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OZET

indometazin ile indiiklenen Gastrik Ulser Modelinde Ferulik Asitin Inflamasyon
ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisinin Arastirillmasi

Amag: Calismada indometazin ile indiiklenen gastrik {ilser modelinde ferulik asidin
potansiyel koruyucu etkisinin arastirilmas: amaglanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: 24 saatlik achgin ardindan erkek Sprague-Dawley siganlarda
subkutan indometazin (25 mg/kg) uygulamasiyla gastrik iilser indiiklendi. Ulser
indiiksiyonundan 15 dakika sonra, sicanlar tween 80 veya ferulik asit (FA) (100, 250
ya da 500 mg/kg, intragastrik) ile tedavi edildi. Indometazin uygulamasindan dort saat
sonra sicanlara Otenazi uygulandi ve mide Ornekleri makroskobik ve mikroskobik
olarak incelenerek skorlandi. Mide dokusunda malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT); inflamatuvar belirteg
miyeloperoksidaz (MPO), Tiimor Nekroz Faktér-o (TNF-a), Interlokin (IL)-1p, IL-6
ve Niikleer Faktdr kappa-B-p65 (NF-kB-p65) seviyeleri 6lciildii. Bulgular: Ulser
grubunda makroskopik ve mikroskopik olarak belirgin hasar, MPO, MDA, TNF-a, IL-
1, IL-6 NF-«xB p65 seviyelerinde 6nemli artig goriiliirken; endojen antioksidanlar olan
SOD, CAT ve GSH seviyeleri daha diistiktli. FA tedavileri gastrik dokudaki hasarda
makroskopik ve mikroskopik skorda belirgin bir azalma sagladi. Ayrica FA
tedavilerinin gastrik dokuda MDA, MPO, TNF-a, IL-1, IL-6, NF-kB p65
seviyelerinde belirgin bir azalma ile inflamasyonu baskiladigi, SOD, CAT ve GSH
seviyelerinin artis1 ile oksidatif stresi 6nledigi goriildi. En etkili dozun 250 mg/kg FA
oldugu belirlendi.

Tartisma: Siganlarda FA’nin antioksidan ve antiinflamatuvar mekanizmalar yoluyla
indometazinle olusturulmus gastrik iilsere karsi gastroprotektif etkileri ilk defa bu

caligmayla ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Gastrik iilser, indometazin, antioksidan, antiinflamatuvar, ferulik

asit.



ABSTRACT

The Gastroprotective Effect of Ferulic Acid on Indomethacin-Induced Gastric
Ulcer

Objective: The study aimed to investigate the potential protective effect of ferulic acid
on indomethacin-induced gastric ulcer in rats.

Method: After 24-h starvation, the ulcer was induced in male Sprague-Dawley rats by
subcutaneous indomethacin (25 mg/kg) injection. Fifteen minutes after ulcer
induction, rats were treated with either tween 80 or ferulic acid (FA) (100, 250, or 500
mg/kg, intragastrically). At the fourth hour, rats were euthanized and their gastric
samples were scored macroscopically and microscopically and analyzed for
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT); myeloperoxidase (MPO), Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, Interleukin (IL)-
1B, Interleukin 6 (IL-6), and Nuclear Factor kappa-B-p65 (NF-kB-p65) levels.
Results: Indomethacin administration increased the macroscopic and microscopic
scores; increased MPO, MDA, TNF-a, IL-1B, IL-6 and NF-kB p65 levels but
decreased SOD, CAT and GSH content. Treatment with FA markedly improved the
gastric injury macroscopically, microscopically, and biochemically due to decreased
gastric MPO, MDA, TNF-q, IL-1, IL-6, and NF-kB p65 levels increased SOD, CAT,
and GSH levels. 250 mg/kg FA was determined as the most effective dose.
Discussion: The gastroprotective effects of FA against indomethacin-induced gastric
ulcer through antioxidant and anti-inflammatory mechanisms were demonstrated for

the first time in rats with this study.

Keywords: Gastric ulcer, indomethacin, antioxidant, anti-inflammatory, ferulic acid.



1 GIRIS VE AMAC

Mide iilseri, diinya ¢apinda goriilen en yaygin gastrointestinal hastaliklardan
biridir ve ilerleyici bir saglik sorunu haline gelmistir (1). Saglik hizmetleri harcamalar1
tizerinde biiyiik bir etkiye neden olmasina ek olarak hastalarin yasam kalitesinin
diismesine de yol acar (2). Mide iilseri, inflamasyon ve oksidatif stresin bir sonucu
olarak mide mukozasinda meydana gelir. Normal kosullar altinda, koruyucu bir tabaka
gorevi gdren mukus ve bikarbonat (HCO3"), hidroklorik asidi (HCI) nétralize etmek
icin mukozal hiicreler tarafindan salgilanir (3). Mide iilseri gelisiminin altinda yatan
temel mekanizma, epitel hiicrelerinin liimen yilizeyindeki agresif faktorler (artmis asit
sekresyonu, pepsin aktivitesi, safra tuzu sekresyonu, Helicobacter pylori (H. Pylori)
enfeksiyonu, etanol ve non-steroid antiinflamatuvar ilag kullanim1 (NSAII), sigara,
alkol) ve koruyucu faktorler (epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilar,
mikrosirkiilasyon, HCO3™ sekresyonu, prostaglandinlerin ve nitrik oksitin yeterli

seviyesi) arasindaki dengesizliktir (4).

Giliniimlizde mide {ilseri tedavisinde klinik uygulamada koruyucu tabakanin
lyilesmesi ve mide asidi varliginin azaltmasi1 amaciyla proton pompa inhibitdrleri
(PPI), histamin tip-2 (H2) reseptdr antagonistleri (H2RA), antiasitler, H. pylori
enfeksiyonlar1 i¢in antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Kullanilan bu ilaglarin
genel 6zelligi H2 reseptorlerini/gastrik Hidrojen/Potasyum ATPaz (H+-K+-ATPaz)'1
bloke ederek gastrik asit sekresyonunu inhibe etmesi veya HCOs3  ve mukus
sekresyonunu uyarmasidir (5). Bu ilaglarin uzun siireli kullanimi1 aritmi, jinekomasti,
hematopoietik degisikliklerini iceren yan etkilere neden olabilir. Ayrica yliksek niiks
insidansi ve sinirh etki géstermesi nedeniyle mide iilseri tedavisinde etkili ve glivenli

anti-lilserojenik 6zelliklere sahip bilesiklere ihtiya¢ duyulmaktadir (6).

NSAIil'ler analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilere sahip olup klinikte
romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit, dismonere, Kawasaki hastaligi, gut,
sistemik lupus eritematozus, migren, juvenil artrit, psoriatik artrit hastaliklarinin
tedavisinde endike en yaygin kullamilan ilaglar arasindadir (7). Indometazin,

gastrointestinal sistem {izerinde etkili ve mukozada 6nemli hasara neden olan,



insanlarda en giiclii iilserojenik 6zellige sahip NSAII’lerden biridir (8, 9). Indometazin
midede asit saliniminda ve pepsin aktivitesinde artisa, mukus tabakasinda ve HCOj3"
saliniminda ise diisiise neden olur. Ayrica mide mukozasinda lipid peroksidasyonunda
artma ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile sonuglanir. Indometazin ile
indiiklenen mide iilseri modeli, siganlarda mide {iilseri olusturmada kullanilan en
yaygin yontemlerinden biridir (10). Mide iilseri patofizyolojisinde proinflamatuvar
sitokinler anahtar mediyatdrler olarak degerlendirilir. Proinflamatuvar transkripsiyon
faktori olan NF-kB’in aktivasyonu TNF-o, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin transkripsiyonunu tetikler. Bdylece, NF-kB yolaginin bastirilmasi,
indometazin ile indiiklenen mide tilseri modelinde hasarin hafifletilmesinde yardimci
olabilir (11). Mide {ilserinin ¢ok faktorlii bir etiyolojiye sahip olmasi nedeniyle, mide
tilserinin iyilesmesinde inflamasyonun ve mide asidi salgilanmasinin azaltilmasinin
yani sira, mide mukozasinin endojen savunma kapasitesini gliclendirme yetenegi olan

dogal anti-iilser 6zelliklere sahip aktif bilesenlerin tanimlanmasi yararli olabilir (12).

Ferulik asit (FA), piring, bugday, arpa, portakal, kahve, elma, yer fistiginda
bulunan bir hidroksisinnamik asit tiirevidir (13, 14). Diisiik toksisiteye sahip olmasina
ek olarak; antiinflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik, antimikrobiyal, néroprotektif,
antikanser (akciger, meme, kolon ve cilt kanseri) 6zellik gosterir (15, 16). FA sahip
oldugu fenolik hidroksil grubu ile lipid peroksidasyonu onleme ve serbest radikal
temizleme yoluyla antioksidan olarak rol oynar. Ayrica TNF-a, IL-6, IL-1p gibi

proinflamatuvar sitokinlerin seviyelerini diislirerek antiinflamatuvar olarak goérev alir

(17).

FA’nin indometazin ile indiiklenen gastrik iilsere kars1 terapdtik aktivitesi bugiine
kadar degerlendirilmemistir ve bu yonde bir arastirma bildirilmemistir. Bu
arastirmanin amaci, indometazin ile olusturulan gastrik tilser modelinde FA nin ¢esitli
biyokimyasal parametrelerle ve histolojik olarak aragtirilarak antioksidan ve

antiinflamatuvar etkisinin degerlendirilmesidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Mide

2.1.1 Mide yapis1 ve anatomisi

Mide sindirim kanalinin en genis boliimii olarak diyaframin alt tarafinda, karin
boslugunun sol iist kisminda bulunan, basik “J” harfi seklinde iist kismindan 6zofagus,
alt kismindan ise duodenuma bagli gastrointestinal sisteme ait bir organdir. Mide
proksimalden distale dogru kardia, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak iizere bes

boliimden olusur (18). Midenin anatomik boliimleri Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Midenin anatomik boliimleri (19)

Kardia yutulan besinlerin 6zofagustan mideye ge¢isini saglayan midenin giris
kismidir. Fundus midenin kubbe seklindeki en iist bolimi olup kardianin iist
lateralinde bulunur ve diyaframa tutunur. Fundusta sindirim esnasinda meydana gelen
ve yutulan gazlar mide i¢i basincin diizenlenmesinde rol oynar. Fundus ile antrum

arasinda yer alan korpus midenin depo gorevi goren en genis pargasidir. Korpus ile



pilor arasinda uzanan daha diiz olan kii¢iik kurvator, solunda ise kardiadan antruma
kadar uzanan daha kavisli olan biiyiik kurvator bulunur. Antrum korpus ile pilor kanali
arasinda yer alan mide boliimiidiir. Besinleri karistirict ve bosaltici fonksiyona sahip
olan antrumda besinler mide salgisiyla karisir ve kimiis olarak adlandirilan karigim
haline gelir. Pilor midenin antrum ile duedonum arasinda bulunan kanal seklindeki
duedonuma gegis boliimiidiir. Pilorun etrafinda diiz kastan olusan sfinkter kimusun

mideden duedonuma geg¢isini saglar (20).

2.1.2 Mide fonksiyonlar

Mide, 6zofagus ile gelen besinleri gecici bir silire depolama, besinleri mide
salgilariyla karigtirarak kimus haline getirme, optimal sindirim ve emilim i¢in uygun
bir hizda duedonuma bosaltma ve HCI ve protein sindirimini saglayan enzimleri
salgilama islevlerine sahiptir. Mide bosken yaklagik 50 mL'lik bir hacme sahiptir.
Besin tiiketimi arttik¢a vagovagal refleks ile mide govdesinin kas ¢eperindeki gerilim
azalir. Ceper disariya dogru esneyerek gevser ve boylece mide 0.8-1.5 litre kapasiteye
kadar besin depolayabilir (20). Mide bezleri tarafindan salgilanan sindirim sivilari
midenin mukoza ylizeyindeki besin ile temas eder. Midede besin mevcudiyeti devam
ettigi stirece temel elektriksel ritim tarafindan baslatilan ve dakikada yaklasik ii¢ kez
olusan karistirict dalgalar (zayif peristaltik dalgalar) mide duvarinin orta kismindan
baslayip antruma kadar kuvvetlenerek ilerler (21). Antrumda gerceklesen peristaltik
kasilmalar, besini mide salgilariyla karistirarak kimus iiretilmesini saglar ve kimusu
tonik kasilma ile kapali halde bulunmaya egimli ve duedonuma ¢ok az miktarda
kimusun geg¢isine imkan veren pilorik sfinktere dogru iter. Kimus pilorik sfinktere
peristaltik dalganin ulagmasi ile mide govdesine dogru ilerler ve daha fazla karistirma
icin mideye geri itilir. Bu ¢alkalama eylemine retropulsiyon denir (20). Retropulsiyon
ile peristaltik dalgalar midede 6nemli bir karistirma mekanizmasini olusturur. Midede
olusan ritmik kasilmalar zayif Ozellik gosterir ve besinlerin mide salgilariyla
karistirilmasinda gorev alir. Midenin orta kisminda baslayip antruma yayilan
kasilmalar normal karistirict tipteki peristaltik dalgalardan yaklasik alti kat daha

kuvvetli hale gelerek kuvvetli peristaltik kasilmalar ile midenin bosalmasini saglar.



Mide bosalmasinin hizi mide ve duedonumdan gelen sinyaller tarafindan diizenlenir.
Midenin bosalmasinda midedeki besin hacmi ve gastrin hormonunun mide
peristaltizmini uyarici etkisi mideye ait faktorler arasinda yer alirken, enterogastrik
sinir sistemi, geribildirim refleksleri ve kolesistokinin tarafindan hormon aracili

geribildirim sinyalleri duedonuma ait faktorler arasindadir (21).

2.1.3 Mide asit sekresyonu

Mide sivist Na™ K*, Mg, H" olmak iizere katyonlar, C1, SO4 2 olmak iizere
anyonlar, pepsinler, lipaz, mukus ve intrinsik faktérden olusur (22). Mide her giin 2
litre kadar HCl salgilar (23). HCI sadece mide mukozasinda oksintik bezlerde bulunan
paryetal hiicreler tarafindan salgilanir. Paryetal hiicreler uyarildiklart zaman pH’1 0.8
olan 160 milimol/L HCI igeren asit bir siv1 salgilar. Paryetal hiicrelerin luminal
membran1 kanalciklar adi verilen i¢ ceplenmelere sahiptir. Bu yapilar paryetal
hiicrelerin yiizey alanimi artirarak mide liimenine yapilan salgilanmay1 artirir (24).
HCI, enzim onciisii pepsinojeni aktif bir enzim olan pepsine aktive etme, besinlerden
kimus olusturma, viicuda alinan demir iyonlarin1 emilebilen ve hemoglobin sentezi
icin kullanilabilen bir demir formu olan demir iyonlarina doniistiirme ve besinlerle
birlikte alinan patojenlerin ¢ogunu yok ederek dogustan gelen bagisikliga katkida
bulunma gibi ¢esitli islevlere sahiptir (25).

Paryetal hiicre sitoplazmasinda su, hidrojen (H") ve hidroksil iyonuna (OH)
iyonlarina ayrisir. Paryetal hiicrelerin liiminal zarindan H' iyonlar1 Hidrojen-
Potasyum-ATPaz (H'-K"-ATPaz) ad1 verilen aktif tasima proteini ile mide bezinin
liimenine pompalanir. Bu antiport hiicreden H' ve hiicreye K" pompalamak i¢in ATP
enerjisini kullanir. Zarin dig tarafinda bulunan sodyum-potasyum ATPaz (Na'-K'-
ATPaz) pompasi ile liimenden hiicre i¢ine K iyonlar1 pompalanir. Hiicre igine tasinan
K" iyonlar1 potasyum kanallar1 yoluyla liimene sizmaya egilim gosterse de H™-K'-
ATPaz tarafindan hiicre i¢ine geri alinirlar. Bazolateral Na*-K" -ATPaz hiicre i¢i Na*
diisiik olmasina neden olur ve Na' liimenden kanalciklara geriemilimine katkida

bulunur. Kanalciklarda K*ve Na* iyonlarmm biiyiik bir kismi1 hiicre sitoplazmasina



geri emilir ve H' iyonlar1 kanalciklarda bunlarin yerini alir. H" ve CI” iyonu paryetal
hiicrelerin plazma membraninda ayri pompalar tarafindan aktif olarak taginir. H' iyonu
hiicreden H'-K"-ATPaz ile hiicre disina pompalanarak OH™ iyonlarimin birikmesine
neden olur. OH™ iyonlar1 hiicrede metabolizma sonucu olusan veya hiicreye kandan
difiizyonla giren karbondioksit (CO.) ile karbonik anhidrazin katalizorliigiinde HCO3"
olusturur. Uretilen HCOs", paryetal hiicrelerin bazolateral membranindaki bir klor-
bikarbonat (CI-HCO3) antiporter tarafindan hiicre dis1 siviya tasinir ayrica eszamanl
olarak CI™ iyonu plazmadan parietal hiicreye elektrokimyasal gradyana kars1 taginir.
Bazal olarak salmman HCOj™ iyonlari, lokal interstisyel siviya ve mikrovaskiilatiire
girerek mukozanin nétr pH'!min korunmasina yardimer olur. HCOs3™ yiizey mukus
hiicreleri tarafindan alinir ve mukusun pH'in1 yiikseltmek i¢in kullanilir. Paryetal hiicre
icinde CI™ konsantrasyonunu olusturarak, CI-HCOj antiporter paryetal hiicre ile mide
liimeni arasinda bir konsantrasyon gradyani olusturur. Bu konsantrasyon gradyant
nedeniyle ve hiicre i¢i luminal igerikle karsilastirildiginda negatif oldugundan,
bazolateral antiporter tarafindan hiicreye pompalanan negatif yiiklii Cl°, luminal
membrandaki Cl kanallar araciligiyla hiicre disina difiize olur ve boylece mide liimeni
Cl™ salgilama siirecini tamamlar. Paryetal hiicrelerde HCI salgilanmast H" ve CI°

salgist seklinde olup, salg1 kanalciklarinda birleserek HCI olusturur (26).

2.1.3.1 Mide asit sekresyonunun diizenlenmesi

Midede HCI salgisinin diizenlenmesi siirekli olarak endokrin ve sinirsel
sinyallerin kontrolii altindadir (21). Vagus siniri, midedeki asit salgilar1 iizerinde
biiyiik bir etkiye sahip olup asit salgisini uyaran G hiicrelerini ve enterokromafin
benzeri (ECL) hiicrelerini innerve eder. Asit iireten paryetal hiicrelerin hiicre
zarlarinda gastrin reseptorleri, muskarinik reseptorler, histamin reseptorleri ve
somatostatin reseptorleri bulunur (27). Asetilkolin, gastrin ve histamin HCI salgisinin
uyarici etki gosterirken; somatostatin, prostoglandinler ve gastrik inhibitdr polipeptid
(GIP) HCI salgisin1 onler. Ayrica bu kimyasallar paryetal hiicreler iizerine dogrudan

etki géstermesinin yani sira birbirlerinin salgilanmasini da etkiler (24).



Vagal uyartya yanit olarak intrinsik sinir pleksuslarindan salinan ve midede asit
sekresyonunu modiile eden baslica norotransmiter olan asetilkolin M3 muskarinik
reseptorler araciligi ile hiicre i¢i kalsiyumu artirarak etkisini gosterir. Asetilkolin
paryetal hiicreleri HCI salgilamasi i¢in uyarir. Vagus siniri ayrica gastrin
salgilanmasina da neden olur ve salinimini uyarir (28). Gastrin, midenin antrumunda
G hiicreleri tarafindan hem vagal uyariyla gastrin salgilayan peptit (GRP) olarak
bilinen enterik sinir uglarindan salinan spesifik bir nérotransmittere hem de mide
liimeninde oligopeptitlerin varligina yanit olarak salinan bir hormondur. Gastrin
gastrin reseptorleri aracilifi ile fosfolipaz C’yi aktive ederek hiicre i¢i kalsiyum
miktarini artirarak etki eder (29). Gastrinin ana islevi, paryetal hiicreler tarafindan HCI
tiretimini uyarmaktir. Gastrin, paryetal hiicreleri dogrudan uyarmasinin yani sira,
dolayli olarak bagirsakta bulunan ECL hiicrelerini histamin salgilamasi i¢in uyararak
HCI salgilanmasini tesvik eder (20). Histamin lamina propria i¢indeki ECL hiicreler
tarafindan iiretilir. ECL hiicreleri oksintik bezlerin derin kisimlarina yakin yerlesmistir
ve bu nedenle bu hiicrelerden salgilanan histamin bezleri paryetal hiicreleri ile
dogrudan temas halindedir. Paryetal hiicreler tarafindan HCI yapim ve salgilanma hizi
ECL hiicrelerinden salgilanan histamin ile dogrudan iliskilidir. ECL hiicreleri gastrin
tarafindan uyarildigr zaman histamin salgilar. Histamin, paryetal hiicreler iizerinde
lokal olarak etki asit salgilanmasini kuvvetle uyarir (21). Histamin H2 reseptorleri
aracilig ile adenil siklaz aktivitesini ve siklik adenozin monofosfati artirarak HCI
salgisini artirir. Ayrica asetilkolin ve gastrinin paryetal hiicre salgilanmasi tizerindeki
etkilerini giiclendirir. Mide mukozas1 D hiicreleri tarafindan iiretilen somatostatin G
hiicreleri tarafindan gastrin tiretimini ve ECL hiicreleri tarafindan histamin liretimini
engelleyerek asit iiretimini azaltir. Somatostatin hem gastrin salgisini hem de paryetal
hiicrelere dogrudan etki ederek HCl salgisini baskilayarak HCI salgisini kontrol altinda
tutar. Ayrica prostoglandinler ve GIP dogrudan paryetal hiicrelere etki eder ve HCl

salgisin1 6nler (28).



2.14 Gastroprotektif faktirler

Mide liimeninde bulunan asidik pH ve proteolitik enzimler, diyet proteinlerinin
parcalanmasini kolaylastirma, demir ve B12 vitamini gibi besin dgelerinin emilimini
artirma ve patojenik mikroplarin olusturdugu tehdidi en aza indirmede rol oynar.
Ayrica mide sivisinin asidik olmasindan kaynaklanan mide mukozasinin kendisine
zarar verme riskinden dolayr mide mukozasinin hasar gérmesini ve pargalanmasini
onlemesinde mukozal kan akisi, HCO3", mukus, prostoglandinler ve noropeptitleri

igeren ¢esitli koruyucu faktorler bulunur.

Mide mukozasinin ylizeyi, yiizey epitel hiicreleri ve mukus hiicreleri tarafindan
tiretilen miisin glikoproteinleri, ylizey fosfolipitleri ve sudan olusan alkali bir mukus
tabakasi ile kaphdir (20). Viskoelastik yapiya sahip mukus liimen igerigi ile mukoza
hiicreleri arasinda fiziksel bir bariyer saglar (30). Mukus, kayganlastiric1 6zellikleri
sayesinde mide mukozasini mekanik yaralanmalara kars1 korur. Pepsinin mide mukus
tabakas1 ile temasi sonucu inhibe olmasi nedeniyle mide duvari kendi kendini
sindirmeye karst koruyucu etki gosterir. Alkali olan mukus, mide membrani
cevresinde HCl'yi notralize ederek asit hasarina karsi korunmaya yardimer olur, ancak
limendeki HCl'nin islevine miidahale etmez. Liimendeki pH 2 kadar diisiik
olabilirken, mukozal hiicre yilizeyine bitisik mukus tabakasinda mukus ve HCOj3"
sayesinde pH yaklasik 7'dir (20). Diisik bir pH'a karsi mukoza tabakasinin
fosfolipidlerden kaynaklanan hidrofobiklik ve mukus tabakasinin tabaninda salgilanan
HCOs ilave bir koruma tabakast saglar (30). Ayrica yiizey mukus hiicreleri mukozal
asit hasarma kars1 asidi noétralize eden HCOs salgilar. Mide mukoza hiicrelerinin
luminal zarlar1 H" ge¢isine izin vermez ve bu nedenle asit hiicrelere niifuz edemez.
Mukoza epitelindeki hiicreler siki baglantilarla birbirine iyice kenetlendigi i¢in asit
submukozaya difiize olamaz. Ek olarak hasara ugrayan epitelyal hiicreler hizlica mide
cukurlarindaki diferansiye olmamis kok hiicreler ile yenilenir. Her {i¢ giinde bir ylizey

epitelinin yenilenmesi savunma mekanizmasini giiclendirir (18, 20).

Gastrik mukozal kan akisi, mukozal saglik i¢in kritik 6neme sahiptir. Vazoaktif

ve norohormonal 6zelliklere sahip arasidonik asidin uzun zincirli yag asidi tiirevlerinin
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bir ailesi olan prostaglandinler, mukozal kan akiginin 6nemli diizenleyicilerindendir.
Prostoglandinler kan akisinin artirilmasi, gastrik mukozal bariyer bozulmasinin
Onlenmesi, mukus salgisinin uyarilmasi ve paryetal olmayan alkalin salgisinin
uyarilmasinda rol oynar. Norohormonal peptitler de mide mukozasinin korunmasinda
rol oynar. Zararli kimyasal uyaranlara yanit olarak GRP salgilayan otonom duyu
noronlarini ve kolinerjik olmayan afferent ndronlari igeren bir néral refleks arki vardir.
GRP, hem dogrudan hem de siklooksijenazin (COX) uyarilmasi yoluyla mukozal kan
akiginda bir artisa aracilik eder ve bu da prostaglandinlerin liretiminin artmasini saglar

(30).

2.2 Mide Ulseri

Gastrik iilser, mide dokusunda mukozal biitiinliigiiniin muskularis mukozadan
submukozaya veya daha derine ulasan bozulma ile karakterizebir sindirim sistemi
hastaligidir (31). Normal mide mukozasi, yiiksek konsantrasyondaki asit ve pepsine
kars1 ¢esitli mekanizmalarla zararli etkilerden korunur ve koruyucu ve agresif faktorler
arasinda bir denge saglar (32). Midede iilser olusumuna kars1 mukozal koruyucu
faktorler arasinda mukus salgisi, HCOs™ iiretimi, yenilenmeyi destekleyen epidermal
bliylime faktorii (EGF), paryetal hiicre sekresyonunu inhibe eden, HCOs
sekresyonunu arttiran ve mikrosirkiilasyonu  destekleyen prostoglandinler
bulunmaktadir. Bunun yani sira midede agresif faktorler arasinda ise mide asidi,
pepsin, safra asitleri, H. Pylori enfeksiyonu, prostoglandin olusumunu engelleyen
NSAII kullanimu, stres kaynakli vazokonstriksiyon, alkol kullanimi, sigara kullanimi
igeren faktorler yer alir (33). Mide iilserinin etiyolojisi kompleks olarak bilinmekle
birlikte, genel olarak mide iilseri gelisiminin altinda yatan temel mekanizma

liimendeki koruyucu faktorler ve agresif faktorler arasindaki dengesizliktir (32).
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2.2.1 Mide iilserinin epidemiyolojisi

Gastrik iilser, diinya ¢apinda yaygin bir prevelansa sahip olup niifusun yaklagik
%5-10unu etkiler. Hastaligin insidansinin ise yilda % 0.1-0.3 oldugunu bildirilmistir
(34). Gastrik iilser insidans1 ve prevelansini diinya genelinde cografik bolgelere gore
oldukca degiskenlik gosterir (35). Ozellikle yiiksek gelirli iilkelerde bu hastaligin
prevelansi ve insidansi daha diisiiktiir (34). Glinlimiizde bat1 iilkelerinde gastrik iilserin
prevalansi yaklasik % 0,2-0,5 iken, Asya iilkelerinde ise H. pylori ve iilser teshisi i¢in
kullanilan endoskopi taramanin insidansinin yiiksek olmasi nedeniyle %?2-3 arasinda
degisir (36). Epidemiyolojik ¢alismalar ile son 20-30 yilda hastaneye basvuru ve
mortalite insidansinda keskin bir diisiis egilimi gostermesine ragmen bu hastaliga
sahip bireylerin %10-20'sinde komplikasyonlarla karsilasiilmaya devam ettigi
gosterilmistir (37). Diinya ¢apinda artan antimikrobiyal direng ve yaslanan niifusta
coklu anti-trombotik tedavinin yaygin kullanimi nedeniyle gastrik tilser yonetimi
gecmis yillara gore zor bir hale gelmistir. Gilinlimiizde H. pylori enfeksiyonu veya
NSAII kullanimu ile iliskili olmayan gastrik iilserlerin yonetiminde énemli tanisal ve

terapotik zorluklarla basa ¢ikilmasi gerekir (34).

2.2.2 Mide iilserinin etiyolojisi

NSAIl kullanomi, H. pylori enfeksiyonu, sigara kullanimi, cinsiyet, yas,
sosyoekonomik durum, alkol tiiketimi, ailede hastalik Oykiisii, viicut agirligi, stres,
genetik faktorler, travma, sepsis, hemorajik sok ve yaniklar gastrik iilser gelisiminin

nedenleri arasindadir (38).

NSAIl'ler ates, akut veya kronik agr1 ve romatizmal hastaliklar gibi inflamatuvar
durumlarin tedavisi i¢in diinya ¢apinda en yaygin kullanilan ilaglar arasindadir (39).
NSAIl'lerin, iilsere ve gastrointestinal komplikasyonlara neden oldugu temel
mekanizmas1 tromboksan ve prostaglandinleri sentezleyen bir enzim olan COX
enzimini inhibe etmesidir (40). NSAIl'ler COX yolunu inhibe eder ve mukus ve HCOs"

sekresyonunu uyararak ve mukozal kan akisini artirarak mide mukozasinin
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korunmasinda rol oynayan prostaglandin iiretimini azaltir (41). Tiim NSAil'ler,
inflamasyon, erozyon, {ilserasyon ve kanamay1 iceren gastrointestinal hasarlara neden
olur. COX enziminin her iki izoformunu da inhibe eden indometazin mide dokusunda
ciddi hasar yaratmasi nedeniyle deneysel iilser modeli olusturma i¢in ilk tercih edilen

ilaglardan biridir (31).

H. pylori, gram negatif spiral sekilli mikroaerofilik bir bakteridir. 1982'de B.J.
Marshall, H. pylori kiiltiirlinii izole etmis ve gastrik iilser hastaligina sahip bireylerin
yaklasik %85’inde Helicobacter pylorinin mevcut oldugunu saptayarak H. pylori ile
gastrik llser hastaliinin gelisimi arasindaki iliskiyi gostermistir (42). H. pylori,
konakc¢1 mideye giriste koruyucu faktorlerden biri olan ve belirgin bir antimikrobiyal
etkiye sahip olan HCI’yi nétralize ederek alkali bir ortam olusturmak amaciyla iireaz
salgilar (34). H. Pylori, mide asidinden korunmak amaciyla iireyi, amonyak ve CO>’ye
hidrolize eder. Kararsiz amonyum hidroksit olusur ve bu reaksiyonlar midede asidik
ortama kars1 alkalilesme meydana getirir (42). H.pylori tarafindan gerceklestirilen
mide asidinin noétralizasyonuna ek olarak, lireaz aktivitesinden olusan amonyum ve
hidroksit iyonlarini igeren metabolitler mide epitel hiicreleri i¢in toksiktir (31). H.
pylori diinya niifusunun %50' sinden fazlasini etkilemesine ragmen, ozellikle
geligsmekte olan tilkelerde H. pylori prevelansi yaklasik %90 olup daha ytiksektir (43).
Tiirkiye'de yapilan prospektif bir calismada, gastrik {ilser hastaligina sahip bireylerin
%75’inde hastaliga tek basina H.pylori enfeksiyonu neden olurken, %50’sinde hem H.
pylori enfeksiyonu hem de NSAIil'lerin, %10’unda ise tek bagia NSAIi’lerin neden
oldugu bulunmustur (44).

Insan saglig1 acisindan onlenebilir bir risk faktorii olan sigara, serbest radikal
olusumunu uyarir ve mide iilseri etiyolojisinde 6énemli bir rol oynar. Sigara mukozal
biitlinliigiin modiilasyonunu saglayan EGF salgilanmasinin azalmasiyla iliskili olarak
mukozal hiicre proliferasyonunu inhibe eder. HCOj3™ iiretiminde azalmaya, pilorun
islevinin bozulmasi ile midede mukozal hasara, mukozada hiicre 6liimiine yol agma

ile doku hasar1 ve mide iilserine yol agar (45).
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Stres, depresyon ve anksiyete gibi psikososyal faktérlermide asidi sekresyonunda
artma, mukozal kan akisinda ve gastrik miisin iiretiminde azalma ile lilser gelisimine

neden olur (38).

Konakginin genetik faktorleri de iilser gelisimini etkiler (46). Konakgilarin IL-10,
TNF-0, IL-1B genlerindeki polimorfizmler Onemli adaylardir. Gastrik {ilser
gelisiminde tek nokta mutasyonlarini igeren konake1 genetik polimorfizmleri, etnik ve
bolgesel farkliliklar nemlidir. Gliniimiizde tek niikleotid polimorfizm ¢alismalari ile
iilser gelisiminde biiyiik olasilikla rol oynayan aday genler belirlenebilir (47). Ulser
gelisimine yol agan Helicobacter heilmannii, sitomegalo viriis, herpes simpleks viriisii
Tip 1, tiiberkiiloz ve sifiliz bulunur (48). Ulser hastaligina neden olan nadir hastaliklar
arasinda Zollinger-Ellison sendromu, sistemik mastositoz, Crohn hastaligi, lenfoma,
karsinom yer alir (48-50). NSAIli'ler ve diisiik doz aspirinin yani sira klopidogrel,
kortikosteroidler, bifosfonatlar, potasyum kloriir, spironolakton, sirolimus,
mikofenolat mofetil, 5-florourasil’in hepatik arter infiizyonu, selektif serotonin
gerialim inhibitorleri iilser hastaligina neden olur (41, 51). Belirli bir etiyolojisi
bulunmayan iilserler ise idiyopatik iilserler olarak adlandirilir (52). Ulserasyona yol
acan faktdrlerin ¢esitliligi nedeniyle gastrik iilser polietiyolojik ve polipatogenetik bir

hastaliktir (42).

2.23 Mide iilserinin klinik belirti ve bulgular:

Gastrik tilser semptomatik veya asemptomatik olabilir. Gastrik iilser semptomlari
arasinda sigkinlik, erken doyma, mide bulantisi, kusma gibi dispeptik semptomlarin
eslik ettigi epigastrik agr1 yer alir (53). Tedavi edilmemis gastrik {ilser hastaligi olan
hastalarda H.pylori enfeksiyonu veya NSAII kullanimi gibi nedensel faktdrlerin
devamliligi, iyilesme ve niikse yol acarak semptomlarin tekrarlamasina neden olur
(34). Asemptomatik &zellik klinik olarak NSAII kullanimina bagli olarak gelisen
tilserler tist gastrointestinal kanama veya perforasyon komplikasyonlarina yol agmast
ile belirti verir (53). NSAII kullanan bireylerde daha yaygin olmak iizere iilserli

hastalarin yaklasik %30'u asemptomatiktir. Fizik muayene epigastrik hassasiyet
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disinda tamamen normal olabilir (41). Kanama, perforasyon veya gastrik ¢ikis
tikaniklig1 gastrik iilser hastaliginin ana komplikasyonlaridir. Melena veya hematemez
olarak kendini gosteren kanama, hastalarda herhangi bir semptom olmaksizin ortaya
cikabilir. Perforasyon tipik olarak iist karinda ani baslayan yogun agr ile kendini

gosterir (34).

2.2.4 Mide iilserinin tam yintemleri

Gastrik tilser tanisi i¢in acik veya gizli gastrointestinal kanama kaniti: hematemez,
melena, anemi, hem pozitif digki, demir eksikligi anemisi, disfaji, sol supraklavikiiler
lenfadenopati (Virchow diiglimleri), palpe edilebilen karin kitlesi, perforasyon
belirtisi: siddetli kalic1 epigastrik agri, tikanma belirtisi: stirekli kusma, malignite:
anoreksi, istenmeyen kilo kaybi, yas: >55 yil degerlendirmelerini igeren ayrintilt bir
anamnez ve fizik muayene gereklidir. Teshis i¢in tam kan sayimui,
0zofagogastroduodenoskopi veya iist gastrointestinal seri ve H. pylori enfeksiyonunu
saptamaya yonelik testler uygulanir (41). Endoskopi, gastrik {ilser hastaliginin

tanisinda altin standarttir (31).

2.2.5 Mide iilserinin tedavisi

Mide iilseri tedavisinde H. pylori eradikasyon tedavisi, H2RA, PPI, prostaglandin
analoglar1 ve bizmut tuzlari kullanilir (31, 53). H.pylori eradikasyon tedavisi genellikle
asit inhibe edici tedavi ve antibiyotik kombinasyonu ile saglanir. Bu tedavi secenekleri
arasinda PPI bazli Gi¢lii tedavi, dortlii bizmut bazli olmayan es zamanli tedavi, bizmut
bazl1 dortlii terapi, florokinolon bazli tiglii tedavi ve rifabutin bazli ii¢lii tedavi yer alir
(34). H2RA'lar, mide paryetal hiicrelerinde H2 reseptorlerine baglanir. H2RA’lar
histaminin etkisini bloke eden ve asit salgilanmasini engelleyen bir ilag sinifidir (40).
Bu ilaglar arasinda simetidin, ranitidin, famotidin, nizatidin, roksatidin, lafutidin
bulunur (31). PPI'ler, midenin paryetal hiicreleri tarafindan asit salgilanmasinin son

asamast sirasinda aktive olan H-K-ATPaz’1 inhibe ederek paryetal hiicreler tarafindan
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asit salgilanmasini azaltmada oldukea etkili ilaglardir. PPI grubu ilaglar arasinda

omeprazol, lansoprazol, esomeprazol, pantoprazol ve rabeprazol bulunur (40).

2.2.6 Deneysel mide iilseri calymalarinda uygulanan modeller

Gastrik iilser, ilaclarin veya maddelerin anti iilser aktivitesini test etmek ve
degerlendirmek ic¢in fizyolojik, farmakolojik veya cerrahi uygulamalar ile cesitli

modeller kullanilarak indiiklenir (54).

2.2.6.1 NSAII ile olusturulan iilser modeli

Indometazin, aspirin ve ibuprofen gibi NSAIl’ler, antiinflamatuvar, agr1 kesici,
antiplatelet, antitrombojenez etkilere sahiptir ve klinik alanlarda yaygin olarak
kullanilir. Bununla birlikte gastrik {lserasyon, perforasyon ve kanama gibi

gastrointestinal yan etkilere sahiptir (55).

NSAIl'lerin gastrointestinal sistem iizerindeki yan etkileri COX-1 ve COX-2 dahil
olmak iizere COX enzimlerinin inhibisyonu ve ardindan gastrik prostaglandin
tiretiminin baskilanmasindan kaynaklanir (56). Aspirin ve indometazin, iilser
indiiksiyonunda en sik kullanilan NSAil’lerdir (54). Indometazinin subkutan
uygulamasi deney hayvanlar {izerinde olduke¢a sik kullanilan iilser modelleri arasinda
olup yeni ilaglarin antiiilser aktivitesini test etmek i¢in uygulanmaktadir (57). NSAIl
ile indiiklenen gastrik iilser modelinde altta yatan patofizyoloji mide asidi salgis1 ve
mukozal prostoglandin sentezinden kaynaklanir bu nedenle salgi 6nleyici ve hiicre

koruyucu ajanlarin potansiyel etkilerinin arastirilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (54).
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2.2.6.2 Asetik asit ile indiiklenen iilser modeli

Asetik asidin mideye enjeksiyonu veya topikal uygulanmasi mide mukozasi,
mukoza membrani, submukoza tabakalari hatta muskiiler tabakaya niifuz ederek
midede tilserasyona neden olur (58, 59). Asetik asit ile indiiklenen gastrik lezyonlarin
olusumu, mide duvart mukus igeriginin azalmasi ile baslayan ¢ok faktorlii bir siireg
olup oksidatif stresin artis1 nedeniyle hiicre ve hiicre zarinda hasara neden olan serbest
radikal iretimi ile iligkilidir. Bu model, mide {ilseri iizerinde potansiyel terapdtik
etkileri olan iilser 6nleyici ajanlarin patofizyolojik ve farmakolojik degerlendirilmesi

amactyla kullanilan modellerden biridir (60, 61).

2.2.6.3 Etanol ile indiiklenen iilser modeli

Etanol, dogrudan temasa bagli olarak veya metaboliti olan asetaldehit tarafindan
dolayli olarak gastrik mukozal hasara neden olur (62). Dogrudan etkisini mukozal
hiicresel membranlarin bozulmasi, dehidrasyon ve sitotoksik etki yolu ile gosterirken;
dolayl1 hasart mide mukoza hiicrelerinde asetaldehit tarafindan inflamatuvar yanitlari
ve oksidatif stresi tetikleyerek gosterir (63). Mide mukozasinin korunmasi ve
tyilesmesi i¢in gelistirilen yeni ilaglarin klinik 6ncesi degerlendirilmesinde hizli ve

kolay bir yol olmas1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan deneysel bir modeldir (62, 64).

2.2.6.4 Stres ile indiiklenen iilser modeli

Stres, homeostazin bozulmasma kars1t olusan fizyolojik bir tepkidir ve
gastrointestinal sistem, strese yanit veren ana organlardan biridir (65, 66). Stres,
inflamasyon ve oksidatif stres olusumu, gastrik prostaglandin sentezinde azalma ve
proliferasyonun inhibisyonunda rol oynayarak iilser olusumuna neden olur (67).
Uretilen mukusun miktar ve kalitesinde azalma, mide kan akiminin zayiflamas,
histamin salimiminda artis ile birlikte asit salgisinda artis eslik eder. Stres ayrica

gastrointestinal motilitede artisa neden olarak, midenin asit temasinda hasara kars1
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daha duyarl1 hale gelmesine neden olur. Stres iilserini olusturmak i¢in fare ve
sicanlarda en sik kullanilan yontemler arasinda soguk su-kisitlama stresi, soguk-
kisitlama stresi, suya daldirma stresi yontemleri bulunur. Strese baghh mide iilseri
modelleri, travma, ameliyat, yanik veya sepsisin neden oldugu klinik akut mide
tilserlerini taklit eder ve stres kaynakli mide iilserlerinin mekanizmasini aragtirmak ve

ilgili terapotik ilaglar1 gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilir (54, 66-69).

2.2.6.5 Pilor ligasyonu ile indiiklenen iilser modeli (shay metotu)

Cerrahi bir iilser indiikleme modeli olan bu modelde midenin pilor bolgesinin
“Shay” teknigi ligasyonu ile iilser indiiklenir. Gastrik asit sekresyonunda ve mide
mukozasinda intraluminal HCI birikiminde artis mukozal sindirime ve gastrik mukozal
bariyerin bozulmasina yol agarak iilser olusumuna neden olur (70-72). Bu model asit
ve pepsin gibi gastrik agresif faktdrlerin sekresyonunu azaltan anti-sekretuvar ilaglarin
etkilerini ve mukus salgilanmasim1 artiran ilaglarin sitoprotektif etkilerini

degerlendirmek i¢in kullanilir (73, 74)

2.2.6.6 Iskemik reperfiizyon ile indiiklenen iilser modeli

Iskemi, kan akiminin azalmasina bagli olarak doku ve organin yetersiz perfiizyonu
nedeniyle oksijenden yoksun kalmasi olarak tanimlanir (75). Iskemik reperfiizyon,
doku veya organa kan akisinin kisitlanmasi ve ardindan iskemik dokuya reperfiizyon
sonucu kan akis1 ve oksijenasyonun yeniden saglanmasi ile karakterize patolojik bir
durumdur (76). Hipoksik dokuya kanin reperflizyonu paradoksal olarak iskeminin
neden oldugu hasara gore daha siddetli olan reperfiizyon hasarmna yol acar (77).
Iskemi-reperfiizyonun neden oldugu mide iilserinin patogenezi, asir1t ROS olusumu,
notrofil infiltrasyonu, ¢esitli proinflamatuvar mediyatorlerin aktivasyonu ve gastrik
asit sekresyonundaki degisiklik ile baglantilidir (78). Cerrahi bir iilser indiikleme

modeli olan bu model mide tilseri gelisimindeki patofizyolojik mekanizmalarin
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aragtirtlmasi ve antitilser ilaclarin klinik 6ncesi kullanimini degerlendirmek amaciyla

uygulanir (74).

2.2.6.7 Diger

Deneysel olarak gastrik iilserin indiikklenmesi amaciyla histamin, reserpin,
serotonin, metilen mavisi, dietilditiyokarbamat, ferr6z demir-askorbik asit ve asetik
asit-H. pylori ile indiiklenen modeller olmak iizere gesitli gastrik iilser modelleri

kullanilmaktadir (54)

2.3 Non-Steroid Anti-inflamatuar laclar (NSAII)

NSAIl'ler analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilere sahip olup en yaygin
kullanilan ilag¢ gruplarindan biridir. Romatoid artrit, osteoartrit, romatizmal ates,
tromboz, perikardit, Kawasaki hastaligi, gut, ankilozan spondilit, dismenore, duktus
arteriozus, juvenil artrit, psoriatik artrit, Reiter sendromu ve sistemik lupus eritematoz
dahil olmak iizere bir¢ok hastalik durumunun tedavisinde endikedir (7, 79). Diinya
capinda recete edilen ilaclarin %7,7’sini olusturur. NSAII kullanimu yasla birlikte artis
gosterip, kullanimin %90°1 65 yas iistii hastalarda goriiliir (80). NSAIli'ler secici
olmayan NSAIil'ler ve segici COX-2 inhibitdrleri olmak iizere genellikle iki gruba
ayrilir. Kapsamli arastirmalar ile secici olmayan NSAIll'lerin gastrointestinal sistem
icin yan etkileri gdsterilmistir ve bu etkilerini iyilestirmek amaciyla segici COX-2

inhibitorleri gelistirilmistir (81).

2.3.1 NSAII’lerin kimyasal yapisi ve siniflandirilmasi
NSAIl'ler zayif organik asit yapisinda, yapisal ve islevsel gesitlilige sahip bir ilag

sinifidir. NSAlllerin islevleri genellikle benzer olmasina ragmen cesitli siniflandirma

yontemleri bulunmaktadir. NSAIi'ler, temel olarak salisilik asit tiirevleri, aril ve
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heteroaril asetik asit tiirevleri, indol ve inden asetik asit tiirevleri, antranilik asit
tiirevleri ve enolik asit tiirevleri olarak kategorize edildigi kimyasal 6zelliklerine gore
siniflandirilir. NSAII’ler hedef olan COX enzimlerini inhibe etme segiciliklerine ve
kisa etkili (plazma yarilanma 6mrii 6 saatten az) ve uzun etkili (plazma yarilanma dmrii
10 saatten fazla) olmak iizere yari Omiirlerine gore de siniflandirilabilir (82).
NSAIl'lerin COX izoformlarini inhibe etme potansiyeline gre smiflandirilmas1 Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1. NSAil'lerin COX izoformlarin1 inhibe etme potansiyeline gore

siniflandirilmasi (83).

Kategori COX izoform Secicilik Ozelligi NSAil Ornekleri

Hem COX-1 hem de COX-2'yi gok az Aspirin, Ibuprofen, Diklofenak,

1. Kategorl secicilikle tamamen inhibe eden NSAIl'ler Ir}dom'etazm, Naproksen,
Piroksikam
7 Kat . COX-2'yi 5 ila 50 kat secicilikle inhibe Meloksikam, Selekoksib,
- hategort eden NSAIfl'ler Nimesulid, Etodolak
' COX-2'yi > 50 kat segicilikle inhibe eden .
3. Kategori NSAiiler NS-398, Rofecoxib
4. Kategori Her iki izoformun zayif inhibitorleri olan Sulfasalazin, Sodyum salisiklat,

NSAfl'ler Nabumeton, 5-Aminosalisilik asit

2.3.2 NSAii’lerin farmakokinetik izellikleri

NSAil'ler yagda ¢dziinmesi ve zayif asitler olmas1 nedeniyle kimyasal olarak
benzerlik gosterir (79). NSAIl’ler asidik bilesikler olup, plazma proteinlerine yiiksek
oranda baglanir ve karaciger tarafindan metabolize edilir. Plazma proteinleri ile
yiiksek baglanma nedeniyle dogrudan {iriner atilimi disiiktiir; klirens hepatik
metabolizma ile safra ve idrar atilimiyla inaktif metabolitler yolu ile gerceklestirilir
(82). Zayif asidik 6zelligi nedeniyle NSAII’lerin dokular aras1 dagilimi degisir. Bu
durum NSAIl’lerin inflamasyonlu eklem bélgelerinde etki gosterirken; mide ve
bobrekte yan etki gostermesini agiklar (84). Lipitte 1yi ¢oziinmeleri sebebiyle oral,
subkutan ve intramuskiiler olarak oldukca iyi biyoyararlanim gostermelerinin yani sira

kan-beyin bariyerini de asabilirler. Lipid ¢oziiniirliigiinlin iyi olmas1 merkezi sinir
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sistemine penetrasyon saglamasi ve dolayisiyla sinir sistemi ile ilgili yan etkileri
gorilmesini agiklar. Kimyasal oOzelliklerinin bir sonucu olarak, gastrointestinal
sistemden iyi emilirler (85). NSAII metabolizmasinin ¢ogundan mikrozomal enzimler
sorumludur. NSAIl'ler ayrica oksidatif déniisiimler yoluyla faz I metabolizmasinin
sitozolik hepatik enzimleri tarafindan metabolize edilir. Daha sonra iiridin 5’-
difosfoglukuronosiltransferazlar tarafindan glukuronidasyon ve sonugcta ortaya ¢ikan
glukuronidlerin ve reaktif metabolitlerin safra yoluyla atilmasini igeren faz II

konjugasyon reaksiyonlar1 gelir (82).

2.3.3 NSAID’lerin terapotik kullanimi

NSAIl'ler, romatoid artrit ve osteoartrit gibi romatolojik hastaliklarin tedavisinde
agr1 ve rahatsizlifin giderilmesi amaciyla kullanilir. Ankilozan spondilit, dismonere,
Kawasaki hastaligi, gut, sistemik lupus eritematozus, migren, juvenil artrit, psoriatik
artrit gibi durumlar i¢in de endikedir (7, 84). Bu hastaliklara ek olarak son etkileri
kesin olarak dogrulanmamis olsa da Alzheimer hastaligi (86) ve kolon kanserinin (87)

onlenmesinde potansiyel olarak faydali etkilere sahip olabilir.

2.3.4 NSAil’lerin genel etki mekanizmasi

NSAIl'lerin etki mekanizmas1 ilk olarak 1971'de Vane ve Piper tarafindan
NSAIlf'lerin arasidonik asidin COX enzimi aktif bdlgesine baglanmasimi dnleyerek
prostaglandin ve prostanoid biyosentezinin inhibe etmesi ile gosterilmistir (7).
1976’da COX-1 geni 9. kromozom iizerinde, 1991°de ise COX-2’nin 1. kromozom
tizerinde oldugu bulunarak COX’in her biri farkli bir gen tarafindan {iretilen iki
izoformda var oldugu kesfedilmistir (79, 85). Prostanoidler gastrointestinal
sitoproteksiyon ve iilserasyon, anjiyogenez ve kanser, hemostaz ve tromboz, renal
hemodinamik ve bdobrek hastalifinin ilerlemesi, ateroproteksiyon ve aterosklerozun
ilerlemesi gibi bir¢ok hiicresel yanitta ve patofizyolojik siirecte 6nemli roller oynayan

ikinci habercilerdir (88). Prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar biyolojik
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olarak aktif bir lipid ailesi olan prostanoidleri olusturur. Prostanoid ii¢ adimda
sentezlenir. Ilk adimda, cesitli uyaranlara yanit olarak membran fosfolipidlerinden
fosfolipaz A etkisiyle hiicre zarlarina gdmiilii doymamis 20 karbonlu bir yag asidi
olan arasidonik asit salinir. Ikinci adim ise arasidonik asitin COX enzimi ile
prostoglandin G2 (PGGz)’ye okside edilmesi ve ardindan PGG2’nin prostoglandin H»
(PGH2)’ye peroksitlestirilmesinden olusur. COX-1 ve COX-2 iki temel COX
izoenzimleri aragidonik asitten prostaglandin G, doniistimiinii saglar. Son adim olarak
PGH> dokuya 0zgii prostaglandin sentaz enzimleri tarafindan prostoglandin E2
(PGE2), prostoglandin F2 (PGF2), prostoglandin D2 (PGD?2), prostoglandin 12 (PGI2)
ve tromboksan A2 (TXA2) olmak iizere bes ana prostanoide doniistiiriiliir. Bu
biyoaktif lipidler bagisiklik, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, renovaskiiler,

pulmoner, merkezi sinir sistemi ve tireme fonksiyonlarin etkiler (89, 90).

Prostaglandin sentezindeki anahtar enzim COX-1 ve COX-2 olarak {izere iki ana
COX izoformu bulunan COX’dir. Bircok dokuda ekspre edilen yapisal olarak
tanimlanan COX-1, mide mukozal biitiinliiglinlin korunmasi, vaskiiler homeostaz,
normal bobrek fonksiyonunun siirdiiriilmesi ve trombosit agregasyonu diizenlenmesi
gibi temel fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir rol oynayan prostanoidlerin iiretimi
icin islev goriir (7). COX-1, trombositlerde eksprese edilen tek izoformdur (79). Hem
beyin, omurilik ve bobrek gibi dokularda yapisal olarak hem de inflamatuvar
uyaranlara yanit olarak ifade edilebilen COX-2 ise indiiklenebilir olarak tanimlanir ve
inflamasyon, agr1 ve atesi indiikleyen prostoglandinlerin iiretimi igin islev gortir.
Ayrica hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve mukozal biitiinliigiin saglanmasinda rol
oynar (89). COX-2 ekspresyonu, bazal kosullar altinda olduk¢a sinirlidir, ancak
interferon, TNF-a, hormonlar, biiylime faktorleri ve hipoksi gibi sitokinlere yanit
olarak artar (79). NSAIil'lerin hem terapdtik hem de yan etkileri, COX enziminin
inhibisyonu ve bunun sonucunda prostaglandinve ilgili bilesiklerin olusumunun bloke
edilmesinden kaynaklanir. COX-1 enziminin inhibisyonu hiicre biitlinliigiinde
bozulma ile sonug¢lanirken, COX-2 enziminin inhibisyonu arasidonik asidin
NSAII’lerin antiinflamatuvar etkilerini ortaya ¢ikaran prostoglandinlere doniisiimiinii

engeller (7). NSAIl’lerin genel etki mekanizmas: Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. NSAIl’lerin genel etki mekanizmasi (89).

2.3.5 NSAII kaynakh iilser olujumunda etkili mekanizmalar

NSAIl'lerin gastrointestinal hasara neden oldugu mekanizmalar lokal mukozal
hasara neden olan topikal etkiler ve COX-1 ve COX-2’nin inhibisyonu yoluyla
prostaglandin sentezinin bloke edilmesi sonucu sistemik etkiler olarak kategorize
edilir (39, 91). NSAIlil’erin iilser patogenezinde rol oynayan mekanizmalar1 Sekil 3’te

verilmistir.
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Sekil 3. NSAil'lerin gastrik iilsere neden oldugu topikal ve sistemik etkileri (92).

NSAIl'lerin neden oldugu topikal hasarin ¢ogu gastrointestinal mukozada epitel
hasaria neden olan zayif asidik ozellikleriyle ilgilidir. NSAIl’ler mide mukozasi
asidik bir ortam oldugu i¢in kolayca iyonize olur, mide mukozal hiicrelerine giris
saglayip iyonize hale gelerek lipidde daha az ¢o6ziiniir hale gelir ve mide epitel
hiicrelerini terk edemez. Bu durum kimyasal sera etkisi nedeniyle mukozal hidrofobik
yapinin azalmasina bagli olarak mukozal hasarlara yol acar. Membran hidrofobisitesi,
akigkanligi, kalinligr tizerinde degisikliklere neden olarak membran gegirgenligi
artirr. Boylece asit difiizyonu sonucu apoptoz ve nekroz ile hiicre 6liimiine ve mide
iilserlerinin gelismesine yol agar. NSAIl'ler tarafindan COX-1'in inhibisyonu, mide
dokusunu hasarlanmaya duyarli hale getirir. Trombosit COX-1'in inhibisyonu kanama
egiliminin artmasina neden olan tromboksan {iretiminin azalmasma yol acar ve
NSAIli'nin kanama komplikasyonlarina neden olma egilimini belirleyen ana faktordiir.
Ayrica NSAll'ler tarafindan COX-2'in inhibisyonu ise hiicre proliferasyonu, mukozal

biitlinliigiin restorasyonu saglanmasinda ve iilser iyilesmesinde gecikmeye yol agar.
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Biiyiime faktorleriiilser bolgelerinde anjiyogenezi, graniilasyon dokusu olusumunu ve
yeniden epitelizasyonu uyararak gastrik koruma ve iilserlerin iyilesmesine katkida
bulunma amaciyla yukari regiile edilir. NSAli'ler, PGE: aracili biiyiime faktorii
tiretimini baskilayarak gastrik mukozanin onarimini geciktirir. Mukozal kan akisi
mukozal tabakanin korunmasinda koruyucu etki gdsterir. Mukozaya asit difiizyonu,
asit artisinin tamponlanmasini saglayan yeterli kan akimi varhiginda tolere edilir.
Uygun vazodilatasyon saglanamazsa doku asit ve pepsin hasarina daha duyarl hale
gelir. NSAIll'ler gastrointestinalmukozal vazodilatér islev goren ve mide asidi
tretiminden sonra mukozal kan akisini artisinda rol oynayan PGE ve PGI
biyosentezini inhibe eder. NSAil’ler COX-1 inhibisyonu yoluyla gastrik
hipermotiliteye aracilik eder. Doku hipoksisi, ndtrofil endotel etkilesimi ve azalmis
mukozal direncin aracilik ettigi mikrovaskiiler hasarla sonuglanan kasilmalar
nedeniyle mukozaya kan akisi gecgici olarak kisitlanir. Artan gastrik hipermotilite
mukozal gecirgenlikte artisa ve gastrik lezyonlara yol agar. NSAII kaynakli mukozal
hasarin patogenezinde notrofil adhezyon molekiilleri anahtar bir rol oynar. Hem segici
COX-2 inhibitdrleri hem de geleneksel NSAIli'ler vaskiiler endotelyumda 16kosit
adhezyonuna neden olur. Nitrik oksit ve hidrojen siilfiir antiapoptotik ve antinekrotik
ozelliklere sahiptir ve prostaglandinlerle bir¢ok biyolojik etkiyi paylagarak gastrik
mukozal biitiinliigiin korunmasinda 6nemli rol oynar. NSAii'lerin bu aracilarin
sentezinin inhibisyonu yoluyla mide hasarina katkida bulunur. NSAIi'ler, 1s1 soku
proteini 72, glukoz regiile protein 78 dahil olmak {izere cesitli stres proteinlerini yukari
regiile eder. Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan poliaminlerin yiiksek
seviyelerin hizl1 gogalmaya, diisiik seviyeleri ise apoptozu yol agar. NSAII’lerin hiicre
ici poliamin azaltic1 etkisi epitel hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonunu igeren yol ile
hiicresel hasara katkida bulunur. Hiicre dis1 matriksin diizenlenmesi matriks
metalloproteinazlar (MMP'ler) tarafindan kontrol edilir ve {ilserin gelismesinde,
iyilesmesinde onemli bir rol oynar. MMP'ler, ¢inkoya bagimli endopeptidazlar olup
gastrik epitel hiicrelerinde, makrofajlarda ve nétrofillerde bulunur. MMP-2 bir¢ok
hiicre tipi tarafindan yapisal olarak eksprese edilir ve gastrik hiicre dis1 matrisin
fizyolojik dongiisiine katilirken; MMP-9 ekspresyonu sitokinler, biiyiime faktorleri,
hormonlar tarafindan indiiklenir ve {lilser gelisiminin erken evresinde Onemlidir.

Indometazin dahil olmak iizere NSAIi'ler, mide iilserinde MMP-9'u artirirken MMP-
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2 aktivitesini azaltir ve iilser siddet indeksine paralel olarak MMP-9MMP-2 orani artar
(39, 92, 93).

2.3.6 NSAIlI’lerin gastrointestinal sistem yan etkileri

NSAII terapotik amagh kullamlmasina ragmen COX aktivitesi sonucunda
prostanoidlerin inhibisyonuna bagli olarak gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler
sistem, solunum sistemi, santral sinir sistemi, dermatolojik, karaciger, renal, eklem

kikirdag lizerinde ¢ok sayida ciddi yan etkiyle sahiptir (82).

NSAIl’ler, 6zofagustan rektuma kadar tiim sindirim sistemi iizerinde yan etkilere
sahiptir (40). NSAII’lerin gastrointestinal yan etkileri siklig1 ve ciddiyeti nedeniyle en
onemli yan etkidir (39). NSAil’ler, endojen eikosanoidlerde azalma, dogrudan zarar
verici ve toksik etkiler gosterme, mukus, HCO 5 bariyerinde bozulma ve mukozal
gecirgenlikte artma, mide mukozal kan akisinda azalma, epitel hiicrelerinin eski haline
donmesinde gecikme, yiizey aktif fosfolipidlerde bozulma, I6kosit-endotel
etkilesimlerinde artma, gastrointestinal motilitede degisme mekanizmalar1 yoluyla
gastrointestinal hasarlara neden olur (93). NSAII kullanan bireylerin %40'mdan
fazlasinda dispepsi, siskinlik, epigastrik rahatsizlik veya mide eksimesi gibi
gastrointestinal semptomlar goriiliir. Bu semptomlara ek olarak kanama, perforasyon
ve obstrilkksiyon gibi {iilser komplikasyonlar1 da 6nemli morbidite ve mortalite

nedenlerindendir (40, 94).

NSAII ile iligkili gastrointestinal komplikasyonlar1 igin hastayla iligkili risk
faktorleri arasinda yasin 60’tan biiylik olmasi, gastrointestinal kanama veya iilser
hastaligi Oykiisii, eszamanli kortikosteroid kullanimi, eszamanli antikoagiilan
kullanimi, kronik hastalik ve H. pylori enfeksiyonu yer alir. NSAII ile iliskili risk
faktorleri ise goklu NSAII kullanimu (diisiik doz aspirin dahil), yiiksek dozlarda NSAII
kullanim1 ve NSAII secimidir. NSAll'lerin neden oldugu gastrointestinal yan etki,
NSAIil’lerin yer aldig1 kimyasal smif, doz, salim formiilasyonu ve yar1 dmre bagl

olarak degisir. Yiiksek doz NSAII kullanicilariin gastrointestinal yan etki gelistirme
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riski daha yiiksek iken ibuprofen ve aseklofenakin diisiik bir riske sahiptir. Genel
olarak, daha uzun yar1 dmre sahip NSAIil'ler gastrointestinal hasar riskinde artis ile
iliskilidir (40). NSAIl’lerin gastrointestinal yan etki olusmada goreceli riski Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 2. NSAIl’lerin gastrointestinal yan etkiler i¢in gdreceli riski (95).

NSAII RR (%95 Giiven Aralig)
Naproksen 4.10(3.22-5.23)
Ibuprofen 1.84 (1.54 - 2.00)
Diklofenak 3.34(2.79 - 3.99)
Indometazin 4.14 (2.91 - 5.90)
Selekoksib 1.45(1.17 - 1.81)
Rofekoksib 2.32(1.89 - 2.86)

Secici olmayan NSAil'ler yalmzca COX-2'yi degil, aym zamanda mukozanin
biitlinliigiiniin korunmasinda ve sitoproteksiyonun saglanmasinda rol oynayan COX-
1'1 de inhibe ettikleri i¢in daha biiyiik bir yan etkiye yol acar. COX-1 inhibisyonu
yoluyla gastrointestinal hasarlara neden oldugu icin yan etkilerinin azaltilmasi
amactyla COX-2'ye ozgii NSAIll'lerin gelistirilmistir. Randomize kontrollii
calismalardan elde edilen veriler geleneksel segici olmayan NSAli'lere kiyasla COX-
2 inhibitdrlerinin gastroduodenal {ilserler ve tilser komplikasyonlar1 ile ilgili olarak

daha olumlu sonuglar gostermistir (91)

2.4 indometazin

Indometazin (C19HsC11N1O4) suda ¢dziinmeyen, alkolde az miktarda ¢dziinen
metilli bir indol asetik asit tiirevi NSAII’dir. Antipiretik, antitrombotik ve analjezik
etkilere sahip olup, ankilozan spondilit, osteoartrit, romatoid artrit, gut artriti, bursit,
tendinit, sinoviti iceren hastaliklarn tedavisinde kullanilir. Indometazin
gastrointestinal sistemden hizla emilir ve %100 biyoyararlanima sahiptir. Oral

uygulamay1 takiben, aglik durumunda bir buguk saatte doruk plazma
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konsantrasyonuna ulasir. Zayif bir organik asit olmasi nedeniyle plazma proteinlerine
%90 oraninda baglanir. Indometazin karacigerde glukuronik asit ile konjugasyon

yoluyla metabolize edilir ve idrar, safra yolu ile viicuttan atilir (96)

Secici olmayan bir COX inhibitorii olan indometazinin en yaygin yan etkisi mide
iilseri gibi gastrointestinal sistem hasaridir (97). indometazin, esas olarak COX-1 ve
COX-2 olmak {izere iki izoenzim olan COX inhibisyonuna neden olur (98).
Indometazin ile indiiklenen mide iilserinin patogenezinde prostoglandin iiretiminin
inhibisyonu sonucu HCOs3 ve mukus gibi koruyucu faktorlerin inhibisyonu, ROS
iretimi, inflamatuvar ve apoptotik biyobelirteclerin iiretiminde artis, lipid
peroksidasyonu, gastrik hipermotilitenin indiiklenmesine bagli mikrovaskiiler
bozukluklar ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu igeren onemli mekanizmalar yer
alir. Indometazin ile indiiklenen mide iilseri patofizyolojik mekanizmalarin ve
farmakolojik miidahalelerin incelenmesi i¢in siklikla kullanilan deneysel bir modeldir

(55, 99, 100).

2.5 Oksidatif Stres, Antioksidan Savunma Sistemleri ve Gastrik Ulser iliskisi

Oksijen molekiilii (O2) aerobik organizmalar i¢in gerekli olmasinin yani sira
mitokondriyal solunum kompleksleri yoluyla suya indirgenerek ATP iiretimini saglar.
Bunun yaninda yiiksek oranda reaktiftir ve hiicresel metabolizmanin yan firiinleri
olarak stirekli olarak iiretilir. Bu tirlinler ROS olarak adlandirilir ve siiperoksit radikali
(O27), hidroksil radikalleri (‘OH"), lipid hidroperoksitler gibi radikal bilesikleri ve
singlet oksijen (10,), hidrojen peroksit (H>02), hipokloréz asit (HOCI) ve ozon (O3)
dahil olmak tizere reaktif radikal olmayan bilesikleri igerir. Bu serbest radikaller, dis
elektron yoriingesindeki eslenmemis elektronlar1 igermesi nedeniyle kararsizdir ve
hiicrelerin i¢indeki proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler iizerinde
degisikliklere yol acar ve boylece hiicresel hasara neden olur. Viicutta ROS olusumuna
mitokondriyal elektron tasinmasi, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidaz, ksantin oksidaz (XO), nitrik oksit sentaz, lipooksigenazlar, COX ve MPO

enzimlerini iceren kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler olarak endojen; sigara,
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radyasyon, kemoterapétik ajanlar, besinler, alkol, aspirin ve ibuprofen ve naproksen
gibi NSAIl’ler, arsenik, civa, krom kodmiyum gibi agir metaller, pestisitler ve ¢evre

kirliligini igeren eksojen faktorler yol acar (101).

Hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, yaslanma ve apoptoz gibi ¢esitli fizyolojik
stirecler iizerinde etkilere sahip olan ROS’un antioksidan sistemlerle iligkili olarak
asir1 Uretimi viicut homeostazinin bozulmasina yol agar ve oksidatif stres olarak
tanimlanir. Serbest radikaller siirekli olarak tretilse de, viicut hem SOD, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-rediiktaz, CAT’1 i¢eren endojen enzimatik antioksidanlar; GSH,
tioredoksin, melatonini igeren endojen non-enzimatik antioksidanlar, hem de C
vitamini, E vitamini, karotenoidler, ¢inko, bakir, manganez, demir ve selenyum gibi
mineraller, polifenolleri iceren eksojen antioksidanlardan olusan ve topluca
antioksidan savunma sistemi olarak adlandirilan antioksidanlarin yardimiyla ROS'un
zararli etkilerine karst savunur. Antioksidanlar serbest radikalleri sistemden
uzaklastirir ve kendileri oksitlenerek oksidasyonu engellerler. Oksidatif stres, mide
iilseri patogenezinde Onemli bir rol oynar. Hipoksantin/XOve NADPH oksidaz
sistemleri gastrointestinal kanalda ROS olusturan ana enzimatik reaksiyonlardir. Mide
mukozasi, ¢cok sayida fagositik hiicre icermesi nedeniyle yiiksek miktarda O»
tiretebilen yiiksek hipoksantin konsantrasyonlarina sahiptir (102). ROS kaynakli
olugan oksidatif hasar ve mide mukozasinda azalan anjiyogenez, hiicre
proliferasyonunun durmasma ve iilserasyona neden olur. ROS aracili lipid
peroksidasyonunda artis ve antioksidanlarda azalma mide ilseri patogenezinde rol
oynar. Mide mukozasi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunmalara sahip
olmasina ragmen, oksidatif stresin patojenik bir faktor haline gelmesi gastrik mukoza
hasari1 ile sonuglanir. ROS nedeniyle degisen hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
arastirilmasi oksidatif stresin aracilik ettigi mide tlseri tedavilerinin gelistirilmesinde
kritik 6neme sahiptir (101, 103). PPI’lerin anti iilser ve mide koruyucu etkileri,
oksidatif doku hasar1 ve nétrofil infiltrasyonunun Onlenmesi mekanizmalari ile
iliskilidir. Bu durum ilaglarin antiiilser aktivitesi ile ROS’un azalmasmin ve

antioksidan aktivite ile antililser etkisi arasindaki iliskinin 6nemini gosterir (104)
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2.6 Inflamasyon ve Gastrik Ulser Iliskisi

Inflamasyon, immiin hiicrelerden TNF-a, IL-1Bve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin fazla miktarda salgilanmasi yoluyla doku hasarna karsi karmasik bir
yanittir. Mide iilseripatogenezinde, proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasi ve NF-
kB sinyal yolunun aktivasyonu kritik bir role sahiptir (105). Gastrik iilser, serbest
radikallerin olusumuna ek olarak, iilser bolgesinde makrofajlarin ve lokositlerin
migrasyonu ve adhezyonunda artis ile karakterizedir. Go¢ eden makrofajlar, NF-xB
transkripsiyonel regiilasyon yoluyla TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuvar mediatdrleri
salgilar ve boylece gastrik inflamasyonlu bolgelerde 16kosit miktarmi ve gogiinii
yukar1 dogru diizenler (106). NF-kB, bagisiklik yanitlarinin faktorii olarak kabul
edilen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal fizyolojik kosullarda, NF-kB,
sitoplazmada inhibitor protein kB'nin baglanmasi yoluyla inaktif durumda kalir. ROS
ve inflamatuvar sitokinler gibi farkl: tetikleyiciler tarafindan indiiklenmesi tizerine kB
proteini fosforile olur ve bozulur. Serbest NF-kB c¢ekirdege yer degistirir ve
proinflamatuvar mediyatorlerin transkripsiyonel aktivasyonunu tetikler. Boylece mide
dokusuna zarar verebilecek proinflamatuvar mediatorlerin birikmesine neden olur

(105).

2.7 Ferulik Asit

2.7.1 Ferulik asitin kimyasal yapisi

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) ilk kez 1866 yilinda
kimyager Hlasiwetz Barth tarafindan Ferula foetida'dan izole edilmis ve 1925 yilinda
ise kimyasal olarak sentezlenmistir. FA, sinnamik asidin fenolik tlirevi olup cis ve
trans yapilarina sahiptir. FA, oda sicakliginda suda ¢6ziinmez ancak sicak su, etil
asetat, etanol ve etil eterde ¢oziiniir (13, 107, 108). Ferulik asidin kimyasal yapis1 Sekil

4’te verilmistir.
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Sekil 4. Ferulik asitin kimyasal yapis1 (108).

2.7.2 Ferulik asitin dogal kaynaklan

FA, hem serbest formda hem de bitkilerin hiicre duvarinda polissakaritler,
glikoproteinler, poliaminler, lignin ve hidroksi yag asitleri ile kovalent olarak konjuge
halde bulunur (109). FA’nin dogal kaynaklar1 arasinda piring, bugday, yulaf,
meyveler, fasulye, kahve tohumlari, enginar, fistik ve findik yer alirken; Angelica
sinensis, Cimicifuga racemosa ve Ligusticum chuangxiong gibi Cin bitkilerinin de bir
bilesenidir (110). Besinlerde ve Cin bitkilerinde bulunan FA miktarlar1 Tablo 3’te

verilmigtir.

Tablo 3. Bazi besinlerde ve Cin bitkilerinde bulunan FA miktarlar1 (13, 110).

FA (mg/100 g)
Beyaz ekmek 8.2
Makarna 12
Tahil kepegi 1351-3300
Domates 6
Patlican 7.3-35
Brokoli 4.1
Greyfurt 11
Portakal 9,5
Muz 5,4
Kahve 9.1-14.3
Angelica sinensis 20-175
cimicifuga foetida 25
Ligusticum chuanxiong 106
Kirmizi pancar 25
Soya fasiilyesi 12
Fistik 8.7
Ispanak 7.4
Kirmizi lahana 6.3-6.5
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Tablo 3. Bazi besinlerde ve Cin bitkilerinde bulunan FA miktarlar1 (13, 110) (devam)

FA (mg/100 g)
Turp 4.6
Havug 1.2-2.8
Taze Yesil fasulye 1.2
Avokado 1.1
Misir 313
Tam tahilli gavdar ekmegi 54
Tam tahilli yulaf gevregi 25-52
Kahverengi piring 24

2.7.3 FA'nmin farmakokinetik izellikleri

FA, oral yol ile verildiginde mide mukozasindan hizlica emilir ve mide asidi
tarafindan degisiklige ugramadan ince bagirsaga gecer. Kolonda yaklasik %90
oraninda pasif difiizyon ve ¢ok az miktarda monokarboksilik asit tasiyic1 yoluyla aktif
tagima ile emilir. Serum albiimin, FA'nin baslica tasiyici proteinidir. Sigan midesinde
FA inkiibasyonundan 30 dakika sonra FA’nin %70’nin emilmesi ve gastrik mukoza,
kan, safra ve idrarda bulunmasi FA'nin gastrik absorpsiyonunun hizli oldugunu
gostermektedir. Ayrica uygulanan FA'nin sadece % 0.5-0.8'1 fecesle atilmasi FA i¢in
cok verimli bir absorpsiyon orani oldugunu gostermistir. Sodyum ferulatin oral yoldan
verilmesinden 10 dakika sonra insan plazmasinda serbest FA'nin saptandigi rapor
edilmistir, bu da serbest FA'nin insanlarda hizlica emildigini gosterir. Serbest FA'nin
plazma konsantrasyonlar1 oral uygulamadan 24 dakika sonra maksimum seviyelere
ulagsmaktadir (109, 110). Oral yoldan verilen FA'"nin mide mukozasinda %4, kanda
%10 ve karaciger ve bobrek dahil olmak iizere diger dokularda ise %53'liniin

bulundugu bildirilmistir (111).

Bitkilerde FA olusumu, aromatik amino asitlerden L-fenilalanin ve L-tirozin ile
baslayan sikimat yolunun metabolik yolu yoluyla gerceklesir. Fenilalanin ve tirozin,
sirastyla fenilalanin amonyak liyaz ve tirozin amonyak liyaz yardimiyla sinnamik ve
p-kumarik aside doniistiiriiliir. Hidroksilasyon ve metilasyon reaksiyonu ile p-kumarik
asit FA'ya doniistiiriiliir. FA metabolizmasinin ana yolu glukuronik asit ve/veya siilfat

ile konjugasyon reaksiyonudur. FA konjugasyonu esas olarak karacigerde
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stilfotransferazlar ve iiridin difosfat glukuronosil transferazlarin aktiviteleri yoluyla
gergeklesirken, kiiclik miktarda da bagirsak mukozasinda ve bobrekte gerceklesir.
Plazmada modifiye edilmemis FA'nin yalnizca diisiik bir ylizdesi (~%9-20)
bulunurken, en ¢ok miktarda bulunan FA metabolitleri glukuronid (~%3-20) ve
sulfoglukuronid (~%60-90)’dir. Hem FA hem de metabolitleri serbest FA ve
glukuronik konjugatlari olarak idrar yoluyla bobreklerden atilir. FA'nin yar1 émri, doz
ve uygulama yoluna bagl olarak sicanlarda 10 ila 30 dakika arasinda degisir. FA'nin
diistik toksisiteye sahip olmasi yar1 dmriiniin kisa olmasindan kaynaklanir (13, 109).

Sicanda ve insanda FA’nin ana farmakokinetik parametreleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Sicanda ve insanda FA nin ana farmakokinetik parametreleri (110).

FA’ninFarmakokinetik Parametreleri

Plazma
Biyoyararlamm  Plazma doruk Plazma doruk Yarillanma
(%) proteinine konsantrasyonuna konsantrasyonu Omrii Metabolizma Atim
baglanma ulagma siiresi (UM) (dakika)
(dakika)
Karaciger
Yaklagik 25 [glukuronid
0, - .
Sican 9-20 5-15 (70 mg/kg dozunda 30 .,(43 20) Ye  idrar
FA'dan sonra) stilfoglukuronid
(%60-90)
tiirevleri]
2.3 Karaciger
) (4,3 umol/k (glukuronid, )
fnsan  Yaklagik 20 %70 24 dom 42 siilfoglukuronid  idrar
sonra) veglisin
tiirevleri)

2.7.4 Ferulik asitin genel etkileri

1987 yilinda piring yagindan ekstrakte edilen FA esterlerinin antioksidan
ozelliklerinin kesfedilmesi ile birlikte bircok biyolojik kullanimi1 dikkat ¢gekmistir. FA,
antioksidan, antiinflamatuvar, antialerjik, hepatoprotektif, kardiyoprotektif,
noroprotektif, antikanserojenik (akciger, meme, kolon ve cilt kanseri), antimikrobiyal,
antiviral, vazodilator, antitrombotik, antidiyabetik dahil olmak iizere genis spektrumlu
etkilere sahiptir. Ayrica cilt bakim formiilasyonlarinda fotokoruyucu bir bilesen ve
gida endiistrisinde lipid peroksidasyonunu 6nlemek i¢in bir gida katki maddesi olarak

yaygin olarak kullanilmaktadir (13, 15, 112, 113).
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2.7.5 Ferulik asitin antioksidan etki mekanizmasi

FA’nin antioksidan o6zellikleri ilk olarak Japon arastirmacilar tarafindan piring
yagindan ekstrakte edilen FA ile kesfedilmistir (114). Fenolik ¢ekirdek ve karboksilik
yan zincire sahip, rezonans stabilize bir fenoksi radikali olan FA’nin antioksidan etki
mekanizmasi, dogrudan kimyasal yapisi ile ilgilidir (15). FA'nin benzen halkasi
tizerindeki 4-hidroksil grubu ve 3-metoksi gruplari serbest radikallerin dogrudan
temizlenmesi ve serbest radikalleri temizlemekten sorumlu olan antioksidan enzim
aktivitesini ve fonksiyonunun artirilmasinda rol oynayan yapisal kisimlardir (107,
110). Doymamis C-C ¢ift bagina bitisik terminal karboksil grubu FA'min lipid
tabakasina baglanmasinda rol oynayarak lipid peroksidasyonuna kars1 koruma saglar
(115). Bir serbest radikale karsi reaksiyona girerken, FA'nin hidrojen atomu kolayca
radikale transfer edilir ve oldukg¢a kararli bir fenoksi radikali olusur (17). FA serbest
radikallerin olusumunun inhibisyonu, serbest radikallerin temizlenmesi, demir ve
bakir gibi metal iyonlarinin selatlanmasi ve lipid peroksidasyonunun énlenmesinde rol
oynar. Sadece bir serbest radikal siipliriicii degil, ayn1 zamanda serbest radikal
olusumunu katalize eden enzimleri inhibe etmeyetenegine sahip bir antioksidandir
(15). Son yillarda yapilan calismalar, ferulik asidin oksidatif serbest radikalleri
temizleyerek, ROS olusumunu engelleyerek ve ¢esitli sinyal yolaklarina katilarak

antioksidan roliinti gostermistir (108).

2.7.6 Ferulik asitin antiinflamatuvar etki mekanizmasi

FA, inflamasyonda merkezi bir rol oynayan immiin hiicreleri ve makrofajlari
uyararak ROS, proinflamatuvar sitokinler ve inflamatuar mediatorlerin
diizenlenmesinde rol alir (112). FA, IL-6, IL-1B, TNF-o gibi proinflamatuvar
sitokinleri azaltarak, antiinflamatuvar sitokinlerin, belirli genlerin ekspresyonunu ve
hiicre sinyal yollarim1 modiile eden bazi antioksidan molekiilleri artirarak cesitli
patofizyolojik durumlarda bir antiinflamatuar ajan olarak rol oynar (17). Birgok
calismada, FA'nin endometrit, akut respiratuvar distres sendromu, Alzheimer hastaligi,

karaciger ve bobrek islev bozuklugu gibi ¢esitli hastaliklarda giiclii bir
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antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir. FA’nin antiinflamatuvar etkisi
cesitli molekiiler yolaklar yoluyla ilgili inflamatuvar faktorlerin salgilanmasini ve

ekspresyonunu inhibe etmesi ile gerceklesir (108).

Bu bilgiler 1s518inda FA’nin daha 6nce indometazin ile indiiklenen gastrik {ilser
modelinde etkisinin arastirllmamis olmasi ve bu modele eslik eden inflamasyon ve
oksidatif stres {lizerinde iyilestirici etkisinin degerlendirilmemis olmasi nedeniyle bu
calismada FA’ nin indometazin ile indiiklenen gastrik {ilser modelinde inflamasyon ve

oksidatif stres iizerinde roliiniin arastirilmas1 amag¢lanmaktadir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlan

Bu calisma i¢in Acibadem Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
HADYEK-2020-26 sayili etik kurul izni alind1 ve ¢alisma Acibadem Mehmet Ali
Aydinlar Universitesi Deney Hayvanlar: Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (ACU-
DEHAM) gergeklestirildi (EK-1). ACU DEHAM da yetistirilen 6-8 haftalik, 200-250
g agirhginda, 40 adet Sprague-Dawley tiirii erkek sican kullanildi. Orneklem
biiyiikliigli; G Power 3.1 programi ile 0.95 gii¢c icin, alpha 0.05 olarak kabul
edildiginde grup basina 8, toplam 40 sigan olacak sekilde belirlendi. Deneyden 6nce
siganlar bir haftalik adaptasyon siireci geg¢irdi. Sicanlar oda sicakliginda, 12 saat
aydinlik/karanlik dongiistinde dorderli olarak kafeslerde rahat hareket edebilecekleri
sekilde tutuldu. Sicanlara su ve yem (standart pellet formdaki ticari yem) ad libidum
olarak verildi. Deney baslangicindan sonuna kadarki siire boyunca ACU-DEHAM
laboratuvarinda havalandirma ile diger temizlik kurallarina dikkat edilerek ve
laboratuvar hayvanlar1 bakim kilavuzlarina uygun olarak bakim yapildi. Deneye
baslamadan 6nce hayvanlarin agirliklart dlciildii ve grup dagilimlart rastgele olarak
agirliklan birbirine yakin olacak sekilde 5 esit gruba ayrilarak saglandi. Adaptasyon

fazindan sonra su ulagimina sinirlama getirilmeden 24 saatlik gece agligi saglandi.

3.2 Deney Gruplar

Hayvanlar asagidaki sekilde randomize olarak gruplara ayrildi.
I.Kontrol grubu: (n=8) Bu gruba 24 saat aglig1 takiben %5 sodyum bikarbonat
(NaHCO:3) (0.1 mL/) subkutan yolla uygulandi, 15 dakika sonra bir kez Tween 80 (1

mL) intragastrik yol ile verildi.

II. Gastrik Ulser Grubu (n=8): Bu gruba gastrik iilser olusumu i¢in 24 saat aclig1
takiben %5 sodyum bikarbonat (NaHCO3) icinde ¢oziinen indometazin (25 mg/kg)
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(116) subkutan yolla uygulandi. Indometazin uygulandiktan 15 dakika sonra bir kez
Tween 80 (1 mL) intragastrik yol ile verildi.

1. Gastrik Ulser + FA 100 mg/kg Grubu (GU+FA100): (n=8) Bu gruba
gastrik iilser olusumu i¢in 24 saat agligi takiben %5 NaHCOs iginde c¢oziinen
indometazin (25 mg/kg) subkutan yolla uygulandi. Indometazin uygulandiktan 15
dakika sonra bir kez Tween 80 (1 mL) icinde 100 mg/kg FA siispansiyon seklinde

intragastrik yol ile verildi.

IV. Gastrik Ulser + FA 250 mg/kg Grubu (GU+FA250): (n=8) Bu gruba
gastrik ilser olusumu i¢in 24 saat agligl takiben %5 NaHCOj; i¢inde ¢6ziinen
indometazin (25 mg/kg) subkutan yolla uygulandi. Indometazin uygulandiktan 15
dakika sonra Tween 80 (1 mL) i¢cinde 250 mg/kg FA (117) siispansiyon seklinde

intragastrik yol ile verildi.

V. Gastrik Ulser + FA500 mg/kg Grubu (GU+FA500): (n=8) Bu gruba gastrik
tilser olusumu i¢in 24 saat acligi takiben %5 NaHCO3 i¢inde ¢6ziinen indometazin (25
mg/kg) subkutan yolla uygulandi. indometazin uygulandiktan 15 dakika sonra Tween
80 (1 mL) i¢inde 500 mg/kg FA siispansiyon seklinde intragastrik yol ile verildi.

3.3 Deney Protokolii

Bir haftalik adaptasyon fazindan sonra deney Oncesi siganlar su ulagimina
sinirlama  getirilmeden midenin tamamen bosaltilmasi ve kaprofajinin Onlenmesi
amaciyla 1zgara tel yerlestirilmis kafeslerde 24 saatlik gece agligina birakildi.
Indometazin (Cayman Chemical, CAS No:53-86-1) %5 NaHCOs ¢ozeltisi icerinde
coziilerek stok c¢ozelti hazirlandi. Stok ¢oziilmiis haldeki indometazinin sican
agirhigina gore verilecek miktart hesaplandi. Kontrol grubu disinda tiim siganlara
gastrik iilser olusumu icin 24 saat aclhigi takiben 25 mg/kg indometazin subkutan yolla
uygulandi. Kontrol grubu si¢anlarina ise ayni hacimde %5 NaHCOj3 subkutan yol ile

uygulandi. Siganlara indometazin uygulanmasindan sonra 15 dakika beklendi ve bir
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kez ilag ya da ¢0ziicii intragastrik olarak verildi. FA’nin gastrik {ilser iizerindeki roliinii
ve etkin dozunu belirlemek amaciyla {i¢ grup olusturularak siganlara 100 mg/kg, 250
mg/kg ve 500 mg/kg dozlarindaki FA (4-Hydroxy-3-methoxycinnamic acid) (Acros
Organics, CAS No: 1135-24-6) bir kez gavaj yolu ile verildi. Kontrol ve iilser grubuna
ise indometazin uygulamasindan 15 dakika sonra bir kez Tween 80 (Merck, CAS No:
9005-65-6) intragastrik yol ile verildi. Indometazin (25 mg/kg) ve FA (250 mg/kg)
dozlar1 Onceki caligmalara gore belirlendi (116, 117). Siganlar, indometazin
uygulamasindan 4 saat sonra isofloran anestezisi altinda egzanguinasyon ile Gtanazi
edildi. Orta hat kesisini takiben sicanlarin mide dokular1 makroskobik degerlendirme
icin disseke edildi. Mide doku 6rnekleri %0,9°luk fizyolojik tuzlu su ile yikandiktan
sonra mukozadaki hemorajik lezyonlar makroskopik analiz i¢in milimetrik cetvel
kullanilarak 6lgiildii. Toplanan mide dokular1 histopatolojik inceleme i¢in %10’luk
formaldehit ¢ozeltisinde (Sigma-Aldrich), biyokimyasal analizler ve ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) Olglimleri i¢in -80°C buzdolabinda saklandi.

Uygulanan deney protokolii Resim 1°de ayrintili olarak gosterilmistir.

Ferulik asit
,6.\
indometazin
| ] ]
&,
Aligma Periyodu
. 24 saatlik achk J
0-7 giin »,
< > <« » +—> +——>
9. 7 24 saat 15 dakika 4 saat
(giin) (giin)

Resim 1. Deney protokolii.
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3.4 Mide Doku Hasarinin Makroskopik Olarak Degerlendirilmesi

Mide ornekleri biitlinliik ve yapisindaki degisikliklerin gozlenmesi i¢in siyah
renkli kanama bolgeleri ilseratif lezyonlar acgisindan degerlendirildi. Tiim mide
orneklerinde var olan lezyonlarin herbirinin uzunlugu milimetrik cetvel ile 6l¢iildii ve
semikantitatif bir 6l¢ek tizerinden iilser indeksi belirlendi. Her si¢an i¢in iilser indeksi

(UI), Tablo 5’te belirtildigi gibi hesaplandi.

Tablo 5. Ulser indeksi belirleme kriterleri (118).

Ulser indeksi ~ Degerlendirme

0 Normal mukoza/lezyon yok

1 1-4 kiiciik petesi

2 5 veya daha fazla petesi veya 4 mm’e kadar hemorajik ¢izgiler
3 5 mm'den fazla erozyon veya bitisik kanamalar

3.5 Mide Dokusunda Biyokimyasal Olciimler

3.5.1 Mide dokusunda MPO analizi

Mide doku 6rnekleri 0.70-0.80 g aras1 olacak sekilde tartildi. 1.7418 g potasyum
fosfat monobazik (KH>POj4) (Sigma-Aldrich, CAS No: 7778-77-0) (50 mM) ve 1 gr
(%0.5) hekzadesil trimetil amonyum bromiir (HETAB) (Sigma-Aldrich, CAS No:57-
09-0) 200 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii (pH:6). Doku orneklerine agirliklarinin
10 katina denk gelen miktarda bu soliisyondan eklendi. 10 kez sulandirilarak
homojenize edilip, 12.000 rpm’de, 4°C’de 10 dk. santrifiij edildi. Bu sirada banyo
37°C’ye ayarlandi. 1.7418 KH2PO4 (50 mM) 200 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii
(pH:6) ve ardindan bu soliisyondan 2900 pl santrifiij sirasinda plastik tiiplere eklendi
ve banyoya konuldu. Tiip sayisina ek olarak 6l¢limiin kor olmasi amaciyla igin bir tiip
eklendi. 1.7418 g KH2PO4 (50 mM), 1 gr HETAB (%0.5) ve 0,585 gr Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) (10 mM) (Sigma-Aldrich, CAS No:60-00-4) 200 ml distile su

39



icerisinde (pH:6) ¢cozdiirtildii. Elde edilen pelletten slipernatan uzaklastirildiktan sonra
kalan ¢okelti tizerine 750 pl bu soliisyondan eklendi ve tekrar homojenize edildi. 11.4
ul H202 (20 mM) 5 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Her bir tiipe reaksiyon olusmasi
amaciyla 60 ul bu soliisyon eklendi. Ardindan 50 mg O-dianizidin 2,5 ml distile su
igerisinde ¢ozdiriildi ve 30 pl bu soliisyon eklendi. Daha sonra 50 pl 6rnek koyularak
reaksiyon baglatildi. Reaksiyon 30 sn’de bir 6rnek eklenerek 3 dk boyunca yapild:.
100 mg sodyum azid (20 mM) 5 ml distile su igerisinde ¢dzdiiriildii. Su banyosunda
37°C’de 3 dk. siiren reaksiyon bu soliisyon ile durduruldu. Doku MPO aktivitesi
analizi MPO tarafindan oksitlenen H,0,’in O-dianisidin hidroklorid ile rediiklenmesi
ve bu rediiklenmis iirliniin 460 nm’de absorbansinin 6l¢lilmesi esasina dayanir (119).
Elde edilen supernatantlar 460 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu, UV-2600/UV-
VIS/Spectrophotometer) dlgiildii ve sonuglar gram doku bagina iinite olarak ifade

edildi (U/g).

3.5.2 Mide dokusunda MDA seviyesi il¢iimii

10 gr triklor asetik asit (TCA) (Merck, CAS No: 76-03-9) 100 ml distile su
igerisinde ¢Ozdiiriildii ve ardindan 900 ml distile su eklenerek %10’luk ¢ozelti
olusturuldu. Mide doku 6rnekleri agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°luk
TCA eklenerek her bir tiip 30 saniye boyunca homojenize edildikten sonra 3.000
rpm’de ve 4°C’de 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatanlar her birinden 2 ml olacak
sekilde plastik tiiplere nakledilip ayrilarak bir kez daha 9.000 rpm’de 8 dk. santrifiij
edildi. 0,67 gr tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma-Aldrich CAS No: 504-17-6) 100 ml
distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Doku homojenatlart uzun cam tiiplere 750 pl
aktarilarak tizerlerine 750 pul TBA eklendi ve cam tiipler 20 dakika 100 °C’de
kaynatildi. MDA analizi MDA’nin asidik ortamda TBA ile olusturdugu rengin
spektrofotometrede 532 nm’de absorbans degerinin Olgiilmesi prensibine dayanarak
yapildi. Sogutma isleminin ardindan kaynatilarak elde edilen renk degisimi
spektrofotometrede  (Shimadzu, UV-2600/UV-VIS/Spectrophotometer) kuartz
kuvetlerde kore karst (1.5 ml TCA) 532 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen
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absorbans 1.56 x 10° M™! cm™! katsayist ile carpilarak lipid peroksidasyon diizeyi MDA
cinsinden belirlendi (116) MDA konsantrasyonu nmol/g doku olarak ifade edildi.

3.5.3 Mide dokusunda GSH diizeyi analizi

10 gr TCA (Merck, CAS No: 76-03-9) 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve
ardindan 900 ml distile su eklenerek %10’luk ¢6zelti olusturuldu. Mide doku 6rnekleri
agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10’luk TCA eklenerek her bir tiip 30
saniye boyunca homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve 4°C’de 15 dk. santrifiij
edildi. Siipernatanlar her birinden 2 ml olacak sekilde plastik tiiplere nakledilip
ayrilarak bir kez daha 9.000 rpm’de 8 dk. santrifiij edildi. 8,5176 gr disodyum fosfat
(NaHPOs4) (Sigma Aldrich CAS No:7558-79-4) 200 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriildii. 1 gr sodyum sitrat monobazik (Sigma Aldrich CAS No: 18996-35-5) 100
ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve 40 mg 5,5'- ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
(DTNB) (Sigma-Aldrich CAS No: 69-78-3) eklendi. Doku homojenatlar1 uzun cam
tiiplere 250 pl aktarilarak tizerlerine 1000 pl Na,HPO4 ve 125 pul DTNB eklendi.
Ardindan cam tiipler 10 dakika boyunca karanlik ortamda folyo ile saris1 sekilde oda
1sisinda bekletildi. Elde edilen renk degisimi spektrofotometrede (Shimadzu, UV-
2600/UV-VIS/Spectrophotometer) kuartz kuvetlerde kore karsi (1.5 ml TCA) 412 nm
dalga boyunda okundu (120). Degerler umol/g seklinde ifade edildi.

3.54 Mide dokusunda SOD seviyesi ilciimii

Otanazi sonrasinda toplanan mide doku &rnekleri -80°C’de muhafaza edildi.
Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip doku 0,9 ml
Potasyum Kloriir (KCl) tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KClI) ile homojenize
edildikten sonra 7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi.
Ardindan SOD Seviyesi ticari kit (RELASSAY) kullanilarak otoanalizér (Mindray,
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BS-400) yardimut ile kolorimetrik yontemle 6l¢iildii. Degerler U/ml cinsinden ifade
edildi.

3.5.,5 Mide dokusunda CAT seviyesi ilciimii

Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip doku 0,9 ml
KCI tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KCI) ile homojenize edildikten sonra
7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi. Ardindan CAT
Seviyesi ticari kit (RELASSAY) kullanilarak otoanalizér (Mindray, BS400) yardimi

ile kolorimetrik yontemle 6l¢iildii. Degerler U/L cinsinden ifade edildi.

3.5.6 Mide dokusunda TNF-a seviyesi il¢ciimii

Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip doku 0,9 ml
KCI tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KCI) ile homojenize edildikten sonra
7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi. Alinan mide dokusu
orneklerinden TNF-a ticari kit (Sigan TNF-a ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R2856,
Elabscience, Houston, Texas), yardimu ile iireticinin talimatlar1 dogrultusunda analiz
edildi. Ardindan optik yogunluk (OD), 450 nm+2 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak (ELx800 Microplate Reader, Biotek, Vermont, USA)
Olciildii. Numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirarak TNF-a konsantrasyonu
hesapland1 ve buna gore sitokin seviyeleri milimetre basina pikogram olarak ifade

edildi (pg/mL).

3.5.7 Mide dokusunda IL-1p seviyesi ilciimii

Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip doku 0,9 ml

KCl tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KCl) ile homojenize edildikten sonra
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7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi. Alinan mide dokusu
orneklerinden IL-1p seviyesi ELISA ticari kit (Sigan IL-1p ELISA Kit (Katalog No:
E-EL-R0012, Elabscience, Houston, Texas) yardimi ile iireticinin talimatlar
dogrultusunda analiz edildi. Ardindan optik yogunluk (OD), 450 nm+2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak (ELx800 Microplate Reader Biotek, Vermont,
USA) olgildii. Numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirarak IL-1B
konsantrasyonu hesaplandi ve tiim 6l¢iimler milimetre basina pikogram olarak ifade

edildi (pg/mL).

3.5.8 Mide dokusunda IL-6 seviyesi ilciimii

Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip (WTC 200,
Radwag) doku 0,9 ml KCl tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KCI) ile homojenize
edildikten sonra 7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi. IL-6
seviyesi ELISA ticari kit (Sigan IL-6 ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R0015,
Elabscience, Houston, Texas) yardimi ile {ireticinin talimatlar1 dogrultusunda analiz
edildi. Ardindan optik yogunluk (OD), 450 nm+2 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak (ELx800 Microplate Reader, Biotek, Vermont, USA)
Olciildii. Numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirarak IL-6 konsantrasyonu

hesaplandi ve tiim 6lgiimler milimetre basina pikogram olarak ifade edildi (pg/mL).

3.5.9 Mide dokusunda NF-kB seviyesi il¢iimii

Olgiim giiniinde mide dokusundan 0,1 gram hassas terazide tartilip (WTC 200,
Radwag) doku 0,9 ml KCI tamponu (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol KCl) ile homojenize
edildikten sonra 7000 rpm +4°'C de 5 dk santrifiij (Mikro 200R, Hettich) edildi. Alinan
mide dokusu 6rneklerinden NF-«kB p65 seviyesi ELISA ticari kit (Sigan NF-xB ELISA
Kit (Katalog No: E-EL-R0674, Elabscience, Houston, Texas) yardim ile iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda analiz edildi. Optik yogunluk (OD), 450 nm+2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak (ELx800 Microplate Reader Biotek, Vermont,
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USA) olgiildi. Numunelerin OD'si standart egri ile karsilagtirarak NF-xB

konsantrasyonu hesaplandi ve tiim 6l¢iimler milimetre bagina pikogram olarak ifade

edildi (pg/mL).

3.6 Mide Doku Hasarimin Mikroskopik Diizeyde Incelenmesi

Mide dokularin mikroskobik incelemeye tabi tutulmasi doku takip asamasi etil
alkol serileri (dehidrasyon), ksilol serileri (seffaflastirma) ve parafin serileri
(infiltrasyon) olmak ii¢ temel islem ile gerceklestirildi. %10°luk formaldehit i¢inde
fikse olan mide dokular1 takip isleminden 6nce formaldehiti uzaklastirmak i¢in gesme
suyunun i¢inde bir gece bekletildi. Yiikselen etil alkol serisi ile dehidrasyon ve ksilenle
saydamlastirma agamalarindan gecirildi. Dokular daha sonra siv1 parafinde bekletildi.
Parafin bloklar kaliplardan c¢ikarilip, mikrotoma yerlestirildi. Mikrotom cihaz1
(Rotary, Thermo Scientific) ile 5 um kalinliginda doku kesitleri alindi. Daha sonra
kesitler boyama islemi i¢in lamlar {izerine alind1 ve bir gece kurumaya bekletildi.
Kesitler 151k mikroskobu altinda histopatolojik degisiklikleri gdstermek amaciyla
hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi. Elde edilen preparatlarindaki doku
tyilesme/hasar derecesinin histopatolojik degerlendirilmesi i¢in iyilesme ve hasar
alanlarinda her preparat saat yoniinde kaydirarak rastgele secilen 5 benzer alanda, x400
biiylitme altinda yiizey epitelinde dokiilme, mukozal hemoraji, glandiiler hasar ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bakimindan 0-3 (0, yok; 1, hafif; 2, orta; ve 3,
siddetli) arasinda puan (maksimum 12 puan) olacak sekilde semikantitatif olarak

degerlendirildi (121). Gastrik hasar Tablo 6’da gosterilen kriterlere gore skorlandi.
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Tablo 6. Mide lezyonlarin1 mikroskopik olarak skorlama kriterleri (121).

Yok  Hafif Orta Siddetli

Yiizey epitelinde dokiilme 0 1 2 3
Kanama, fokal nekroz ve mukozal konjesyon 0 1 2

Glandular hiicre dejenerasyonu 0 1 2 3
Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu 0 1 2 3

Boyanan tiim kesitler deneyimli histolog tarafindan 11k mikroskobu (Zeiss Axio
Scope.A1 AX10) kullanilarak incelendi ve floresan atagmanli kamera (Zeiss AxioCam

MRc 5) ile fotografland.

3.6.1 Taramal elektron mikroskopik preparasyon

Alinan doku ornekleri %2,5” luk 0.1 M fosfat tamponlu salin (PBS) (pH 7.2)
glutaraldehit fiksatifi icerisinde 4°C’ de 4 saat fiksasyonu yapildi, tamponda
yikamadan sonra, %]1’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapildi. Yiikselen
alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyon
sonrasi 3/1, 1/1 ve 3/3 alkol/amilasetat serilerini takiben saf amilasetata konulacak olan
ornekler kritik nokta kurutucusuna konulduktan sonra altinla kaplandi ve taramali

elektron mikroskobunda (Thermo Fischer, Quattro S) incelendi.

3.7 istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. Deney gruplar1 5 grubun
birbiri ile karsilastirilmasi yoluyla tek yonlii ANOVA kullanilarak yapildi ile Tukey-
Kramer ¢oklu karsilastirma testi ve Student t testi kullanildi. Calismada elde edilen
tiim verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) programi kullanilarak yapildi ve p degerinin 0,05’den kiigiikk olmast

(p<0,05) durumunda veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Mide Dokusunun Makroskopik Bulgular

Kontrol grubunda incelenen mide dokularmmin normal anatomik goriiniimde
oldugu, indometazin grubunda incelenen mide dokularinda ise mide mukozasinda
tilserasyon ve koyu kirmizi-siyah renkte kanama alanlar1 gozlendi. FA100, FA250 ve
FA500 grubunda incelenen mide dokusu orneklerinde kanama ve iilserasyonun
indometazin grubuna gore azaldig1 belirlendi. Makroskobik bulgular, anti iilser etkisini
degerlendirmek i¢in verilen FA tedavilerinin indometazin ile gastrik iilser olusturulan
gruba gore gastrik mukozal hasarlanmay1 diisiirdiigiinii gostermistir. Makroskopik
skorlamada {ilser indeksinin kontrol grubuna kiyasla (0,125) mide iilseri ve FA100
gruplarinda (sirasiyla 2,167 + 0,167; p<0,001, 1,63 £+ 0,38, p<0,01) belirgin sekilde
yiiksek skora sahip oldugu belirlendi. Ulser indeksi mide iilseri grubuna kiyasla FA250
grubunda (1,75 £ 0,25; p<0,05) anlamli olarak belirgin bir sekilde diisiis sagladigi
saptandi. Mide doku orneklerinde iilser indeksi degerlerinin gruplara gére dagilimi

Sekil 5’te gosterilmistir.

2.5+ (1 Kontrol
= 20- Bl Ulser
3‘) FA100
X 4.5 FA 250
o
g == FAS500
g 1.0
| .
©
s 0.5

0.0 -

Kontrol Ulser

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg. **
p<0.01 ve ***p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 tlser grubuna kiyasla.

Sekil 5. Mide doku 6rneklerinde iilser indeksi degerlerinin gruplara gére dagilima.
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4.2 Mide Dokusunun Biyokimyasal Bulgulari

4.2.1 Mide dokusunda MPO aktivitesi

Notrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO enzim aktivitesinin mide iilseri
grubunda (68,23 + 4,25 U/g), kontrol grubuna kiyasla (45,22 + 4,11 U/g; p<0,05)
anlaml olarak yliksek oldugu belirlendi. Mide iilseri grubuna gére FA100, FA250 ve
FA500 gruplarinda MPO diizeylerinin (sirastyla 51,20 + 5,96 U/g; p<0,05, 52,91 +
5,11 U/g; p<0,05, 45,76 + 6,51 U/g; p<0,05) anlamli olarak diistiigli saptandi. Mide
doku 6rneklerinde MPO diizeyinin gruplara gore dagilimi Sekil 6’da gosterilmistir.

80- .
1 Kontrol
+ mm Ulser
_ % * FA100
o)
= T L. EE FA250
o 407 i W FAS500
e o
= meeeeee
20+ s
S
B
0 R | I_I_I_I_I

Kontrol Ulser FA 100 FA 250 FA 500

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 6. Mide doku 6rneklerinde MPO diizeyinin gruplara gore dagilima.
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4.2.2 Mide dokusunda MDA seviyesi

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyinin mide {ilseri grubunda
(27,66 £ 4,023 nmol/g), kontrol grubuna kiyasla (13,91 + 1,033 nmol/g; p<0,05)
anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi. Mide iilseri grubuna gére FA100, FA250 ve
FAS500 gruplarinda MPO diizeylerinin (sirasiyla (20,18 + 2,856 nmol/g, 17,1 + 2,257
nmol/g; p<0,05, 16,42 + 1,81 nmol/g; p<0,05) distiigli saptandi. Mide doku

orneklerinde MDA diizeyinin gruplara gore dagilimi1 Sekil 7°de gdsterilmistir.

40-

4 (1 Kontrol
mm Ulser

= 4 FA100

g r FA250

£ 207 — * g= FA500

g —_ . " ..

= 104

Kontrol Ulser FA 100 FA

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 {ilser grubuna kiyasla.

Sekil 7. Mide doku 6rneklerinde MDA diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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4.2.3 Mide dokusunda GSH diizeyi

GSH diizeyinin mide {ilseri grubunda (1,501 £+ 0,081 umol/g), kontrol grubuna
kiyasla (2,495 + 0,357 umol/g; p<0,001) anlaml1 olarak diisiik oldugu belirlendi. Mide
tilseri grubuna gore FA100, FA250 ve FA500 gruplarinda ise GSH diizeylerinin
(swrastyla 1,643 + 0,088 umol/g, 1,967 £ 0,128 umol/g, 1,829 + 0,088 pmol/g) arttig
saptandi. Mide tlseri grubuna gére FA250 ve FAS500 gruplarinda (sirastyla p<0,001,
p<0,05) GSH diizeylerinin anlamli olarak arttig1 belirlendi. Mide doku 6rneklerinde
GSH diizeyinin gruplara gore dagilimi Sekil 8’de gosterilmistir.

3_
T (1 Kontrol
ml Ulser

o L] FA100
g e FA 250
i == FA500
I
0 1-
o
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Kontrol Ulser

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
**p<0,01 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 ve " p<0,01 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 8. Mide doku 6rneklerinde GSH diizeyinin gruplara gore dagilima.
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4.2.4 Mide dokusunda SOD aktivitesi

Mide iilseri grubundaki mide dokularinda siliperoksit radikallerinin siipiiriicii SOD
aktivitesi (75,70 £+ 5,18 U/ml), kontrol grubuna kiyasla (152,3 + 44,63 U/ml; p<0,05)
anlamli olarak diisiik bulundu. Mide iilseri grubuna gore FA100, FA250 ve FA500
gruplarinda SOD diizeylerinin (sirastyla 106,7 + 14,17 U/ml; p<0,05, 122 + 16,20
U/ml; p<0,01, 124 + 21,03 U/ml; p<0,05) anlamli olarak arttig1 saptandi. Mide doku

orneklerinde SOD diizeyinin gruplara gore dagilimi Sekil 9°da gosterilmistir.

250
1 Kontrol
200- mm Ulser
FA100
150- FA 250
= FAS500

(]
o 100+
]

50-

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 ve ™ p<0,01 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 9. Mide doku 6rneklerinde SOD diizeyinin gruplara gore dagilima.
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4.2.5 Mide dokusunda CAT aktivitesi

Mide {ilseri grubundaki mide dokularinda hidrojen persoksitin par¢calanmasinda
gorev alan antioksidan enzim CAT aktivitesi (282 + 14,11 U/L), kontrol grubuna
kiyasla (310,2 + 4,76 U/L) diislik bulundu. FA100, FA250 ve FA500 gruplarinda ise
SOD diizeylerinin mide {ilseri grubuna gore (sirasiyla 297,7 + 13,03 U/L, 253,18 +
17,39 U/L, 330,94 19,07 U/L) arttig1 saptand1. Mide doku 6rneklerinde CAT diizeyinin
gruplara gore dagilimi Sekil 10°da gosterilmistir.

400
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o '
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Kontrol Ulser FA 100 FA 250 FA 500

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.

Sekil 10. Mide doku 6rneklerinde CAT diizeyinin gruplara gore dagilima.
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4.2.6 Mide dokusunda TNF-a seviyesi

Mide iilseri grubundaki mide dokularinda inflamatuvar markerlardan biri olan
TNF-a diizeyleri (1.409 + 19,66 pg/ul), kontrol grubuna kiyasla (1.016 + 65,54 pg/ul;
p<0,001) anlaml1 olarak yiiksek bulundu. Mide iilseri grubuna gére FA100 grubunda
TNF-o diizeyleri (1.357 £ 41,93 pg/ul) diisiik olgiildii. Mide iilseri grubuna goére
FA250 ve FAS500 gruplarinda TNF-a diizeyleri (sirasiyla 1.086 £+ 32,18 pg/ul;
p<0,001, 1.194 + 23,49 pg/ul; p<0,001) anlaml olarak diisik saptandi Mide doku

orneklerinde TNF-a diizeyinin gruplara gore dagilimi Sekil 11°de gosterilmistir.

(] Kontrol
ke mm Ulser
FA100
[ FA250
== FAS500

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
**%p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¥ p<0,001 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 11. Mide doku 6rneklerinde TNF-a diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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4.2.7 Mide dokusunda IL-1p seviyesi

Mide iilseri grubundaki mide dokularinda IL-1p diizeyleri (2.439 + 46,66 pg/dl),

kontrol grubuna kiyasla (1.780 + 176,2 pg/dl); p<0,001) anlamli olarak yiiksek

bulundu. Mide iilseri grubuna gore FA100, FA250 ve FA500 gruplarinda IL-1B
diizeylerinin (sirasiyla 2.451 + 53,09 pg/dl, 2.281+ 52,90 pg/dl, 2.397+ 53,72 pg/dl)

diistiigi saptandi. Mide doku Orneklerinde IL-1B diizeyinin gruplara gére dagilimi

Sekil 12°de gosterilmistir.
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FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
**%p<0,001 kontrol grubuna kiyasla.

Sekil 12. Mide doku 6rneklerinde IL-1p diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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4.2.8 Mide dokusunda IL-6 seviyesi

Mide iilseri grubundaki mide dokularinda IL-6 diizeyleri (400,9 + 17,71 pg/ml),
kontrol grubuna kiyasla (246,4 + 40,93 pg/ml); p<0,01) anlamli olarak yiiksek
bulundu. Mide iilseri grubuna gére FA100 ve FA500 gruplarinda IL-6 diizeylerinin
(swrastyla 384 + 40,81, 359, 2+46, 55) distiigii saptandi. FA250 grubunda IL-6
diizeylerinin mide iilseri grubuna gore (278,3 + 38,21 pg/ml; p<0,01) anlamh olarak
distiigii belirlendi. Mide doku 6rneklerinde IL-6dilizeyinin gruplara gore dagilimi

Sekil 13’te gosterilmistir.
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FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
**p<0,01 kontrol grubuna kiyasla; ** p<0,01 {ilser grubuna kiyasla.

Sekil 13. Mide doku 6rneklerinde IL-6 diizeyinin gruplara gore dagilima.
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4.2.9 Mide dokusunda NF-kB seviyesi

Mide iilseri grubundaki mide dokularinda NF-xB p65diizeyleri (224,7 + 12,34
pg/ml), kontrol grubuna kiyasla (159 £ 13,31 pg/ml); p<0,05) anlamli olarak yiiksek
bulundu. Mide iilseri grubuna gére FA100 ve FA500 gruplarinda NF-«xB diizeylerinin
(swrastyla 187,1+ 16,09, 208,9 + 13,63) distiigii saptandi. FA250 grubunda NF-kB
diizeylerinin mide {lseri grubuna gére (156,5+ 18,40 pg/ml; p<0,05) anlaml1 olarak
diistiigii belirlendi. Mide doku 6rneklerinde NF-«kB diizeyinin gruplara gore dagilimi

Sekil 14’te gosterilmistir.
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FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
*p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 14. Mide doku 6rneklerinde NF-kB diizeyinin gruplara gore dagilimi.

43 Mide Doku Hasarinin Mikroskopik Diizeyde Incelenmesi

Mide dokular ylizey epitelinde dokiilme, mukozal hemoraji, glandiiler hasar ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bakimindan 0-3 (0, yok; 1, hafif; 2, orta; ve 3,
siddetli) arasinda puan (maksimum 12 puan) olacak sekilde semikantitatif olarak

degerlendirildi (121). Mide dokusu 6rneklerinde kontrol grubunda normal morfoloji
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gozlenirken indometazin verilen mide iilser grubunda belirgin sekilde yiizey epitel
hasar1, mukozal kanama ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu iceren histopatolojik
degisiklikler meydana geldi. FA100, FA250 VE FA500 gruplarinda ise indometazinin
neden olabilecegi hasar baskiland1 ve hafif diizeyde yiizey epitelinde dokiilme ve az

sayida nétrofil infiltrasyonu gozlendi.

Mide lezyonlariin mikroskopik skor degerlendirmesine gore mide {ilseri
grubunun (6,125 £ 0,295) kontrol grubuna kiyasla (0,429 + 0,202 p<0,001) belirgin
sekilde yliksek skora sahip oldugu belirlendi. Mikroskopik skorun mide iilseri grubuna
kiyasla FA100, FA250ve FA500 gruplarinda (sirastyla 4 + 0,423; p<0,01, 2,286 +
0,395; p<0.001, 2,571 £+ 0,528; p<0.001) anlaml olarak belirgin bir sekilde diisiis
sagladig1 saptandi. Mide doku orneklerinde mikroskopik skor degerlerinin gruplara

gore dagilimi Sekil 15°da gosterilmistir.

8 A (1 Kontrol
ml Ulser
61 FA100
FA250
4- +++ B4 FAS500

Mikroskopik

FA100, Ferulik Asit 100 mg/kg; FA250, Ferulik Asit 250 mg/kg; FA500, Ferulik Asit 500 mg/kg.
***p<(0,001 kontrol grubuna kiyasla; ™ p<0,01 ve **p<0,001 iilser grubuna kiyasla.

Sekil 15. Mide doku oOrneklerinde mikroskopik skor degerlerinin gruplara gore

dagilimu.
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Kontrol grubunda (A), yiizey epiteli ve gastrik bez yapisi esliginde normal morfolojiyi yansitan gastrik
mukoza. Ulser grubunda (B ve C) yiizey epitelinde yogun hasar (ok), bez yapisinda bozukluk (*),
hemoraji (h) ve mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok ucu). FA100 grubunda (D) ¢ogu alanda
yiizey epitelinde hasar (ok), gastrik bezlerde dejenerasyon (*) ve mukozada inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (ok ucu). FA250 grubunda (E) diizenli yiizey mukozasi ve hafif siddette bez
dejenerasyonu. FA500 grubunda (F) mukozada bez yapisinda bozukluk (*), hemoraji (h) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok ucu).

Resim 2. Deney gruplarinda mide dokusuna ait 151k mikroskobu mikrograflari.

Mide dokusu orneklerinde kontrol grubunda (Resim 2A) yiizey epiteli ve gastrik

bez yapisi esliginde normal morfolojiye sahip mukoza gozlenirken, indometazin
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verilen mide iilser grubunda (Resim 2B ve Resim 2C) mide yiizey epitelinde yogun
hasar, gastrik bez morfolojisinde ileri derecede bozukluk, hemoraji ve mukozada
belirgin inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu iceren histopatolojik degisiklikler
gozlendi. FA100 grubunda (Resim 2D) ylizey epitelinde hasar, gastrik bez
morfolojisinde dejenerasyon ve mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlendi.
FA250 grubunda (Resim 2E) normale yakin morfolojide mukoza ve gastrik bez
morfolojisinde hafif dejenerasyon gozlendi. FAS500 grubunda (Resim 2F) ise
mukozada bozukluk, hemoraji ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu esliginde gozlendi.
FA uygulamasinin, 6zellikle 250 mg/kg FA dozunun indometazinin neden oldugu
histopatolojik hasara karst mide doku biitlinliiglinlin korunmasinda rol oynadigi
saptanmugstir. Isik mikroskobu bulgular1 histopatolojik skorlama verilerini destekler

niteliktedir.
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Kontrol grubunda (A ve B) normal topografiyi yansitan yiizey epiteli. Ulser grubunda (C ve D) yiizey
epitelinde hasar (ok) ve agiga ¢cikmis bazal lamina. FA100 (E ve F) grubunda yiizey epitelinde bolgesel
hasar (ok). FA250 grubunda (G ve H) yiizey epitelinde sinirli bolgelerde hasar (ok) goriilmekle birlikte
normal topografide epitel hiicreleri (ok bast). FAS00 grubunda (I VE J) yiizey epitelinde bozukluklar
(ok) ve yer yer normal morfolojide ylizey epiteli (ok bast).

Resim 3. Deney gruplarinda mide dokusuna ait taramali elektron mikroskobu

mikrograflar
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Ultra ince kesitler incelendiginde kontrol grubu (Resim 3A ve Resim 3B), mide
dokularinda ylizey epiteli normal topografiyi yansitirken, tek doz indometazin ile iilser
olusturulan tilser grubunda (Resim 3C ve Resim 3D) yiizey epitelinde hasar gozlendi.
FA100 (Resim 3E ve Resim 3F) ve FA500 (Resim 3I ve Resim 3J) gruplarinda
indometazinin neden oldugu yiizey epitelindeki hasarin FA250 grubuna gore daha
fazla oldugu gozlenirken FA250 grubunda (Resim 3G ve Resim 3H) yer yer epitel
hasar1 gézlendi. FA100 ve FA 500 gruplarina nazaran FA250 grubunda normale yakin

morfolojide yiizey epiteli ve bazal lamina biitiinliigii gézlendi.
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5 TARTISMA

Calismada, siganlarda indometazin ile mide iilseri olugturulmus ve FA ile tedavi
uygulanmistir. FA’nin olas1 gastroprotektif etkileri ve mekanizmasinin biyokimyasal,
makroskopik, mikroskobik, histopatolojik ydntemlerle incelenmistir. Calisma
sonucunda indometazin ile olusturulan mide {ilserinde her ii¢ FA ile yapilan tedavinin
antioksidan ve antiinflamatuvar etki gosterdigi ve en etkili dozun 250 mg/kg

belirlenmistir.

Mide {lseri diinya niifusunun yaklasik %]10'unu etkileyen en yaygin
gastrointestinal sistem hastaliklarindan biridir (122). Agresif faktorler (HCI, pepsin,
NSAIl kullanimi, sigara, ROS, H. pylori enfeksiyonu, alkol, stres) ile koruyucu
faktorler (prostoglandin sentezi, mukus bariyeri, HCOj {iretimi, mukozal kan akisi,
antioksidan seviyelerinde artis) arasindaki dengesizlik etiyoloji ile iliskilendirilir
(123). Mide iilseri gibi birgok faktore bagli olarak gelisebilir ancak agri, ates ve
inflamasyonu tedavi etmedeki etkinlikleri nedeniyle diinya capinda yaygin olarak
kullanilan NSAII’ler mide mukozasinin bozulmasi, ¢coklu gastrointestinal hasarlara ve
gastrik tlsere yol agmasi nedeniyle bu faktorler arasinda merkezi bir role sahiptir

(124). NSAII kullanim1 mide iilseri vakalarinin %25'inden sorumludur (125).

Indometazin, yaygin olarak kullanilan diger NSAil'lere kiyasla daha fazla
tilserojenik potansiyeli nedeniye gastrik hasara neden olur ve deneysel mide {ilserini
indiiklemek amaciyla kullanilan en yaygin NSAIll’dir (125). Indometazin
gastrointestinal sistemden kolayca emilir ve karaciger tarafindan metabolize edilir ve
aktif metabolitlere doniistiiriiliir. Klinikte indometazin kullanimi, gastrointestinal
iilserasyon ve kanamaya yol acar. indometazin, COX enzimlerinin secici olmayan bir
sekilde inhibisyonu gastrik mukozal savunmada kilit rol oynayan prostaglandin
sentezini azaltir. Indometazin ile indiiklenen mide iilserinin patogenezinde yer alan
onemli mekanizmalar, PGE,, gastrik mukozal kan akisi, HCO; ve mukus gibi
koruyucu faktdrlerin saliniminin inhibisyonu, oksidatif ve anti-oksidatif durumun
dengesizligi, lipid peroksidasyonu, inflamatuvar biyobelirteclerin liretiminde artis ve

notrofil aktivasyonu ile inflamatuvar hiicre infiltrasyonudur (126).
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Mide iilseri patogenezi bircok faktorii icermekle birlikte, yillar boyunca bu
hastaligin tedavisinin ana hedefi mide asidi salgilanmasi olarak kabul edilmektedir.
Giliniimiizde mide {ilserini tedavi etmek icin H2RA blokerleri (simetidin, ranitidin,
nizatidin, famotidin), PPI (omeprazol, Pantoprazol), misoprostol kullanilmaktadir
(125, 127). Ancak mide iilseri tedavisinde mevcut cesitli farmakolojik stratejiler
kullanilarak tam iyilesme olmamasi ve bu ilaglarin stirekli kullanimindan
kaynaklanan, ¢ogu ilacin klinik kullanimini engelleyen hipersensitivite, aritmi,
hipomagnezemi, jinekomasti ve mide kanseri gibi yan etkilerin olmasi mide koruyucu
etkilere sahip sebze ve meyvelerden elde edilen giivenli, etkili ve toksik olmayan yeni

bir tedavi belirlemeyi aragtirma hedefi haline getirmistir (5, 123).

FA, piring, bugday, yulaf, meyveler, fasulye, kahve tohumlari, enginar, yer
fistiginda bulunan bir sinnamik asidin fenolik bir tiirevidir (110). FA gastrik
absorpsiyonu hizlidir ve mide asidi tarafindan degisiklige ugramadan ince bagirsaga
gecer. FA'nin yar1 6mrii, doz ve uygulama yoluna bagh olarak sicanlarda yaklasik 30
dakikadir ve bu nedenle diisiik toksisiteye sahiptir (13, 109). FA, antiinflamatuvar,
antioksidan, antitrombotik, antidiyabetik antialerjik, hepatoprotektif, kardiyoprotektif,
noroprotektif, antikanserojenik, antimikrobiyal, antiviral, vazodilator etkilere sahiptir
(112). FA, ROS temizlenmesi, demir ve bakir gibi metal iyonlarinin selatlanmasi ve
lipid peroksidasyonunun dnlenmesinde rol oynar. Serbest radikal siipiiriicii etkisinin
yaninda serbest radikal olusumunu katalize eden enzimlerin inhibitdr yetenegine sahip
bir antioksidandir (15). Doymamis karbon baglart FAmm lipid tabakasina
baglanmasin1 saglayarak lipid peroksidasyonuna karsi korur (115). Son yillarda
yapilan ¢alismalar, ferulik asidin oksidatif serbest radikalleri temizleyerek, ROS
olusumunu engelleyerek antioksidan roliinii gostermistir (108). Chowdhury ve
arkadaslar1 (112) diyabetik sicanlarda FA uygulamasinin (50 mg/kg) serbest
radikallerin iiretimini 6nemli Ol¢lide azalttigini, hiicre igi ROS seviyesinin artigini
engelledigini ve SOD, MDA, CAT’1 iceren oksidatif stres seviyelerini diizenledigini
gostermistir. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlarda FA uygulamasi
pankreas dokusu ve miyokardda serbest radikal aracili hasarin énlenmesinde gorev
alan SOD ve CAT seviyelerinin korunmasinda yardimci oldugu ortaya konmustur

(17). FA, birgcok doku veya hiicre tipinde hem dogrudan serbest radikal temizleme
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aktivitesi hem de SOD ve CAT'nin yukar regiilasyonu yoluyla ROS kaynakli hasar1
Onleyerek hiicresel lipid, protein ve niikleik asidin serbest radikal kaynakli hasarini
onler ve korur (110). FA, proinflamatuvar sitokinleri (TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi)
azaltarak, antiinflamatuvar sitokinlerin ve hiicre sinyal yollarini modiile eden bazi
antioksidan molekiilleri artirarak ¢esitli patofizyolojik durumlarda bir antiinflamatuvar
ajan olarak gorev alir (17). FA'nin gesitli organlar lizerindeki anti inflamatuvar etkileri
gosterilmistir. FA, formaldehit ile indiiklenen hepatositik inflamasyon (128), TNF-a
ile indiiklenen aort iltihab1 (129), mono-sodyum kristali ile indiiklenen inflamasyon
(130) ve trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile indiiklenen fiilseratif kolit (131)
tizerinde iyilestirici etki gostermistir. FA, proinflamatuvar sitokin sinyal yolunun kilit
bir aracis1 ve oksidatif stres ve inflamatuar yanitlarda rol oynayan NF-kB’nin
ekspresyonunu azaltict etki gosterir (108). Diosbulbin B uygulanan farelerde FA
uygulamasi (80 mg/kg) kappa B inhibitoriiniin (IkB) ekspresyonunu ve NFkB'nin p65
alt biriminin niikleer translokasyonunu azalttigi gosterilmistir (132). Nikotin
uygulanan siganlarda akciger ve karacigerde NF-kB ekspresyonundaki artisin FA
tarafindan azaltildig1 belirtilmistir (133). TNBS ile indiiklenen iilseratif kolitte FA
uygulamasi sitokin, iNOS, COX-2 ve apoptozdaki azalma ile iyilestirici etki
gostermistir (131).

Indometazinin iilserojenik etkisi, ROS olusumu, lipid peroksidasyonu,
antioksidan parametrelerin  seviyelerinin azalmasi, 16kositlerin infiltrasyonu,
apoptozun uyarilmasi ve prostaglandinlerin inhibisyonu dahil olmak {izere gesitli
faktorlerden kaynaklanir. COX aktivitesinin bloke edilmesi nedeniyle prostaglandin
seviyesi ve mukus ve HCOjs sekresyonu, mukozal kan akisinda azalma, notrofil
infiltrasyonu, mikrovaskiiler yapilarin degigmesi ve asit sekresyonlarinda artisa yol
acar (134). Cesitli calismalar ile indometazinin mukozal hasara ait iilser indeksinde
artisa neden oldugu gosterilmistir (135-137). FA’nin indometazin ile indiiklenen
gastrik hasarda siyah renkli kanama bolgeleri incelenerek semikantitatif bir 6lgek
tizerinden {ilser indeksi iizerindeki etkisi ilk kez bu g¢aligma ile gosterilmistir. Bu
baglamda indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda siganlarin mide mukozasinda
iilserasyon ve koyu kirmizi-siyah renkte kanama alanlarn gozlenmis ve iilser

indeksinde artis belirlenmistir. Ulser grubuna kiyasla anti iilser ajan olarak verilen ii¢
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FA dozunun da gastrik mukozal hasarlanmay1 azalttig1 ve {ilser indeksini diistirdigii
saptanirken gastrik iilser indeksini azaltmada en iyi mide koruyucu etkinin ise 250
mg/kg FA dozu oldugu belirlenmistir. indometazin uygulamasini takiben iilser
indeksindeki bu 6nemli artis ROS seviyesinde artis ve prostaglandin sentezinin
inhibisyonundan kaynaklanabilir. Prostoglandin diizeyinde azalma, mukozal
ilserasyon etiyolojisinde kritik rol oynayan gastroproteksiyonda bozulmaya ve gastrik

sekresyonda artisa dayanir (138).

Notrofiller, indometazin ile indiiklenen mukozal lezyonlarin patogenezinde kritik
bir rol oynar. Indometazin, periferik kandaki polimorfoniikleer 16kositleri aktive eder
ve bu hiicrelerden ROS salinimini arttirir. Boylece oksidatif hasara neden olur ve
mukozal kan akisinda azalma ile iilserasyona yol agar (139). Aktive notrofiller gastrik
mukozal hasara neden olan MPO gibi bir¢ok prooksidatif ve proinflamatuvar enzim
iiretir (140). MPO, asir1 ROS iiretimine neden olan fagositik hiicrelerde bulunan bir
enzim olup, H2O2’nin yiiksek oranda reaktif HOCI iiretimini katalize eden ardindan
inflamasyona ve apoptoz indiiksiyonuna neden olan nétrofil infiltrasyonunun ana
belirtecidir (141). Cesitli ¢alismalarda indometazin ile iligskili mukozal hasarin MPO
diizeyinde artigsa neden oldugu gosterilmistir. Bu durum, indometazin ile indiiklenen
gastrik hasarda noétrofil infiltrasyonunun rol oynadigini gosterir (142, 143). Yapilan
caligmalarda akut karaciger yetmezligi (132, 144), noropatik agri (145) ve
nefrotoksisiteye (146) sahip hayvanlarda antiinflamatuvar 6zelligi olan FA tedavisinin
serum ve doku MPO aktivitesini azalttigi gosterilmistir. Bu calismada da mide
dokusunda bulunan MPO enzim aktivitesi arastirilmistir. Bu baglamda sigcanlarin
gastrik  dokularinda indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda noétrofil
infiltrasyonunun bir belirteci olarak MPO aktivitesinde artis saptanmistir. Bu sonug,
sicanlarda indometazinin subkutan uygulamasina yanit olarak mukozaya O6nemli
Olciide notrofil akist oldugunu gosterir. Calismadan elde edilen sonuglar daha 6nce
yapilan ¢alismalarin sonuglart ile uyum gostermektedir. Ulser grubuna kiyasla anti
iilser ajan olarak FA tedavisinin MPO aktivitesi lizerinde inhibe edici etki saglamistir.
FA’nin MPO’yu baskilayici etkisinin doza bagl olmadigi bulunmustur. Ulser
grubunda artmig gastrik MPO aktivitesinin FA uygulamasi ile 6nemli oranda azalmasi,

FA’nin nétrofil toplanmasini inhibe etme yolu ile gergeklestirdigini gostermektedir.
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Serbest radikal olusumu ve temizleme kapasitesinin arasindaki dengesizlik, ¢esitli
patolojik durumlara yol agan oksidatif stresle sonuglanir (147). Oksidatif stres, mide
dokularinda ROS seviyelerinin artis sonucu iiretilir; bu ROS proteinler, DNA ve
lipidler gibi zarlara ve hiicresel biyomolekiillere zarar vererek mide dokusunda hasara
neden olur (125). Lipid peroksidayonunda oksidatif stres nedeniyle artis gerceklesir.
MDA, lipid peroksidasyonunun iiriinlerinden biridir ve hiicre ve doku hasarinda
oksidatif stres durumunun 6Slgiilmesinde en yaygin kullanilan biyobelirtectir (148).
Lipid peroksidasyonunun iiriinii olan MDA diizeyindeki artig, indometazin de dahil
olmak iizere NSAIl'lerin neden oldugu serbest radikal seviyelerinde bir artisa isaret
eden gastrik mukozal hasarm dnemli bir nedenidir (149). NSAIl’ler oksidatif ve anti
oksidatif mekanizmada dengesizlik olusturur, lipid peroksidasyonunu artirarak
oksidatif stres diizeyini artirir ve bdylece mide hasari olusumuna neden olur.
Calismalarla NSAII grubu ilaglardan biri olan indometazinin mide dokusunda MDA
diizeylerini yiikselttigi gosterilmistir (150, 151). Streptozotosin ile indiiklenen diyabet
(152), yiiksek yag ile indiiklenen hiperlipidemi (153), pankreas oksidatif hasar1 (154)
modellerinde FA tedavisinin koruyucu etki gosterdigi, serum ve doku MDA
diizeylerinde azalma sagladig bildirilmistir. Bu ¢alismada da literatiirdeki ¢aligmalara
benzer sekilde indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda doku MDA diizeylerinde
onemli bir artig belirlenmis ve FA nin 6zellikle 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinin
MDA diizeylerini azaltmada etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ FA’nin ROS’un
neden oldugu oksidatif gastrik hasarin azalmasina katkida bulunan diisiik lipid

oksidasyon seviyeleri ile sonuglanan ROS siipiirme yeteneginden kaynaklanir.

ROS normal kosullar altinda siirekli olarak iiretilir ve savunma amagclh iiretilen
ROS, GSH, CAT ve SOD gibi endojen antioksidan hiicresel sistem tarafindan
uzaklagtirilir (155). ROS, hiicresel antioksidan sistemini astiginda veya antioksidan
savunma sistemi oksidanlar1 nétralize etmek i¢in yeterli olmadigi durumda olusan
oksidatif stres doku hasarina neden olur (156). Deneysel c¢alismalar ile doku
oksidasyon aktivasyonunun indometazin dahil NSAII'lerin neden oldugu en énemli
yan etkilerden biri oldugu gosterilmistir. Gastrik mukozal hasarin patogenezinde
oksidatif hasar iilserasyon, erozyon ve kanamaya neden olur (157). ROS kaynakli mide

dokusu hasarini azaltabilen veya onleyebilen SOD, GSH ve CAT dahil olmak iizere
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enzimatik ve enzimatik olmayan savunmalar mevcuttur (9). GSH, mukozal
biitlinliigiin korunmasinda 6nemli bir rol oynayan endojen bir antioksidan savunma
mekanizmasidir ve mide mukozasini serbest radikal kaynakli doku hasarindan korur
(158). GSH eksikligi oksidatif stres ile iligkilidir ve bir¢ok hastaligin patogenezinde
anahtar rol oynar (126). indometazin uygulamasinin mide dokusunda GSH diizeylerini
azalttigr cesitli calismalar ile gosterilmistir (134, 159). Yapilan caligmalarda
nefrotoksisite (160), kardiyak toksisite (161), hepatotoksisite (162) modellerinde FA
tedavisinin serum ve doku GSH diizeylerini artirdig1r gosterilmistir. Bu ¢aligmada
sicanlarin gastrik dokularinda indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda GSH
seviyesinde azalma saptanmistir. Bu sonug, siganlarda indometazin uygulamasinin
antioksidan ve oksidan sistem arasindaki dengenin bozulmasina bagli olarak gelisen
mide mukozasinda serbest radikal kaynakli doku hasari olustugunu gosterir.
Indometazin kaynakli GSH seviyesindeki azalma daha &nce yapilan calismalarin
sonuglari ile uyum géstermektedir. Ulser grubuna kiyasla antioksidan 6zellik gosteren
FA tedavisinin GSH seviyelerini artirmis olup, en etkin dozunun 250 mg/kg oldugu
belirlenmistir. Midede GSH tiiketiminin engellenmesi, oksidatif stres ile iligkili mide

tilserine kars1 6nemli bir savunma mekanizmasi olusturabilir (163).

Mide mukozasi, normal kosullar altinda koruyucu faktorler (miisin, prostaglandin
ve antioksidanlar dahil) ve agresif faktorler (mide asidi ve pepsin gibi) arasindaki
karmasik, cok faktorlii etkilesimler yoluyla islevini ve yapisal biitiinliglinii korur
(164). Deneysel calismalar ile mide iilseri patogenezinde NSAIl’lerin antioksidan
enzimlerdeki azalma yoluyla ROS olusumunda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir
(99). Enzimatik savunma mekanizmalarina katkida bulunan antioksidan enzimlerden
biri olan SOD ROS’a kars1 ilk savunma hatti olarak yiiksek oranda reaktif O>’yi daha
az reaktif H>O’ye doniistiirerek mide dokusunu hasara karsi korur (158). Daha once
yapilan c¢aligmalara gore, indometazin uygulamasindan sonra mide mukozal
dokusunda SOD ekspresyonunda bir diisiis meydana geldigi gosterilmistir (8, 100,
165, 166). FA tedavisinin diyabetik nefropati (152), hepatotoksisite (167), renal
iskemi/reperfiizyon hasari (168) modellerinde serum ve doku SOD diizeylerini
artirdig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada mide dokusunda ROS’a kars1 ilk savunma hatti

olarak SOD seviyesi incelenerek FA’nin SOD {izerine etkisi gosterilmistir.
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Indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda SOD seviyesinde azalma belirlenirken,
iilser grubuna kiyasla antioksidan 6zellik FA tedavisinin SOD seviyelerini artirmis
olup, en etkin dozunun 250 mg/kg oldugu saptanmistir. iIndometazin nedeniyle SOD
seviyesindeki azalma daha Once yapilan caligmalarin sonuglari ile uyum
gostermektedir. Mide dokularinda SOD’u igeren antioksidan mekanizmalar1 aktive
etmek indometazine kars1 yapisal ve fonksiyonel mukozal biitiinliigiiniin korunmasina

katkida bulunur (164).

SOD enzimi tarafindan O>’nin H>O»'ye doniistiiriilmesinin ardindan CAT enzimi
H>0>'yi oksijen ve suya doniistiirerek detoksifiye eder (169) ve ROS'un neden oldugu
hiicre hasarini onler (170). Daha oOnce yapilan calismalara gore indometazin
uygulamasindan sonra mide mukozal dokusunda CAT enzim aktivitesinde azalma
meydana geldigi gosterilmistir (171, 172). Gentamisin kaynakli nefrotoksisite (173)
ve kardiyotoksisite (174) modellerinde FA tedavisinin serum ve doku CAT diizeylerini
artirdigr  gosterilmistir. Bu calismada gastrik dokuda iilser gelisiminde OH"
detoksifikasyonunda kritik rol oynayan CAT seviyesi incelenmistir. Indometazin ile
indiiklenen gastrik hasarda CAT aktivitesinde azalma belirlenirken {iilser grubuna
kiyasla FA’nin tiim dozlarinda CAT seviyelerini artirdigi saptanmistir. Hiicre igi
enzimatik antioksidanlarin aktivitesini artirilmasi hiicre zar1 korunmasinda

stratejilerinden biridir (123).

TNF-a, esas olarak aktive makrofajlar tarafindan salinan proinflamatuvar bir
sitokindir (134). Aktive noétrofiller, ¢esitli inflamatuvar faktdrler ve ROS {iretimi
yoluyla gastrik hasara neden olur (140). TNF-a, mide {ilserinde nétrofil infiltrasyonu,
NF«B aktivasyonu, apoptoz dahil olmak {izere bir¢ok patofizyolojik role sahiptir
(170). TNF-0, inflamasyonun akut fazi ve {ilser derecesi ile yakindan iliskili olmasi
nedeniyle gastrik iilser siddetini degerlendirmek icin belirteg olarak kabul edilir (124).
TNF-0, indometazin ile indiiklenen gastrik mukozal inflamasyon ve hasarin
baslamasinda, ilerlemesinde ve kaliciliginda gastrik mukozada nétrofil birikimine
aracilik etmek amaciyla adezyon molekiillerinin ekspresyonunu ve aktivasyonunu
tetiklemesi ve lokositlerin toplanmasina yol agmasi nedeniyle anahtar rol oynar.

Indometazin mide epitel hiicrelerinde cekirdege yer degistiren ve proinflamatuvar
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sitokinlerin ekspresyonunu destekleyen NF-kB'nin aktivasyonunu indiiklemesi
nedeniyle TNF-a gibi bir dizi proinflamatuvar sitokinin iiretimini tetikler. Notrofillerin
ve mononiikleer hiicrelerin gastrik mukozaya sizmasina ve basta TNF-a olmak {izere
proinflamatuvar sitokinlerin aktivasyonuna yol agar (125, 175). Normalde TNF-a
tiretimi PGE> tarafindan inhibe edilir (176). Hem in vivo hem de in vitro olarak
indometazinin PGE:> sentezini inhibe ederek TNF-o konsantrasyonlarini artirdigi
gosterilmistir (134). Mukozal PGE2 igeriginde azalma ve ardindan gastrik TNF-a
diizeyinde bir artig, nétrofil infiltrasyonu ile gastrik mukozal hasar iiretir (177). Ayrica
TNF-a, mide mukozasina kan akigin1 azaltmasi ve mide mukozasinda gastrin ve
vaskiiler EGF gen ekspresyonunu artirmasi nedeniyle iilser iyilesme siirecini engeller
(163). Cesitli calismalar ile indometazin uygulamasindan sonra iilserogenezde agresif
faktorlerden biri olan TNF-a seviyesinin arttig1 bildirilmistir (134, 178). TNBS ile
indiiklenen iilseratif kolit (131), akut karaciger yetmezligi (179), obezite (180),
diyabetik noropati (181) hayvan modelleri ¢alismalarinda FA tedavisinin serum ve
doku TNF-a diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir. Bu ¢alismada gastrik dokuda
inflamasyonun akut fazi ile oldukga iligkili olan aktive makrofajlar tarafindan salinan
proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-o seviyesi incelenmistir. Indometazin ile
indiiklenen gastrik hasarda TNF-a diizeyi artig géstermistir. Bu sonug, indometazinin
gastrik mukozal TNF-a seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigini gosteren dnceki verilerle
uyumludur. Ulser grubuna kiyasla ozellikle 250 mg/kg FA ve 500 mgkg FA
dozlarmin TNF-a diizeyini anlamli olarak diislirdiigii saptanmistir. TNF-a'daki bu
azalma, notrofil infiltrasyonunu inhibe ederek gastrik iilserasyona kars1 gastroprotektif

etki saglayabilir (182).

Ulser siirecinde nétrofiller ve mononiikleer hiicreler mide mukozasina sizarak IL-
1B gibi cesitli proinflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunu ve sentezini modiile
eder. IL-1PB ve TNF-a inflamasyonun akut fazi ve mide iilserinin siddeti ile yakindan
iligkilidir (157). TNF-a ve IL-1f sistemik inflamasyonda yer alir, sinerjistik olarak
hareket eder ve akut faz reaksiyonunu uyarir (127). Cesitli caligmalar ile indometazin
uygulamasi ile IL-1B seviyesinin arttig1 bildirilmistir (10, 183, 184). Non alkolik
steatohepatit (185), TNBS ile indiiklenen iilseratif kolit (131), streptozotosin ile
indiiklenen diyabet (186) modellerinde FA tedavisinin serum ve doku IL-18
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seviyelerini diislirdligli gosterilmistir. Bu ¢alismada gastrik dokuda aktive edilmis
nétrofillerden salinan proinflamatuvar sitokin olan IL-1p diizeyi arastirilmustir. Ulser
grubunda IL-1P diizeyinin artig gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, indometazin ile
indiiklenen gastrik iilser ¢alismalarinda IL-1p diizeyini 6nemli 6lgiide arttirdigini
gosteren veriler ile uyumludur. Ulser grubuna kiyasla basta 250 mg/kg FA dozu olmak
tizere IL-1P diizeyinin diistiigli saptanmistir. FA’nin indometazin kaynakli mide

hasarina kars1 koruyucu etkisi antiinflamatuvar etkisine baglanabilir.

IL-6, inflamatuvar bdlgede lenfositleri, makrofajlar1 ve nétrofilleri uyaran ve
gastrik iilser sirasinda doku hasarindan sorumlu oksidatif yolu tetikleyen baska bir
onemli proinflamatuvar sitokindir (163, 170). Inflamasyonun ilerlemesini
siddetlendirmede 6nemli bir rol oynar (187). Cesitli caligmalar ile indometazin
uygulamasi ile IL-6 seviyesinin arttigi bildirilmistir (9, 170). Yiiksek yag ile
indiiklenen obezite (188), tip 2 diyabet (189), formaldehit ile indiiklenen
hepatotoksisite (128) modellerinde FA tedavisinin serum ve doku IL1-B seviyelerini
disiirdiigti  gosterilmisgtir.  Bu  calismada  gastrik dokuda inflamasyonun
progresyonunun siddetlenmesinde 6énemli bir proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6
seviyesi incelenmistir. Indometazin ile indiiklenen gastrik hasarda IL-6 diizeyi
artarken, iilser grubuna kiyasla basta 250 mg/kg FA dozu olmak her {i¢c FA dozunun
gastrik inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu baskiladig1 ve bdylece doku IL-6 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli diislis sagladigi saptanmistir. Bu FA’nin antiinflamatuvar
rolii oldugunu gosterir. Fazla miktardaki proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini inhibe
etmek ve inflamatuvar faktorlerin dengesini saglamak, indometazinin neden oldugu

gastrik mukozal hasar iizerinde terapdtik hedeflerden biri olabilir (187).

Onemli bir transkripsiyon faktdrii olan NF-xB, birgok proinflamatuvar
parametrenin ekspresyonunu diizenlemesi sebebiyle immiin ve inflamatuvar siiregte
merkezi bir rol oynar (190). NF-kB p65, p105, p50, p52 olmak iizere farkli izoformlar1
kodlayan dort transkript varyanti tanimlanmistir (191). Bu calismada inflamasyona
yiiksek katkida bulunmasi nedeniyle NF-kB p65 varyant1 arastirilmistir. Dinlenme
durumunda NF-xB sitozolde NF-«B inhibitorii (IkB) proteinine bagli inaktif bir dimer
olarak tutulur. IxkB kinaz (IKK) bu inhibitdr protein IkB'yi fosforile eder ve TNF-a
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veya IL-1p gibi proinflamatuvar sitokinler, oksidan stres ve modifiye proteinler gibi
aktivatorler tarafindan aktive edildiginde ubiquitination ve degradasyon siirecini
tamamlayan aktive edilmis NF-kB ¢ekirdege yer degistirir. Boylece hedef genlerdeki
spesifik bir diziye baglanarak gen transkripsiyonu ve protein ekspresyonunu baglatir.
Indometazin NF-kB'yi aktive eder ve TNF-a, IL-1B, IL-6 dahil olmak iizere birgok
inflamatuvar gen ekspresyonunu indiikler (192). Onceki ¢alismalar ile NF-xB sinyal
yolunun gastrik iilserin patogenezi ve progresyonu ile iliskili oldugu (193) ve
inhibisyonunun gastrik {ilser gelisiminde koruyucu fonksiyonlara sahip oldugu
gosterilmistir (194, 195). SOD, CAT ve GSH seviyelerinin artisi ve MDA
seviyelerinin azalmasi, NF-xB yolunun inhibisyonu ile iligkilidir (190). Metotreksat
nefrotoksisitesi (196), lipopolisakkarit ile indiiklenen akut bobrek hasar1 (197),
diyabetik nefropati (152) modellerinde FA tedavisinin doku NF-«kB seviyelerini
diisiirdiigii gosterilmistir. Bu calismada indometazin ile indiiklenen gastrik iilser
modelinde TNF-a, IL-1p dahil olmak iizere bir¢ok inflamatuvar gen ekspresyonunu
indiiklenmesinde rol oynayan NF-kB p65 diizeyi ilk kez arastirilmistir. Ulser grubunda
NF-«xB diizeyinin artis gosterdigi saptanirken, iilser grubuna kiyasla basta 250 mg/kg
FA dozu olmak iizere NF-kB diizeyinin diistiigii belirlenmistir. NF-xB, oksidatif strese

bagli mide hasarina kars1 mideyi korumada ¢ok 6nemli bir rol oynayabilir (192).

Makroskopik olarak iilser indeksi agisindan skorlanan mide dokulart ayrica H&E
ile boyama yapilarak yiizey epitelinde dokiilme, mukozal hemoraji, glandiiler hasar ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bakimindan semikantitatif olarak histopatolojik
skorlamaya da tabi tutulmustur (121). Bu baglamda kontrol grubunun normal
morfolojiye sahip oldugu gozlenirken, indometazin ile indiiklenen mide iilser
grubunda ise mikroskopik skor degerlendirmesine gore belirgin sekilde yiiksek skora
sahip oldugu ve mide ylizey epitelinde yogun hasar, gastrik bez morfolojisinde ileri
derecede bozukluk, yer yer hemoraji ve mukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
iceren histopatolojik degisikliklerin meydana geldigi belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar indometazin ile olusturduklar1 gastrik iilser ¢aligmalarindaki histopatolojik
bulgular ile benzerlik gostermektedir (176, 198, 199).Mide {ilseri grubuna kiyasla anti
ilser ajan olarak verilen iic FA dozunun, ozellikle 250 mg/kg, mikroskopik

skorlamada anlamli olarak ciddi bir sekilde diisiis sagladig1 ve ylizey epitelindehasar,
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mukozal hemoraji, gastrik bez morfolojisinde bozukluk ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunu igeren indometazinin neden oldugu histopatolojik hasarlara karsi
gastroprotektif rol oynadigr saptanmistir. Ayrica taramali elektron mikroskopisi
verileri kontrol grubu mide dokularinin normal topografiyi yansittigi, iilser grubunda
ise ylizey epitelinde hasar ve bazal lamina yapisinda bozulma oldugunu gostermistir.
Indometazinin neden oldugu hasara kars1 mikroskopik skorlamada belirgin bir sekilde
diisiis saglayan 250 mg/kg FA dozunun taramali elektron mikroskopisinde epitel
hiicrelerinin normal topografi yansittigi bulunmustur. Histopatolojik skorlama, 151k
mikroskobu verileri ve taramali elektron mikroskopisi verileri birbirini desteklemis ve

uyumlu bulunmustur. Calismadan elde edilen tiim veriler Resim 4’de 6zetlenmistir.

Nétrofil infiltrasyonu
MPO Jv

Lipid Peroksidasyonu
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< NF-kB
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GSH ¢
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CAT T

'

Ferulik Asit
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Gastrik Ulser Ulser indeksi |

Histopatolojik Degigiklikler ‘

~

Resim 4. Ferulik asitin indometazin ile indiiklenen gastrik {ilsere kars1 sonuglari
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6 SONUC

Bu c¢aligma indometazin ile indiiklenen mide mukozal hasarina karsi FA’nin
gastrik mukozay1 korudugunu gosteren ilk calismadir. FA’nin gastrik hasara karsi
koruyucu etkisi indometazin ile indiiklenen oksidatif stres ve inflamasyon diizeylerini
azaltict etkisi ile iliskilidir. FA, indometazin kaynakli mide iilserine karst
gastroprotektif etkilerini ndtrofil infiltrasyonunu inhibe ederek oksidatif stresi azaltma,
indometazinden kaynaklanan ROS’un neden oldugu lipid peroksidasyonunu
baskilama, mide mukozasini serbest radikal kaynakli doku hasarindan koruyan, doku
diizeyinde hasar1 azaltan, mukozanin yapisal biitlinliigiinlin saglanmasinda rol
oynayan antioksidan savunma mekanizmasini destekleme ve bir¢ok proinflamatuvar
parametrenin ekspresyonunu diizenleyen NF-kB transkripsiyon faktoriiniin inhibe
etmesi ile proinflamatuvar sitokinlerin olusumunu engelleme yoluyla gerceklestirir.
Bu calismada FA ile yapilan tedavinin 6zellikle 250 mg/kg FA dozunun antioksidan
ozellik gostererek oksidatif stresi, cesitli sitokin diizeylerini diisiirerek inflamasyonu
inhibe ettigi saptanmig ve mide iilserinde iyilestirici etki gosterdigi belirlenmistir. FA,

indometazin kaynakli gastrik iilser tedavisi i¢in potansiyel bir aday olabilir.
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