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OZET

[Itihabi barsak hastaligi (IBD) ile karaciger hastaliklar1 arasindaki iliski uzun
zamandan beri bilinmesine ragmen iilseratif kolitte karaciger hasarmin nasil olustugu
halen tam olarak bilinmemektedir. Ancak iilseratif kolitte barsak epitelinin
gecirgenliginin arttigi ve bu durumda endotoksin gibi bakteriyel antijenlerin lamina
propriaya gegerek portal ven yoluyla karacigere ulastigi ve karacigerde iltihabi bir
reaksiyon ile sonuglandigi diisiiniilmektedir. Bu calismada siganlara deneysel olarak
120 mg/kg trinitro benzosiilfonik asit (TNBS) verilerek olusturulan kolitte gelisen
oksidatif stres ve olas1 karaciger hasarina karsi1 sentetik bir nitrik oksit sentetaz enzimi
(iNOS) inhibitorii olan N-nitro L-arjinin metil ester (L-NAME) ve antioksidan (AO)

Ozellikleri bilinen Likopen’ in ne derece koruyucu etkileri oldugu arastirildi.

Calismada 91 adet 220-250 gr agirhiginda Sprague Dawley irk1 erkek sicanlar
kullanild1. Siganlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde kontrol grubu hari¢ 12 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna 1 ml serum fizyolojik intraperitonal (i.p) verildi. Diger tiim
gruplara sifirinct giinde %50 etenolde c¢oziilerek hazirlanmis 120 mg/kg TNBS
intrarektal olarak verilip kolit olusturuldu. 1. 2. ve 3. gruplar TNBS gruplarn olarak
belirlendi. TNBS uygulamasindan 1 giin sonra 4. 5. ve 6. gruptaki hayvanlara L-
NAME, 7. 8. ve 9. gruptaki hayvanlara 1 mg/kg zeytinyagi, 10. 11 ve 12. gruptaki
hayvanlara ise 10 mg/kg Likopen, i.p olarak verildi. Sadece TNBS verilen hayvanlar 1.
2. ve 3. giinlerde diger gruplardaki hayvanlar ise 2. 3. ve 4. giinlerde eter ile anestezi

edilerek kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

Deneysel sonuglarimiz hem serum AST, ALT ve LDH diizeyleri géz oniine
alindiginda hem de karaciger doku Orneklerindeki histopatoloji  bulgulari
degerlendirildiginde Likopen’ in, kolit nedenli karaciger hasarin1 Onlemede
zeytinyagindan ve sentetik bir AO olan L-NAME’ den daha yararli oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica kolitte karaciger hasarini gidermede Likopen kullanildigina dair bir
litaretiire rastlanilmadi. Bu nedenle calismamiz, kolit nedenli karaciger hasarinda

Likopen’ in koruyucu etkisini arastiran 6zgiin bir ¢alismadir.

Anahtar sozciikler: TNBS, Kolit, Karaciger, Likopen, L-NAME, Hiicre Koruyucu
Etki, Sigan.
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SUMMARY

Although Inflammatory Bowel Disease (IBD) and liver diseases are known to be
related, how exactly ulcerative colitis renders damage to the liver is still poorly
understood. Nonetheless, permeability of the intestinal epithel tissue is known to
increase in ulcerative colitis. Therefore, it is speculated that such bacterial antigens as
endotoxin that can move across lamina propria can gain access to the liver by way of

the portal vein tract, thus giving rise to an inflammatory reaction.

105 male rats belonging in the species of Sprague Dawley, whose weights
varying between 220 and 250, were used in this study. These rats were divided into 12
groups, each consisting of 7 rats, with the exception of the control group. 1ml of serum
physiologic was administrated intraperitoneally (i.p) to the rats in the control group,
while all the other groups were administrated 120 mg/kg TNBS prepared by dissolving
in %50 ethanol through the intrarectal tract on the very first day of the experiment.
Groups 1, 2 and 3 were labelled as TNBS groups. 24 hours after the administration of
TNBS, rats in groups 4, 5 and 6 were given L-NAME, the ones in groups 7, 8, 9 being
given 1ml/kg olive oil. The remaining groups (10, 11 and 12) were given 10 mg/kg of
Lycopene i.p those given only TNBS were anaesthetized with ether for blood and liver
tissue samples on the first, second and third days of the experiment, while those in the

other groups underwent the same application on the second, third and fourth days.

Evaluation of serum AST, ALT and LDH Ilevels, as well as histopathologic
findings of the liver tissue, seems to suggest that Lycopene has a protective effect upon
liver damage due to colitis, and that Lycopene is more beneficial to preventing
oxidative stress than are olive oil and L-NAME, an synthetic antioxidant substance. We
could find no published study into the protective effect of Lycopene upon colitis-
induced liver damage. Therefore, our study is the first of its kind in that we showed

Lycopene to have a protective effect upon colitis-related liver damage.

Key words: TNBS, Colitis, The Liver, Lycopene, L-NAME, Cytoprotective Effect,
Rat.
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1. GIRIS

[Itihabi barsak hastalig1 (Kolit) ile iligkili olarak karaciger hasar ilk kez 1873
yilinda tanimlanmigtir [Thomas et al., 1873; Kleckner et al., 1952]. Kolit,
etiyopatogenezi tam olarak aydmnlatilamamis, ekstraintestinal bulgulari olabilen
barsagin, kronik nonspesifik inflamatuvar hastaligidir [Dieleman et al., 1994].
Hastaligin etiyolojisi ve patogenezinde, genetik ve ¢evresel faktorler basta olmak tizere
(Fiocchi et al., 1998); mikroorganizmalar veya onlarin antijenleri (Duchman et al.,
1995) ve bagisiklik sistemi bozukluklarinin (Fuss et al., 1996) neden olduguna dair
deliller bulunmustur. Karaciger hasarinin belirlenmesinde iki 6énemli enzim vardir.
Alanin amino transferaz (serum glutamat — pruvat amino transferaz) ve aspartat amino
transferaz (serum glutamat — oxaloasetat amino transferaz). Adlarindan da anlasilacagi
lizere alanin ve aspartik asidin amino gruplarimi o-keto glutarata tasirlar. Bdylece
glutamat ve ALT ile pruvat ve AST ile oksalosetat olusur. B6 vitamini her iki enzimin
de kofaktoriidiir [Wallach J, 2000; Li YM et al., 2004; Samir P et al., 2004]. Kolit olan
bireylerde c¢esitli karaciger-safra kanali anormallikleri ve aminotransferaz (ALT ve
AST) aktivitelerinin artabilecegi uzun zamandir bilinmektedir. Son yillarda, ilseratif
kolitli hastalarin %2,3’ {inde karaciger hastalig1 rapor edilmistir [Broome et al., 1994].
Ulseratif kolit ve Crohn’s hastaligi olan insanlarda anormal karaciger fonksiyon
testlerinin siklig1 yaklasik %17’ ye kadar yiikselmektedir [Wewer et al., 1991]. Kolit ile
ilgili yapilan caligmalarda, nitrik oksitten (NO) tiireyen serbest radikallerin
(peroksinitrit ve oksijen radikalleri), olusan harabiyeti daha fazla artirdig: belirlenmistir
[Dijkstra et al., 1998; Kimura et al., 1998; Grishman et al., 1999; McCafferty et al.,
20011].

Histolojik olarak kolitli bireylerden alinan karaciger biyopsi Orneklerinin
analizinde portal alanda iltihaplanma, safra kanali iltihab1 (kolangitis), tahris ve enfekte
olmus safra kanallarinda damar sertligi goézlenmistir [Schrumpf et al., 1988].
Karaciger-safra kanali degisimlerinden sorumlu mekanizmalarin patogenezi heniiz
bilinmemektedir. Ancak otoimmunite, genetik faktorler ve bakteri antijen ya da

toksinlerinden kaynaklandigina dair birkag hipotez ileri siirtilmektedir. Deneysel olarak



ince barsakta asir1 anaerobik bakteri c¢ogalmasi; inflamatuvar hiicreler ile kanal
infiltrasyonu, perikolanjit (pericholangitis) ve sertlesmis safra kanali iltihabi (sclerosing
cholangitise) periportal fibrozisi uyarmaktadir [Lichtman et al., 1990]. Bakterilerin
karaciger-safra kanali hasarinda rolii oldugu diisiincesi metronidazole ve tetracycline
kullanilarak bu hasarin giderildiginin gézlenmesiyle desteklenmistir [Lichtman et al.,

1991].

Karaciger hiicreleri arasindaki sik1 baglanti bolgeleri, karaciger-safra kanalina ve
portal dongiiye bakteri ve toksinlerin girigini engelleyen ana bariyerdir [Sung et al.,
1992]. Siki baglantilar, hepatosit bolgesinde bazolateral zar ve apikal zar arasindaki
sinir, sinusoidal ylizeyden kanalikiil liimenini Orter, portal kan ve safrayr ayirir ve
hiicreler arasi1 gecide destek verir [Anderson et al., 1995]. Siki baglant1 bdlgeleri
bariyer fonksiyonlarindan dolayi; yiiklii salgilarin, ¢esitli konsantre endojen bilesiklerin
ve ksenobiyotiklerin safra kanalina girmesine izin verir [Levine et al., 1981; Hardison et
al., 1993]. Siki baglantilarin gegirgenlikleri; bakteriyal toksinler (Hecht et al., 1992;
Koshy et al., 1996), polimorfoniiklear lokositler (Nash et al., 1988), inflamatuvar
sitokinler (Mulin et al., 1990; Madara et al., 1989) ve Gstrojen (Lowe et al., 1988; Elias
et al.,, 1983) dahil c¢esitli maddeler ve kosullar tarafindan degistirilebilir. Kolitli
hastalarda karaciger-safra kanalinin hasarlanma nedeni safraya gecen toksik maddeler
ve bakterilerdir. Kolit olusumu karaciger hiicreleri arasinda bulunan siki baglanti
bolgelerinin bozulmasina ve karaciger hasar1 patogenezine katki saglamaktadir [Morris

et al., 1989; Yamada et al., 1992].

Gelisen diinyamizda, beslenme olanaklarimin artmasi ile insanlar, cografi
kosullar, iklim sartlar1 gibi engelleri asarak, yeni beslenme aligkanliklar1 edinmislerdir.
Yanlis beslenme aligkanliklart ve bunlarin ortaya ¢ikardigi tibbi problemler arttikea,
saglikli yasamanin ve hastaliklarla miicadelenin en temel kurallarindan birinin saglikli
beslenme oldugu ortaya c¢ikmistir. Bdylece besinler ve viicuda etkileri, en onemli
arastirma konularindan biri haline gelmistir. Bir yandan ideal diyetler ve mutfak
kiiltiirleri, diger yandan kalori hesaplari ve tabii ki tedavi edici veya hastaliklar1 6nleyici
etkileri olan gida maddeleri, birgok bilim dali ve adami tarafindan arastirilmaktadir.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda domates ve domates iiriinlerinin, antioksidan



(AO) olarak kabul edilen yiliksek Likopen igerikleri nedeniyle beslenme ve saglik
lizerine yararl etkileri oldugu gosterilmistir [Giovannucci, 1999]. Likopen, sebze ve
meyvelerde dogal olarak bulunan karoten (carotenoid) ailesine ait bir pigmenttir.
Likopen, ayn1 zamanda AO bir maddedir. Likopen, hiicreleri serbest radikal hasarindan
korumasinin yani sira, hiicreler arasindaki baglar1 giiclendirmekte ve hiicre
metabolizmasini gelistirmektedir. Yagda ¢6ziinen, yag miktari fazla doku ve organlarda
etkinligi artan Likopen’ in, yag icerigi oldukca fazla bir organ olan ciltte de AO
koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Likopen, cilt hiicreleri arasindaki baglar1 da
kuvvetlendirmektedir. Diger bir yararli etkisi, ultraviyole iginlarina karsi koruma
saglamasidir. Likopen ayni zamanda kolesterol diisiiriici 6zellige de sahiptir. Meme,
rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, Alzheimer hastaligin1 6nleyen, kalp
damar hastaliklar1, kemik ve cilt saglig1 acisindan koruyucu etkisi bulunan Likopen, AO
ozelligiyle yaslanma siirecini yavaslatmaktadir [Mashima et al., 2001; Boileau et al.,

2001; Rousseau et al., 1992].

Karotenoidlerin AO 6zellikleri, onlarin kimyasal yapilarinin tekli ve konjuge c¢ift
bagli bir sistemle 40 karbon iinitesinin kuyruk kuyruga baglanmas: ile sekillenen
tetraterpen yapisinda uzamalarinin bir sonucudur. Bu yapinin sagladigi radikal toplama
ozelligi, cogu epidemiyolojik olmak {izere, yapilan arastirmalarda bazi kanser tipleri,
kalp rahatsizliklar1 ve dejeneratif g6z hastaliklarinda koruyucu etkisinin tespitiyle ortaya
konmustur [Bramley et al., 2000; Khachik et al., 2002]. Karotenoidler grubundan
Likopenle yapilan bazi calismalarda, Likopen’ in, oksidatif hasarla korelasyon
gosterdigi bilinen ve yag asidi oksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA)
diizeyini disiirdigii, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
endojen AQO’ larin aktivitelerini ise artirdig1 gosterilmistir [Bramley et al., 2000; Dorgan

et al., 2000; Cadenas and Packer, 1996].

Tiim bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda TNBS nedenli deneysel kolitte gelisen
karaciger hasarinin Onlenmesinde AO ve hiicre koruyucu etkileri oldugu bilinen
Likopen’ in ve L-NAME’ nin muhtemel koruyucu etkilerini test ettik. Diger taraftan
Likopen’ 1 ¢0zdiigimiiz zeytinyaginin bu korumada etkisinin olup olmadiginm

belirlemek i¢in TNBS ile birlikte zeytinyagi grubu da olusturduk.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit, sindirim kanalinda zaman zaman siddeti azalan veya artan Crohn
hastalig1 ile birlikte kronik iltihabi barsak hastaliklar1 grubu icindedir. Ulseratif kolit
yalnizca kolon ve rektuma yerlesirken, Crohn hastaligi sindirim sisteminin herhangi bir
yerine yerlesebilir.  Ulseratif kolitte kalin barsagm i¢ yiizeyinde yaygm diilserler

(yaralar) ve iltihabi polipler olusur [Ghosh et al., 2000; Blumberg and Strober, 2001].

Insanlarda her yas grubunda goriilebilen iilseratif kolitin tam olarak olusum
nedeni bilinmemekte birlikte kolonda baslayip rektuma kadar yayilabilmesi, hastaligin
etiyoloji ve patogenezinde genetik ve cevresel faktorler basta olmak iizere (Fiocchi,
1998), mikroorganizmalar veya onlarin antijenleri (Duchman et al., 1995; Rath et al.,
1996) ve bagisiklik sistemi bozukluklar1 (Fuss et al., 1996) ile olusabilecegine dair
deliller bulunmustur. Hastalig1 tamamen yok eden bir tedavi sekli yoktur. Ozellikle
tedavinin kisa siirede kesilmesiyle hastalik yeniden alevlenir. Bu nedenle tedavinin

uzun siire (hayat boyu) yapilmasi gerekir.

Ulseratif kolitin tedavisinde yapay ve dogal olarak elde edilen maddeler hem
insan hem de deney hayvanlarinda biyokimyasal, histolojik, genetik, immiinolojik,
fizyolojik, klinik ve deneysel ¢aligmalar yapilmistir. Gerek beden hiicrelerinden alinan
biyopsi orneklerinde (Middleton et al., 1993; Boughton-Smith et al., 1993; Guslandi
1993; Lundberg et al., 1994; Rachmilewitz et al., 1995) gerekse noétrofil, makrofaj,
epitel ve endotel hiicrelerinde yapilan analizlerde (Singer et al., 1996; Ikeda et al., 1997,
Iwashita et al., 1998) nitrik oksit (NO) miktarmin asir1 artmasi, ilseratif kolit i¢in
onemli patolojik belirleyici etken oldugunu ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica kolit ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda, NO’ dan tiireyen peroksinitrit ve oksijen radikallerinin, olusan
harabiyeti daha fazla artirdig1 belirlenmistir [Rachmilewitz et al., 1993; Van der Vliet
et al., 1994; Pryor and Squadrito 1995; Dijkstra et al., 1998; Kimura et al., 1998 (a);
Grishman et al., 1999; Mc Cafferty, 2001].



2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Onemi

Diinya tizerindeki yasamin oksijen molekiiliine bagli aerobik yasam olmasi
celigkili bir durumdur.  Ciinkii oksijen, enerji metabolizmasi ve solunum i¢in ¢ok
onemli bir molekiil olmasmin yaninda bir¢ok hastalikta ve dejeneratif bozuklukta

onemli rol oynamaktadir [Marks, 1985].

Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir [Batrelli et al., 1972].
Canli igerisinde olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) sadece hiicre igerisinde
substrat ile birleserek hasara neden olmaz, aym1 zamanda baglandiklar1 molekiillerin
hiicre igerisinde ¢esitli yan metabolit olusumuna sebep olarak da hasara neden
olabilirler. Ornegin; oksijenin rediiksiyonu ile negatif yiiklii bir ara iiriin olan siiperoksit
(Oy") radikali olugur. Siiperoksit radikalinden ise spontan ya da enzimatik dismutasyon
ile ikinci bir ara {iriin olan hidrojen peroksit (H,O,) ortaya ¢ikar. Hidrojen peroksitin bir

dizi reaksiyonu sonucunda ise hidroksil radikali (OH") olusur [Fridovich, 1983].

SOR; niikleik asitler, proteinler, karbohidratlar ve lipitleri de kapsayan bircok
biyolojik molekiil ile reaksiyona girme o6zelligindedir [McMichael et al., 2004].
Normalde hiicrelerde olusan SOR formlarinin temel kaynagi elektron tagima zincirinden
sizan elektronlardir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin yaklasik %90-95’ i son {iriin
olarak su ve molekiiler oksijene doniistiiriiliirken, kalan %5-10" u SOR meydana getirir
[Esterbauer, 1996]. SOR iiretimi; elektron transferindeki yiiksek verimlilik ve metal
iyonlarimin SOR yakalama kabiliyetleri sayesinde minimum diizeyde tutulur. Hiicre
icerisindeki diger SOR kaynaklar1 arasinda, endoplazmik retikulumlardaki sitokrom
P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sayilabilir
[Curtin et al., 2002].

Canlilarin yapitaslarini olusturan tiim molekiiller SOR hasarina yatkin olsalar da
bu hasardan en ¢ok etkilenen molekiiller lipitlerdir. Bu durumun sebebinin lipitlerin ¢ift
bag yapma egiliminde olmalari ve lipitlerin hiicre zarinin her yerinde bulunmalari
oldugu diistiniilmektedir [Kelly, 2001]. Memeli hiicreleri, oksidatif strese oldukca

elverisli olan ¢coklu doymamis yag asidi (PUFA) miktar1 agisindan oldukga zengindir.



Bu PUFA’ lar trigliserit ve fosfolipitlerin yap:r taslarini olusturan diger yag

asitleri formu ile birlikte, linoleik ve arasidonik asiti de kapsar [Acworth et al., 1997].

SOR HOCI
1 ()2 Hipoklorik Asit
Singlet Oksijen -
Miyeloperoksidaz
..— ; s 21 .
O, e O, z H, O, + O,
Siipercksit Hidrojen Peroksit
[/ \N(l < Felt
Fe®
HO," —OONO

HO" + HO—
Hidroksil Radikali

Hidroperoksil Radikali

Sekil 2.2.1. Hiicrede SOR olugum yollari.

Sekil 2.2.1.” de de goriildiigii gibi SOR, ya diger bir radikal ile reaksiyona
girerek kovalent bir bag kurar, ya da daha yaygin olarak, radikal olmayan bir baska
molekiille reaksiyona girer [Pratico, 2001]. Serbest radikaller radikal olmayan bir bagka
molekiil ile reaksiyona girdiklerinde, radikal olmayan molekiil bir elektron kaybederek
serbest radikale doniisiir. Bu mekanizma hiicre zarlarinda meydana gelen yiiksek
miktardaki hasari tetikleyen zincirleme reaksiyonlarin baslangici ya da temelidir. Bir
radikal bir bagka radikal ile birlestiginde olugan yeni iiriin bir dnceki radikalden daha
fazla yikici etkiye sahip olabilir. Ornegin; nitrik oksit (NO) siiperoksit (O,") ile
birlestiginde meydana gelen peroksinitrit radikali (OONQ") hidrojen peroksitten (H,O,)
2000 kat daha fazla hasara neden olmaktadir. Bir bagka deyis ile iki radikalin
birlesmesi zincirleme reaksiyonlarin baglamasina sebep olur. Lipitler ile SOR
etkilesimi serbest demir atomu varliginda lipit peroksidasyonu ile sonuglanir [Halliwell,
1994; Brown and Goldstein, 1979]. Serbest haldeki Fe™ H,0; ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali olusturur (Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikali bir bagka sekilde,
H,0;’ nin, O,” radikali ile birlesmesi ile meydana gelir ki bu reaksiyon Haber-Weiss

reaksiyonu olarak adlandirilir [Valko et al., 2007].



Fe'? + H,0, — Fe™ +OH + OH (Fenton Reaksiyonu)
0,"+H,0, — O, +'OH+ OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Lipit peroksidasyonunu baslatan iki temel serbest radikal, OH" ve OONO™ tir.

2

Hidrojen peroksitin metallerle birlesmesi ile OH’, O™ nin NO ile birlesmesi ile de
OONO’ olusur. Peroksi radikal (RO;) formlarinin olusumu ile sonlanan lipit
peroksidasyonu, OH' ve OONO” in PUFA’ lardan bir proton ¢ikarilmasi ile baslatilir.
ROy, hiicre zarindaki diger c¢oklu doymamis yag asitlerine saldirarak lipit
peroksidasyonundaki zincirleme reaksiyonlar1 tetikler. Bu zincirleme reaksiyonlar,
substrat tiikeninceye (6r; hiicre zarindaki lipitler) ya da RO, nin bu zincirleme
reaksiyonlarini kirabilecek (E vitamini gibi) bir AO molekiil ile karsilasincaya kadar

devam eder [Radi et al., 1991].

Lipit peroksidasyonu, hiicrelerdeki enzim sistemleri ve reseptorlerinin
degisimine, iyon kanallarindaki degisimlere ve kalsiyum ile diger iyonlarin zardan
gecisinde artisa neden olarak, hiicre zarlarinda siddetli hasara neden olur [Acworth et
al., 1997]. Buna ek olarak lipit peroksidasyonu son iirlinlerinin, inflamasyon ve
apoptozu baslattigi, tiol iceren bilesikleri inaktive ettigi de diisiiniilmektedir [Poli and

Parola, 1997; Uchida and Stadtman, 1993].



Tablo 2.2.1. Oksidatif stres ile meydana gelen Serbest Oksijen Radikalleri.

BILESIK ADI OZELLIKLERI YARI OMRU (37 C)
) Bir elektron indirgenmis form, bir¢ok otooksidasyon | Spontan ve
Siiperoksit ) ] ) o
(0% reaksiyonunda olusur (flavoproteinler, redoks siklusu | enzimatik
anyonu . )
gibi). dismutasyon
Perhidroksi ) o
HO, o O, ’nin protonlanmis formu, lipitte ¢oziiniir.
radikali
o Hidrojen Iki elektron indirgenmis form O,", HO,’den | Stabil; enzimatik
H
s peroksit dismutasyonla veya direkt O,’den olusur. rediiksiyon
Hidroksil U¢ elektron indirgenmis form, Fenton reaksiyonu, 0
HO o ) ) ) o 107 sn.
radikali Haber- Weiss reaksiyonu ile olusur, ¢cok reaktiftir.
Alkoksil ) ) ] ) o .
RO Oksijen merkezli organik radikal, lipit alkoksi radikali 107 sn.
radikali
) | Organik (0r; lipit) hidroperoksitlerden; hidrojen
ROO Peroksil radikali 7 sn.
ayrilmasindan ROOH’dan olusur.
Organik . - .
ROOH ) ) Lipit hidroperoksit, timin hidroperoksit gibi.
hidroperoksit
0, (0,") | Singlet oksijen [lk uyarilmig form 10° sn.
RO Uyarilmis Uyarilmis karbonil, mavi- yesil fotoemisyon sirasinda
(RO%) karbonil olusur.

Hiicre zar1, mitokondri, lizozom ve peroksizom gibi hiicre organellerinin her

birinde SOR meydana getiren sistemlerle bir arada yer alan AO savunma mekanizmalari

bulunur [Rangan and Bukley, 1993].




2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar hem direkt hem de dolayli olarak hiicre igerisinde meydan gelen
toksik  radikal ~maddelerin  reaksiyonlarinin  olusturdugu oksidatif hasarin,
ksenobiyotiklerin ve karsinojenlerin, olumsuz etkilerine karst hiicreleri koruyan
molekiillerdir. Antioksidanlar, lipitler, DNA ya da proteinlerin oksidasyonunu 6nleyen
ya da geciktiren molekiiller olarak tanimlanirlar [Halliwell et al., 1995]. Vitamin C, E,
A, beta karoten, metallotionin, NADPH, adenozin, koenzim QQ-10, resrevatrol,
glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz, polifenoller, flavanoidler
vb. maddeler bu grupta yer alirlar [Akkus, 1995; Mates, 2000]. Bu molekiillerden,
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz hiicre i¢i enzimatik isleve sahip
antioksidanlardir [Halliwell, 1999]. Hiicrede SOR iiretimini engelleyen bu enzimler,
pek cok memeli hiicresinden izole edilmislerdir. Kiiclik molekiil agirligina sahip olan

antioksidanlar, suda ve yagda ¢oziilebilenler olmak iizere iki grupta toplanirlar;
Suda ¢6ziinen antioksidanlar;

- Askorbik asit (C vitamini),
- Urik asit,

- Biluribin,

- Glutatyon,

- Cinko ve

- Selenyum’dur.

Yagda coziilen antioksidanlar ise;

Tokoferoller (E vitamini),

B-karoten,
Ubikinol-10 (Koenzim Q-10) ve
Likopen’dir (Oranje and Wollfenbuttel, 1999).

Hiicre zarlarmin lipit tabakalarinda yer alan tokoferol ve [-karoten, lipit
peroksiyonunda meydana gelen zincirleme reaksiyonlari baskilar ya da durdururlar

[Pratico, 2001]. Viicutta hiicreler arast sivi igerisinde ise askorbik asit, bilirubin,
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transferrin, haptoglobin, albumin, iirat ve seruloplazmin gibi sayisiz AO karakterli

molekiil bulunmaktadir [Halliwell, 1999].

Memeli hiicrelerinde sentezlenen ve hiicre i¢i AO enzim olan glutatyon
peroksidazin (GSH-Px), SOR formlarmma kars1i ilk savunma mekanizmasi oldugu
diistiniilmektedir. GSH-Py, koenzim olarak glutatyonu (GSH) kullanir ve H,O,’ yi suya
ve oksijen molekiiliine doniistiiriir. GSH, siilfiirlii bir tripeptitdir [Flohe, 1980]. GSH-
Py’ in hiicre igerisinde, kofaktor olarak selenyumu kullanarak H,O, ve RO;’ yi
doniistiiren ve kofaktdr olarak selenyumu kullanmadan H,0;’ nin rediiklenmesini
katalizleyen iki formu bulunmaktadir. Doku igerisindeki GSH’ nin azalmasi ile
oksidatif hasar belirlenebilir [Van Den Dobbelsteen et al., 1996]. Bu durum oksidatif
hasara maruz kalan sican hepatositlerinde meydana gelen GSH seviyesindeki azalma ile

gosterilmistir [Kurose et al., 1997].

H,0, + 2GSH (rediikte) —- GSSG (Okside) + 2H,0

ROOH +2GSH S8 GSSG + ROH + H,

Hiicrelerde meydana gelebilecek SOR hasarina karst ikinci savunma hattini
olusturan, E vitaminin de dahil oldugu tokoferol ve trienoller, a-tokoferoller, hiicre
zarinin yapisini olusturan lipitler i¢erisinde bol miktarda bulunurlar. E vitamini, hiicre
zarmin i¢ kisminda, PUFA’ larin bol bulundugu lipofilik boélgede yer alarak lipit
peroksidasyonu sirasinda meydana gelen zincirleme reaksiyonlar: durduran bir serbest
radikal tutucu olarak gorev yapar [Meydani, 1995]. Bir lipit peroksidasyon dalgasi
hiicre zar iizerinde konumlanmis olan E vitaminine ulastiginda, E vitamini serbest
radikali oksitleyerek etkisiz hale getirir ve boylece PUFA’ lar lipit peroksidasyonundan
korur. Bu durumda daha az reaktif olan E vitamini, C vitamini ile HO varliginda
birleserek E vitamini tekrar eski haline doniislir. Suda ¢o6ziinebilen bir AO olan C
vitamini, ya direk olarak SOR’ u yakalayarak ya da E vitamininin eski halini almasini

saglayarak iki farkli sekilde AO savunmada gorev alir [Marino, 1998].
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Bir diger hiicre i¢i AO olan SOD ise aktif bolgesinde kofaktdr olarak
magnezyum, ¢inko ya da bakir igeren bir oksidorediiktazdir. SOD, O, yi O, ve H,0,’

ye doniigtiiriir.

0, "+ 0" + 2H+ ﬂb H,0, + O,

SOD’ un canli igerisinde bulundugu yerler, sitozol (kofaktor olarak bakir ve
cinkoyu kullanir), mitokondri (kofaktdrii magnezyumdur) ve hiicre disindaki
ylzeylerdir (kofaktorii ¢inko ve bakirdir) [Baskin and Salem, 1997]. Mitokondrial
SOD’ un AO savunma sisteminde temel rol oynadigi diisiiniilmektedir [Hamet et al.,

1996; Chen et al., 1997].

Katalaz peroksizomlarda yer alan, H,O,” yi O, ve H,O’ ya ayristiran bir

enzimdir [Akkus, 1995].

2H,0, —AT 5 2H,0+ 0,

SOD, O, yi H,O,’ ye, katalaz enzimi de H,O,’ yi O, ve H,O’ ya ayristirarak
birlikte is gorirler. Katalaz, diisik H,O, konsantrasyonlarinda alkol ve askorbati
kullanarak peroksidaz aktivitesi gosterebilir [Chaudiere and Ferrari, 1999]. Katalazin
indirgeyici aktivitesi, H,O,, metil ve etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere

karsidir. Biiylik molekiillii hidroperoksitlere etki etmez [Karabulut ve ark., 2002].
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2.4. Nitrik OKksit

2.4.1. Nitrik Oksit’ in Kimyasal, Fiziksel ve Biyolojik Ozellikleri

Nitrik Oksit (NO) renksiz bir gaz olup, inorganik serbest radikal 6zelligine sahip
basit bir molekiildiir [Archer, 1993; Kharitonov, 1994]. Diger radikal tiirlerinin aksine,
NO radikalinde paylasilmamis elektron nitrojen atomu iizerinde yerlesmemis, fakat
nitrojen ve oksijen atomlar1 arasinda lokalize olmustur. Nitrik Oksit’in bu 6zelligi,
kendi reaktivitesini baskilamakta, stabilitesini artirmakta (Nathan, 1992) ve biyolojik
kosullarda bilinen en diisiik molekiiler agirliklt memeli salg {irtinii olarak sentezlendigi
yerlerden daha uzak yerlere reseptére bagimli olmadan difiizyonunu kolaylastirmaktadir

[Moncada, 1992].

Cevresel bir toksin olmasinin yaninda, endojen olarak olusan nitrik oksitin
iltihabi barsak hastaligi, septik ve hemorajik sok ve bazi otoimmiin bozukluklarda
(Locsalzo and Welch, 1997; Nathan, 1997; Grisham et al., 1998; Hierholzer et al., 1998)
rol oynadig: ileri siirlilmiistiir. Dogrudan etkiler, NO’ nun dogrudan bir biyolojik
molekiil veya hedef ile iliskiye girdigi reaksiyonlardir. Oysa dolayl etkiler, oksijen
(O,) veya siiperoksit (O;") ile NO reaksiyonlarindan olusan reaktif azot oksit tiirleriyle

olusan reaksiyonlardir [Grisham et al., 1999].

2.4.2. Nitrik OKsit Sentezi ve Metabolizmasi

Nitrik Oksit insanlar, hayvanlar ve en basit canli formlarinda L- arjininin
oksidasyonu sonucunda sentezlenir [Griffith and Stuehr 1997, Stuehr, 1999]. L-
arjininden NO’ nun sentezi, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi araciligi ile iki
basamakta gerceklesir. Tepkimenin ilk basamaginda arjininin guanido nitrojeni (N*)
hidroksillenerek N“-Hidroksi arjinin (N-OH Arjinin) olusur. Enzime siki bagl olan

ara Uriin ikinci asamada sitrulin ve NO’ ya ¢evrilir. Her iki basamakta substrat
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olarak NADPH ve O; kullanilir [Mayer and Hemmans, 1997; Stuehr, 1999; Kiling ve
Kiling, 2003]. Sekil 2.4.2.1. L- arjininden NO sentezini gostermektedir.

NOS NOS
L- Arjinin > N- Hidroksi — Arjinin » Sitrulin +NO
NADPH NADP" NADPH NADP"
O, H,O 0O, H,O

= > =5

Sekil 2.4.2.1. Nitrik oksit sentetaz tarafindan katalizlenen arjinin amino asitinden NO sentezi.

Mayer and Hemmens (1997)” dan degistirilerek alinmuistir.
2.4.3. Nitrik Oksit Sentetazlar

Nitrik oksit sentetaz enzimleri (NOS) birbirinin ayni olan iki alt birimden
olusan proteinlerdir. NOS enzimlerini kodlayan yapisal DNA (cDNA)’ dan
yararlanilarak {i¢ izoformu belirlenmis ve bunlar arasindaki benzerligin yiiksek
oldugu ortaya cikarilmistir. Farkli izoformlar arasinda %50- 60 ve farkli tiirler
arasinda ayni izoform %80-94 ve sitokrom P450 ile %60 benzerlik gosterdigi
belirlenmigtir [ Kiling ve Kiling, 2003]. NOS enzimleri amino ve karboksil (N- ve
C-terminal) domain (tersiyer yapi) bdlgesi olmak iizere iki farkli kisimdan
olusmustur. Enzimin N-terminal bolgesi sitokrom P450 oksidaza yap1 ve fonksiyon
olarak benzer ve oksidaz domain bdlgesi olarak adlandirilir. Bu bélge, hem grubu,
subtrat (arjinin), tetrahidrobiobterin (BH4) ve oksijen baglanma bdlgelerini igerir.
Alt birimler arasi iletisimi sagladigindan dimerizasyondan sorumludur [Kiling ve

Kiling, 2003].

Enzimin karboksil terminali ise, yap1 ve fonksiyon olarak sitokrom P450

rediiktaz enzimine benzer ve rediiktaz domaini olarak adlandirilir. Bu bolge,
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koenzimlerden NADPH, FAD, FMN ve kalmodulin baglanma bdlgelerini igerir ve
elektron transferinden sorumludur. Ozellikle NO sentezi sirasinda rediiktaz kisim
NADPH’ den elektron alir ve hem demirine transfer eder [Marletta, 1994; Nathan
and Xie, 1994; Ghosh and Stuehr, 1995; Mayer and Hemmens, 1997; Stuehr 1999;
Alderton et al., 2001; Kiling ve Kiling, 2003]. Oksijenaz ve rediiktaz domainler
yapisal, proteolizis ve biyofiziksel ¢alismalarla ayrintili olarak belirlenmistir. NOS’
un U¢ izoformunun yapisal olarak tiirden tiire ve hiicreden hiicreye Ozellikle
homodimer yapilarinin degisiklik gostermesi ile farkli fonksiyonlar yaptiklari ortaya
cikarilmistir [Crane et al., 1998; Fischmann et al., 1999]. NOS enzimlerinin genel
yapisi sekil 2.4.3.1. de gosterilmistir.

kalmodulin
Ca
ARJININ
NADPH 0,
__ ¢ FAD_
NADNH" BH4
SITRULIN
REDUKTAZ OKSIJENAZ NO

Sekil 2.4.3.1. NOS enzimlerinin genel yapisi.  Alderton ve ark. (2001) dan degistirilerek
almmuistir.

Nitrik oksit sentezini kataliz eden NOS enzimlerinin fiziko-kimyasal ve kinetik
ozelliklerine gore; yapisal (konstitutif, cNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak {izere iki
temel formu belirlenmistir. Ayrica konstitutif enzimin iki formu vardir. Bunlardan biri

endotelial NOS (eNOS veya NOS III) olup, agirlikli olarak zarsal bir enzimdir ve
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endotel kaynakli gevseme faktoriiniin (EDRF) sentezinden sorumludur. Bu enzimin
ikinci formu ise merkezi sinir sistemi ve ndronlarda haberci molekiil olarak kullanilan
ndronal NOS (nNOS veya INOS) diye adlandirilir. Indiiklenebilir NOS izoformu ise alt
birim olarak kalmoduline ihtiya¢ duyar. Aktivitesi i¢in hiicre i¢i kalsiyum derisiminin
artmast gerekli degildir, ¢iinkii normal hiicre kalsiyum derisiminde aktif durumda

bulunur [Kiling ve Kiling, 2003].

2.5. Likopen ve Ozellikleri

Onemli bir karotenoid olan Likopen en fazla domateste (Lycopersicum
esculentum) olmak {iizere karpuz, pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerde bulunur.

Onlara kirmiz1 rengini verir [Stahl et al., 1996; Yaping et al., 2002].

Karotenoidlerin en oOnemli kaynagi bitkiler olup dogal olarak goriilen
pigmentlerin genis oranda dagilmis bir grubudur. Genellikle kirmizi, sar1 ve turuncu
renklidirler.  Parlak renkleri, yesil sebze ve yapraklarda oldugu gibi klorofilik
pigmentlerce maskelenmistir. Olgun bitkilerde klorofil iceriginin azalmasi sonucu
domates, portakal, karpuz gibi cogu meyvenin giizel renkleri ortaya cikar.
Karotenoidler, bitkilerin fotosentezi i¢in 151k toplama, o&zellikle de yikici
fotooksidasyona karsi koruyucu olarak gereklidir. Karotenoidler ¢ogu ticari gida
maddesine kimyasal sentezle iiretilen saf bilesikler ya da dogal ekstraktlar seklinde

renklendirici olarak ilave edilir [Cadenas et al., 1996].

Likopen, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten (carotenoid)
ailesine ait bir pigmenttir. Domatese ek olarak domates iiriinleri de Likopen ag¢isindan
zengindir. Likopen, ayn1 zamanda antioksidan bir maddedir. Likopen, hiicreleri serbest
radikal hasarindan korumasinin yani sira, hiicreler arasindaki baglar giiclendirmekte ve
hiicre metabolizmasin1 gelistirmektedir. Yagda ¢oziinen, yag miktar1 fazla doku ve
organlarda etkinligi artan Likopen’ in, yag icerigi oldukc¢a fazla bir organ olan ciltte de
AO koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Likopen, cilt hiicreleri arasindaki baglar1 da
kuvvetlendirmektedir. Diger bir yararh etkisi, ultraviyole isinlarima karsi koruma

saglamasidir. Likopen ayni zamanda kolesterol diisiiriicti 6zellige de sahiptir. Gogiis,
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rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, Alzheimer hastaligini 6nleyen, kalp
damar hastaliklari, kemik ve cilt saglig1 acisindan koruyucu etkisi bulunan Likopen, AO
Ozelligiyle yaslanma siirecini yavaslatmaktadir [Mashima et al., 2001; Boilequ et al.,
2001; Rousseau et al., 1992].

Insanlar tarafindan bitkisel besinlerle alinan karotenoidler, A-vitamini
prekiirsorii olarak gorev yaparlar, bunlarin baglicalar1 kriptoksantindir. En fazla
bulunan ve en etkili olanm1 B-karotendir. B-karoten A vitamin prekiirsorii olma 6zelligi
yaninda biyolojik 6nemi lipit antioksidani olmasi ve Ozellikle singlet oksijen olmak
lizere serbest radikalleri notralize etmesidir [Handelman et al., 2001]. Karotenoidler
insan sagligi icin dnemli bilesiklerdir [Canene et al., 2005]. Karotenoidlerin 6zellikleri
ve fonksiyonlar1 onlarin kimyasal yapisina baghdir. Fotosentezde oldugu gibi enerji
transfer reaksiyonlarinda en 6nemli faktoriin o6zellikle tekli ve konjuge cift baglh bir
sistemle 40 C tinitesinin (C=C) kuyruk kuyruga baglanmasi ile sekillenen tetraterpen
yapisinda uzamalarinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiliin bu 6zelligi
singlet oksijen ('O, toplamasma izin verir. Karotenoidlein bu radikal toplama
ozellikleri sayesinde, cogu epidemiyolojik olan ¢alismalarla, kanser, kalp rahatsizliklari,
dejeneratif goz hastaliklar1 gibi ciddi rahatsizliklara karsi koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir [Stahl et al., 1996; Stahl and Sies, 2005; Kucuk et al., 2002; Kozuki et al.,
2000].

Likopen tiim karotenoidlerde oldugu gibi asidik CsoHss yapisindan tiiremistir.
11 konjuge ve 2 konjuge olmayan c¢ift bagl acgik zincirli bir hidrokarbondur (sekil
2.5.1.) [Bramley, 2000; Khachik et al., 2002]. Likopen pro-vitamin A aktivitesine
sahip degildir, insan serumunda da bulunur. Likopen pB-karotene gore in-vitro
sistemlerde AO olarak daha biiyiik radikal toplama aktivitesine sahiptir [Stahl and Sies,
1992].
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Sekil 2.5.1. Likopen’ in kimyasal yapisi.

Son yillarda deneysel verilerden saglanan delillere gore insanlar 50’ den fazla
diyete baglh karotenoidi absorbe ve metabolize edebilme yetenegindedir. a-karoten, 3-
karoten, B-kriptoksantin, lutein ve Likopen insan kaninda en bol bulunan karotenoidler
arasindadir. Epidemiyolojik calismalardan saglanan delillere gore yiiksek oranda
karotenoidce zengin sebze ve meyve alinimi insanlari en yaygin goriilen, kolon, mide ve
prostat kanserine karsi korur [Giovannucci, 1999; Dorgan et al., 2000; Erhardt et al.,
2003]. Karotenoidlerin AO  aktiviteleri multilamellar lipozomlarda lipit
peroksidasyonunun o6l¢iilmesi ile belirlenmistir.  AO etki oranlart Likopen > a-
tokoferol> a-karoten> p-kriptoksantin> zeaksantin = [-karoten> lutein seklinde
siralanabilir [Stahl et al., 1996; Canene et al., 2005]. Bu giine kadar insan serumu ve
siitiinde 25 karotenoid ve dokuz metaboliti tanimlanmistir. Insan karacigeri, akcigerleri,
meme, géz ve serviks gibi organlari ve derisinde miktarlar1 belirlenmis, buralarda

depolandig1 gosterilmistir [Khachik et al., 1997].

Likopen’ in de dahil oldugu diyete bagli antioksidanlarin, reaktif oksijen
tiirlerini inaktive ettikleri ve oksidatif hasara karsi koruma saglayarak, prostat
kanserinin dnlenmesinde potansiyel molekiiller olabilecekleri diisiiniilmektedir [Rao et
al., 1999]. Yine domates ve domates liriinlerinin, bazi kanser tiplerinin ve plazma lipit
peroksidasyonunun gelisimi ile ters bir iliski gostermesi de Likopen’ in AO

ozelliklerine baglanmistir [Stahl and Sies, 1996; Pellegrini et al., 2000].
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2.5.1. Likopen’ in Etkileri

Likopen’ in etkilerini genel olarak ii¢ ana baglikta toplayabiliriz. Bunlar;

- Antioksidatif etki

- Antikanserojenik etki

e Hiicresel dongiliyli durdurucu etki

e Hiicreler aras1 birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi artirici etki

e IGF-1 (serum insiilin benzeri biiyiime faktorii-1) sinyal iletimini inhibe edici

etki

- Antiinflamatuvar etki

2.5.1.1. Likopen’ in Antioksidatif EtKisi

Cesitli stres faktorleri ile agiga ¢ikan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; lipitler,
proteinler ve DNA gibi kritik hiicresel biyomolekiilleri etkileyerek osteoporoz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve sindirim sisteminde akut ya da kronik hastaliklara
olan yatkilig1 artirmaktadirlar. Bu sebeple antioksidanlarin besinler yoluyla alinmasi
stratejik molekiillerin oksidatif zarardan korunmasinda Onemli rol oynadigi ileri
stirilmiistiir [Ames et al., 1993; Ames et al., 1995; Witztum, 1994; Hailliwell, 1994;
Pincemail, 1995]. Plazmanin AO kapasitesinin, AO bilesiklerin konsantrasyonlarina ve
sinerjilerine bagli oldugu saptanmistir. Bununda oksidatif zarara kars1 savunmada suda
¢coziinen ve lipofilik antioksidanlar arasinda gerceklesen etkilesimden kaynaklandigi

saptanmistir [Harats et al., 1998].

Karotenoidler diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan singlet oksijeni
(.Oy) ortadan kaldirmada etkilidir [Conn et al., 1991]. Singlet oksijenin giderildigi
stirecte enerji Likopen molekiiliine transfer edilir. Degisim sirasinda enerji bakimindan

zengin bir bilesik olusur. Bilesikteki Likopen fiziksel donme veya 1sinma seklinde
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enerji dagilmasi ile eski haline doner ve bagka serbest radikalleri ortadan kaldirmak igin
hazir sekilde bilesikten ayrilir. Stahl ve ark. (1998) Likopen’ in ayn1 zamanda biyolojik
membran molekiilleri i¢inde lipozomlara benzeyen bir O, temizleyicisi oldugunu
gostermislerdir. Likopen’ in vitro kosullarda gii¢lii bir AO 6zellik gosterirken, in vivo
ortamlarda DNA, protein ve lipitlerin oksidasyonuna kars1 koruyucudur [Matos et al.,
2001]. Likopen’ in in vivo ve in vitro sartlarda oksidatif DNA hasarin1 azalttig
saptanmistir [Matos et al., 2000]. Ayrica yapilan klinik ¢alismalarda domates
tilkketiminin, insan 16kositlerinde oksidatif DNA hasarini1 6nledigi saptanmistir [Porrini
and Riso, 2000]. Bowen ve arkadaslar1 (2002) da Likopen bakimindan zengin diyetin
prostattaki oksidatif DNA zararini azaltti§ini tespit etmislerdir.

2.5.1.2. Likopen’ in Antikanserojen Etkisi

Likopen’ in antikanserojenik etkilerini ii¢ ana baglk altinda toplamak

muimkiindiir.
- Hiicresel dongiiyii durdurucu etki
- Hiicreler arasi birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi artirict etki

- IGF-1 (serum insiilin benzeri biiyiime faktorii-1) sinyal iletimini inhibe edici etki.

2.5.1.2.1. Hiicresel dongiiyii durdurucu etkisi

Yapilan aragtirmalarda Likopen’ in prostat (Obermuller-Jevic et al., 2003; Sahin
et al., 2004) kanser hiicrelerinin gelisimlerini inhibe ettigi ileri stiriilmiistiir. Likopen,
hiicre gelisimindeki siklin D1’ i diizenleyerek hiicresel dongilideki Go/G; faz1 arasinda
tutukluga onciiliik ettigi saptanmistir. Go/G; fazi arasinda tutukluk Likopen ile tedavi
edilen l6semi hiicrelerinde [Amir et al., 1999] ve endometrial kanser hiicrelerinde

[Nahum et al., 2001] saptanmaistir.
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2.5.1.2.2. Hiicreler arasi birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi

artirici etkisi

Likopen’ in hiicreler arasi birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi
artiric1 etkisinin oldugu ve doku homeostazinda anahtar rol oynadig1 ortaya konmustur

[Saez ve ark., 2003].

2.5.1.2.3. IGF-1 Sinyal iletimini inhibe edici etkisi

Serum insiilin benzeri biliylime faktorii 1 (IGF-1) konsantrasyonundaki artis
prostat kanseri gibi kanser tiplerinde 6dnemli rol oynar[Furstenberger ve Senn, 2002].
IGF-1 kan seviyesinin yiiksek olusu akciger, kolon, rektum ve prostat kanseri risklerinin
artisin1 onceden haber veren belirteclerdendir [Yu et al., 1999]. Likopen, MCF-7 gdgiis
kanser hiicrelerinde uyarilmis IGF-1 artisi 6nemli derecede diisiirmiistiir. Inhibisyon
gelisimi G;/S hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin gecikmesiyle iliskilidir. Bu etki IGF-1
baglayan proteinlerin Likopen’ le diizenlenebilecegi fikrini ortaya koymustur [Karas ve
ark., 2000]. Ayrica Siler ve arkadaslar1 (2004) rat prostat kanser modelinde yaptiklari
calismada besinlere 200 ppm Likopen eklenmesi ile prostat tiimorlerindeki lokal IGF-1

ekspresyonunun diisiiriildiigiinii saptamislardir.

2.5.1.3. Likopen’ in Antiinflamatuvar Etkisi

Likopen, retinol, a-takoferol ve karotenoidlerin oksijen radikallerini yok etme
kapasitesi onemli AO oOzelliklerindendir [Bast et al., 1998]. Likopen ve baz1i AO
vitaminler ile C reaktif protein (CRP) seviyesini belirleyen sistemik inflamasyon
tepkimelerinin arasinda ters bir iliski bulundugu belirlenmistir. Yapilan arastirmalar
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin infalamasyon ve koagulasyon ile iliskili

oldugunu gostermistir. Likopen enfeksiyoz etkenlere karsi savunma mekanizmalarini
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aktive ederek antiinflamatuvar etki gosterir. Likopen siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimlerini diizenleyerek proinflamatuvar molekiillerden prostoglandin, prostosiklin,
tromboksan ve lokotrin sentezini baskilayarak yangiya yol agan reaksiyonlarida onledigi

ileri siirtilmiistiir [Pruthi et al., 2003].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi’ nden (TICAM) temin edilen yaklasik 220-250 gram agirhiginda,
erkek Sprague Dawley irki siganlar kullanmilmistir.  Calismaya baslamadan once
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 alinmigtir (PR-07-03-15-2).
Biitiin deney hayvanlar1 enjeksiyondan once bir haftalik karantinaya alinmig ve deney
stiresince 12:12 aydinlik/ karanlik 1siklandirilmasi olan, 1sis1 (22 °C ) ve nemi (%45-50)
otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Sigcanlar 3.2.1.1." de gosterdigi gibi
her grupta 7 hayvan olacak sekilde kontrol hari¢ 12 gruba ayrilmis ve her kafeste 4
hayvan olacak sekilde yerlestirilmistir. Yeteri kadar su ve pellet yem verilmistir. Tim
hayvanlarin ilk enjeksiyonlardan ve Oldiirilmeden oOnce tartilarak agirliklar

saptanmustir.

3.2. Yontemlerin Uygulanmasi

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalar

Kullanilan TNBS (C 2508-19-2), L-NAME (C 51298-62-5), Likopen (C 502-65-
8), hemotoxilen (C 517-28-2), eozin (C 15086-94-9), ALT kiti (C 1990-29-0), AST kiti
(C 94-36-0) ve LDH kiti (C 9001-60-9) Sigma sirketinden saglanmistir. Deney
gruplarima uygulanan TNBS (120 mg/kg) %50 lik etanolde ¢oziilmiistir. TNBS

intrarektal olarak bir ince plastik kaniil araciligi ile siganin aniisiinden yaklagik 8 cm
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iceri girilerek verilmis ve sicanlarda akut deneysel kolit olusturulmustur [Kankuri ve

ark., 1999].

TNBS uygulamasindan bir giin sonra intraperitonal (i.p) olarak, 40 mg/kg L-
NAME (INOS nonselektif inhibitorii), 5 mg/kg Likopen dozu zeytinyaginda (1:1),
Iml/kg zeytinyag1 hazirlanarak, {i¢ giin siire ile (hergilin) deney gruplarina verilmistir.
TNBS verilmesinden 1 giin sonra L-NAME, zeytinyagi ve Likopen gruplarindaki
sicanlar 2. 3.ve 4. giinlerde eter anestezisinde diseksiyonlar1 yapilmis ve ALT, AST,
LDH parametrelerini saptamak i¢in kan ornekleri ve karaciger patolojisini saptamak

icinde karacigerlerin birer loblar1 dikkatli bir sekilde alinmustir.
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Tablo 3.2.1.1. Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, TNBS, L-NAME, zeytinyag: ve Likopen verilen

deney gruplarinin ila¢ uygulama protokolii.

GRUPLAR GUNLER

(n) 0 1 2 3 4
Kontrol SF SF SF SF Kesim
1.TNBS(120mg/kg) TNBS Kesim

2. TNBS(120mg/kg) TNBS Kesim

3. TNBS(120mg/kg) TNBS Kesim
4.LNAME(40mg/kg) | TNBS L-NAME Kesim

5.LNAME(40mg/kg) | TNBS L-NAME L-NAME Kesim
6.LNAME(40mg/kg) | TNBS L-NAME L-NAME L-NAME Kesim
7.Z.yag1(1ml/kg) TNBS Z.yag1 Kesim

8.Z.yagi(1ml/kg) TNBS Z.yag1 Z.yag1 Kesim
9.Z.yag1(1ml/kg) TNBS Z.yag1 Z.yag Z.yag1 Kesim
10.Likopen(10mg/kg) | TNBS Likopen Kesim

11.Likopen(10mg/kg) | TNBS Likopen Likopen Kesim
12.Likopen(10mg/kg) | TNBS Likopen Likopen Likopen Kesim

Kontrol grubu hari¢ diger 15 gruba 0. giinde 120 mg/kg TNBS verilerek

deneysel kolit olusturulmustur. Sadece TNBS verilen ilk 3 gruptaki hayvanlar sirastyla

1. 2. 3. giinlerde eter anestezi altinda intrakardiyak kan alimimu ve karaciger doku

almimmi yapilmigtir.  TNBS ile birlikte L-NAME verilen 4, 5 ve 6. gruplarda kan ve

doku alinimu 2. 3. ve 4. giinlerde yapilmigtir. TNBS ile birlikte zeytinyag1 verilen 7, 8

ve 9. gruplarda kan ve doku alinimi 2. 3. ve 4. giinlerde yapilmigtir. TNBS ile birlikte
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10 mg/kg Likopen verilen 10, 11 ve 12 gruplarda kan ve doku alinimi 2. 3. ve 4.

giinlerde gerceklestirilmigtir.

3.2.2. Histolojik islemler

3.2.2.1. Hematoksilen — Eosin Boyama

3.2.2.1.1. Karaciger Orneklerinin Hazirlanmasi

Biitiin gruplardaki si¢anlardan dikkatli bir sekilde alinan karacigerler serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra kiiciik parcalara ayrilmis ve %10’ luk tampon formalin

fiksatifi ile tespit edilmistir.

3.2.2.1.2. Karaciger Orneklerinin Takibi ve Kesit Alma

Karaciger pargalar1 24 saat siire ile %10’ luk tampon formalin fiksatifi i¢inde
tutuldu. Fiksatifin etkisini ortadan kaldirmak i¢in 12 saat ¢esme suyunda yikandi.
Alman doku parcalarinin histolojik takibine baslanmadan once 3 kez 10’ ar dakika
%50’ lik etanol serilerinde bekletilerek dokular yikandi. Dokular 5 saat siire ile %70’
lik, 60’ar dakika %80’ lik ve %90’ lik etanol serilerinde bekletilmis ve ardindan 30’ ar
dakika %96’ lik saf etanol i¢cinde 2 kez degistirmek suretiyle bekletilerek dehidratasyon
saglanmaya caligilmistir. Doku Orneklerini seffaflagtirilmak iizere 2 kez degistirilerek
20’ser dakika saf ksilol (Merck) soliisyonlarinda bekletilmistir. Daha sonra karaciger
pargalari, 3 kez degistirilmek suretiyle etiiv iginde 65 °C’ de eritilmis parafinlerde iki
kez 30 ve bir kez de 60 dakika siirelerle bekletilmistir. Takibi tamamlanmis olan
karaciger parcalari, ayr1 ayr parafine gomiilerek, parafin bloklar halinde kesit alinmaya
hazir duruma getirilmistir (Prophet, 1992). Parafin bloklarin ve mikro kesitlerin

alimmasinda kullanilacak mikrotom bigcaginin buzdolabinda sogutulmasinin ardindan,



26

mikrotom (Mikrom HM 310) araciligr ile 5° er mikrometre kalinliginda doku kesitleri
alinmistir.  Kesitlerin 45°C” de su banyosunda agilmalari saglanarak temiz lamlar
lizerine alinmasindan sonra etiiv i¢inde 70°C° de 1 saat siire ile bekletilmeleri
saglanmigtir. Preparatlar, iki kez degistirilerek 1’er saat siire ile saf ksilolde sale i¢inde

tutulup deparafinizasyon saglandiktan sonra boyama asamasina gecilmistir.

3.2.2.1.3. Boyama

Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi kullanilmistir. Bu
amagla Harris Alum Hematosilen ve alkollii Eosin boyalar1 (Sigma) hazir alinmigtir
[Gridley, 1954; Bancroft, 1977]. Deparafinizasyonu yapilmis olan karaciger kesitleri
5’er dakika siirelerle saf, %96, %90, %80, %70, %50’ lik etanollerde ve distile suda
bekletilmistir.  Kesitler Hematoksilen ile 3 dakika muamele edilip distile sudan
gecirilerek, 10 dakika Eosin ile boyanmistir. Musluk suyu ile fazla boyasi alinan
kesitler, alkol serilerinden hizla gegirilerek dehidratasyona ugratilip, iki ayri ksilolde
30’ ar dakika tutularak seffaflastirilmistir. Karacigere ait preparatlar, bu asamadan

sonra entellan ile kapatilarak mikroskop altinda incelenmeye hazir duruma getirilmistir.

3.3. Biyokimyasal ALT, AST VE LDH Degerlerin Belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlardan heparinli tliplere intrakardiyak
olarak alman kan ornekleri 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar elde
edilmistir. Almnan serum ornekleri hayvanlara 6zgli (Crony marka) tam otomatik

biyokimya otoanalizatorii ile ALT, AST ve LDH degerleri saptanmustir.
3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Deneysel calismamizdan biyokimyasal ve immiinohistolojik olarak elde
ettigimiz veriler SPSS (SPSS for Windows, 1999) istatistiksel paket programinda (9.05)
tek yonlii ANOVA testi uygulanmustir.



4. BULGULAR

4.1. Biyokimya Parametrelerinin Bulgular:

Kontrol ve deney gruplarima ait ALT, AST ve LDH degerleri tabloda

gosterilmistir.

Tablo 4.1.1. Kontrol ve deney gruplarinin ALT, AST VE LDH degerleri 1.giin.

BIYOKIMYASAL KAN PARAMETRELERI

1.GUN
GRUP ALT P AST P LDH P
KONTROL 32.6+5.3 80.5+10.06 532+80,2
3 sk sk 3 sk sk e e sk
120 mg/kg TNBS 75.847.2 154.0349.5 1455,6+129.6
KONTROL 32.6+5,3 80,5+10,06 532+80,2
3 3k 3k 3 3k 3k e 3 3k
40 mg/kg L-NAME 78,1+8,6 143,1+13,0 1374,5+91.,4
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,06 5324+80.,2
_ - e skook ke sk e sk ok
TNBS + ZEYTINVAGI | (5 0,5 139.949.0 1352,3+69,1
KONTROL 32.645.3 80,5+10,06 532+80,2
~ ke sk ok ke sk e sk
10 mg/kg LIKOPEN 54.548.5 122.3+14,9 1101,5+£123.6
120 mg/kg TNBS 75.8+7.2 154,03+9,5 1455,6+£129,6
0 ok ok ok s sk ok
40 mg/kg L-NAME 78,1+8.6 143,1+13,0 1374,5+91,4
120 mg/kg TNBS 75.847.2 154,0349.5 1455,6+129.6
— — Sk sk ok Sk sk ok sk ok
TNBS + ZEYTINYAGI | (o ., > 139.949.9 1352.3+69,1
120 mg/kg TNBS 75.847.2 154,03+9,5 1455,6+129.6
~ sk sk ok Sk sk ok sk ok
10 mg/kg LIKOPEN 54,5+8,5 122,3+14,9 1101,5+123,6
40 mg/kg L-NAME 78,1+8.6 143,1+13,0 1374,5+91,4
- — 3k sk sk O 0
TNBS + ZEYTINYAGT | (5 o\ > 139,9+9.9 1352,3+69,1
40 mg/kg L-NAME 78,1+8,6 143,1+13,0 1374,5+91,4
_ Sk sk ok sk sk ok sk ok
10 mg/kg LIKOPEN 54,5+8,5 122,3+£14.,9 1101,5+123.6
TNBS + ZEYTINYAGI [ 65.6+4,2 139,949.9 1352,3+69,1
- ke sk ok ke sk e sk ok
10 mg/kg LIKOPEN 54,5+8.5 122,3+14,9 1101,5+123.6

0,138

0,000

Belirtmemiz gereken ifadeler

P=0,05

P=<0,001

0

ek




Tablo 4.1.2. Kontrol ve deney gruplarinin ALT, AST VE LDH degerleri 2.giin.
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BiYOKIMYASAL KAN PARAMETRELERI

2.GUN
GRUP ALT P AST P LDH P
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,6 532+80.2
sk ok 5ok k ook
120 mg/kg TNBS 65,2+8,4 143,5+11,1 1341,3+80,5
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,6 532+80,2
EE L sk lolokol
40 mg/kg L-NAME 60,2+6.3 134,2+12,5 1267,3+109,6
KONTROL 32.6+5.3 80,5+10,6 532480,2
. - sk Hesksk sk
TNBS + ZEYTINYAGI | oo, ¢ 5 131,2418.4 1226.5+93,3
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,6 532+80,2
_ ok %k sk sk koK
10 mg/kg LIKOPEN 4647.5 106,4+10,5 1007,1+107,4
120 mg/kg TNBS 65,2+8,4 143,5+11,1 1341,3+80,5
sk esksk sk
40 mg/kg L-NAME 60,2+6,3 134,2+12,5 1267,3+109,6
120 mg/kg TNBS 65,2+8,4 143,5+11,1 1341,3+80,5
. - sksksk ssksk sk
TNBS + ZEYTINYAGI [ o, 5 131.2+18.4 1226.5+93.3
120 mg/kg TNBS 65,2+8.4 143,5+11,1 1341,3+80,5
_ EE L sk ook
10 mg/kg LIKOPEN 46475 106.4+10.5 1007,1+107,4
40 mg/kg L-NAME 60.246.3 134,2+12,5 1267,3+109,6
. . 0 0 0
TNBS + ZEYTINYAGI [ ¢ ¢, 131,2+18.4 1226,5+93,3
40 mg/kg L-NAME 60,2463 134,2+12.5 1267,3+£109,6
_ ok %k sk sk kK
10 mg/kg LIKOPEN 46+7,5 106,4+10,5 1007,1+107.,4
TNBS + ZEYTINYAGI [ g0, ¢ 5 131,2+18.4 1226.5+93,3
_ 3k 3k %k %k lolokol
10 mg/kg LIKOPEN 46475 106,4+10,5 1007,1£107,4

Sig.
0,138

0,000

Belirtmemiz gereken ifadeler

P=0,05

P<0,001

0

Tk




Tablo 4.1.3. Kontrol ve deney gruplarinin ALT, AST VE LDH degerleri 3.giin.
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BiYOKIMYASAL KAN PARAMETRELERI

3.GUN
GRUP ALT P AST P LDH P
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,06 532:+80,2
e stk BT stk
120 mg/kg TNBS 60,1+8.5 132,9+6,6 1290,4+94,6
KONTROL 32,6+5,3 80,5+10,06 532+80,2
EEEES EEES sk sk
40 mg/kg L-NAME 51+5,5 120,4+15,5 1157,1+134,4
KONTROL 32.645.3 80.5+10,06 532+80,2
' - sksksk kskk skesksk
TNBS + ZEYTINYAGI [ 5, 4 110,7+16.6 1035,2+134,8
KONTROL 32.645.3 80,5+10,06 532480,2
_ sksksk skskk skesksk
10 mg/kg LIKOPEN 38,2452 88.246.5 782,8+58,7
120 mg/kg TNBS 60.1+8.5 132,9+6.6 1290,4:£94,6
e stk BT stk
40 mg/kg L-NAME 51455 120,4+15.,5 1157,1+134,4
120 mg/kg TNBS 60,1+8.5 132,9+6,6 1290,4+94,6
_ _ RS EEES sk sk
TNBS + ZEYTINYAGI | 4, 110,7+16,6 1035,2+134,8
120 mg/kg TNBS 60.148.5 132,9+6.6 1290,4-+94,6
i} EETS EE TS e sk sk
10 mg/kg LIKOPEN 38,2452 88,246,5 782,8+58,7
40 mg/kg L-NAME 51+5,5 120,4+15,5 1157,1+134,4
_ _ 0 sk ok 0
TNBS + ZEYTINYAGI [ 5, 4 110,7+16.6 1035,2+134,8
40 mg/kg L-NAME 51+5,5 120,4+15,5 1157,1+134,4
_ sk sk sookook e sk sk
10 mg/kg LIKOPEN 38,2452 88,2+6,5 782,8+58,7
TNBS + ZEYTINYAGI [ o), 4 110,7+16.6 1035,2+134,8
i} sk sk ookook sk sk
10 mg/kg LIKOPEN 38,2452 88.246.5 782,8+58,7

0,138

0,000

Belirtmemiz gereken ifadeler

P=0,05

P<0,001

0

Fkk
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4.2. ALT, AST ve LDH degerlerinin karsilastirilmasi

4.2.1. 1.giin ALT, AST ve LDH degerleri;

ALT degerlerinin 1.giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplart ALT bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda ALT degerleri sirasiyla TNBS grubunda %132, L-
NAME grubunda %140, zeytinyag1 grubunda %101 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%66 oraninda artis gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede dnemli artis

olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubunun ALT degerleri L-NAME grubundan %3 oraninda daha diisiik
bir artis (p>0.05) gostermis olmasina ragmen, zeytinyagi grubundan %13.5 ve 10
mg/kg Likopen grubundan %28,1’ lik bir artig gostermis olup bu artiglar istatistiksel
acidan ileri derecede dnemli fark olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %16, 10 mg/kg Likopen grubundan %30

artma gostermis olup istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %21 artma gostermis olup

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

AST degerlerinin 1. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplart AST bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda AST degerleri sirastyla TNBS grubunda %91,6, L-
NAME grubunda %77,7, zeytinyag1 grubunda %70,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%352,6 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri derecede onemli

art1s olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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TNBS grubu; L-NAME grubundan 9%7.2, zeytinyagi grubundan %11.3, 10
mg/kg Likopen grubundan %?20,3 artma gostermis olup bu artiglar istatistiksel acidan
ileri derecede 6nemli fark olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %4.3 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %15 artma gostermis olup istatistiksel olarak istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

Zeytinyagt grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %12 artma gostermis olup
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

LDH degerlerinin 1. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplar1t LDH bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda LDH degerleri sirastyla TNBS grubunda %173,6, L-
NAME grubunda %169,6, zeytinyag1 grubunda %154,2 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%107 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede dnemli

art1s olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubu; L-NAME grubundan %6, zeytinyagi grubundan %7,10 mg/kg
Likopen grubundan %25 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyagi grubundan %2 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %20 artma gdstermis olup bu artig istatistiksel agidan ileri
derecede dnemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %19 artma gdstermis olup bu
art1s istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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4.2.2. 2.giin ALT, AST ve LDH degerleri;

ALT degerlerinin 2. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplart ALT bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda ALT degerleri sirastyla TNBS grubunda %100, L-
NAME grubunda %84, zeytinyagi grubunda %80,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%44 oraninda artis gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli artis

olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubu; L-NAME grubundan %8, zeytinyagi grubundan %11, 10 mg/kg
Likopen grubundan %30 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli artis olarak kabul edilmistir (p<<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %3,6 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %23,5 artma gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri
derecede dnemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %21 artma gdstermis olup bu
art1s istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

AST degerlerinin 2. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplar1 AST bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda AST degerleri sirasiyla TNBS grubunda %78, L-
NAME grubunda %66,7, zeytinyagt grubunda % 63,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%32,3 oraninda artis gostermis olup bu artig istatistiksel acidan ileri derecede onemli

art1s olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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TNBS grubu; L-NAME grubundan %7, zeytinyagt grubundan %9, 10 mg/kg
Likopen grubundan %26 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli artis olarak kabul edilmistir(p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %2,2 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna kargin 10
mg/kg Likopen grubundan %27 artma gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri
derecede 6nemli artis olarak kabul edilmistir(p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %20 artma gdstermis olup bu
artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

LDH degerlerinin 2. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplari LDH bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda LDH degerleri sirasiyla TNBS grubunda %152, L-
NAME grubunda %138.4, zeytinyag1 grubunda %130,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%89,3 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel acgidan ileri derecede onemli

art1s olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubu; L-NAME grubundan %6, zeytinyagi grubundan %9,10 mg/kg
Likopen grubundan %25 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyagi grubundan %3,2 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %Z20,5 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri
derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %18 artma gdstermis olup bu
artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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4.2.3. 3.giin ALT, AST ve LDH degerleri;

ALT degerlerinin 3. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyagi ve 10 mg/kg Likopen gruplart ALT bakimindan
kontrolleriyle karsilagtirildiginda ALT degerleri sirasiyla TNBS grubunda %84, L-
NAME grubunda %56, zeytinyagi grubunda %56,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%17 oraninda artis gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede dnemli artis

olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubu; L-NAME grubundan %15, zeytinyag1 grubundan %15,10 mg/kg
Likopen grubundan %35 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

Oonemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %3 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %25 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri
derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %15 artma gdstermis olup bu

art1s istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

AST degerlerinin 3. giiniinde;

TNBS, L-NAME, zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplart AST bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda AST degerleri sirastyla TNBS grubunda %65, L-
NAME grubunda %49,5, zeytinyag1 grubunda %37,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%10 oraninda artis gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede dnemli artis

olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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TNBS grubu; L-NAME grubundan %10, zeytinyag1 grubundan %17,10 mg/kg
Likopen grubundan %34 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag grubundan %8,10 mg/kg Likopen grubundan %27
artma gostermis olup bu artig istatistiksel a¢idan ileri derecede 6nemli artis olarak kabul

edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %23,3 artma gostermis olup bu

art1s istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

LDH degerlerinin 3. giiniinde;

TNBS, L-NAME, Zeytinyag1 ve 10 mg/kg Likopen gruplar1 LDH bakimindan
kontrolleriyle karsilastirildiginda LDH degerleri sirasiyla TNBS grubunda %142,5, L-
NAME grubunda %117,5, Zeytinyag1 grubunda %113,5 ve 10 mg/kg Likopen grubunda
%47 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli

artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS grubu; L-NAME grubundan %10.5, zeytinyag1 grubundan %12,10 mg/kg
Likopen grubundan %40 artma gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

Oonemli artig olarak kabul edilmistir (p<0.001).

L-NAME grubu; zeytinyag1 grubundan %2 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fak goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10
mg/kg Likopen grubundan %32,3 artma gdstermis olup bu artis istatistiksel ac¢idan ileri
derecede onemli artig olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Zeytinyag1 grubu; 10 mg/kg Likopen grubundan %31 artma gdstermis olup bu

artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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4.3. Mikroskobik inceleme

Tiim hayvanlara ait seri doku kesitlerinin binokiiler mikroskop altinda degerle

ndirilmesiyle elde edilen bulgularimiz asagida belirtilmistir.

Tablo 4.3.1. Gruplara gore histolojik puanlar.

GRUPLAR Odem Vakuolizasyon Nekroz I?ortal ven S!nuzmdal ",,tlhabl Skor
dilatasyonu dilatasyon hiicreler Toplami

Kontrol ) ) ) ) ) ) 0
1.giin TNBS +120
mg/kg 2 2 - 2 1 2 9
1.glin TNBS +L- ) ) ) i 1 1 4
name
1.giin )
TNBS+zeytinyagi - - 1 1 1 3
1.glin
TNBS+likopen 10 ) ) ) ) 1 1 )
mg/kg
2.giin TNBS +120
mg/kg 2 - 1 2 1 3 9
2.glin TNBS+L-
name 40mg/kg - - - - 2 5 4
2.glin - ) ) )
TNBS+zeytinyagi 2 1 3
2.glin
TNBS+likopen 10 ) ) ) )
mg/kg 1 1 2
3.glin
TNBS+120mg/kg 3 i 2 2 1 3 1
3.glin TNBS+L- ) ) ) ) ) ) 4
name
3.glin
TNBS+zeytinyag - - 1 - 1 1 3
3.glin TNBS
+likopen 10 mg/kg - - - - 1 1 2

* p<0.05 kontrolden farkli ** p>0.05 hicbir grupla fark yok (1 az hasar, 2 orta hasar, 3
cok hasar)
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Tablo 4.3.1° de yer alan veriler degerlendirildiginde kontrol grubu ile 1. 2. ve 3.
giinlerde sadece TNBS verilen gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0.05).

Kontrol grubu ile 2. 3. ve 4.giinlerde TNBS+L-NAME (40mg/kg) gruplariyla ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile 2. 3. ve 4. giinlerde TNBS+zeytinyagi gruplaryla ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile 2. 3. ve 4. giinlerde TNBS+Likopen 10mg/kg gruplariyla ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Bu caligma biiyiik bir ¢aligmanin pargasi olarak gergeklestirilmesinden dolay1
bazi1 ortak parametreler iki farkli tezde kullanilmigtir. Bu calismadaki doku resimleri

Mustafa CENGIZ’ in izniyle ortak olarak kullamlmistir.
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Sekil 4.3.1. Kontrol grubu: KC dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde (HE,X40) vena

sentralis yapisi, siniizoidleri ve hepatosit hiicre yapilariyla normal histolojik yapidaki KC yapisi.

Sekil 4.3.2. 1.giin TNBS grubu: KC dokusu drneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde (HE, x20)
parankimde hepatosit hiicrelerinde vakuolizasyon (ok), portal alanda ¢ok az da olsa iltihabi hiicreler (ok

bas1) goriilmekte.
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Sekil 4.3.3. 1.glin TNBS+L-name grubu: KC dokusu orneklerinin 151tk mikroskobik incelenmesinde
(HE,X10) parankimde eozinofilik sitoplazmali koyu renk niikleuslariyla birka¢ nekrotik hiicre dikkat
cekmekte (ok) ayrica az da olsa siniizoidal dilatasyon goriilmekte (ok bast).

Sekil 4.3.4. (a) 1.glin TNBS+zeytinyag1 grubu: KC dokusu érneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde
ayn1 grubun 2 farkli bityiiltmesinde (HE,X10) portal venlerde kismi genisleme (ok) ve portal alanda kismi
iltihabi hiicreler (ok bast).
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Sekil 4.3.4. (b) 1.giin TNBS+zeytinyag1 grubu: KC dokusu drneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde
ayn1 grubun 2 farkli biiyiiltmesinde (HE,X20) portal alanda kismi iltihabi hiicreler (ok bas1).

Sekil 4.3.5. 1.giin TNBS+likopen 10mg/kg grubu: KC dokusu o6rneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde (HE, x10) az da olsa portal alanda iltihabi birkag hiicre (ok bast), siniizoidal dilatasyonlar

(ok) goriilmekte.
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Sekil 4.3.6. 2.giin TNBS 120 mg/kg grubu deneklere ait karaciger dokusu ( HE,X10). Portal alanlarda

hafif nonspesifik iltihabi hiicreler, portal venlerde genisleme ve sinuozidlerde hafif genisleme.

Sekil 4.3.7. (a) 2. Giin TNBS+L-name 40mg/kg grubu: KC dokusu orneklerinin 11k mikroskobik
incelenmesinde ayni grubun 2 farkli bilyiiltmesinde (HE,X4) gozlenen portal alanlarda kismi iltihabi
hiicreler (ok bas1).
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Sekil 4.3.7. (b) 2. Giin TNBS+L-name 40mg/kg grubu: KC dokusu &rneklerinin 1sik mikroskobik
incelenmesinde ayni grubun 2 farkl biiyiiltmesinde (HE,X20) go6zlenen portal alanlarda kismi iltihabi

hiicreler (ok basi).

Sekil 4.3.8. (a) 2.glin TNBS+zeytinyag1 grubu: KC dokusu 6rneklerinin 1g1k mikroskobik incelenmesinde
ayni grubun 2 farkli bityiiltmesinde (HE,X4) normale yakin KC yapist goriilmekte. Ancak portal alanda

az da olsa nonspesifik iltihabi hiicreler (ok) gézlenmekte.
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Sekil 4.3.8. (b) 2.giin TNBS+zeytinyag1 grubu: KC dokusu 6rneklerinin 1g1k mikroskobik incelenmesinde
ayni grubun 2 farkli biiyiiltmesinde (HE,X20) normale yakin KC yapis1 goriilmekte. Ancak portal alanda

az da olsa nonspesifik iltihabi hiicreler (ok) gézlenmekte.

Sekil 4.3.9. 2.giin TNBS+likopen 10mg/kg grubu: KC dokusu o6rneklerinin 1s1tk mikroskobik
incelenmesinde (HE, x10) normale yakin KC yapisi. Ancak portal alanlarda nonspesifik kismi iltihabi

hiicreler (ok basi) ve parankimde bazi bolgelerde az da olsa siniizoidal dilatasyon goriildii (ok).
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Sekil 4.3.10. 3.giin TNBS+120mg/kg grubu: KC dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde
(HE, x20) diger tiim gruplarla karsilastirildiginda KC’de daha fazla hasar gézlendi. Ozellikle portal
alanda yogun iltihabi hiicreler (ok basi), kismi 6dem (*) ve portal venlerde dilatasyon goriildi. (ok) (HE,
x20).

Sekil 4.3.11. 3.giin TNBS+L-name grubu: KC dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde (HE,
X10) portal alanda TNBS grubuna oranla daha az olmakla beraber iltihabi hiicreler (okbasi) ve

parankimde bazi alanlarda siniizoidlerde dilatasyon (ok) goriildi.
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Sekil 4.3.12. 3.giin TNBS+zeytinyag1 grubu: KC dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde
(HE, X10) parankimde yer yer nekroz alanlari (ok) ve portal alanda az da olsa iltihabi hiicreler
goriilmekte (ok basi).

Sekil 4.3.13. 3.giin TNBS+likopen 10mg/kg grubu: KC dokusu orneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde (HE, x4) normale yakin histolojik yapida gozlenen KC yapisi. Sadece birkag alanda kismi

siniizoidal dilatasyonlar goriilmekte (ok).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolitin, oksidatif strese ve karaciger hasarmma neden oldugu uzun siiredir
bilinmektedir (Kleckner et al., 1952). Cesitli nedenlerle olusan oksidatif stres ve doku
hasarin1 6nlemede bir¢cok dogal ve sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Bu amagcla
calismamizda AO ve hiicre koruyucu etkileri oldugu bilinen Likopen’ in ve sentetik bir
iINOS inhibitorii olan L-NAME ile Likopen’ 1 ¢6zmek i¢in kullandigimiz zeytinyaginin

kolit nedenli karaciger hasarini 6nlemede muhtemel koruyucu etkilerini test ettik.

Nitekim epidemiyolojik ¢aligsmalardan saglanan delillere gore de yiiksek oranda
karotenoidce zengin sebze ve meyve alimimi insanlarda yaygin bir sekilde goriilen,
kolon, mide ve prostat kanserine karsi korudugu goézlenmistir [Giovannucci, 1999;

Dorgan et al., 2000; Erhardt et al., 2003].

Kolit, etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamis, ekstraintestinal bulgulari
olabilen barsagin, kronik nonspesifik inflamatuvar hastaligidir [Dieleman et al., 1994].
Hastaligin etiyolojisi ve patogenezinde, genetik ve ¢evresel faktorler basta olmak {izere
(Fiocchi et al., 1998); mikroorganizmalar veya onlarin antijenleri (Duchman et al.,
1995) ve bagisiklik sistemi bozukluklar1 (Fuss et al., 1996) rol oynamaktadir.

Inflamatuvar barsak hastahg (IBD) siklikla diger organ ve sistemlerin de
etkilendigi  gastrointestinal  sistemin  kronik inflamatuvar bir  hastaligidir.
Ekstraintestinal bulgularin spektrumu oldukga genistir; gbz, eklem, hematolojik sistem
tutulumu basta olmak tizere, kemik, renal, hepatobiliyer sisteme kadar bir¢ok sistemi
kapsamaktadir [Higuchi et al., 2001]. IBD’ li hastalarda hepatobiliyer komplikasyonlar,
kolelithiasis (safra kesesi tas1), yagh karaciger, primer sklerozis kolangitis, kronik actif
hepatitis, amiloidozis, biliar karsinoma ve karaciger absesine neden olur [Williams et

al., 1987].

Ilk kez 1873 yilinda tanimlanmis olan iilseratif kolit ile karaciger hastaliklar:
arasindaki iliskinin ardindan iilseratif kolitte karaciger fonksiyon bozukluklar ile ilgili
bircok makaleler takip etmistir [Kleckner MS et al., 1952]. Inflamatuvar barsak

hastalig1 ile hepatobiliyer anormallikler arasindaki iligki iyi tanimlanmig olsa da bu
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olgunun patolojik temeli hala tam olarak agiklanamamistir. Ancak otoimmunite,
genetik faktorler, virlis enfeksiyonlart ve barsak kaynakli toksinlerin karigtigi bir¢ok
hipotezler 6ne siiriilmiistiir [Chapman, 1991]. Inflamatuvar barsak hastalig1 esnasinda,
barsak epitelyumunun gegirgenligin artmasi bakteri antijenlerinin lamina propria ya
girisine izin verir [Olasion et al., 1990; Teahon et al., 1991]. Endotoksin gibi
bakteriyel {iirlinler karacigere ulastiginda, bu durum bir inflamatuvar reaksiyon ile
sonuglanabilir. Safra yollar1 civar1 6zellikle bu inflamasyona kars1 hassastir [Sherlock,

1991].

TNBS, deneysel olarak kolit olusturmada yaygin olarak kullanilan bir kimyasal
ilagtir [Morris et al.,1989; Neurath et al., 1995; Dohi et al.,2000]. Brand ve arkadaslar1
(1994) yaptiklar1 deneysel bir ¢caligmada sicanlara TNBS verdiklerinde hepatobiliyer
degisim olmaksizin diisiik diizeyde portal ve sistemik endotoksemia gozlenmistir. Ote
yandan karaciger hiicrelerinde siki baglanti bélgelerinin gegirgenliginin arttigi ve
hepatobiliyer komplikasyonlar ile kolitin iliskisi, TNBS nedenli kolitli ratlarda biliyer
fonksiyonlarda hasarlarla gézlenmistir [Lora et al., 1997; Kawaguchi et al., 2000].

Perrett ve ark. (1971) yaptiklar1 deneysel ¢aligmada iilseratif kolitli hastalarin
%15 ve %25’ inde biyokimyasal karaciger fonksiyon testlerinin anormal oldugu
bulunmustur. Ayrica Broome ve arkadaslar1 (1994) yaptiklar1 ¢alismada kolit olan
bireylerde cesitli karaciger-safra kanali anormallikleri ve aminotransferaz (ALT ve
AST) aktivitelerinin artti§1 vurgulanmistir. Son zamanlarda iilseratif kolitli hastalarin

%2,3’ linde karaciger bozukluklar1 rapor edilmistir [Wever ve ark., 1991].

Nitekim bizim c¢alismamizda da biyokimyasal parametreler artan giinler
itibariyle (1. 2. ve 3. giinler) olusan hasarlar gézlenmistir. Biyokimyasal degerlerimizde
ALT, AST ve LDH 1. 2. ve 3. degerleri kontrol grubuyla karsilastirilmistir (sekil 4.1.1.,
4.1.2.,4.1.3.).

l.giin ALT degerleri; kontrol gruplari ile sirasiyla karsilastirildiginda TNBS
grubunda %132, TNBS+L-NAME grubunda %140, TNBS+zeytinyag1 grubunda %101
ve TNBS+10 mg/kg Likopen grubunda %66 oraninda artis gdstermis olup bu artis
istatistiksel acidan ileri derecede Onemli kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin ALT
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degerleri; kontrol gruplart ile sirasiyla karsilastirildiginda TNBS grubunda %100,
TNBS+L-NAME grubunda %84, TNBS+zeytinyagi grubunda %80,5 ve TNBS+10
mg/kg Likopen grubunda %44 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel agidan
ileri derecede 6nemli kabul edilmistir (p<<0.001). 3. giin ALT degerleri; kontrol gruplari
ile sirastyla karsilastirildiginda TNBS grubunda %84, TNBS+L-NAME grubunda %56,
TNBS+zeytinyag1t grubunda %56,5 ve TNBS+10 mg/kg Likopen grubunda %17
oraninda artig gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli kabul

edilmistir (p<0.001).

1. giin AST degerleri; kontrol gruplan ile sirasiyla karsilagtirildiginda TNBS
grubunda %91,6, TNBS+L-NAME grubunda %77,7, TNBS+zeytinyag1 grubunda
%70,5 ve TNBS+10 mg/kg Likopen grubunda %52,6 oraninda artig gostermis olup bu
artis istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin AST
degerleri; kontrol gruplari ile sirasiyla karsilastirildiginda TNBS grubunda %78,
TNBS+L-NAME grubunda % 66,7, TNBS +zeytinyag:1 grubunda %63,5 ve TNBS+10
mg/kg Likopen grubunda %32,3 oraninda artis gdstermis olup bu artis istatistiksel
acidan ileri derecede dnemli kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin AST degerleri; kontrol
gruplart ile sirasiyla karsilastirildiginda TNBS grubunda %65, TNBS+L-NAME
grubunda %49,5, TNBS+zeytinyagr grubunda %37,5 ve TNBS+10 mg/kg Likopen
grubunda %10 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli kabul edilmistir (p<0.001).

1. glin LDH degerleri; kontrol gruplar ile sirasiyla karsilagtirildiginda TNBS
grubunda %173,6, TNBS+L-NAME grubunda %169,6, TNBS+zeytinyagi grubunda
%154,2 ve TNBS+10 mg/kg Likopen grubunda %107 oraninda artis gdstermis olup bu
artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin LDH
degerleri; kontrol gruplart ile sirasiyla karsilastirildiginda TNBS grubunda %152,
TNBS+L-NAME grubunda %138,4, TNBS+zeytinyag1 grubunda %130,5 ve TNBS+10
mg/kg Likopen grubunda %89,3 oraninda artig gdstermis olup bu artis istatistiksel
acidan ileri derecede dnemli kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin LDH degerleri; kontrol
gruplart ile sirastyla krsilastirildiginda TNBS grubunda %142,5, TNBS+L-NAME
grubunda %117,5, TNBS+zeytinyag1t grubunda %113,5 ve TNBS+10mg/kg Likopen
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grubunda %47 oraninda artis gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede

onemli olarak kabul edilmistir (p<0.001).

l.glin ALT degerleri; TNBS gruplan ile sirasiyla L-NAME, zeytinyagi ve
Likopen gruplan karsilagtirildiginda L-NAME grubundan %3 oraninda daha diisiik bir
artis (p>0.05) gostermis olmasina ragmen, zeytinyagi grubundan %13.5 ve 10 mg/kg
Likopen grubundan %28,1° lik bir artis gostermis olup bu artiglar istatistiksel acidan
ileri derecede onemli fark olarak kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin ALT degerleri;
TNBS gruplann ile sirasiyla L-NAME, zeytinyagi ve Likopen gruplart ile
karsilastirildiginda L-NAME grubundan %8, zeytinyagi grubundan %11,10 mg/kg
Likopen grubundan %30 artma gdstermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede
onemli kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin ALT degerleri TNBS gruplar1 sirasi ile L-
NAME, zeytinyag1 ve Likopen gruplar ile karsilagtirildiginda L-NAME grubundan
%15, zeytinyag1 grubundan %15,10 mg/kg Likopen grubundan %35 artma gostermis
olup bu artis istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli bir artis olarak kabul edilmistir

(p<0.001).

1. glin AST degerleri TNBS gruplari siras1 ile L-NAME, zeytinyag1 ve Likopen
gruplant ile karsilastirildiginda, L-NAME grubundan %7.2, zeytinyagi grubundan
%11.3, 10 mg/kg Likopen grubundan 9%20,3 artma gostermis olup bu artiglar
istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli fark olarak kabul edilmistir (p<0.001). L-
NAME grubundan %7, zeytinyagi grubundan %9,10 mg/kg Likopen grubundan %26
artma gostermis olup bu artig istatistiksel acidan ileri derecede dnemli bir artig olarak
kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin AST degerleri TNBS gruplariyla sirasiyla L-NAME,
zeytinyag1 ve Likopen gruplariyla karsilagtirildiginda L-NAME grubundan %10,
zeytinyag1 grubundan %17,10 mg/kg Likopen grubundan %34 artma gostermis olup bu
artis istatistiksel agidan ileri derecede dnemli kabul edilmistir (p<0.001).

1. glin LDH degerleri TNBS gruplar sirasiyla L-NAME, zeytinyag1 ve Likopen
gruplanyla karsilagtirildiginda L-NAME grubundan %6, zeytinyagi grubundan %7,10
mg/kg Likopen grubundan %25 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri
derecede onemli bir artis olarak kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin LDL degerleri
TNBS gruplartyla swrasiyla L-NAME, zeytinyagi ve Likopen gruplariyla
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karsilagtirildiginda L-NAME grubundan %6, zeytinyagi grubundan %9,10 mg/kg
Likopen grubundan %25 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede
onemli kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin LDH degerleri TNBS gruplariyla sirasiyla L-
NAME, zeytinyag1r ve Likopen gruplariyla karsilastirildiginda L-NAME grubundan
%10.5, zeytinyag1 grubundan %12,10 mg/kg Likopen grubundan %40 artma gostermis
olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede onemli kabul edilmistir (p<0.001).

1. giin ALT degerleri; L-NAME gruplar1 siras1 ile zeytinyagi ve Likopen
gruplari ile karsilagtirildiginda zeytinyagi grubundan %16,10 mg/kg Likopen grubundan
%30 artma gostermis olup istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). 2.
giin ALT degerleri; L-NAME gruplanyla sirastyla zeytinyagi ve Likopen gruplar ile
karsilagtirildiginda zeytinyagi grubundan %3,6 oraninda artma gostermis olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05), buna ragmen 10
mg/kg Likopen grubundan %23,5 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri
derecede onemli kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin ALT degerleri L-NAME gruplari
strast ile zeytinyag1 ve Likopen gruplan ile karsilastirildiginda zeytinyagi grubundan
%3 oraninda artma gdstermis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05), buna karsilik 10 mg/kg Likopen grubundan %25 artma
gostermis olup bu artig istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli olarak kabul edilmistir

(p<0.001).

1. giin AST degerleri; L-NAME gruplart siras1 ile zeytinyagi ve Likopen
gruplar ile karsilastirildiginda zeytinyagi grubundan %4.3 oraninda artma gostermis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05), buna
karsilik 10 mg/kg Likopen grubundan %15 artma gostermis olup istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p<0.001). 2.giin AST degerleri; L-NAME gruplar sirasi ile
zeytinyagl ve Likopen gruplarn ile karsilastirildiginda zeytinyagi grubundan %72.2
oraninda artma gostermis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05), buna ragmen 10 mg/kg Likopen grubundan %27 artma
gbstermis olup bu artig istatistiksel agidan ileri derecede dnemli bir artis olarak kabul
edilmistir (p<0.001). 3. giin AST degerleri; L-NAME gruplari sirasi ile zeytinyagi ve
Likopen gruplarn ile karsilagtirildiginda zeytinyagi grubundan %8,10 mg/kg Likopen
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grubundan %27 artma gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli

olarak kabul edilmistir (p<0.001).

1. giin LDH degerleri; L-NAME gruplar1 siras1 ile zeytinyagi ve Likopen
gruplan ile karsilagtirildiginda zeytinyagi grubundan %2 oraninda artma gostermis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05), buna
karsilik 10 mg/kg Likopen grubundan %20 artma gostermis olup bu artis istatistiksel
acidan ileri derecede 6nemli olarak kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin LDH degerleri;
L-NAME gruplart siras1 ile zeytinyagi ve Likopen gruplart ile karsilastirildiginda
zeytinyagl grubundan %3,2 oraninda artma gdstermis olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05), buna karsihik 10 mg/kg Likopen
grubundan %?20,5 artma gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede
onemli olarak kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin LDH degerleri; L-NAME gruplari
siras1 ile zeytinyagi ve Likopen gruplar ile karsilagtirildiginda zeytinyagi grubundan
%2 oraninda artma gostermis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05), buna karsin 10 mg/kg 1 Likopen grubundan %32,3 artma
gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede Onemli kabul edilmistir

(p<0.001).

1. gin ALT degerleri; zeytinyagi gruplart Likopen gruplart ile
karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %21 artma gostermis olup istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). 2. giin ALT degerleri; zeytinyag1 gruplari
Likopen gruplan ile karsilastirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %21 artma
gostermis olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede Onemli kabul edilmistir
(p<0.001). 3.giin ALT degerleri; zeytinyagi gruplar1 Likopen gruplart ile
karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %15 artma gostermis olup bu artis
istatistiksel agidan ileri derecede 6dnemli olarak kabul edilmistir (p<0.001). 10 mg/kg
Likopen grubundan %?23,3 artma gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri

derecede dnemli olarak kabul edilmistir (p<0.001).

1. glin AST degerleri; zeytinyagr gruplari Likopen gruplar ile
karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %12 artma gdstermis olup istatistiksel
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olarak anlaml fark bulunmustur (p<0.001). 2. giin AST degerleri zeytinyag1 gruplari
Likopen gruplan ile karsilastirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %20 artma
gostermis olup bu artis istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli bir artis olarak kabul
edilmistir (p<0.001). 3. giin AST degerleri; zeytinyag:1 gruplar1 Likopen gruplart ile
karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %23,3 artma gostermis olup bu artis

istatistiksel acgidan ileri derecede 6nemli kabul edilmistir (p<0.001).

1. gin LDH degerleri; zeytinyagit gruplarnt Likopen gruplart ile
karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen grubundan %19 artma gostermis olup bu artis
istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli kabul edilmistir (p<0.001). 2. giin LDH
degerleri; zeytinyag1 gruplar1 Likopen gruplar ile karsilastirildiginda 10 mg/kg Likopen
grubundan %18 artma gostermis olup, bu artis istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli
olarak kabul edilmistir (p<0.001). 3. giin LDH degerleri; zeytinyag:1 gruplar1 Likopen
gruplan ile karsilagtirildiginda 10 mg/kg Likopen gruplarindan %31 artma gostermis
olup bu artis istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Deneysel sonuglarimiz goz Oniline alindiginda, kolitte karaciger hasariin
gelistigi diisiincesi diger deneysel ve klinik calismalar1 desteklemekte ve Likopen’ in
koruyucu etkilerinin oldugu diisiincesini dogrulamaktadir. Ayrica bir iNOS inhibit6rii
olan L-NAME Likopen kadar koruyucu olmamakla birlikte akut etkisinin TNBS’ ye

sinerji gosterdigi gdzlenmistir.

TNBS nedenli kolitin portal endotoksinemi ile sonu¢lanmasinin ispati, TNBS
uygulanan hayvanlarin portal kanlarinda endotoksinin ortaya c¢ikmasidir. Benzer
sekilde NO metabolitlerininde portal konsantrasyonunun arttifi  gozlenmistir.
[Masubuchi et al.,, 2007]. Dahas1 TNBS nedenli kolitte gelisen karaciger hasariin
iltihaplanmanin biiytikliigline gore degisim gosterebilecegi cesitli deneysel ve klinik
calismalarla ortaya konmustur. Fakat yapilan deneysel ¢aligmada karaciger hasarina
neden olacak kadar yiiksek olmayan endotoksin konsantrasyonundan dolayr 100 mg/kg
TNBS nedenli kolitli ratlarda karaciger hasarina dair bir isaret bulunamamistir [Neilly et
al., 1995]. Diger taraftan Masubuchi ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 calismada portal
endotoksin miktar1 artmasina ragmen, 100 mg/kg TNBS nedenli kolitli hayvanlarda
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karaciger hasarma dair bir bulgu bulunamamis ancak portal vende artan interlokin- 6
diizeyleri saptanmis ve bununda olas1 karaciger hasarin1 dnledigi ileri siiriilmiistiir. Bu
durum kolit nedenli karaciger hasarinin birgok faktére bagl gelisen bir anomali oldugu
anlamina gelebilir. Ayrica deneysel kolit olusturmak iizere kullanilan ajanin dozu ve
uygulanma stiresi de olusan hasarin biiyiikliigiinii etkileyebilir. Nitekim tilseratif kolitli
hastalarin karaciger biyopsi o6rneklerinde yaglh karaciger, portal alanlarin iltihaplanmasi,
kolangitis, perikolangitis ve skleroz kolangitis, dahil karaciger anomalilerine
rastlanilmas1 (Williams and Harned, 1987) ve iilseratif kolit ve Crohn’s hastalig1 olan
insanlarda anormal karaciger fonksiyon testlerinin sikliginin yaklasik %17’ye ulagsmasi
(Wever et al., 1991) bizim calismamizdan elde edilen bulgular1 ve diislincelerimizi

destekler niteliktedir.

Kolit ile ilgili yapilan c¢alismalarda, nitrik oksitten (NO) tiireyen serbest
radikallerin (peroksinitrit ve oksijen radikalleri), olusan harabiyeti daha fazla artirdig:
belirlenmigtir [Dijkstra et al., 1998; Kimura et al., 1998; Grishman et al., 1999;
McCafferty et al., 2001].

Calismamizda karaciger doku hasarini incelemek i¢in immunohistokimyasal
(TNF-alfa) sonuglara bagvurulmustur. Calismamizin  immunohistokimya kismi
karaciger hasarini1 biyokimyasal parametreler kadar yansitamamistir. Bu durum boyama
stireci ya da alinan TNF-a kitinin kalitesiyle ilgili olabilir. Zira histolojik sonuglarimiz

biyokimyasal sonuglarimiz kadar olmasa da karaciger doku hasarini1 yansitmaktadir.

Biyokimyasal parametrelerle 1ilgili sonuglarimiz  karaciger dokusunun
hasarlandigin1 ¢ok bariz bir sekilde gostermekte olup histolojik bulgularimizda bunu
desteklemektedir.  Sadece 120 mg/kg TNBS verilen deney grubunda karaciger
dokusunda 6dem, vakuolizasyon, portal ven dilatasyonu, siniizoidal dilatasyon ve
iltihabi hiicreler gibi karaciger hasarini gosteren degisimler meydana gelmis (sekil
4.3.2.,4.3.6. ve 4.3.10.) ve bu degisimler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
(p<0.05). Ayrica giinlere gore hasarin azalmis olmasi da karaciger dokusunun kendisini
yenileyebilme o6zelliginin gostergesi olup diger taraftan TNBS ile Likopen verilen
gruptaki biyokimyasal parametreler 3. Gilinde hemen hemen kontrol seviyesine inmis

olmasi Likopen’ in koruyucu etkisini vurgulamaktadir. Bu koruma TNBS+L-NAME ve
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TNBS+zeytinyag1 gruplarinda TNBS+10 mg/kg Likopen’ e gore daha azdir (sekil
4.3.1.). Kontrol grubu ile 1. 2. ve 3. ginlerde TNBS+L-NAME (40mg/kg) ve
TNBS+zeytinyag1 gruplart karsilastirildiginda deney gruplarinin karaciger dokusunda
ilimli sayilabilecek hasarlar olmasina ragmen bu hasarlar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Bu durum kolitte karaciger hasarin1 Onlemek igin
kullandigimiz L-NAME, Zeytinyagi ve Likopen’ in koruyucu olduklari anlamina
gelmektedir. Ancak en etkili koruma 10 mg/kg Likopen verilen deney grubunda

goriilmiistiir ve biyokimyasal parametrelerimizde bunu dogrulamaktadir.

Serbest radikaller; ortaklanmamis elektron iceren, reaktif ve kisa Omiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak hem de
ilaclarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Bir¢ok
hastalik, doku yikimi, serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu sonucu olusur.
Organizmada serbest radikal reaksiyonlar1 birgok AO sistemi ile kontrol edilir [Kurt et
al., 2005]. AO’ lar serbest radikal olusumunu 6nleyen veya zincir kiran yapilar olarak
is goriirler. Serbest radikallerin olusum hizi, bunlan etkisiz hale getiren veya azaltan
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit diismutaz (SOD) gibi bazi
endojen AO enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hiz1 ile dengede oldugu stirece,
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya
baslar ve oksitatif stres seklinde etkilerini gosterirler [Kurt et al., 2005]. Vitamin E,
selenyum, vitamin C ve karotenoidler gibi AO maddeler ilag ve ksenobiotiklerin
olusturduklar1 oksidatif hasarlara kars1 koruyucu etkilere sahiptirler [Antunes et al.,

2000; Naziroglu et al., 2004; Reifen et al., 2004].

Karotenoidlerin oksidatif stres tlizerine etkisine dair pek c¢ok arastirmalar
yapilmistir. Domates ve domatesten elde edilen fiirtinler Likopen ve diger benzeri
karotenoidleri igerir. Likopen, bir alifatik hidrokarbondur ve dogal olarak bulunan
yaklagik 600 karotenoidden bir tanesidir. Karotenoidlerin lipit peroksidasyonuna ve
etkin oksijen gruplarinin olugsmasina kars1 gii¢lii etkilerinin oldugu bilinmektedir [Gupta
et al.,, 2003]. Tiim karotenoidler gibi Likopen’ in etkin oksijen gruplariyla iliskili
yiiksek diizeydeki oksidatif strese karsi etkisi gézlenmistir [Karahan et al., 2005].

Likopen’ in kanda ve karacigerde olusturulan oksidatif hasara kars1 faydali etkilerine
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katkida bulunan mekanizmalarindan biri onun antioksidan aktiviteye sahip olmasidir
[Karahan et al., 2005]. Singlet oksijen ile serbest radikallerin etkilerini 6nlemede
onemli bir AO olan Likopen ¢esitli oksidatif hasarlar, toksisite ve diger hastaliklarin
onlenmesine katkida bulunmaktadir. En etkili oksijen siipiiriiciiler arasindadir [Stahl et
al., 1997]. Bundan dolayi, karotenoidler arasinda Likopen biyolojik etkin oksijen
gruplarma kars1 daha etkili, bir antioksidandir ve hem in vivo hem de in vitro doku ve
hiicrelerin iyilesme ya da korunmasina katkida bulunmaktadir [Reifen et al., 2004;
Matos et al., 2000; Velmurugan et al., 2002]. Ayrica yapilan deneysel calismalarda
gbgiis, rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, alzheimer hastaligin1 6nleyen
kalp damar hastaliklari, kemik ve cilt sagligi agisindan koruyucu etkisi bulunan
Likopen, AO 6zelligiyle yaslanma siirecini yavaglatmaktadir [Asiciglu, 2005]. Likopen,
hiicreleri serbest radikal hasarindan korumasinin yani sira, hiicreler arasindaki baglari
giiclendirmekte ve hiicre metabolizmasini1 gelistirmektedir. Antiinflamatuvar etkisi

gbzlenmistir [Reifen et al., 2004].

2001 yilinda, Israil’ de yapilan bir arastirmada Wardi ve arkadaslari, tioasetamin
verilerek siroz yapilan farelerde Likopen’ in etkisini arastirmis, fibrozisin azaldigi
gosterilmis ancak marker olarak kullanilan hepatik hidroksiprolin seviyelerinde
istatistiksel anlaml1 bir sonuca ulagilamamustir.

Yaping ve ark. 2002 yilinda, yaptiklari bir ¢aligmada, insan ve hayvanlarda
hepatotoksisite olusturan bir ksenobiyotik olan CCl4 metabolizmasinda oksijen
varhiginda olusan triklorometil peroksil radikaline (CC1302¢) kars1 Likopen’ in AO
aktivitesini aragtirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada, Likopen’ in absorbe edildigi yerde
renginin acildig1 goriilmiistiir. Bu da Likopen’ in CCI302- ile kolayca reaksiyona
girdigini gostermektedir. Calismanin sonucunda CCl4 ile hasar verilmis si¢anlarda
hayatta kalma siiresinin artmasi {izerine, Likopen’ in faydali etkisi oldugu seklinde
yorumlanmustir.

Velmurugan ve ark. 2002’ de yaptig1 ¢calismada, sodyum kloritin varliginda N-
metil-N- nitro-N-nitrosoquanidin (MNNG) ile tiimor gelistirdikleri siganlarin kaninda
lipit peroksidasyonun seviyesinin arttigi, antioksidan bir enzim olan GPx aktivitesinin
de distligli goriilmiis, Likopen verilmesinden sonra lipit peroksidasyon seviyesinin

diistiigii, GPx enzim aktivitesinin de arttig1 bulunmustur.
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Tim bu bulgular Likopen’ in AO ve hiicre koruyucu etkilerinin oldugu
yoniindeki deneysel sonuglarimizi desteklemektedir. Ancak bu konuda daha ¢ok sayida

calisma yapilmasina gerek vardir.
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