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1. OZET

Tez bashgi: Sicanda indometazin ve Etanol ile Indiiklenen Mide Ulseri Modellerinde
Metforminin Etkisinin Aragtirilmasi

Ogrenci: Betiil Esra Ipek

Damisman: Prof. Dr. Inci Alican

Ana bilim dal: Fizyoloji

Amag: Tip 2 diabetes mellitus tedavisinde yaygin kullanilan metformin 6n tedavisinin
farkli mide iilseri modelleri iizerine etkisini incelemektir.

Gere¢ ve yontem: Erkek Sprague-Dawley siganlarda (280-450 gr) oral yolla
indometazin (80 mg/kg) veya absolut etanol (5 ml/kg) uygulanarak iki farkli ilser
modeli olusturuldu. Metformin (500 mg/kg) veya ranitidin (50 mg/kg) oral olarak
iilserojenik ajanlardan dnce ti¢ giin boyunca verildi. Uglincii giinde dekapitasyonun
ardindan mideler makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi. Oksidan ve anti-
oksidan parametreler tayin edildi ve apoptoz degerlendirildi. Serumda sitokin
diizeyleri 6l¢iildii. Farkli grup siganlarda dekapitasyon 6ncesi lazer doppler akimdlger
ile mide kan akimi 6lciildii. Istatistiksel analizde tek yonliit ANOVA ve Tukey-Kramer
coklu karsilastirma testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
Bulgular: Metformin etanol grubunda lezyonlari makroskopik (p<0,001) ve
mikroskopik (p<0,01) diizeyde azaltti. Etanol grubunda kontrole gore artan
kemiluminisans metformin tedavisi ile azalirken (p<0,05 ve p<0,001), mide kan akimi
tedavisiz grubuna kiyasla artis gosterdi (p<0,01). Etanol grubunda artan lipit
peroksidasyonu metformin ile diistii (p<0,01). Etanol grubunda kontrole kiyasla
yiiksek olan apoptotik indeks (p<0,001), metformin ile diisme gosterdi (p<0,001).
Indometazin grubunda ise, metformin lezyonlar1 mikroskopik diizeyde azaltti
(p<0,05). Indometazin grubunda artmis kemiluminisans metformin ile azalirken
(p<0,01 ve p<0,05) mide kan akimi tedavisiz gruba gore artt1 (p<0,05). Apoptotik
indeks, metformin alan indometazin grubunda tedavisiz gruba gdre anlamli olarak
diisiiktii (p<0,001). Indometazin grubunda anlamli sekilde azalan (p<0,01) glutatyon,
metformin ile artis gésterdi (p<0,05).

Sonug: Metformin 6n tedavisi iki farklt mide iilseri modelinde kismi koruma sagladi.
Bu korumada olas1 mekanizmalar arasinda oksidan olusumunda ve apoptozda azalma
ve mide kan akiminda artma yer almaktadir.

Anahtar Sozcikler: Metformin, mide iilseri, indometazin, etanol, sican



2. SUMMARY

Title: Invesgation of the Effect of Metformin on Indomethacin- and Ethanol-Induced
Gastric Ulcer Models in Rat

Student: Betiil Esra ipek

Supervisor: Prof. Dr. inci Alican

Department: Physiology

Aim: To examine the effect of metformin -widely used in the treatment of type Il
diabetes mellitus- pre-treatment on different gastric ulcer models.

Material and method: Two different ulcer models were induced in male Sprague-
Dawley rats (280-450 g) by indomethacin (80 mg/kg) or absolute ethanol (5 ml/kg)
given orally. Metformin (500 mg/kg) or ranitidine (50 mg/kg) was administered orally
for three days prior to ulcerogenic agents. After decapitation on day-3, stomachs were
evaluated macroscopically and microscopically. Oxidant and antioxidant parameters
were determined and apoptosis was evaluated. Cytokine levels were measured in the
serum. Gastric blood flow was measured via laser-doppler flowmeter before
decapitation in other groups of rats. One-way ANOVA and Tukey-Kramer multiple
comparison tests were used for statistical analysis. p<0,05 was considered significant.
Results: Metformin reduced lesions macroscopically (p<0,001) and microscopically
(p<0,1) in ethanol groups. While chemiluminescence increased in ethanol group
compared to control showed a reduction with metformin (p<0,05 and p<0,001), gastric
blood flow increased compared to untreaed group (p<0,01). Increased lipid
peroxidation in ethanol group was reduced by metformin (p<0,01). Apoptotic index
(p<0,001), which was higher in ethanol group compared to control, diminished by with
metformin (p<0,001). In indomethacin group, metformin reduced lesions
microscopically (p<0,05). While high chemiluminescence in indomethacin group
decreased by metformin (p<0,01 and p<0,05), gastric blood flow improved compared
to untreated group (p<0,05). Apoptotic index was lower in metformin administered
indomethacin group than untreated group (p<0,001). Glutathione which decreased in
indomethacin group (p<0,01) was restored by metformin (p<0,05)

Conclusion: Metformin pre-treatment provided partial protection in two different
gastric ulcer models. Possible mechanisms for this protection include decrease in
oxidant formation and apoptosis and increase in gastric blood flow.

Keywords: Metformin, gastric ulcer, indomethacin, ethanol, rat



3.GIRIS VE AMAC

Merformin tip 2 diabetes mellitus (T2DM) tedavisinde kullanilan biguanid sinifina ait
anti-diyabetik bir ilagtir. Hepatik glikoneogenezi inhibe ederek karacigerde glikoz
tiretimini azaltir. Periferik dokularda da hucresel instlin duyarliligini artirarak glikoz
kullanimini stimiile eder. Metforminin molekuler hedefi hiicre ici AMP-aktive edici
kinaz (AMPK)’dir ve AMPK kan glikozunu normale dondiirme isinden bagimsiz
olarak kronik inflamasyonda 6nemli isleve sahiptir. Hucre duzeyinde enerji tiketimi
arttiginda AMPK, ATP kullanan yollar1 regiile ederek enerji homeostazina katkida
bulunur. Son yillarda yapilan g¢alismalar anti-hiperglisemik etkisine ek olarak,
sekonder protektif ve anti-inflamatuvar etkileri oldugunu gostermistir. Ozellikle
kardiyovaskdiler ve serebrovaskiler mekanizmalar tizerinden koruyucu etkileri oldugu
da gosterilmistir.  Deneysel miyokard iskemisi modelinde, metformin
onkosullamasmin kardiyoprotektif etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir bagka
calismada kardiyovaskiiler eNOS’u stimile ederek insiilin duyarliligini artirmasi, C-
reaktif protein (CRP) ekspresyonunun azalmasiyla kismen iligkili olabilecegini ortaya
koymustur. Metforminin iskemi-reperfiizyon kaynakli beyin hasarini azalttigini ve
gliclii noroprotektif etkilere sahip oldugunu ortaya koyan c¢aligsmalar da literatiirde
yerini almigtir. Farelerle yapilan bir ¢aligmada orta serebral arter okliizyonuna baglh
inme sonrasi kan-beyin bariyerinde olusan hasari iyilestirici etkisi oldugu ispat
edilmistir. Bununla birlikte, inmeden 6nce metformin ile uzun sureli tedavinin de
noroprotektif oldugu bildirilmistir. Metforminin sigan primer kortikal ndron
kiiltiirlerinde apoptotik hiicre 6liimiinii de azalttig1 gosterilmistir.

Mide iilseri, agresif faktorler ve bunlara karsi gastrik mukozal savunma
mekanizmalarinin zayifligiyla iligkili bir patolojidir. Mide asit sekresyonunda belirgin
artty, azalan mide motilitesi ve artan inflamutuvar hiicre infiltrasyonu ile
karakterizedir. Non-steroidal anti-inflamatuvar ilag (NSAII) olan indometazinin uzun
sureli ve/veya yiiksek doz kullanimi midede lezyon olusumunu tetikler. Indometazin
etkisini siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederek gosterir. COX enziminin
supresyonuyla mide mukozal bariyerin korunmasinda kilit 6neme sahip olan

prostaglandin (PG) E2 aktivasyonu 6nemli 6lglide engellenir. Bu durum lokal olarak



notrofil aktivasyonunu artirir, dokuda harabiyet meydana gelir ve mukozal kan akimi
azalir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 Uretilmesiyle artan serbest oksijen
radikalleri ve lipit peroksidasyonu da gastrik hasara katkida bulunur. Etanol de benzer
sekilde akut gastrik lezyonlara sebep olur, bolgede oksidatif hasar tetikler. Mukozal
gecirgenligi artirir, boylece notrofillerin bdlgeye ekstravazasyonu gergeklesir ve
gastrik hiicrelerin 6liimiiyle sonuglanir.

Bu bilgilerin 15181 altinda, bu ¢alismada metforminin mide Ulseri tzerine koruyucu
etkileri olup olmadigini incelemek ve olasi etkinin mekanizmasini aydinlatmak

amaclanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Mide

Mide diyaframin hemen altinda, karin boslugunun sol iist kisminda, 6zofagus

ile duodenum arasinda yer alir. Besinlerin hem mekanik hem de kimyasal sindiriminin

gerceklestigi bolumddar.

4.1.1. Midenin anatomik yapisi

Anatomik olarak bes boliime ayrilir (Soybel, 2015) (Sekil-1):

1-
2-

Kardia (pars cardialis): Ozofagusun mideye agildig1 kisimdr.

Fundus (fundus gastricus): Midenin en st bolumuddr; Ustinde diyafram,
solunda dalak bulunur.

Govde (corpus gastricum): Midenin en genis parcasidir. Korpusun sagina
kiiglik kurvatiir, sol kismina biiyiik kurvatiir denir. Kiiguk kurvatir daha diz,
biylk kurvatir ise daha kavislidir.

Antrum (antrum pyloricum): Pilor kanalinin genis olan proksimal boliimiidiir.
Pilor (pars pylorica): Midenin distal kismidir ve kimusun duodenuma gegisini

kontrol eder.

Duodenum Gévde

Buyik
kurvatir

Sekil-1. Midenin anatomik boltmleri (Ellis, 2011).



4.1.2. Mide duvarinin yapisi

Distan i¢e dogru su tabakalardan olusur (Barrett ve dig., Ganong’un Tibbi Fizyolojisi,
2019) (Sekil-2):

1-
2

Seroza: Gevsek bag dokusundan yapili en dis katmandir ve mezotelyum ile sarilir.
Longitudinal diiz kas tabakasi: Disaridaki kas tabakasini olusturur, buradaki kaslar
uzunlamasina ve kesintisiz yerlesmistir.

Sirkiiler diiz kas tabakasi: I¢ kisimdaki kas tabakasidir, peristaltik hareketi
gergeklestirecek tonik kasilmalardan sorumludur.

Submukoza: Gevsek bag dokusundan olusur ve mukozasi destekler. Kan damarlari
acisindan zengindir.

Mukoza: Cesitli epitel hiicrelerin bulundugu en i¢ kisimdir. Mide sivisinin

salgilanmasini gergeklestiren bezler burada bulunur.

Limen

4 "“‘ CTTTTIVT il el “1 Epitelyum
» = "—"v“?"i".'.‘.".“-‘—“ —{ Bazal membran Mukoza
P Lamina propria

= Muskularis mukoza

Submukoza

Sirkiiler kas tabakasi
Miyenterik pleksus

Longitudinal kas tabakasi

"Aifo'.>.'.7.i¢“._o‘! ] Seroza

Sekil-2. Midenin histolojik yapisi (Barrett ve dig., Ganong’un T1bbi Fizyolojisi, 2019).

4.1.3. Mide bezleri ve salgilar:

Mide govdesi, salgi tirlinlerini kanallar yoluyla midenin liimenine bosaltan oksintik

(mide, kardia) bezleri icerir. Bu bezin daha derinlerinde ise mukoza boyun hiicreleri,

paryetal hiicreler ve esas (zimojen, peptik) hicreleri iceren pilor bezi bulunur. Midenin

mukoza hiicreleri, mide s1vis1 adi verilen bir s1v1 salgilar. Mide sivinin dort ana bileseni

vardir: hidroklorik asit (HCI), pepsinojen, intrinsik faktor ve mukustur (Costanzo



L. S., Fizyoloji, 2018) (Sekil-3). Bunlar arasinda temel sekresyon trtinli tim yuzeyini

kaplayan mukus salgisidir (Guyton ve Hall, Tibbi Fizyoloji, 2017).

Asit, intrinsik faktor, pepsinojen

«— Mukus tabakasi

—
Yiizey mukus hiicreleri
(mukus, trefoil peptit,
bikarbonat sekresyonu)

Mukus boyun hiicreleri
(kok hiicre bolumu)

Paryetal hiicreler
(asit, intrinsik faktor sekresyonu)

ECL hiicreler
(histamin sekresyonu)

Zimojen hiicreler
(pepsinojen sekresyonu)

Sekil-3.Mide bezlerinin yapisindaki hiicre tipleri (Barrett ve dig., Ganong’un Tibbi
Fizyolojisi, 2019).

Paryetal hiicreler HCI ve intrinsik faktorii salgilarken; esas hiicrelerin sekretuvar triind
pepsinojendir. HCI ve pepsinojen birlikte protein sindirimi siirecini baslatir. intrinsik
faktor ise ileumda B12 vitamininin emilimi igin gereklidir ve mide sivisinin tek temel
bilesenidir (Calam ve Baron, 2001) (Sekil-3). Mukus da miiké6z hiicreler tarafindan
salgilanir ve yiiksek viskoz ve alkali bir igerige sahiptir. Bu alkali igerigi sayesinde
alttaki mide duvarmin yiiksek asidik ve proteolitik enzim aktivitesi olan mide
sekresyonuyla olan dogrudan temasi engellenmis olur ve mide duvarini HCl’in
asindiric1 etkisinden korur. Ayni zamanda mukus, besinlerin kayganlastirilmasinda
gorev alir (Guyton ve Hall, Tibbi Fizyoloji, 2017).

Midenin antrumu, oksintik bezlere benzeyen fakat daha derin cukurlarla
yapilandirilmis pilor bezlerini ihtiva eder. Yapisal olarak oksintrik bezlere benzer fakat
daha az miktarda peptik hticre igerirler. iki hiicre tipi vardir: G hiicreleri ve mukoza
hicreleri (Guyton ve Hall, Tibbi Fizyoloji, 2017). Bu bezler blyuk miktarda ince

mukus salgilar ve ayni1 zamanda mide asit salgisinin diizenlenmesinde ana role sahip



gastrin hormonu da salgilar. G hiicreleri, pilor kanalina degil, direkt olarak dolasima
gastrin salgilar. Mukoza boyun hiicreleri ise mukus, HCO3™ ve pepsinojeni salgilar
(Sekil-4). Mukus ve HCO3z™ mide mukozasi iizerinde nétrlestirici ve koruyucu bir
etkiye sahiptir (Costanzo L. S., Fizyoloji, 2018). Salgilanan bu mukus besinlerin
hareketini kayganlagtirir ve ayn1 zamanda mide duvarinin mide enzimleri tarafindan

sindirilmesini dnler (Guyton ve Hall, Tibbi Fizyoloji, 2017).

faktor T, a p——
“5 | hiicreler
hiicreler

Gastrin
(Dolagima verilir)

Sekil-4. Gastrik hiicre salgilar1 (Costanzo L. S., Fizyoloji, 2018).

hiicreleri

4.1.3.1. Mide asit sekresyonu

Mide mukozasindaki bazi 6zel hiicreler asit sekresyonunun kontroliine katkida
bulunur. Antrumdaki G htcreleri gastrin hormonunu sekrete eder ve bu hormon,
korpustaki enterokromaffin benzeri hiicreleri (ECL) Gzerinde hareket eder. Bu aktivite
sayesinde histamin salgilanmasi tetiklenerek paryetal hiicrelerden asit sekresyonu
uyarilir. Gastrin ayn1 zamanda paryetal hiicreleri dogrudan uyararak ECL ve paryetal
hicrelerin blytmesini destekler. G hiicreleri, ECL ve paryetal hicrelerin hepsi, mide
boyunca yer alan somatostatin hicrelerinden inhibitér peptit somatostatinin

salgilanmasiyla diizenlenir (Calam ve Baron, 2001) (Sekil-5).



> Gastrin
Somatostatin .
\

Sekil-5. Mide asit sekresyonunun etki mekanizmasi (Calam ve Baron, 2001).

4.1.3.1.1. Mide asit sekresyonunun uyarilmasi

Oksintrik bezlerin paryetal hiicreleri HCI salgilayan tek hiicrelerdir. Bu hiicreler,
histamin salgilayan ECL hicreleriyle temas halindedir. Gastrin hormonu ECL
hiicrelerini uyararak histamin salgisini, histamin salgis1 da paryetal hiicrelerden HCI
salgilanmasini uyarir (Barrett ve dig., Ganong’un Tibbi Fizyolojisi, 2019) (Sekil-6).
Bu sivinin pH degeri yaklasik 0,8’dir, H" iyon konsantrasyonu bu pH diizeyinde
arteryel kandakinden yaklasik ti¢ milyon kat daha fazladir (Guyton ve Hall, Tibbi
Fizyoloji, 2017). Fizyolojik olarak, bu diisiik gastrik pH'in islevi, parakrin etkiyle
zimojen hiicreler tarafindan salgilanan inaktif haldeki pepsinojeni, aktif formu olan ve
protein sindirim siirecini baslatan pepsine doniistiirmektir (Barrett ve dig., Ganong’un
Tibbi Fizyolojisi, 2019). Bu salgilamada ana itici kuvvet hidrojen-potasyum pompasi
(H*-K* ATPaz) tarafindan saglanir. Mide sivisindaki yiiksek H* iyon konsantrasyonu
mukozaya az miktarda geri sizar. Asidin geri sizmasinin dnlenmesi mide bariyeriyle
saglanir (Calam ve Baron, 2001).

Mide salgilarini uyaran temel faktorler histamin, asetilkolin (ACh) ve gastrindir
(Soybel, 2015). Her biri bazolateral membranda spesifik reseptorlerine baglanir ve
farkl1 bir hiicresel etki mekanizmasina sahiptir. Gastrin ve ACh mide salgisini sitozolik
Ca?* konsantrasyonunu yiikselterek diizenler; histamin ise hiicre iginde siklik adenozin
3,5-monofosfat (cAMP) diizeyini arttirir. Bu iki ayr1 yol sinerjik olarak ¢alistiginda
salgilanma hiz1 oldukga yiiksek diizeylere ¢ikar (Fox S. 1., Human Physiology 2010).
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Sekil-6. Gastrik asit ve pepsin sekresyonunun mediyatorleri (Barrett ve dig.,
Ganong’un Tibbi Fizyolojisi, 2019).

Histamin mide mukozasindaki ECL hiicrelerinden salgilanir. Parakrin mekanizma ile
H> reseptorlerine baglandiginda yakindaki paryetal hiicrelere yayilir (Sekil-6).
Histamin i¢in ikinci haberci cAMP'dir. Histamin, bir Gs proteini tarafindan adenilat
siklaz ile birlestirilen H> reseptorlerine baglanir. Adenilat siklaz aktive oldugunda
CAMP (retimi artar ve cAMP, protein kinaz-A'y1 etkileyerek paryetal hiicreler
tarafindan H* salgilanmasina yol agar (Yao ve Forte, 2003).

ACh, vagus sinirinden serbestlenir ve paryetal hicrelerdeki muskarinik (M3)
reseptorlerine baglanir. ACh i¢in ikinci haberci inozitol trifosfat (IPs) yoludur. ACh
muskarinik reseptorlere baglandiginda fosfolipaz C aktive edilir. Fosfolipaz C,
membran fosfolipitlerden diagilgliserol (DAG) ve IP3'li serbest birakir ve daha sonra
IP3, endoplazmik retikulumdan sitozole Ca?* serbestlenmesini saglar. Ca?* ve DAG,
nihai fizyolojik etkiyi, yani paryetal hiicrelerin H* salgisini iiretmek iizere protein
kinazlar1 aktive eder. ACh ayrica ECL hiicrelerinden histamin salgilanmasini tegvik
ederek dolayli olarak H* salgisini da artirir (Samuelson ve Hinkle, 2003) (Sekil-6).
Gastrin, mide antrumundaki G hiicreleri tarafindan dolasima salgilanir. Paryetal
hicrelere lokal difiizyonla degil, bir endokrin mekanizmasiyla ulasir. Boylece gastrin,
mide antrumundan sistemik dolagima verilir ve daha sonra dolasim yoluyla mideye
geri gonderilir (Sekil-6). Gastrin, paryetal hicrelerdeki kolesistokinin (CCK) B
reseptorlerine baglanir (CCK-B reseptorii gastrin ve CCK igin esit afiniteye sahiptir,
oysa CCK A reseptorii CCK igin spesifiktir). ACh gibi, gastrin IPs/Ca?* ikincil haberci

sistemi yoluyla H* salgilanmasini uyarir. Bunun i¢in uyaranlar midenin iritasyonu,
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kigUk peptitlerin ve amino asitlerin varligi ve vagus sinirinin uyarilmasidir. ACh gibi,
gastrin ayrica ECL hiicrelerinden histamin salgilanmasina neden olarak dolayli olarak

H™* salgisini uyarir (Calam ve Baron, 2001; Soybel, 2005).

4.1.3.1.2. Mide asit sekresyonunun hiicresel mekanizmasi

Midenin liimenine bakan hiicre zarlarina “apikal (luminal) membran” denir ve kan
dolagimina bakan hiicre zarlarina “bazolateral membran” denir. Apikal membran H*-
K* ATPaz ve CI” kanallarini igerir; bazolateral membran Na*™-K* ATPaz ve ClI  ile H-
HCOz3™ kanallarini igerir. Hiicreler karbonik anhidraz enzimi tasirlar (Samuelson ve
Hinkle, 2003).

Hucredisi sivi ' Paryetal hiicre Kanalcik limeni
Cco, —1 co, H,0
H* (155 mEq/L)
HCO; HCO;3 CO, +OH™ +H*
cl c A%\
K+ Kf eccccccea—a=- » K+ » K*(15mEqg/L)
§ PE

(3 mEg/L)

a o cr CI~ (173 mEq/L)

(Ozmoz)
) ot e e o e e » H,0

Sekil-7. HCI salgilanmasinin hiicresel mekanizmasi (Guyton ve Hall, Tibbi Fizyoloji,
2017)

Paryetal hiicrelerde gergeklesen HCI’in sekresyonu su adimlarda gergeklesir (Ramsay
ve Carr, 2011) (Sekil-7).

1) Hiicre igi sivida, aerobik metabolizmadan firetilen karbondioksit (CO2) H20 ile
birleserek karbonik anhidraz enziminin katalizorliigiinde karbonik asidi (H2COg)
olusturur. H2CO3 daha sonra H" ve HCOz3™e ayrisir. H" ve CI™ ile midenin limenine
salgilanir ve HCOz3 kana emilir.

2) Apikal membranda H*, H*-K" ATPaz yoluyla midenin limenine salinir. H*-K*
ATPaz, H" ve K" 'y1 elektrokimyasal gradiyentine kars1 tagiyan primer aktif tasimanin
gergeklestigi strectir. Cl™ apikal zardaki CI™ kanallarindan difiize edilerek H* iyonunu

liimene dogru takip eder.
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3) Bazolateral membranda, HCO3™ ve bir CI™ kanal vasitasiyla hiicreden kana emilir.
Sonunda HCOs pankreatik sekresyonlarda gastrointestinal sisteme tekrar geri
salgilanir.

4) Es zamanli olarak, gastrik paryetal hiicrelerin apikal ve bazolateral membranlarinda

meydana gelen olaylar, HCI'nin net sekresyonuna ve HCOs3™ 1in net emilimine yol acar.

4.1.3.1.3. HCI sekresyonunun inhibisyonu

HCI salgilanmasi, pepsinojenin pepsine aktivasyonu igin HCl'ye artik ihtiyag
kalmadiginda, diger bir ifadeyle kimus ince bagirsaga gectiginde inhibe edilir. Yani
HCI salgilanmasinin ana inhibitér kontroli mide igeriginin pH'sinin azalmasidir
(Costanzo L. S., Fizyoloji, 2018). Midede besin oldugunda H* salgilanir ve mide
icerigi asitlestirilir. Daha sonra kimus duodenuma gegtiginde, tamponlama kapasitesi
azalir ve ayrica H* salgis1 mide pH'sin1 daha diisiik degerlere getirir. Bu diisiik pH daha
sonra gastrin sekresyonunu inhibe eder, bu da H* sekresyonunu azaltir (Daniels ve
Allum, 2005).

Paryetal hiicreler tarafindan H® salgilanmasi i¢in ana inhibitor mekanizma
somatostatini icerir. Midede D hiicreleri tarafindan salgilanan somatostatin, hem
dogrudan yoldan hem de dolayli yollardan gastrik H* sekresyonunu baskilar.
Dogrudan yolda, somatostatin, bir Gi proteini araciligiryla paryetal hicrelerdeki
reseptOrlere baglanir. Somatostatin reseptoriine baglandiginda, Gi aktive edilir,
adenilat siklaz inhibe edilir ve cAMP seviyeleri azaltilir; bu sekilde, somatostatin,
histaminin H* salgis1 {izerindeki uyarici etkisini antagonize eder. Dolaylh yolda
somatostatin hem ECL hiicrelerinden histamin salgilanmasin1 hem de G hiicrelerinden
gastrin salgilanmasimi bloke eder (Sekil-8). Bu dolayli etkilerin net sonucu olarak
histamin ve gastrinin uyaric1 etkileri azalir. Somatostatine benzer sekilde,
prostaglandinler de bir Gi proteinini aktive ederek ve adenilat siklazi inhibe ederek
histaminin H* salgilanmasi lizerindeki uyarici etkisini antagonize ederler (Costanzo L.
S., Fizyoloji, 2018).
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Sekil-8.Gastrin hormonunun sekresyonu ve etki mekanizmasi (Barrett ve dig.,
Ganong’un Tibbi Fizyolojisi, 2019).

4.2. Mide Ulseri

4.2.1. Mide iilserinin tanimi
Mide iilseri, gastrik mukozanin harabiyeti sonucu olusan lezyonlar olarak tanimlanir.
Midede mukozal biitiinliiglin bozulmasi, savunma mekanizmalarinin zayiflamasi ve

agresif faktorlerin varligiyla iligkilidir (Harbison ve Dempsey, 2005).

4.2.2 Mide ulserinin epidemiyolojisi
Hastalik diinya genelinde yaygin prevalansa sahiptir, 6zellikle gen¢ popiilasyon basta
olmak tlizere niifusun yaklasik %5-10"unu etkileyen ciddi bir kiiresel saglik

problemidir (Sumbul ve dig., 2011; Thorsen ve dig., 2013).

4.2.3. Mide ulserinin etiyolojisi

Hastaligin patofizyolojik temelinde mide asit sekresyonunda artis ve mukozal
bariyerdeki bozulma yatmaktadir. Bunun yani sira Helicobacter pylori (H. pylori)
enfeksiyonu, sigara ve alkol tiiketimi, stres, travma, NSAII kullanimi, beslenme
aligkanliklar1 ve genetik yatkinlik etiyolojik nedenleri arasinda yer alir (Mulholland ve
Debas, 1987; Hunt ve ark., 2015). Bunlar igerisinde NSAII, alkol kullanim1 ve stres
tlsere yol acan major faktorlerdir. NSAII ¢ogunlukla analzejik, anti-piretik ve anti-
inflamatuvar ajan olarak kullanilmaktadir (Cooke, 1996; Sanchez-Fidalgo ve dig.,

2004) ve bu ilaglarin dlgiistiz kullanim1 mide mukozasinda tahribata yol agar (Davies
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ve ark., 2000). Sonugta midede kanama, perforasyon ve iilserasyon alanlar1 gelisir.
Kanama genellikle ilk gelisen komplikasyondur ve hastalarin iicte birinde goriiliir,
perforasyona ise nispeten daha az sayida hastada rastlanir. Ozellikle H. pylori ve
NSAII, dokuda asit ve pepsin gibi agresif faktdrlerin artisina sebep olmaktan ziyade
koruyucu mekanizmalar1 ekarte ederek iilsere yol acar. NSAII mukus sekresyonunu
azaltirken, H. pylori proteaz enzimleriyle mukus yikimina neden olmaktadir (Pawlik

ve ark., 2002).

4.2.4. Mide ulserinin patofizyolojisi

Hastalik midede gastrik asidin asir1 salgilanmasi, miyeloperoksidaz aktivitesinde lokal
artisa sebep olan inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, azalmis mide motilitesi ve azalmis
gastrik kan akimiyla karakterizedir (Singh ve ark., 2007).

Mukozal savunmanin kritik mekanizmalar1 sunlardir: yiizey epitel hiicrelerinin saglam
tabakasi, bu tabakanin hiicreleri hasar gordiigliinde ya da kayboldugunda hizli bir
sekilde tamiri, mukusun varligi, luminal bikarbonatin varligi, bikarbonatin alkali
gelgitini tamponlayan H* iyonlarinin bulundugu serozal kisim, mukozal kan akimi,
bliylime ve anjiyogenez faktorleri ve motilitedir. Bu karmagik “sitoproteksiyon”
stirecinin Onemli aracilar1 prostaglandinler (6zellikle PGE2), NO, kalsitonin geni ile
iligkili peptit (CGRP) ve ¢esitli gastrointestinal sistem hormonlaridir (Harbison ve
Dempsey, 2005). Bu koruyucu faktorler ile agresif faktorler arasindaki dengenin
bozularak agresif faktorler lehine kaymasi gastrik lezyonlarin olusmasinda rol oynar
(Cho ve ark., 1992; Sanchez-Fidalgo ve dig., 2004). Gastrik mukozadaki savunma
mekanizmalarinda kirilmaya sebep olan etkenler ise; gastrik mukozal bariyeri asan H*
iyonlarinin mukozaya geri difiizyonu, lokal mukozal iskemi, bikarbonat ve mukus
sekresyonlarinda bozulma, hiicre dokiilmesinde hizlanma veya hiicre yenilenmesinde
azalmadir (Harbison ve Dempsey, 2005) (Sekil-9).

Mide mukozasina yeterli kan ve oksijen desteginin saglanamadigi durumlarda ortaya
cikan ve iskemiyle sonuglanan mikrosirkiilasyondaki tahribat gastrik erozyonlara
neden olabilir. Dokuda meydana gelen bu lezyonlar damarlarin, diiz kas hicrelerinin

ve subepitelyal miyofibroblastlarin hasar gormesinden kaynaklanir (Al Asmari ve ark.,
2016) (Sekil-9).
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Sekil-9. Mide ulserin patolojisi (Nelson Fausto, Robbins ve Cotran, Hastaligin
Patolojik Temeli, 2008).

Gastrik mukozal savunmanin ilk hatti, mukus-bikarbonat-fosfolipit bariyeridir (Anand
ve dig., 1999; Lichtenberger, 1999). Mide mukozasinin yiizeyi mukus, bikarbonat
anyonlar1 ve stirfaktan fosfolipitlerinden olusan bir tabakayla kaplidir. Mideyi doseyen
ylizey epitel hiicrelerinin tirettigi mukus, asit ve pepsinin liimenden mukozaya gegisini
engeller. Ayn1 zamanda bu tabaka, HCO3™ iyonlarini tutabilir ve mukus-mukoza
arasinda pH degeri yaklasik 7 olan mikrogevreyi muhafaza edebilir. Mukus tabakasi
ayrica pepsin penetrasyonunu Onleyebilir ve boylece epitelin proteolitik sindirimini
onler (Allen ve Flemstrom, 2005).

Gastrik mukus sekresyonu gastrin ve sekretin gibi gastrointestinal hormonlarin yani
sira PG ve ACh tarafindan diizenlenir. HCO3s™ iyonun mukus tabakasina salgilanmasi,
epitel yiizeyinde mide asidine karsi ilk savunma hattin1 temsil eden pH gradiyentinin
korunmast i¢in elzemdir (Allen ve Flemstrom, 2005). YUzey epitel hiicrelerinin apikal
membrandan HCOgz™ salgilanmasima CI"-HCO3™ anyon degistiricisi ile PGE (EP1
reseptorleri araciligiyla), luminal asit, kortikotropin serbestlestirici faktér (CRF),
melatonin, Groguanilin ve oreksin A gibi ¢esitli faktorler aracilik eder (Holzer, 2000;
Allen ve Flemstrom, 2005).

Mukus-bikarbonat bariyeri, epiteli gastrik limenden ayiran tek sistemdir. Bu yiizden
koruyucu bariyer patolojik nedenlerle kirildiginda veya zararli ajanlar tarafindan

nekroza ugradiginda ikinci savunma mekanizmasi devreye girer. Bu hat intraseliiler
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asit notralizasyonu, hizli epitel onarimi ve mukozal kan akiminin siirdiiriilmesini
igerir. Yiizey epitel hiicrelerinin kesintisiz tabakasi, bir sonraki mukozal savunma
hattin1 temsil eder. Bu epitel doku, mukus, bikarbonat ve gastrik mukozal bariyerin
diger bilesenlerinin Oretiminden sorumludur (Holzer, 2001). Bu hiicrelerin yapisi
hidrofobiktir ve yiizeylerindeki fosfolipit sayesinde asit ve suda ¢6zinebilen toksik
ajanlart itebilirler (Lichtenberger, 1999; Takahashi ve dig., 2000). Yuzey epitel
hiicreleri de sik1 baglantilarla birbirine baglanir, bu da asit ve pepsin geri diflizyonunu
Onleyen siirekli bir bariyer olusturur (Allen ve Flemstrom, 2005).

Epitel hiicrelerinde bulunan bir diger ilgili koruyucu faktor sicaklik artislari, oksidatif
stres ve sitotoksik ajanlar dahil strese tepki olarak aktiflesen 1si1-sok proteinleridir
(Tanaka ve ark., 2007; Laine ve dig., 2008). Bu proteinler protein denatirasyonunu
onleyebilir ve hiicreleri yaralanmaya karsi koruyabilir. Gastrik epitelin biitiinliigi,
mukozal progenitor hiicreler tarafindan saglanan siirekli hiicre yenilenme siireciyle
korunur. Bu hiicreler, epitelyal yilizeyde hasarli veya yash hiicrelerin degistirilmesini
saglayan siirekli, koordineli ve kontrollii proliferasyonu gergeklestirir. Doku savunma
sistemi, hiicre hasarmmin iistesinden gelemediginde bazal membranda harabiyet
kacinilmazdir ve bu durumda siklikla lezyonlar gelisebilir. Tam bir epitelyal
rejenerasyon siireci yaklasik 3-7 giin siirerken, genel glandiiler hiicre replasmani aylar
gerektirir. Bununla birlikte, hasardan sonra ylizey epitelinin geri doniisii cok hizl bir
sekilde gerceklesir (yani birkac dakika) ve mide bezlerinin boyun bélgesinde bulunan
hiicrelerin gogiiyle sonuglanir (Laine ve dig., 2008). Boylece dokunun tamiri
saglanarak yeniden yapilanma gerceklesir.

Mukozal kan akimi, gastrik mukozaya oksijenle besin maddelerinin saglanmasi ve
mide mukozasindan toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi ig¢in esastir. Arterler
muskularis mukozaya gomiiliidiir ve burada kilcal damarlara dal verir, daha sonra
lamina propriaya girer ve glandiiler epitel hiicrelerinin yakinlarina dogru ilerler. Bu
mikrodamarlar1 kaplayan diiz kas endotel hiicreleri, gii¢lii vazodilatorler olarak islev
goren nitrik oksit (NO) ve prostasiklin (PGI2) iiretir. Boylece mide mukozasi hasara
kars1 korunur ve 16kotrien C4, tromboksan A2 (TXA2) ve endotelin dahil olmak tizere
cesitli vazokonstriktorlerin zararli etkileri engellenir. Ek olarak NO ve PGI2,
endotelyal hiicrelerin canliligim1 korur ve mikrovaskiilar trombosit ve 16kosit

adezyonunu Onleyerek mikro-iskemik olaylarin ortaya ¢ikmasinin 6niine geger (Laine
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ve dig., 2008). Mide mukozasi tahrip edici iritanlara ya da asit geri emilimine maruz
kaldiginda, mukozal kan akiminda biiyiik ve hizli bir artis meydana gelir. Bu stirec,
asit geri emiliminin diliisyonuna veya zararli ajanlarin uzaklastirilmasina izin verir.
Kan akimindaki artis, mide mukozal hiicre hasarini Onlemek i¢in Onemli bir
mekanizma olarak kabul edilir ve dolayisiyla akimin azalmasi veya gegici kaybi
dokuda nekroz gelismesine yol acar. Mukozal kan akimindaki artisa NO
serbestlenmesi aracilik eder ve NO gastrik mukozay1 etanol veya endotelin-1 ile
indiiklenen yaralanmaya karsi korurken, NO sentazin inhibisyonunun mukozal
yaralanmay1 artirdigini gosteren deneysel kanitlar vardir (Holzer, 2006) Sonug olarak
endojen NO'nun kan akmminin sirddrilmesinde, grandlasyon dokusunda
anjiyogenezde ve mide iilseri iyilesmesinde 6nemli bir rol oynadigi goriilmektedir (Ma
ve dig., 2002; Okabe ve Amagase, 2005).

Gastrik mukoza ve submukozanin damarlari, mukozal katmanin tabanindaki pleksusta
dizenlenen ekstrinsik primer aferent duyu ndronlari tarafindan inerve edilir. Bu
pleksustan kaynaklanan sinir lifleri kilcal damarlarla birlikte ilerler ve ylizey epitel
hiicrelerinin bazal membranina ulagir. Bu sinirler Iiminal asitligi ve asit geri emilimini
tespit edebilir. Bu duyusal sinirlerin aktivasyonu, submukozal arteriyollerin tonusunu
modiile eder ve bu sayede mukozal kan akimim diizenler. Ozellikle bu duyusal
sinirlerin uyarilmasi, CGRP ve P maddesinin biiyiik submukozal damarlari ¢cevreleyen
sinir terminallerinden serbestlenmesine yol acar (Holzer, 2006). CGRP daha sonra NO
sekresyonuna aracilik ederek submukozal damarlarin vazodilatasyonu araciligiyla
mukozal biitiinliiglin korunmasina katkida bulunur. Duyusal inervasyonun mide
mukozasinin yaralanmalardan korunmasinda 6nemli rol oynadigi, duyusal inervasyon
(kapsaisin aracili) ablasyonunun vazodilatdr yaniti bozdugu ve gastrik mukozanin
hasar verici ajanlara duyarliligini artirdigi yapilan galigmalarla gosterilmistir (Holzer,
2006).

Mide mukozasi, mukozal biitiinliigiin korunmasi ve zararl faktorlere karsi koruma igin
onemli kabul edilen PGE2 ve PGI2 iiretiminin kaynagidir (Halter ve ark., 2001;
Konturek ve dig., 2005). Prostaglandinlerin neredeyse tim mukozal savunma
mekanizmalarint uyarma potansiyeline sahip oldugu gdosterilmistir. Mukus ve
bikarbonat sekresyonu seviyelerini koruyarak gastrik kan akimini regiile eder. Bu

sayede bakteri kolonizasyonuna ve mekanik yaralanmaya kars1 koruyucu bir bariyer
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gorevi goren mukusu artirmaya yardimci olur. Mukozal immun hticre fonksiyonunu
ve bazal asit salinimini kontrol eder. Gastrik sistemdeki PGE2 aktivasyonu gastrik
mukozal savunma mekanizmasi i¢in 6nemlidir. Endojen PGE2 6zellikle asit debisini
azaltir; mukus, bikarbonat ve fosfolipit iiretimini uyarir. Ayni zamanda epitelyal
proliferasyonu stimiile ederek tamir siirecine katkida bulunur. PG mukozal kan
akiminin artmasini regiile eder (Wallace ve dig., 2005; Wallace, 2008). PG’nin mast
hiicresi aktivasyonunun yani sira vaskiiler endotele I6kosit ve trombosit adezyonunu
onledigi de bilinmektedir (Halter ve ark., 2001; Brzozowski ve dig., 2005).

Oksidatif stresin uyarilmasi ve pro-inflamatuvar sitokinler ile mediyatorlerin Gretimi
de Ulser sirecinde kritiktir. Serbest radikallerin tiretimi midede mukozal lezyonlarin
gelisimine aracilik eder (Del Soldato ve dig., 1986; Parks, 1989; Yoshikawa ve dig.,
1990 Vaananen ve ark., 1991). Gastrotoksik ajanlar ve koruyucu mekanizmalar
arasindaki dengenin bozulmasiyla dokuda akut inflamasyon meydana gelir. Gelisen
akut inflamasyonda interlokin (IL)-1B ve tiimor nekroz faktorl (TNF)-a, birincil rol
oynayan major pro-inflamatuvar sitokinlerdir (Singh ve ark., 2007). Bu siirece mide
mukozasina nétrofil infiltrasyonu eslik eder. Notrofiller siiperoksit radikal anyonunu
(O2") iretir ve bu radikal anyon, hiicrenin yapisindaki lipitlerle reaksiyona girerek
malondialdehit (MDA)’e metabolize olur, nihayetinde dokuda lipit peroksidasyonu
baglatir (Kwiecien ve dig., 2002).

Organizma, reaktif oksijen tiirlerini ortamdan siipiiren ve yikict etkilerini dnleyen
enzimatik sistemlere sahiptir. Bunlarin baslicasi siiperoksit dismutaz (SOD)’dir. Bu
enzim O2’nin daha az zararli hidrojen peroksit (H202)’e parcalanmasini katalizler.
Katalaz da H202’in su (H20) ve O2’ne degradasyonunu hizlandiran enzimdir ve
boylece H202 non-toksik hale doniistiriiliir. H2O2 metabolizmasinin ikinci yolu,
glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesine ve miisterek calisan glutatyon rediiktazina
baghdir. H202’in suya glutatyon peroksidaz ile indirgenmesine, glutatyonun
indirgenmis formdan (GSH) oksitlenmis formuna (GSSG) ¢evrilmesi eslik eder (Sekil-
10). Ortamdaki reaktif oksijen tiirlerinin asir1 artmasiyla, bu enzimatik basamaklar
sekteye ugrar ve sonucunda gastrik mukozal hasar kaginilmaz hale gelir (Whittle,
2003; Lamarque, 2004).
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SOD : siiperoksit dismutaz GSH : glutatyon

KAT : katalaz GSSG : okside glutatyon

GPx : glutatyon peroksidaz NADP : nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

GR : glutatyon rediiktaz NADPH : rediikte nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

Sekil-10. Organizmada reaktif oksijen turlerinin olusumu (Kwiecien ve dig., 2002).

Gastrik mukozal savunma kismen merkezi sinir sistemi ve hormonal faktorler
tarafindan aktive edilen mekanizmalarla desteklenir (Laine ve ark., 2008). Deneysel
calismalar, santral vagal aktivasyonun mukus sekresyonunu uyardigin1 ve midenin
ylizey epitel hiicrelerinde hiicre i¢i pH'"1 artirdigimi  gostermistir. Ek olarak,
kortikotropin serbestlestirici faktor (CRF) yolu strese karsi endokrin yaniti kapsar
(Chatzaki ve dig., 2006). Ayrica periferal CRF, gastrik savunma mekanizmalarinin
duizenlenmesine énemli dl¢iide katkida bulunur. Ozellikle CRF2 reseptoriiniin, gastrik
epitel hiicrelerinde anti-apoptotik etkilere aracilik ettigi ve ayni zamanda mide
bosalmasini ve motilitesini inhibe ettigi bilinmektedir (Chatzaki ve ark., 2006).

Duyusal aferent sinirlerden NO ve CGRP sekresyonunun uyarilmasiyla mukozal kan
akiminin artirilmasi da dahil olmak {izere midede 6nemli koruyucu mekanizmalar
stimile edilir (Brzozowski ve ark., 2005). Glukokortikoidlerin, mide seviyesinde
koruma mekanizmalarini destekledigi gosterilmistir. Bu hormonlar strese yanitta yer
alir ve yaralanmaya kars1 gii¢lii gastroprotektif faktorleri temsil eder. Bu iddia ile
tutarli olarak, glukokortikoid antagonistleri stres kaynakli erozyonlarin siddetini
artirmis ve bu hormonlarin stres sirasinda koruyucu roliinii desteklemistir (Filaretova
ve ark., 2001). Glukokortikoidlerin koruyucu etkilerini uyguladiklari mekanizmalar

arasinda glikoz homeostazinin siirdiiriilmesi, mukozal kan akiminin artis1 ve mukus
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salgilanmasi hem mide motilitesinin hem de mikrovaskiiler gegirgenligin artirilmast

yer alir (Filaretova ve dig., 2007).

4.2.3. Deneysel mide Ulseri modelleri

Belirgin gastrik erozyonlar1 indlikleyen ve deney hayvanlar iizerinde oldukga sik
kullanilan iilser modelleri mevcuttur. Bu modeller, patojenik mekanizmalarin
aydinlatilmasina ve yani sira, yararh terapdtik miidahaleler iizerinde calisilmasina da
izin vermistir (Lee, 2000). Deneysel Ulser ¢alismalarinda siklikla kullanilan modeller

su sekilde 6zetlenebilir:

4.2.3.1. NSAIl ile olusturulan mide iilseri modeli

NSAII simifi ilaglar, klinikte 6zellikle romatoid artrit tedavisinde kullanilan agr1 kesici,
yangi Onleyici, ates diisiirticii etkileri olan ajanlardir (Vane, 2000; Hultqvist ve dig.,
2006). Uzun siire ve/veya yiiksek doz indometazin kullaniminin mide mukozasinda
erozyona, Ulseratif lezyonlara ve petesiyal kanamalara sebep oldugu bilinmektedir
(McCarthy, 1995; Sumbul ve ark., 2011). NSAII’nin neden oldugu gastrik iilserasyon
patogenezinde, arasidonik asitten prostaglandinlerin sentezi igin gerekli COX
enzimlerinin aktivitelerini bloke etmesi ve sonucunda epitel hasarina yol agmas1 yatar
(Wallace ve dig., 2000). COX enzimleri, arasidonik asit metabolizmasinin viicut
savunma hattindaki en 6nemli yollardan birini olusturur (Sekil-11). COX enziminin
viicutta iki izomeri vardir: Bunlardan COX-1 yapisal formdur. Damar endoteli, mide
mukozasi, bobrek, kalp ve trombosit hiicrelerinde bulunur. Fizyolojik fonksiyonlari
diizenleyen, mide bariyeri icin kritik dneme sahip PG (0zellikle PGE2 ve PGI2)
uretiminden sorumludur (Pawlik ve ark., 2002). Diger izoform COX-2 ise ¢ogu
dokuda bir dizi uyarana yanit olarak, inflamasyon durumlarinda PG Ureten
indiklenebilir formdur (Wallace ve ark., 2005). COX-2 makrofajlarda ve diger
inflamatuvar hiicrelerde yer alir. Lokosit adezyonunu 6nler ve kan akimini siirdiirmeye

yardimci olur (Wallace ve Miller, 2000).
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(Prostaglandinler, tromboksanlar)

Sekil-11. Arasidonik asit metabolizmasi.

Bu grupta yer alan bir ila¢g olan indometazin COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe
ederek sitoprotektif homeostatik mekanizmalarin kaybina ve dolayisiyla mide
lezyonlarina sebep olur (Adinortey ve dig., 2013) veya mevcut hasar1 siddetlendirir
(Delaney ve dig., 2007; Sostres ve ark., 2013). COX enzimlerinin baskilanmasi PG
tiretimini azaltir (Sabiu ve ark., 2015) ve sonugta mide mukozasi endojen ve ekzojen
saldirilara duyarli hale gelir. Indometazin PGE2, bikarbonat, mukus Gretimini bloke
ederek (Wallace ve ark., 2000); mide asit sekresyonunu artirarak; oksidan
parametrelerin duzeylerini yukselterek; anti-oksidan parametrelerin seviyesini ise
diistirerek mide hasarinin olusmasina yol agar (Sekil-12).

Gastrik bikarbonat ve mukus sekresyonunun azalmasi NSAII’ye bagl erozyonlari
daha da artinir (Davenport, 1967). Dolayisiyla mide koruyucu mekanizmayi
engellemekle kalmaz, nétrofil aktivasyonunu stimile ederek doku harabiyetine neden
olur ve mukozal kan akimini azaltir. Neticede indometazinin de dahil oldugu NSAIi
lipit peroksidasyonunu baslatan, reaktif oksijen tiirlerini iireten ve bdylece mukozal
hlcrelerin anti-oksidan sistemlerine miidahale eden, ayrica 16kosit adezyonunu
indiikleyen ve inflamatuvar yaniti artiran bir pro-oksidan katalizor gorevi gorur
(Suleyman ve dig., 2010; Tarnawski ve ark., 2013). Artan gastrik asit, pepsin ve reaktif

oksijen tiirleri gibi agresif faktorler, yeterli mukozal kan akimi, mukozal bikarbonat
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bariyeri, endotel hiicre rejenerasyonu ve PGE2 uretimi gibi koruyucu faktorleri

ezdiginde bu dengesizlik iilser olusumuna yol acabilir (Li ve dig., 2006).

Asidik
NSAIi

NSAii
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COX-2
inhibitérleri
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COX-1

Kan akimi '
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COX-2
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!
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Nétrofil aktivasyonu '
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yiizey
- ‘ GASTRIK I
—> | pariyer ¥ ULSERASYON

Sekil-12. NSAIi’lerin iilsere sebep olan mekanizmas: (Fornai ve ark., 2011).

PG inhibisyonunun yani sira ROS, inflamatuvar sitokinler, lipit peroksidasyonu,
notrofil aktivasyonu, apoptoz ve mukozal kan akimimin bozulmasi gastrik mukozal
hasari indiikler (Takeuchi ve dig., 1991; Ding ve ark., 1998; Wallace ve Devchand,
2005). Bununla birlikte, mide mukozasina yeterli kan akimini saglayan bir vazodilator
olan NO’nun asir1 tiretimi ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ekspresyonunun
artmasi da indometazin ile indiiklenen mide iilseri patogenezinde rol oynar (Bauer ve
dig., 1997). Mide Ulserinin akut fazinda pro-inflamatuvar bir sitokin olan TNF-o’nin
up-regulasyonu soéz konusudur (Abbas ve Sakr, 2013). TNF-a mide paryetal
hlcrelerinin apoptozuna neden olabilir (Neu ve dig, 2003) ve konstitttif nitrik oksit
sentazin (cNOS) inhibe edebilir (Bauer ve dig., 1997). Sonug itibariyle interlokinlerin
(IL-1pB ve IL-6) ve notrofillerin toplanmasi ile serbest radikallerin iiretimi oksidasyon
dengesizligine yol acar (Handa ve ark., 2004). Notrofiller ve makrofajlar, reaktif
oksijen turlerin Uretimi ve doku hasarmma neden olan proteolitik enzimleri ve
16kotrienleri serbestleyerek tilser gelisimi siirecine katilirlar (Whittle, 2003; Jiménez
ark., 2004).
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intragastrik veya parenteral olarak verilen aspirinin hayvanlarda ve insanlarda mide
mukozasi lezyonlarina neden olabilecegi iyi bilinmektedir (Bugat ve dig., 1976;
Kauffman ve Grossman, 1978). Aspirin, PG biyosentezini inhibe ederek mide
mukozasinda hasara neden olur. Mide iizerinde iilserojenik etkisinin 7-8 saat oldugu
bildirilmistir (Vane, 1971). Bu etkinin, mide mukozasinin asit ¢ozeltisine maruz
birakilmastyla arttig1 bulunmustur. Aspirin lipitte ¢6zlindiigii i¢cin plazma membranini
kolayca asabilir. Oral olarak alindiginda asidik mide igeriginde bulunur ve bundan
dolay1 hizla emilir. Gastrik mukozal toksisitesi epitel hiicrelerde biriktigi i¢in yiiksek
pH gosterir, mitokondriyal fosforilasyonu ve hiicre tampon sistemini bozar ve hiicre
hasarina neden olabilir (Konturek ve dig., 1981). Bu "bariyer kiran" ajan, vaskiiler
tikaniklik, 6dem ve plazmanin liimene gecisiyle mast hiicreleri tarafindan
intramukozal histamin salgilanmasina yol acar (Konturek ve dig., 1981). Aspirin
disinda ibuprofen ve ketoprofen gibi NSAII’ler de akut iilser modeli olusturmak igin

kullanilir.

4.2.3.2. Etanol ile olusturulan mide tilseri modeli

Etanol, gastrik {ilser gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilir. Dogrudan toksik
etkiyle hayvanlarin mide mukozasinda nekrotik lezyonlara neden olur. Etanol midede
bikarbonatlarin salgilanmasini azaltir ve mukus iiretimini inhibe eder (Marhuenda ve
dig., 1993). Dahasi, etanol kaynakli membran hasar1 plazma zarinda artmig iyon
gecirgenligiyle iligkilidir. Ayrica, mide mukozal hasarinin patogenezinde 6nemli bir
adimi temsil eden hiicre ici Ca?* birikimine yol acar. Bu da yiizey epitelinde hiicre
6limune ve dokilmeye yol agar (Massignani ve ark., 2009).

Etanol kaynakli gastrik mukozal lezyonlar degisen miktarlarda (0,5-2,0 ml) ve
konsantrasyonda (%50-100), intragastrik yolla uygulanmasiyla olusturulabilir. Etanol
uygulamasindan 1-2 saat sonra incelendiginde midede hemorajik erozyonlar ve Glserin
gelistigi gozlenebilir. Ekzojen uygulanan PG’lerin absolut etanol (%99) dozundan
once verilmesinin genellikle hemorajik gastrik mukozal hasar1 6nledigi bilinmektedir.
Bu etkinin azalmis mide asidi sekresyonuyla ilgili olmadigi ortaya konulmustur
(Robert ve dig., 1979). PG’lerin gastrik sekresyon inhibisyonundan farkli bir
mekanizma ile Glser hafifletici etki gostermeleri “sitoproteksiyon” terimiyle

tariflenmektedir. Bununla birlikte, etanol kaynakli gastrik yiizey epitelinde olusan
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hasarin sadece epitel altina prostaglandin uygulamasiyla onlenmedigini gosteren
ayrintilt histolojik raporlar nedeniyle tartismalar ortaya ¢cikmistir (Robert ve dig.,
1984). Robert, sitoproteksiyon tanimini, yiizey epiteli altindaki dokuda meydana gelen
etanol hasarina kars1 korumay1 kapsayacak sekilde degistirmistir (Lacy ve Ito, 1982).
Etanol HCI ve pepsinin proteolitik etkilerini aktive ederek mide mukozasina kolayca
penetre olur ve sonugta midede koruyucu mukozanin ¢oziilmesine yol agar (Oates ve
Hakkinen, 1988). Vaskiiler endotelin bozulmasi ve gegirgenliginin artmasi asit
sekresyonunu stimile eder ve mikrovaskiiler hasara yol acar. Bu durum dokuda kan
akiminin azalmasiyla sonuglanir. Etanol ayrica hiicresel antioksidan sistemleri de
bozar (Arafa ve ark., 2003; Kim ve dig., 2005). NO sisteminin vazodilator etkisinin
etanol tarafindan modiilasyonu gastrik mukozal kan akiminin azalmasina neden olur
(Glavin ve Szabo, 1992; Repetto ve Llesuy, 2002). Azalan kan akimi, mideyi pepsin

ve mide asidine daha fazla maruz birakir ve mukozanin direncini bozar.

4.2.3.3. Pilor ligasyonu ile olusturulan mide iilseri modeli

Pilor ligasyonu, ¢esitli ilaglarin gastrik sekresyon tizerindeki etkinligini arastirmak igin
kullanilan bir deneysel modeldir. Midenin pilorik ucunun baglanmasi, {ilser lireten
midede asit akiimulasyonuna neden olur (Shay, 1945). Bu nedenle, temel olarak pilor
tikanikligina bagl asit-pepsin birikimindeki artig daha sonra mukozanin sindirilmesine

neden olur.

4.2.3.4. Stres ile olusturulan mide Ulseri modeli

Stres tilserin giiglii bir indiikleyicisidir. John Hunter ilk defa 1772’de tilser olusumunda
stresin etkili olabilecegine dikkat ¢ekmistir. Cushing ise 1932°de stres iilserlerinin
hipotalamik lezyonlarla bir arada goriilmesinin sik rastlanilan bir durum oldugunu
bildirmistir (Karasu, 2001). Yaniklar (Curling iilseri), santral sinir sistemi travmasi
(Cushing iilseri, intrakraniyal travma), sok, sepsis, coklu organ yetmezligi,
respiratuvar yetmezlik, hipotansiyon, hatta sistemik enfeksiyonlar dahil c¢esitli
faktorler iist gastrointestinal bolgede kanama ve lezyon gelismesine sebep olur
(Glavin ve Szabo, 1992). Lezyonlar 6zellikle midenin korpus ve fundus béliminde

daha sik goriliir ve genellikle yiizeysel ve genis hemorajik erozyonlar seklinde ortaya
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cikar. Bazen de petesi seklinde goriilebilirler. Makroskopik goriintii olarak iilserli alan
mukozadan keskin sinirlarla ayrilmig haldedir.

Stres kaynakli {lserlerin  patofizyolojisi karmasiktir. Deneysel c¢aligsmalar
dogrultusunda, stres iilserlerinin mukozay1 koruyan etmenler ile mukozaya hasar veren
faktorler arasindaki dengenin bozulmasina bagli olarak gelistigi fikri benimsenmistir
(Bliytikcoskun, 2002). Buna ilaveten stresin mide mukozasina yapisan mukusun
kalitesini ve miktarini azalttig1 da bulunmustur. Strese bagli tilserlerde, histaminin asir1
salgilanmasi ve buna bagl olarak asit sekresyonundaki artis olaya eslik etmektedir.
Ayrica mukus tiretiminde azalma (Li ve ark., 2006), pankreatik sivinin geri akmasi,
mide kan akimmin zayiflamasi (Pawlik ve dig., 2002) s6z konusudur. Stres wlseri
olusumunda mukozal iskeminin kritik faktér oldugu ve mukozal hasarin bu nedenle
gelistigi belirtilmektedir (Brodie ve Hanson, 1960). Stres, gastrointestinal motilitede
de artisa neden olur ve midede asitle temas ettiginde hasara daha duyarli olan
kivrimlara yol agar (van Stee ve dig., 2018).

Strese bagli ortaya c¢ikan yanit olarak iiretilen ROS, notrofil aktivasyonuna neden
olmaktadir. Etiyopatogenez midede nétrofillerin birikimi, pro-inflamatuvar sitokin
olusumunda artis, asir1 ROS fiiretimi, antioksidan tiiketimi ve mukozal kan akiminin
azalmasiyla karakterizedir (Bahadir ve dig., 2016).

Hayvanin bir strese karsi iilseratif yanit1 predispozan faktorlere (yas, cinsiyet, sus vb.),
ulseri indiiklemek igin kullanilan stresin dogasina ve stres sonrasi olaylara baghdir.
Stres iilserini tetiklemek i¢in siganlarda en sik kullanilan yontemler sogukta kisitlama,

suya daldirma, sok stresi ve kismi gida yoksunlugunu kapsar (Takeuchi ve ark., 1976).

4.2.3.5. Asetik asit ile olusturulan mide iilseri modeli

Siganlarda asetik asidin submukozal enjeksiyonu yoluyla kronik gastrik ulseri
indiklemek ic¢in bir model Onerilmistir (Takagi ve dig., 1968). Daha sonralari ise,
asetik asit ¢Ozeltisinin intraliiminal uygulanmasini iceren yeni bir yOntem
gelistirilmigtir (Okabe ve Amagase, 2005). Bu model halen farkli ilaglarin etkisini
degerlendirmek veya kronik iilserlerin iyilesme siireci {izerine c¢esitli ajanlar1 test
etmek i¢in kullanilmaktadir (Adinortey ve ark., 2013). Diisiik dozda uygulanan asetik
asit ¢ozeltisi epitel tabakasinda simirli ve zayif yaralanmalara yol acar ve lezyonlar

ortalama 10 giin igerisinde kendiliginden iyilesir. Ancak %10-30 konsantrasyonda
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(0,01-0,03 ml) asetik asit ¢ozeltisi uygulandiginda iilserasyonlu bolgelerin 60 giinden
fazla devam ettigi gosterilmistir (Takeuchi ve ark., 1976).

4.2.3.6. Helicobacter pylori ile olusturulan mide iilseri modeli

Helicobacter pylori gram-negatif olan, spiral sekilli, son derece hareketli bir patojendir
(Marshall ve Warren, 1984) ve insan midesinin degisken asidik ortaminda siklikla
gelisebilir (Schade ve dig., 1994).

H. pylori mide yiizeye ulasip dogrudan yapismak i¢in yiizey epitelini kaplayan mukus-
HCO3 tabakasina penetre olur. Bu durumda, mukus i¢ine niifuz eden H. pylori hizli
bir sekilde epitelyal hiicrelerin yiizeyine ulasir ve psddopodu araciligiyla kalici olarak
buraya yapisir. Yiizey epiteline yapismayi takiben, H. pylori sitotoksinlerini salgilar
(Rektorschek ve ark., 2000). Gastrik mukozadaki H. pylori, 6zellikle de antrumda,
COX-2'nin asirt ekspresyonunu indukler (Konturek ve dig., 2001). Lokosit
kemoatraktanlarinin (trombosit aktive edici faktor (PAF), lokotrien B4 gibi),
kemokinlerin (IL-8 gibi) ve TNF-a gibi sitokinlerin sekresyonunu uyarir (Pawlik ve
ark., 2002).

4.3. Metformin

Metformin Klinikte yaygin olarak tip 2 diabetes mellitus (T2DM) tedavisinde
kullanilan ve agizdan alinan, anti-hiperglisemik 6zellige sahip biguanid sinifindan bir
ilagtir (Sanchez-Rangel ve Inzucchi, 2017). Diyabette vaskiiler komplikasyonlarin

onlenmesinde birinci basamaktir (Davis ve dig., 2006).

4.3.1. Metforminin kimyasal yapisi
Metforminin kimyasal formilu CsH1iNs seklindedir ve “I,1-dimetil-biguanid
hidroklorit” olarak isimlendirilir (Sekil-13).

CH,

| H
N N NH.,

HaC
NH NH

Sekil-13. Metforminin kimyasal yapisi.
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Baslangigta, Fransiz leylagi olarak da bilinen Galega officinalis bitkisi (Resim-
1)’nden ekstrakte edilen bu guanidin tlirevi, ilk olarak 1922'de dimetilamin hidroklorit
ve 2-siyanoguanidin reaksiyonundan sentezlenmistir ve Jean Sterne'nin
calismalarindan sonra 1957'de insanlarda ila¢ olarak kullanilmaya baslanmistir
(Bailey, 2017; Sanchez-Rangel ve Inzucchi, 2017).

Resim-1. Galega officinalis (Fransiz leylagi) bitkisi.

Merformin beyaz renkli kristal yapiya sahip bir bilesiktir ve molekiiler agirligi 165,63
g/mol’diir (Apotex NZ Ltd, Metformin Datasheet) Suda tamamen c¢dzinurken
etanolde (%96) cok az c¢ozlndr, pratik olarak kloroform ve eterde ise ¢oziinmez
(Apotex NZ Ltd, Metformin Datasheet). Kimyasal olarak, hidrofilik bir bazdir ve
katyonik tiir olarak fizyolojik pH (7,4)’da bulunur (Graham ve dig., 2011). Metformin
2,8-11,5 asit ayrisma sabit degerlerine (pKa) sahiptir ve bu nedenle fizyolojik pH
degerlerinde hidrofilik katyonik tiirler olarak biiytik 6l¢tide mevcuttur (Blaney ve dig.,
1990). Metforminin 11,5'lik pKa degeri, kanda %0,01'den daha az birlesmis olan diger
bircok temel ilagtan daha giiclu bir baz yapar. Bu kimyasal parametreler diisiik lipofilik
Ozellik gosterir ve sonug olarak metforminin hiicre zarlarindan hizli pasif difuizyonu
olas1 degildir (Graham ve dig., 2011).

Plazmadaki maksimum konsantrasyonu ortalama 3 saatte (0,5 gr dozdan sonra 1,0-1,6
mg/ml (yaklasik 6-10 mM) ve 1,5 gr dozdan sonra 3 mg/ml (yaklasik 18 mM)’dir.
Plazma yarilanma omrii yaklagik 20 saattir (Tucker ve dig., 1981). Metforminin

taginmasi bir takim organik tasiyicilar yoluyla gerceklesir. Metformin ince bagirsaktan
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kana emilir ve emilimine esas olarak enterositlerin liiminal tarafinda lokalize olan
plazma membran monoamin tasiyicisi (PMAT) aracilik eder (Foretz ve ark., 2014).

Metformin viicutta metabolize edilmez ve degismeden bobreklerden idrarla atilir.

4.3.1. Metforminin T2DM Uzerine etkisi

Metformin, diyabet tedavisi i¢in gelistirilen diger biguanid ilaglara (fenformin ve
buformin) kiyasla daha giivenilirdir ve iyi tolere edilir. Terapotik dozlarda laktik
asidoz insidans1 daha nadirdir (Foretz ve ark., 2014). Metformin, glikoz diistiriicii
etkisini esas olarak hepatik glikoneogenezi baskilayarak ve boylece karacigerde glikoz
Uretimini azaltarak gosterir (Natali ve Ferrannini, 2006; de Souza Silva ve ark., 2010).
Bu etkisini glikojen sentaz (zerinden hiicre ici glikojen sentezini uyararak
gergeklestirir (Sekil-14). Bununla birlikte glikozun intestinal emilimini azaltir,
periferik dokularda (iskelet kasi, yag dokusu gibi) kinaz aktivitesini ve GLUT-4"{in
tasima kapasitesini gelistirerek insiilin aracili glikoz kullanimini artirir, yag asitlerinin
konsantrasyonunu disiiriir ve glikoneogenezi azaltarak anti-lipolitik bir etki ortaya
koyar (Kirpichnikov ve ark., 2002). Ek olarak metformin, glukagon benzeri peptit-1
(GLP-1)'in aktivasyonu aracil1 inkretin aksiyla etkilesime girerek glikoz homeostazina
da katkida bulunabilir (Maida ve ark., 2011; Lv ve dig., 2012). Post-reseptor diizeyde

instilin direncini azaltir ve insiilin duyarliligini artirir.
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Sekil-14.  Metforminin  hepatik  glikoneogenez  lizerine etki mekanizmasi

(http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/metformin, Erisim tarihi: 18.11.2020)
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Metformin, molekiiler seviyede AMPK aktivitesini artirir (Zhou ve dig., 2001).
Hiicresel seviyede enerji tiiketimi arttiginda AMPK, ATP kullanan yollar1 regiile eder
ve enerji homeostazini eski haline getirmek i¢in ATP iiretim yollarin1 stimiile eder
(Tian ve ark., 2001) (Sekil-14). AMPK, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
aktivasyonu, anjiyogenez ve proliferasyon gibi birgok htcresel fonksiyonun
diizenlenmesinde de gorev alir (Zou ve ark., 2002). AMPK aktivasyonu sirasinda
gozlenen fizyolojik degisiklikler katabolik bir duruma neden olur ve protein, glikoz ve
lipit biyosentezi gibi yiksek ATP tiiketimi gerektiren hiicresel siirecleri inhibe eder
(Li ve McCullough, 2010). Son dénemde yapilan bir ¢alismada, metformine bagl
insiilin davranisinin AMPK aracili asetil-CoA karboksilazin inhibisyonuyla hepatik
lipit homeostazindaki degisikliklere yol agtigi gosterilmistir (Zou ve ark., 2002;
Fullerton ve dig., 2013). Metforminin etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin
en Onemli bulgularindan biri, metformine bagli AMPK aktivasyonunun, primer
hepatositlerde glikoz dretiminin inhibisyonuyla iliskili oldugunun gosterilmesidir
(Zou ve ark., 2002; Cao ve dig., 2014). Diisiik metformin konsantrasyonlarinin AMPK
aktivasyonu yoluyla AMP/ATP oranindaki artistan bagimsiz olarak glikoz iiretimini
baskiladigimi gostermektedir (Cao ve dig., 2014; Saisho, 2015). Metformin AMPK'y1
dolayli olarak aktive eden, mitokondriyal solunum zinciri kompleks-1'in
inhibisyonuna, ikincil olarak da ATP tlikenmesine ve AMP seviyelerinde artisa yol
actig1 disiiniilmektedir (Hawley ve dig., 2010; Cao ve dig., 2014). Ek olarak, kendi
basina  AMPK aktivasyonunun veya glikoneojenik gen ekspresyonunun
inhibisyonunun degil, hiicre i¢gi ATP seviyelerinin dengesizliginin, metforminin
hepatik glikoz ¢ikisi tizerindeki etkilerinin altinda yatan kritik faktorii olusturdugu ileri
stirilmustiir (Foretz ve ark., 2010). Ayrica, yiiksek AMP seviyeleri adenilat siklazi
inhibe eder, boylece glukagona yanit olarak cAMP olusumunu ve sonugta aglik glikoz

seviyeleri azalir (Miller ve dig., 2013; Venna ve ark., 2014).

2.3.2. Metforminin diger etkileri

Dislipidemi veya diyabetik dislipidemi plazmada trigliserit ile diisiik yogunluklu
lipoprotein-kolestrol (LDL-C) seviyelerinin yiikselmesi ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein-kolesterol (HDL-C)’in  azalmasiyla  karakterize anormal lipit

metabolizmasidir (Wu ve Parhofer, 2014). Yuksek instlin konsantrasyonlari, T2DM

29



hastalarinda yaygin olarak goriilen bagirsak lipoprotein metabolizmasinin
diizensizligine atfedilebilir (Gutierrez-Repiso ve dig., 2015). Metformin tedavisinin
T2DM hastalarinda, bagirsak kaynakli trigliserit agisindan zengin lipoproteinleri
azaltti1, plazma silomikronlarin1 %50 oraninda ve silomikron kalintili lipoprotein
fraksiyonlarmi %20 oraninda azaltarak bagirsak lipoprotein metabolizmasinin
gelismesine katkida bulundugu ileri siirlilmistiir (Sekil-15). Bununla birlikte,
metforminin lipit metabolizmas1 {izerindeki etkileri bagirsakta lokalize gibi
gorunmektedir (van Stee ve ark., 2018).

Hepatositlerde trigliserit birikimi, non-alkolik yagl karacigerin ayirt edici 6zelligidir.
Metformin, in vivo ve in vitro yiiksek yagl diyet tarafindan indiiklenen hepatik lipit
birikimini baskilar (Sekil-15). Ayrica, hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile indiiklenen
HepG2 hiicrelerinde trigliserit birikimi metformin uygulamasiyla azaltilmistir (Zhu ve
ark., 2018).

Obez farelerde yapilan bir arastirmada, hepatik ve plazma trigliserit artis1 metformin
tedavisiyle doza bagimli bir sekilde azaltilmistir (Lin ve ark., 2017). Plazma trigliserit
azalmasinin altinda yatan mekanizma ¢esitli calismalarla bildirilmistir. Apolipoprotein
A5 (ApoADb), trigliserit metabolizmasinin diizenlenmesinde, 6zellikle hepatositlerde
lipit damlaciklarinin olusumunda 6nemli bir rol oynar . Obez farelerde plazma ApoA5
duzeylerinin yukselmesiyle hepatositlerde trigliserit miktar1 arasinda pozitif
korelasyon oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 2016). Metforminin dért hafta streyle
uygulanmasi, obez farelerde hepatosit ApoAS ekspresyonunu da azaltmistir (Lin ve
ark., 2000).

Hem insan hem de hayvanlarla yapilan bir arastirmada, T2DM hastas1 12 denek ve 23
saglikli birey yer almistir ve bu kisilere iki hafta boyunca metformin (1500 mg/giin)
uygulanmistir. Hayvan calismasi kisminda ise yetiskin sicanlar kullanilmis ve igme
suyuna metformin (2,5 mg/ml) ilave edilmistir. Metformin hem aclik hem de post-
prandiyal durumda plazmadaki laktat ve pirtvat seviyelerini dnemli él¢lide artirmistir.
Ayni zamanda, karacigerde yag oksidasyon ile iligkili enzimin up-regilasyonu,
kahverengi adipoz dokuda eslesmemis protein (UCP)-1 ve iskelet kasinda UCP-3 ile
birlikte kontrol grubuna kiyasla viseral yag kiitlesinde 6nemli bir azalma saglamistir

(Sekil-15). Viseral yagi azaltma tizerindeki etkisini muhtemelen yakit kaynaginin yag
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oksidasyonuna gegisi ve bu ilacin anoreksijenik etkisinden bagimsiz olarak adaptif

termogenezin up-regiilasyonu ile gergeklesmistir (Tokubuchi ve dig., 2017).
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Sekil-15. Metforminin viicuttaki hedef dokular1 (Zhou ve dig., 2001).

Obezitede metforminin karaciger tizerindeki anti-inflamatuvar etkisiyle ilgili bulgular
celiskilidir. Metforminin kisa siireli uygulamasi (10 giin) obez farelerin
karacigerlerinde lipit birikimini slUprese etmis ancak inflamatuvar belirtecleri
engellememistir. Bir hepatosit kiiltiir ortaminda IL-1B, TNF-a, IL-6, monosit
kemoatraktan protein (MCP)-1 ve IFN-y dahil olmak (zere hepatositlerde sitokin
konsantrasyonunun arttig1 ve ayni sekilde, hepatosit kiiltiir ortaminda IL-1p ve 1L-6
konsantrasyonun uzun sureli metformin tedavisiyle arttigi tespit edilmistir. Bunun
aksine, metforminin (150 mg/kg/gilin) uzun siireli (dort hafta) uygulamasinin obez
farelerin karacigerindeki inflamasyonu azalttigi bulunmustur (Barbero-Becerra ve
dig., 2012). Adiposit dokudaki bulgulara benzer sekilde metformin, gelismis AMPK
fosforilasyonu ile iligkili olarak c-JNK-1'in fosforilasyonunu, azalmis yag birikimini
ve hepatositlerde pro-inflamatuvar sitokinleri azaltmis ve uzun siireli uygulamasindan
sonra yag birikimini diisiirmiistiir (Barbero-Becerra ve dig., 2012, Bi ve ark., 2019).

Birkag¢ klinik ¢alismanin sonuglari, kardiyovaskiiler hastaligi olan bireylerde

metforminin kardiyovaskiler koruyucu etkisini gostermektedir (Inzucchi ve dig.,
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2015; Griffin ve dig., 2017; Ismail-Beigi ve dig., 2017). Metformin ile tedavi edilen
diyabet hastalarinda oliimciil olmayan miyokard infarktist gelisme riski %39
oraninda azalmistir (Johnson ve ark., 2002). Son zamanlarda yapilan, g¢ift kor
randomize bir bagka ¢alisma, yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riski olan asir1 kilolu
veya obez tip 1 diyabeti olan yetiskin hastalarda metforminin kardiyometabolik
etkilerini degerlendirilmis ve bu populasyonda karotis arter intima-media kalinligina
bagli olarak viicut agirhigi, LDL-kolesterol ve ateroskleroz ilerlemesinde azalma
g6zlemlenmistir (Jenkins ve ark., 2018). Bu bulgular metforminin kardiyovaskdiler
hastalik riskini azaltmadaki potansiyel rolini gostermektedir. Metformin ayrica
makrovaskiiler olaylar1 ve diyabetle iligkili mortaliteyi 6dnemli Sl¢iide azaltir ve
kardiyak iskemi-reperfiizyon hasarina karsi korudugu ve tam olarak anlagilmayan
mekanizmalar yoluyla kalp yetmezliginin gelisimini geciktirdigi gosterilmistir (Ye ve
ark., 2011).

Metformin alan diyabetik hastalarda anti-hipertansif etkiler gézlenmistir ancak altta
yatan mekanizma tam olarak agiklanamamustir. Olasi bir mekanizma AMPK
aktivasyonu yoluyla anjiyotensin-I1 ile indiklenen endoplazmik retikulum stresinin
inhibe edilmesidir. Anjiyotensin-II verilmis farelerde endoplazmik retikulum stres
belirteclerinin ekspresyonu metformin uygulamas: (300 mg/kg) ile dnemli Olcude
Slprese olmustur; bununla birlikte metformin, AMPKa-2 knock-out farelerde
endoplazmik retikulum stres yaratan faktorlerin azaltilmasindaki koruyucu etkisini
kaybetmistir (Duan ve dig., 2017). Bu nedenle metforminin, vaskiler duz kas
hicrelerinde anjiyotensin-II ile indiklenen endoplazmik retikulum stresini inhibe
etmesi ve AMPKoa-2'yi aktive ederek anjiyotensin-Il ile indiiklenen hipertansiyonu
baskilamasi muhtemeldir (Duan ve dig., 2017).

Metforminin bir bagka etkisi, kemirgen karacigerinde gosterildigi gibi hepatik steatozu
azaltarak lipit metabolizmasimi duzenler (Lin ve dig., 2000; Woo ve ark., 2014). Bir
klinik caligmada da paralel gozlemler bildirilmistir (Marchesini ve dig., 2001). Yakin
zamanda metforminin, kahverengi yag dokusunda VLDL-trigliserit aliminda ve yag
asidi oksidasyonunda segici bir artigla plazma trigliseritlerini diistirerek dolagimdaki
lipitler Gzerinde olumlu etkisi oldugu iddia edilmistir (Geerling ve dig., 2014). Dokuda

lipit depolanmasinda metformine bagli azalma, muhtemelen AMPK aktivasyonunun
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aracilik ettigi hem yag asidi oksidasyonunda hem de lipogenezin inhibisyonundaki
artigla tutarlidir (Zhou ve dig., 2001; Zang ve dig., 2004; Geerling ve ark., 2014).

4.3.3. Metforminin anti-inflamatuvar etkileri

Son yillarda yapilan birgok deneysel hayvan calismalarinda ve insanlarda yapilan
klinik arastirmalarda metforminin etkisinin sadece anti-hiperglisemik olmadigi
gosterilmistir.

Yakin déonmede yapilan bir ¢alismada, yiiksek yagl diyetle beslenen siganlara farkl
dozlarda dort hafta boyunca metformin uygulanmig, metforminin sadece viicut
agirligini 6nemli 6l¢iide azaltmadigi; ayn1 zamanda adipoz dokuda TNF-a, MCP-1 ve
leptin diizeylerinde anlamli bir diisiis sagladigi rapor edilmistir (Lu ve dig., 2016).
Bir baska aragtirmada ise metforminin, M1 makrofajlarinin inhibisyonu ve M2 (anti-
inflamatuvar) makrofajlarin artig1 yoluyla pro-inflamatuvar sitokin tiretimini azalttig
gosterilmistir (Jing ve dig., 2018).

Ulseratif kolit iizerine yapilan bir ¢alismada, metformin uygulamasmnin doza baglh
olarak kolonik mukozal hasari 6nemli 6lgiide azalttigi, oksidatif homeostazi ve
bagirsak transitini korudugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda kolon mukozasi {izerindeki
restoratif etkisine, pro-inflamatuvar mediyatorlerin doku seviyesinde belirgin bir
diisiis ve COX-2, INOS ve NF-xB'nin immuno-reaktivitesinin eslik ettigi ileri
stiriilmiistiir (Pandey ve ark., 2017).

Dekstran sodyum sulfat (DSS) ile indliklenen kronik tlseratif kolit modelinde yedi giin
stireyle intraperitoneal metformin uygulamasinin kolonik oksidatif stres belirteclerini,
TNF-a ile NF-xB seviyelerini ve mukozal hasar skorunu iyilestirerek kolitin siddetini
hafiflettigi gosterilmistir (Samman ve dig., 2018). Baska bir akut kolit modelinde, oral
gavaj yoluyla uygulanan metformin TNF-a ile uyarilan IL-8 indlksiyonunu inhibe
etmis ve inhibitér kappa B-a (IxB-a) fosforilasyonunu ve NF-kB DNA baglama
aktivitesini zayiflatmistir. Ayni zamanda, bagirsak epitel hiicrelerinde AMPK
aktivitesini stimiile etmis ve farelerde kolon kanseri gelisimini engellemistir (Koh ve
dig., 2014).

Inflamatuvar bagirsak hastaligi fare modelinde, metformin, sinyal déniistiiriicli ve
transkripsiyon aktivatori-3 (STAT3) ekspresyonunu ve yardimcr T17 (Th17) hiicre

cogalmasinin aktivatoriinii diizenleyerek hastalik skor indeksini azaltmig; IL-17, p-
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STAT3 ve p-mTOR (fosforile-rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi)
ekspresyonunu inhibe etmistir. Bununla birlikte p-AMPK ve Foxp-3'lin ekspresyon
seviyelerini artirmistir (Lee ve dig., 2015).

Farelerle yapilan bir arastirmada, lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen depresif
benzeri davranislari, metformin uygulamasi tersine c¢evirerek hafifletmistir. LPS
amigdala dokusunda Lcn-2 (lipokalin-2)'nin mRNA ekspresyonunu ve IL-1f3 gibi
inflamasyonla iligkili sitokinleri artirirken; metformin, Lcn-2'nin  ekspresyon
seviyesini ve IL-1pB, IL-6 ve Willebrand factor (vWF) dahil inflamatuvar molekdilleri
regiile etmis ve LPS’ye bagli depresif davranisi azaltmistir (Yang ve dig., 2020).
Metforminin  diyabetik olmayan kisilerde ve bazi hayvan modellerinde
kardiyovaskiiler sistem iizerine olumlu etkileri oldugu son yillarda gosterilmistir
(Viollet ve dig., 2012; Nesti ve Natali, 2017) Hipertansiyona bagli otonomik
etkilerinin degerlendirildigi bir c¢alismada, kronik uygulamasinin hipertansif
sicanlarda kardiyak sempatik tonusu azalttig1, plazma TNF-a seviyelerini diisiirdiigi,
NOXI1 ve COX1’in doku ekspresyonunu zayiflattigi ileri siiriilmiistiir (Oliveira ve
dig., 2019).
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5. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun “19.2019.mar” protokol numarali onay1 ile gerceklestirilmistir ve
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dali laboratuvarinda

yuriitiilmustiir.

5.1. Deney Hayvanlan

Calismada Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHAMER)’nden temin edilen 280-450 gram agirliginda, Sprague-Dawley eriskin
siganlar kullanildi. Tim ¢alismada toplam 80 tane olmak uUzere, 72 erkek ve 8 disi
sigan yer aldi.

Hayvanlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisiine sahip, 20+2°C sicakligindaki
standart laboratuvar kosullarinda tutuldu. Standart pellet yemi ve musluk suyuna
erisimleri serbest olacak sekilde beslendi. Hayvanlar deneylerden 6nce 24 saat sureyle

ac birakildi. Bu silirede hayvanlarin suya erigimleri serbest olarak devam etti.

5.2. Kimyasal Ajanlar

Metformin (Cayman Chemical, 13118) fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) (pH=7,2)
icinde ¢ozindurdldi ve hayvanlara 2 ml/kg hacim igerisinde 500 mg/kg dozunda gavaj
yoluyla verildi. Bu dozun belirlenmesi amaciyla preliminar ¢aligmada 100 mg/kg, 200
mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinda metforminin her iki tilser modelinde lezyonlar iizerine
makroskopik dizeydeki etkisi incelendi ve en etkin doz olarak 500 mg/kg kabul
edilerek deneyler bu doz ile gergeklestirildi.

Ranitidin (Cayman Chemical, 16939) PBS (pH=7,2) icinde ¢Ozunduraldi ve
hayvanlara 1 ml/kg hacim icerisinde 50 mg/kg dozunda gavaj yoluyla uygulandi
(Odabasoglu ve dig., 2006).

Indometazin (Sigma, 67H1609) %5 sodyum bikarbonat (NaHCOs) icerisinde
¢ozunduruldi ve hayvanlara 1 ml/kg hacim igerisinde 80 mg/kg dozunda gavaj yoluyla
verildi (Kwon ve ark.,2019).
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Absolut etanol (MERCK 100983, for analysis EMSURE®) her hayvan i¢in 5 ml/kg
gavaj yoluyla uygulandi (Shokunbi ve Odetola, 2008).

5.3. Deney Gruplar ve Protokol

Hayvanlar rastgele asagidaki sekilde gruplara ayrildu:

Indometazin (Indo) ile olusturulan mide iilseri gruplar::

indo kontrol grubu (n=8): 24 saatlik aglig1 takiben indometazin ¢oziiciisii %35
NaHCOs gavaj yoluyla (1 ml/kg hacim i¢inde) uygulandi.

indo grubu (n=8): 24 saatlik achg takiben indometazin (80 mg/kg) gavaj
yoluyla (1 ml/kg hacim iginde) uygulandi.

indo+metformin grubu (n=8): Ug giin siireyle sicanlara metformin (500
mg/kg) gavaj yoluyla (2 mil/kg hacim iginde) uygulandi. Ucgiincii giin
metformin uygulanmasindan 60 dakika sonra indo (80 mg/kg) gavaj yoluyla (1
ml/kg hacim i¢inde) uygulandi.

indo-+ranitidin grubu (n=7): Ug giin siireyle sicanlara bu Glser modelinde
tedavi edici etkinligi bilinen Ho reseptor antagonisti ranitidin (50 mg/kg) gavaj
yoluyla (1 ml/kg hacim icinde) uygulandi. Uciincii giin ranitidin
uygulamasindan 60 dakika sonra indometazin (80 mg/kg) gavaj yoluyla (1

ml/kg hacim iginde) verildi.

Bu gruptaki hayvanlar indometazin veya ¢oziiclisiiniin uygulanmasinin ardindan 6 saat

sonra dekapite edildi.

Etanol ile olusturulan mide iilseri gruplart:

Etanol kontrol grubu (n=8): 24 saatlik aclig: takiben siganlara fizyolojik
tuzlu su (5 ml/’kg) gavaj yoluyla uygulandi.

Etanol grubu (n=8): 24 saatlik aglig1 takiben siganlara absolut etanol (5
ml/kg) gavaj yoluyla uygulanda.

Etanol+metformin grubu (n=8): 3 giin siireyle sicanlara metformin (500
mg/kg) gavaj yoluyla (2 ml/kg hacim icinde) uygulandi. Ugiincii giin
metformin uygulamasindan 60 dakika sonra absolut etanol (5 ml/kg) gavaj
yoluyla verildi.

Etanol+ranitidin grubu (n=7): 3 gln slreyle bu tlser modelinde tedavi edici

etkinligi bilinen Hy reseptor antagonisti ranitidin (50 mg/kg) gavaj yoluyla (1
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ml/kg hacim iginde) uygulandi. Ugiincii giin ranitidin uygulamasindan 60
dakika sonra siganlara absolut etanol (5 ml/kg) gavaj yoluyla verildi.
Bu gruptaki hayvanlar ise etanol veya fizyolojik tuzlu su uygulanmasindan 1 saat sonra
dekapite edildi.

Tum gruplarda mideler kii¢iik kurvatiirden agild1 ve fizyolojik tuzlu su ile yikandi.
Makroskopik olarak incelenen mide dokularmin bir bolimi biyokimyasal analizler
icin -80°C’de saklanirken bir boliimi histolojik degerlendirmeler i¢in %10’ luk
formaldehite veya notral formaldehite alindi. Govde kani toplandi ve serumu

ayrildiktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.

5.4. Mide Dokusunun Makroskopik Duzeyde Degerlendirilmesi
Midelerin makroskopik olarak incelenmesinde her bir lezyonun uzunlugu olgiilerek
toplam uzunluk “lezyon uzunlugu” (mm) cinsinden ifade edildi (Dekanski ve ark.,
1975). Midenin skorlanmasi ise asagidaki kriterlere gore yapildi (Maksimum skor 6):

0= hasar yok

1= limende kan varlig1

2= noktasal erozyonlar

3= 1-5 arasi1 sayida kiigiik erozyonlar (<2 mm)

4= 5’ten fazla sayida kii¢iik erozyonlar (<2 mm)

5= 1-3 arasi sayida biiyiik erozyonlar (>2 mm)

6= 3’ten fazla sayida biiyiik erozyonlar (>2 mm)

5.5. Mide Dokusunda Biyokimyasal Analizler

5.5.1. Malondialdehit (MDA) 6l¢cimu

Mide o6rnekleri MDA tayinleri i¢in %10’luk triklor asetik asit (TCA) ile homojenize
edildikten sonra 3000 rpm’de, 4°C sicaklikta, 15 dakika santrifije edildi.
Siipernatantlar ayrilip 15 000 devirde es hacimde tiyobarbitlrik asit (TBA) ile 15
dakika 100°C kaynar suda bekletildi. Soguma islemini takiben lipit peroksidasyon
duzeyi spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda okundu ve degerler nmol/g seklinde
ifade edildi (Casini ve dig., 1986).
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5.5.2. Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6lcimu

Inflamasyonlu dokuda nétrofil infiltrasyonun bir belirteci olarak MPO aktivitesi
Olciildi. Almman mide ornekleri %0,5’lik hekzadesil trimetil amonyum bromiir
(HETAB) iceren 50 mM PBS icinde (pH=6) homojenize edildi. Daha sonra 12 000
rpm’de, 4°C’de, 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet
50 mM PBS iginde tekrar homojenize edildi. 50 mM PBS + o-dianisidin. 2HCI (20
mg/ml) + H202 (20 mM) 6rnek iceren tupler oda sicakligindas 3 dakika inkiibe edildi
ve reaksiyon %2’lik sodyum azid ile durduruldu. Absorbans degerleri 460 nm’de

okundu. Degerler U/g olarak ifade edildi (Bradley ve dig., 1982).

5.5.3. Glutatyon (GSH) aktivitesi 6lcimu

Mide 6rnekleri GSH tayinleri i¢in %10’luk triklor asetik asit (TCA) ile homojenize
edildikten sonra 3000 rpm’de, 4°C sicaklikta, 15 dakika santrifiije edildi. Olgtimleri
icin modifiye Ellman yontemi kullanildi. Disodyum fosfat (Na2HPOj4; 0,3 M) icine
alinan doku ornekleri 10 dakika karanlikta 5,5'- ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)
ve sodyum sitrat (NaNOs) ile etkilesimi sonrasi spektrofotometrik olarak 412 nm dalga

boyunda okundu ve degerler umol/g seklinde ifade edildi (Aykag ve dig., 1985).

5.5.4. Superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz enzim duizeylerinin tayini

%10 gramlik doku homojenat1 10 dakika siireyle 4000 rpm’de santrifiije edildi. Her
tiipe 30 saniye arayla 0,2 ml riboflavin ve siipernatant konularak 460 nm’de absorbansi
okundu. Daha sonra tiipler oda sicakliginda 20 W floresan lamba bulunan kutu iginde
8 dakika inkube edildi ve 460 nm dalga boyunda absorbansi okundu. Asagidaki
formule gore siipernatantin SOD aktivitesi U/ml cinsinden hesaplandi (Mylroie ve
dig., 1986; Zhang ve ark., 2016):

SOD aktivitesi = So-S1/ S1 x Sistem hacmi / Ornek hacmi x Diluisyon faktor(
So: Reaksiyonun sifirinct dakikasinda okunan deger

S;: Inkiibasyon sonras1 okunan deger

Katalaz aktivitesi 6l¢iimiiniin esast H2O2 nin H,O’ya doniisiimii sirasinda absorbans
azalmasimin tayinine dayanmaktadir ve absorbansta gdzlenen azalma hizi enzim

aktivitesiyle dogru orantilidir. Olgiim i¢in %10 gramlik doku homojenati 10 dakika
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4000 rpm’de santrifiij edildi. Numune ve kor olarak isaretlenmis iki ayr1 deney tiipii
asagidaki tabloya gore (Tablo-1) calisildi. Cozeltiler eklendikten 1 dakika sonra 240
nm dalga boyunda absorbanslar1 okunarak asagidaki formiile gore katalaz aktivitesi
U/ml cinsinden tayin edildi (Aebi, 1984):

Katalaz aktivitesi = Ko-Kz / 0,036 x Diltisyon faktori
Ko: Kor tiipiinde okunan deger
K1: Numune tiipiinde okunan deger

0,036: Ekstinksiyon katsayis1

Tablo-1. Katalaz tayini i¢in kullanilan ¢6zelti miktarlari.

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,2 ml
Slpernatant 0,4 ml 0,4 ml

H>0> ¢ozeltisi + fosfat tamponu | 0,2 ml -

5.6. Mide Dokusunun Mikroskopik Diizeyde Degerlendirilmesi
%10’luk formaldehit icinde fikse edilen doku &rnekleri kademeli olarak alkol
serilerinden gecirildi ve dehidrate edilerek parafine gomildi. Yaklasik 5 pm’lik
kalinligindaki Kesitler histopatolojik degerlendirme i¢in hematoksilen&eozin ile
boyandi. Mukozal hasar, 16kosit infiltrasyonu ve kanama dikkate alinarak dijital
kamera atagmanli (Olympus C-5060) Olympus BX51 fotomikroskobu ile incelenerek
fotograflandi. Mide hasar1 asagidaki dort kritere gore semikantitaf olarak
degerlendirildi ve her bir kriter 0-3 arasinda (0: yok, 1: hafif derecede, 2: orta derecede,
3: ciddi derecede) skorlandi (Maksimum skor 12) (Haklar ve dig., 2001; Jahovic ve
dig., 2007).

e Yizey epitelinde dokilme

e Kanama, fokal nekroz ve mukozal konjesyon

e Glanduler hucrelerde hasar

e Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
Ek olarak mukus yapiminin degerlendirilmesi i¢in mide &rneklerinde periodic asit-

schiff (PAS) boyamasi yapildi. Bunun i¢in, dokular Carnoy sivist (etanol/asetik
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asit/kloroform=6:1:3) sivisinda 24 saat bekletildikten sonra parafine gomildi ve 5

pm’lik kesitler PAS ile boyanda.

5.7. Mide Dokusunda Kemiluminisans Olguimi

Doku 6rnekleri 0,2 mM luminol (hidroksil radikal, H2O>, hipoklorit, ONOO" 6l¢iim)
veya lusigenin (O2 igin segici) varliginda 6zel problar kullanilarak luminometre ile oda
sicakliginda 6lgiildii. Tiim sayimlar 5 dakika boyunca 15 saniyelik araliklarla elde
edildi ve sonug¢lar mg doku basina egri altinda kalan alan seklinde ifade edildi (Haklar
ve dig., 2001).

5.8. Mide Dokusunda Apoptozun Degerlendirilmesi

Apoptotik indeksi degerlendirilmek iizere TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end
labeling; Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Germany) imminohistokimyasal boyama
teknigi kullanild1 (Lucassen ve dig., 1995; Umemura ve ark., 1996). Mide ornekleri
%10’luk notral formaldehit soliisyonunda fikse edildi ve histolojik doku takibinin
ardindan parafin bloklarina goémiildii. Daha sonra 5 pm kalinhi§inda kesitler alindi
(Leica RM 2245 model; Almanya) ve poly-L-lysine lamlara aktarildi.
Deparafinizasyon isleminin ardindan etiivde, 65-75°C sicaklikta, 15 dakika bekletildi.
Ksilen ve alkol serilerinden gecirilerek rehidratasyon gerceklestirildi. Daha sonra PBS
icerisine alind1 ve ardindan permeabilizasyon soliisyonunda 5 dakika bekletildi. Sitrat
tampon soliisyonuna alinarak 750 Watt mikrodalgada 1 dakika tutuldu. Hizli sogutma
islemi i¢in tekrar PBS icerisine alinarak +4°C buzdolabinda 5 dakika bekletildi. Daha
sonra 37°C’de karanlik ve nemli ortamda 60 dakikalik inkiibasyon ve yikama
islemlerinin ardindan kesitleri 151k mikroskobunda gorunir hale getirmek igin kesitlere
POD (horseradish peroksidaz) cevirici (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany)
eklenerek etiivde 37°C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra renklendirme icin %0,05
3,3’ diaminobenzidin karigimi kullanildi. Bu karisimda 3 dakika bekletildi ve PBS ile
yikanarak Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Cesme suyunda hucre
cekirdeklerinin belirginlestirilmesi saglandi ve ksilen ile seffaflastirildi. Son olarak
preparatlar entellan ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B)
Stereoinvestigator 11,0 gorintl analiz programi (Microbrightfield, Colchester, VT,

USA) ile incelendi. Sayim sirasinda U¢ farkli isaretleyici kullanildi. Apoptotik,
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nekrotik ve normal hiicreler ayr1 isaretleyiciler kullanilarak isaretlendi. Her bir karede,
sayim alani belirlendi ve apoptotik indeks (%) apoptotik hiicre/toplam hiicre x 100

formillne gore tayin edildi (Karakoyun ve ark., 2011).

5.9. Mide Kan Akimm Ol¢iimii

Mide kan akimi 6l¢limii i¢in farkli hayvanlarda asagidaki gruplar olusturuldu:

I. Indo grubu (n=5): 24 saatlik aglig1 takiben indometazin (80 mg/kg) gavaj
yoluyla (1 ml/kg hacim iginde) uygulandi.

Il.  indo+metformin grubu (n=5): Ug giin siireyle sicanlara metformin (500
mg/kg) gavaj yoluyla (2 ml/kg hacim iginde) uygulandi. Ugiincii giin
metformin uygulanmasindan 60 dakika sonra indo (80 mg/kg) gavaj yoluyla (1
ml/kg hacim iginde) uygulandi.

1. Etanol grubu (n=4): 24 saatlik aglhigi takiben siganlara absolut etanol (5
ml/kg) gavaj yoluyla uygulandi.

IV. Etanol+metformin grubu (n=4): Ug giin siireyle siganlara metformin (500
mg/kg) gavaj yoluyla (2 ml/kg hacim icinde) uygulandi. Ucgiincii giin
metformin uygulamasindan 60 dakika sonra absolut etanol (5 ml/kg) gavaj
yoluyla verildi.

Bu gruplarda ise etanol uygulanmasindan 1 saat ve indometazin uygulanmasindan 6

saat sonra ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezi altinda Lazer-doppler

akimolger (PeriFlux System 5000, Perimed, Sweden) yardimiyla mide kan akiminin

Olclimleri yapildi. Anestezi altindaki hayvanlara epigastrik inzisyon yapildi ve mide

izole edilerek agiga ¢ikarildi. Midenin korpus serozal yiizeyine yerlestirilen prob

yardimiyla 15 dakikalik kayitlar alindi. Daha sonra hayvanlar kardiyak ponksiyon ile
sakrifiye edildi. Kan akimmin degerlendirilmesi sirasinda ilk 5 dakikalik siire
stabilizasyon stresi kabul edildi ve degerlendirmeye alinmadi, sonraki 5 dakikalik
kayit degerlendirmeye alindi. Bu bes dakikalik analizde arkefaktlar ekarte edilerek
ortalama kan akimi1 hesaplandi ve perfuizyon birimi (PU) cinsinden ifade edildi (Sarnik
ve dig., 2007).
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5.10. Serumda TNF-a ve IL-1p Olctimleri

Bu 6l¢timler i¢in ticari ELISA kitleri kullanildi. Tayinler sigana 6zgun TNF-a kitinde
(Invitrogen, Canada, USA) ve IL-1p kitinde (Invitrogen, Canada, USA) belirtilen
talimatlar takip edilerek gerceklestirildi. ik asamada 96 kuyucuklu ELISA plakasina
mikropipet yardimiyla 400 pl yikama ¢ozeltisi eklenerek yikandi. Daha sonra
hazirlanan standart ¢Ozeltiden 100 pl kor kuyucuklarina, 50 pl ise 6rneklerin dahil
edilecegi kuyucuklara yiiklendi. Ardindan serumdan alinan her bir 6rnek 50 pl olarak
kuyucuklara konuldu ve biotin konjugati ilave edilerek iki saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1 (400 rpm). Inkiibasyon sonrasi mikroplakalara 400 pl yikama
soliisyonu ilave edilerek yikama isleminden gegirildi. Daha sonra streptavidin-HRP
konjugat1 eklenerek bir saat inkiibasyona izin verildi (400 rpm). Bir saatin sonunda
kuyucuklara 400 pl yikama ¢ozeltisi eklenerek tekrar yikandi. Devaminda 100 pul TMB
substrat ¢ozeltisi (renk gelistirici soliisyon) eklendi ve 10 dakika tekrar inkiibe edildi.
Son asamada reaksiyon 100 pl stop soliisyonu ilave edilerek durduruldu. Plakalarin
spektroskopik dl¢cumleri Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (Biotek,
Vermont, USA) kullanilarak 450 nm'de okundu. Standart egri olusturuldu ve buna gére
sitokin seviyeleri pg/ml protein olarak ifade edildi (Gomaa ve dig. 2018).

5.11. Istatistiksel analiz

Calismadaki tiim veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. Mikroskopik
skor sonuglar1 parametik olmayan Mann-Whitney U kullanilarak kiyaslandi. Diger
parametreler icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey-Kramer
coklu karsilagtirma testleri kullanildi. Analizler istatistiksel analiz programi GraphPad
Software (San Diego, CA, USA) kullanilarak yapildi ve p<0,05 istatistiksel anlamlilik
degeri olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Serumda Glikoz Diizeyi Bulgular:

Deneylere baslamadan ©nce deneylerde kullanilacak olan metformin dozunun
siganlarda serum glikoz duzeylerini etkileyip etkilemedigini gérmek icin kontrol
gruplar1 ve indometazin veya etanol ile birlikte metformin uygulanan gruplarda serum
glikoz seviyeleri tayin edildi. Tablo-2’de g0sterilen sonuclara gore, her iki kontrol
grubuyla (92,75+4,34 mg/dL ve 80,25+5,71 mg/dL) metformin uygulanan gruplar
(103,60+6,34 mg/dL ve 94,00+£7,78 mg/dL) kiyaslandiginda serum glikoz diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo-2. Deney gruplarinda serum glikoz diizeyleri.

Serum glikoz diuizeyi (mg/dL)

Indo gruplarni
indo kontrol 92,75+ 4,34

indo+Metformin 103,60 + 6,34

Etanol gruplar

Etanol kontrol 80,25 +5,71

Etanol+Metformin 94,00 + 7,78

6.2. Mide Dokusunun Makroskopik Bulgulari

Metformin 6n tedavisi alan indo grubunda, lezyon skoru (4,50+0,98) tedavisiz gruba
kiyasla (5,9940,01) anlaml bir degisiklik gostermemekle birlikte lezyon uzunlugu
(38,63+£10,56 mm) tedavisiz gruba gore (69,31+6,67 mm) anlamli olarak azaldi
(p<0,05). Ranitidin alan indo grubunda, lezyon skoru (4,43+0,65) agisindan tedavisiz
gruba kiyasla (5,99+0,.01) anlaml1 fark bulunmadi ancak lezyon uzunlugu (13,71+4,71
mm) tedavisiz gruba kiyasla azaldi (69,3146,67 mm) (p<0,001) (Sekil 16 ve Sekil 17).

Etanol gruplarina bakildiginda, etanol grubunda makroskopik parametreler (lezyon

skoru: 5,99+0,00; lezyon uzunlugu: 54,88+8,11 mm) kontrol grubuna kiyasla (lezyon
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skoru: 0,0140,01; lezyon uzunlugu: 0,01+0,01 mm) anlaml artis gosterdi (p<0,001).
Metformin 6n tedavisi yapilan etanol grubunda ise (lezyon skoru:1,37+0,90; lezyon
uzunlugu: 2,38+1,69 mm) tedavisiz gruba goére bu parametreler (lezyon skoru:
5,99+0,00; lezyon uzunlugu: 54,88+8,11 mm) azaldi (p<0,001). Benzer sekilde,
ranitidin 6n tedavisi yapilan etanol grubunda da makroskopik parametreler (lezyon
skoru: 3,29+1,04; lezyon uzunlugu: 22,71+10,89 mm) tedavisiz etanol grubuna gore
anlamli bir diisiis gosterdi (p<0,05 ve p<0,01) (Sekil-16 ve Sekil-17).

Lezyon skoru
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Sekil-16. Deney gruplarina ait lezyon skoru verileri (**p<0,01 ***p<0,001 kontrol

gruplarina gore; +p<0,05 ve +++p<0,001 indo veya etanol gruplarina gore).
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Sekil-17. Deney gruplarina ait lezyon uzunlugu verileri (*p<0,05, **p<0,01 ve
***p<0,001 kontrol gruplarina goére; +p<0,05, ++p<0,01 ve +++p<0,001 indo veya

etanol gruplarina gore).

Deney gruplarina ait temsili mide orneklerinin fotograf goriintiileri de Resim-2’de

gorulmektedir.
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Resim-2. Deney gruplarina ait temsili mide 6rneklerinin makroskopik gortinttleri. A)
Indo kontrol, B) Indo C) Indo+Metformin, D) indo+Ranitidin, E) Etanol kontrol, F)
Etanol G) Etanol+Metformin, H) Etanol+Ranitidin.

6.3. Mide Dokusunun Biyokimyasal Bulgulari

6.3.1. MDA duzeyleri
Lipit peroksidasyonun bir belirteci olan MDA diizeylerine bakildiginda, indo gruplari

arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil-18).

Etanol gruplarina bakildiginda, etanol grubunda MDA diizeyi (52,76+5.68 nmol/g)
etanol kontrole (26,68+4,16 nmol/g) gore anlaml1 olarak yiiksekti (p<0,01). Metformin
uygulanan etanol grubunda MDA’da (29,23+£2,11 nmol/g) tedavisiz gruba kiyasla

anlaml bir azalma goriildi (p<0,01). Ranitidin 6n tedavisi yapilan etanol grubunda da
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(37,61+3,62 nmol/g) tedavisiz gruba gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla

birlikte diisiis egilimi vard1 (Sekil-18).
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Sekil-18. Deney gruplarina ait MDA dlizeyi verileri (**p<0,01 etanol kontrol grubuna
gore; ++p<0,01 etanol grubuna gore).

6.3.2. MPO aktivitesi
Dokuda nétrofil infiltrasyonunun bir godstergesi olan MPO enzim aktivitesi
incelendiginde, hem indo hem de etanol gruplarinda, gruplar arasi anlamli bir

degisiklik bulunamadi (Sekil-19).
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Sekil-19. Deney gruplarina ait MPO aktivitesi verileri.
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6.3.3. GSH duzeyleri

Indo uygulamasi ile iilser olusturulan grupta, GSH degeri (0,35+0,03 pmol/g) indo
kontrole (0,65+0.04 pumol/g) gore anlamli olarak distiktii (p<0,01). Metformin 6n
tedavisi ile (0,57+0,03 pumol/g) GSH degerleri tedavisiz gruba gore artis gosterdi
(p<0,05). Ayn1 sekilde ranitidin 6n tedavisi yapilan grupta da (0,57+£0,08 pmol/g)
tedavisiz gruba gore artig saglandi (p<0,05) (Sekil-20).

GSH diizeyleri agisindan karsilagtirildiginda, etanol gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmadi (Sekil-20).
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Sekil-20. Deney gruplarina ait GSH diizeyi verileri (**p<0,01 kontrol grubuna gore;
+p<0,05; indo grubuna gore).

6.3.4. SOD ve katalaz aktivitesi

Stiperoksit radikallerinin siipiiriiciisiit SOD enzimi incelendiginde, indo grubunda indo
kontrol grubuna gore anlamli bir fark tespit edilmedi, metformin 6n tedavisi yapilan
grup indo grubuna gore artis egilimi gosterse de istatistiksel olarak anlamli degildi.
Ranitidin 6n tedavisi yapilan grupta (13,56+0,42 U/ml) ise tedavisiz gruba (9,73+0,28
U/ml) gore belirgin bir artig vardi (p<0,001) (Sekil-21).

Etanol grubunda (12,57+0,10 U/ml), etanol kontrol grubuna (8,49+0,71 U/ml) kiyasla
azalan (p<0,01) SOD aktivitesi metformin 6n tedavisi ile (11,73+0,78 U/ml) artig
kaydetti (p<0,05). Ranitidin 6n tedavisi yapilan grupta da indo grubuna gore belirgin

bir artig olmasina ragmen bu istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil-21).
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Sekil-21. Deney gruplarina ait SOD enzim aktivitesi verileri (**p<0,01 indo kontrol

grubuna gore; +p<0,05 ve +++p<0,001 indo veya etanol gruplarina gore).

Hidrojen persoksitin pargalanmasinda goérev alan anti-oksidan enzim Kkatalaz
aktivitesinde, indo ve etanol gruplarinda, gruplar arasi1 anlamli bir fark belirlenemedi.
Ancak, katalaz etkinligi indo grubunda indo kontrol grubuna gore diisme egilimi

sergilerken, metformin ve ranitidin 6n tedavisi yapilan gruplarda da bir artis egilimi

gosterdi (Sekil-22).
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Sekil-22. Deney gruplarina ait katalaz enzim aktivitesi verileri.
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6.4. Mide Dokusunun Histolojik Bulgulan

Indo kontrol grubuna gore (0,01+0,01) indo grubunda (5,25+1,09; p<0,001) anlaml
olarak artis gosteren mikroskopik hasar skoru, metformin 6n tedavisi yapilan grupta
(2,43+0,57; p<0,05) ve ranitidin 6n tedavisi yapilan grupta (2,29+0,42; p<0,05) diisiis
kaydetti (Sekil-23).

Etanol grubunda ise kontrole gore anlamli olarak artan mikroskobik skor (6,38+1,19;
p<0,001) etanol+metformin grubunda (2,50+0,82; p<0,01) ve -etanol+ranitidin
(2,00+0,53; p<0,001) grubunda anlamli olarak azald1 (Sekil-23).
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Sekil-23. Deney gruplarina ait mide mikroskopik skorlar (***p<0,001 kontrol

gruplarina gore, +p<0,05 ve ++p<0,01 indo veya etanol gruplarina gore).
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Resim-3. A) indo kontrol, B) indo, C) indo+Ranitidin, D) indo+Metformin gruplarma
ait H&E boyama goriintileri. Ileri derecede hasarli yiizey epiteli (ok) ve glandiiler
epitel (ok) hiicreleri. A;) Indo kontrol, Bi) Indo, Ci) Indo+Ranitidin, Di)
Indo+Metformin gruplarma ait midelerin PAS boyama goriintiileri. PAS pozitif
boyanmis yiizey (ok) ve boyun (ok basi) mukus hiicreleri. Olgek: 50 um, biyitme:
10X.
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Indo kontrol grubunda mide mukozasi ve submukozasi normal morfolojide izlendi.
Yiizey mukus ve boyun mukus hiicreleri normal dagilimda ve PAS pozitif olarak
gozlendi. Indometazin ile Ulserin indiiklendigi grupta, yiizey mukus ve boyun mukus
epitel hiicrelerinde ve bez epitelinde ileri derecede hasar ve belirgin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu gozlendi. Yiizey mukus ve boyun mukus hiicrelerinin mukozal hasarin
yaygin oldugu bolgelerde tamamen haraplandigi ya da hi¢ olmadigi ve PAS pozitif
alanlarin olduk¢a azaldigi goriildi. Ranitidin alan indo grubunda ylizey ve boyun
mukus hiicre hasarmin azaldigi, limeni genislemis hasarli glandiiler epitel hicreleri
olan tiibiiler bez yapisinin oldugu gozlendi. Bu grupta PAS pozitif boyanan ylzey ve
boyun mukus hiicrelerin sayisi orta diizeyde artti. Metformin alan indo grubunda ise
yiizey ve boyun mukus hiicrelerinin hasarinin yer yer oldugu, glanduler epitel
hiicrelerinin ise hafif diizeyde hasarli oldugu gézlendi. Bu grupta PAS pozitif boyanan

ylizey ve boyun mukus hiicrelerin sayisi orta diizeyde artt1 (Resim-3).
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Resim-4. A) Etanol kontrol, B) Etanol, C) Etanol+Ranitidin D) Etanol+Metformin
gruplarina ait H&E boyama gériintiileri. ileri derecede hasarli yiizey epiteli (ok) ve
glanduler epitel (ok) hiicreleri ve inflamatuvar htcre infiltrasyonu (e). A1) Etanol
kontrol, B1) Etanol, C:) Etanol+Ranitidin, D1) Etanol+Metformin gruplarina ait
midelerin PAS boyama goriintiileri. PAS pozitif boyanmis yiizey (ok) ve boyun (ok
bas1) mukus hiicreleri. Olgek: 50 pm, bilyiitme: 10X.
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Etanol kontrol grubunda mide mukozasi ve submukozasi normal morfolojide izlendi.
Yiizey mukus ve boyun mukus hiicreleri normal dagilimda ve PAS pozitif olarak
gozlendi. Etanol ile tlserin indiiklendigi gruplarda, yiizey mukus ve boyun mukus
epitel hicrelerinde ve bez epitelinde ileri derecede hasar ve inflamatuvar hicre
infiltrasyonu gozlendi. Yiizey mukus ve boyun mukus hiicrelerinin mukozal hasarin
yaygin oldugu bolgelerde tamamen haraplandigi ya da hi¢ olmadigi ve PAS pozitif
alanlarin oldukga azaldig1 goriildii. Etanol+Ranitidin grubunda yizey ve boyun mukus
hiicrelerinin ve glandiiler epitel hiicre hasarinin baz1 bolgelerde devam ettigi gozlendi.
Bu grupta, PAS pozitif boyanan yiizey ve boyun mukus hiicrelerinin sayisinin oldukc¢a
fazla arttig1 tespit edildi. Metformin veya ranitidin alan etanol gruplarinda, yuzey ve
boyun mukus hiicreleri ve glandiiler epitel hiicre hasarinin bazi bolgelerde devam ettigi
g6zlemlendi. Bu gruplarda PAS pozitif boyanan ylizey ve boyun mukus hucrelerin

sayisinin oldukea fazla arttig1 goriildi (Resim-4).

6.4. Mide Dokusunun Kemiluminisans Bulgulari

Indo grubunda kontrol grubuna gore (luminol: 34,65+4,18 rlu/mg; lusigenin:
24,23+£3,11 rlu/mg) artan kemiluminisans degerleri (luminol: 64,69+7,06 rlu/mg;
lusigenin: 59,01+7,98 rlu/mg; p<0,001) metformin 6n tedavisiyle birlikte diisiis
kaydetti (luminol: 37,00£4,05 rlu/mg; lusigenin:38,54+4,39 rlu/mg) (p<0,01 ve
p<0,05). Ranitidin alan indo grubunda da kemiluminisans degerleri (luminol:
28,67+1,97 rlu/mg; lusigenin: 25,03+1,63 rlu/mg) indo grubuna gdre anlamli olarak
azald1 (p<0,001) (Sekil-24 ve Sekil-25).

Etanol grubunda (luminol: 59,71+5,87 rlu/mg; lusigenin: 52,56+4,12 rlu/mg) kontrole
(luminol: 29,05+3,01 rlu/mg; lusigenin: 30,01+3,40 rlu/mg; p<0,001 ve p<0,01) gore
artan kemiluminisans degerleri, metformin tedavisiyle (luminol: 27,15+1,32 rlu/mg;
lusigenin: 37,33+4,64 rlu/mg) azalma gosterdi (p<0,001 ve p<0,05). Benzer sekilde,
ranitidin on tedavisi yapilan etanol grubunda da (luminol: 28,97£3,01 rlu/mg;
lusigenin: 31,76+3,02 rlu/mg) tedavisiz etanol grubuna oranla kemiluminisans
degerleri anlamli olarak azaldi (p<0,001 ve p<0,01) (Sekil-24 ve Sekil-25).
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Sekil-24. Deney gruplarina ait mide luminol kemiluminisans degerleri (***p<0,001

kontrol gruplarina gore; ++p<0,01 ve +++p<0,001 indo veya etanol gruplarina gore).
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Sekil-25. Deney gruplarina ait mide lusigenin kemiluminisans degerleri (**p<0,01 ve
**%p<0,001 kontrol gruplarina gore; +p<0,05, ++p<0,01 ve +++p<0,001 indo veya

etanol gruplarina gore).
6.6. Mide Dokusunun Apoptoz Sonugclari

TUNEL teknigi kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal incelemelere gore indo
kontrol grubuna (%1,74+0,14) gore indo grubunda (%7,57+0,42) anlamli olarak artan
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(p<0,001) apoptotik indeks, metformin 6n tedavisi ile (%5,18+0,54; p<0,001) anlaml
olarak azalma sagladi. Yine ranitidin 6n tedavisi (%2,40+0,24) de indo grubuna gore
apoptotik indeksi anlamli olarak diisiirdii (p<0,001) (Sekil-26) (Resim-5).

Etanol grubunda ise apoptotik indeks (%210,67+0,38) etanol kontrol grubuna
(%1,77+0,14) anlamli olarak artt1 (p<0,001). Metformin 6n tedavisi alan grupta
(%3,69+0,19; p<0,001) ise, bu deger anlamli olarak diisiis kaydetti. Benzer sekilde,
ranitidin On tedavisi yapilan grupta da (%2,05+0,17) apoptotik indeks anlamli olarak
diistis gosterdi (p<0,001) (Sekil-26) (Resim-6).
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Sekil-26. Deney gruplarma ait mide Orneklerinde apoptotik indeks (%) verileri

(***p<0,001 kontrol gruplarmna gore; +++p<0,001 indo veya etanol gruplarina gore).
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Resim-5. indo gruplarma ait mide Srneklerinin immin boyama gortntileri. indo

kontrol (Al-2), indo (B1-2)
gruplar1. Siyah yildiz ile isaretlenen tunica submukoza, beyaz yildiz ile isaretlenen

-2) ve Indo+Ranitidin (D1-2)

Indo+Metformin (C1

tunika mukoza, siyah ok ile belirtilen apoptotik hiicreler. Al, B1, C1 ve D1'in dlcek

bar1 100 pum, byltme 20X;

'nin 6lgek bar1 50 um, buyitme 40X.

A2,B2, C2ve D2
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Resim-6. Etanol gruplarina ait mide 6rneklerinin immin boyama goriintuleri. Etanol
kontrol (A1-2), Etanol (B1-2), Etanol+Metformin (C1-2) ve Etanol+Ranitidin (D1-2)
gruplar1. Siyah yildiz ile isaretlenen tunica submukoza, beyaz yildiz ile isaretlenen
tunika mukoza, siyah ok ile belirtilen apoptotik hiicreler. Al, B1, C1 ve D1'in dlgek
bar1 100 pum, biylitme 20X; A2, B2, C2 ve D2'nin 6lgek bar1 50 um, biylitme 40X.
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6.6. Mide Kan Akimi Olciim Sonuglari

Indometazin verilmeden 6nce metformin alan grupta mide kan akimi (238,00+35,49
PU) indometazin ile iilserin indiiklendigi gruba (141,90+£14,90 PU) gbre anlamli olarak
artis kaydetti (p<0,05) (Sekil-27).

Benzer sekilde, metformin ile 6n tedavi edilen etanol grubunda da mide kan akimi
(217,70£29,19 PU) tedavisiz gruba (86,42+19,32 PU) kiyasla artig gosterdi (p<0,01)
(Sekil-27).
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Sekil-27. Lazer-doppler akimoélger ile 6l¢tilen mide kan akimi degerleri (*p<0,05 indo

grubuna gore; **p<0,01 etanol grubuna gore).

6.7. Serumda TNF-a ve IL-1p Duzeyleri

Serum TNF-a diizeyleri ve IL-1p seviyeleri Tablo-3’te gosterilmistir. Gruplar arasinda
TNF-a diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilemedi.

IL-1pB agisindan indo grubunda (0,36+0,05 pg/ml) ile indo kontrol (0,32+0,03 pg/ml)
grubu mukayese edildiginde, anlamli olarak artis gézlendi (p<0,001). Metformin 6n
tedavisi alan indo grubunda tedavisiz gruba gore anlamli bir fark saptanmazken,

ranitidin On tedavisi bunu azaltt1 (p<0,05).

Etanol grubu (0,37£0,08 pg/ml) ile etanol kontrol grubu (0,34+0,05 pg/ml)
karsilastirildiginda, IL-1B seviyesi iilser grubunda anlamli sekilde artt1 (p<0,05).
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Metformin ve ranitidin alan gruplarda ise tedavisiz etanol grubuna kiyasla anlamli bir

fark gozlenmedi (Tablo-3).

Tablo-3. Deney guplarina ait TNF-o ve IL-1f seviyeleri (*p<0,05 ve ***p<0,001
kontrol grularina gore; +p<0,05 indo veya etanol gruplarina gore).

TNF-a (pg/ml)

IL-1p (pg/ml)

Indo gruplari

Indo kontrol 0,20 £ 0,00 0,32 +0,03
Indo 0,22 +0,01 0,36 + 0,05 ***
Indo+Metformin 0,21 + 0,00 0,35+ 0,05
Indo+Ranitidin 0,21+0,01 0,34 +0,07 +
Etanol gruplar

Etanol kontrol 0,20 £ 0,01 0,34 £ 0,05
Etanol 0,20 £ 0,00 0,37+0,08*
Etanol+Metformin 0,21+ 0,00 0,35+0,09
Etanol+Ranitidin 0,21 £ 0,00 0,36 = 0,06
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7. TARTISMA VE SONUC

Gastrik tlser yaygin goriilen bir st sindirim sistemi hastaligidir. Yiksek dozlarda ve
stk NSAII kullanimi mide mukozasinda hasara neden olmaktadir. NSAIl, COX
enzimini inhibe ederek etkinligini gdsterir ve midede koruyucu mekanizmalara ket
vururlar. Notrofil aktivasyonunu artirarak oksidan hasara sebep olur. Reaktif oksijen
tdrlerinin (ROS) iiretiminin artmasiyla hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu
baslar ve nihayetinde gastrik mukozal hasar meydana gelir (Demir ve dig., 2002).
Gastrik bikarbonat ve mukus sekresyonunun azalmasi da NSAIi’ye bagli erozyonlarin
olusumuna katkida bulunur.

Etanol ise midede mukozal bariyer biitiinligiinii bozarak epitelde dokiilmeye ve
nekroza yol acar (Guslandi, 1987). Boylece mukozal gecirgenlik artar ve notrofillerin
tahrip olan bolgeye ekstravazasyonu ROS ve diger inflamasyon mediyatorlerinin
miktarin1 yiikselterek hiicreler iizerinde oksidan hasar1 tetikler. Artan ROS
vazokonstriiksiyona, 6deme, hemorajiye ve iskemi sonucunda kan akiminin
bozulmasina, gastrik hiicrelerin 6liimiine yol acar (Pan ve ark., 2008).

T2DM tedavisinde en sik recete edilen ilaglar arasinda yer alan metformin artmis kan
glikoz duzeyini normal diizeye diisiirme etkisinden bagimsiz olarak inflamasyonda da
onemli islevlere sahiptir. Son donemlerde yapilan ¢aligmalar, metforminin
hipoglisemik etkisinin yani sira, anti-inflamatuvar ve anti-kanser gibi gesitli potansiyel
faydali etkilere sahip olabilecegi fikrine odaklanmistir. Oksidan iiretimini inhibe
ederek veya basta SOD olmak iizere endojen anti-oksidan enzimlerin ekspresyonunu
artirarak hiicre i¢i regiilasyonda gorev aldigi rapor edilmistir (Jones, 2008).
Metforminin oksidatif stres ile aktive olan AMPK’nin NF-kB inhibisyonuna neden
olabilecegini ileri siiren ¢alismalar vardir (Luo ve ark., 2010). NF-xB
translokasyonunu baskilayarak inflamatuvar sitokinlerin genlerinin transkripsiyonunu
engellemektedir (Tan ve ark., 2009).

Daha 6nce 2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada, asetik asit ile olusturulan deneysel
tilseratif kolit modelinde, farkli dozlarda ve siirelerde uygulanan metforminin kolonik
mukozal hasar1 6nemli 6l¢lide azalttig1, oksidatif homeostazin siirdiiriilmesine ve doza

bagl sekilde bagirsak transitinin dlzeltilmesine katkida bulundugu gosterilmistir
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(Pandey ve dig., 2017). Ayni c¢alismada metforminin bu koruyucu etkisinin,
inflamatuvar bagirsak hastalig1 tedavilerinde yaygin olarak kullanilan mesalazin ile
benzer diizeyde oldugu ileri siiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizin bulgularina gore,
metformin ile G¢ gunlik 6n tedavi hem etanol hem de indometazin ile indiiklenen mide
ulseri modellerinde gastrik lezyonlart hem makroskopik hem de mikroskopik diizeyde
onemli olctide geriletti. Ozellikle etanol ile indiiklenen mide tilserinde metformin 6n
tedavisi, Hz reseptor antagonisti olan ranitidin 6n tedavisine benzer sekilde ulser
gelisimini onlemede basarili oldu. Ek olarak, metformin uygulanan tlser gruplarinda
mikroskopik diizeyde PAS pozitif hiicre sayisinin tedavisiz gruplara gore artmasi
metforminin mukus miktarinda artisa yol agtiginin da isaretidir.

Diyabetik hastalarla yapilan bir klinik ¢aligmada, metformin tedavisi ile stlfonilure
tedavisi karsilastirilmis ve serumda 6lctilen MDA duzeylerinin metformin tedavisi
alanlarda anlamli olarak dustiigii gosterilmistir. Oksidatif stres parametreleri ise
plazmada TAS (toplam antioksidan miktari, umol/l) ile belirlenmis ve metformin
tedavisi alan hastalarda, siilfoniliire tedavisi alan gruba gére anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur (Faure ve dig., 2008). Bir fare modelinde, metforminin pre ve
post tedavilerinin karacigeri asitaminofen kaynakli akut yaralanmalardan korudugu
gbzlemlenmistir (Du ve ark., 2016). Dokudaki MDA seviyelerinde artis, artan serbest
oksijen radikal {iretiminin bir gostergesidir. Ayrica, lipit peroksidasyonu, karacigerde
asitaminofen toksisitesinden sonra ROS uretimi ve hicre o6limiyle dogrudan
baglantilidir (Yin ve dig., 2011; Yoshioka ve ark., 2017). Metformin, histolojik olarak
da kayda deger bir sekilde karaciger dokusundaki lipit peroksidasyonunu
tyilestirmistir. Bizim calismamizda da MDA seviyelerinde, indo gruplar1 arasinda
anlamli bir fark bulunamazken; etanol grubunda etanol kontrol grubuna gére anlamli
olarak artan MDA diizeyi metformin 0n tedavisiyle anlaml olarak azalma gosterdi.
ROS olusumunun belirlenmesi i¢in luminol ve lusigenin problart vasitasiyla tayin
edilen kemiluminisans sonuglarina goére hem indometazin hem de etanol ile
indiiklenen {ilser gruplarinda artan luminol ve lusigenin miktarlart metformin 6n
tedavisiyle oldukga diisiis kaydetti. Bu etki ranitidin 6n tedavisi alan gruplara benzer
sekilde gergeklesti. Bu da metforminin, dokuda oksidan olusumunu azalttifi ve

dolayistyla dokuyu ROS’e kars1 korudugu anlamina gelmektedir.
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MPO sadece dokuya nétrofil infiltrasyonunun ve aktivasyonunun bir belirteci degil,
ayni zamanda inflamatuvar kosullarda doku hasarina katkida bulunan reaktif ara
maddelerin olusumunu da katalizleyen bir enzimdir. Ancak ¢alismamizda, tedavisiz
tilserli gruplarda midede mikroskobik diizeyde inflamatuvar hiicre miktarinda artis ve
tedavilerle bu durumda kismi diizelme goriilmekle birlikte MPO aktvitesi agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark g6zlenmedi.

Bir ¢alismada, metformin tedavisi gentamisin ile indiiklenen nefropatiye bagli bobrek
yetmezligini tamamen engellerken (non-diyabetik hastalarda bile) bunu lipit
peroksidasyonu azaltarak ve anti-oksidan sistemlerde artisa neden olarak saglamistir.
(Morales ve dig., 2010). Obez olmayan ve segici spontan T2DM ile karakterize Goto-
Kakizaki siganlar ile yapilan baska bir arastirmada ise (bu hayvanlarda oksidatif stres
ve mitokondriyal disfonksiyon tipik fenomenlerdir), metformin GSH dizeylerini
anlamli derecede artirmigtir (Correia ve dig., 2008) ve bu anti-diyabetik ajanin sinir
sisteminde 6nemli bir anti-oksidan etkiye sahip olabilecegi fikrini gii¢lendirmistir.
Yine bir baska calismada STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarin karacigerinde,
metforminin GSH diizeylerini arttirdig1 ortaya konulmustur (Yanardag ve ark., 2005).
Endojen anti-oksidan glutatyon, hicreleri H>O> ve lipit hidroperoksitler dahil
radikallerden korur. Boylece, GSH eksikligi hiicrelerin anti-oksidan kapasitesini
diisiirerek ROS birikmesine yol agar. Hayvan dokularinda, GSH tiikkenmesi ayni
zamanda serbest radikallerin neden oldugu hasara kars1 duyarhliklarini da arttirir
(Chan ve Cherian, 1992). Asitaminofen ile induklenen akut karaciger hasar
olusturulan modelde, lipit peroksidasyonu diizeylerini normale dondiiren metformin
SOD, katalaz ve glutatyon transferaz enzimlerinin aktivitesini de artirarak anti-oksidan
sistemlerin aktivasyonuna katkida bulunmustur (Du ve ark., 2016). Benzer baska bir
calismada da metforminin karacigeri alkole bagli hasara kars1 korudugu gosterilmistir
(Bergheim ve ark. 2006). Ayni ¢calismada, metformin tedavisi sonrasi kandaki oksidan
belirtecler (ROS, MDA ve protein karbonil) azalma kaydetmistir. Bunun yani sira,
metformin kanda anti-oksidan sistemlerin (plazmanin ferrik indirgeme kabiliyeti
(FRAP) ve GSH) seviyesini artirmistir (Tripathi ve ark., 2019). Calismamizin
bulgularina gore de, indometazin ile iilser olusturulan grupta azalan mide GSH diizeyi

metformin 6n tedavisiyle kontrol grubuna yakin diizeylere kadar artmstir.
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SOD enzimi, stiperoksit serbest radikallerini H2O2 ve molekiiler O2’ne doniistiriirken,
katalaz enzimi, H.O>’e indirgemeyi katalizleyerek dokular1 yiiksek derecede reaktif
serbest hidroksil radikallerinden korur (Fridovic, 1983; Ceretta ve ark., 2012).
Mitokondriyal kompleks-1 inhibisyonu SOD2 (mitokondriyal SOD) ekspresyonunu
indiiklemesine ragmen yalnizca orta dereceli inhibisyon ROS {iretimini inhibe eder.
Bu nedenle, mitokondriyal kompleksin orta dereceli inhibisyonun, mitokondriyal
islevi korudugunu ve SOD2'min artan ekspresyonuyla ilgili olabilecegi ileri
siirtilmiistiir (Geng ve dig., 2020). Bunun tersine, mitokondriyal kompleksin tam
inhibisyonu, mitokondrinin ciddi islev bozukluguna yol acar ve hiicre 6lumuni
siddetlendirir. Palmitat ile hepatik hiicre 6liimiiniin indiiklendigi deneysel bir modelde,
metformin sadece SOD'un mitokondriyal izoformu olan SOD2 ekspresyonunu
indiklerken sitoplazmik izoform olan SOD1 ekspresyonunu stimiile etmemistir. Bu
sonuglar ayrica mitokondrinin, lipotoksisiteyi antagonize etmede metforminin ilk
hedefi olabilecegi fikrini desteklemektedir (Geng ve dig., 2020).

Asetik asit ile indlklenen deneysel akut kolit modelinde, metforminin, ROS
detoksifikasyonunda anahtar bir role sahip olan enzimatik anti-oksidanlar SOD ve
katalaz aktivitesini artirdigt ve redoks dengesini koruyarak inflamasyona karsi
korudugu bildirilmistir (Pandey ve ark., 2017).

Metforminin, iskemi-reperfiizyon ile gelisen ROS olusumunu azaltarak ve endojen
anti-oksidan Mn-SOD (SOD2) ile katalaz enzimlerinin up-regilasyonunu tesvik
ederek kalbi iskemi-reperfiizyon hasarindan korudugu ortaya konulmustur (Wang ve
ark., 2017). Asir1 ROS iretimi, miyokardiyositlerin apoptozunun ana nedenidir
(Murphy ve Steenbergen, 2008). Metformin uygulanan gruplarda apoptotik protein
Bax ve apoptotik hiicreler ile boliinmiis kaspaz-3'Un daha diisiik ekspreseyonu
gosterilmistir. Ek olarak, metformin tedavisi ROS aracili apoptozu onemli Slgiide
inhibe etmistir. Metformin apoptozu AMPK/ROS sinyal yoluna bagh sekilde apoptozu
engelledigini gosterir. Boylelikle metforminin hem in vitro hem de ex vivo si¢anlarda
anti-oksidan enzimlerin up-regtilasyonu yoluyla miyokardiyal iskemi reperflizyon
hasarini hafifletebilecegi kanitlanmistir (Wang ve ark., 2017).

Calismamizin verilerine gore, katalaz enzim diizeylerinde her iki iilser gruplarinda
anlamli degisiklikler saptanmadi, ancak metformin 6n tedavisi alan indo grubunda

tedavisiz gruba kiyasla katalaz aktivitesi artma egilimi gosterdi. SOD verilerine gore
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ise, metformin 6n tedavisi yapilan indo grubunda, tedavisiz gruba gére SOD aktivitesi
anlamli bir degisiklik gostermedi. Diger taraftan, etanol gruplarina bakildiginda
kontrole gdre azalma gdsteren SOD diizeyi metformin 6n tedavisiyle engellendi.
Metforminin apoptoz (izerine etkisi literatiirde tartismalidir. Bir ¢alismada (Guigas ve
ark., 2004) metforminin oksidatif stresin apoptoz tizerindeki sonuglarini 6nledigi ve
hipergliseminin mitokondri ile iligkili toksisitesini azalttig1 bildirilmistir. Boylece
mitokondriyal kompleks-1'i inhibe ederek hiicre 6liimiinii 6nlemis ve mitokondriyal
gecirgenligi azaltmistir. Buna karsilik, ilaglarla AMPK aktivasyonu, JNK veya p38
kinazin aracilik ettigi hepatositler, pankreas B hiicreleri kardiyomiyositler dahil olmak
tizere, cesitli hiicrelerde apoptozu uyarmistir. AMPK’nin asir1 ekspresyonunun
hiicrelerin hidrojen peroksite duyarliligini artirdigi gozlemi (Lee ve dig., 2010)
hipotezini desteklemektedir. Rapor edilen baska bir ¢alismaya gore (Langer ve dig.,
2016), ylksek glikoz diizeyi AMPK fosforilasyonunu azaltarak mTOR aktivasyonunu
indiiklerken, metformin On tedavisi bunu ortadan kaldirarak tersine c¢evirmistir.
Ayrica, doza bagimh sekilde yiksek glikoz ile artmis podosit apoptozunu geri
cevirmistir. Diyabetik nefropatiye bagl renal tiibiiler hasar iizerine yapilan diger bir
arastirmada, metformin doza bagl olarak tiibller hiicrelerde apoptotik hiicre 6lumuni
ciddi sekilde azaltmigtir (Ishibashi ve dig., 2012). Bizim bulgularimiz da bu sonuglarla
uyumludur. Calismamizda indometazin ve etanoliin sebep oldugu hasarla birlikte mide
orneklerinde apoptoz artarken, metformin ile 6n tedavi her iki modelde de apoptotik
hlicre oranini anlaml derece diistirmiistiir.

T2DM’un yonetiminde genis spektruma sahip metforminin, doku kan akimi
tizerindeki etkileri, artan kan akimi ve azalan aterotrombotik riskin kombinasyonu,
risk altindaki dokular1 koruyabilmesi nedeniyle dnemlidir (Grant, 2003). T2DM ve
obez hastalarda kan akimimin azalmasi insiilin direnci gelismesine katkida bulunan bir
mekanizma olarak kabul edilmektedir (Baron ve dig., 1990; Laakso ve ark., 1992). Bu
konuyla iliskili obez olmayan T2DM hastalariyla yapilan bir ¢alismada, periferik
glikoz metabolizmasi, 6n kolda indirekt kalorimetri ile analiz edilmis ve metformin
alan diyabet hastalarinda 6n kol glikoz alim1 artmistir. Ayn1 zamanda, 6n kol glikoz
alimindaki artis, kan akimindaki artistan kaynaklandigi gosterilmistir. Sonucta,
diyabette azalan kan akimimin metformin tedavisinden sonra arttigi, kas diizeyinde

instlin direncinin distigii ve kas tarafindan glikoz aliminin restore edildigi
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gosterilmistir (Magalhaes ve ark., 2006). Calismaya gore, bu yeni etki, muhtemelen
kemirgen modellerinde (Bhalla ve ark., 1996; Katakam ve dig., 2000) ve hasta
caligmalarinda (Landin ve dig., 1991) bildirilen vaskiiler fonksiyondaki iyilesmeye
katkida bulunur veya bunun sonucu olabilir. Bu durum metforminin vaskiler
fonksiyon tizerinde dogrudan bir etkisi oldugunu gostermektedir (Magalhaes ve ark.,
2006). Periferik arter hastaligi olan 15 denegin dahil edildigi, plasebo kontrollii capraz
gegisli bir ¢calismada 6 aylik metformin tedavisinden sonra periferik arter kan akimi
kisa bir iskemik donemi takiben Olclilmiis ve elde edilen sonuglara gore periferik
arteryel kan akiminda anlamli bir iyilesme olmustur (Sirtori ve dig., 1984).

T2DM yaygin mikro- ve makrovaskuler yetmezlik ile iliskilidir (Morris ve ark., 1995;
Williams ve ark., 1996). Mikrovaskiiler deri kan akimi, periferal sempatik aktivite,
endotel fonksiyonu ve c¢esitli hormonal mekanizmalar gibi fizyolojik fonksiyonlar
tarafindan diizenlenen karmasik bir sistemdir (Forst ve ark., 2005). insiilin analoglari
ile gerceklestirilen dort haftalik glisemik kontrolii iyilestirme stratejisi,
mikrodolagimdaki endotelyal reaktiviteyi gelistirmis ve metformin ile tedavi,
metabolik kontroliin tamamlanmasindan 6nce bile aglikta mikrovaskiler endotel
fonksiyonu iyilestirebilmistir (Forst ve ark., 2005). Bu ¢alisma disinda, metforminin
insanlarda vaskiiler yanitlar {izerindeki etkisine iligkin farkli arastirmalar da
yaymlanmustir. Insiiline direngli diyabetik deneklerden olusan bir popiilasyonda
metforminin kan akimi iizerinde daha once gozlemlenen etkilerini dogrulamakta ve
genisletmektedir (Mather ve dig., 2001). Metformin T2DM hastalarinda, vazodilator
NO’in prekursoru L-arjinine karst hemodinamik yaniti artirmaktadir (Marfella, 1996;
Asagami ve dig., 2002). Metforminin kan akimi iizerindeki etkileri hem iskelet kasina
hem de yag dokusuna uzamiyor gibi goriinmektedir ve muhtemelen NO
metabolizmasinin aracilik ettigi bir yolla kan akimini iyilestirdigi kabul edilmektedir
(Grant, 2003). Bizim ¢alismamizda da {ilser olusturulmadan 6nce metformin 6n
tedavisi yapilan sicanlarda mide kan akimu, {ilser gruplarina gore anlamli olarak artti.
Sonugta, metformini kan akimini regiile ederek sitoproteksiyona katkida bulunmasi
mimkindir. Onceki literatiir bulgularma danyanarak, bu etkinin NO veya PG gibi
vazodilator mediyatorler araciligiyla ger¢eklesmesi mimkindir. Bu artisin altinda

yatan hlcresel mekanizmalar1 anlamak igin ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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Metformin anti-oksidan o©zelliklere sahip olmakla kalmaz, ayni zamanda anti-
inflamatuvar NF-kB proteininin down-regulasyonuna yol acan TNF-a ve I1L-6 gibi
pro-inflamatuvar sitokinlerinin sinyal yollarin1 da suprese eder (Delkhosh-Kasmaie ve
ark., 2018). Sicanda obezite ve metabolik sendrom modellerinde, metforminin kanda
TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuvar aracilarin seviyelerini diisiirdiigii ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu hafiflettigi gosterilmistir (Hattori ve dig., 2006; Desai
ve dig., 2013).

Yapilan ¢alismalar metforminin makrofajlar tizerindeki inflamatuvar sinyalizasyonun
diger dokulardaki insiilin duyarliligini etkiledigini ileri stirmiistiir. Makrofajlardan
sitokin salgilanmasi incelendiginde, metforminin, aktive makrofajlardan pro-
inflamatuvar sitokin salgilanmasini azaltmada oldukca segici davranmistir. Bunu anti-
inflamatuvar sitokin sekresyonunu ve makrofaj farklilagmasini ve aktivasyonu
belirteglerini etkilemeden gergeklestirmistir (Jing ve dig., 2017).

Metformin, vaskller endotelyal hicrelerde TNF-o ile indiiklenen NF-«xB
aktivasyonunu onleyerek ¢esitli inflamatuvar sitokinlerin ve hiicre adezyon
molekillerinin NF-kB'ye bagli gen ekspresyonunu bloke etmektedir. Bu etkiye
AMPK’nin aracilik ettigi iddia edilmistir (Huang ve dig., 2009). Metforminin anti-
inflamatuvar etkisi yalnizca vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve diiz kas hicrelerinde
degil, ayn1 zamanda diger hiicre tiplerinde de rapor edilmistir. Makrofajlarda NF-xB
aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla metforminin NO, PGE2 ve pro-inflamatuvar
sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-q) iiretimini azalttig1 bildirilmistir (Hyun ve dig.,
2013).

Aglik glikozu bozulmus olan hastalarda metforminin monositlerin salgilama islevi
tizerindeki etkisi incelenmis ve metforminin monositlerden TNF-a, IL-1p, IL-6, MCP-
1 ve IL-8 sekresyonunu azalttigi ve ayn1 zamanda, plazma CRP diizeyini disiirdiigi
gosterilmistir (Krysiak ve Okopien, 2013). Ayni grup, metforminin, IL-2, interferon
(IFN)-y ve TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin lenfositler tarafindan
serbestlenmesi tUzerinde de benzer baskilayici etkisi oldugunu bildirmistir (Krysiak ve
Okopien, 2012).

Agirlikli olarak makrofajlar tarafindan serbestlenen TNF-a, inflamatuvar hastaliklarda
onemli rol oynar (Koh ve dig., 2014). Aslinda, yiiksek IL-6 ve TNF-a seviyeleri,

birden fazla insiilin hedef organinda insiilin duyarliligini bozmus ve bu da kronik
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diisiik dereceli inflamatuvar durumun ilerlemesini hizlandirmistir (Wen ve ark., 2011).
Bu nedenle, metforminin anti-inflamatuvar faydalar1 glikoz metabolizmasindaki
bozuklugun iyilesmesine de katkida bulunmustur.

Metformin, transkripsiyon faktérii NF-kB'nin aktivitesinin bloke edilmesi ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve IL-1p) salgilanmasi ve COX-2 ve iNOS’un
inhibisyonu (Kalariya ve ark.,, 2012) yoluyla c¢esitli hastalik durumlarinda
inflamasyonu inhibe eder (Isoda ve dig., 2006).

Sicanda kolit modelinde, metformin tedavisi MPO, nitrit, TNF-o ve PGE2 seviyelerini
normalize etmistir (Pandey ve dig., 2017). Bu sitokinlerin iNOS'u stimiile ettigi, NO
tiretimini artirdig1 ve bunun da COX'u indiikleyebilecegi iyi bilinmektedir.

Ulser patogenezinde pro-inflamatuvar aracilar énemli bir role sahiptir. NO uretimi,
TNF-0, IL-1B, IL-6 ve PGE2 gibi mediyatorlerin diizeylerindeki artisla iligkilidir. Bu
sitokinler ¢esitli hiicre tiplerini aktive ederek mukozal hasara katkida bulunur ve
seviyeleri inflamasyonun derecesiyle iliskilidir. Calismamizda elde ettigimiz verilere
gore, her iki iilser modelinde de gruplar arasinda serum TNF-a diizeyleri bakimindan
anlaml1 bir fark bulunmadi. Serum IL-1p dlzeylerinde, indo grubunda indo kontrol
grubuna gore anlamli bir artig goriiliirken metformin 6n tedavisi yapilan grupta bu
sitokin seviyesi diisiis meyili gosterse de istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenemedi. Etanol grubunda da etanol kontrol grubuna gére artmis olan serum IL-
1B seviyesi metformin 6n tedavisiyle bir diistis egilimi sergiledi ancak istatistiksel

olarak anlamli degildi.

Sonug¢ olarak, bu tez c¢alisgmasi metformin ©6n tedavisinin farkli mide Glseri
modellerinde koruyucu etkileri oldugu hipotezini dogrulayan ilk arastirmadir.
Metformin indometazin ve etanol ile indiikklenen mide iilseri modellerinde kismi
koruma sagladi. Bu korumada, oksidan olusumunda ve dokuda apoptoz seviyesinde
azalma ile mide kan akimindaki artma olasi mekanizmalar olarak goriinmektedir.
Klinikte, T2DM hastalarinda komorbidite durumunun yonetiminde metformin yeni bir

strateji olabilir.
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