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OZET

Amagc: Oksidatif stres inflamatuvar barsak hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol
oynar. Bu caligmada, antioksidan L-karnitinin deneysel kolitte, kolonda da sentez edilen
paraoksonaz 1 enzim aktivitelerine ve oksidatif duruma etkisini inceledik.

Gereg ve Yontem: Wistar albino disi siganlar kontrol, kolit, 6n tedavi ve tedavi olmak tizere
rastgele dort gruba ayrildi. Kolit olusturmak igin kolit, tedavi ve 6n tedavi gruplarina tek doz
1 mL asetik asit (%4) intrarektal olarak uyguland1. On tedavi grubuna kolit olusturulmadan
1 saat Once, tedavi grubuna ise kolit olusturulduktan 24 saat sonra 500 mg/kg L-karnitin
tek doz halinde intraperitoneal olarak verildi. Tiim gruplar intrarektal uygulamadan 48 saat
sonra sakrifiye edildi. Kolit varlig1 histopatolojik olarak gosterildi. Serumda paraoksonaz,
arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri, total oksidan ve antioksidan durum, malondialdehit ve
total sialik asit ol¢iildii. Oksidatif stres indeksi formiilden hesaplandi.

Bulgular: Asetik asitle kolit olusturulan grupta serum malondialdehit, total sialik asit, total
oksidan durum ve oksidatif stres indeksi anlamli olarak artarken, paraoksonaz, arilesteraz
ve laktonaz aktiviteleri ve total antioksidan durum anlamli olarak azaldi. L-Karnitin
malondialdehit, total sialik asit, total oksidan durum ve oksidatif stres indeksinde anlamli bir
azalmaya yol acarken, sadece tedavi grubunun serum arilesteraz ve laktonaz aktivitelerinde
anlamli bir artisa yol agt1.

Sonug: Asetik asitle olusturulan deneysel kolitte L-karnitin, arilesteraz ve laktonaz
aktivitelerini arttirici, oksidatif stresi azaltict bir etkiye sahiptir. Bu nedenle L-karnitin,
inflamatuvar barsak hastaliklarinin tedavisinde yararli olabilir.

Anahtar Sozciikler: Deneysel kolit, L-karnitin, paraoksonaz, arilesteraz, laktonaz, oksidatif
stres, malondialdehit, total sialik asit

Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigmasi yoktur.

ABSTRACT

Aim: Oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease. We investigated antioxidant L-carnitine effect on activities of paraoxonase 1 enzyme
which is also synthesized in colon and oxidative status in experimental colitis.

Material and Methods: Wistar albino female rats were divided into four groups randomly:
control, colitis, pre-treatment and treatment groups. To induce colitis, single dose of 1 mL
acetic acid (%4) was given intrarectally to colitis, pre-treatment and treatment groups. Single
dose of 500 mg/kg L-carnitine was given intraperitoneally 1 hour before inducing colitis to
pre-treatment group and 24 hours after inducing colitis to treatment group. All groups were
sacrificied 48 hours after intrarectally administration. Existence of colitis was confirmed by
histopathological changes. Paraoxonase, arylesterase and lactonase activities, total oxidant
and antioxidant status, malondialdehyde, and total sialic acid were measured in serum.
Oxidative stress index was calculated from the formula.

Results: While serum malondialdehyde, total sialic acid, total oxidant status and oxidative
stress index were significantly elevated, serum paraoxonase, arylesterase and lactonase
activities and total antioxidant status were significantly decreased in acetic-acid induced
experimental colitis. In acetic-acid induced experimental colitis, L-carnitine caused a
significant decrease in serum malondialdehyde, total sialic acid, total oxidant status and
oxidative stress index but a significant increase in serum arylesterase and lactonase activities
of treatment group only.

Conclusion: L-Carnitine has an increasing effect on serum arylesterase and lactonase
activities and decreasing effect on oxidative stress in acetic acid-induced experimental colitis.
Therefore, L-carnitine may be useful for the treatment of inflammatory bowel disease.

Key Words: Experimental colitis, L-carnitine, paraoxonase, arylesterase, lactonase,
oxidative stress, malondialdehyde, total sialic acid
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Giris

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 olan iilseratif kolit ve
Crohn, kronik, tekrarlayici ve immiin sistemin aracilik
ettigi hastaliklardir. Inflamatuvar barsak hastaliklari-
nin patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, oksi-
datif stresin onemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Kolon epitelinden fazla miktarda iiretilen hidrojen pe-
roksitin, bazal membran ve hiicreler arasi baglantilara
zarar vererek submukozal bolgeye bakteriyel antijen ge-
cisine sebep olabilecegi ve bu antijenlere karsi olusan
immiin yanitin iilseratif kolite onciililk edebilecegi 6ne
stirtlmistir [1].

Canlilarin yasamsal ve biyokimyasal fonksiyonlarini
devam ettirebilmesi igin, pro-oksidanlar ve antioksi-
danlar arasinda stirekli olarak kontrol edilmesi gereken
bir denge vardir. Bu dengenin pro-oksidanlar lehine bo-
zulmasi (oksidatif stres) oksidatif hasara yol agabilir [2].
Poliansatiire yag asidlerinin oksidasyonu sonucu olu-
san malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun en
onemli gostergelerindendir [3].

Oksidatif stres ve antioksidan durumun degerlendiril-
mesi i¢in bir¢cok belirte¢ ve bunlar1 dlgen farkli yon-
temler bulunmaktadir. Ancak bu belirteglerin ayr1 ayri
Olgiilmesi hem zaman alici hem de masraflidir [2,4]. Bu
nedenle son yillarda total oksidan durum (TOS) [5] ve
total antioksidan durum (TAS) 6lgiilmekte ve [6] oksida-
tif stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir [7].
Paraoksonaz gen ailesinin paraoksonaz 1 (PONI, aril-
dialkilfosfataz, EC 3.1.8.1), paraoksonaz 2 ve paraokso-
naz 3 olarak adlandirilan {i¢ iiyesi bulunmaktadir. PON1,
Ca*? bagimli bir enzim olup, dolasimda HDL’ye bagh
olarak taginir [8]. PONI enzimi, paraoksonun hidrolizi-
ni saglayan paraoksonaz aktivitesine, fenilasetatin hid-
rolizini saglayan arilesteraz aktivitesine [9] ve lakton-
larin hidrolizini saglayan laktonaz aktivitesine [10,11]
sahiptir.

Ik olarak toksikolojik ¢alismalarda, paraokson gibi or-
ganofosfatlari hidroliz edici etkisi [12] aragtirilan PON1
enziminin, daha sonraki yillarda HDL’nin yapisinda
bulundugu, lipid peroksidasyonu iiriinlerinin birikimini
engelleyen bir antioksidan enzim oldugu ve aterosklero-
zu Onleyici bir role sahip oldugu gosterilmistir [13,14].
Ayrica inflamasyon ve oksidatif stresin arttigr durum-
larda PONI1 aktivitesinin azaldigi bildirilmistir [8].
Doku ve hiicrelerin yapisal bilesenleri olan sialik asitler,
glikolipidlerde ve glikoproteinlerin N-terminal ucunda
bulunan dokuz karbonlu seker neuraminik asidin asetil-
lenmis tiirevleridirler. Asidik yapilarindan dolay1 hiicre
ylizeyinin negatif ylikiine 6nemli katki saglarlar. Sialik
asitler ayrica hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimle-
rinde gorev alirlar [15].

Akut ve kronik inflamatuvar yanitin komponentleri olan
¢ogu akut faz proteini ve inflamasyona duyarli protein
[16], oligosakkarid yan zincirlerinin terminal pozisyo-
nunda sialik asit igerir [17]. Akut faz reaksiyonu veya
inflamasyonun belirgin oldugu inflamatuvar barsak
hastaliklar1 gibi durumlarda da bu serum proteinlerinin
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diizeyindeki artiga bagl olarak total sialik asit diizeyle-
rinin arttig1 gosterilmistir [18,19].

L-Karnitin (L-B-hidroksi-y-N-trimetilaminobiitirik asit),
proteine bagh lizil kalintilarinin S-adenozil metiyonin
aracililikli metilasyonu ile karaciger ve bobrekte sentez
edilir. Uzun zincirli yag asitlerinin -oksidasyonu igin
acil-karnitin esterleri seklinde mitokondriye tasinma-
sinda kofaktor olarak gorev alan L-karnitin [20] bu yolla
lipid peroksidasyonunu ve reaktif oksijen tiirlerinin olu-
sumunu Onler [21]. Ayrica L-karnitinin oksidatif strese
bagli olusan protein oksidasyonunu onlemede kismen
basarili oldugu da gosterilmistir [22,23].

Intrarektal yoldan verilen asetik asidin (%3-5) akut infla-
masyona yol acarak, distal kolon ile sinirli, deneysel akut
inflamatuar barsak hastalig1 olusturdugu bildirilmistir
[24]. Inflamatuvar barsak hastaliklarinin paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitelerinde bir azalmaya yol agtig1 [25,26]
gosterilmesine ragmen laktonaz aktivitesine etkisi bilin-
memektedir. Ayrica inflamatuvar barsak hastaliklarinda
L-karnitin tedavisinin PON1 enzim aktiviteleri iizerine
etkisini aragtiran bir ¢aligma da bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, inflamatuvar barsak hastaliklarin-
da L-karnitinin paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz ak-
tivitelerine ve oksidatif duruma etkisini arastirmaktir. Bu
amagla, asetik asit ile deneysel kolit modeli olusturulan
Wistar albino si¢anlarda, kolit olusumundan 6nce veya
sonra uygulanan, L-karnitinin serum paraoksonaz, ari-
lesteraz ve laktonaz aktivitelerine, TOS, TAS, OSI, MDA
ve total sialik asit (TSA) diizeylerine etkisi incelenmistir.

Gereg¢ ve Yontemler

Calisma dncesi tiniversitemiz yerel etik kurul onay1 (ta-
rih:22.06.2011, no:TUHDYEK-2011/35) alind1. Deney
Hayvanlar1 Birimi’nden agirliklar1 200-250 g arasinda
degisen, standart kosullarda yetistirilmis 28 adet erigkin
Wistar albino disi si¢an temin edildi. Standart diyet ile
beslenen siganlar, %60 nem oranina sahip, 224+2°C oda
isisinda ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ritminde
barindirildi. Siganlar, kontrol, kolit, 6n tedavi ve tedavi
grubu olmak iizere esit sayida rastgele 4 gruba ayrildi.
Asetik asitin (%3-5) intrarektal yoldan verilmesi ile de-
neysel akut inflamatuvar barsak hastaligi olusturulmak-
tadir. Kolit tablosu, distal kolonla sinirli olmakla birlik-
te, baslangi¢ hasari, epitelyal nekroz ve 6dem seklinde
meydana gelmekte olup; lamina propria, submukoza ya
da dis kas tabakasina kadar yayilim gosterebilmektedir.
Baslangicta 16kosit infiltrasyonu goriilmezken, 12 saat
sonra, epitelyal bariyerin yikimina bagl: spesifik olma-
yan lokosit infiltrasyonu maksimum diizeyde goriilebil-
mektedir [24]. Asetik asit uygulamasindan 48 saat sonra
incelenen kolon dokusunda kanama, tilser, mukoza kay-
b1, nétrofil infiltrasyonu, kript apsesi ve goblet hiicre
azalmast oldugu bildirilmistir [21].

Calismamizda, kolon dokularinda digki bulunmamasi
icin siganlar 12 saatlik acliga tabi tutuldu ancak suya eri-
simleri serbest birakildi. Kolit modeli olusturmak igin
[24], ketalar (50 mg/kg) ve rompun (10 mg/kg) anestezisi
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altinda 30° trendelenburg pozisyonuna getirilen sicanla-
ra 8 mm’lik kateter rektal yoldan 8 cm ileriye uzanacak
sekilde yerlestirildi. Kolit grubuna, tedavi grubuna ve
on tedavi grubuna tek doz 1 mL asetik asit (%4) intra-
rektal yoldan uygulandi. Kontrol grubuna ise ayni sart-
larda 1 mL serum fizyolojik intrarektal olarak verildi.
On tedavi grubuna kolit olusturulmadan 1 saat énce, te-
davi grubuna ise kolit olusturulduktan 24 saat sonra 500
mg/kg L-karnitin tek doz halinde intraperitoneal olarak
uygulandi. Diger gruplara ise serum fizyolojik intrape-
ritoneal olarak verildi. Intrarektal uygulamadan 48 saat
sonra tiim siganlarin rompun (10 mg/kg) ve ketalar (50
mg/kg) anestezisi altinda batin 6n duvari insizyonla agi-
larak diyaframdan kalbe ulagild1 ve ponksiyonla kanlar1
alinarak sakrifiye edildi. Serumlar ayrilarak analiz gii-
niine kadar -80°C’de saklandi. Tiim 6rneklerde ¢alisma
ikiger kez tekrarlandi.

Sakrifiye edilen tiim siganlardan kolon dokular1 alinip
longitudinal insiizyonla agilarak serum fizyolojik ile
yikandi. Kolon dokularinin asetik asit uygulan bolge
ile aniis arasini i¢ine alacak sekildeki distal boliimleri
makroskopik olarak incelendi ve mukozal yiizeyden fo-
tograflari ¢ekildi. Kolon dokusunda makroskopik kolon
hasarinin derecesi Morris siniflandirmasi kullanilarak
yapild1 (Tablo 1) [27]. Kontrol grubundaki bazi hayvan-
larin kolonlarinda intrarektal kateter uygulamasina bag-
11 olusan lokalize hafif 6dem 0 olarak skorlandi.
Mikroskopik degerlendirme igin sicanlarin kolon doku-
larinda makroskopik hasarin en fazla oldugu bolimler
orneklendi. Bu boliimler, %10’luk formol soliisyonunda
fikse edilip doku takibinden sonra parafinle bloklandi
ve elde edilen kesitler hematoksilen-eozin ile boyan-
di. Mikroskopik kolon hasarinin derecelendirilmesi

Tablo 1. Kolon dokusu makroskopik siniflandirma kriterleri [27].

151tk mikroskobunda mukozal yapi kaybt (0-3), hiicre-
sel infiltrasyon (0-3), kript apsesi (0-1) ve goblet hiicre
azalmasi (0-1) incelenerek yapildi ve toplam skor (0-8)
tizerinden degerlendirildi (Tablo 2) [28]. Mikroskopik
incelemede, tedavi grubundan bir sicanda, 6n tedavi
grubunda ise iki siganda yaygin iilsere nekrotik alan-
lar nedeniyle bazi parametreler tam olarak degerlendi-
rilememis olup degerlendirilemeyen parametrelere en
iist skor verildi. Patolojik inceleme sonucunda asetik
asit uygulanan gruplarda literatiirle [21] uyumlu olarak
distal kolonda hiperemik ve iilsere kanamali alanlarin
varligi, histopatolojik incelemede ise mukoza kaybi ve
nétrofil infiltrasyonunda artis ile birlikte kript apsesi ve
goblet hiicre azalmasi goriilmekteydi.

Total antioksidan durum ol¢iimiinde, TAS kiti (RelAs-
say Diagnostic, Tirkiye) kullanildi. Yontemin prensi-
pi, ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli
ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna indirgemesine
dayanir [6]. TAS 6l¢limii i¢in, kitin prosediiriinde belir-
tildigi sekilde, spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A)
25 °C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1 (6l¢im tampo-
nu) ve 30 pL serum karistirtlip 660 nm’de absorbansi
olglildi. Karisima 75 pL reaktif 2 (renkli ABTS soliis-
yonu) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar 660
nm’de absorbans 0l¢iildii. Standartlar, serum yerine 0
(standart 1) ve 1 (standart 2) milimolar Trolox ekivalan/
litre (mmol Trolox Eq/L) konsantrasyonlarindaki kitin
standart ¢ozeltileri kullanilarak calisild. ikinci ve ilk
6lglimler arasindaki farktan absorbans degisimi (AAbs)
hesaplandi. Serumlardaki TAS diizeyleri (mmol Trolox
Eq/L) kitte belirtilen asagidaki formiille hesaplandi.
TAS=[(AAbs standart 1)-(AAbs numune)] / [(AAbs stan-
dart 1)-(AAbs standart 2)]

Skor Makroskopik inceleme

0 Normal gérinimli mukoza

1 Lokalize hiperemi, Ulser yok

2 Belirsiz inflamasyonlu linear ulser

3 Bir bélgede inflamasyonlu linear llser

4 iki ya da daha fazla inflamasyon ve/veya lilserasyon bélgesi

5 iki veya daha fazla major inflamasy_on ve Ulserasyo_r_1 bolgesi ya (_:_la ko!onda 1 cm’den daha buyuk bir
tane inflamasyon ve Ulserasyon bolgesi

Tablo 2. Kolon dokusu mikroskopik degerlendirme kriterleri [28].

Mikroskopik inceleme
Skor Mukozal yapi kaybi Hiicresel infiltrasyon Kript apsesi Gobletn:ua.l;re azal-
0 Yok Yok Yok Yok
1 < %5 Az Var Var
2 %5-%10 Orta - -
3 > %10 Belirgin - -
Turk J Biochem, 2013; 38 (2) ; 145-153. 147 Ozgiin ve ark.



Total oksidan durum o&l¢iimiinde, TOS kiti (RelAssay
Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yontemin prensipi, or-
nekteki oksidanlarin ferréz iyon-selatér kompleksini
ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonla-
rin asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi
esasina dayanir [5]. TOS 6l¢iimii i¢in, kitin prosediiriin-
de belirtildigi sekilde, spektrofotometre (Shimadzu UV
1700A) 25 °C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1 (6lglim
tamponu) ve 75 uL serum karistirilip 530 nm’de absor-
bansi 6l¢iildi. Karisima 25 pL reaktif 2 (pro-kromojen
soliisyon) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar
530 nm’de absorbans 6l¢iildi. Kitin kalite degerlendiril-
mesi i¢in kitin prosediiriinde belirtildigi izere numune
yerine deiyonize su kullanilarak calisilan reaktif korii-
niin absorbansi 0.500’den kii¢iiktii. Standart, serum ye-
rine 20 mikromolar hidrojen peroksit (H,0,) ekivalan/
litre (umol H,O,Eqg/L) igeren dilue standart gozeltisi
kullanilarak caligildi. Ikinci ve ilk 6l¢iimler arasindaki
farktan absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. Serum-
lardaki TOS diizeyleri (umol H,0,Eq/L) kitte belirtilen
asagidaki formiille hesaplandi.

TOS= [(AAbs serum) / (AAbs standart)] x 20
Paraoksonaz aktivitesi, I mM CaCl, ve 1 mM paraok-
son ¢ozeltisi igeren Tris-HCI (50mM, pH:8) kullanilarak
25 °C’de 412 nm’de spektrofotometre (Shimadzu UV
1700A) ile kinetik olarak ol¢iildii. Olusan p-nitrofenol
miktarinin hesaplanmasi i¢in molar ekstinksiyon kat-
sayist olarak 17000 M-'cm™ kullanildi. Enzim tnitesi, 1
dakikada 1 pmol p-nitrofenol olusturan enzim miktari
olarak kabul edildi. Paraoksonaz aktivitesi U/L olarak
verildi [9].

Arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri 1 mM CaCl, ve si-
rastyla 1 mM fenil asetat veya dihidrokumarin ¢ozeltisi
iceren Tris-HCI (S0mM, pH:8) kullanilarak 25 °C’de 270
nm’de spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A) ile ki-
netik olarak olgiildii. Arilesteraz ve laktonaz enzim ak-
tivitelerinin hesaplanmasi i¢in molar ekstinksiyon kat-
sayist olarak sirastyla 1310 M-'em™ [9] ve 1295 M-'ecm!
[10] kullanildi. Enzim iinitesi, 1 dakikada 1 mmol iiriin
olusturan enzim miktari olarak kabul edildi. Arilesteraz
ve laktonaz aktiviteleri U/L olarak verildi.

Serum total sialik asit diizeyleri Warren tarafindan
gelistirilen tiyobarbitiirik asit metodu kullanilarak 6l-
¢iildii [29]. Bunun i¢in serum, 0,1 N siilfiirik asid ile
80° C’ta 1 saat inkiibe edilerek sialik asitler serbest-
lestirildi. Kalibrasyon egrisinin elde edilmesi i¢in 2, 4,
6, 8 ve 10 mg/100 mL konsantrasyonlarinda standart
N-asetilneuraminik asit ¢ozeltileri kullanildi. Olgiimler
540 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Shimadzu
UV 1700A) olarak yapildi.

MDA diizeyleri 6l¢iimiinde Ohkawa metodu kulla-
nildi. Metodun prensibi, poliansatiire yag asidlerinin
peroksidasyonu ile olusan MDA’nin sicak ortamda ti-
yobarbitiirik asid ile olusturdugu bilesigin pembe-kir-
miz1 renginin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik
(Shimadzu UV 1700A) olarak dl¢iilmesi esasina dayanir
[30]. Malondialdehidin 532 nm’deki molar absorptivitesi
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kullanilarak serumdaki MDA degerleri hesaplandi, so-
nuglar nmol/mL olarak ifade edildi.

Gruplar arasindaki farkliliklar, her bir gruptaki dagi-
lim normal ve varyans homojen ise tek yonlii varyans
analizi ile, bu kosullarin herhangi birinin saglanmadigi
durumlarda ise Kruskal Wallis testi ve anlamli farkin
varliginda Dunn testi ile degerlendirildi. Parametreler,
her bir gruptaki dagilim normal ve varyans homojen
ise ortalamatstandart sapma (ort.+SS), bu kosullarin
herhangi birinin saglanmadig1 durumlarda ise ortanca
[minimum-maksimum] olarak ifade edildi ve p<0.05’in
altindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Tim gruplardan birer siganin distal kolon dokusu mik-
roskopik goriintiileri Sekil 1’de goriillmektedir. Sican
gruplarinin kolon dokusunun makroskopik ve mikrosko-
pik skorlar1 Tablo 3’de goriillmektedir. Asetik asit uygu-
lanan gruplarin kolon dokularinin makroskopik skorlar1
ve mikroskopik skor toplamlar1 kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti (tlimil i¢in p<0.05). L-karnitin
tedavisi uygulanan gruplar ile kolit grubu arasinda ko-
lon dokularinin makroskopik skorlar1 ve mikroskopik
skor toplamlar1 bakimindan anlamli fark yoktu.
Gruplarin serum TAS, TOS, OSI, MDA ve TSA degerle-
ri Tablo 4’de goriilmektedir. Kontrol, 6n tedavi ve tedavi
gruplarinin MDA degerleri, kolit grubuna gore anlamli
olarak diisiiktii (sirastyla p<0.001, p=0.001 ve p=0.001
). Kontrol, 6n tedavi ve tedavi gruplarinin TSA, TOS
ve OSI degerleri de kolit grubuna gore anlamli olarak
digiiktii (tiimii icin p<0.001). Kontrol grubunun TAS
degerleri, kolit grubuna gore anlamli olarak yiiksekti
(p<0.01). Tedavi grubunun TAS degerleri, kontrol gru-
buna gére anlamli olarak diisiiktii (p<0.05). On tedavi
grubu ile diger gruplar arasinda TAS degerleri bakimin-
dan anlamli fark saptanmad.

Gruplarin serum paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz
aktiviteleri Tablo 5°de goriilmektedir. Kontrol grubunun
paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri, kolit
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
On tedavi grubu ile kolit grubu arasinda paraoksonaz,
arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri bakimindan anlam-
I1 fark yoktu. Tedavi grubunun arilesteraz ve laktonaz
aktiviteleri kolit grubuna gore anlamli olarak yiiksek
iken (her ikisi i¢in p<0.05), tedavi grubu ile kolit grubu
ile arasinda paraoksonaz aktivitesi bakimindan anlamli
fark yoktu.

Tartisma

Inflamatuvar barsak hastaliklarinin  patogenezinde
oksidatif stresin dnemli rol oynayabilecegi ileri siiriil-
mistiir [1]. Antioksidan &zellige sahip karnitinin, inf-
lamatuvar barsak hastaliklarinda oksidatif stresi azalt-
t1g1 gosterilmistir [21,31]. Karnitinin kolonik hiicrelerde
B-oksidasyonun siirdiiriilmesi i¢in hiz-kisitlayici faktor
oldugu da bildirilmistir [32].
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Sekil 1. Siganlarin kolon dokusunun histopatolojik goriiniimii

Mikroskopik incelemeler makroskopik hasarin en fazla oldugu béliimlerden yapilmistir. (A) Kontrol grubuna ait barsak dokusu. Mukozada
yiizey ve kript epiteli intakt olup, berrak vakuollii sitoplazmaya sahip ¢ok sayida goblet hiicresi icermektedir. Kriptler arasi stroma oldukga
incedir. Kriptler aras1 birka¢ mononiikleer iltihabi hiicre mevcut olup, epitelde iltihap hiicresi yoktur. (B) Kolit grubuna ait barsak dokusu. Mu-
kozada kriptler belirgin derecede azalmis olup, sekilleri bozulmustur. Mukozal yiizey epitelinin devamliligt bozulmus ve yerini mikst iltihabi
hiicre toplulugu almistir. Kript ve yiizey epitelinde goblet hiicresi belirgin derecede azalmistir. Kriptler arasi ve submukoza belirgin genislemis
olup, kas tabakasina ve epitele de giren artmis mikst iltihabi hiicre igermektedir. (C) On tedavi grubuna ait barsak dokusu. Mukozada kriptler
hafif azalmis, sekilleri kismen bozulmustur. Yiizey epiteli rejenere goriiniimdedir. Kript ve yiizey epitelinde goblet hiicresi azalmistir. Kriptler
arasi stroma hafifce genislemistir. Submukoza genislemis haldedir. Lamina propria ve submukozada epitele de giren mikst iltihabi hiicreler
bulunmaktadir. (D) Tedavi grubuna ait barsak dokusu. Mukozada kriptler biraz azalmis olup, sekilleri kismen bozulmustur. Yiizey epitelinin
devamlilig1 fokal alanlarda bozulmustur. Kript ve yiizey epitelinde goblet hiicresi olduk¢a azalmistir. Kriptler arasi stroma hafifce geniglemistir.
Submukoza belirgin genislemis haldedir. Lamina propria ve submukozada epitele de giren mikst iltihabi hiicreler bulunmaktadir. (Hematok-

silen Eosin, X50)

Asetik asidin (%3-5) intrarektal yoldan uygulanmasiy-
la deneysel akut inflamatuvar barsak hastaligi olustu-
rulmaktadir [24]. intrarektal asetik asit uygulanan ko-
lit, tedavi ve on tedavi gruplarinin kolon dokularinda
makroskopik olarak lokalize hiperemi, linear ilserler
ve inflamasyon bulunmasi, histopatolojik olarak belir-
gin mukozal yap1 kaybi, hiicresel infiltrasyon, goblet
hiicre azalmasi ve kript apsesi goriilmesi inflamatuvar
barsak hastaliginin varligini kanitlamaktadir. Cetinka-
ya ve ark. [21] asetik asit ile olusturulan deneysel kolitte
L-karnitin tedavisinin kolon dokusunda makroskopik
skoru degistirmedigi oysa mikroskopik skoru azalttigi-
nt bildirmislerdir. Caligmamizda da L-karnitin tedavi-
si kolon dokularinda makroskopik skoru degistirmedi.
Ayrica L-karnitin uygulanan gruplarda mikroskopik
skorlarda azalma olmasina ragmen bu azalma istatistik-
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sel olarak anlamli degildi. Histopatolojik bulgularimiz
sonucunda asetik asit ile olusturulan deneysel kolitte tek
doz L-karnitin uygulamasinin kolon hasarini dnlemede
yetersiz kaldigini sdyleyebiliriz.

Kolit grubunun serum MDA diizeylerini, kontrol gru-
buna gore anlamli olarak yiiksek bulduk. Tedavi ve 6n
tedavi gruplarinin serum MDA diizeyleri ise kolit gru-
buna goére anlamli olarak diisiiktii. Literatiirde Kurutas
ve ark. [31], asetik asitle olusturulan deneysel kolit mo-
delinde L-karnitinin, lipid peroksidasyonunu azalttigini
gostermiglerdir. Bu calisma ile uyumlu olarak, ¢alisma-
miz, asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde
lipid peroksidasyonunun arttigini, kolit olusturulmadan
once veya olusturulduktan sonra uygulanan tek doz 500
mg/kg L-karnitin tedavisinin ise lipid peroksidasyonu-
nu anlamli olarak azalttigin1 gostermistir.
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Tablo 3. Gruplarin kolon dokularinin makroskopik ve mikroskopik skorlarinin dagilim yiizdeleri ve ortanca [minimum-maksimum)] skorlari.

sk Kontrol Kolit On tedavi Tedavi
or
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME
0 100 - - -
1 - 571 571 57,1
2 - - - -
3 - 14,3 - 14,3
4 - - 14,3 14,3
5 - 28,6 28,6 14,3
Ortanca X X X
n . 0[0-0] 1[1-5] @ 1[1-5] 2 1[1-5] @
[minimum-maksimum]
MIKROSKOPIK DEGERLENDIRME
Mukozal yapi kaybi 0 - - - -
1 100 - - 14,3
2 - 14,3 42,9 42,9
3 - 85,7 571 42,9
Hicresel infiltrasyon
0 14,3 - - -
1 85,7 28,6 42,9 28,6
2 - 42,9 28,6 71,4
3 - 28,6 28,6 -
Kript apsesi
0 85,7 14,3 42,9 28,6
1 14,3 85,7 571 71,4
Goblet hiicre azalmasi
0 100 - - -
1 - 100 100 100
) ) Ortanca . X X
Mikroskopik skor toplami o . 2[1-3] 7 [5-8] ¢ 6[4-8]2 6[4-7]¢
[minimum-maksimum]

Skorlamalarda Tablo 1 ve Tablo 2°deki siniflandirma kriterleri kullanildi.
Istatistiksel analiz Kruskal Wallis testi, coklu karsilastirmalar Dunn testi ile yapildi.
a: Kontrol grubuna gore karsilagtirma anlamli.

*: p<0.05

Asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde se- ¢alismada kolit modeli olusturulmadan 6nce ve olustu-
rum TOS diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir [33,34].  rulduktan sonra verilen L-karnitinin serum TOS diizey-
Literatiirle uyumlu olarak kolit grubunun serum TOS lerini anlamli olarak azalttigini bulduk.

diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli olarak yiik- Asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde se-
sek bulduk. Literatiirde asetik asitle olusturulan deney- rum TAS diizeyleri ile ilgili ¢eliskili bilgiler bulunmak-
sel kolit modelinde, L-karnitinin serum TOS diizeyleri  tadir. Ozyilmaz ve ark. [33] deneysel kolit modelinde
iizerine etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlamadik. serum TAS diizeylerinin degismedigini bildirmislerdir.
Asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde  Bitiren ve ark. [34] ise aynt modelde serum TAS diizey-
L-karnitinin etkisini incelemek amaciyla yaptigimiz bu  lerinin azaldigini bildirmislerdir. Biz de deneysel kolit
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Tablo 4. Kontrol, kolit, 6n tedavi ve tedavi gruplarinin serum TOS, TAS, OSI, MDA ve TSA diizeyleri (ort.£SS).

Kontrol Kolit On tedavi Tedavi
Gruplar
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
TOS
13,30+1,51 =™ 27,91+7,69 14,67+3,49 & 14,82+2,47 =™
(mmol H,0, Eq/L)
TAS . X
0,79+0,06 ® 0,63+0,06 0,69+0,08 0,67+0,08 ©
(mmolTrolox Eq/L)
Osl 1,69+0,152" 4,49+1,31 2,12+0,45"" 2,250,473
MDA
3,31£0,44"" 4,48+0,38 3,33£0,41" 3,34+0,59%
(nmol/mL)
TSA
76,52+6,52% 96,79+8,05 70,46+3,21¢ 75,3045,87¢
(mg/dL)

Tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi.

a: Kolit grubuna gore karsilastirma anlamli.

b: Kontrol grubuna gore karsilastirma anlamli.

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p=0.001, ****: p<0.001

Tablo 5. Kontrol, kolit, on tedavi ve tedavi gruplarinin serum paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri (ortanca [minimum-maksimum]).

Kontrol Kolit On tedavi Tedavi
Gruplar
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Paraoksonaz .
(Ui 95,32 [14,04-118,42] @ 15,30 [10,53-18,42] 21,35 [17,25-93,28] 85,97 [16,08-110,82]
Arilesteraz . 3
(Ui 57,72 [13,90-67,34] 2 12,67 [9,77-14,51] 14,81 [12,06-56,65] 54,36 [12,98-64,59] 2
Laktonaz X .
Ui 10,74 [7,87-13,12] @ 6,06 [4,71-7,59] 7,88 [7,47-12,00] 10,74 [7,29-13,96] 2

Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile, oklu karsilastirmalar Dunn testi ile yapildi.

a: Kolit grubuna gore karsilastirma anlamli.
*: p<0.05

modeli olusturulan siganlarin serum TAS diizeylerini
kontrol grubundan anlaml olarak diisiik bulduk. Lite-
ratiirde deneysel kolit modelinde L-karnitin tedavisinin
serum TAS diizeyleri iizerine olan etkisini gdsteren bir
caligma bulunmamaktadir. Calismamizda serum TAS
diizeyleri L-karnitin uygulanan gruplar ile kolit grubu
arasinda farkli degildi. Ayni1 zamanda tedavi grubunun
serum TAS diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak
diisiik bulundu. Bu bulgular tek doz olarak uygulanan
L-karnitin tedavisinin serum TAS diizeylerini arttirma-
da yetersiz kaldigin1 gostermektedir.

TOS degerinin TAS degerine orantyla hesaplanan OSI,
oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir
[5-7]. Asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelin-
de, Bitiren ve ark. [11] OSI diizeylerinin arttigini bildir-
mislerdir. Biz de kolit grubunun OSI diizeylerini kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulduk.

Asetik asitle olusturulan deneysel kolit modelinde
L-karnitinin, OSI diizeylerine etkisinin ilk kez incelen-
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digi bu ¢alismada, kolit modeli olugturulmadan 6nce ve
olusturulduktan sonra verilen L-karnitinin, OSI diizey-
lerini anlamli olarak azalttig1 bulundu.

Calismamiz, asetik asit ile olusturulan deneysel kolit
modelinin, oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu gostermistir. Serum TOS, OSI ve MDA
diizeylerindeki artiglar da bunu destekler niteliktedir.
Kolit olusturulmadan 6nce veya olusturulduktan sonra
uygulanan tek doz L-karnitinin ise oksidatif stresi ve
lipid peroksidasyonunu azaltmada etkili oldugu goriil-
mustir.

Inflamatuvar barsak hastaliklarinda serum sialik asit
diizeylerinde bir artis oldugu bildirilmistir [18,19]. De-
neysel kolit modelinde serum total sialik asit diizeylerin-
de bir artig oldugunu gosteren bulgumuz bu ¢alismalari
desteklemektedir. Akut miyokart infarktiislii hastalarda
gozlenen serum sialik asit artigindan sialik asit¢e zengin
akut faz proteinlerinin, karacigerden dolasima artmis
atilimlarinin kismen sorumlu olabilecegi bildirilmistir
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[35]. Benzer sekilde deneysel kolit modelinde serum to-
tal sialik asit diizeylerinde gozledigimiz bu artis, akut
faz proteinlerinin artisindan kaynaklanmis olabilir.
Calismamizda L-karnitin verilisi, serum total sialik asit
diizeylerindeki artist da belirgin olarak 6nledi. Deneysel
kolit modelinde, L-karnitin verilisi ile oksidatif streste
ve lipid peroksidasyonunda goézlenen azalmanin yani
sira serum total sialik asid diizeylerindeki artigin da 6n-
lenmesi, serum sialik asit artisinda oksidatif stresin de
rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Esas olarak karacigerde sentezlenen PON1’in bobrek
ve kolonda da mRNA’sinin varlig1 gosterilmistir [36].
Bu nedenle kolon hastaliklarinda serum ve/veya doku
PONI1 enzim miktarindaki ve aktivitesindeki degisimin
incelenmesi, hastaligin hem tani ve izleminde hem de
patogenezinin aydinlatilmasinda énemli olabilir. PONI
enziminin en yaygin olarak olgiilen aktiviteleri paraok-
sonaz ve arilesteraz aktiviteleridir. Rothem ve ark. [37]
iilseratif kolit hastalarinin kolon biyopsilerinde, PONI
ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini, Baskol ve
ark. [25] ise iilseratif kolitli hastalarda serum paraok-
sonaz aktivitesinin azaldigini gdstermiglerdir. Boehm
ve ark. [26] inflamatuar barsak hastalig1 olan bireyler-
de serum paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinde bir
azalmanin oldugunu bildirmislerdir. You ve ark. [38] ise
dekstran sodyum siilfat ile olusturulan deneysel kolit
modelinde serum paraoksonaz aktivitesinin azaldigini
ileri stirmiislerdir.

You ve ark. [38]’dan farkli olarak, deneysel kolit mode-
li olusturmak i¢in asetik asit kullandigimiz bu ¢aligma,
paraoksonaz enziminin 3 ayri aktivitesinin ol¢lilmesi
bakimindan da bir ilki olugturmaktadir. Asetik asitle de-
neysel kolit olusturdugumuz siganlarda serum PONI en-
ziminin paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerini kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmis bulduk.
Laktonlarin dogal substrat olmalar1 ve yapisal olarak
¢oklu doymamis yag asitlerinin okside metabolitlerine
benzemesi nedeniyle paraoksonaz enzimlerinin aslinda
bir laktonaz oldugu bildirilmistir [11]. Onceki calisma-
lardan farkli olarak, asetik asitle deneysel kolit olustu-
rulmus siganlarda serum laktonaz aktivitesini de dlgtiik.
Deneysel kolit olusturulmus siganlarin serum laktonaz
aktivitesini kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmis
bulduk. Bu bulgular, asetik asit ile olusturulan deneysel
kolit modelinde, PONI enzim aktivitelerinin azaldigin
gostermektedir. PON1 aktivitesindeki azalmanin nede-
ni tam olarak bilinmemekle beraber PON1 ekspresyonu-
nun azalmasi ve/veya artmis oksidatif stres bu azalma-
dan sorumlu olabilir.

Egzersizle uyarilan oksidatif stres modelinde PONI1
aktivitesinin anlamli olarak azaldigi ve L-karnitin uy-
gulamasinin ise bu azalmay1 6nledigi gosterilmis olma-
sina ragmen [39], inflamatuvar barsak hastaliklarinda,
L-karnitin tedavisinin PON1 enzim aktiviteleri iizerine
etkilerini arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir.
L-karnitin uygulanan gruplarda serum paraoksonaz,
arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri kolit grubuna gore
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artmis olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli ar-
tis sadece kolit olusturulduktan sonra L-karnitin uygu-
lanan grubun arilesteraz ve laktonaz aktivitelerinde bu-
lundu. Istatistiksel olarak fark bulunmamast PON enzim
aktivitelerinin dagiliminin genis olmasindan kaynak-
lanmis olabilir. Bulgularimiz 1s18inda kolit olusumun-
dan sonra uygulanan L-karnitinin, kolit olusturulmadan
once uygulanan L-karnitine gére PON aktiviteleri iize-
rine daha etkili oldugunu sdyleyebiliriz. L-karnitin te-
davisinin arilesteraz ve laktonaz aktivitelerini arttirdig1
bulgusu, L-karnitinin lipid peroksidasyonunu azaltici
etkisinde, bu enzim aktivitelerinde yol agtig1 artisin da
katkisi olabilecegini gdsteren dnemli bir bulgudur.
Sonug olarak ¢alismamiz, asetik asit ile olusturulan de-
neysel kolit modelinde serum paraoksonaz, arilesteraz
ve laktonaz aktivitelerinin ve TAS dizeylerinin azal-
digini, TOS, OSI, MDA ve TSA diizeylerinin arttigini,
kolit olusumundan sonra uygulanan L-karnitinin ise
arilesteraz ve laktonaz aktivitelerinde artisa, TOS, OSI,
MDA ve TSA diizeylerinde azalmaya yol agtigini gos-
termistir. L-Karnitin, oksidatif stresi azaltmasinin yani-
sira arilesteraz ve laktonaz aktivitelerini de arttirmasi
nedeniyle inflamatuvar barsak hastaliklarinin tedavi-
sinde yararl1 olabilir.
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