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Abstract

Purpose: The aim of this study was o observe the possible
protective effects of melatonin pretreatment on oxidative
damage and microbiota alteration due to gastric ulcer in
rats.

Materials and Methods: Wistar-albino rats were given
(n=32) melatonin (4 mg/kg/day), antibiotic mixtute (AB;
1g/L ampicillin + 1g/L neomycin + 1g/L metronidazole),
melatonin+AB in drinking water for 12 days or tap water
for 15 days (control group; n=8). Subsequently, ulcer was
induced. All treatments were continued for three days.
Gastric tissues were obtained for biochemical and
histopathological examinations, and fecal samples from
the rectum were stored for bacteriological measurements.
Results: MPO and MDA levels were increased in
untreated ulcer groups compared to the control group. In
addition, the levels of luminol-lucigenin
chemiluminescence (CL) and 8-OHdG and TNF-a and
IL-8 protein expressions were also increased, while TNF-
«, IL-8, MDA, 8-OHdG, luminol and lucigenin CL levels
were significantly decreased in the melatonin-treated ulcer
groups. However, melatonin+AB pretreatment increased
antioxidant GSH levels and anti-inflammatory IL-10
levels, and suppressed caspase-3 activity and reduced MPO
back to control level..

Conclusion: We anticipate that melatonin treatment,
which is an effective antioxidant and radical scavenger, can
accelerate ulcer healing along with antibiotics and increase
the variety of bacteria impaired by antibiotics in the colon.
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Oz

Amag: Bu calismda melatonin 6n-tedavisinin, sicanlarda
mide ilserine baglt gerceklesen mikrobiyota degisimine ve
oksidatif hasara karst koruyucu etkilerini aragtirmak
hedeflenmistit.

Gereg ve Yontem: Wistar albino sicanlara (n=32) 12 giin
boyunca i¢gme suyu, melatonin (4mg/kg/gun), antbiyotik
karigimi (AB; 1 g/L ampisilin + 1 g/L neomisin+ 1 g/L
metronidazol), melatonin+ AB i¢me suyunda verildi.
Ardindan dlser olusturuldu. Katkisiz icme suyu alan
sicanlarin yarisina cetrahi islem yapidi ama asetik asit
uygulanmadi (kontrol grubu; n=8). Cerrahi sonrasindaki 3
glin boyunca uygulanan tiim tedavilere devam edildi. Mide
dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler igin
cikarildi. Rektumdan alinan fekal 6rnekler bakteriyolojik
Slctimler icin uygun kosullarda sakland.

Bulgular: Tedavi almayan dlser grubunun mide
dokusunda MDA, MPO, 8-OHdG, luminol ve lusigenin
kemiliminesans seviyeleri, TNF-a ve IL-8 protein
ckspresyonlart kontrol grubuna gére anlamli derecede
artarken, antioksidan GSH seviyesinin azaldigt gézlendi.
Melatonin+AB 6n-tedavi uygulamasi antioksidan GSH
seviyesini ve anti-inflamatuvar IL-10 miktarini artirmug,
kaspaz-3 aktivitesini baskilamig ve dokuya nétrofil goctinii
kontrol dizeyine inecek sekilde azaltmistur.

Sonug: Etkin bir antioksidan ve radikal stpiiriicii olan
melatoninin antibiyotik ile bitlikte verilmesinin, ulser
iyilesmesini hizlandirmada ve kolondaki dagilimi bozulan
bakteriyel cesitliligi dizeltmede daha etkili olacagt
ongorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mide ulseri, asetik asit, melatonin.
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GIRIS

Mide veya duodenumun kas katmanlatina kadar
nifuz edebilen, c¢evresinde akut ya da kronik
inflamasyon bulunan bir kaviteye yol agabilen
mukozal hasar “peptik dlser” olarak
tanimlanmaktadit!. Mide dlseri stklikla korpustan
antruma gecis bolgesindeki mukozada ve kigik
kurvattrde yer alirken, duodenum tlseri duodenum
bulbusunda olusur. Her ne kadar mide ulserinin
patofizyolojisi tam olarak anlagilamamis olsa da, mide
dlseri patogenezinin temelini mide mukozasini
koruyucu faktérler ve zarar verici faktdrler arasindaki
dengesizligin olusturdugu distnilmektedir?.
Savunma faktrleri arasinda hicresel yenilenme
kapasitesi, yeterli mukus ve bikarbonat tretimi ile
yeterli kan akist yer alirken, mukozaya zarar verici
faktorler arasinda artmis mide asidi ve pepsin
sekresyonu ile reaktif oksijen tiitlerinin Gretimindeki
artts bulunmaktadir®. Asiri alkol titketimi, uzun stireli
non-steroidal  anti-inflamatuvar ~ (NSAII)  ila¢
kullanimu, stres ve Helicobacter pylori enfeksiyonu da,
kotuyucu/zarar verici faktorler arasindaki
dengesizligi desteklemekte ve dolayistyla mide tlseri
olusumuna yol agmaktadir*. Tim dinyada yilda
yaklastk 4 milyon insani etkileyen peptik tlserin
tedavisinde yeni seceneklere gereksinim
duyulmaktadir®.

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) pineal bez
tarafindan sentezlenen ve salgilanan bir molekiil olup,
sitkadiyen ritmin dizenlenmesi basta olmak Uzere
cesitli endokrin, parakrin ve otokrin fonksiyonlara
sahiptir®’. Dogrudan serbest radikal stiptirtct etkisi
nedeniyle glicli bir antioksidan olan melatonin,
oksidatif stres varliginda glutatyon peroksidaz,
siperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin mRNA seviyelerini ve aktivitelerini de
artirarak koruyucu rol oynamaktadir®®. Melatoninin,
klinik  calismalarda ve farkli  deneysel tlser
modellerinde, reaktif oksijen titlerinin (ROT) neden
oldugu oksidatif hasara karst mide mukozasin
korudugu ya da dlseri iyilestirici etki gosterdigi
belitlenmistir!®13. Ancak, melatoninin mide ulserine

kargi bu koruyucu etkisinde bagirsak
mikrobiyotasinin ~ rol  oynayip oynamadigi
bilinmemektedir.

Mikrobiyota, vicut bosluklarint paylasan komensal,
simbiyotik ve patojenik mikroorganizmalarin ekolojik
toplulugu olarak tanimlanabilir'. Mikrobiyotanin
konaket islevlerinde ve cesitli hastaliklarda 6nemli
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rolleri oldugu kabul edilmektedir.  Fimmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria ve
Verrncomicrobia baskin olmak tzere farklt filumlarin
bagirsak  mikrobiyomunun  fonksiyonel  roline
katkida bulundugu dustntlmektedir!>10,
Gastrointestinal mukozadaki baslica fonksiyonlari
arasinda, enerji metabolizmasinin  diizenlenmesi,
epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmast, ekzojen
patojen enfeksiyonuna karst koruma ve bagisiklik
sisteminin  gelisimi yer almaktadir!”!8.  Bagirsak
mikrobiyotasinin  ¢esitliliginde memeli  konakei
genomunun 6nemi oldugu gibi, ¢evresel faktorler
(antibiyotik  kullanimi, diyet, stres, hastalik ve
yaralanma gibi) de mikrobiyotayr strekli olarak
etkilemektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasi
(disbiyozis), mide tlseri de dahil olmak tzere,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, kolon kanseri,
huzursuz  bagirsak  sendromu  gibi  bircok
gastrointestinal hastalik ile iliskili bulunmustur!®.

Marshall ve Warren tarafindan 1984 yilinda peptik
tlserin etiyolojisinde bakterilerin 6nemli bir faktor
olabileceginin ortaya konulmastyla birlikte, tedavi
amacl  antibiyotik  uygulamalari  baglamus
enfeksiyonu kanitlanan duodenum veya mide tlseri
hastalarinda Helicobacter pylor7'ye karst antimikrobiyal
tedavi endike hale gelmigtir?-23,

ve

Ancak, antimikrobiyal tedavi nedeniyle tim diinyada
antibiyotik  direncinin  artmaya devam  ettigi
bilinmektedir?*. Aytica, Helicobacter pylori tedavisi
amactyla proton pompa inhibitéri ve antibiyotik
kombinasyonunu  kullanan  hastalarda  bagirsak
mikrobiyotasinda bozulma oldugu bildirilmigtir?>26.
Bu nedenle, iilser tedavisinde antibiyotik-iliskili diyare
gibi yan etkileri azaltmak ve bagirsak mikrobiyotasint
korumak veya dizeltmek amaciyla, antibiyotik
tedavisine probiyotik eklenmesinin yararli oldugu
Onerilmistir?’.

Daha 6nce yaptgimiz bir deneysel ¢alismada, normal
diyetle beslenen saglikli sicanlarda  antibiyotik
tedavisine melatonin eklenmesinin, kolon motilitesini
azaltugini ve antibiyotige baglt gbzlenen hepatik ve
intestinal inflamasyonu hafiflettigini g6stermistik?s.
Bu bilgilerin 1s1ginda, Oncelikle melatonin  6n-
tedavisinin sicanlarda mide tlserine baglt gerceklesen
mikrobiyota degisimine ve oksidatif hasara karsi
koruyucu etkilerini arastirmak hedeflenmistir. Ayrica,
tlserde olugan degisikliklerin antibiyotikle olusturulan
disbiyozisle nasil degisecegi ve antibiyotik ile birlikte
melatonin uygulanmasinin tlsere bagl oksidan hasar
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ve etkilerini arastirmak amaciyla bu calisma
planlanmustir.
GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan Wistar albino disi ve erkek
sicanlar (240-300gr) Marmara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastrma Merkezi’nden
(DEHAMER) temin edilerek sicakhigr 22 +2 °C ve
nem orani %065-70 olan ve 12 saat aydinlik-12 saat
karanlk donglisiine sahip laboratuvar kosullarinda
standart hayvan yemiyle beslendiler. Disi ve erkek
sicanlar ayri kafeslerde tutuldular. Calisma, New York
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Academy of Sciences ve ARRIVE rehberleri ile,
laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimina dair
ulusal mevzuata uygun olarak planlandi ve Marmara
Universitesi Deney Hayvani  Arastirma  Etik
Kurulu’'ndan onay alindi (onay tarihi:09 Eylal 2017;
onay no: 67.2017.mar).

Deneysel tasarim

Sicanlar rastgele olarak 4 gruba ayrilarak, 15 gin
boyunca i¢cme sularinda melatonin, antibiyotik (AB)
karisimi, melatonin + antibiyotik karisimi1 veya sadece
icme suyunu ad /ibitum olarak aldiar (Sekil 1).

T T T T T T fgme suyunda tedaviler - T T = _|
I I
0. giin 12. giin 15. giin
@ @ ®
CERRAHI ISLEM EERARITAS O

icme suyu (n=8)

Sekil 1. Deney tasarimi

Deney protokolii boyunca
prosediirlerin zaman ¢izelgesi

uygulanan

Melatonin, midede antioksidan etkinligi gésterilmis
olan?? dozda (4 mg/kg/gun; Sigma), iki glinde bir
taze olarak hazirland: ve 1siktan korunmast amaciyla
melatonin eklenen i¢me suyu siseleri aliminyum
folyo ile kaplandi. Antibiyotik karistmindaki neomisin
(Vilsan Veteriner Tlaglarry Gram-negatif bakterilere
karsi yiiksek bakterisidal aktiviteye, Gram-pozitif
bakterilere karst da kismi bakterisidal aktiviteye
sahiptir. Ampisilin (Actavis Tlaclarl) Gram-pozitif
bakterilere ve bazt Gram-negatif bakterilere etkilidir.
Metronidazol (Fresenius Kabi Ilac) ise anaerob
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organizmalar ve protozoalara karst kullanimaktadir.
Bu tglu AB kangiminin (1 g/L ampisilin + 1 g/L
neomisint 1 g/L.  metronidazol)  bagirsak
mikrobiyotasinda disbiyoz gelistirdigi
gosterilmistir?830, Igme suyu alimlarinin 12. giiniinde,
katkisiz icme suyu alan sicanlarin yarisinda (n=8) ve
icme-sularinda antibiyotik karisimi (n=8), melatonin
(n=8) ve melatonin + antibiyotik karisimi (n=8)
tedavisi alan tiim sicanlarda cerrahi islem ile asetik asit
uygulanarak tlser olusturuldu. Katkisiz igme suyu
alan sicanlarin diger yarisinda ise, cerrahi islem yapilds
ama asetik asit uygulanmad:t (kontrol grubu; n=8).
Cerrahi sonrasindaki 3 giin boyunca da tedavileri
devam eden sicanlara 15. giinde dekapitasyon ile
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Otenazi uygulanarak mide dokulari ¢tkariddi. Mide
dokulart biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler

icin ve rektumdan alinan fekal Ornekler de
bakteriyolojik ~ Gl¢timler icin  uygun kosullarda
saklandi.

Mide iilseri olusturulmasi

Deneyin 12. gini, Okabe ve Pfeiffer tarafindan
tanimlanan asetik asit modeli kullaniarak dlser
olusturuldu3!. Bu modelle indiiklenen ulsetlerin 2-3
gin icinde kronik hale geldigi bilinmektedir. Gece
achigini takiben intraperitoneal ketamin (100 mg/kg)
ve klorpromazin (0,75 mg/kg) enjeksiyonu ile
anestezi uygulandiktan sonra, orta hat laparotomisi ile
sicanlarin mideleri a¢iga ¢ikarildi. Mide korpusunun
serozal yizeyine 3 ml'lik bir siringanmn tip kismu
kullanilarak 0,5 ml asetik asit (%80, v/v) 60 saniye
boyunca uyguland:. Ardindan, fazla sivi aspire
edilerek mide ylizeyi serum fizyolojik ile yikandi.
Kontrol grubunda da ayni anestezi ve cerrahi islemler
uygulandi, ancak mide serozasi asetik asit yerine
serum fizyolojik uygulamasina maruz birakildr.

Mide dokusunda malondihaldehit ve
glutatyon diizeylerinin 6lgiilmesi
Mide doku ornekleri Ultra Turrax doku

homojenizatori kullanilarak trikloroasetik asit (%10,
TCA) ile homojenize edildi. Oksidatif hasara bagh
olusan lipit peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehit (MDA) seviyeleri, tiyobarbitiirik asit
reaktif madde olusumu gézlemlenerek 6lctldi ve
1,56 X 105 M~! ecm™! titkenme katsayist kullanilarak
sonuglar  nmol MDA/gram doku cinsinden
belirlendi®?>. Modifiye Ellman prosediirii kullamilarak
glutatyon (GSH) seviyeleri 412 nm absorbans
degerinde spektrofotometrik olarak Sl¢tldi’s.

Mide dokusunda
aktivitesinin 6l¢iimii

miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, dokuya nétrofil
infiltrasyonunu  belitlemek icin  yaygin olarak
kullanihit3*.  Alinan  doku  6rnekleri  %0,5
heksadesiltrimetilamonyum bromiirde (HETAB; pH
6'da 50 mM potasyum fosfat tamponu) homojenize
edildi ve ardindan santrifij edildi (12.000 tpm, 4 °C).
Elde edilen pelet 50 mM K2HP04 solasyonu
(HETAB; %0,5) ve etilen diamin tetra-asetik asit
(EDTA,10 mM; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
ABD) icinde homojen hale getirildi. MPO aktivitesi,
o-dianisidin-2HCl'nin H202'ye baglt
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oksidasyonunun spektrofotometrede 460 nm'de
Olctilmesi ile belitlendi. MPO  aktivitesi miktari
U/gram doku olarak ifade edildi.

Mide dokusunda kemiliiminesans dl¢iimii

Gugclendirici  luminol ve lusigenin problarinin
kullanildigt bu yontem yardimi ile mide dokusunda
reaktif oksijen tirlerinin (ROT) diizeyi o6l¢tildil
Luminol hidroksil radikalini, hidrojen peroksit ve
hipoklorit radikallerini spesifik olarak tespit ederken,
lusigenin  segici olarak stperoksit radikallerinin
varligini gosterir. Luminol (0,2 mM) veya lusigenin
(0,2 mM) eklenen Srnekler luminometre (Mini Lumat
LB 9509; EG&G Berthold) ile 6lciildii. Ol¢iimler oda
sicakliginda ve birer dakika aralikli olarak toplamda 5
dakikada yapildi. Sonuglar mg doku basina nispi 151k
birimleri (relative light units, rlu) olarak ifade edildi?.

Mide dokusunda 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin 6l¢iimii
Midede  8-hidroksi-2-deoksiguanozin  (8-OHdG)

seviyelerini belitlemek icin genomik DNA, treticinin
prosedird (Invitrogen, ABD) dogrultusunda DNA
ekstraksiyon  kiti  kullanidarak  dogrudan mide
numunelerinden ekstrakte edildi. Mide dokusunun 8-
OHAG seviyeleri ELISA kiti kullanilarak ol¢tlda
(OxiSelect Oksidatif DNA Hasart ELISA Kiti, Cell
Biolabs, ABD)?3.

Mide dokusunda
6l¢tiilmesi

kaspaz-3 aktivitesinin

Kaspaz-3 aktivite deneyi, kaspaz-3 hicresel aktivite
test kiti (Calbiochem, San Diego, ABD) kullanilarak
treticinin talimatlarina gére yapild. DEVDpNA
klevaj aktivitesi pmol / dk / mg protein olarak
hesaplandi. Gastrik doku 6rneklerindeki protein
konsantrasyonu Braradford yontemi kullanidarak
belirlendi.

Mide dokusunda Western Blot ile protein
diizeylerinin dlgiimii

Mide doku o6rnekleri, RIPA hiicre liziz tamponu
(Thermo Fisher) kullanilarak homojenize edildikten
sonra protein konsantrasyonlari Bradford yontemi ile
belirlendi (Bradford,1976). % 4-12 sodyum dodesil
stlfat-poliakrilamid jelin her bir kuyusuna 25pug
protein yiklenerek elektroforez gerceklestirildi. Bu
islemden sonra proteinler poliviniliden flortr
membranina aktarildi ve membran Tris-tamponlu
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serum fizyolojik (TBS) iginde %5 yagsiz siit tozu ile
bloke edildi. Membran Tween-20 (%0,1) iceren TBS
icinde ytkandiktan sonra gece boyunca birincil
antikorlar ile inkiibe edildi (1: 500 seyreltme anti-TNF
alfa, anti-interl6kin (IL)-6, anti- I1.-8, anti-IL.10, anti-
beta aktin) ve ardindan Tween-20 iceren TBS (%0,1)
ile yikand1. Yikanan membran 2 saat boyunca uygun
HRP konjuge ikincil antikorlar ile inkiibe edildi.
Blotlama, kemiliiminesans reaktifleri ile
gerceklestirilerek  kemiliiminesans  gorintileme
sistemleri ile analiz edildi. Veriler, "Image ]
Programme Optical Density Analysis Software"
yazilimi kullanilarak ve her bir bandt ti¢ kez 6lgerek
analiz edildi. Sinyaller beta aktin’e gbre normalize

edildi.

Mide dokusunda histopatolojik incelemeler

Mide dokulart %4’liik paraformaldehit soliisyonunda
fikse edilmesinin ardindan, yiikselen alkol serilerinden
gecirilerek (%70, %90, %96, %100) dehidrate edildi.
Toluen ile geffaflastirilan dokular parafine gdmiilerek
bloklandi.  Parafin doku bloklarindan =~ 5-um
kalinhginda kesitler (Leica RM2125RT, Wetzlar,
Almanya) alinarak, histopatolojik degerlendirmeler
icin hematoksilen ve eozin boyast ile boyand:.
Boyanan tim kesitler kamera eklentisi (Olympus
DP72, Tokyo, Japonya) bulunan 1sitk mikroskobunda
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) 6rneklerin hangi
deney gruplarina ait oldugu kendileri ile paylasilmayan
arastirmacilar tarafindan degerlendirildi.

Mide dokusunda
degerlendirilmesi

apoptozun

Mide mukozasindaki apoptoz, cift sarmalli DNA
kopmalarinda 3'-OH terminalini etiketleyen, terminal
deoksintikleotit olarak transferaz dUTP nick end
etiketleme (TUNEL) yontemi ile degerlendirildi.
Alnan  5-um  kalinliginda  kesitler  ksilen ile
deparafinize edilerek %096’lik etanol ile yikand1 ve oda
sicakliginda proteinaz K ile muamele edildi. Fosfat
tamponlu tuzlu su ile yikandiktan ve dengeleme
tamponu ile muamele edildikten sonra TdT enzimi
uyguland: ve bir saat 37 °C'de inkiibe edildi. Ornekler
30 dakika daha anti-digoksigenin konjugati ile inkiibe
edildi ve PBS ile yikandiktan sonra Mayer’in
hematoksileni  kullanildi.  Istk  mikroskobuna
(Olympus BX51) eklenmis bir kamera (Olympus
DP72) araciligiyla, her bir Ornekten alinan 5
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mikrografta apoptotik ¢ekirdekler sayildi ve her
hayvan i¢in bir ortalama elde edildi.

Fekal igerikten toplam DNA izolasyonu

Dekapitasyon sonrasinda steril kosullarda ¢ekumdan
feces 6rnekleri alindi ve -80°C de saklandi. Bakteriyel
DNA izolasyonu i¢in digkt 6rnekleri (200 mg) 1 ml'lik
tamponda yiiksek hizli vorteksle homojenize edildi ve
QIAamp DNA Feges Mini kiti (Qiagen) kullanilarak
DNA'nin izolasyonu kilavuzda verilen talimatlar
dogrultusunda gerceklestirildi. DNA konsantrasyonu
260 nm dalga boyunda spektrofotometre (Nanodrop
ND-1000; Fisher Termo) ile 6l¢tldi ve elde edilen
ekstraktlar -20° C'de saklandu.

Kantitatif PCR analizi

Kantitatif real-time PCR (qPCR) fekal mikrobiyotadaki
farkli bakteri gruplarinin belirlenmesi icin Bacteroidetes,
Actinobacteria ve Protobacteria icin uygun primerler
kullaniarak gerceklestirildi. QPCR reaksiyonu igin
GM SYBR ¢PCR kiti (Genemark) Rotor-Gene Q
termal cycler ile kullanidd: (Qiagen). 20 ul toplam
PCR karigimi hacminde, 1 pl fekal ekstrakt her
primerden 200 nM ile karistirildi. Tlk denatiirasyonun
95 °C'de 10 dakika streyle yapilmasindan sonra,
dongt su kosullarda kirk bes kez tekrarlandr: 95 °C'de
10 saniye, 55 °C'de 20 sn. ve 72 °C’de 15 sn. Rotot-
Gene Q yazimi (Qiagen) qPCR drinlerini analiz
etmek icin kullanildi. Son mutlak bakteriyel filum
miktarlar, dongt esik degerlerinin her grup igin
temsili bakteriyel tiirlerinden elde edilen standart
egrilerle iliskilendirilmesiyle hesaplandi®828.

Istatistiksel analiz

Calismada GraphPad Prism 8.0 paket programi
kullanilarak istatistiksel analizler gerceklestirilmistir.
Verilerin normal dagihimlar1 (Shapiro-Wilk normalite
testi) kontrol edildi.

Mide dokusunda gergeklestirilen biyokimyasal ve
molekiler verilerde coklu karsilastirmalar icin tek-
yonli  ANOVA testi ve ardindan post-hoc
Bonferroni  testi  yapildi.  Histopatolojik — /
immiunohistokimyasal skorlarda parametrik olmayan
Kruskal-Wallis testi kullanildi. Degetler “ortalama £
standart hata” seklinde ifade edildi ve p<0,05
duizeyindeki farkliliklar anlamli kabul edildi.
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Sekil 2. Tiim deney gruplarinin mide dokularinda malondialdehit (MDA) ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHJG) seviyeleri, miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, glutatyon (GSH) igerigi, luminol ve lusigenin

kemiliiminesans seviyeleri. Tek-y6nlit ANOVA testi ile: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, kontrol grubuna
kiyasla;. + p <0.05, +++ p <0.001, iilser grubuna kiyasla
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Tedavi verilmeyip sadece icme suyu verilmis ve ilser
olusturulmus olan grubun mide dokusunda lipit
peroksidasyonunun  belirteci olan MDA, dokuda
noétrofil  birikimini  gosteren MPO, DNA hasar
belirteci 8-OHdG, ROT’larin iretimini gosteren
luminol ve lusigenin kemiliiminesans seviyeleri
kontrol grubuna goére anlamli derecede artarken
(p<0,001), antioksidan GSH seviyesinin azaldig1
gozlendi (p<0,01; Sekil 2). Tedavisiz tlser grubu ile
kiyaslandiginda, tek basina melatonin, tek bagina
antibiyotik veya melatonin + antibiyotik 6n-tedavileri
alan dlser gruplarinda MDA, 8-OHdG, luminol ve
lusigenin diizeylerinin anlamli olarak dustiigli géralda

(p<0,05-0,001).

Tek basina melatonin ve antibiyotikle bitlikte verilen
melatonin, antioksidan GSH seviyesinde tlser
grubuna gore anlamli derecede artisa neden olurken
(P<0,05 ve p<0,001), antibiyotik tek basina
verildiginde dlserle azalmis olan GSH duzeyini
degistirmedi. Melatonin 6n-tedavisinin tlsere baglt
artmig bulunan MPO aktivitesinde etkisi gézlenmedi;
fakat tek basina antibiyotik (p<<0,05) ve melatonin +
antibiyotik (p<<0,001) uygulanmastyla dokudaki MPO
aktivitesinin anlaml derecede azaldig belirlendi. Elde
ettigimiz sonuglar antibiyotik ve melatoninin birlikte
verilmesinin mide tlserinde meydana gelen oksidan
hasart daha etkin bir sekilde baskdadigini ve
iyilesmesini kolaylastirdigini géstermektedir.

Pro-inflamatuvar (INF-alfa, IL-6, IL-8) ve anti-
inflamatuvar (IL-10) sitokinlerin midedeki protein
ckspresyonlarina  bakildiginda, 6n-tedavisiz ulser
grubunda sadece TNF-o IL-8in  protein
ekspresyonlart  kontrol grubuna kiyasla ytksek
bulunurken (p<0,001), tlserin midedeki 11.-6 ve IL-
10 ekspresyon duzeylerini degistirmedigi gorildu
(Sekil 3). Ulser ile artmis bulunan TNF-« ve I1.-8
protein ekspresyonlarinin uygulanan 6n-tedavilerin
her biri ile anlamli sekilde azaldig gozlendi (p<0,05-
0,001). Bununla birlikte, melatonin ve antibiyotik
kombine 6n-tedavisi ise IL-10 ekspresyon diizeyini
kontrole kiyasla anlamlt sekilde ytkseltti (p<<0,05).
Tedavisiz Ulser grubu ile tek bagina antibiyotik veya
tek basina melatonin verilen gruplarin  mide
dokularinda apoptoz belirteci olan kaspaz-3 aktivitesi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yitksek bulundu
(p<0,05-0,01; Sekil 3). Tek basina melatonin veya tek
basina antibiyotik tedavileri kaspaz-3 aktivitesinde
tedavisiz Ulser grubuna goére anlamh degisiklik

ve
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yapmazken, kombine tedavi dlserle artmis bulunan

apoptozu baskilad: (p<0,05).

Mikroskobik degerlendirme sonucunda kontrol
grubunda mide dokusunda gézlenen diizenli mukoza
ve submukozaya karsin, tedavisiz ilser grubunda
belirgin nekrotik lezyonlar, yogun inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, mukozal hasar, submukozal 6dem,
vazokonjesyon ve kanama goraldd (Sekil 4).
Melatonin veya melatonin + antibiyotik tedavileri
uygulanan tlser gruplarinda bu hasar gostergelerinin
siddetinin azaldigy ve nekrotik lezyonlarin daha az

oldugu belitlendi. Hasar gostergelerinin
derecelendirildigi histopatolojik skotlarin

degerlendirilmesi ise, Ulser ile artan hasar skorunun
(p<0,001) her i¢ tedavi ile baskilandigini ve tek
bastna antibiyotik tedavisi alan tilser grubunda skorun
en distk oldugunu ortaya koydu (p<0,05-0,001).
Diger taraftan, tedavisiz ilser grubunda kontrol
grubuna gbre artmis bulunan TUNEL-pozitif
apoptotik htcre sayisinin (p<0,05) sadece antibiyotik
alan tlser grubunda da benzer sekilde yiiksek oldugu
(p<0,05), ancak tek bagmna melatonin ya da
antibiyotikle beraber melatonin alan ilser gruplarinda
apoptotik hiicre sayisinin kontrolden farkli olmadig
gozlendi (Sekil 5).

Fekal 6rnekler kantitatif PCR ile degetlendirildiginde,
kontrol grubunda Bacteroidetes’in  (%093,2) baskin
oldugu ve Actinobacteria (%006,6) ve Protoebacteria’nin
(70.2) ise daha az oranlarda bulundugu gorilda (Sekil
6A ve Sekil 6B). Tedavisiz tilser grubunda, Bacteroidetes
filumunun yizdesinin (%98,7) arttugi, Actinobacteria
(%1,3) ve Protoebacteria (%o0.7) filumlarinin oranlarinin
ise azaldigt goriildi; ancak bu degisiklikler istatistiksel
olarak farkli bulunmadi. Tek basina melatonin
tedavisi alan Glser grubunda, Bacteroidetes (%092,7) ve
Actinobacteria  (%7,2) miktarlart ile tek bagina
antibiyotik tedavisi alan tlser grubunda Bacteroidetes
(%76,9) ve Acdinobacteria  (%13,0) filumlarinin
miktarlart kontrol grubundan istatistiksel olarak farkl
degildi. Buna karsin, tek basina antibiyotik tedavisinin
Protoebacteria (%010,1) filumunun ekpresyonunda hem
kontrol (p<0,01) hem de tlser grubuna gére artisa
(p<0,05) neden oldugu gézlendi. Kombine tedavi
alan grupta Bacteroidetes (%52,7) orant azaldigi halde
bu azalma anlamli degildi. Actinobacteria (%042,5) ve
Protoebacteria (%04,8) miktatlarinin kombine tedavi alan
grupta kontrol grubuna gére arttgt bulundu (p<<0,05).
Ayrica, kombine tedaviyle Protoebacteria
ekspresyonunun tedavisiz tilser grubunda da anlaml
olarak arttig1 gérulda (p<0,05).
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Sekil 3. Tiim deney gruplarinin mide dokularinda tiimér nekroz faktér (TNF) -« , interl6kin-8 (IL-8), IL-6,
IL-10 protein ekspresyonlar: ve kaspaz ifadeleri. MEL: Melatonin ; AB: Antibiyotik. Tek-yonliit ANOVA testi
ile: * p <0.05, ** p <0.01, ¥** p <0.001, kontrol grubuna kiyasla; + p <0.05, +++ p <0.001, iilser grubuna
kiyasla.
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Sekil 4. (a) Kontrol grubunda diizgiin yaptda mukoza ve mide bezleri gérilmektedir. (b) Ulser grubunda ileri
derecede hasarli mukoza ve nekrotik bezler (ok) gériilmektedir. Ok bagt: Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu. (c)
Ulser+melatonin grubunda mide mukozasi genel olarak normal gériiniimde olup, yer yer hasatli bez hiicreleri
de izlenmektedir (ok). (d) Ulser+antibiyotik grubunda mukoza ve mide bezleri genel olarak normal
goriiniimde olup, yer yer hasarli bez hiicreleri de izlenmektedir (ok). (¢) Ulser+melatonin+antibiyotik
grubunda diizgiin yapida mukoza ve mide bezleri goriilmektedir (ok). Hematoksilen ve eozin boyama. Orijinal
biiytitme: X400. Bar: 20 pm. Kruskal-Wallis testi ile: *** p <0.001, kontrol grubuna kiyasla; + p <0.05, ++ p
<0.01, +++ p <0.001, tilser grubuna kiyasla.
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Sekil 5. Tum deney gruplarinin mide dokularinda TUNEL boyama ve TUNEL pozitif hiicre say1 grafigi.
TUNEL pozitif hiicre skorlamasinda parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanildi. * p <0.05, kontrol
grubuna kiyasla.
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Sekil 6. Tim deney gruplarinin fekal numunelerindeki Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes
miktarlar1 (A) ve bu mikrobiyota tiirlerinin taksonomik kompozisyonundaki degisiklikler (B). CFU: koloni
olusturan birimler. Tek-yonlit ANOVA testi ile: * p <0.05, ** p <0.01, kontrol grubuna kiyasla; + p <0.05, iilser
grubuna kiyasla
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TARTISMA

Calismanin  bulgulari, dlser olusumuyla birlikte
midede oksidatif stresin arttifini ortaya koyacak
sckilde abartili lipit peroksidasyonu olustugunu,
reaktif oksijen tiitlerinin tretiminin yant sira TNF-o
ve IL-8 seviyelerinin arttgini, antioksidan GSH’nin
tikendigini, apoptoz belirteci kaspaz-3 aktivitesinin
ve DNA hasarinin artist ile birlikte mikroskobik
olarak da hasar gelistigini gdstermistir. Her ne kadar
melatonin veya antibiyotik 6n-tedavileri tek baslarina
verildiklerinde olusan oksidan hasari ve inflamasyonu
baskilamiglarsa da, kombine On-tedavi uygulamasi
bunlara ek olarak antioksidan GSH seviyesini ve anti-
inflamatuvar IL-10 miktarint  artirmus,  kaspaz-3
aktivitesini baskilamis ve dokuya nétrofil gécuni
kontrol diizeyine inecek sekilde azaltmistir. Ayrica,
melatonin-antibiyotik kombinasyonu Aetinobacteria ve
Protoebacteria titlerinde artisa yol agmustir.

Ulser tedavisinde mevcut tedavi stratejileri dahilinde
yaygin olarak ‘cli terapi’ verilmekte ve proton
pompa inhibitéric (PPI) ile birlikte Helicobacter
Pylor7nin ortadan kaldirilmast amaciyla iki antibiyotik
bu tedavide yer almaktadir®. Antibiyotik tedavisi ile
tlserde %80-85 oraninda iyilesme saglandigt halde,
bagirsak mikrobiyotasinin etkilendigi ve antibiyotige
diren¢ olustugu  gbrilmustir??38.  Bu  yizden
antibiyotik rejimine pre/probiyotik eklenerek yeni
tedavi Onerileri ortaya atilmigtir, ancak ideal tedavi
rejimi  hentiz  tanimlanmamugtir3®40,  Ayrica, H.
pylorinin ortadan kaldirilmasi, kronik peptik tlserin
tek tedavi aract degildir ve enfeksiyonunun
baskilanmasinin yani sira enterik enfeksiyonlara yol
acan diger patojenlerin dagiliminin degismesi*!-43,
inflamasyon, htcre proliferasyonu, re-epitelizasyon,
anjiyogenez ve dokulatin yeniden modellenmesi de
tedavi agisindan Onemlidir**. Bu nedenle, peptik
dlserin  tedavisinde — gastroduodenal  sistemdeki
oksidatif stresin azaltlmasini ve gastrik mukozal
bariyerin  glclendirilmesini saglayacak ek tedavi
yaklasimlarina da gereksinim vardir. Biz de
calismamizda, antibiyotik tedavisine disbiyozisi
kismen duizeltici etkisi gosterilmis ve
antioksidan/anti-inflamatuvar ~ 6zellikleri  bilinen
melatonini®® ekleyerek, kombine tedavinin ulser
patogenezindeki etkilerini arastirdik.

Mide mukozasinda hasar gelismesinde ve hasarin
alevlenmesinde, stiperoksit anyonlari ve hidroksil
radikalleri basta olmak Uzere serbest oksijen
radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun artisinin
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o6nemli rol oynadigi Dbilinmektedir*>4.  Cesitli
antioksidanlarin radikal stpirici etkileri ile mide
mukozasint oksidatif hasardan koruyarak veya mide
tlserlerinin iyilesmesini hizlandirarak faydali olduklari
bulunmustur*’#. Sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde
6nemli rol oynayan endojen bir antioksidan olan ve
serbest radikal sipuriicl, —sitoprotektif, anti-
inflamatuvar  Ozellikleri iyl bilenen melatonin,
Ozofajit, gastrit, peptik tlser, pankreatit ve kolit gibi
cesitli gastrointestinal lezyonlarin iyilesmesini de
hizlandirmaktadir®. Melatonin tedavisinin asetik
asitle indiklenen mide dlseri modelinde dlser
iyilesmesini hizlandirdigr ve bu etkiye mide kan
akisindaki artis, plazma gastrin dizeylerindeki artis ve
limende artmis nitrik oksit (NO) serbestlenmesinin
eslik ettigi gosterilmistir'2, Benzer sekilde, NSATT ile
indtklenen mide hasarinda melatonin 6n tedavisinin
mide hasarint ve lipit peroksidasyonunu azalttig,
glutatyon peroksidazt artirdigi, nétrofil infiltrasyonu
belirteci olan MPO aktivitesini ise etkilemedigi
belirlenmistir>. Bu bulgular, olusan mide hasarinda
melatoninin antioksidan ve radikal stpiriict etkinligi
ile koruma sagladigini g6stermektedir. Calismamizda
da benzer sckilde melatonin 6n-tedavisi mide
dokusunda  dlserle  artmis  bulunan  lipit
peroksidasyonunu azalttt, antioksidan GSH seviyesini
arttirdt ve ROT seviyelerini baskiladi. Bulgularimiz,
melatonin  6n-tedavisinin  antioksidan  kapasiteyi
arttirarak ve serbest radikal olusumunda azalmaya
neden olarak kronik mide hasarint hafiflettigini
gostermektedir. Ayrica, melatoninin antibiyotik ile
kombine edilmesinin GSH diizeyini daha da artirdig
ve tek basina melatonin ile smirlanmayan nétrofil
infiltrasyonunu tek basina antibiyotige kiyasla cok
daha etkin bir sekilde baskilayarak anti-inflamatuvar
etkili oldugu goérilmustiir.

Mide dulseri, azalmis kan akisi, artmis nétrofil
infiltrasyonu ve nekrozun yani sira oksidatif stres ve
inflamasyon varligi ile tanimlanan bir lezyondur®2. 8-
OHdG, nikleer veya mitokondriyal DNA'da
ROT’latin oldugu  oksidatif  hasarin
gostergesidir ve bu nedenle oksidatif stresin biyo-
belirteci olarak kullanilir®. H. pylori pozitif olan peptik
tlser hastalarinda serum 8-OHAG seviyesinin yiiksek
oldugu, yiksek ekspresyonunun, artmis mide
inflamasyonu ile 6nemli derecede korelasyon
goOsterdigi ortaya konmustur>*>. Literatitle uyumlu
olarak, calismamizda asetik asit ile olusturulan tlser
grubunda da 8-OHdG seviyesi yiiksek bulundu ve bu
artts antioksidan olan melatoninin tek basina veya

neden
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antibiyotikle birlikte verilmesi ile baskilandi. Ek
olarak, dilser olusumuyla artan pro-inflamatuvar
sitokinler TNF-o ve IL-8in seviyeleri melatonin
uygulamast ile baskidandi, melatoninle beraber
antibiyotik verildiginde ise anti-inflamatuvar IL-10
seviyelerinin artti§t gbzlendi. Benzer sekilde, asetik
asit ile olusturulmus deneysel tlser modelinde
melatonin uygulamast ilser iyilesmesini hizlandirmus,
TNF-a ve IL-18 seviyelerini baskilayarak anti-
inflamatuvar  etki gostermistir®. Bu  sonuglar,
melatoninin daha 6nce go6sterildigi gibi mide
tlserinde olusan oksidatif stresi azaltarak iyilestirici
etki gosterdigini, ancak antibiyotikle birlikte
verildiginde melatoninin anti-inflamatuvar etkisinin
daha da giclendigini desteklemektedir. Ayrica,
melatonin veya antibiyotik tek basina verildiginde
kaspaz-3 dizeyleri yiksek kalmaya devam ettigi
halde, kombine tedavinin kaspaz-3 diizeyini
baskilamast bu kombinasyonla tedavinin daha basarilt
olabilecegini disiindtirmektedir.

Insan calismalart ve deneysel iilser modellerinde
mideye ait mikrobiyota ve daha ¢ok da tlsere neden
olan H. Pylri arastirlmustir.  Kronik — gastrit
alevlenmesi olan hastalarda mideden alinan biyopsiler
erozyonlu mide mukozasinda disbiyozis gelistigini
gOstermis ve bu durumun inflamatuvar ve nekrotik
sireclerin - devam etmesine yol acarak dlserin
iyilesmesini  engelleyebilecegi 6ne  strtlmustiir’’.
Diger taraftan, tlserli hastalarda tedavi amacls siklikla
kullanilan antibiyotiklerin mide liimenindeki ekolojik
ortami ve mikrobiyotayr 6nemli Slctide degistirdigi
bildirilmistit38.

Antibiyotik maruziyetinin sonucu olarak farelerde
mide epitelinde Lactobacill’® ve Candida  albicans
populasyonlarinda asirt artis ve gastrit gelistigi
gorilmistir®.  Nispeten az sayida bakterinin
bulundugu mide ve ince bagirsaga kiyasla en ytiksek
bakteri yogunlugunun bulundugu kolonda® mide
dlseri gelisiminin kolon bakteri popitilasyonundaki
etkisi pek arastirlmamistir. Anti-H. pylori tgla
tedavisinin duodenum lserli hastalarin bagirsak
mikrobiyotasinin ¢esitliligini bozdugu ve probiyotik
kullaniminin  mikrobiyotayt yeniden eski haline
getirdigi  gOsterilmistir®.  Farelerde  alkol ile
indtklenen akut tlser modelinde Proteobacteria ve
Actinobacteria  populasyonlarinda  bir  artis  ve
Bacteroidetes'te azalma seklinde disbiyozis
gorilmustiirs’. Calismamizda asetik asitle olusturulup
3 ginde kroniklesen dlser modelinde ise,
Actinobacteria  oraninin  azalmasiyla  beraber

Bacteroideteste  bir  artis  egilimi  g6zlenmistir.
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Actinobacteria filumunun gastrointestinal permeabilite,
immin sistem, metabolizma ve beyin-bagirsak
ekseninin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig
belirtilmektedir®*. Bu nedenle de, Actinobacterianin ve
ozellikle de Bifidobacteria ailesinin probiyotik olarak
kullanimt ilgi ¢ekmektedir. Buna karsin, cesitli
calismalar bagirsakta Profeobacteria populasyonundaki
artisin disbiyozise isaret ettigini ve Profeobacteria’nin
kontrolsiiz bir sekilde genislemesinin inflamasyonu
ve ekzojen patojenlerin invazyonunu
kolaylastiracagint dogrulamaktadir®s. Ulser ncesinde
tek basina ucli antibiyotik verilmesiyle kolonda
Proteobacteridnin - genisledigi, dolaystyla disbiyozis
gelistigi  gozlenitken,  antibiyotife = melatonin
eklenmesinin orantisal olarak Profeobacteriada  bir
azalma ile birlikte Actinobacteria filumunda bir artisa
yol agtg gozlendi. Bu veriler, ilserde uygulanan
antibiyotigin bir¢ok inflamatuvar siirecin diizelmesini
saglarken, diger taraftan disbiyozise yol acarak
inflamasyonun uzamasint saglayabilecegini
distndirmektedir. Nitekim, antibiyotik tedavisine
karsin mide dokusunda apoptoz devam etmektedir.
Ancak, antibiyotife = melatonin  eklendiginde
inflamasyonun daha iyi kontrol altina alinmasina ek
olarak apoptoz hafiflemekte ve Profeobacteria orant
baskilanarak kismen disbiyozis dizelmektedir. Bu
sonucu destekleyecek sekilde, yaratli bakterilerin
kombinasyonuyla olusturulmug bir probiyotigin
huzursuz  bagirsak  sendromu  olan  hastalara
verilmesinin semptomlart hafiflettigi ve probiyotigin
bu etkisini melatonin araciligiyla yapugi rapor
edilmistir®.

Calismamizda antibiyotik, melatonin ve kombine
tedaviler, Ulser indiiksiyonundan o6nce verilerek
koruyucu etkileri arastirlmustir. Ancak, tlser gelisimi
sonrasindaki iyilestirici etkileri ve bakteri titlerindeki
degisimler bu calismada arastirllmamustir. Melatonin
6n-tedavisinin olast koruyucu mekanizmalari arasinda
sayilabilecek mide kan akimi ve NO serbestlenmesi
tizerine olan etkilerinin arastirtlmamis olmasi da bu
calismanin kisithliklar arasinda sayilabilir.

Sonu¢ olarak, etkin bir antioksidan ve radikal
stptiricti olan ve midedeki koruyucu etkileri daha
once gosterilen melatoninin, antibiyotik ile birlikte
verilmesi durumunda etkinliginin arttig1, melatonin ve
antibiyotigin tek baslarina oksidan hasart  ve
inflamasyonu azaltici etkilerinin daha giicli hale
geldigi ve melatonin-antibiyotik kombinasyonunun
kolonda ilsere baglt olarak dagilimi bozulan
bakteriyel ¢esitliligi diizelttigi ortaya konmustur. Bu
calisma ile ulser tedavisinde antibiyotikle birlikte
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melatonin verilmesinin tlsere karst daha etkin bir
koruma saglayabilecegi ve ileri klinik ¢aligmalarla bu

etkinligin arastirilmasi gerektigi 6ngoriilmektedir.
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