna neden olur ve biyolojik ortamlarda bunlarin tespiti ve
analizi, cesitlilikleri, diisiik konsantrasyonlari ve yliksek reaktiviteleri nedeniyle
zordur. En ¢ok calisilan lipid peroksidasyon iiriinleri 4-hidroksinonenal, 4-
hidroksiheksenal ve malondialdehittir (Barrera vd., 2018). MDA, karsinojenez,
karaciger ve bobrek toksisitesi, diabetes mellitus, kardiyovaskiiler ve ndérovaskiiler
hastaliklardaki roliinii ve niikleik asitler lizerindeki ¢esitli etkilerini gosteren ¢ok
sayida rapora sahip ¢ok reaktif bir metabolittir (Ayala vd., 2014).

MDA, mitokondriyal aldehit dehidrogenaz ve dekarboksilasyon ile

asetaldehite metabolize edilir, bu daha sonra asetata ve ayrica su ve CO2’ye oksitlenir
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(Esterbauer vd., 1991; Siu & Draper, 1982). MDA (OHC-CH2-CHO, Mw
=72 g/mol), en az bir metilen grubu iceren ¢oklu doymamus lipitlerin
parcalanmasindan elde edilen bir metabolittir. Ana MDA onciileri arasidonik,

dokosaheksaenoik ve linolenik asitlerdir (Esterbauer vd., 1991).

Antioksidan Uygulamalar

Hayvan c¢alismalari, ROS un kardiyovaskiiler hastaligin tedavisinde terapotik
miidahale i¢in uygun bir hedef oldugunu kesin olarak one siirmiistiir. Buna ragmen,
klinik deneyler olumlu sonu¢lanmamaistir (Bjelakovic vd., 2007; Steinhubl, 2008) ve
bu sonuglar olumsuz olsa da mevcut yaklagimlarin neden basarisiz oldugunu ve
gelecekteki miidahalelerin nasil basarili olacagini belirlemeye yardimci oldular.
Cogu antioksidan denemesi ¢esitli vitaminlerle (A, C ve E) yapilmistir ve
vitaminlerin antioksidan 6zellikleri olmasina ragmen etkileri ¢ok genis olabilir ve
konsantrasyonlar1 hi¢bir zaman ROS iiretimini azaltmak i¢in gereken seviyelere
ulagsamayabilir veya ROS temizlemede o kadar etkili olmayabilir. Doku antioksidan
savunmalari ile dogal antioksidan formiilasyonlar1 karsilastirildiginda sentetiklerin
etkinligi ve ayn1 zamanda verilis sekli (6rnegin, diyete karst hap) hakkinda endiseler
ortaya ¢ikmistir. Ayrica, 6zellikle ateroskleroz ve kalp yetmezligi durumunda,
hastaligin ilerlemesi zaman alir. Bugiine kadar, ¢ogu ¢alisma, pozitif etkileri ortaya
cikarmak igin yeterince uzun olmayabilecek, hastaligin daha ileri evrelerinde
yalnizca kii¢lik bir zaman aralifina (=5 yil) bakilmistir. Ayrica, ROS’un fizyolojik
islevi siirdiirmek i¢in hayati 6nem tasidig1 ve bu nedenle, ROS’un genel olarak
temizlenmesinin, hiicresel homeostazi tehlikeye atabilecegi ve bazi durumlarda
hastaligin ilerlemesini artirabilecegi giderek daha acik hale geldi. Bu, 6zellikle
ROS’un yerini ve kaynagini, ¢esitli ROS tiirlerinin belirli rollerini ve
konsantrasyondaki degisikliklerin hiicresel sinyali nasil etkileyebilecegini
diisiindiigiimiiz icin énemlidir. Ornegin, H>O> nin sirastyla KCL ve fenilefrin ile
tedavi edilen kan damarlarinda hem vazokonstriksiyona hem de vazorelaksasyona

neden oldugu bulunmustur (Lucchesi vd., 2005).
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Pro-enflamatuar Sitokinler
Pro-enflamatuar sitokinler esasen aktive edilmis makrofajlar tarafindan
iretilir ve enflamatuar reaksiyonlarin yukari regiilasyonunda yer alir. Bunlar arasinda

en dikkati ¢cekenler ve bircok ¢alismaya konu olmus olanlar TNF-a ve IL-13’dur.

Tiimér nekroz faktorii alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), cesitli hiicre tipleri lizerinde pleiotropik
etkileri olan bir sitokindir. Enflamatuar yanitlarin ana diizenleyicisi olarak
tanimlanmistir ve baz1 enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer
aldig1 bilinmektedir (Bradley, 2008). Yapisal olarak, TNF-a, esas olarak
aktiflestirilmis makrofajlar, T-lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan
iiretilen 157 amino asitten olusan bir homotrimer proteindir (Horiuchi vd., 2010).
Diger sitokinler ve kemokinler dahil olmak {izere bir dizi ¢esitli enflamatuar
molekiilii tetikledigi fonksiyonel olarak bilinmektedir. TNF-a ¢6ziinebilir ve
transmembran formda bulunur. Transmembran TNF-a (tmTNF-a) baslangicta
sentezlenen prekiirsor formdur ve ¢oziinlir TNF-a olarak salinmasi i¢in membrana
bagli bir disintegrin metalloproteinaz olan TNF-a-doniistiiriicii enzim (TACE)
tarafindan islenmesi gerekir (Jiang vd., 2017). Genel olarak TNF-q, reseptorlerine,
ozellikle TNFR1 ve TNFR2’ye baglanir ve daha sonra iltihaplanma ve hiicre 6liimii
gibi biyolojik islevler i¢in molekiiler sinyaller iletir. TNFR1, hem sTNF-a hem de
tmTNF-a tarafindan aktive edilir ve TNFR1 ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) adaptor
proteini ile etkilesime giren bir 6liim alanini isler (Pobezinskaya & Liu, 2012).

TNF agirlikl olarak aktive edilmis makrofajlar ve T lenfositleri tarafindan 26
kDa’lik bir protein olarak pro-TNF olarak {iretilir ve bu protein, hiicre dis1 alanda
matriks metalloproteinazlar tarafindan pargalanabildigi ve bunun da salinmasina
neden olan plazma membraninda ifade edilir. Coziintir 17 kDA biiyiikligiindeki
formdur. Hem membran iligkili hem de ¢oziinlir TNF’ler, trimerik formlarinda
aktiftir ve TNF nin iki formu, farkli biyolojik aktivitelere sahip olabilir. TNF a
dontistiiriicii enzim (TACE, ADAM-17 olarak da bilinir) hiicre yiizeyinden TNF’nin
salinmasina aracilik eder (Black vd., 1997) ancak eylemiyle salinan TNF reseptorleri
dahil olmak iizere birkag hiicre membraniyla iligkili proteinin islenmesinde yer alir
(J. Wang vd., 2003).

TNF genellikle saglikli bireylerde tespit edilemez, ancak enflamatuar ve

enfeksiydz durumlarda yiiksek serum ve doku seviyeleri bulunur (Niirnberger vd.,
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1995) ve serum seviyeleri enfeksiyonlarin ciddiyeti ile iliskilidir. Enflamatuar
hastalikta TNF kaynag1 olarak, mast hiicreleri, T ve B lenfositleri, dogal dldiiriicii
(NK) hiicreler, notrofiller, endotel hiicreleri, diiz ve kalp kas1 hiicreleri, fibroblastlar
ve osteoklastlar dahil olmak iizere genis bir hiicre yelpazesi TNF {iretebilir (Waage
vd., 1987).

TNF sinyal iletim yollar1 karmasiktir ve hala tam olarak anlagilmamustir.
Transkripsiyon faktorii NF-kB’nin diizenlenmesi, TNF sinyal iletiminin 6nemli bir
bilesenidir, ancak yakin zamanda tanimlanmig 221 molekiiler ile iligki ve daha 6nce
bilinmeyen etkilesimcilerin modiilasyonunda yer alan RNA enterferansi kullanan
fonksiyon kayb1 analizi ile biiylik 6l¢ekli fiziksel haritalama yapma fonksiyonu

vardir (Bouwmeester vd., 2004).

Interlokin-1beta (IL-1p)

Son 40 yilda, 16kositik pirojen ve lenfosit aktive edici faktoriin
tanimlanmasindan baslayarak, daha sonra 16kositlerle iletisim kurma kapasitesi
nedeniyle interlokin (IL)-1 olarak tanimlanan, enflamasyona neden olan molekiillerin
varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Dinarello vd., 1974; Garlanda vd., 2013). IL-1 terimi,
birbiriyle iliskili iki sitokini, IL-1 alfa (IL-1a) ve IL-1 beta’y1 (IL-1p) kapsar. IL-1
ailesi, agonistik aktiviteye sahip yedi molekiil (IL-1a, IL 1B, IL-18, IL-33, IL-36a,
IL-36p, IL-367), ii¢ reseptor antagonisti dahil 11 iiyeden olusur (IL 1R a, IL-36R a,
IL-38). Bu aile tiyeleri, tiimii Toll benzeri reseptdr (TLR)’lerle bir hiicre i¢i sinyal
alanini paylasan 11 molekiil igeren Toll-IL 1 reseptorii (TIR) siiper ailesine ait
spesifik IL-1 reseptorlerine (IL-1R) baglanir (Dinarello, 2009).

IL-la, epitel, endotel ve stromal hiicrelerde yapisal olarak bulunur ve TLR
agonistleri, enflamatuar sitokinler, oksidatif stres ve hormonlar gibi cesitli
uyaranlarla hematopoietik ve hematopoietik olmayan hiicrelerde yukar: regiile
edilebilir. IL-1B, yalnizca diisiik ekspresyona sahip yerlesik makrofajlarda yapicidir
(Rider vd., 2011) ve enflamasyon iizerine kesinlikle indiiklenebilir. Miyeloid tiirevli
hiicrelerde, IL-1B ekspresyonu, TLR ligandlar ile stimiilasyon iizerine veya IL-1a
gibi ligandlarin salinmasindan sonra artar (C. J. Chen vd., 2007). Bu, kaspaz-1’in
enzimatik fonksiyonunun aktivasyonu i¢in enflamasyon bagimli olan kabul edilen
siirectir. Iltihaplanma kompleksi, tehlike ile iliskili molekiiler modeller veya
patojenle iligkili molekiiler modeller gibi farkli ligandlar tarafindan aktive edilir.

Notrofillerin bol oldugu iltihapl dokularda, IL-1B’nin giiclii aktivasyonunu saglayan
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enflamasyondan bagimsiz baska bir mekanizma vardir. Nétrofil tiirevli serin
proteazlar (proteinaz-3 ve katepsin G), notrofil elastazlar ve granzim A, bu baglamda
siireci katalize edebilen enzimlerdir (Guma vd., 2009).

IL-1a ve IL-1B, strese ve anormal viicut kosullarina yanit verme, gen
ekspresyonunu diizenleme, enflamasyonu ortaya ¢ikarma ve bagisiklik tepkisini
aktive etme, bu mekanizmalar1 farkli sekillerde tetikleme gibi gereksiz rolleri
paylasir. Aslinda, etkileri yerel veya sistemik 6l¢eklerde goriiliir (Dinarello, 2019; A.
Mantovani vd., 2019). IL-1a birincil lokaldir ve hastalik durumunda dolasimda
nadiren rapor edilirken, IL-18 hem saglikta hem de hastalikta dolagimda bulunur (ter
Horst vd., 2016). IL-1a, lokalizasyonuna gore iki farkli davranisi olan bir "¢ift
islevli" sitokinler grubuna (IL-33 ve IL-37 gibi) aittir (Bertheloot & Latz, 2017).

Cesitli ¢alismalar IL-1p aktivitelerine odaklanmigtir. IL-13’nin
vazodilatasyona yol acan, graniilositlerin iltihapli dokuya ¢ekilmesini destekleyen ve
akut enflamatuar yanit sirasinda prostaglandinlerin ekspresyonunu indiikleyen
oldukca giiclii bir pro-enflamatuar araci oldugu iyi bilinmektedir. T hiicreleri
tizerindeki ek etkiler, IL-1B’nin dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik arasinda bir

baglant1 iglevi oldugunu 6ne siirerek tarif edilmistir (Ben-Sasson vd., 2009).

Alfa-Lipoik Asit (ALA)

Tioktik asit veya (R)-5-(1,2-ditiyolan-3-il)-pentanoik asit olarak da bilinen a-
lipoik asit (ALA) disiilfid iceren bir maddedir ve mitokondride sentezlenir. ALA,
mitokondriyal piruvat dehidrojenaz (PDH) kompleksindeki dogal bir koenzimdir.
PDH kompleksi, piruvat ve a-ketoglutarat gibi a-keto asitlerin oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize eder (Dorsam & Fahrer, 2016). Ayrica glikoz
katabolizmasinda ¢esitli metabolik enzimleri diizenler (Liu, 2008). ALA, PDH
kompleksinin E2 alt birimi i¢indeki bir lizin kalintisinin yan zinciri ile kovalent bir
bag olusturur ve PDH enzim aktivitesini destekler (Guo vd., 2020). PDH kompleksi,
glikolizden oksidatif fosforilasyona (OXPHOS) kritik gecistir. Ayrica, ALA nin
cesitli kanser alt tiplerinde apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir (S. Park vd., 2015;
Phiboonchaiyanan & Chanvorachote, 2017). ROS iiretimini indiikleyebilir ve kanser
apoptozuna yol agabilir (S. J. Kim vd., 2019; Yan vd., 2020).



36

Sekil 8.

ALA min Optik Izomerlerinin Kimyasal Yapisi (Salehi et al., 2019)

O 0
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R-o-lipoik asit S-a-lipoik asit

ALA tek bir kiral merkez igerir ve her iki formda, yani R- ve S-
enantiyomerlerinde bulunur. Ote yandan, yalnizca R-ALA, korunmus lizin
kalintilarina bagli amiddir, bu da onu biyolojik sistemlerde 6nemli bir kofaktor
haline getirir (Molz & Schrdder, 2017). Insan hiicrelerinde, yag asitleri sitoplazmada
yag asidi sentaz tip 1 (FAS-I) tarafindan ve mitokondride yag asidi sentaz tip 2
(FAS-II) tarafindan de novo sentezlenir (White vd., 2005). Amit bagiyla lizin
kalintilarinin g-amino grubuna katildigi i¢in, ALA iki enantiyomerik (optik izomer)
formda bulunur, S ve R izoformu oksidatif metabolizmanin mitokondriyal enzimleri
icin temel bir kofaktordiir (Szelag vd., 2012). R-ALA, enzimler tarafindan bir
kofaktor olarak kullanilir: piruvat dehidrojenaz (PDH), dall1 zincirli a-keto-asit
dehidrojenaz (KDH) ve a-ketoglutarat dehidrojenaz (KGDH) (McLain vd., 2013;
Padmalayam vd., 2009). Piruvat dehidrojenaz, piruvatin geri doniisiimsiiz oksidatif
dekarboksilasyonunu sitrik asit dongiisiiniin bir bileseni olan asetil koenzim A’ya
(asetil-KoA) li¢ asamada katalize eden ii¢ enzimden olusan bir multienzim
kompleksidir (B. H. Hassan & Cronan, 2011).

Insan viicudu de novo katabolizma yoluyla yalnizca smirli miktarda ALA
tiretebilir, bu nedenle ALA temel bir besin maddesi olarak diistintilmelidir.
Proteinlerin enerji siireci, karbonhidratlar ve yag metabolizmasinda yer alir. Ote
yandan, ALA, kiikiirt icerikli yapisi nedeniyle hemen hemen tiim serbest radikal
formlarini (oksijen ve azot) temizleyen benzersiz bir antioksidan olarak kabul edilir.
Dihidrolipoik asit (DHLA) (indirgenmis ALA formu), E vitamini, glutatyon ve
askorbat1 bu radikal formlardan geri kazanma egilimindedir. DHLA, biligsel islevler
ve néronal homeostaz i¢in gerekli olan kolin asetiltransferaz (ChAT) aktivitesini

potansiyel olarak artirir (Molz & Schrdder, 2017).
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Ayrica, Nrf-2 ve NF-kB’yi kodlayan spesifik genleri diizenleme yetenegi
nedeniyle ALA, bir pleiotropik molekiil olarak adlandirilir. ALA’nin etki
mekanizmalari, sinyal iletim yollarinin aktivasyonu iizerinde dolayl olarak etki
ettigini gosterir (Salinthone vd., 2010). Siklik adenosin monofosfat (cAMP) gibi
ikinci haberciler ile etkilesimler yoluyla olusur. Pro-enflamatuar sitokinlerin
salinimin1 inhibe ederek cAMP’de bir artiga neden olur. Ayrica cAMP,
kemokinlerden, sitokin reseptdr inhibisyonundan, lipopolisakkarit (LPS) tarafindan
indiiklenen enflamatuar aracilarin inhibisyonundan sorumlu olan bir anti-enflamatuar
sitokinin (IL-10) iiretimini tesvik eder. cAMP, diizenleyici alt birimlerine
baglanarak, katalitik alt birimleri inhibisyondan serbest birakarak ve ¢esitli asag1 akis
substratlarinin fosforilasyonuna izin vererek protein kinaz A’y1 (PKA) aktive eder.
Mevcut ¢ok ¢esitli ligandlar ve GPCR’ler nedeniyle cAMP, PKA’y1 aktive ederek
birgok fizyolojik ve patolojik siireci diizenler. NF-kB tizerindeki ALA eklenmesi
ayrica PGE2, iNOS, COX-2, IL-1B, TNF-a ve IL-6’y1 iceren enflamatuar aracilarin
ifadelerini de etkiler (Collins vd., 1995; Khan vd., 2021, 2022). Histon
asetilasyonunun disfonksiyonu, DNA metilasyonu ve miRNA’larin diizenlenmesi
gibi epigenetik mekanizmalar, ndrodejeneratif bozukluklarin patolojisinde hayati bir
rol oynar (Zhang & Frei, 2001).

Lipidden ¢oziinen ALA, hiicresel zarlarda bulunabilen lipid peroksitler dahil
olmak tizere serbest radikallerle miicadelede biiytik 6lctlide etkilidir. Suda
¢ozinlirliigi, reaktif oksijen tiirlerini mitokondriyal kaynaklarinda verimli bir sekilde
temizledigi sitozole serbest erisim saglar. Antioksidan potansiyeline ek olarak, ALA,
indirgenmis glutatyon (GSH) ve C vitamini de dahil olmak iizere endojen enzimatik
olmayan antioksidanlar1 yeniden iiretebilir ve bu da E vitamini ve koenzim Q10’u
geri doniistiirebilir (Biewenga vd., 1997).

Kisaca ALA, bitkiler, hayvanlar ve insanlardan tiretilen ve dogada bulunan
bir organosiilfiir bilesigidir. Krebs dongiisiinde, ALA, hiicre i¢in enerji liretiminde
yer alan baz1 enzimatik kompleksler i¢in bir kofaktor olarak hareket ederek cesitli
kimyasal reaksiyonlarda 6nemli roller oynar. Ayrica proteinlerle kovalent baglar
olusturur ve terapotik potansiyele sahiptir. Tek bir kiral merkeze ve iki optik izomer
ile sonuclanan asimetrik karbona sahiptir: R- ve S- lipoik asit (Brookes vd., 1983).
Boylece ALA, birbirinin ayna goriintiisii olarak kabul edilen S ve R enantiyomerleri
olarak adlandirilan iki enantiyomerik forma sahiptir. Hem S hem de R

enantiyomerleri ALA’da esit olarak bulunur, ancak R izomerik formu dogal olarak
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bulunurken S izomeri kimyasal islemlerle hazirlanir. Gidalar, proteinlerle kovalent
baglar olusturan canli organizmalarin i¢inde dogal olarak iiretilen R enantiyomerinin
dogal bir kaynagidir (Ghibu vd., 2009)

Insan viicudu tarafindan diisiik miktarda sentezlenmesine ragmen iiretilen
ALA miktarlar1 hiicrenin enerji ihtiyacini karsilamaya yetmemektedir. Bu nedenle
cogunlukla diyetten, 6zellikle et ve sebzelerden elde edilir. Meyveler de bu asidin
kaynagidir. ALA, sebzeler (1spanak, brokoli, domates) ve etler, 6zellikle i¢ organlar
gibi diyet bilesenlerinde ve bir¢ok diyet takviyesinde bulunur. ALA, oktanoik asit ve
sisteinden (kiikiirt verici olarak) enzimatik reaksiyonlar yoluyla bitki ve hayvanlarin
mitokondrilerinde de sentezlenebilir (Padmalayam vd., 2009; Szelag vd., 2012).

ALA’nin 6zelliklerinden biri de kiikiirt igeren bir madde olmasidir. Bu
nedenle, bir tiyol bilesigi olarak kabul edilir. Memeli hiicreleri, farkli klinik
kosullarda asag regiile edilebilen mitokondri lipoik asit sentazin (LASY) etkisiyle
ALA’y1 sentezleyebilir (Padmalayam vd., 2009). ALA ve indirgenmis formu DHLA,
bir¢ok reaktif oksijen tiirii icin temizleme kapasitesine sahiptir. Sonug olarak, giiclii

dogal antioksidan ajanlar olarak kabul edilirler (Packer vd., 1995; Scott vd., 1994).

Alfa Lipoik Asidin Anti-Oksidan ve Anti-Enflamatuvar Ozellikleri

Alzheimer hastalig1 ve diyabetik polindropati gibi bazi sinir sistemi
patolojileri ortak 6zelliklere sahiptir: enflamasyon ve oksidatif stres. Bu patolojilerle
ilgili enflamatuar siirec, ROS ve NOS’un asir1 iiretimini uyarabilir. Ornegin,
makrofajlar tarafindan iiretilen oksijen ve nitrojen radikalleri, multipl sklerozda ve
onun hayvan modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomiyelitte demiyelinizasyon ve
aksonal yaralanmanin aracisi olarak yer almistir (B6 vd., 1994; Koprowski vd., 1993;
van der Goes vd., 1998).

Lipoik asit hem antioksidan hem de antienflamatuvar etkilere sahiptir
(Kermeoglu vd., 2022; Sayiner vd., 2020; Sehirli vd., 2019). Antioksidan etkilerin,
glutatyon rediiktaz gibi artan antioksidan enzimlere, indirgenmis/oksitlenmis
glutatyon oraninin restorasyonuna ve NADP"’nin azalmasina bagh oldugu iyi
bilinmektedir (M. Y. Chang vd., 2017).

Enflamasyonla iligkili oksidatif stres, vaskiiler adezyon molekiillerinin yukari
modiilasyonu dahil, aterojenez ile iligkili erken vaskiiler olaylar1 belirler. Bu olaylar,
enflamatuar siireclerde ve endotel hiicre gogiinde yer alan bir¢ok genin

ekspresyonunu indiikleyen bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin aktivasyonunu
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gerektirir. ROS aracili enflamasyon, NF-«xB, aktivator protein 1 (AP-1) ve mitojenle
aktive olan protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonunu indiikler. NF-kB ayn1
zamanda enflamatuar sitokinlerin iiretimini kolaylastirir: TNF-a, interlokin-(IL-) 6,
siklooksijenaz 2 (COX-2) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)(Roman-Pintos
vd., 2016). Oksidatif stres ayrica hiperglisemi ile iligkilidir ve viral enfeksiyonlar,
patojenler ve radyasyon gibi diger durumlarin varliginin IkB’yi fosforile ettigine ve
bunun NF-xB’nin bozulmasina, salinmasina ve aktivasyonuna yol acgtigina
inanilmaktadir. Bu sonuncusu, enflamasyon, vaskiiler adezyon ve monositlerin gogii
ile iligkili birka¢ molekiiliin transkripsiyonunu indiiklemek i¢in ¢ekirdege hareket
eder (Yamamoto & Gaynor, 2001; Yaworsky vd., 2000).

ALA, NF-xB’yi muhtemelen MAPK gibi yukar1 akis kinazlarinin
modiilasyonu yoluyla IkB’nin degradasyonunu 6nledigi i¢in veya IkB’yi fosforile
edebilen protein kinaz C’nin inhibisyonuyla sonug¢lanan E vitaminini yenileme giicii
nedeniyle inhibe eder. ALA’nin bu son aktivitesi, antioksidan etkisinden bagimsiz
gibi goriinmektedir. Bu nedenle, ALA’nin anti-enflamatuar etkileri, NF-xB, TNF-a
ve IL-6’dan gelen enflamatuar aktivitenin baskilanmasindan ve artan anti-
enflamatuar proteinlerden kaynaklanmaktadir (Packer, 1998; Ying vd., 2011).

ALA ve indirgenmis formu DHLA, bir¢ok reaktif oksijen tiiriinii temizleme
kabiliyetine sahip gli¢clii dogal antioksidanlar olarak kabul edilir (Moura vd., 2015;
Packer vd., 1995, 2001; Scott vd., 1994).

ALA/DHLA tarafindan yeniden {iretilebilen diger antioksidan maddeler
arasinda C vitamini, E vitamini ve indirgenmis/oksitlenmis glutatyon (GSH/GSSG)
orani yer alir (Szelag vd., 2012). Glutatyon, glutamat, sistein ve glisin i¢eren bir
kiikiirt tripeptittir (Newsholme vd., 2012). Biyosentezleri, sistini sisteine doniistiiren
ALA/DHLA tarafindan giiclendirilen bir substratin (sistein) mevcudiyetine ve ayrica
gen ekspresyonuna baglidir (Packer vd., 2001).

Sirkadiyen ritimlerle de baglantili olan GSH, yaslanma, oksidatif denge ve
kirletici detoksifikasyon gibi hiicre i¢i siireglerde cok sayida islevi yerine getirir
(Wilking vd., 2013).

Periferik dokularda ve beyinde, ALA, 5’ adenozin monofosfatla aktive olan
protein kinazin (AMPK) (hipotalamus) aktivitesinde ve ifadesinde 6nemli bir rol
oynar. AMPK, metabolizma, stres yaniti, hiicre dongiisii ve yaglanma ile ilgili cok
sayida hiicre i¢i yola katilan ¢ok islevli bir proteindir (Steinberg & Kemp, 2009).
AMPK, LKB-1 ve Ca/kalmodulin bagimli protein kinaz tarafindan aktive edilen bir
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hiicresel enerji sensoriidiir. AMPK aktive edildiginde, glukoneojenik enzimlerin
sentezini, yag asitlerinin sentezini ve metabolik yollarin yukari regiilasyonunu
destekleyen transkripsiyonel olaylar, glikoz ve yag asidi oksidasyonu yoluyla ATP
liretiminin artmasina neden olur (Zhou vd., 2001).

ALA ayrica iskemi, hipoksi ve glukoz yoksunlugu gibi ATP iiretimini
engelleyen metabolik streslerin yani sira oksidatif strese yanit olarak beyindeki
AMPK aktivitesini de modiile edebilir (Ramamurthy & Ronnett, 2012).

Oksidatif stres, tiimor olusumunda 6nemli bir rol oynar (Durand & Mach,
2013). Umut verici sonuglarla ALA, dncelikle cesitli timorigenez hiicre tiplerinin
deneysel ¢alismalarinda bir antikanser ajani olarak kullanilmistir (al Abdan, 2012;
Feuerecker vd., 2012; J. I. Kim vd., 2012; G. Mantovani vd., 2003; Michikoshi vd.,
2013). Simdiye kadar, bu eylemin altinda yatan kesin molekiiler mekanizmalar
bilinmemektedir. Antioksidan aktivitesinin yan1 sira, bir bagka olasilik da yakin
zamanda akciger hiicrelerinde gosterildigi gibi hiicresel apoptozu indiikleme
kabiliyetine sahip olmasidir (Michikoshi vd., 2013). Bu etkiler, endoplazmik
retikulum stresi tarafindan indiiklenen kaspaz proteinlerinin aktivasyonundan
kaynaklanabilir (G. Mantovani vd., 2003). Dogal olarak olusan antioksidan ALA’nin
cesitli kanser hiicre dizilerinde segici olarak hiicre 6liimiinii indiikleyebildigi
bulunmustur (Doérsam & Fahrer, 2016; van de Mark vd., 2003).

NO, radikal ara madde iiretmek i¢in dogrudan indirgenmis tiyol ile
reaksiyona girer. Daha sonra oksijen gibi elektron alicilart indirgenerek siiperoksit
anyonu (O") iiretilir. Indirgenmis tiyollerin bollugu (indirgenmis a-lipoik asit
formu), S-nitrozotiyollerin olusumunu kinetik olarak miimkiin kilar. Bu kosullar
altinda, artan SOD aktivitesi, artan O, ’yi notralize etmek i¢in bir geri besleme
mekanizmasi olarak diisiiniilebilir. SOD ayrica NO’yu baglar ve nitrosonyum (NO™)
ve nitroksil (NO") tiirlerine bozunmasini uyarir. Aerobik kosullar altinda, SOD’dan
tiiretilen NO tiirleri, peroksinitrit olusumunu baslatir. Peroksinitrit olusumuna,
onemli miktarlarda H>O» olusumu eslik eder (Filipovi¢ vd., 2009). Cok sayida
arastirma, pleiotropik etkileriyle ALA’nin ilaca bagli toksisiteler dahil olmak tizere
cesitli patolojik durumlarda terapotik fayda sagladigini vurgulamaktadir (Gomes &
Negrato, 2014). Kemoterapinin neden oldugu toksisiteyi hafifletmede dogal
antioksidanlarin kullanim1 ¢ok dikkat ¢ekiyor ve umut verici goriiniiyor (Singh vd.,
2018). Bununla birlikte, ALA, zayif suda ¢6ziiniirliigii, oral uygulamadan sonra kisa

bir yarilanma 6mrii (yaklasik 30 p/dk) ve diislik biyoyararlanimi ile karakterize edilir
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ve bu nedenle etkili tibbi kullanimini sinirlar. Ayrica, 151k ve 1s1 altinda kararsizdir ve
kiikiirt igeriginden dolay1 bozunmasina hos olmayan bir koku eslik eder (Rageh &
El-Gebaly, 2019). Cesitli ¢calismalar, etkili bir ALA nanoformiilasyonu gelistirerek
bu dezavantajlarin iistesinden geldigini bildirdi (Gogoi vd., 2020).
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BOLUM 111
Yontem
Bu boliimde aragtirmanin modeline, arastirmanin ¢alisma grubuna, verilerin
toplanmasi ve ¢ozlimlenmesine ve ortaya ¢ikan bulgularin nasil raporlastirildigina

iligkin bilgilere yer verilmistir

Etik Kurul Onay1 ve Calisma Gruplan

Arastirmanin etik onay1 Yakin Dogu Universitesi Yerel Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu’ndan alind1 (Toplant1 No 2019/01-17/1.2019 ve Toplant1 No:2020/11-
27/11/2020).

Calismada her iki cinsiyetten toplam 32 adet 200-250 g agirligindaki Wistar
Albino siganlar kullamld. Siganlar, Yakin Dogu Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden (DEHAM) temin edildi. Sicanlar, nem kontrollii odada (%50
+ 5), +22 + 2 °C sicaklikta, baglangictan itibaren 12:12 saat karanlik/aydinlik
dongiisii olacak sekilde barindirildi. Siganlar deney siiresince ad libitum suya ve
yeme eristi.

Calisma gruplarini olusturmak i¢in siganlar her grupta 8 hayvan (n=8) olacak
sekilde toplam 4 gruba yerlestirildi ve asagida belirtildigi sekilde uygulamalar
gerceklestirildi (Sekil 9).

- Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1. giinden itibaren 1 hafta boyunca
giinde bir kez sadece intraperitoneal (i.p.) salin (SF) uygulandi.

- Alfa-lipoik asit (ALA) Grubu: Herhangi bir islem uygulanmadi ve bu
gruptaki hayvanlara 1. glinden itibaren bir hafta boyunca giinde bir kez
sadece 100 mg/kg i.p. ALA verildi (Sehirli, Sener, vd., 2008).

- Mukozit Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1. Giin SF 1.p. uygulandiktan sonra
2. Giin 400 mg/kg 5-FU i.p. ve deneyin sonuna kadar gilinde bir kez SF
yapildi (S. H. Kim vd., 2018). Hayvanlar 1 hafta boyunca gézlemlendi.

- Mukozit+ALAGrubu: Bu gruptaki hayvanlara 1. Giin 100 mg/kg ALA 1i.p.
uygulandiktan sonra 2. Giin 5-FU 400 mg/kg 1.p. uygulandi ve daha sonra
giinde bir kez 100 mg/kg ALA 1i.p deney sonuna kadar devam edildi.
Hayvanlar 1 hafta boyunca gézlemdi.



43

Sekil 9.
Calismanin Akis Semasi
e | 32 tane Wistar albino
- sican
v + ! '
Kontrol Grubu ALA Grubu (n=8) Mukozit Grubu(n=8) Mukozit+ALA Grubu (n=8)
(n=8) 1. Giin 100 mg/kg ALA i.p. uygulandiktan
intraperitoneal (i.p.) salin 1. giinden itibaren bir 1. Giin SF i.p. uygulandiktan sonra 2. sonra 2. Giin 5-FU 400 mg/kg i.p.
(SF) 1. giinden itibaren 1 hafta boyunca giinde bir Giin 400 mg/kg 5-FU i.p. Uyguland. uygulandi ve daha sonra giinde bir kez
hafta boyunca giinde bir kez kez 100 mg/kg i.p. ALA 100 ma/kg ALA i.p deney sonuna kadar
KAN DOKULAR
+ Biyokimya indikatgrleri:Albiimin, ALT, AST, + Histopatoloji
ALP, LDH, Kreatinin, BUN, Lipaz, TP, amilazve Lipaz | « Sijtokinler: TNF-ave IL-18
+ Sitokinler: TNF-ave IL-1B + MMPler ve TIMP-1
* MMPler ve TIMP-1 * MDA, GPx ve SOD

Calisma Materyallerinin Toplanmasi

Deney siiresinin sonunda deneklere yliksek dozajda anestezik (Ketamin ve
Ksilazin) verilerek biling kaybindayken dekapitasyon teknigi ile sakrifiye edildi.
Laboratuvar analizi i¢in en kisa siire i¢inde kan ve doku 6rnekleri (mide, ince ve
kalin bagirsak) drnekler toplandi.

Kan numuneleri Sml’lik serum sepertdr tiiplerine alind1 (BD Vacutaine SST
Advance ref 367955). Yaklasik 30 dakika beklemeden sonra Yakin Dogu
Universitesi Hayvan Hastanesi Tan1 Laboratuvari’nda 2000 x g’de 10 dakika
santrifiij ederek serumlar ayrildi (K241, BRK5324, Centurion Scientific, Chichester,
BK). Daha sonra serum 6rnekleri analize kadar -80 °C’de saklandi.

Hem biyokimyasal hem de histopatolojik laboratuvar deneyleri i¢in doku
ornekleri (mide, ince bagirsak, kalin bagirsak) toplandi. Biyokimyasal analiz i¢gin
ornekler alindiktan sonra eritrositler soguk fizyolojik tuzlu su ile perfiize edilerek
uzaklastirildi. Daha sonra dokular filtre kagidi ile kurutularak biyokimyasal ve
histopatolojik analiz i¢in iki ayr1 par¢aya ayrildi. Biyokimyasal analiz i¢in
kullanilacak 6rnekler 50 mM fosfat tamponlu (pH 7.4) doku 6rnek kaplarina alinarak
Yakin Dogu Universitesi Hayvan Hastanesi Tan1 Laboratuvari’na aktarildi.
Histopatolojik inceleme i¢in kullanilacak doku kesitleri %10 formaldehit igeren
kaplara yerlestirildi ve Yakin Dogu Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-

Patoloji Laboratuvarina transfer edildi.
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Dokularin Homojenizasyonu

Radyoimmiinopresipitasyon deney tamponu (RIPA) lizis tamponu (iiriin no.
10010263, parti no. 0490889-1, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, ABD) ve
Dounce doku 6giitiicii seti (D8938, Lot No: 3110, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) kullanildi.

Hayvanlardan alinan doku 6rnekleri 20-25 mg olacak sekilde anatilik terazide
Olciildii ve dounce doku 6giitiicii setinin tiip malzemesi igerisine alinip {izerine 250
uL RIPA lizis tamponu eklendi ve buz iizerinde 6giitiicii malzeme ile
homojenizasyon islemi yapildi. Daha sonra homojenatlar, 1,5 mL hacimli
mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve +4 °C’de 10000 x g’de 10 dakika santrifiijlemeye
tabi tutuldu (MIKRO 200R, Hettich, Tuttlingen, Almanya) ve siipernatanlar
porsiyonlara ayrilarak analiz 6ncesine kadar -80 °C'de saklandi. Analiz 6ncesinde ise
once -80 °C’den -18 °C’ye ardindan +4 °C’ye son olarak da oda sicakligina alind1 ve
kademeli olarak ¢ozdiiriiliip deneyler yapildi. Doku homojenatlarinin protein
konsantrasyonlari iki kopya olacak sekilde Bradford metodu 6l¢iildii (Bradford,
1976).

Bradford Protein Tayin Yontemi

Bradford testi, Coomassie Brilliant Blue G250 boyasinin proteine baglanmasi
esasina dayanir. Asidik test reaktif ¢ozeltisinde baskin olan boyanin {i¢ yiikli
formundan, daha katyonik olan kirmiz1 ve yesil formlar, sirastyla 470 nm ve 650
nm'de absorbans maksimumlarina sahiptir. Buna karsilik, proteine baglanan boyanin
daha anyonik mavi formu, 590 nm’de maksimum bir absorbansa sahiptir. Boylece
mavi iyonik formdaki boya miktar1 belirlenerek protein miktar1 tespit edilebilir. Bu

da ¢6zeltinin absorbansinin 595 nm’de Ol¢iilmesiyle elde edilir (Bradford, 1976) .

Deneyde kullanima hazir Bradford reaktifi (Cat. B6916 Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, ABD) ile gerceklestirildi ve deney dncesinde oda sicakligina getirildi. i1k 6nce
mikroplakaya 250 uL Bradford reaktifi ardindan 5 pL numune kuyucuklara konuldu.
Daha sonra karanlik ortamda 10 dakikalik bir inkiibasyon sonrasinda 6rnekler 595
nm'de spektrofotometrede (Molecular Devices VersaMax Microplate Reader, S/N

BNRO06322, California, ABD) okutuldu.
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Serum Biyokimya indikatorleri

Serum biyokimya indikatdrleri kullanima hazir test kitleri ile 6l¢iildii. Olgiimler
otomatik klinik biyokimya analizériinde (BS-240VET, Mindray, Shenzhen, Cin) tiim
ornekler i¢in iki kopya olacak sekilde kit iireticilerinin cihaz aplikasyon belgelerinde

belirtilen direktifleri dogrultusunda yapildi.

Total Protein (Ref. D00686, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya).
Testin prensibi biiiret yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde proteinler, alkali
¢ozeltide bakir iyonlar1 ile menekse mavisi bir renk kompleksi olusturur. Bu renkli
kompleksin 540 nm’de okutulup absorbansi numunedeki protein konsantrasyonuna

dogru orantilidir.

Albiimin (Ref. D00205, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya). Test
prensibine gore hafif asit pH’da bromokresol yesili varliginda, serum albiimini,
indikatoriin sari-yesilden yesil-maviye bir renk degisikligine neden olur. Mavi-yesil
rengin yogunlugu, 578 nm’de okutulup absorbans1 numunedeki albiimin

konsantrasyonu ile orantilidir.

ALT (Alanin aminotransferaz) (Ref. D00640, Dialab GmbH, Wiener
Neudorf, Avusturya). Testin prensibine gore 340 nm’de absorbansta ortaya ¢ikan
azalma, numunedeki GPT aktivitesi ile dogru orantilidir. Bu, IFCC (Uluslararasi
Klinik Kimya Federasyonu) tarafindan 6nerilen GPT testi i¢in degistirilmis bir
formiilasyondur. Piridoksal fosfat (P-5-P) iceren IFCC referans yontemleri. P-5-P,
AA transferinde bir koenzim olarak islev goriir ve transaminaz aktivitesini stabilize

eder.
GPT
L — Alanin + 2 — Oksoglutarat «<— Pirtivat + L — Glutamat

LDH
Pirtivat + NADH + H* «— L — Laktat + NAD + NADH

ALP (Alkalin fosfataz) (Ref. D00523, Dialab GmbH, Wiener Neudorf,
Avusturya). Alkali kosul altinda, renksiz p-nitrofenol, ¢cok yogun bir sar1 renk
gelistiren 4 nitrofenokside doniistiiriiliir. Yogunlugu, 405 nm’de okutulup absorbansi

numunedeki alkalin fosfatazin aktivitesi ile orantilidir.

Alkalin fosfataz
p — Nitro — fenilfosfat + H,0 ———— p — Nitrofenol + fosfat
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AST (Aspartat transaminaz) (Ref. D00678, Dialab GmbH, Wiener
Neudorf, Avusturya). Testin prensibi IFCC tarafindan 6nerilen GOT testi i¢in
degistirilmis bir formiilasyondur. IFCC referans yontemi, piridoksal-5’-fosfat (P-5-P)
igerir. P-5-P, AA transferinde koenzim gorevi goriir ve transaminazlarin aktivitesini
stabilize eder. Bu nedenle, P-5-P’nin eklenmesi, yetersiz endojen P-5-P igeren
numunelerde hatali olarak diisiik degerleri dnler. Yogunlugu, 340 nm’de okutulup

absorbansi numunedeki aspartat transaminaz aktivitesi ile orantilidir.

GOT
L — Aspatat + 2 — Oksoglutarat «— Oksaloasetat + L — Glutamat

MDH
Oksaloasetat + NADH + Ht «— L — Malat + NAD*

LDH (Laktat dehidrogenaz) (Ref. D00664, Dialab GmbH, Wiener Neudorf,
Avusturya). LDH nin, hidrojen alicist NAD ’nin aracilik ettigi, L-laktatin piriivata
tersinir oksidasyonuna yol acan katalitik 6zelligi, LDH aktivitesinin 6l¢iimiinde
temel olarak kullanilir. 340 nm’de fotometrik olarak 6l¢iilen numunenin optik

yogunlugunu degistiren NADH {iretim hiz1 degerlendirilir.

LDH
L. — Laktat + NAD* «— Piruvat + NADH + H*

Ure (Ref. 413925, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya). Ure,
amonyak ve karbondioksit liretmek icin su ve iireaz varliginda hidrolize edilir.
Modifiye edilmis bir Berthelot reaksiyonunda amonyum iyonlari, yesil bir boya
olusturmak i¢in hipoklorit ve salisilat ile reaksiyona girer. 578 nm’de absorbans
artis1, numunedeki lire konsantrasyonu ile orantilidir. GLDH reaksiyonundan

kaynaklanan absorbanstaki azalma, numunedeki {ire konsantrasyonu ile orantilidir.

’
Ure + 2H,0% «—3 2NH} + CO%"

GLDH
NH} + 2 — Okzoglutarat + NADH «— L — Glutamat + NAD* + H,0
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Sekil 10.

Dialab Ure Test Kiti

Lipaz (Ref. D0440, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya). Asagidaki
test reaksiyonlar1 esasina dayali olarak gerceklesen deney prosediirii sonrasinda 578

nm’de fotometrik olarak okuma yapildi ve hesaplandi.

Lipase

T
1,2 — 0 — Dilauryl — rac — glycero — 3 — glutaric acid(6 — methylresorufin ester) PR 1,2-0

— Dilauryl — rac — glycerol + Glutaric acid — (6 — methylresorufin) — ester

. . . kendiliginden bozulma) . .
Glutarik asit — (6 — methylresorufin) — ester — Glutarik asit

+ Metilresorufin

Kreatinin (Ref. D00617, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya).
Kreatinin, bir alkalin pikrat ¢6zeltisi i¢inde renkli turuncu-kirmizi bir kompleks
olusturur. Doniisiim sirasinda sabit zamanlarda absorbanstaki fark, numunedeki
kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Deney sonuglar1 510 nm’de okutularak
hesaplandi.

Kreatinin + Pikrik asit — Kreatinin pikrat kompleks

Alfa-Amilaz (Ref. 355911, Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Avusturya).
Asagida verilen test reaksiyonlar1 esasina dayali olarak gergeklesen deney prosediirii

sonrasinda 405 nm’de okuma yapildi ve hesaplandi.



48
a—Amylase
5EPS — G7 + 5H,0 «—— 2 Ethylidene — G5 + 2 G2PNP + 2Ethylidene
— G5 + 2 G3PNP + Ethylidene — G3 + G4PNP

a—Glucosidase

2 G2PNP + 2 G3PNP + G4PNP + 14H,0 «—— 5PNP + 14 G

Pro-enflamatuar Sitokinlerin Ol¢iimii

Pro-enflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-1 diizeyleri hem serum hem de
doku 6rneklerinde sigcan spesifik enzim immunoassay deney kitleri kullanilarak
mikroplakalarda calisildi. Ornekler ¢ift kopya olacak sekilde ¢alisild1 ve deney
prosediirleri sirasinda yikama islemleri otomatik mikroplaka yikayicisinda yapildi
(MW-12A, Mindray, Shenzhen, Cin). Deney sonunda 6rneklerin absorbanslari da
mikroplaka okuyucudan (MR-96A, Mindray, Shenzhen, Cin) elde edildi ve sonuglar
hesaplandi.

IL-18

Sican spesifik deney kiti kullanild1 (ELR-IL-10, RayBiotech, RayBiotech
Life Inc. Norcross, ABD). Bu teknigin esasi rat spesifik IL-1B’ya 6zgii antikor
kullanilmak suretiyle 6rneklerdeki interlokin-1p diizeylerinin tespit ve miktarinin
belirlenmesidir. Buna gore 96 kuyucuk igeren bir plaka tizerinde kaplanmis I1-1p3’ya
0zgii bir antikor kullanilir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve
numunelerde bulunan IL-1p, hareketsizlestirilmis antikor tarafindan kuyucuga
baglanir. Daha sonraki asamada ise kuyucuklar yikanir ve biyotin eklenir ve anti-
RatiL-1p antikoru eklenir. Baglanmamis biyotinlenmis antikoru yikadiktan sonra,
HRP-konjuge streptavidin kuyucuklara eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve bir
iclerine TMB substrat soliisyonu eklenir daha sonra bagli IL-1f miktar ile orantili
olarak renk olusur. Durdurma soliisyonu rengi maviden sartya degistirir ve rengin

yogunlugu 450 nm’de Ol¢iliir.

Deney reaktiflerinin hazirlanmasi
1. Biitiin kimyasallar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi
(18-25°C).
2. Test diliilent B (madde E) Bire bes oraninda distile su ile diliie edildi
3. Orneklerin hazirlanmasi Test diliient A (madde D) ile serumlarin bire iki
oraninda diliie edildi. Test diliient B (madde E) ile birebir oraninda

stipernatantlar diliie edildi.
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4. Standartlarin hazirlanmasi vialin i¢inde olan madde i¢ine 400 pl test diliient

A (serumlar i¢in) birebir oraninda, diliient B ise siipernatantlar i¢in
hazirlanarak Madde C nin igerinde eklenir ve 50000 pg/mL lik bir standart
elde edilir. Tozun ¢6ziinmesi i¢in yavasca karistirildi ve ¢ozlinmesi beklendi.
Test diliient A dan 260 pl biitiin tiiplerin i¢ine eklendi. Standartlar
hazirlarken seri diliisyon islemi yapildi. Test diliient A sifirinct standart
olarak kullanild1 (0 pg/mL).

Yikama soliisyonunu 20 kat distile su ile diliisyon yapild.

Tespit edici antikor olan (madde F) kullanmadan 6nce yavas bir sekilde
kullanilmadan karistirildi. Sisenin igerisine 100 pl test diliient B (madde E)
eklenerek karistirildi. Tespit edici antikorun konsantrasyonu 80 kat test
diliient B (madde E) ile islem prosediirii ile kullanilir.

HRP-Stepravidin konsantre edilmis (madde G) kullanmadan 6nce yavas bir
sekilde kullanilmadan karistirildi. 200 Kat test diliient B (madde E) diliisyon
edildi ve 1yi bir sekilde karistirildi.

Deney prosediirii

1.

Biitiin reaktifler, standartlar ve 6rnekler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.
Biitiin standartlar ve 6rneklerinde cift sekilde calisildi.

Biitiin etiketleri kuyucuklardan ¢ikartildi.

Hazirlama adimindaki gibi hazirlanmis standartlar1 ve 6rnekleri kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Kuyucuklarin {izerleri kapandi ve hafif sekilde
calkalayictya koyarak 2 buguk saat boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve otomatik mikroplaka yikayicisi ile
4 defa yikama islemi yapildi. Kuyucuklarin igerisinde kalinti kalmamasina
Ozen gosterildi.

Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis biyotinli antikor (asama 6) eklendi.
Kuyucuklularin tizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak bir
saat boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapild.

Hazirlanmis olan strepravidin soliisyonu (madde 7) her bir kuyucuga 100 pl
eklendi. Kuyucuklarin lizerleri kapandi ve hafif sekilde calkalayiciya koyarak
45 dakika boyunca inkiibe edildi.
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8. Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4 teki gibi yikama islemi
yapildu.

9. TMB one-step subtrate reaktifini (madde h) 100 ul her bir kuyucuga eklendi.
Kuyucuklarin lizerleri kapatilarak karanlikta ve hafif sekilde ¢alkalanacak
bicimde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

10. En son asamada ise stop soliisyonu (madde I) her bir kuyucuga eklendi ve

450 nm dalga boyunda okutularak sonuglar hesaplandi.

TNF-a

Sican spesifik deney kiti kullanilarak (ELR-TNF-0, RayBiotech Life Inc.
Norcross, ABD) 6lgiim yapilmistir. Bu teknigin esasi rat spesifik TNF-o’ya 6zgii
antikor kullanilmak suretiyle 6rneklerdeki TNF-a diizeylerinin tespit ve miktarinin
belirlenmesidir. Buna gore 96 kuyucuk igeren bir plaka lizerinde kaplanmis TNF-
a’ya 6zgii bir antikor kullanilir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve
numunelerde bulunan TNF-a, hareketsizlestirilmis antikor tarafindan kuyucuga
baglanir. Daha sonraki asamada ise kuyucuklar yikanir ve biyotin eklenir anti-Rat
TNF-a antikoru eklenir. Baglanmamis biyotinli antikoru yikadiktan sonra, HRP-
konjuge streptavidin kuyucuklara eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve bir i¢lerine
TMB substrat soliisyonu eklenir ve bagli TNF-a miktar1 ile orantili olarak renk
olusur. Durdurma soliisyonu rengi maviden sartya degistirir ve rengin yogunlugu 450

nm’de Ol¢iiliir.

Deney Reaktiflerinin Hazirlanmasi.

1. Biitiin kimyasallar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi
(18-25°C).

2. Test diliilent B (madde E) Bire bes oraninda distile su ile diliie edildi.

3. Orneklerin hazirlanmasi Test diliient A (madde D) ile serumlarin bire iki
oraninda diliie edildi. Test diliient B (Madde E) ile birebir oraninda
stipernatantlar diliie edildi.

4. Standartlarin hazirlanmasi vialin i¢cinde olan Madde i¢ine 400 pl test diliient
A (serumlar i¢in) birebir oraninda, diliient B ise siipernatantlar i¢in
hazirlanarak Madde C’nin igerinde eklenir ve 100 ng/mL’lik bir standart elde
edilir Tozu ¢oziinmesi i¢in yavase¢a karistirildi ve ¢oziinmesi beklendi. Test

diliient A dan 400 pl biitiin tiiplerin i¢ine eklendi. Standartlar1 hazirlarken seri
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diliisyon iglemi yapildi. Test diliient A sifirinct standart olarak kullanildi (O
pg/mL).

Yikama soliisyonunu 20 kat distile su ile diliisyon yapild.

Tespit edici antikor olan (madde F) kullanmadan 6nce yavas bir sekilde
kullanilmadan karistirildi. Sisenin igerisine 100 pl test diliient B (madde E)
eklememiz karistirildi. Tespit edici antikorun konsantrasyonu 80 kat test
diliient B (madde E) ile 6. Islem prosediirii ile kullanilir.

HRP-Stepravidin konsantre edilmis (madde G) kullanmadan 6nce yavas bir
sekilde kullanilmadan karistirildi. 200 kat test dilent B (madde E) diliisyon
edildi ve iyi bir sekilde karistirildi.

Deney prosediirii

1.

Biitiin reaktifler, standartlar ve drnekler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.
Biitiin standartlar ve 6rneklerinde cift sekilde calisildi.

Biitiin etiketleri kuyucuklardan ¢ikartildi.

Hazirlama adimindaki gibi hazirlanmis standartlar1 ve 6rnekleri kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Kuyucuklarin tizerleri kapandi ve hafif sekilde
calkalayictya koyarak 2 buguk saat boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve otomatik mikroplaka yikayicisi ile
4 defa yikama islemi yapildi. Kuyucuklarin igerisinde kalinti kalmamasina
0zen gosterildi.

Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis biyotinli antikor (asama 6) eklendi.
Kuyucuklularin tizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak bir
saat boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4°deki gibi yikama islemi
yapildu.

Hazirlanmis olan strepravidin soliisyonu (madde 7) her bir kuyucuga 100 pl
eklendi. Kuyucuklarin lizerleri kapandi ve hafif sekilde calkalayiciya koyarak
45 dakika boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4’deki gibi yikama islemi
yapild.

TMB one-step subtrate reaktifini (madde h) 100 ul her bir kuyucuga eklendi.
Kuyucuklarin lizerleri kapatilarak karanlikta ve hafif sekilde ¢alkalanacak

bicimde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
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10. En son asamada ise stop soliisyonu (madde I) her bir kuyucuga eklendi ve

450 nm dalga boyunda okutularak sonuglar hesaplandi

Sekil 11.

TNF-a Calismasi Sirasinda Substrat Asamasi

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) ve TIMP-1 Seviyelerinin Ol¢iimii

Matriks metalloproteinlerden MMP-1, MMP-2 ve MMP-8 diizeyleri hem
serum hem de doku 6rneklerinden sican spesifik enzim immunoassay deney kitleri
kullanilarak belirlendi. Orneklere uygulanan deney prosediirii ¢ift kopya olacak
sekilde yiiriitiildii. Testlerin yikama islemleri otomatik mikroplaka yikayicisinda
yapildi (MW-12A, Mindray, Shenzhen, Cin). Deney sonunda 6rneklerin
absorbanslar1 da mikroplaka okuyuculardan (MR-96A, Mindray, Shenzhen, Cin) elde

edildi ve sonuglar hesaplandi.

MMP-1
Sican spesifik Sandvig-ELISA esasli deney kiti kullanildi (E-EL-R0617,
Elabscience, Wuhan, Cin). Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, Rat MMP-1’e
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0zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler, uygun ELISA
mikro plaka kuyucuklarina eklenerek spesifik antikor ile birlestirildi. Ardindan, Rat
MMP-1 ve Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis tespit
antikorlar1, her bir mikro plaka kuyucuguna art arda eklenerek inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra serbest bilesenler yikandi. Daha sonra her kuyucuga Substrat
Reaktifi eklendi, sadece sigan MMP-1, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-
HRP konjugati i¢ceren kuyucuklarda mavi renk elde edildi. Enzim substrat
reaksiyonu, Durdurma Soliisyonu eklenerek sonlandirildi ve 6rneklerde sar1 renkte
tespit edildi. Optik yogunluk (OD), 450 nm £ 2 nm dalga boyunda spektrofotometre
ile dlgtildi. OD degeri, sigan MMP-1 konsantrasyonu ile orantili bulundu.
Numunelerdeki sigan MMP-1 konsantrasyonu, numunelerin OD’si standart egri ile

karsilastirilarak hesaplandi.

Reaktif Hazirlama

1. Kullanmadan once tiim reaktifleri oda sicakligina getirildi.

2. Yikama tamponu: 750 mL yikama tamponu hazirlamak i¢in 30 mL konsantre
yikama tamponunu distile suyla seyreltildi.

3. Standart ¢alisma soliisyonu: standardi 10.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
1,0 mL referans standart ve numune seyreltici eklendi. Bu sulandirma, 10
ng/mL’lik bir stok soliisyon iiretildi. Daha sonra gerektigi gibi seri
diliisyonlar yapildi. Onerilen diliisyon gradyan1 su sekildedir: 10, 5, 2,5, 1,25,
0,63, 0,31, 0,16, 0 ng/mL. Seyreltme yontemi: 7 mikrosantrifiij tiipiine alindi,
her tiipe 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici eklenildi. Ik tiipe 500
puL 10 ng/mL stok soliisyonu pipetlendi ve 5 ng/mL stok soliisyonu iiretmek
icin karistirildi. Bu adima gore sirayla 6nceki tiipten ikinci tiipe 500 pL
soliisyon pipet ile ¢ekildi.

4. Biyotinlenmis saptama antikoru ¢alisma soliisyonu: deneyden dnce gerekli
miktar1 karar verildi (100 pL/kuyucuk). Kullanmadan 6nce stok tiipii santrifiij
yapildi, 100x konsantre biyotinlenmis Saptama antikor Biyotinlenmis
Saptama Ab Seyreltici ile 1xg¢alisma soliisyonuna seyreltildi.

5. Konsantre HRP Konjugat calisma soliisyonu: Deneyden once gerekli miktari
hesaplanildi (100 pL/kuyu). 100x Konsantre HRP Konjugat1 Konsantre HRP

Konjugat seyreltici ile 1x ¢alisma sollisyonuna seyreltildi.



54

Test Prosediirii

1. Tlk iki siituna farkli konsantrasyonlarda standart calisma soliisyonu eklendi:
Soliisyonun her konsantrasyonu yan yana duplike olarak iki kuyucuga eklendi
(her kuyu i¢in 100 pL). Diger kuyulara numune eklenildi (her kuyu i¢in 100
uL). 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Not: Cozeltiler mikro ELISA
plakasinin dibine eklenmesine, miimkiin oldugunca i¢ duvara degmemesine
ve koplirmemesine dikkat edildi.

2. Inkubasyondan islemi ardindan her kuyucugunun igerigi dokiiliip, daha sonra
her kuyucuga 100 pL biyotinlenmis saptama antikoru ¢aligsma soliisyonu
eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

3. Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiiliir ve yikama adimlari, otomatik mikro
plaka yikayicisi kullanilarak gergeklestirilmistir. 350 pl her bir kuyucugu 3
defa boyunca yikandi, kuyucuklarin i¢erisinde kalint1 kalmamasina 6zen
gosterildi

4. Her kuyucuga 100 uL HRP Konjugat ¢aligma soliisyonu pipetlendi. Plaka
kapatici ile kaplanarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Her kuyudan soliisyonlar aspire edildi, 3. adimda yiiriitiildiigli gibi yikama
islemi bes kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklendi. 37°C’de yaklasik 15 dakika
inkiibe edildi, ancak 30 dakika beklendi.

7. Her kuyucuga 50 pL. Durdurma Soliisyonu eklendi.

8. Mikroplaka okuyucusu tarafindan 450 nm dalga boyunda okutulup
kaydedildi.

MMP-2

MMP-2 6l¢iimii enzim immunoassay teknigi ile rat spesifik deney kiti (ELR-
MMP2, RayBiotech Life Inc. Norcross, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Bu
teknigi esasi rat spesifik MMP-2 6zgii antikor kullanilmak suretiyle 6rneklerdeki
MMP-2 diizeylerinin tespit ve miktarinin belirlenmesidir. Buna gére 96 kuyucuk
igeren bir plaka tizerinde kaplanmis MMP-2’ya 6zgi bir antikor kullanilir.
Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve numunelerde bulunan MMP-2,
hareketsizlestirilmis antikor tarafindan kuyucuga baglanir. Daha sonraki asamada ise

kuyucuklar yikanir ve biyotin eklenir anti-Rat MMP-2 antikoru eklenir.
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Baglanmamuis biyotinlenmis antikoru yikadiktan sonra, HRP-konjuge streptavidin

kuyucuklara eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve bir i¢lerine TMB substrat

soliisyonu eklenir ve bagli MMP-2 miktar ile orantili olarak renk olusur. Durdurma

soliisyonu rengi maviden sariya degistirir ve rengin yogunlugu 450 nm’de oOl¢tliir.

Deney Reaktiflerinin Hazirlanmas.

1.

Biitiin kimyasallar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina
getirildi(18-25°C).

Test diliient B (madde E) bire bes oraninda distile su ile diliie edildi.
Orneklerin hazirlanmast test diliient A (madde D) ile serumlarin bire iki
oraninda diliie edildi. Test diliient B (madde E) ile birebir oraninda
stipernatantlar diliie edildi.

Standarlarin hazirlanmasi vialin i¢inde olan madde i¢ine 600 pl test diliient A
(serumlar i¢in) birebir oraninda, diliient B ise siipernatantlar i¢in hazirlanarak
madde C’nin igerinde eklenir ve 150 ng/mL’lik bir standart elde edilir. Tozu
¢Ozilinmesi i¢in yavasca karistirildi ve ¢ozlinmesi beklendi. Test diliient A dan
300 pl biitiin tiiplerin i¢ine eklendi. Standartlar1 hazirlarken seri diliisyon
islemi yapildi. Test diliient A sifirinct standart olarak kullanildi (O pg/mL).
Yikama soliisyonunun 20 kat distile su ile diliisyon yapildi.

Tespit edici antikor olan (madde F) kullanmadan 6nce yavas bir sekilde
kullanilmadan karistirildi. Sisenin igerisine 100 pl test diliient B (madde E)
eklenip karistirildi. Tespit edici antikorun konsantrasyonu 80 kat test diliient
B (madde E) ile Islem prosediirii ile kullanilir.

HRP-Stepravidin konsantre edilmis (madde G) kullanmadan 6nce yavas bir
sekilde kullanilmadan karistirildi. 200 kat test dilent B (madde E) diliisyon
edildi ve iyi bir sekilde karistirildi.

Deney Prosediirii:

1.

Biitiin reaktifler, standartlar ve 6rnekler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.
Biitiin standartlar ve 6rneklerinde cift sekilde calisildi.

Biitiin etiketleri kuyucuklardan ¢ikartildi.

Hazirlama adimindaki gibi hazirlanmis standartlar1 ve 6rnekleri kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Kuyucuklarin iizerleri kapandi ve hafif sekilde
calkalayictya koyarak 2 buguk saat boyunca inkiibe edildi.
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4. Kuyucuklarin igindeki reaktif dokiildii ve otomatik mikroplaka yikayicist ile
4 defa yikama islemi yapildi. Kuyucuklarin igerisinde kalint1 kalmamasina
0zen gosterildi.

5. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis biyotinli antikor (asama 6) eklendi.
Kuyucuklularin tizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak bir saat
boyunca inkiibe edildi.

6. Kuyucuklarin igindeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapildi.

7. Hazirlanmig olan strepravidin soliisyonu (madde 7) her bir kuyucuga 100 ul
eklendi. Kuyucuklarin lizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak
45 dakika boyunca inkiibe edildi.

8. Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapildi.

9. TMB one-step subtrate reaktifini (madde h) 100 pl her bir kuyucuga eklendi.
Kuyucuklarin tizerleri kapatilarak karanlikta ve hafif sekilde ¢alkalanacak
bicimde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

10. En son asamada ise stop soliisyonu (madde I) her bir kuyucuga eklendi ve 450

nm dalga boyunda okutularak sonuglar hesaplandi.

Sekil 12.
MW-124 Mikroplaka Yikayicisisi

mindray

PMW-12A
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MMP-8

Sican spesifik deney kiti (ELR-MMP8 RayBiotech Life Inc. Norcross, ABD)
kullanilmistir. Bu teknigi esasi rat spesifik MMP-8 6zgii antikor kullanilmak
suretiyle 6rneklerdeki MMP-8 diizeylerinin tespit ve miktarinin belirlenmesidir.
Buna gore 96 kuyucuk iceren bir plaka iizerinde kaplanmig MMP-8’ye 6zgii bir
antikor kullanilir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve numunelerde
bulunan MMP-8, hareketsizlestirilmis antikor tarafindan kuyucuga baglanir. Daha
sonraki asamada ise kuyucuklar yikanir ve biyotin eklenir anti-Rat MMP-8 antikoru
eklenir. Baglanmamis biyotinlenmis antikoru yikadiktan sonra, HRP-konjuge
streptavidin kuyucuklara eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve bir i¢lerine TMB
substrat soliisyonu eklenir ve bagli MMP-8 miktar ile orantili olarak renk olusur.
Durdurma soliisyonu rengi maviden sartya degistirir ve rengin yogunlugu 450 nm’de

Olcilir.

Deney Reaktiflerinin Hazirlanmast:

1. Biitiin kimyasallar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi
(18-25°C).

2. Test diliilent B (madde E) Bire bes oraninda distile su ile diliie edildi.

3. Orneklerin hazirlanmasi Test diliient A (madde D) ile serumlarin bire iki
oraninda diliie edildi. Test diliient B (madde E) ile birebir oraninda
siipernatantlar diliie edildi.

4. Standartlarin hazirlanmasi vialin i¢cinde olan Madde i¢ine 400 pl test diliient
A (serumlar i¢in) birebir oraninda, diliient B ise siipernatantlar i¢in
hazirlanarak madde C’nin igerinde eklenir ve 200 ng/mL’lik bir standart elde
edilir. Tozu ¢oziinmesi i¢in yavase¢a karistirildi ve ¢oziinmesi beklendi. Test
diliient A dan 400 pl biitiin tiiplerin i¢ine eklendi. Standartlar1 hazirlarken seri
diliisyon iglemi yapildi. Test diliient A sifirinct standart olarak kullanildi (O
pg/mL).

5. Yikama soliisyonunu 20 kat distile su ile diliisyon yapildi.

6. Tespit edici antikor olan (madde F) kullanmadan 6nce yavas bir sekilde
kullanilmadan karistirildi. Sisenin igerisine 100 pl test diliient B (madde E)
eklenip karistirildi. Tespit edici antikorun konsantrasyonu 80 kat test diliient

B (madde E) ile Islem prosediirii ile kullanild.
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HRP-Stepravidin konsantre edilmis (madde G) kullanmadan 6nce yavas bir
sekilde kullanilmadan karistirildi. 200 Kat test dilent B (madde E) diliisyon
edildi ve 1yi bir sekilde karistirildi.

Deney Prosediirii

1.

10.

Biitiin reaktifler, standartlar ve drnekler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.
Biitiin standartlar ve 6rneklerinde cift sekilde calisildi.

Biitiin etiketleri kuyucuklardan ¢ikartildi.

Hazirlama adimindaki gibi hazirlanmig standartlar1 ve 6rnekleri kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Kuyucuklarin {izerleri kapandi ve hafif sekilde
calkalayiciya koyarak 2 bucuk saat boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve otomatik mikroplaka yikayicisi ile 4
defa yikama iglemi yapildi. Kuyucuklarin igerisinde kalint1 kalmamasina 6zen
gosterildi.

Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis biyotinli antikor (asama 6) eklendi.
Kuyucuklularin iizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak bir saat
boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapildi.

Hazirlanmis olan strepravidin soliisyonu (madde 7) her bir kuyucuga 100 pl
eklendi. Kuyucuklarin tizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak
45 dakika boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklarin i¢gindeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapildi.

TMB one-step subtrate reaktifini (madde h) 100 ul her bir kuyucuga eklendi.
Kuyucuklarin tizerleri kapatilarak karanlikta ve hafif sekilde ¢alkalanacak
bicimde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

En son asamada ise stop soliisyonu (madde I) her bir kuyucuga eklendi ve 450

nm dalga boyunda okuttularak sonuglar hesaplandi.

TIMP-1

Sican spesifik deney kiti (ELR-TIMP-1 RayBiotech Life Inc. Norcross, ABD)

kullanilmistir. Bu teknigin esasi rat spesifik TIMP-1 6zgii antikor kullanilmak

suretiyle 6rneklerdeki TIMP-1 diizeylerinin tespit ve miktarinin belirlenmesidir.
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Buna gore 96 kuyucuk iceren bir plaka iizerinde kaplanmig TIMP-1"e 6zgii bir

antikor kullanilir. Daha sonraki agsamada ise kuyucuklar yikanir ve biyotin eklenir

anti-TIMP-1 antikoru eklenir. Baglanmamis biyotinlenmis antikoru yikadiktan sonra,

HRP-konjuge streptavidin kuyucuklara eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve bir

iclerine TMB substrat soliisyonu eklenir ve bagli TIMP-1 miktar1 ile orantili olarak

renk olusur. Durdurma soliisyonu rengi maviden sariya degistirir ve rengin

yogunlugu 450 nm’de 6l¢iliir.

Deney Reaktiflerinin Hazirlanmas.

1.

Biitiin kimyasallar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi
(18-25°C).

Test diliilent B (madde E) bire bes oraninda distile su ile diliie edildi.
Orneklerin hazirlanmasi Test diliient A (madde D) ile serumlarin bire iki
oraninda diliie edildi. Test diliient B (madde E) ile birebir oraninda
stipernatantlar diliie edildi.

Standartlarin hazirlanmasi vialin i¢inde olan madde igine 400 pl test diliient
A (serumlar i¢in) bire bes oraninda, diliient B ise slipernatantlar i¢in
hazirlanarak madde C’nin i¢erinde eklenir ve 50 ng/mL’lik bir standart elde
edilir. Tozu ¢oziinmesi i¢in yavase¢a karistirildi ve ¢oziinmesi beklendi, 30 pl
TIMP-1 standartlindan madde C’lik alinip tiipiin i¢cinde 470 pul assay diliient
A (serumlar i¢in) assay diliient B ise dokular i¢in hazirlandi ve 3000 pg/mL
stock standart elde edildi. Test diliient A dan 400 pl biitiin tiiplerin i¢ine
eklendi. Standartlar1 hazirlarken seri diliisyon islemi yapildi. Test diliient A
sifirinct standart olarak kullanildi (O pg/mL).

Yikama solusyonunu 20 kat distile su ile diliisyon yapild.

Tespit edici antikor olan (madde F) kullanmadan 6nce yavas bir sekilde
kullanilmadan karistirildi. Sisenin igerisine 100 pl test diliient B (madde E)
eklenerek karistirildi. Tesbit edici antikorun konsantrasyonu 80 kat test
diliient B (madde E) ile 6. Islem prosediirii ile kullanilir.

HRP-Stepravidin konsantre edilmis (madde G) kullanmadan 6nce yavas bir
sekilde kullanilmadan karistirildi. 200 kat test diliient B (madde E) diliisyon
edildi ve 1yi bir sekilde karistirildi.

Deney Prosediirii
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1. Biitiin reaktifler, standartlar ve drnekler oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.
Biitiin standartlar ve 6rneklerinde cift sekilde calisildi.

2. Biitiin etiketleri kuyucuklardan ¢ikartildi.

3. Hazirlama adimindaki gibi hazirlanmig standartlar1 ve 6rnekleri kuyucuklara
100 pl olacak sekilde eklendi. Kuyucuklarin {izerleri kapandi ve hafif sekilde
calkalayictya koyarak 2 buguk saat boyunca inkiibe edildi.

4. Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve otomatik mikroplaka yikayicisi ile 4
defa yikama islemi yapildi. Kuyucuklarin igerisinde kalint1 kalmamasina 6zen
gosterildi.

5. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmig biyotinli antikor (asama 6) eklendi.
Kuyucuklularin iizerleri kapandi ve hafif sekilde ¢alkalayiciya koyarak bir saat
boyunca inkiibe edildi.

6. Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4’teki gibi yikama islemi
yapild.

7. Hazirlanmis olan strepravidin soliisyonu (madde 7) her bir kuyucuga 100 pl
eklendi. Kuyucuklarin lizerleri kapandi ve hafif sekilde calkalayiciya koyarak
45 dakika boyunca inkiibe edildi.

8. Kuyucuklarin i¢indeki reaktif dokiildii ve madde 4 teki gibi yikama islemi
yapildi.

9. TMB one-step subtrate reaktifini (madde h) 100 pl her bir kuyucuga eklendi.
Kuyucuklarin tizerleri kapatilarak karanlikta ve hafif sekilde ¢alkalanacak
bicimde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

10. En son asamada ise stop soliisyonu (madde I) her bir kuyucuga eklendi ve 450

nm dalga boyunda okuttularak sonuglar hesaplandi.

Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Malondialdehit (MDA) diizeyleri ticari hazir kit kullanilarak belirlenmistir
(TBARS Assay Kit, 1009055, Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, ABD).
Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun dogal olarak olusan iiriintidiir.
Lipid peroksidasyonu hem hiicrelerde hem de hayvanlarda hiicresel hasarin iyi
bilinen mekanizmasidir ve hiicrelerde ve dokularda oksidatif stresin bir gostergesi
olarak kullanilir. PUFA’lardan tiiretilen lipid peroksitler kararsizdir ve reaktif
karbonil bilesikleri iceren karmasik bir dizi bilesik olusturmak iizere ayrisir MDA

gibi. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddelerinin (TBARS) 6l¢timdi, lipid
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peroksidasyonunu taramak ve izlemek i¢in iyi kurulmus bir yontemdir. TBARS
testinin modifikasyonlar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan insan ve hayvan dokular1 ve
sivilart ilaglar ve gidalar dahil olmak iizere ¢esitli numune tiplerini degerlendirmek
i¢in kullanilmistir. Lipoprotein fraksiyonlari, ¢6ziiniir TBARS’a miidahale eden
numunelerden ilk asit ¢okeltisi ise, lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in kullanilan
en yaygin olarak kullanilan tahlil, en aza indirilir ve test, lipid peroksidasyonu i¢in
oldukca spesifik hale gelir. Doymamisligi daha yiiksek olan lipidler, daha ytiksek
TBARS degerleri verecektir. Cayman’in TBARS Test Kiti, serum ve doku
homojenatlarinda lipid peroksidasyonu i¢in basit, tekrarlanabilir ve
standartlastirilmis bir aractir. MDA ve TBA nin yiiksek sicaklik (90-100°C) ve
asidik kosullar altinda reaksiyona girmesiyle olusan MDA-TBA eklentisi, 530-540

nm’de kolormetrik olarak ol¢iiliir.

Sekil 13.

Malondialdehitin (MDA) 2 Molekiil 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) Ile Reaksiyonu
(Weitner et al., 2016)
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Reaktif Hazirlama

1. Tiyobarbitiirik asit (10009199). 2 g tiyobarbitiirik asit igerir, kullanima hazir
olarak geldi.

2. TBA Asetik asit (10009200). iki sisenin i¢indeki toplam (40 ml) olan TBA
acetic acidi 160 ml distile suda diliisyon yapildi.

3. TBA Sodyum Hidroksit (10X) (1009201). 20 ml sisenin i¢indeki TBA
Sodyum Hidroksit 180 ml distile su diliie edildi.

4. TBA Malondialdehit standart1 (10009202). Sisenin igerisine 500 pl
Malondialdehit var.

5. TBA SDS solusyonu (10009203). Sodyum dodesil stilfat (SDS) Kullanima

hazirdir.
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Renk verici solusyonun hazirlanmasi. Renk reaktifi hazirlanmasi
Tiyobarbitiirik asit (10009199) den 530 mg tartip 150 ml kadar olan beherin
igerisinde 50 ml lik diliisyon yapilmis TBA asetik asit soliisyonunda eklendi.

Daha sonra ise 50 ml diliiyon yapilmis TBA sodyum hidroksik eklenip

karistirildi ve TBA nin tamamen ¢oziinmesi beklendi.

Deney prosediirii

1.

Biitiin 6rnekler ve standartlar ¢ift kopya olacak sekilde 100 ul isaretlenmis
tiiplerin igerisine pipetlendi.

SDS Soliisyonundan 100 pl pipetlenip kuyucuklarin igerisinde karistirildi.
Kuyucuklara 4 ml renk reaktifi pipetlendi.

Tiiplerin tizerleri kapakla kapatildi, dik bir konumda iken kaynamakta olan
su banyosuna konuldu.

Su banyosunda 1 saat boyunca kaynatildi.

Bir saat sonunda hemen kirik buzlarin iizerinde reaksiyon durduruldu on
dakika boyunca bekletildi.

Ornekler 1600 x g de 10 dakika santrifuj edildi (4°C), siipernatantlarda
ayrild.

Tiipler 30 boyunca oda sicakliginda kaldi.

Tiiplerin icinden 150 pl kadar ve 532 nm’de reaksiyon karisiminin
absorbansinin 6l¢iilmesi. Absorbans, VersaMax Ayarlanabilir Mikroplaka
Okuyucu (Molecular Devices, CA, ABD) ile 6lgiildii. Doku MDA

konsantrasyonlart nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 14.
MDA Test kiti

Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitelerinin
Olciilmesi

GPx ve SOD testleri tiretici direktifleri dogrultusunda otomatik biyokimya
analizoriine (BS-240VET, Mindray, Shenzhen, Cin) aplike edildi ve ¢ift kopya
olacak sekilde olgtimler yapildi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi hazir test kiti ile 6l¢iildii (Ransel RS505,
Randox Laboratories Ltd. Crumlin, County Antrim, BK) ile 6l¢lilmiistiir. Testin
prensibi su sekildedir; GPx, oksitlenmis GSH’ye (GSSG) glutatyon (GSH)-kiimen
hidroperoksit reaksiyonunu katalize eder. GSSG, indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) ve glutatyon rediiktaz (GR) arasindaki reaksiyon ile
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP™) iiretilir. GPx aktivite seviyesi dolayli
olarak NADP" seviyesindeki artisla olgiilmiistiir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi hazir test kiti ile dl¢iilmiistiir
(RANSOD, SOD125, Randox Laboratories Ltd. Crumlin, County Antrim, BK).
Deneyin prensibi su sekildedir; siiperoksit radikalleri, ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan {iretilir. Siiperoksit radikalleri, kirmiz1 bir formazan boyas1 olusturmak

i¢in 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5 feniltetrazolyum kloriir ile reaksiyona
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girerken, SOD siiperoksit radikal aktivitesini inhibe eder. Dolayisiyla bu analizde, bir

birim SOD aktivitesi, .LN.T.’nin %50 inhibisyonuna neden olan SOD miktaridir.

Sekil 15.
BS-240VET Otomatik Biyokimya Analizorii

Histopatolojik Inceleme

Deney sonrasi elde edilen mide, duodenum ve kolon dokulari, %10 nétral
formalin icerisinde, 24 saat boyunca ve oda sicakliginda fikse edildi. Fiksasyon
isleminden sonra, dokular doku takip cihazina (Leica TP1020) yerlestirildi. Doku
takip cihazindan alinan dokular parafine gomiildii. Dokulardan mikrotom (Leica
RM2255) yardimu ile 5 mikron kalinli§inda kesitler alind1 ve rutin Hematoksilen &
Eozin (HE) boyamasi yapildi. Kesitler, Leica Microsystem Framework entegre dijital
gorilintiileme analiz sistemi (Leica Application Suit siirtim 3.0 Seri 38132019 Leica
ICC50 HD) ile birlestirilmis bir Leica DM500 151k mikroskobu ile histomorfolojik

olarak incelendi.

Istatistiksel Hesaplama



standart sapma (ortalama &+ SD) olarak ifade edildi. Veri gruplarini karsilastirmak
i¢in bir varyans analizi (ANOVA) kullanild1 ve bunlar daha sonra Tukey’nin ¢oklu

karsilastirma testleri kullanilarak incelendi. p<0,05’lik bir fark istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BOLUM 1V

Bulgular ve Yorumlar

Bu boliimde ¢alisma sorularina yonelik toplanan veriler 1s1g81inda ulasilan

bulgulara deginilmektedir.

ALA Uygulamasinin Biyokimyasal indikatorlere Etkisi

Sunulun tez ¢alismasinda deney gruplarinda genel sistemik degerlendirme
amaciyla kan serumunda Alblimin, TP, ALP, ALT, AST, LDH, BUN, Kreatinin,
Amilaz ve Lipaz calisilmistir (Tablo 1, Sekil 16 ve 17).

Tablo 1.

Sigan Serumlarinda Serum Enzimlerin ve Metabolitlerin Sonuglar: (Ortalama + SD).

Kontrol ALA Mukozit Mukozit +ALA
Albiimin (g/dL) 2,97+0,16 3,22+ 0,35" 3,76 £ 0,22 3,10+ 0,578
TP (g/dL) 4,44 + 047 5,28 +0,93 5,77+0,42" 4,95+ 0,37
ALP (U/L) 64,01 £21,15 71,85+19,19 120,50 + 11,9751 69,14 & 24,45%
ALT (U/L) 27,36 £9,12 25,00 +4,73 43,55+ 11,10 25,57 + 3,85%
AST (U/L) 109,60 + 13,20 1143+5,3 1423 £13,2"F 118,40 £ 19,408
LDH (U/L) 939,00 + 249,00 681 £ 156 1853 + 4541111 1241,00 + 377,008
BUN (mg/dL) 18,04 £2,29 21,49 +2,71 23,80 + 1,49" 18,22 £ 1,90%
Kreatinin (mg/dL) 0,30+ 0,09 0,41 +0,86 0,51 + 0,048 0,37 £ 0,04%
Amilaz (U/L) 1350,00 + 165,00 1681,00 + 188,00 452’7050’29*?% 1659,00 = 312,008%
Lipaz (U/L) 24,50 + 4,84 27,67 +4,22 31,83 +3,97" 27,67 £4,54

" p<0,05 ™ p<0,01 ™" p<0,001 *** p<0,0001 Kontrol ile kiyaslandiginda; * p<0,05 ™" p<0,01
7 p<0,001 717" p<0,0001 ALA ile kiyaslandiginda; ¥ p<0,05 % p<0,01 %% p<0,001 Mukozit
ile kiyaslandiginda.

Kreatinin gruplarinin bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in BUN ve
kreatinin konsantrasyonlar1 ol¢lilmiistiir. Calisma sonunda BUN degerleri Kontrol
grubunda 18,04 £+ 2,29 mg/dl, ALA grubunda 21,49 + 2,717 mg/dl, Mukozit
grubunda 23,80 + 1,49 mg/dl, Mukozit+ALAgrubunda 18,22 + 1,906 mg/dI tespit



67

edilmistir. Gruplar aras: istatistiksel karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda dnemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit ile
Kontrol gruplari karsilastirildiginda ise mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Buna karsin ALA ve Mukozit
gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Mukozit grubuyla
Mukozit+ALAgruplarina gore anlamli diizeyde farklik bulundu (p<0,01).

Sekil 16.

Kontrol, ALA, Mukozit ve Mukozit+ALAGruplarinda Serum BUN, Kreatinin, Albiimin
ve TP Konsantrasyonlarmmin Karsilastirtlmasi (Ortalama + SD). * p<0,05, **p<0,01 ve
**% p<0.001
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Bir diger bobrek fonksiyon parametresi olan Kreatinin konsantrasyonu

Olcililmiistiir. Kontrol grubunda 0,3017 + 0,09621 mg/dl, ALA grubunda 0,41 +
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0,8626 mg/dl, Mukozit grubunda 0,515 + 0,04848 mg/dl, Mukozit+ALAgrubunda
0,3767 + 0,04082 mg/dl tespit edilmistir. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar
yapildiginda Kontrol, ALA ve Mukozit+ALAgruplar1 arasinda énemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Mukozit ile Kontrol gruplari karsilastirildiginda ise mukozit
grubu sonuglariin Kontrol grubunda gore anlamli olarak artis tespit edilmistir
(p<0,001). Buna ragmen ALA ve Mukozit gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktur
(p>0,05). Dahas1 Mukozit grubuyla Mukozit+ALAgo6re anlamli farklilik bulundu
(p<0,05).

Calisma gruplarinin albiimin ve TP konsantrasyonlar dl¢iilmiistiir. Olciim
islemleri sonucunda albiimin degerleri sdyle ¢ikmistir. Kontrol grubunda 2,977 +
0,1675 g/dl, ALA 3,227 + 0,3576 g/dl, Mukozit 3,762 + 0,2275 g/dl ve
Mukozit+ALA3,107 + 0,5794 g/dl 6l¢lilmiistiir. Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA ve Mukozit+ALAgruplari arasinda
onemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit ile Kontrol gruplari karsilagtirildiginda
ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubunda gore anlamli olarak yiikselme
tespit edilmistir (p<0,01). Buna ragmen ALA ve Mukozit gruplari arasinda anlamli
bir fark yoktur(p>0,05). Buna ragmen Mukozit grubuyla Mukozit+ALAgo6re anlamli
farklilik bulundu (p<0,05).

Olgiim islemleri sonucunda TP degerleri sdyle l¢iilmiistiir. Kontrol grubunda
4,448 + 0,4715 g/dl, ALA 5,282 + 0,9392 g/dl, Mukozit 5,777 + 0,4281 g/dl ve
Mukozit+ALA4,955 + 0,8733 6l¢iilmiistiir. Gruplar arasinda istatiksel olarak
karsilagtirma yapildiginda Kontrol, ALA ve Mukozit+ALAgruplar: arasinda dnemli
bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin Mukozit ile Kontrol gruplar
karsilastirildiginda ise mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte Mukozit ve
Mukozit+ALAGrubunda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05)

Sicanlarin karaciger fonksiyonlarinin bir gostergesi olan ALT, AST, ALP
Olctimleri su sekilde sonuglanmistir. ALP degeri Kontrol grubunda 64,01 + 21,15
U/L, ALA da 71,85 + 19,19 U/L, Mukozit 120,50 + 11,97 U/L, Mukozit+ALA69,14
+ 24,45 U/L sonuglart bulunmustur. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar
yapildiginda Kontrol, ALA ve Mukozit+ALAgruplar1 arasinda énemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte Mukozit ile Kontrol gruplari
karsilastirildiginda ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli

olarak artig bulunmustur (p<0,01). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar1
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karsilagtirildiginda ise Mukozit grubu sonuglarinin ALA grubuna goére anlamli olarak
farklilik bulunmustur (p<0,01). Dahas1 Mukozit grubuyla Mukozit+ALAgore
anlaml farklilik bulundu (p<0,01) bu da bize ALA’nin koruyucu etkisi oldugundan

anlasiliyor.

Sekil 17.

Serum ALP, LDH, AST, ALT, Lipaz ve Amilaz Degerlerinin Deney Gruplari Arasi
Karsilastiriimasi (Ortalama = SD). * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 ve ****
p<0,0001.
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ALT degerleri incelendiginde Kontrol grubunda 27,36 + 9,12 U/L, ALA
grubunda 25,00 + 4,733 U/L, Mukozit 43,55 + 11,10 U/L, Mukozit+ALA25,57 +
3,856 U/L sonuglar1 bulunmustur. Gruplar aras istatistiksel karsilastirmalar
yapildiginda Kontrol ve ALA gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Bununla birlikte birlikte Mukozit ile Kontrol gruplar1 karsilastirildiginda ise Mukozit
grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli olarak artis oldugu bulunmustur

(p<0,01). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmustur (p<0,01). Bununla birlikte Mukozit grubuyla Mukozit+ALA gore
anlamli farklilik bulundu (p<0,01) bu da bize ALA nin koruyucu etkisi oldugundan
gosteriyor.

AST degerleri incelendiginde Kontrol grubunda 109,60 + 13,17 U/L, ALA
grubunda 114,30 + 5,26 U/L, Mukozit 142,30 + 13,24 U/L ve Mukozit+ALA118,40
+ 19,38 U/L dl¢lilmistiir. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda
Kontrol ve ALA gruplar arasinda istatiksel olarak énemli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Mukozit ile Kontrol gruplar karsilastirildiginda ise Mukozit grubu
sonuglarinin Kontrol grubuna goére anlamli olarak artis bulunmustur (p<0,01). Diger
taraftan baktigimizda Mukozit ile ALA grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark 6lcililmiistiir(p<0,05). Ayrica Mukozit grubuyla Mukozit+ALAgore anlaml
farklilik bulundu (p<0,05). Bu sonuglara gore bize ALA’nin koruyucu etkisi
oldugundan anlasiliyor.

LDH degerlerini incelendiginde Kontrol grubunun 939,30 + 249,00 U/L,
ALA 681,80 = 156,50 U/L, Mukozit 1853,00 + 454,20 U/L ve
Mukozit+ALA1241,00 + 377,00 U/L ol¢iilmiistiir. Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol ve ALA gruplar1 arasinda 6nemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte Mukozit ile Kontrol gruplari
karsilastirildiginda ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli
olarak artis oldugu ol¢iilmiistiir (p<0,001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar1 arasinda
istatiksel olarak farklilik bulunmustur (p<0,0001). Bununla birlikte Mukozit
grubuyla Mukozit+ALAgdre anlamli farklilik bulundu (p<0,05). Ayrica ALA ve
Mukozit+ALAgruplarinin degerleri incelendiginde aralarinda anlamli farkliliklar
bulundu (p<0,05).

Amilaz degerleri Kontrol 1350,00 + 165,20 U/L, ALA 1681,00 = 188,70 U/L,
Mukozit 2575,00 = 426,30 U/L, Mukozit+ALA1659,00 + 312,80 U/L dl¢iilmiistiir.
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
Mukozit+ALAgruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Bununla
birlikte birlikte Mukozit ile Kontrol, karsilastirildiginda ise Mukozit grubu
sonuglarinin Kontrol grubuna gore istatiksel olarak artis oldugu belirlenmistir.
(p<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar1 arasinda istatiksel olarak farklilik
bulunmustur (p<<0,001). Bununla birlikte Mukozit ve Mukozit+ALAgruplarinin

degerleri incelendiginde aralarinda anlamli farkliliklar bulundu (p<0,001).
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Lipaz degerleri Kontrol 24,50 + 4,848 U/L, ALA 27,67 + 4,227 U/L, Mukozit
31,83 £ 3,971 U/L ve Mukozit+ALA27,67 + 4,546 U/L. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, Mukozit+ALAgruplar1 arasinda 6nemli
bir fark bulunmadi (p>0,05) Mukozit ile Kontrol gruplar1 karsilastirildiginda ise
Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Buna karsin Mukozit, ALA ve ALA+Mukozit aralarinda
istatiksel olarak karsilagtirma yaptigimiz zaman aralarinda anlamli bir fark yoktur

(p>0,05).

ALA’nin Pro-enflamatuvar Sitokinler Uzerindeki Etkisi

Pro-enflamatuar sitokin olan TNF-a serumdaki degerleri 6l¢iildiigii zaman
bulunan sonuglar Kontrol grubu 10,52 + 6,783 pg/mL, ALA 12,13 £+ 5,739 pg/mL,
Mukozit 119,30 + 39,17 pg/mL ve Mukozit+ALA33,17 + 17,77 pg/mL olarak
Olciilmiistiir (Tablo 2, Sekil 18). Gruplar aras: istatistiksel karsilastirmalar
yapildiginda Kontrol, ALA, Mukozit+ALAgruplar1 arasinda énemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte Mukozit ile Kontrol karsilastirildiginda ise
Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,0001). Bununla birlikte Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark 6l¢tilmiistir (p<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA+Mukozit 6l¢iim
degerlerine bakildig1 zaman aralarinda istatiksel olarak 6nemli bir azalma tespit
edilmistir (p<0,0001).

Pro-enflamatuvar sitokin olan IL-1f3’nin serumdaki degerleri 6l¢iildiigli zaman
bulunan sonuglar Kontrol i¢in 86,03 + 13,16 pg/mL, ALA 69,88 + 16,96 pg/mL,
Mukozit 161,80 + 31,76 pg/mL ve Mukozit+ALA91,43 + 15,12 pg/mL olarak tespit
edilmistir. (Tablo 2, Sekil 18) Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda
Kontrol, ALA, Mukozit+ALAgruplar1 arasinda énemli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Bununla birlikte Mukozit ile Kontrol karsilastirildiginda ise Mukozit grubu
sonuglarin Kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,0001).
Ayrica Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark ol¢lilmiistiir
(p<0,0001). Dahas1 Mukozit ile ALA+Mukozit 6l¢lim degerlerine bakildigi zaman

aralarinda istatiksel olarak 6nemli bir azalma tespit edilmistir (p<0,0001).
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Tablo 2.
Sican Serumlarinda Serum TNF-a Ve IL-1[ Sonuglart (ortalama + SD).

Kontrol ALA Mukozit Mukozit +ALA

TNF-a (pg/mL) 10,52 + 6,78 12,13+ 5,74 119,30 £ 39,1771 33,17+ 17,778

IL-1p (pg/mL) 86,03+ 13,16 69,88 £ 16,96 161,80 £ 31,76™ 11T 91,43 + 15,125

™ p<0,0001 Kontrol ile kiyaslandiginda; 777 p<0,0001 ALA ile kiyaslandiginda; ¥ p<0,0001
Mukozit ile kiyaslandiginda

Sekil 18.
Kontrol, ALA, Mukozit ve Mukozit+ALA Gruplarinda Serum, TNF-o. ve IL-1f

Konsantrasyonlarimin Karsilastirilmast (Ortalama = SD). **** p<(0,0001.
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Midedeki pro-enflamatuvar sitokin TNF-a degerlerine dl¢iildiigli zaman
Kontrol 200,00 £ 46,39 pg/mL protein, ALA 234,80 + 46,53 pg/mL protein, Mukozit
373,10 £ 69,46 pg/mL protein ve Mukozit+ALA226,50 + 59,73 pg/mL protein
Olciilmiistiir (Tablo 3, Sekil 19). Gruplar aras: istatistiksel karsilastirmalar
yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplari arasinda 6nemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Ayrica Mukozit grubunun degerleri Kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (p<<0,001). Hatta Mukozit ile ALA
arasinda anlamli bir fark Sl¢iilmiistiir (p<0,01). Dahas1t Mukozit grubunun sonuglari

ALA+Mukozite gore istatiksel olarak anlamli olarak diismiistiir (p<<0,01).
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Ince bagirsaktaki pro-enflamatuar sitokin TNF-o degerlerine dl¢iildiigii
zaman Kontrol 113,60 + 40,47 pg/mL protein, ALA 88,16 + 25,52 pg/mL protein,
Mukozit 438,20 &+ 63,29 pg/mL protein ve Mukozit+ALA240,10 + 63,88 pg/mL

protein dl¢iilmiistiir (Tablo 3, Sekil 19). Mukozit grubunun TNF-a degeri Kontrol

grubuna istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,0001). Ayrica Mukozit

ile ALA gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,001).

Buna ragmen Kontrol grubu ile ALA grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

Olctimlememistir (p>0,05). Buna karsin ALA grubu ile ALA+Mukozit grubu

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,001). Hatta Mukozit

grubunun 6l¢lim sonuclart ALA+Mukozite karsilastirirsak anlamli bir sekilde diisiis

olmustur (p<0,0001). Ayrica Kontrol grubuyla ALA+Mukozit grubunun arasinda

anlaml bir fark tespit edilmistir (p<0,01).

Tablo 3.

Sigan Dokularinda TNF-o. Ve IL-1f Sonuglart (ortalama + SD).

Kontrol ALA Mukozit Mukozit +ALA
TNF-a (pg/mL Protein)
200,00 £46,39 234,80 + 46,53 373,10 £ 69,46 226,50 £ 59,73%
Mide
****,-’--}-
113,60 + 40,47 88,16 + 25,52 438,20 + 63,29 240,10 + 63,88

Ince Bagirsak

T

FEITT.S888

90,20 + 18,94 101,80 +20,76 370,40 + 250,10 +
Kalin Bagirsak
116,501t 44,9718
IL-1p (pg/mL Protein)
116,60 +47,03 200,00 + 32,63 396,00 + 212,30 +
Mide
86,92 "It 56,43"8%%
. 33,69 + 6,06 29,90 £ 7,96 106,00 + 38,38 + 13,55%88
Ince Bagirsak
34,497 111
96,09 + 15,49 108,30 23,95 204,70 + 110,40 £ 25,37%%
Kalin Bagirsak
20,54

*0<0,05 ** p<0,01 **** p<0,0001 Kontrol ile kryaslandiginda; 71 p<0,01 17 p<0,001
7117 p<0,0001 ALA ile kiyaslandiginda; § p<0,05 §§ p<0,01 §§§ p<0,001 Mukozit ile

kwaslandiginda
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Kalin bagirsaktaki pro-enflamatuar sitokin TNF-a degerlerine 6l¢iildiigii
zaman Kontrol 90,20 + 18,94 pg/mL protein, ALA 101,80 + 20,76 pg/mL protein,
Mukozit 370,40 + 116,50 pg/mL protein ve Mukozit+ALA250,10 + 44,97 pg/mL
protein dl¢iilmiistiir (Tablo 3, Sekil 19). Mukozit grubunun TNF-a degeri Kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,0001). Ayrica
Mukozit ile ALA gruplart arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik vardir
(p<0,0001). Buna ragmen Kontrol grubu ile ALA grubu arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark 6lgtimlememistir (p>0,05). Buna ragmen ALA+Mukozit ve Mukozit
gruplarinin TNF-a degerleri istatiksel olarak anlamli bir azalma vardir (p<0,05).
Ayrica Kontrol grubuyla ALA+Mukozit grubunun arasinda anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0,01). Hatta ALA ile ALA+Mukozit ile aralarinda istatiksel olarak
anlaml farkliliklar vardir (p<0,01).

Sekil 19.

Sicanlarin Mide, Ince Ve Kalin bagirsak Kontrol, ALA, Mukozit Ve Mukozit+ALA
Gruplarinda TNF-o Konsantrasyonlarimin Karsilagtirilmasi. * p<0,05, ** p<0,01 ve
% p<0,001 ve **** p<0,0001.
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Midedeki IL-1B degerleri 6l¢iildiigli zaman Kontrol 116,60 + 47,03 pg/mL
protein, ALA 200,00 + 32,63 pg/mL protein, Mukozit 396,00 + 86,92 pg/mL protein
ve Mukozit+ALA212,30 + 56,43 pg/mL sonuglar1 elde edildi (Tablo 3, Sekil 20).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda ALA ile Kontrol ve

ALA+Mukozit gruplar arasinda énemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen
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Mukozit ile Kontrol gruplari karsilagtirildiginda ise Mukozit grubu sonuglarinin
Kontrol grubunda gore anlamli olarak artis tespit edilmistir (p<<0,0001). Bununla
birlikte Mukozit ile ALA gruplarinin degerleri arasinda istatiksel olarak farklilik
tespit edilmistir (p<0,0001). Hatta Kontrol ve ALA+Mukozit gruplarinin IL-13
degerleri Olciildiigiinde istatiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05). Dahas1
Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma

tespit edilmistir (p<0,001).

Sekil 20.

Kontrol, ALA, Mukozit ve Mukozit+ALAGruplarinda Mide, Ince ve Kalin Bagirsak
Dokulari IL-1f Konsantrasyonlarinin Karsilastiriimasi (Ortalama£SD).

*p<0,05, *** p<0,001 ve **** p<0,0001.
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Ince bagirsaktaki IL-1B degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 33,69 £ 6,06
pg/mL protein, ALA 29,90 + 7,966 pg/mL protein, Mukozit 106,00 + 34,49 pg/mL
protein ve Mukozit+ALA38,38 &+ 13,55 pg/mL protein dl¢iilmiistiir (Tablo 3, Sekil
20). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin
Mukozit grubunun degeri IL-1 Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde yiikselmistir (p<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark vardir (p<0,0001). Ayrica Mukozit grubunun degerleri
ALA+Mukozit grubuna gdre anlamli sekilde yiiksektir (p<0,0001).

Kalin bagirsaktaki IL-1B degerlerine 6l¢iildiigii zaman Kontrol 96,09 + 15,49
pg/mL protein, ALA 108,30 &+ 23,95 pg/mL protein, Mukozit 204,70 + 20,54 pg/mL
protein ve Mukozit+ALA110,40 + 25,37 pg/mL protein dl¢lilmiistiir (Tablo 3, Sekil
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20). Kontrol, ALA ve ALA+Mukozit gruplar1 arasinda énemli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Mukozit grubunun degerleri Kontrol grubuna gore kiyaslandigi zaman
istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (p<<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA
gruplari arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir (p<0,0001). Dahas1
Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma

slciilmiistiir (p<0,0001).

MMPler ve TIMP-1 Bulgulan

Serum MMP-1 degerleri 6l¢iildiigii zaman bulunan sonuglar su sekildedir;
Kontrol 1,09 £ 0,1896 pg/mL, ALA 1,138 + 0,3668 pg/mL, Mukozit 2,993 + 0,8121
pg/mL, Mukozit+ALA1,872 £ 0,8729 pg/mL (Tablo 4, Sekil 21). Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, Mukozit+ALAgruplari
arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin Mukozit ile Kontrol
gruplar1 incelendiginde ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubuna gore anlamli
olarak artis oldugu bulunmustur (p<0,001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplari
arasinda istatiksel olarak farklilik bulunmustur (p<0,001). Dahas1 Mukozit ile
ALA+Mukozit degerlerinin 6l¢iim sonuglarina gére Mukozit grubunun degerleri
istatiksel olarak azalmistir (p<0,05).

Serum MMP-2 degerleri 6l¢iildiigii zaman bulunan sonuglar su sekildedir
Kontrol 25,06 + 6,364 pg/mL, ALA23,74 + 3,369 pg/mL, Mukozit 37,13 + 7,806
pg/mL ve Mukozit+ALA20,04 £+ 4,137 pg/mL 6l¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil 21).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
Mukozit+ALAgruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen
Mukozit ile Kontrol gruplar1 degerleri karsilastirildiginda ise Mukozit grubu
sonuglarmin Kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,01).
Bununla birlikte Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak anlamli farklar
gosterilmistir (p<0,01). Dahas1 Mukozit grubunun sonuglart ALA+Mukozite gore
istatiksel olarak anlamli olarak diigmiistiir (p<0,001).

Serum MMP-8 degerleri 6l¢iildiigii zaman bulunan sonuglar su sekildedir
Kontrol 61,67 + 20,49 pg/mL, ALA 73,23 + 14,00 pg/mL, Mukozit 176,40 + 110,00
pg/mL ve Mukozit+ALA111,00 = 34,25 pg/mL olciilmiistiir (Tablo 4, Sekil 21).
Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit
gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin Mukozit

grubunun degerleri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde
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artmistir (p<0,05). Ayrica Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak 6énemli bir fark
tespit edilmistir (p<0,05). Buna ragmen Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ ¢gikmamaistir (p>0,05).

Serum TIMP-1 degerlerini 6l¢iildiigli zaman ortaya ¢ikan su sekildedir
Kontrol 434,70 + 174,60 pg/mL, ALA 794,10 + 299,60 pg/mL, Mukozit 21543,00 +
476,50 pg/mL ve Mukozit+ALA839,20 + 462,70 pg/mL o6l¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil
21). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun degerleri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde
artmistir (p<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar arasinda istatiksel olarak
onemli bir fark tespit edilmistir (p<0,0001). Dahas1 Mukozit grubuyla ALA+Mukozit

grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,0001).

Tablo 4.

Si¢anlarin Serum ve Dokularinda MMP-1,-2, -8 ve TIMP-1 Sonuglar: (Ortalama +
SD).

Kontrol ALA Mukozit Mukozit +ALA

MMP-1 (serum pg/mL; dokularda pg/mg protein)

Serum 1,09 + 0,18 1,14 + 0,37 2,99 £ 0,81 " 1,87 +£0,8789
Mide 1,01 £0,29 1,03 +0,19 1,94 £ 0,36 ***fft 1,34+£0,27 %
Ince Bagirsak 0,68 + 0,23 0,99 + 0,41 2,36 £ 0,67 "It 1,35+0,23 ¥
Kalin Bagirsak 0,78+ 0,14 0,60+ 0,15 1,26 £ 0,22 ™1t 0,96+0,18 ¢

MMP-2 (serum pg/mL; dokularda pg/mg protein)

Serum 25,06 + 6,36 23,74 + 3,37 37,13+ 7,81 ™1 20,04 £ 4,14 5%

Mide 1,39 £ 0,32 1,45+ 0,27 2,07 +£0,27 "™t 1,59+ 0,318
Ince Bagirsak 0,74 + 0,33 0,86 + 0,19 1,38 £ 0,12 ™1t 0,980,249
Kalin Bagirsak 0,73 +0,20 0,81 £0,21 1,39 +£ 0,29 ™t 0,86+ 0,20

MMP-8 (serum pg/mL; dokularda pg/mg protein)

Serum 61,67 + 20,49 73,23 £ 14,00 176,40 + 110,00 ** 111,00 £+ 34,25
Mide 2,66 + 0,45 2,18+£0,59 4,89 £2,26 2,26+£0,74 %
Ince Bagirsak 0,95+ 0,31 0,69+ 0,36 1,98 0,55 " Tt 1,06 +0,32 %

Kalin Bagirsak 0,60 + 0,22 0,65+0,29 1,74 £ 0,47 ™11 0,99 +£ 0,25 §
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TIMP-1 (serum pg/mL; dokularda pg/mg protein)
2154,00 + 477,00 839,00 4 463,00 59

Serum 435,00 = 175,00 794,00 = 300,00 S

Mide 592,00 + 189,00 593,00+ 121,00 893,00 = 113,00 ™" 631,00 + 138,00
Ince Bagirsak 57,40 + 30,30 54,90 £27,10 213,20 62,90 **1T 124,50 + 64,70 9
Kalin Bagirsak 378,00 + 62,00 470,00 £+ 65,00 669’92#30’00 551,00 &= 74,00 §

"p<0,05"" p<0,01 " p<0,001 """ p<0,001 Kontrol grubuna gére; " p<0,05 " p<0,01
17 p<0,001 7" p<0,0001 ALA grubuna gore; ¥ p<0,05 % p<0,01 %% p<0,001 ¢
p<0,0001 Mukozit grubuna gore.

Sekil 21.
Kontrol, ALA, Mukozit ve Mukozit+ALA Gruplarinda Serum MMP-1, MMP-2,

MMP-8 ve TIMP-1 Diizeylerinin Karsilastirilmasi (Ortalama + SD). * p<0,05, **
p<0,01, ¥** p<0,001 **** p<0,0001
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Midedeki MMP-1 degerleri 6lgiildiigii zaman Kontrol 1,012 £+ 0,2903 pg/mL
protein, ALA 1,028 £+ 0,1868 pg/mL protein, Mukozit 1,938 + 0,362 pg/mL protein
ve Mukozit+ALA1,34 + 0,2722 pg/mL protein ol¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil 22).
Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit
gruplar1 arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen Mukozit ve
Kontrol karsilastirildiginda ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubunda gore
anlamli olarak artis tespit edilmistir (p<0,0001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplarinin
arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark var (p<0,001). Bununla birlikte Mukozit
grubuyla ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit

edilmistir (p<0,01).

Sekil 22.
Mide, Ince ve Kalin Bagirsak MMP-1 Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi
(Ortalama+SD) * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 ve **** p<(,0001.

Kalin Bagirsak

ince Bagirsak

ededek

MMP-1 (pgimg Protein)
MMP-1 (pg/mg Protein)

MMP-1 (pg/mg Protein)

Ince bagirsaktaki MMP-1 degerlerine dl¢iildiigii zaman Kontrol 0,6833 +
0,235 pg/mL protein, ALA 0,985 + 0,4143 pg/mL protein, Mukozit 2,357 + 0,6745
pg/mL protein ve Mukozit+ALA1,348 + 0,2268 pg/mL protein dlgiilmiistiir (Tablo 4,
Sekil 22). Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Buna karsin Mukozit grubunun MMP-1 degeri Kontrol grubuna istatiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,0001). Hatta Mukozit ile ALA grubunun
Ol¢ciim sonuglarini karsilastirirsak aralarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunuyor
(p<0,001). ALA+Mukozit 6l¢iim sonuglar1 Mukozit ile karsilastirirsak aralarinda

istatiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu dl¢iilmiistiir (p<0,01).
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Kalin bagirsaktaki MMP-1 degerlerine 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,7767 +
0,1464 pg/mL protein, ALA 0,5967 + 0,1515 pg/mL protein, Mukozit 1,258 +
0,2155 pg/mL protein ve Mukozit+ALA0,9633 + 0,1769 pg/mL protein dl¢iilmiistiir
(Tablo 4, Sekil 22). Mukozit grubunun MMP-1 degeri Kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiikselmistir (p<0,001). Ayrica Mukozit ile ALA
gruplarinin arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik dl¢tilmiistiir (p<0,0001).
Bununla birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubunu karsilastirildigimiz
zaman istatiksel olarak bir azalma var (p<0,05) bununla birlikte ragmen Kontrol ile
ALA arasinda istatiksel olarak bir farklilik yoktur (p>0,05). Hatta ALA ile
ALA+Mukozit gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,01).

Midedeki MMP-2 degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 1,387 = 0,3179 pg/mL
protein, ALA 1,4 + 0,272 pg/mL protein, Mukozit 2,073 £+ 0,2656 pg/mL protein ve
Mukozit+ALA1,587 + 0,3072 pg/mL protein dl¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil 23).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit
gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit grubunun MMP-2
degeri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiikselmistir
(p<0,01). Hatta Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0,01). Ayrica Mukozit grubunun degerleri ALA+Mukozit grubuna gore anlamli
sekilde yiiksektir (p<0,05).

Sekil 23.

Mide, Ince ve Kalin Bagirsak MMP-2 Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi
(Ortalama+xSD). * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001

. Kalin Bagirsak
Ince Bagirsak
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Ince bagirsaktaki MMP-2 degerlerine 6lciildiigii zaman Kontrol 0,7433 +
0,3265 pg/mL protein, ALA 0,855 £ 0,1885 pg/mL protein, Mukozit 1,383 = 0,1203
pg/mL protein ve Mukozit+ALA0,9817 £+ 0,2352 pg/mL protein 6l¢iilmiistiir (Tablo
4, Sekil 23). Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplar1 arasinda énemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen Mukozit grubunun MMP-2 degeri Kontrol
grubuna istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,001). Hatta Mukozit ile
ALA grubunun 6l¢iim sonuglarini karsilastirirsak aralarinda istatiksel olarak anlamli
fark bulunuyor (p<0,01). ALA+Mukozit 6l¢iim sonuglar1 Mukozit ile karsilastirilsak
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu 6l¢iilmiistiir (p<0,05).

Kalin bagirsaktaki MMP-2 degerlerine 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,7317 +
0,2008pg/mL protein, ALA 0,8117 £ 0,2072 pg/mL protein, Mukozit 1,385 +
0,2941pg/mL protein ve Mukozit+ALA0,8617 + 0,2031 pg/mL protein dlgiilmiistiir
(Tablo 4, Sekil 23). Kontrol, ALA ve ALA+Mukozit gruplari arasinda énemli bir
fark bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen Mukozit grubunun MMP-8 degeri Kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yilikselmistir (p<0,001). Hatta ALA
ve Mukozit grubunun 6l¢iim sonuglari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
vardir (p<0,01). Bununla birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubunu
karsilastirildigimiz zaman istatiksel olarak bir azalma var (p<0,01).

Midedeki MMP-8 degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 2,66 + 0,4543 pg/mL
protein, ALA 2,117 + 0,5861 pg/mL protein, Mukozit 4,887 + 2,264 pg/mL protein
ve Mukozit+ALA2,262 + 0,7395 pg/mL protein 6l¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil 24).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit
gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit grubunun MMP-8
degeri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,05).
Ayrica Mukozit ile ALA arasinda anlamli bir fark 6l¢tilmiistiir (p<0,01). Hatta
Mukozit grubunun 6l¢iim sonuglart ALA+Mukozit e gore istatiksel olarak yiiksektir
(p<0,01).

Ince bagirsaktaki MMP-8 degerlerine 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,945 +
0,3074 pg/mL protein, ALA 0,6917 £ 0,3601 pg/mL protein, Mukozit 1,983 + 0,549
pg/mL protein ve Mukozit+ALA1,062 + 0,3208 pg/mL protein Sl¢iilmiistiir (Tablo 4,
Sekil 24). Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Mukozit grubunun degerleri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
bir sekilde artmistir (p<<0,01). Ayrica Mukozit ile ALA gruplar arasinda istatiksel
olarak dnemli bir fark tespit edilmistir (p<0,0001). Dahas1 Mukozit grubuyla
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ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p<0,01).

Kalin bagirsaktaki MMP-8 degerlerine 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,595 +
0,2217 pg/mL protein, ALA 0,6483 + 0,286 pg/mL protein, Mukozit 1,742 + 0,4723
pg/mL protein ve Mukozit+ALA0,995 + 0,2548 pg/mL protein Sl¢lilmiistiir (Tablo 4,
Sekil 24). Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin
Mukozit grubunun MMP-8 degeri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde artmistir (p<0,0001). Hatta Mukozit ile ALA arasinda anlaml1 bir fark
Ol¢iilmiistiir (p<0,0001). Bununla birlikte Mukozit ve ALA+Mukozit gruplari
arasinda anlamli azalis vardir (p<0,01). Buda bize ALA’nin koruyucu etkinden

yorumlamamiza sebeb olur.

Sekil 24.
Mide, Ince ve Kalin Bagirsak MMP-8 Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi.
Sonuglart (Ortalama £+ SD). * p<0,05, ** p<0,01 ve **** p<0,0001.

Mide

ince Badirsak Kalin Bagirsak

* ¥ ** ok *%

MMP-8 (pg/mg Protein)

MMP-8 (pg/mg Protein)
MMP-8 {pg/mg Protein)

Midedeki TIMP-1 degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 591,50 &+ 189,40pg/mL
protein, ALA 592,90 + 121,20 pg/mL protein, Mukozit 893,30 + 112,90 pg/mL
protein ve 630,60 = 137,60 Mukozit+ALApg/mL protein 6l¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil
25). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun TIMP-1 degeri Kontrol, grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde

yiiksektir (p<0,01). Hatta Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak anlamli
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sonuclar1 bulunmustur (p<0,01). Bununla birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit
grubu arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Ince bagirsaktaki TIMP-1 degerlerine 6lciildiigii zaman Kontrol 57,44 +
30,25 pg/mL protein, ALA 54,94 + 27,10 pg/mL protein, Mukozit 213,20 + 62,97
pg/mL protein ve Mukozit+ALA124,50 + 64,66 pg/mL protein dl¢lilmiistiir (Tablo 4,
Sekil 25). Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplari arasinda dnemli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Mukozit grubunun TIMP-1 degeri Kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlaml bir sekilde yiikselmistir (p<0,001). Hatta Mukozit ile ALA arasinda istatiksel
olarak anlamli sonuglar1 bulunmustur (p<0,001). Dahas1 Mukozit grubuyla
ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir

(p<0,05).

Sekil 25.

Sicanlarin Mide, Ince ve Kalin Bagirsak TIMP-1 Degerlerinin Gruplar Arast
Karsilastiridmasi (Ortalama£SD). * p<0,05, ** p<0,01,*** p<0,001 ve ****
p<0,0001.

Kalin Bagirsak
ince Bagirsak
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Kalin bagirsaktaki TIMP-1 degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 377,60 = 61,62
pg/mL protein, ALA 470,10 + 64,91 pg/mL protein, Mukozit 669,00 + 50,36 pg/mL
protein ve 551,30 + 73,99 Mukozit+ALApg/mL protein Sl¢iilmiistiir (Tablo 4, Sekil
25). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda ALA ile Kontrol,
ALA+Mukozit gruplar1 arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun TIMP-1 degeri Kontrol, grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde
yiiksektir (p<0,0001). Hatta Mukozit ile ALA arasinda istatiksel olarak anlamli
sonuglart bulunmustur (p<0,001). Bununla birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit
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grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica
Kontrol ile ALA+Mukozit grubunun arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir

(p<0,001).

ALA’nin MDA, GPx ve SOD Seviyelerine Etkisi

Serum MDA degerleri 6l¢iildiigii zaman bulunan sonuglar su sekildedir;
Kontrol 7,632 + 1,788 umol/L, ALA 7,21 + 1,501 pmol/L, Mukozit 41,55 + 34,74
umol/L, Mukozit+ALAS8,235 + 2,073 umol/L ol¢tilmiistiir (Tablo 5, Sekil 26).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
Mukozit+ALAgruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin
Mukozit ile Kontrol gruplari incelendiginde ise Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol
grubuna gore anlamli olarak artis oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica Mukozit ile
ALA gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik bulunmustur (p<0,05). Dahasi1
Mukozit ile ALA+Mukozit degerlerinin 6l¢iim sonuglarina gére Mukozit grubunun
degerleri istatiksel olarak azalmistir (p<0,05).

Midedeki MDA degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,85 £+ 0,4179 nmol
MDA/mg protein, ALA 0,855 + 0,2034 nmol MDA/mg protein, Mukozit 4,347 +
2,205 nmol MDA/mg protein ve Mukozit+ALA1,348 + 0,5901 nmol MDA/mg
protein Ol¢iilmiistiir (Tablo 5, Sekil 26). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar
yapildiginda Kontrol ALA, ALA+Mukozit gruplar1 arasinda énemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen Mukozit ve Kontrol karsilastirildiginda ise
Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubunda gore anlamli olarak artig tespit
edilmistir (p<0,001). Ayrica Mukozit ile ALA gruplarinin arasinda istatiksel olarak
onemli bir fark var (p<0,001). Bununla birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit
grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,01).

Ince bagirsak MDA degerleri dl¢iildiigii zaman Kontrol 0,8617 = 0,3186
nmol MDA/mg protein, ALA 0,7217 £ 0,3269 nmol MDA/mg protein, Mukozit
2,327 = 1,04 nmol MDA/mg protein ve Mukozit+ALA1,25 £+ 0,6402 nmol MDA/mg
protein Ol¢iilmiistiir (Tablo 5, Sekil 26). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar
yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit gruplari arasinda 6nemli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Buna ragmen Mukozit ve Kontrol karsilastirildiginda ise
Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubunda gére anlamli olarak artig tespit

edilmistir (p<0,01). Ayrica Mukozit ile ALA gruplarinin arasinda istatiksel olarak
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onemli bir fark var (p<0,01). Hatta Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Kalin bagirsak MDA degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,9817 & 0,2512
nmol MDA/mg protein, ALA 1,083 + 0,2302 nmol MDA/mg protein, Mukozit 5,275
+ 0,8355 nmol MDA/mg protein ve Mukozit+ALA3,723 + 0,9086 nmol MDA/mg
protein Slgiilmiistiir (Tablo 5, Sekil 26). Mukozit ve Kontrol karsilastirildiginda ise
Mukozit grubu sonuglarinin Kontrol grubunda gére anlamli olarak artig tespit
edilmistir (p<0,0001). Ayrica ALA ile Mukozit gruplar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark 6l¢iilmiistiir (p<<0,0001). Buna karsin Kontrol ile ALA gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,0001). Hatta ALA ile
ALA+Mukozit gruplarinin karsilagtirirsak ALA+Mukozit grubunda anlamli bir
Olcilide artis olmustur (p<<0,0001). Bununla birlikte Kontrol ile ALA+Mukozit
arasinda istatiksel olarak énemli bir fark tespit edilmistir (p<0,0001). Bununla
birlikte Mukozit grubuyla ALA+Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir
artis tespit edilmistir (p<0,01).

Tablo 5.

Stganlarin Serum ve Dokularinda MDA, GPX ve SOD Sonuglar: (Ortalama + SD).

Kontrol ALA Mukozit Mukozit +ALA

MDA (serum pmol/L; doku nmol MDA/mg protein)

Serum 7,63 +1,78 7,21 +£1,50 41,55 +34,74"1 8,23 +2,078

Mide 0,85+ 0,41 0,85+ 0,20 4,34 £ 220" 1,34 £0,59%

Ince Bagirsak 0,86+ 0,31 0,72+ 0,32 2,32 +1,04™Tt 1,25+ 0,64%
Kalin Bagirsak 0,98 £0,25 1,08 +£0,23 5,27 £ 0,83 1T 3,72 £ 0,90 S$FFTHx

GPX (U/mg protein)

Mide 0,63 +0,21 0,42 +0,03" 0,23 + 0,06 0,43 £ 0,078

Ince Bagirsak 0,54 + 0,08 0,45+ 0,16 0,23 £ 0,041 0,44 £0,07%

Kalin Bagirsak ~ 0,46+0,16  0,32=0,11 0,11 +£0,02""f 0,29+ 0,078

SOD (U/mg protein)
Mide 0,88+0,12 0,78+ 0,28 0,43 +£0,14"F 0,77 £ 0,128
Ince Bagirsak 0,68+ 0,21 0,62 + 0,09 0,38+ 0,10""f 0,55 + 0,058

Kalin Bagirsak 0,41 £0,09 0,52+ 0,08 0,16 + 0,041t 0,35+ 0,03 71888
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*p<0,05 " p<0,01 ™ p<0,001 ™" p<0,001 kontrol grubuna gére; * p<0,05 7 p<0,01 7" p<0,001 777
p<0,0001 ALA grubuna gore; ¥ p<0,05 % p<0,01 5% p<0,001 5% p<0,0001 Mukozit grubuna gore.

Sekil 26.

Sicanlarin Serum, Mide, Ince Ve Kalin Bagirsak MDA Seviyelerinin Gruplar Arasi
Karsilastiridmasi (Ortalama £ SD). * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<(0,001 ve ****
p<0,0001.

MDA (pmoliL)
MDA
{nmol MDA/mg Protein)

Kalin Bagirsak

HEER

e AWK
1

ok ko ok

MDA
{nmol MDA/mg Protein)
MDA

(nmol MDA/mg Protein)

Midedeki GPx degerleri 6lgiildiigli zaman Kontrol 0,6328 + 00,2128 U/mg
protein, ALA 0,4237 + 0,03669 U/mg protein, Mukozit 0,2373 + 0,06261 U/mg
protein ve Mukozit +ALA, 0,4338 + 0,07211 U/mg protein dl¢lilmiistiir (Tablo 5,
Sekil 27). Mukozit grubunun 6l¢iim sonuglarini Kontrol grubuna gore karsilastirirsak
Mukozit grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis 6l¢tilmiistiir (p<0,0001). Ayrica
ALA ile Mukozit ve ALA+Mukozit arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Buna karsin ALA ile Kontrol arasinda istatiksel olarak énemli
bir tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica Mukozit grubunun degeri ALA+Mukozit
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05). Buna ragmen
Kontrol ile ALA+Mukozit arasinda istatiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0,05).

Ince bagirsak GPx degerleri 6lciildiigii zaman Kontrol 0,546 + 0,08445 U/mg
protein, ALA 0,4597 + 0,1636 U/mg protein, Mukozit 0,2365 + 0,04769 U/mg
protein ve Mukozit +ALA, 0,445 £ 0,07157 U/mg protein ol¢iilmiistiir (Tablo 5,
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Sekil 27). Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda énemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun 6l¢iim sonuglarini Kontrol grubuna gore karsilastirirsak Mukozit grubunda
istatiksel olarak anlamli bir diisiis 6l¢tilmiistiir (p<0,001). Ayrica ALA ile Mukozit
ve ALA+Mukozit arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(p<0,01). Ayrica Mukozit grubunun degeri ALA+Mukozit grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,01).

Sekil 27.
Sicanlarin Mide, Ince ve Kalin Bagirsaktaki GPx Degerlerinin Karsilastirilmas.
Sonuglari (Ortalama £+ SD). * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 ve **** p<0,0001.

Mide

*

Ii ince Bagirsak Kalin Bagirsak
FkkE
I—l €k EE 2 2

* *

GPx (U/mg Protein)
GPx (U/mg Protein)
GPx (U/mg Protein)

Kalin bagirsak GPx degerleri ol¢iildiigli zaman Kontrol 0,4662 + 0,1601
U/mg protein, ALA 0,3223 + 0,1185 U/mg protein, Mukozit 0,1183 + 0,0298 U/mg
protein ve Mukozit+ALA0,2928 + 0,07525 U/mg protein Ol¢iilmiistiir (Tablo 5, Sekil
27). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun 6l¢iim sonuglarini Kontrol grubuna gore karsilastirirsak Mukozit grubunda
istatiksel olarak anlamli bir diisiis 6l¢tilmiistiir (p<0,0001). Ayrica ALA ile Mukozit
ve ALA+Mukozit arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark tespit edilmistir
(p<0,05). Bununla birlikte Mukozit grubunun degeri ALA+Mukozit grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05).

Midedeki SOD degerleri 6l¢iildiigli zaman Kontrol 0,8867 + 0,1238 U/mg
protein, ALA 0,7808 + 0,2822 U/mg protein, Mukozit 0,4317 + 0,1423 U/mg protein
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ve Mukozit+ALAO0,7703 + 0,126 U/mg protein elde edilmistir (Tablo 5, Sekil 28).
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA, ALA+Mukozit
gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit grubunun 6l¢iim
sonuglarii Kontrol grubuna gore karsilastirirsak Mukozit grubunda istatiksel olarak
anlamli bir diisiis 6l¢tilmiistiir (p<0,01). Hatta Mukozit ile ALA gruplar1 arasinda
istatiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica Mukozit grubunun
degeri ALA+Mukozit grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir Sekilde azalmistir

(p<0,05).

Sekil 28.
Sicanlarin Mide, Ince ve Kalin Bagirsaktaki SOD Degerlerinin karsilastiriimast
(Ortalama += SD). * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 ve **** p<0,0001.

Kalin Bagirsak

ince Bagirsak

*%k

SOD (U/mg Protein)
SOD (U/mg Protein)
SOD (U/mg Protein)

Ince bagirsaktaki SOD degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,6862 £ 0,2159
U/mg protein, ALA 0,623 £+ 0,09343 U/mg protein, Mukozit 0,381 + 0,1007 U/mg
protein ve Mukozit+ALA0,5528 + 0,05108 U/mg protein Ol¢iilmiistiir (Tablo 5, Sekil
28). Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Kontrol, ALA,
ALA+Mukozit gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0,05). Mukozit
grubunun 6l¢iim sonuglarini Kontrol grubuna gore karsilastirirsak Mukozit grubunda
istatiksel olarak anlamli bir diisiis 6l¢tilmiistiir (p<0,01). Hatta Mukozit ile ALA
gruplar1 arasinda istatiksel olarak dnemli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica
Mukozit grubunun degeri ALA+Mukozit grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir

bulunmamastir (p>0,05).
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Kalin bagirsaktaki SOD degerleri 6l¢iildiigii zaman Kontrol 0,4183 + 0,09566
U/mg protein, ALA 0,5208 + 0,0848 U/mg protein, Mukozit 0,1627 + 0,04109 U/mg
protein ve Mukozit+ALA0,3532 + 0,03772 U/mg protein Olc¢lilmiistiir (Tablo 5, Sekil
28). Mukozit grubunun 6l¢iim sonuglarin1 Kontrol grubuna gore karsilastirirsak
Mukozit grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiik 6l¢iilmiistiir (p<<0,0001).
Bununla birlikte ALA ile Mukozit grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark
Olclilmiistiir (p<0,0001). Buna karsin Kontrol ile ALA gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli fark 6l¢iilmemistir (p>0,05). Bununla birlikte ALA+Mukozit ile
Mukozit grubunun degerlerini karsilagtirildigi zaman Mukozit grubunda istatiksel
olarak anlamli bir diisiis 6l¢iilmiistiir (p<0,001). Hatta ALA ile ALA+Mukozit
grubunda istatiksel olarak anlamli bir fark da tespit edilmistir (p<0,01).

Histopatoloji Bulgular

Mide’ye ait Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve ALA grublarina ait mide kesitlerinde, ylizey epitel hiicreleri, faveola
gastrica boliimleri ve bez epitel hiicreleri, submokoza, muskularis ve serosa
tabakalariin normal histolojik yapida oldugu gozlendi (Sekil 29-1a, -1b). 5-FU
uygulanan grupta ylizey epitel hiicrelerinde dejenerasyon, 6dem ve bezlerde yaygin
olarak genislemeler tespit edildi (Sekil 29-1c¢). Epitel hiicrelerindeki dejenerasyon
lokal odaklar seklinde gozlendi. Bu gruptan bir denekte bezler arasinda hafif
konjesyon oldugu goriildii. Mukozit+ALAgrubunda, epitel hiicrelerindeki
dejenerasyonun, 6demin ve bezlerdeki genislemelerin azaldig saptandi (Sekil 29,

1d).
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Sekil 29.

Sigcanlarin Mide Dokularinin Histopatolojik Bulgulari

(29,a) Kontrol grubu, (29,b) ALA grubu, (29,c) Mukozit grubu ve (29,d) Mukozit+ALA
grubu i¢in HE ile boyanmis mide dokusunun goriiniimii. Bar = 100 mikron,
biiyiitiilmiis alan Bar = 50 um. (a) Kontrol grubu mide korpus-fundus bolgesinin epitel
hiicrelerinin ve bez yapilarmmin normal oldugu goriilmektedir. (b) Sadece ALA
grubunun mide yapisi kontrol grubuna benzer. (c) Mide epitel hiicrelerinin
dejenerasyonu ve odem (*) ve bezlerin biiyiimesi (oklar) Mukozit grubunda yaygindir.
(d) Mukozit+ALA grubunda Mukozit grubuna gore yiizey epitel hiicrelerinde édem ve

bezlerde genislemenin azaldig1 gériilmektedir.

Ince Bagirsak Histopatolojik Bulgular
Duodenumda villus yiikseklikleri okuler mikrometre kullanilarak o6l¢tildii. 5-
FU verilen grupta villus ytikseklikleri, kontrol ve sadece ALA verilen gruba gore
anlamli olarak azaldig: tespit edildi. ALA ile tedavi edilen Mukozit+ALAgrubu villus
uzunluklar1 ile Mukozit grubu arasinda istatistiksel fark goriildii (p<0,05) (Tablo 6).
Kontrol ve ALA grublarina ait duodenumlarda, tunica mukoza, submuoza,
muskularis ve serosa tabakalarinin normal histolojik yapida oldugu saptandi (Sekil

30-a ve -b). Mukozit grubunda villuslarda diizensizlikler, enterositlerde dokiilmeler
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gbzlendi (Sekil 30-c). Mukozit+ALAgrubundaki villus diizensizlikleri azalmis olarak
tespit edildi (Sekil 30-d).

Tablo 6.

Deney Gruplarinin Ince Bagirsaklarinda Villus Uzunluklar:

Grouplar Villus yiikseklikleri
Kontrol 425,56 £ 77,67
ALA 423,64 + 69,99
Mukozit 351,83 £ 40,22
Mukozit +ALA 399,06 + 42,69
p value 0,183

Sekil 30.

Sicanlarin Ince Bagirsak Histopatolojik Bulgular

Ince bagirsak dokusunun HE boyali slaytlarinin mikroskobik gériintiileri. Bar = 100
mikron, biiyiitiilmiis alan Bar = 50 um. (a) Kontrol grubunun ince bagirsaginin
yapist gosterilmistir, Villus (v) ve Brunner bezleri (B). (b) Sadece ALA grubundaki
ince bagirsagin yapist kontrol grubuna benzer. (c) Mukozit grubunda villus
dokiilmesi ve enterositlerde diizensizlik goriiliir. (d) Mukozit+ALA grubunda villus

yapularinin diizgtin oldugu goriilmektedir.
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Kalin Bagirsak Histopatolojik Bulgular
Kontrol ve deney gruplarinda kolon bolgesinde yapisal bir degisiklik saptanmadi.
Tek kath prizmatik epitel hiicreleri, goblet hiicreleri, bezler normal goriiniimde

gozlendi (Sekil 31).

Sekil 31.

Sicanlarin Kalin Bagirsak Histopatolojik Bulgulari

Kalin bagirsak dokusunun HE boyali slaytlarinin mikroskobik goriintiileri. Bar =
100 mikron. (a) Goriintii, kontrol grubunun kalin bagirsagini gostermektedir. (b)
Yalnizca ALA grubundaki yapt, kontrol grubuna benzer. (c) Mukozit grubundaki
goblet hiicre yogunlugu kontrol ve ALA gruplarina benzerdi, enterositlerde
dejenerasyon gozlenmedi. (d) Mukozit+ALA grubundaki yapi kontrol grubuna

benzer.

100 pm
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BOLUM V

Tartisma

Bu boliimde, elde edilen bulgular literatiirde yer alan aragtirmalar

cergevesinde tartigilmistir.

Kanser insidans1 ve 6liim oranlar1 hem biiyliyen hem de yaslanan bir
popiilasyonun yani sira, ¢ogu sosyoekonomik gelisme ile baglantili olan ana kanser
risk faktorlerinin prevalans ve dagilimindaki degisiklikleri yansitan, diinya genelinde
carpict bir sekilde artmaktadir (Gersten & Wilmoth, 2002; Omran, 2005).

5-FU, cok ¢esitli malignitelerin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir
ajandir. 5-FU’nun sistemik kullanimi, mide adenokarsinomu, pankreas
adenokarsinomu, meme karsinomu ve kolorektal adenokarsinom tedavisinde FDA
tarafindan kullanim onay1 vardir (Prince et al., 2018). Sistemik kullanima ek olarak,
5-FU, ¢oklu aktinik veya solar keratozlarin yani sira diger tedavi yontemleri pratik
olmadiginda yiizeysel bazal hiicreli karsinomlar dahil olmak {izere bir¢ok
dermatolojik durumun tedavisinde topikal kullanim i¢in de FDA onaylidir (Gupta
vd., 2001).

5-FU i¢in FDA onayli endikasyonlara ek olarak, klinisyenler genellikle
melanomdan metastatik kutandz lezyonlar, keratoakantomlar ve tedaviye direngli
vitiligo dahil olmak iizere ¢esitli diger cilt durumlarini tedavi etmek i¢in topikal
olarak kullanirlar. Kanitlar, yiiksek riskli bireylerde skuamoz hiicreli karsinomu
azaltmak icin yiize ve kulaklara uygulanan geleneksel dort haftalik 5-FU kiiriiniin
diistiniilebilecegini diisiindiirmektedir. 5-FU’nun diger dermatolojik kullanimlari,
kolloidlerin ve hipertrofik skarlarin azaltilmasini igerir (Prince vd., 2018; Weinstock
vd., 2018).

5-FU, oral yoldan uygulandiginda gastrointestinal sistemde zay1if emilim
sergiler. Sistemik biyoyararlanimi optimize etmek i¢in viseral maligniteler tedavi
edilirken 5-FU’nun parenteral uygulamasi tercih edilir. 5-FU, intravendz bolus
yoluyla, birkag giin boyunca siirekli intravendz infiizyon yoluyla ve bir ila iki hafta
boyunca bir ayaktan pompa aracilifiyla "uzun siireli" infiizyon yoluyla uygulanabilir.
Intravendz olarak verildiginde, karacigerdeki hizli katabolizma nedeniyle 5-FU’nun

terminal yar1 o6mrii yaklasik 8 ila 20 dakikadir (Diasio & Harris, 1989).
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Bazi genel doz rejimleri endikasyonlara gore uygulanir. Bununla birlikte,
klinisyenler, toksisite ile ilgili doz ayarlamalar1 dahil olmak iizere spesifik dozlama
i¢cin kurumsal protokollere ve prospektiislere bagvurmalidir. Ayrica, burada
kapsanmayan asagidaki kosullardan bazilari i¢in alternatif rejimler de vardir.

Bobrek yetmezligi herhangi bir doz ayarlamasi gerektirmez, ancak
hemodiyaliz hastalarinin diyaliz giinlerinde dozlarin1 %50 azaltmasi gerekir.
Karaciger yetmezliginde dikkatli olunmasi 6nerilir.

Kanserle miicadelede en 6nemli sinirlayici faktdrlerden biri kullanilan
kemoterapoétik ilaglarin neden oldugu yan etkilerdir. Mukozit kanser hastalarinda en
sik karsilagilan sorunlardan biridir (Epstein vd., 2012). 5-FU, yaygin olarak
kullanilan bir antikanser ilacidir. ilk olarak 1957 yilinda kullanilmis olup kolon
kanseri tedavisinde 6nemli rol oynamistir ve meme ve bas boyun kanseri gibi diger
kanserleri olan hastalarda kullanilmaktadir (Grem, 2000). Niikleosit metabolizmasi
ve daha sonra RNA ve DNA’ya dahil edilir, bu da degisken toksisite ve ardindan
doku hasari ile sonuglanir (Noordhuis vd., 2004). Anti-metabolit ila¢ 5-FU’nun
toksik etkileri i¢cin oksidan-antioksidan dengesizligine neden olmak, sitokin
seviyelerini ve proteolitik enzim aktivitesini arttirmak ve nihayetinde farkli doku
hasar1 mekanizmalarini aktive etmek gibi cesitli mekanizmalar 6nerilmistir (Cairns
vd., 2017; Wyatt & Wilson, 2009). Yaygin olarak kullanilan kemoterapi tedavileri,
normal dokularda 6nemli oksidatif hasar iirettikleri i¢in kanser tedavisinde
kullanilmamaktadir (Ding vd., 2016). Klinik pratikte, cogu kemoterapdtik ajan,
potansiyel olarak oral mukozadan alt gastrointestinal sisteme, karin agrisi, siskinlik,
diyare, hematokezya veya gastrointestinal sistem enfeksiyonu olarak ortaya ¢ikabilen
mukoziti indiikleyebilir. Apoptoz, hipoproliferasyon ve enflamasyon mukozal hasara
katkida bulunur (Logan, Stringer, vd., 2007).

Patogenez, mukozitli hastalarda karmasik bir siirectir. Deneysel sonuglarimiz,
farelere tekrarlanan 5-FU uygulamasinin, fizyolojik semptomlar (kilo kaybi, ishal ve
iltihaplanma gibi) ve morfolojik hasar (kisalma gibi) dahil olmak iizere bagirsak
mukozitinde tipik patojenik degisikliklere neden oldugunu gosteren onceki bir
calismanin sonuglartyla uyumludur. ince bagirsakta villus yiiksekligi ve kriptlerin
yok edilmesi (C. T. Chang vd., 2012; Y. Chen vd., 2016; Gou vd., 2016). Ek olarak,
bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler, kemoterapiden sonra bagirsak mukozitinin
ilerlemesini dogrudan etkileyen aktif toksik metabolitlerin olusumuna yol agar

(Stringer vd., 2009). 5-FU en 6nemli antineoplastik ilaglardan biri olmasina ragmen
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klinik uygulamalarda diyare ve dispepsi sendromu ile iligkili intestinal mukoziti
indiikleyebilir (Baerg vd., 1999). 5-FU, kript tabaninda hizla ¢ogalan hiicreleri yok
edebilir ve hiicrelerin yenilenmesinin azalmasina neden olarak biitiinliik kaybina
neden olabilir (Peterson vd., 2011). 5-FU’nun bagirsak mukozitinin patogenezinde
yer aldig1 mekanizmalar, karmasik biyolojik olaylarin sonucudur, ancak bu
mekanizmalar hala belirsizligini koruyor. Birka¢ ¢alisma, enflamatuar yollar dahil
olmak tizere ¢esitli patojenlerin dahil oldugunu ve bu siirecte NF-kB’nin kritik
oldugunu diisiintilmiistiir (Uttra vd., 2018). 5-FU ile indiiklenen bagirsak
mukozitinde rol oynayan muhtemel anahtar molekiil, IL-1, IL-6, TNF-a ve
siklooksijenaz-2’yi kodlayanlar dahil olmak iizere ¢ok sayida enflamatuar genin
indiiklenmesi i¢in gerekli olan NF«xB’dir ve bagirsak lezyonlarina yol acar (C. T.
Chang vd., 2012). Bulgularimiz, 5-FU’nun bagirsak dokusunda NF-xB
ekspresyonunu artirabilecegi IL-1p ve TNF-a gibi pro-enflamatuar sitokinlerin
tiretimini artirabilecegine dair 6nceki raporlarla tutarlidir (C. T. Chang vd., 2012; Y.
Chen vd., 2016). Daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmasina ragmen, 5-FU ile
indiiklenen intestinal mukozal enflamatuar hastaligin ve ALA’nin 5-FU ile tedavi
edilen ratlarda koruyucu etkilerinin enflamatuar yollar1 rahatlatmak i¢in
genisletilebilecegini gosterildi. Sonug olarak, yan etkisi olmayan veya ¢ok az yan
etkisi olan yeni antikanser tamamlayici ve alternatif ilaglara umutsuzca ihtiyag
duyulmaktadir

5-FU gibi antikanser ilaglarinin uygulanmasi, SOD ve GPx aktiviteleri dahil
olmak {izere antioksidan enzim aktivitelerinde ciddi azalmaya ve ayrica siilthidril
gruplari gibi enzimatik olmayan antioksidanlar iizerinde zararh etkilere neden
olabilir. Bu veriler, 5-FU tedavisine bir oksidatif denge bozuklugunun eslik ettigini
gosteren Onceki calismalari tamamen dogrulamaktadir (Conklin, 2004; Hess &
Khasawneh, 2015; Panis vd., 2012). Sicanlarda, 5-FU uygulamas: ciddi viicut kiitlesi
kaybina, l6kopeniye, villus/kript oraninda 6nemli bir diisiise, nétrofil infiltrasyonuna
ve ROS tiiketimine atfedilebilecek bagirsak SOD ve GPx konsantrasyonunda bir
azalmaya neden olmustur (Sonis, 2004). Onceki ¢alismalardan elde edilen kantlar,
asir1 serbest radikal salinimi ve ROS yoluyla 5-FU ile indiiklenen gastrointestinal
hasarin patogenezinden oksidatif stresin sorumlu oldugunu bildirmistir (Yan vd.,
2020). 5-FU, farelerde esas olarak bagirsak mukoziti ve sistemik degisiklikler
nedeniyle kilo kaybini indiikler, kript hiicre doniistimiinii etkiler ve sonugta villus

emici yiizey alaninin azalmasina yol agar (Soares vd., 2008). 5-FU ile miicadele
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edilen si¢anlarda dehidrasyon, anoreksi ve derin 16kopeniye ek olarak 5-FU
enjeksiyonundan 6 giin sonra %20 kilo kayb1 sergiler (Wu vd., 2011). Daha 6nceki
caligmalarin sonuglarina gore, oksidatif stresin patofizyolojisi, asir1 serbest radikal
salinimi ve 5-FU’nun neden oldugu ROS gastrointestinal hasarindan
kaynaklanmaktadir (Nadhanan vd., 2012; Rapa vd., 2021; Rashid vd., 2014). Bu
calismanin sonuglari, 5-FU’nun, hiicresel SOD ve GPx antioksidanlarinin
tilkkenmesine neden olmasinin yani sira, lipid peroksidasyonunu ve bunun sonucunda
hiicresel membranlarda hasar tetikledigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular 6nceki
raporlarla uyumludur (Al-Henhena vd., 2015; Kiitiik & Naziroglu, 2020; Ma vd.,
2020; Rashid vd., 2014).

Ince bagirsak mukozasinda protein ekspresyonunun belirlenmesi, bir 5-FU
tedavi grubunun 6nemli 6l¢lide daha yliksek ekspresyona sahip oldugunu ve toplam
NF-kB ekspresyonundaki artisin doza bagimli olmadigini ortaya ¢ikardi (M.-K. Song
vd., 2013). 5-FU ile tedavi edilen farelerde, NADPH oksidaza (NOX) ROS, NF-kB
dahil olmak tizere cesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla TNF-a gibi
pro-enflamatuar sitokinlerin yukar1 regiilasyonunu destekledigi gosterilmistir.
Yapilan ¢alismalarda, 5-FU’nun neden oldugu NOX1 den tiiretilmis ROS un, kaspaz
3 ve kaspaz 8 gibi sistein-aspartik proteazlari (kaspazlar) aktive ederek ve
enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artirarak hiicre 6liimiinii destekledigini 6ne
stirdiiler (Yasuda vd., 2012) IL-1p, endotelyal adezyon molekiillerinin enflamatuar
yanitini baslatmada sinerjik bir etki i¢in TNF-a ile ¢alisirken bile, NF-kB yolunun
aktivasyonunda ¢ok dnemli bir rol oynar (Dinarello, 2000).

ALA’nin en 1yi bilinen islevleri, oksidatif stresle iligkili patolojiler i¢in
potansiyel bir miidahale stratejisi olarak kullanimini tesvik eder. Ayrica, ALA nin
gastrointestinal sistemi koruyan anti-enflamatuar 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Calismamizda mide, ince ve kalin bagirsaklarda MDA seviyeleri
artmig, SOD ve GPx aktiviteleri azalmis, ALA tedavisi bu degisiklikleri
tyilestirmistir. Aslinda, ALA’nin, artan oksidatif strese neden olan agir metalleri
ortadan kaldirarak ve antioksidan savunma sistemini geri ylikleyerek, sadece mide
tilserleri degil, ayn1 zamanda ince ve kalin bagirsaklar da dahil olmak tizere ¢esitli
modellerde olagantistii antioksidan aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir
Sonuglarimiz daha onceki ¢caligmalar ile uyumlu ¢ikmistir (Bhattacharyya vd., 2014;
Kaplan vd., 2012; C. H. Park vd., 2009; Piechota-Polanczyk vd., 2016).
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Gastrointestinal mukozitin iyi bilinen 6nemli bir 6zelligi, dncelikle bagirsak
villus yirtilmasi ve atrofisi, kript yapisinin kaybi, mide epitel hiicre dejenerasyonu,
artan goblet hiicre bosalmasi ve enflamatuar hiicre infiltrasyonudur (Wei vd., 2020).
Bunlarin en belirgin 6zelligi genellikle mukozal biitiinliigiin bozulmasi1 ve villus ve
kript parametrelerinin degismesidir (Inomata vd., 2002; Korenaga vd., 2002).
Bagirsak yaralanmalari, fir¢a sinirindaki hidrolaz aktivitesindeki degisiklikleri
(Petschow vd., 1993) korelmis villus yiikseklikleri, kript derinlikleri ve azalmis
cogalma ile kript hiicrelerinin artan apoptozunu igerebilir (Carneiro-Filho vd., 2004).
Demedts ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya gore (Demedts vd., 2006) bagirsak
iltihabinin, bir dizi enflamatuar aracty1 igeren diiz kas kasilmasinda akut ve uzun
stireli degisikliklere neden oldugunu gosterdi. Bununla birlikte, enflamasyon ve
motilite arasindaki etkilesimi agikc¢a gdsteren birkag baska deneysel sonug¢ da vardir.
Ornegin sepsis, nitrik oksit iiretimini (de Winter vd., 2002) ve bagirsak
hipomotilitesini etkileyebilen gastrointestinal motiliteyi inhibe eder. Gecikmis
gastrik bosalmanin, postoperatif ileum fare modelinde de karakteristik oldugu
gosterilmistir (de Jonge vd., 2003) bu, 5-FU tedavisi altindaki hastalarda gézlenen
diyare ile iliskilendirilebilir.

5-FU ile kemoterapi, bazal epitel hiicrelerinde dogrudan apoptozu tesvik
ederek, NF-kB aktivasyonuna katkida bulunur ve ardindan pro-enflamatuar sitokinler
TNF-a ve IL-1p tiretimi ile sonuglanir. TNF-a, NF-«B ile sinerjik olarak etkilesir,
aktivasyonunu gii¢clendirir ve ayrica doku hasarinda etkili olan diger pro-enflamatuar
faktorlerin ekspresyonundaki artisa katkida bulunur (Basile vd., 2019; Costa vd.,
2019).

5-FU, bagirsak epitel hiicrelerinin zar akigkanligini degistirir (Tomimatsu &
Horie, 2005) ve bagirsakta TNF-a ve IL-1f gibi pro-enflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunun artmasina yol acabilir (Huang vd., 2009; Melo vd., 2008;
Tomimatsu & Horie, 2005; Wu vd., 2011). Bu ¢alismada ALA’nin 5-FU ile
indiiklenen gastrointestinal mukozit {izerindeki etkilerini rapor ediyoruz; bu,
ALA’nin bir antineoplastik ajan olan 5-FU’nun oksidatif hasar, nétrofil alima,
mastositoz, goblet hiicresi dahil olmak tizere bagirsaklar tizerindeki zararl etkilerini
tersine ¢evirebilecegini gosteriyor. Tiikenme ve histolojik ve morfometrik
degisiklikler, elimizdeki bilgiler, daha 6nceki ¢alismalarda toplanan bilgilerle de
tutarlidir (Fan vd., 2017; Kolgazi vd., 2007; Moura vd., 2015; Trivedi & Jena, 2013).

Tedavi protokoliimiizde kullandigimiz ALA’nin daha 6nce hem iilser hem de kolit
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modellerinde gastrointestinal dokular lizerinde koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir (Gomaa vd., 2018; A. Hassan vd., 2010; Kolgazi vd., 2007).
Calismamizda ALA ile tedavi edilen gruplarda gastrointestinal mukozal hasarin
yapisal olarak diizeldigini gozlemledik.

Mukozal iilserlerdeki bakteriyel kolonizasyon ayrica pro-enflamatuar
makrofajlarin infiltrasyonunu ve aktivasyonunu uyararak enflamasyonu indiikler ve
gastrointestinal kanalda oldukca zor bir enflamasyon dongiisiine yol agar (Sougiannis
vd., 2021).

Calismamizda, Mukozit grubunda pro-enflamatuar sitokinler IL-1p ve TNF-
o’nin hem serumda hem de dokularda (mide, ince bagirsak veya kalin bagirsak)
arttigini ortaya koyduk. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda serumdaki bulgularimiz
dogrultusunda 5-FU uygulamasindan sonra IL-1p ve TNF-a diizeylerini artirdigi
gosterilmistir (Akyuz vd., 2018; Curra vd., 2013). Ancak, bu sitokinlerin mide ve
bagirsak dokular1 tizerindeki etkilerini inceleyen daha dnce yayinlanmis herhangi bir
caligmay1 bulamadik. Sonug olarak bulgularimiz, bu sitokinlerin sadece sistemik
etkiler yoluyla degil, ayn1 zamanda yerel etkiler yoluyla da yapisal hasara katkida
bulundugunu gostermektedir. ALA tedavisinin Mukozit sicanlarinda IL-13 ve TNF-a,
diizeylerindeki artis1 tersine ¢evirebildigi tespit edildi. Bununla birlikte, ALA nin
sadece plazma sitokin liretimini baskiladigi1 caligmalarda gosterilmistir (Sehirli,
Sener, vd., 2008; Sehirli, Tozan, vd., 2008).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ¢esitli gevresel streslerde iiretilen 6nemli ve
yaygin bir habercidir ve birgok MAPK tiiriinii aktive ettigi bilinmektedir (Jalmi &
Sinha, 2015). ALA, bagirsak hasarindan sonra iiretilen agirt ROS’u ortadan
kaldirarak MAPK sinyalini diizenleyebilir. Calismamizda, bagirsak epitel hasarinin
ALA tarafindan onarilmasinin PI3K/AKT, JNK ve p38 MAPK sinyal yollarinin
inaktivasyonu ile iliskili olabilecegini ancak daha fazla dogrulamaya ihtiyag
oldugunu bulduk. AKT, JNK ve p38’in ALA inhibisyonundaki fark, farkl1 yollarda
anjiyogenez ve enflamasyonu etkilemelerinden kaynaklaniyor olabilir (G. Yu vd.,
2022). Oksidatif stresin p38 MAPK sinyal yolunu aktive ettigi ve azalmaya yol agtig1
bildirilmistir (J. Yu vd., 2013).

Daha once bildirildigi gibi, 5-FU ile indiiklenen bobrek hasari, artan iire ve
serum kreatinin seviyeleri ile belirgindir. Bulgularimiz bu ¢alismalarla uyumludur ve
5-FU ile tedavi edilen farelerin serum {iire ve kreatinin seviyeleri ¢cok yiiksektir

(Gelen, Sengiil, Gedikli, Atila, vd., 2017; Gelen, Sengiil, Gedikli, Giir, vd., 2017).
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LDH, BUN ve kreatinin, bobrek hasarinin analizinde yaygin olarak belirtegler olarak
kullanilir (Or$oli¢, 2010). Yiiksek BUN ve serum kreatinin seviyeleri, 5-FU’nun
neden oldugu bobrek hasarini gosterir. Mevcut calismanin sonuglari, 6nceki
caligmalarin bulgularyla tutarlidir (Ali, 2012). ALA uygulanan sicanlarda 5-FU ile
tedavi edilen grupla karsilastirildiginda daha diisiik LDH, BUN ve kreatinin
seviyeleri bulundu. LDH, BUN ve kreatinin seviyelerinde bir azalma, muhtemelen
ALA’nin nefroprotektif etkinliginden kaynaklanmaktadir. 5-FU grubunda diger
gruplara gére LDH’de belirgin bir artis goriildii.

5-FU geleneksel olarak bir anti-metabolik ajan olarak siniflandirilir. 5-FU, bir
pirimidin tlirevidir ve hem normal hiicrelerde hem de tiimor hiicrelerinde DNA ve
RNA sentezine miidahale eder. 5-FU ayrica protein sentezini de engeller. Esasen, 5-
FU bir proteinaz inhibitorii olarak hizmet edebilir ve akut pankreatit siirecinin
tamam1 boyunca genel etki gosterebilir. 5-FU, pankreas enzimlerinin sentezini ve
salgilanmasini azaltir. Boylece, ilk agamada oto-sindirim yoluyla pankreas
dokularindaki hasar1 hafifletebilir. Bu islev daha 6nce onaylanmistir (Johnson vd.,
1973; Mann & Mann, 1979).

5-FU ile tedavi, siddetli hepatotoksisite saptanan hayvanlarda serum ALT,
AST ve ALP aktivitelerinde 6nemli bir artisla sonuglandi. Bu veriler, baska
litaratiierdeki veriler ile tutarlidir (Dimitriu vd., 2015). Asir1 oksidatif iiretim ve
karacigerde oksidasyon iirlinlerinin birikmesi, bu ¢alismada biyolojik zarlara ve
karacigerin endotel astarina zarar vermistir. Bu muhtemelen kanda ALT, AST ve
ALP konsantrasyonlarinin yiikselmesine neden olan karaciger hasarindan
kaynaklaniyordu. ALT, AST ve ALP, hiicresel hasar ve toksisitenin en 6nemli
biyolojik belirtecleri olarak kabul edilir. Serum AST, ALT ve ALP aktivitesinde
onemli bir yiikselme, diger calismalarda akut karaciger hasarinin bir gostergesi
olarak kullanilmigtir (MacNamara & Goldberg, 1985; Zeashan vd., 2009).

ALA, hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenen, dogal olarak olusan bir
bilesiktir. Piruvat, a-ketoglutarat ve dalli zincirli a-keto asitler gibi a-keto asitlerin
oksidatif dekarboksilasyonunu katalize ederek birka¢ mitokondriyal multienzim
kompleksinde bir kofaktor olarak islev goriir (Ma vd., 2020; Zhang & Frei, 2001).
ALA tipik bir giinliik diyette tiiketilir, kan-beyin bariyerinden emilir ve hiicreler ve
dokular tarafindan alinir ve dihidrolipoik aside doniistiiriiliir (Cameron vd., 1998).

ALA, molekiiler yapisi nedeniyle redoks durumu ile ¢esitli biyokimyasal

reaksiyonlara katilma kabiliyetine sahiptir. ALA ve indirgenmis formu dihidrolipoik
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asit, kiral bir merkeze sahiptir. ALA, indirgenmis veya oksitlenmis formlarda
olabilen iki tiyol grubuna sahiptir. ALA molekiiler yapisinda, halkasinda iki kiikdirt
atomu bulunan bir ditiolan halkasina sahiptir ve bu da son derece yiiksek elektron
yogunluguna neden olur. ALA ve indirgenmis formu dihidrolipoik asit, biyolojik
sistemlerdeki NAD (P) H/NAD (P) redoks ¢iftine benzer ve biiylik bir indirgeme
potansiyeline sahiptir. Antioksidan etkileri dogrudan oksitlenmis molekiillere
elektron vererek gerceklesir (Hiller vd., 2016). Bununla birlikte, ¢alismalar ALA’nin
serbest oksijen ve nitrojen radikallerini temizleyerek kayda deger bir antioksidan
etkiye sahip olabilecegini gostermistir (Packer vd., 2001). Ayrica, ¢alismalar, ALA
ve metabolitlerinin antioksidan ve antienflamatuvar 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir.

Bu nedenle, sadece plazma sitokin diizeylerini degil, ayn1 zamanda doku
sitokin diizeylerini de baskilamanin, ALA’nin mukozite kars1 koruyucu aktivitesinin
altinda yatan 6nemli bir mekanizmay1 temsil ettigi diisliniilmektedir. Biitiin bunlar
bagirsak mukozasinin zarar gérmesine ve siddetli ishale yol acar. Kemoterapinin
neden oldugu bagirsak mukoziti tizerinde birgok strateji kullanilmasina ragmen,
standart tedaviler agr1 kesici, ishal dnleyici ilaglar ve enfeksiyon kontrolii ile
siirhidir ve biiyiik dlgiide etkisiz olmustur. Dogal tibba artan ilgiyle birlikte, ¢oklu
biyolojik olarak aktif bilesiklerden olusan antioksidan ilaglarin, bagirsak mukoziti
i¢in potansiyel bir tedavi olarak benimsendigi bulunmustur. Bu ¢alismada, ALA’nin
5-FU ile indiiklenen farelerin bagirsak yaralanmalari iizerindeki koruyucu etkilerini
ortaya koyduk.

Bir antioksidan olarak ALA’nin mekanizmasi, oksidatif stres ilizerindeki
etkisiyle iligkilidir. Bir sigan deneyinde, ALA 6n tedavisi bagirsakta oksidatif stresi
ve iltihab1 6nemli 6l¢iide azaltt1 (Dadhania vd., 2010). ALA domuz yavrusu bagirsak
epitel hiicrelerini (IPEC-J2 hiicreleri) hidroksil radikalini temizleyerek H>O»
kaynakli hasara kars1 korudu. Bagirsak epitel hasar1 onarim siirecinde ALA
belirsizligini koruyor (Cai vd., 2013).

MMP’ler ayrica enflamatuar siiregleri modiile etme, dogustan gelen
bagisiklig1 ve yaralanmayi takiben onarim yetenekleriyle de taninmaktadir (Parks
vd., 2004), enflamatuar siireci bir dizi hiicresel yanittan olusan bir siire¢ olarak
tanimlamaktadir. Ayrica, enflamatuar tepkiler, asagidakilerle baglantili bilgilerin
biitiinlestirilmesine dayanir: 1. bir yaralanmanin ve/veya mikroorganizmalarin

varligiin tespiti, 2. istilact mikroorganizmalari ve enfekte olmus konake1 hiicreleri
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ortadan kaldiran hiicrelerin birikmesi ve miidahalesi ve 3. hasar géren dokularin
onarimu. {1k hakaret, travma veya organizmanin tepkisi (Parks vd., 2004). Hasarli
mukozal epitelde, hiicre ¢ogalmasi, yayilmasi ve gocii yoluyla yarayi iyilestirmek
i¢in hiicreler tarafindan hizla bir yara onarim programi devreye alinir. MMP’ler, bu
yara onarim programinin anahtar asagi akis aracilaridir. Kemoterapinin neden oldugu
mukozit ¢galigmalarinda, gastrointestinal kanalda mukozitin iyilesme evresinde
(kemoterapiyi takiben 72 saat ile 144 saat arasinda) MMP-1 seviyeleri 6nemli dlgiide
ylkselir (Al-Dasooqi vd., 2010; Stringer vd., 2013). MMP’ler, aktive edildiginde
hiicre dis1 matriksin ¢esitli protein bilesenlerini sindirebilen bir metalloenzim
ailesidir. Yagh insan derisi i¢inde biriktigi gdsterilmis olan yaslanmis hiicreler, geng,
replikasyon yetkin hiicrelere kiyasla degismis MMP ekspresyonu modeli sergiler
(West vd., 1989). Ozellikle kollajenaz-1 (MMP-1) ve stromelisin- 1 (MMP-3)
tiretimleri geg¢ gegisli cilt fibroblastlarinda 6nemli 6l¢iide arttirilir MMP-1"in
aktivitesi, digerlerinin yani sira, metalloproteinaz-1’in (TIMP-1) endojen inhibitor
doku inhibitorii tarafindan diizenlenir. MMP-1’e uygun olarak, TIMP-1 ayrica
keratinositler, monositler ve fibroblastlar tarafindan tiretilir ve MMP’leri
diizenlemenin yan1 sira TIMP-1"in biiyiimeyi tesvik edici islevleri de vardir. MMP-1
ve TIMP-1 arasindaki dengenin doku homeostazinda 6nemli olduguna inanilir ve
MMP-1 ve TIMP-1’in MMP-1 lehine bir dengesizligi, hiicre dis1 matriksin patolojik
bozulmasi ile iligkilidir (Sternlicht & Werb, 2001). Matriks metalloproteazlar
(MMP’ler), hiicre dis1 matriksi bozan Zn igeren endopeptidazlarin bir ailesidir. Hiicre
dis1 matriks dongiisiinde merkezi bir rol oynamanin yani sira, MMP’ler kemokinler,
sitokinler, bliylime faktorleri ve baglanti proteinleri dahil olmak {izere ¢esitli matriks
olmayan substratlar1 aktive eder veya bozar (Ravi vd., 2007).

MMP’ler, gb¢ eden keratinositlerin ECM’ye yapismasini gevsetmede ve
ECM’yi yeniden yapilandirmada ¢ok énemli roller oynar (Pilcher vd., 1997). MMP-
1, keratinositler ve dermal matriks arasindaki siki temaslarin gevsemesine aracilik
eden ve boylece hiicrelerin hareket etmesine izin veren bir kolajenazdir. MMP-2,
keratinosit gd¢iinii uyarabilen ve anjiyogeneze katkida bulunabilen jelatinazlardir
(Rohani & Parks, 2015). ECM’nin bozulmasina ek olarak, MMP’ler serbest birakma
yoluyla hiicre dis1 sinyal aglarinin diizenleyicileri olarak dnemli iglevler oynarlar.
Sitokinler ve biiylime faktorleri ve hiicre ylizeyi reseptdrlerinin modifikasyonu
(Loftek vd., 2011). Bununla birlikte, asir1 yiiksek MMP seviyeleri, ECM

bilesenlerinin asirt bozulmasina ve hiicre go¢liniin bozulmasina neden olabilir. Bu
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nedenle basarili bir yara iyilesmesi, yara onariminin belirli asamalarina ve belirli
yerlere gore siki bir sekilde kontrol edilen MMP ekspresyonu ve aktivitesi gerektirir
(Caley vd., 2015).

Proteolitik bozulma, yeniden diizenleme ve sikiligin bozulmasi eklem
proteinleri 6nemli bir diizenleyici 6zellik olusturur hem fizyolojik hem de patolojik
doku yeniden sekillenmesi (Cummins, 2012) 6zellikle siki baglanti proteinleri
kemoterapiye yanit olarak yapisal ve molekiiler degisikliklere ugrar (Beutheu
Youmba vd., 2012; Nakao vd., 2012) ancak sorumlu mekanizmalar tam olarak
anlagilamamigtir. MMP’ler, 6zellikle enflamatuar yanitta, genis dizi islevleriyle
taninir. Son arastirmalar, artan matriks metalloproteinaz aktivitesinin hem endotel
hem de epitel bariyerlerinin artan gegirgenligi ile iliskili oldugunu ve giiglii bir
sekilde MMP aracili siki baglanti bozulmasini ima ettigini gostermistir (Bauer vd.,
2010; Cummins, 2012; Lischper vd., 2010; Vermeer vd., 2009). Bagirsak
mukozitinin gelisiminde hem MMP’lerin (Al-Dasooqi vd., 2010) hem de siki
baglantilarin (Wardill vd., 2012) biitiinleyici rolleri gbz 6niine alindiginda;
Kemoterapiye bagl mukozit patofizyolojisinde potansiyel bir yol olarak mevcut
MMP-sik1 baglant: etkilesimleridir.

Kollajenazlar, stromelisinler, jelatinazlar, membran tipi MMP’ler ve diger
endopeptidazlar, MMP kalsiyum bagimli ¢inko igeren enzimler ailesinin bes alt
grubudur (Pittayapruek vd., 2016). Epitelyal, mezenkimal ve hematopoietik hiicreler
tarafindan eksprese edilirler (Alison vd., 2009). Ozellikle MMP-1, MMP-2, MMP-8
ve TIMP-1’in enflamasyonu etkiledigi deneysel ve klinik arastirmalarda
kanitlanmistir (Q. Chen vd., 2013; Nissinen & Kédhiri, 2014; Paiva & Granjeiro,
2014). Bulgularimiz, 5-FU ile indiiklenen gastrointestinal mukozitin, serum ve
dokularda proteolitik enzimler MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve TIMP-1’in aktivitesini
arttirdigini gostermektedir. MMP’ler ve TIMP-1, hiicre dig1 matriks proteinlerini
pargalayarak dokular lizerinde agik¢a olumsuz bir etkiye sahiptir ve gastrointestinal
mukozit patofizyolojisinde dnemlidir.

Kontrol ve ALA gruplariyla karsilastirildiginda, 5-FU uygulamasi
Mukozit+ALAgrubunda serum ve dokularda MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve TIMP-1
aktivasyonunu arttirdi. ALA’nin MMP-1, MMP-2, MMP-§ ve TIMP-1 ekspresyon
seviyelerini nasil etkiledigini arastirmak icin ¢esitli enflamasyon modelleri
kullanilmistir. ALA’nin etkisini arastirmak i¢in, MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve TIMP-

1’in spesifik ekspresyon seviyeleri ile sonuclanan ¢esitli enflamasyon modelleri



103

kullanildi (Cavdar vd., 2014; Kalkan vd., 2020). ALA’nin enflamasyon modellerinde
anti-enflamatuar ve antioksidan etkileri, koruyucu etkinin TIMP-1 aktivitesini
arttirirken MMP-1, MMP-2 ve MMP-8 ekspresyonunu azaltarak {iretildigini ortaya
koymustur (Sharma vd., 2020; Tsou vd., 2014). 26 taninmigs MMP’den birkagi,
enflamatuar hastaliklar ve kanserde kapsamli bir sekilde incelenmistir. MMP-8 ve -9,
tiimdr hiicrelerine ek olarak fibroblastlar ve infiltre edici enflamatuar hiicreler
tarafindan eksprese edilen kollajenaz MMP’leridir (Herszényi vd., 2012).

Bazi ¢alismalar TIMP-1 aktivasyonunun MMP aktivasyonuna karsi
korudugunu gosterse de digerleri artan TIMP-1 aktivasyonunun pro-enflamatuar
sitokin ekspresyonunu artirarak enflamatuar bir yanita neden oldugunu
gostermektedir (Knight vd., 2019; L. Song vd., 2016). Calismamizda, gelismis
TIMP-1 aktivasyonu ve yliksek pro-enflamatuar sitokin iiretimi, bu fenomenin
dogrulandigini diisiindiirmektedir (Bugno vd., 1999).

Mukozitinin ciddi sonuglari, yeni terapotik hedeflere yonelik yeni
arastirmalar1 gerektirir. Biyopatolojisinin anlagilmasi ve serbest radikallerin
olusumundan baslamasi, mukozitin 6nlenmesinde ¢ok ¢esitli antioksidan ajan
tiirlerinin rolii ile ilgili calismalara artan bir ilgiyi tesvik etmistir. Birkac ¢alismadaki
umut verici sonuglar goz oniine alindiginda, ALA’nin bu siirecteki uygulamalari, bu
maddenin ¢esitli saglik kosullarinda sahip oldugu potansiyel yenilikgi etkiler géz

Oniine alindiginda, ortaya ¢ikan bir arastirma uygun olarak vurgulanmalidir.
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BOLUM VI

Sonug¢ ve Oneriler

Bu boliimde aragtirmanin amag ve alt amaglar1 dogrultusunda ulasilan

sonuglara ve bu sonuglardan yola ¢ikarak gelistirilen onerilere yer verilmistir.

Sonuglar

5-FU tarafindan indiiklenen malondialdehit (MDA), interlokin-1 beta (IL-1p)
ve timor nekroz faktorii -alfa (TNF-a) konsantrasyonlarinin mide, ince ve kalin
bagirsak dokularinda ve serumda anlamli diizeyde artis1 tespit edildi. 5-FU tarafindan
indiiklenen siganlarda ALA tedavisinden sonra gastrointestinal mukozitin,
siganlardan alinan hem serum hem de mide, ince ve kalin bagirsak dokularinda
MDA, IL-1B ve TNF-a konsantrasyonlar1 dokularda ve serumda anlamli 6l¢lide
azaldu.

5-FU tarafindan indiiklenen Glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktiviteleri mide, ince ve kalin bagirsak dokularinda Sl¢iilmiistiir
bununla beraber anlamli bir azalig tespit edilmistir. Buna karsin 5-FU tarafindan
indiiklenen sicanlara ALA tedavisinden sonra Glutatyon peroksidaz (GPx) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri mide, ince ve kalin bagirsak dokularinda
Ol¢iilmiistlir bununla beraber anlamli bir artis tespit edilmistir

5-FU uygulanan siganlarda karaciger ve pankreas enzimlerinde istatiksel
olarak anlamli bir yiikselis ol¢iilmiistiir. 5-FU ile indiiklenen sicanlarda ALA
uygulamasindan sonra karaciger enzimlerinde anlamli bir diisiis gézlendi.
Aragtirmamizin bir sonucu olarak, ALA ve 5-FU kombinasyonunun, bir oksidan-
antioksidan denge ile birlikte enflamasyonun kontroliinde yer alan parametrelerde
olumlu degisikliklere neden oldugunu kesfettik.
Arastirmamizda ALA kullanarak, bu alandaki bilgi birikimine katkida

bulundugumuzu diistinliyoruz

Oneriler
Bulgularimiz, ALA’nin 5-FU tedavisine dahil edilmesinin gastroenteriti olan

kanser hastalar1 i¢in potansiyel bir secenek oldugunu gostermektedir.
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5-FU ile indiiklenmis mukozitde serbest radikal iiretiminde artig ve
antioksidan savunmada yetersizlik bulunmaktadir. Bununla birlikte, yaptigimiz
modellemede oksidatif stresi azaltmak i¢cin ALA’nin eklenmesi tedavide olumlu ve
faydal1 olacaktir. Bizim ¢alismamizda mukozitdeki patolojik siireglerin olusmasinda
onemli etkisi olan oksidatif stresin ve endotel disfonksiyonun engellenmesinde ALA
eklenmesinin daha sonraki siireclerde olumlu oldugunu tespit ettik. Mukozit

tedavisinde ALA etkinligine dair ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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