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OZET
Amag: Iinflamatuvar barsak hastaliklarinin patogenezinde oksidatif stresin ¢énemli rol oynadid ileri
stiriilmek-tedir. inflamatuvar barsak hastaliklarindan olan iilseratif kolitte oksidatif hasar sonucu

protein oksidasyonu oldugu bildirilmektedir. Calismamizda; antioksidan etkinligi olan N-asetilsisteinin
(NACQ), uilseratif kolitin neden oldugu protein oksidasyonu tizerine etkisini arastirmayr amacladik.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, adirliklart 200-250 g arasinda degdisen 40 adet erkek Wistar rat
kontrol (n=10), kolit (n=10), NAC ; tedavi (n=10) ve NAC, tedavi (n =10) olmak lizere rastgele 4 gruba

ayrildi. Kolit ve NAC tedavi gruplarina 1 mL asetik asit (pH 2.4, %%), kontrol grubundaki sicanlara da
serum fizyolojik intrarektal yoldan uygulandi. Asetik asit uygulamasinin ardindan 24. saatte, NAC

grubundaki sicanlara 100 mg/kg dozunda, NAG, grubundakilere ise 500 mg/kg dozunda N-asetilsistein,
kolit ve kontrol gruplarina ise serum fizyolojik (pH 7, %0.9luk sodyum Kloriir) intraperitonal olarak enjekte
edildi. Rat tam kan Orneklerinde; tam kan glutatyon, plazma tiyol, nitrotirozin, kolon doku 6rneklerinde total
tiyol, non-protein tiyol, protein tiyol ve ileri oksidasyon protein trtin duiizeyleri degerlendirildi.

Bulgular: Kolit grubu kolon dokusunda ileri oksidasyon protein uriin diizeyleri ve plazma nitrotirozin
seviyeleri kontrol grubuna goére artmisti (p<0.01). Kolon dokusu total tiyol diizeyleri kolit grubunda
Kontrol grubuna gore dusuktil (p<0.01). N-asetilsistein uygulamasi, NAC; grubunda ileri oksidasyon
protein urun diizeylerini kontrol ve Kolit grubuna gore azaltmisti (sirasiyla; p<0.05, p<0.001).

Sonuc: Sonug olarak N-asetilsistein kullanimi kolon dokusunda tilseratif kolitin neden oldugu protein
oksidasyonunu kismen 6nlemektedir.

Anahtar Sozciikler: Asetik asit, llseratif kolit, N-asetilsistein, protein oksidasyonu

ABSTRACT

Objective: Oxidative stress is suggested to play key role in the pathogenesis of inflammatory bowel
diseases. Protein oxidation resulting from oxidative damage is notified in ulcerative colitis which is the
one of the inflammatory bowel diseases. The aim of the study was to determine if N-acetylcysteine (NAC)
was effective on protein oxidation resulting from ulcerative colitis.
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Materials and Methods: During work, 40 male Wistar rats weighing 200 to 250 g were divided randomly
into four groups: control (n=10), colitis (n=10), NAC, treatment (n=10) and NAG, treatment (n=10). 1 ml
acetic acid (pH 2.4, 4%) was administered by intrarectal route to colitis and NAC treatment groups, whereas
serum physiologically was administered to control group. N-acetylcysteine was injected to NAC; group
(100 mg/kg) and NAC , group (500 mg/kg) intraperitoneally, while colitis and control groups were injected
with serum physiologically (pH 7, %0.9 sodium chloride) at 24th hours after the acetic acid administration.
In whole blood samples; whole blood glutathione, plasma thiol, nitrotyrosine, colon tissue samples total
thiol, non-protein thiol, protein thiol, and advanced oxidation protein products were measured.

Results: Advanced oxidation protein products in colonic tissues, and plasma nitrotyrosine levels of colitis
group were elevated in comparison with control group (both; p<0.01). A decrease was observed colonic

tissue total-SH levels of colitis group as compared with control group (p<0.01). In NAC; group
administration of N-acetylcysteine decreased the advanced oxidation protein products levels compared to
control and colitis groups. (p<0.05, p<0.001; respectively).

Conclusion: As a result, administration of N-acetylcysteine partially prevents colonic tissue protein oxidatior

results from ulcerative colitis.

Key Words: Acetic acid, ulcerative colitis, N-acetylcysteine, protein oxidation

GiRi$

inflamatuvar barsak has taliklan (IBH) énemli
bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmakta-
dir. Son yillarda bu hastaliklarin goériulme
sikliginda belirgin bir artis dikkati cekmekte-
dir. inflamatuvar barsak hastaliklar Ulseratif
kolit (UK) ve Crohn hastalid@i olarak ikiye ayri-
lir. Ulseratif kolitin lipid ve protein oksidas-
yonuna yol actidi ileri stirulmektedir. Protein
oksidasyonu; reaktif oksijen metabolitleri ile
direkt veya oksidatif stresin sekonder urun-
leri ile reaksiyonu sonucu indirekt olarak
proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak
tanimlanir. Aminoasit yan zincirlerinin hidrok-
sil veya karbonil tiirevlerine modifikasyonu,
protein-protein c¢apraz bagdlarinin olusumu
ve polipeptid zincirlerinin parcalara ayril-
masi proteinlerin oksidatif reaksiyonlarinin
sonuclarindandir. Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuglan ise enzim aktivite-
sinde azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi,
proteaz inhibitdr aktivitenin kKaybi, protein
agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yat-
Kinlik, reseptor aracilikli endositozun bozul-
masli, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immunojen aktivitedeki artis olarak siralana-
bilir (1).

Ekzojen bir antioksidan olan N-asetilsistein
(NAC), L-sistein aminoasidinin N-asetil tiirevi-
dir. N-asetilsistein, sahip oldugu tiyol (-SH)
gruplar1 nedeniyle stiperoksit radikali, hidroksil
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radikali, hipoklor6z asit (HOC ;) ve hidrojen
peroksit (H,05) gibi oksidanlar ile direkt ola
rak etkileserek radikal toplayici etki goste-
rir. Radikal toplayici etkisi in vitro oldukga
hizli olmasina ragmen in vivo hizl parca-
landiQi icin antioksidan etKisinin indirekt
oldugu bildirilmektedir (2). N_asetilsistein
deasetilasyona ugdrayarak sistein olusmasina
yol agcmaktadir. Sistein hicresel glutatyon
sentezinde Kkullanilmaktadir. N_asetilsisteinir
antioksidan roluniin glutatyon énctlii olmasi,
glutatyon sentezinde yer alan enzimleri sti
mule ederek hiicresel glutatyon (GSH) azal-
masini engellemesinden kaynaklandidi ileri
strilmektedir (3,4). N-asetilsistein, apopitozu
Onleyebilmekte, cesitli proteinlerin aktivite-
lerini diizenleyerek hiicrenin yasam suirecini
uzatmaktadir. Ayrica, endotelyal disfonksiyo
nunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz, invaz-
yon, Kartilaj erozyonu, asetaminofen detok:
sifikasyonunun geciktirilmesini saglamakta-
dir (5). Asetik asit ile olusturulmus deneysel
kolit modellerinde NAC’in etkilerini incele-
yen arastirmalara rastlanmistir. Cetinkaya ve
ark. (6) kolit grubunda lipid peroksidasyonu
nun arttiqini, antioksidan enzim aktivitele:
rinde degisiklik oldugunu, NAC uygulamas;
ile lipid peroksidasyonunun oénlendigini ve
dokudaki hasar siddetinin azaldigim bildir-
migslerdir. Akgiin ve ark. (7) uzun sure NAC
Kullaniminin oksidatif ve nitrozatif stres
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parametresi olan nitrik oksit (NO *) dlizey-
leri Uzerinde etkinligi oldugunu bildirmis-
lerdir. Nosal’ova ve ark. (8) NAC tedavisinin
oksidatif hasardan korunmada basarili bir
antioksidan etki gosterdigini bildirmislerdir.
Kuralay ve ark. (9) asetik asit ile gelistirilmis
kolit modelinde kolit grubunda artan stiper-
oksit dismutaz ve myeloperoksidaz enzim
aktivitelerinin, NO* diizeylerinin ve dokudaki
hasar siddetinin Trimetazidine tedavisi ile
azaldigini, azalmis olan timor nekroz fakto-
ri alfa seviyelerinin ise arttinldigini bildir-
mislerdir.

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acgan
molekiiller mekanizmalar, protein tiyol (P-SH)
gruplarinin oksidasyonu, nitrotirozin (NT),
ileri oksidasyon protein urunlerinin (AOPP)
ve protein karbonil olusumu olarak sirala-
nabilir (1). Literaturdeki Kkolit olgularinda
NAC Kkullaniminin, lipid peroksidasyonuna
Karsi yararh etkisi bulundugunun goésteril-
digi ancak protein oksidasyonu konusunda
arastirma yapilmadiQi dikkati cekmektedir.
Ayrica, olgularda sinirh sayida oksidan para-
metrenin calisildidi goérulmektedir. Nitrotiro-
zin ve AOPP duzeylerinin ise degerlendirildigi
hicbir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismami-
zin amaci asetik asit ile kolit olusturulmus
sicanlarda iki farkli dozda uygulanan N-ase-
tilsisteinin tam kan, plazma ve kolon doku-
sunda protein oksidasyonu uizerine etkKisini
arastirmaktir. Calismamizda kan ve doku-
daki redoks degisimini gostermek icin plaz-
mada tiyol ile kolon dokusunda total tiyol
(T-SH), redoks degdisimine Kkarsi savunmayi
gostermek icin tam kanda GSH ve dokuda
non protein tiyol (Np-SH) oOlguiimleri yapildi.
Proteinlerin oksidatif stresten etkilenme diize-
yinin gdstergesi olarak da plazmada NT, doku-
da ise P-SH ve AOPP seviyeleri tespit edildi.

GEREC VE YONTEM

Universitemiz yerel etik kurulu onayr alin-
diktan sonra standart kosullarda yetistirilen,
adirliklant 200-250 g arasinda degisen, 40 adet
erkek Wistar cinsi sican Deney Hayvanlar
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Birimi'nden temin edildi. Sicanlar, %50-60
nem orani, 22 + 1 °C oda 1sis1, 1sik diizeni
12 saat gunduiz/12 saat gece olan ortamda
tutuldu ve arastirma stiresince bazal diyet
ile beslendi. Denekler kontrol (n=10), kolit
(n=10), NAC; tedavi (n=10) ve NAC, tedavi
(n=10) olmak lizere rastgele 4 gruba aynldi.

Kolon dokularinda diski bulunmamasi igin
deneyden 24 saat 6ncesinde ag¢ birakilan
sicanlarin suya serbest erisimleri saglandi.
Ketalar (50 mg/kg) ve rompun (10 mg/kg)
anestezisi altinda 30° trendelenburg pozis-
yonuna getirilen sicanlara 8 mm’lik kateter,
rektal yoldan 8 cm ileriye uzanacak sekilde
yerlestirildi. Kolit, NAC; ve NAC, drubun-
daki sicanlara pH 2.4, %4’luKk asetik asitten
1 mL, kontrol grubundakilere ise 1 mL, se-
rum fizyolojik intrarektal (ir) olarak uygu-
landi. Asetik asit veya serum fizyolojik uygu-
lamasinin ardindan 24. saatte, NAC; grubun-
daki sicanlara 100 mg/kg dozunda, NAGC,
grubundakilere 500 mg/kg dozunda NAC,
kontrol ve Kkolit grubundakilere ise serum
fizyolojik intraperitonal (ip) olarak verildi.
Tim gruplardaki denekler intrarektal uygula-
madan 48 saat sonra anestezi altinda intra-
kardiyak ponksiyonla kan ornekleri ve ardin-
dan kolon doku materyalleri alinarak sakri-
fiye edildi.

Tam kanda GSH analizi Beutler ve ark. (10),
plazma tiyol tayini Hu'nun (11) tanimladigi
metodlara gére ayni gun i¢inde yapildi. Tam
kanda GSH sonuclari mmol/dl eritrosit, plaz-
ma tiyol sonugclari ise mmol/L olarak ifade
edildi. Plazma ve doku oOrnekleri diger pro-
tein oksidasyon gostergeleri ¢alisiimak tizere
analiz guntiine kadar -80°C’de saklandi.

Plazma Orneklerinde NT analizi ticari Kit (Hbt
Hycult 501) kullanilarak ELISA yOntemi ile
yapildi. Sonuglar nmol/L olarak ifade edildi.

Kolon dokulart Heidolph DIAX 900 marka
homojenizatér kullanilarak, 1/10 (w/v) oranin-
da 0.15 M KClI ile homojenize edildi. Homo-
jenatlarin 2000xg ve ardindan 4500xg’de
santrifiij (Hettich Universal 30RF) edilmesiyle
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saglanan berrak supernatantlarda T-SH, bu
supernatantlar deproteinize edildikten sonra
Np-SH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in (12)
tanimladiklar1 yonteme gore analiz edildi. T-
SH degerlerinden Np-SH degerleri cikarla-
rak P-SH diizeyleri bulundu. Kolon dokusu
AOPP diizeylerinin Olciimiinde Witko-Sarsat
ve ark.'nin (13) tanimladiklarn metod Kkulla-
nildi. Doku protein tayini Lowry ve ark.’nin
(14) tanimladiklarnt metodla spektrofoto-
metrik (Shimadzu UV-1700A) olarak yapildi.
Tum sonuglar doku protein degeri ile oran-
lanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Kolon dokusunda makroskobik kolon hasa-
rinin derecesi 0’dan 4’e kadar skorlandi (7).
Bu skorlama sisteminde O: normal dgoru-
nimlii mukozal tabaka, 1: hafif hiperemili
mukozal tabaka, 2: belirsiz inflamasyonlu
lineer ulserasyonlar, 3: kolon uzunlugu
boyunca 5 mm’den Kugik hemorojik lez-
yonlar ve granulomatoz lezyonlar, 4: iki
veya daha fazla bdlgede ulserasyonlar ve 5
mm’den buiyuk hemorojik lezyonlar ve/veya
perforasyonu ifade etmektedir.

%10’luk formol soliisyonunda fiske edilen
0.5 cm capindaki kolon segmentleri para-
finle bloklanarak mikroskobik kesitler elde
edildi. Hemotoksilen ve Eozin ile boyanan
Kesitler epitelyal hiicre kaybi, Kkript absesi,
goblet hiicre hasan ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu acisindan 1s1k mikroskobisi ile
degerlendirildi. Mikroskopik hasarin derecesi
O’dan 3’e Kadar skorlandi (7). Kolon doku-
sunda epitelyal hiicre kaybui icin; O: yok, 1:
<%5, 2: %5-10, 3: >%10, kript absesi icin;
0: yok, 1: <%10, 2: %10-20, 3: >%?20, goblet
hiicre hasan igin; 0: yok 1: var, inflama-
tuvar hiticre infiltrasyonu icgin; 0: yok 1: az,
2: orta, 3: belirgin hasarlanmayi ifade etmek-
tedir.

Istatistiksel Analiz
Her bir grupta verilerin parametrik varsayim-
lan yerine getirip getirmedigini incelemek

icin normal dagilma uygunluk ve varyans-
larin homojenligi testleri uygulandi. Tam
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kanda GSH, plazmada NT ve dokudaki T-SH,
Np-SH ile AOPP parametrelerinin degerlendi-
rilmesinde badimsiz gruplar arasindaki ista-
tistiksel farkliliklarin belirlenmesi icin Kruskal-
Wallis varyans analizi ve ardindan gruplarin
Karsilastirilmasi icin Bonferroni duzeltmeli
Mann-Whitney U testi kullanilirken; plazma
tiyol ile dokudaki P-SH parametrelerinin
degerlendirilmesinde bagimsiz gruplar arasin
daki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi
icin tek yonlu varyans analizi yontemi ve
sonrasinda gruplarin Kkarsilastirilmasi icin
sirasiyla Tamhane T2 ve Benferroni t post
hoc testleri kullanildi. Elde edilen degerler
ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi
ve p<0.05’in altindaki farkhiliklar anlaml
olarak degerlendirildi. Dokularinin histopato
lojik degerlendirme sonuglan ise frekans
tablosu seklinde sunulmustur.

BULGULAR

Tam kan GSH, plazma NT ve plazma tiyol
duzeyleri Tablo 1°‘de verilmistir. Tam kan GSH
diizeyinde gruplar arasinda farkhilik gozlen-
mezken Kkolit ile NAC | ve NAC, tedavi grup-
larinin plazma NT dtizeyleri kontrol grubuna
gore artmisti (sirasiyla; p<0.01, p<0.001 ve
p<0.001). Her iki tedavi grubunun plazma
NT ditizeylerinin Kkolit grubuna goére arttidi
(sirasiyla; p<0.05 ve p<0.001) ve NAG
grubundaki artisin NAC; grubuna goére de
yuksek (p<0.001) oldugu goézlendi. Plazma
tiyol duzeyleri kolit ve NAC; tedavi grupla-
rinda kontrol grubuna gore dedgismemisken;
NAC, tedavi grubunda ise kontrol ve NAC;
dgruplarina goére azalmisti (ikisi; p<0.05).

Gruplarin kolon dokusu T-SH, Np-SH, P-SH
ve AOPP duzeyleri Tablo 2°’de sunulmustur.
Kolit grubu ile her iki tedavi grubunun ko-
lon dokusu T-SH diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamh derecede azalirken (her biri
icin; p<0.01) Kkolit grubu ile tedavi gruplan
arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Kolit
grubunun Np-SH ve P-SH duzeyleri kontrol
grubu ile Karsilastirildiginda istatistiksel ola-
rak anlamh bir fark gérulmedi. Ancak her iki
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Tablo 1. Kontrol, kolit, NAC| tedavi ve NAC, tedavi gruplarinin tam kan GSH ve plazma NT ve plazma tiyol

degerleri (Ort + SS).

Gruplar Tam Kan GSH Plazma NT Plazma Tiyol
mmol/dl Erit8 nmol/L8 mmol/Ltt

Kontrol (n=10) 13.23 £ 2.11 2.51 +0.43 339.61 + 35.66

Kolit (n=10) 13.05 + 1.75 3.11+0.38 237 327.06 + 69.57

NAC, (n=10) 10.72 + 2.52 3.49 £ 0.26 " 392.64 + 97.39
-

NAGC, (n=10) 12.46 = 1.00 4.26 +0.30 " 286.17 + 31.50 ¥
pees o
-

p > 0.05" <0.001* < 0.05%

#: Kruskal wallis varyans analizi ile dederlendirildi, §: Mann-Whitney U testi ile degerlendirmede; f: Tek yonlii varyans analizi ile

degerlendirildi. t+: Tamhane T2 post-hoc testi ile dederlendirmede;

a: Kontrol grubu ile, b: Kolit grubu ile, c¢: NAC | grubu ile,

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, NAC;: N-asetilsistein 100 mg/kg dozunda , NAC,: N-asetilsistein 500 mg/kg dozunda, GSH:

Glutatyon, NT: Nitrotirozin

Tablo 2. Kontrol, kolit, NAC| tedavi ve NAC, tedavi gruplarinin kolon dokusu T-SH, Np-SH, P-SH ve AOPP degerleri

(Ort = SS).

T-SHS
nmol/mg protein

Gruplar Np-SHS

nmol/mg protein

AOPPS
nmol/mg protein

P-SH*
nmol/mg protein

Kontrol (n=10) 86.47 + 13.30 15.39 + 4.95
Kolit (n=10) 65.66 + 11.52 27 11.59 + 4.21
NAC, (n=10) 57.93 = 16.99 2" 29.72 + 6.51
NAC, (n=10) 68.54 + 12.44 27 25.12 + 5.77
p <0.01* <0.001*

70.72 = 14.62 69.84 = 14.61
53.03 + 9.97 97.76 + 32.44
G 28.21 + 16.27 a7 58.02 + 10.39 2
pees e pees
ar 44,99 + 16.60 2" 70.73 = 25.09
peos
< 0.05% <o0.01*

#: Kruskal wallis varyans analizi ile dederlendirildi, §: Mann-Whitney U testi ile degerlendirmede; +: Tek yonli varyans analizi ile
degerlendirildi, #: Bonferroni t post-hoc testi ile degerlendirmede; a: Kontrol grubu ile, b: Kolit grubu ile, *: p<0.05, **: p<0.01, ***:
p<0.001, NAC: N-asetilsistein 100 mg/kg dozunda, NAC,: N-asetilsistein 500 mg/kg dozunda, T-SH: Total tiyol, Np-SH: Non protein

tiyol, P-SH: Protein tiyol, AOPP: ileri oksidasyon protein tiriinleri

tedavi grubunun Np-SH duzeyleri kontrol
dgrubuna (sirasiyla; p<0.001 ve p<0.01) ve
kolit grubuna gore (ikisi; p<0.001) artmisti.
Tedavi gruplarnt arasinda anlamli bir fark
gdzlenmedi.

Her iki tedavi grubunun P-SH degerlerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede azal-
dig1 (smraslyla; p<0.001, p<0.01) saptandi.
Kolit grubuna gére NAC, tedavi grubunda
kolon dokusu P-SH diizeyi farkli degilken;
NAC, tedavi grubunda ise azaldig1 (p<0.01)
goruldu.

Kolit grubunun kolon dokusu AOPP diizeyi
kontrol grubuna goére anlaml derecede art-

misti (p<0.01). NAC, tedavi grubundaki AOPP
diizeyinin kontrol grubundan farkli olmadigi
fakat NAC ;| tedavi grubunda azaldid (p<0.05)
gorildu. NAC | tedavi grubunun AOPP duize-
yi kolit grubuna gére de anlamli derecede
azalmisti (p<0.001).

Tablo 3’de kolon dokusunun makroskobik
degerlendirme sonuclarn verilmistir. Resim
1'de kontrol (A), kolit (B), NAC; tedavi (C)
ve NAC , (D) tedavi gruplarinin kolon doku-
su makroskopik gortinumleri gosterilmekte-
dir. Kontrol grubundaki deneklerin %80’inde
kolon dokusunun makroskobik goérinimiu
normal ve sadece 2’sinde hafif hiperemi
tespit edilmisken; kolit grubunun timiunde
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Tablo 3. Kolon dokusunun makroskobik degerlendir-

mesi (%).
Skor Kontrol Kolit NAC, NAG,
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
0 80 - 10 10
1 20 - 30 10
2 - 10 20 -
3 - 20 20 10
4 - 70 20 70

NAC,: N-asetilsistein 100 mg/kg dozunda
NAC,: N-asetilsistein 500 mg/kg dozunda

makroskobik hasar bulgulan goéruldii. Kolit
grubundaki deneklerin %70’inde makrosko-
bik hasar skoru en biiyllk hasar derecesi
olan 4 idi. Her iki NAC tedavi gruplarinda
sadece birer denegdin kolon dokusu normal
goriinumlii mukozal tabakaya sahip iken;
diger deneklerin kolon dokusunda makros-
kobik diizeyde hasar goruldii. NAC, tedavi
grubunda kolon dokusundaki makroskobik
hasar skoru degerlendirmesi 1 olan 3 denek
varken; hasar skoru 2, 3 ve 4 olan ikiser denek
vardi. NAC , tedavi grubundaki deneklerin
%70’inde makroskobik hasar skoru en bii-
yik hasar siddeti olan 4 idi.

Tablo 4’de kolon mukozasinin mikroskobik
degerlendirme sonuglar sunulmustur. Resim

Resim 1 .

2’de kontrol (A), kolit (B), NAC; tedavi (C) ve
NAC, tedavi (D) gruplarinda olusan histo
patolojik degisiklikler gosterilmistir. Kontrol
grubunun hi¢ birinde kolon dokusunda epi-
telyal hticre kaybi goriilmezken, en siddetl
hasar derecesi olan 3 skoruna sahip denek
oranit Kolit grubunda %90, NAC; tedavi
grubunda %70, NAC , tedavi grubunda %60
idi. Kontrol grubundaki deneklerin hi¢ biri-
nin kolon dokusunda Kript absesi gortilmez-
ken, en siddetli hasar derecesi olan 3 sko
runa sahip denek orani kolit grubunda %380,

Tablo 4. Kolon mukozasinin mikroskobik degerlendirmesi (%).

Bulgular Skor Kontrol Kolit NAC, NAC,
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Epitelyal hiicre kaybi (0] 100 - - 10
1 - 10 10 20
2 - - 20 10
3 - 90 70 60
Kript absesi (0] 100 - 10 10
1 - 10 10 30
2 - 10 10 -
3 - 80 70 60
Goblet hiicre hasari (0] 100 10 10 30
1 - 90 90 70
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0] 50 - - -
1 50 - 10 20
2 - - 10 20
3 - 100 80 60

NAC,: N-asetilsistein 100 mg/kg dozunda
NAC,;: N-asetilsistein 500 mg/kg dozunda
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NAC; tedavi grubunda %70, NAC, tedavi
grubunda ise %60 idi. Goblet hiicre hasan
kontrol grubunun hi¢ birinde goérilmezken,
kolit ve NAC | tedavi gruplarindaki denekle-
rin %90’inda, NAC, tedavi grubundakilerin
%70’inde goblet hiicre hasar vardi. Kontrol
grubundaki deneklerin yarisinda inflamatu-
var hicre infiltrasyonu yok iken; geri kalan
yarisinda ise az miktarda idi. Kontrol gru-
bundaki deneklerin hepsinde belirgin hiicre
infiltrasyonu goruliirken bu bulgu NAC ;| gru-
bundakilerin %80’inde, NAC, tedavi grubun-
dakilerin %60’ 1nda gozlendi.

TARTISMA

Calismamizda deneysel kolit gelistirmek icin
%41k asetik asit modeli secidi. Kolit grubun-

daki siganlarin hepsinde makroskobik hasar
godzlendi. Ayrica mikroskobik hasarlanma
bulgulan olan epitelyal hiicre kaybi, Kkript
absesi ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
olusmayan denek yok iken, deneklerin sade-
ce birinde goblet hiicre hasar1 olusmamuisti.
Bulgularimiz kolit modelinin basan ile ger-
ceklestigini gostermektedir. Kolit gelisimi-
nin ardindan bir gilinlilk tedavi suresinin
sonunda NAC tedavi gruplarindaki makros-
kobik hasar bulgularimiz NAC uygulamasi-
nin hasar derecesini azalttigini, ancak tama-
men duizeltmedigdini ve en uygun dozun 100
mg/kg oldugunu, mikroskobik bulgula-rimiz
ise her iki doz NAC uygulamasinin etkisinin
zaylf oldugunu gosterdi. Asetik asit ile
olusturulan Kkolit modelinde kolon doku-

Cilt 8, Say1 1, Nisan 2010
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sunda makroskobik ve mikroskobik hasar
gelistigi (6-9), doku Kkalinhdinda, kolonun
yas doku agirhdinda ve vaskiiler gecirgenlik-
te artis oldugu (8) ve deneysel Kolit model-
lerinde nétrofil infiltrasyonunun Kkantitatif
gostergesi olarak myeloperoksidaz aktivite-
sinde de artis oldugu bildirilmistir (7-9,15).
N-asetilsistein uygulamasinin makroskobik
ve mikroskobik hasar diizeyinde azalmaya
yol actigi ancak Kkontrol grubunda goriilen
normal yapiya ulastiramadidi (6), kisa donem
NAC Kkullaniminin hasar skorlarinda duzelme
sadlayamamasina ragmen bir hafta uygula-
masinda duzelme goriuldugu (7), en iyi diizel-
menin 100 mg/kg dozunda oldugu daha
yuksek dozda ise hasar derecesinin arttigi
bildirilmistir. Makroskobik hasar bulgulari-
miz literatirdeki calismalarla uyumlu iken
mikroskobik bulgularimiz farkhlik géstermek-
tedir. Bu farkliik ¢calismamizdaki mikrosko-
bik degerlendirmenin literatiirdeki calisma-
lardan daha ayrintih yapilmasindan veya teda-
vi suresinin Kisa olusundan kaynaklanmis
olabilir. Akgiin ve ark. (7) uzun siire NAC
tedavisinin daha etkin oldugunu bildirmis-
lerdir.

Tam kanda GSH, Kkolit grubunda kontrol
dgrubuna gdére azalmis olmasina ragmen bu
azalis istatistiksel olarak anlamli degildi.
Literatiirdeki deneysel kolit modellerinde
tam kanda GSH duzeyinin incelendigi bir
calismaya rastlamadik. Erichsen ve ark.
(16) Crohn hastalarinin plazma total GSH,
GSH ve GSSG diizeylerinin, Sido ve ark.
(17) ise IBH goériilen bireylerde periferik kan
mono-nukleer huicre total GSH seviyesinin
Kontrol = grubuna gore  degdismedigini
bildirmislerdir. Literatiirdeki bu calismalar
tam kan GSH diizeyini yansitmamakla
birlikte bulgulari-mizla uyumludur.

Kolit grubu plazma NT seviyesinin kontrol
grubuna goére anlamli derecede arttigini
(p<0.01) saptadik. inflamatuvar barsak has-
talarinda ve deneysel Kkolit modellerindeki
deneklerde NT diizeyine bakilmis ¢alismaya
rastlamadik. Bununla beraber, Akgiin ve ark.

(7) ile Ebrahimi ve ark. (18) kolit grubunun
kolon dokusunda NO® seviyesinin kontrol
grubuna gore arttiqini bildirerek nitrozatif
stres olusumuna dikkat ¢cekmislerdir. Litera-
turdeki bulgular sonug¢larimizi desteklemek-
tedir. Calismamiz Kolit modelinde artan nit-
rozatif stresin dolasimdaki proteinleri etkile-
digini gosteren ilk ¢alismadir.

Calismamizda Kkolit grubunun plazma tiyol
dizeyinde Kkontrol grubuna gore farkhlik
gozlenmedi. Bulgumuz dolasimdaki redoks
durumunun degismedidini gdstermektedir.
Baskol ve ark. (19) UK olgularinda plazma tiyol
seviyesinin kontrollere gore arttigini bildir
mistir. Deneysel kolit modellerinin IBH'ni
bire bir yansitmayisinin ve farkl tiirlerdeki
proteinlerin -SH gruplarinin oksidatif strese
dayaniklilik farkliliginin bu bulgu farklihidin-
da faktor olabilecegi diistinmekteyiz.

Doku T-SH duizeyinin kolit grubu kolon doku
sunda Kkontrol grubuna gore azaldigini (p<0.01,
saptadik. Deneysel kolit modellerinde yapi-
lan calismalar (6,15,18) ve iBHI1 bireylerin
incelendigi calismada (17) kolon dokusu T-
SH ditizeylerinin azaldigi bildirilmistir. Aras
tirmalar sonucglarimizi destekler niteliktedir.

Kolit grubu kolon dokusundaki Np-SH diizeyi
kontrol grubuna goére azalis gostermesine
ragmen gruplar arasindaki farkin anlaml
olmadigi saptadik. Akgun ve ark.(7) Kolil
grubundaki deneklerin, Holmes ve ark. (20)
da UK hastalarinin kolonik mukozasindaki
Np-SH diizeylerinde Kkontrollere goére degi-
siklik olmadigini bildirmislerdir. Sido ve ark.
(17) Crohn hastalarinin kolonik mukozala-
rinda total GSH diizeyi ve GSH sentezinde
yer alan enzim aktivitelerinin azalma gdster-
digini, azalmanin inflame boélgede daha belir
gin oldugunu ve GSH/GSSG oraninin azal-
diqin1 bildirmiglerdir. Bulgularimiz literatir
ile uyumludur.

McKenzie ve ark. (21) IBH olgularinin inflame
kolon mukozasinda bulunan 37 kDa agirl:
dindaki bir proteinin miktarinin azalmadr-
dini ancak tiyol gruplarinin oksi de oldugunu
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ve bu proteinin N-terminalindeki aminoasit
dizisinin glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (GAPDH)
enzimi ile homoloji gdsterdigini saptamis-
lardir. Bu bulgudan yola c¢ikarak in vitro
ortamda GAPDH’in aktif bolgesindeki tiyol
dgruplarinin tim oksidanlar 6zellikle de OCI ~
ve H,O; ile okside oldugunu boylece enzim
aktivitesinin azaldigini tespit ederek IBH olgu-
larinin kolonik mukozasindaki -SH gruplan
okside olmus 37 kDa agirhdgindaki proteinin
gercekte GAPDH oldugunu bildirmislerdir.
Protein tiyol gruplarinin oksidasyonu protein-
lerin fonksiyon kaybina yol acar. inflamatu-
var barsak hastalarinin kolonik mukozasin-
da GAPDH enziminin aktif bolgesindeki tiyol
gruplarinin oksidasyonu enzimin aktivasyo-
nunu kaybetmesine ve ti¢ boyutlu yapisinin
bozulmasina neden olur. Enzimin aktivitesi
azaldiginda doku NADPH uretimi diismekte ve
glutatyon peroksidaz reaksiyonuyla GSSG’'un
GSH’a dénme sitireci aksamaktadir. Glukoz
6 fosfat dehidrojenaz enziminin yani sira
dokuda glutatyon sentezinde yer alan enzim-
lerin aktivite seviyeleri de dustiiginden ve
dglutatyonun rejenerasyonu bozuldugundan
yeniden sentez reaksiyonlarl aksamakta ve
doku P-SH diizeyi kolit olgularinda azalmak-
tadir. Calismamizda da Kolit grubunun kolon
dokusunda P-SH diizeyinin kontrol grubuna
gOre azaldigini, ancak gruplar arasindaki far-
Kin istatistiki olarak anlamli olmadid1 sapta-
dik.

Calismamizda kolit grubunda kolon dokusu
AOPP duzeyinin kontrollere gére anlaml dere-
cede arttigini (p<0.01) saptadik. Doku duze-
yinde AOPP seviyesine bakilmis calismalar
olmamakla birlikte, Baskol ve ark. (19) UK
olgularinda, Krzystek-Korpacka ve ark. (22)
UK olgularinda hastaligin aktif ve inaktif
donemlerde ve Crohn hastalarinin yalnizca
aktif déneminde plazma AOOP diizeyinin
kontrollere gore arttigini bildirmislerdir. Aras-
tirma bulgulart sonuclarimizla uyumludur.
Calismamiz doku diizeyinde proteinlerin oksi-
datif stresten etkilenme belirteclerinden olan
AOPP parametresi incelenmis ilk ¢calismadir.
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N-asetilsistein uygulamasi ile tam kan GSH
diizeyinde Kkolit grubuna gdre anlamli bir
fark go6zlenmedi. Literatiirde kolit modeli
veya olgularinda NAC tedavisinin tam kan
GSH diizeyine etkisini inceleyen calismaya
rastlamadik.

Plazma NT diizeyinin NAC; grubunda kont-
rol ve Kolit grubuna gore yuksek oldugu
(sirasiyla; p<0.001, p<0.05), NAG, grubunda
ise kontrol, kolit ve NAC; grubundakilere
gore arttidl (hepsi; p<0.001) goruldu. Akgiin
ve ark. (7), doku NO* diizeyinin 2 gin sureli
NAC (20 mg/kg/giin) uygulamasi ile artar-
ken, 7 gunlik uzun dénem NAC (100 mg/
kg/gun) kullanimi ile azaldigimi bildirmistir.
Ebrahimi ve ark. (18) 4 gun siireyle uygu-
lanan 160 mg/kg/gun ve 240 mg/kg/gin
NAC dozlarinin doku NO® seviyesini azalt-
tigint belirtmistir. Akgiin ve ark.'nin (7) kisa
sureli NAC kullanimi ile nitrozatif stresi
artisini engelleyemedigini bildirdikleri gibi,
bizde calismamizda tek gunluk 100 mg/kg
ve 500 mg/kg NAC dozlan uygulamasi ile
proteinlerin nitrozatif stresten etkilenmesini
Onleyemedik. Hatta 500 mg/kg NAC dozun-
da proteinlerin nitrozatif stresten etkilenme-
sinin arttigini saptadik.

NAC; grubundaki plazma tiyol diizeyinde
kolit grubuna goére degisiklik godzlenmez-
ken, NAC , grubunun plazma tiyol seviyesi
Kontrol ve NAC | grubuna goére anlamlh azal-
ma (hepsi; p<0.05) gostermisti. Bulgulari-
miz dusiik doz NAC'in plazma redoks degi-
siminde etkili olmadigini yiiksek doz NAC’in
ise total tiyol miktarinda azalmaya yol acti-
dini gostermektedir.

NAC tedavi gruplarinin kolon dokusu T-SH
diizeylerinde kontrol grubuna gdére anlaml
azalma (p<0.01) gbzlendi. Ebrahimi ve ark.
(18) 160 mg/kg/gin ve 240 mg/kg/gin NAC
dozlarinin 4 gin boyunca kullaniminin,
Cetinkaya ve ark. (6) tek gun siireyle 500
mg/kg NAC dozu kullandiklarn calismalarin-
da rektal yoldan NAC uygulamasinin, tedavi
gruplarindaki T-SH seviyelerini Kolit grubu-
na gore arttirdigini bildirmiglerdir. Calisma-
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mizda ise tek giin sureyle ip olarak her iki
doz NAC uygulamasi kolit grubu T-SH duize-
yinde gérulen azalmayr diizeltmede etKili
olmamigtir. Bulgu farkinin, NAC’in uygula-
ma yolu ve Kullanim siiresindeki farkliliktan
Kaynaklanabilecegini sdyleyebiliriz.

NAC; ve NAC; gruplarinin kolon dokusu
Np-SH duzeylerinin kontrol ve Kkolit grupla-
rina gére anlamh derecede arttiqi saptandi.
Akgun ve ark. (7) 500 mg/kg NAC kullani-
minin Np-SH duzeyini arttirdiqini bildirmis-
lerdir. Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

Doku P-SH degerinin NAC ;| tedavi grubunda
kontrol ve Kkolit gruplarina gére, NAC, gru-
bunda ise kontrollere gore azaldig1 goruldii.
Bu bulgumuz; NAC uygulamasinin protein-
lerin -SH gruplarindaki oksidasyonu engelle-
yemedigine isaret etmektedir.

NAC uygulamasi ile NAC; grubunun AOPP
diizeyinde kontrol ve Kkolit gruplarina gore
azalis (p<0.001) gdzlenmis iken, NAC, gru-
bundaki deneklerde kolit grubuna gore fark-
Ik gérulmedi.

Calismamizda NAC'in cift etkisi dikkati ¢ek-
mektedir. 100 mg/kg NAC dozu uygulamasi
AOPP olusumunu 6nleyerek proteinler tze-
rinde antioksidant etki olustururken; 500
mg/kg NAC dozunun oksidan etkiyi dnleye-
medigi ve/veya arttirdi@qi gorulmektedir.
Bayir ve ark. (23) kolesterolden zengin diyet-
le beslenen sicanlarda NAC’in antioksidan
ve pro-oksidan etkKilerini arastirdiklan calis-
malarinda bulgularimiza benzer sonuclara
ulasmistir. Calismalarinda 8 hafta boyunca
50 mg/kg NAC dozu lipid peroksidasyonunu
onleyebilmesine karsin, 100 mg/kg NAC do-
zunda lipid peroksidasyonunun artis goster-
digini bildirmislerdir. Calismamizda NAGC,
grubunda saptadi@imiz bulgular ve literatur
1s1d1 altinda ytuiksek doz NAC (500 mg/kg)
Kullaniminin gecis metallerinin indirgenme-
sinde rol alarak serbest radikal uretimine ve
oksidatif hasara yol acabilecegini soyleye-
biliriz.
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Sonuc olarak asetik asit ile olusturulmus Kkolit
modelinde 100 mg/kg ve 500 mg/kg NAC
dozlarinin tek gun stiresince uygulamasinin
proteinleri oksidatif hasardan korumakta kis
men basarli oldugunu, redoks degisimle:
rinden etkilenmesini ise engelleyemedigini
sOyleyebiliriz. Farkli dozlarda ve daha uzun
surelerde NAC uygulamasinin kolit grubun-
da protein oksidasyonuna etkisini gdsteren
yeni calismalara ihtiya¢ oldugunu ve ayrica
proteinlerde tam bir koruma saglanabilmesi
icin mutlaka redoks degdisimine etkili baska
bir ilagla beraber kullaniminin arastirilmasi
gerektigini soOyleyebiliriz.
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