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Effect of Selenium in Experimental Ulcerative Colitis
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Ozet

Amac¢: Selenyum hiicre membranim  peroksidlerden
koruyarak antioksidan etki gosteren esansiyel bir
mineraldir. Oksidatif stres ve hiicre hasarinin 6zellikle
lseratif  kolitde  onemli  oldugu  bilinmektedir.
Selenyumun siganlardaki deneysel iilseratif kolit modeli
iizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflendi.

Yontem: Calisma Mustafa Kemal — Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Deneysel Aragtirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Siganlarda distal kolit, kolon
icine 2 ml %4’liik asetik asit verilmesi ile
olusturulmustur. Sicanlar rastgele ii¢ gruba dagitilmigtir:
Grup I sham, (GI, n=8); Grup II kolit model, hi¢bir tedavi
almadi (GII, n=8); Grup III, kolit+selenyum (GIII, n=8)
(0.2 mg/kg/giin intaperitoneal). Biitiin siganlar yedinci
giin sakrifiye edildi ve distal kolonun 8 cm’lik kismu

rezeke edildi. Biitin hayvanlardan aliman kolon
biyopsileri biyokimyasal ve histopatolojik olarak
incelendi.

Bulgular: Nitrik oksit diizeyleri GII ile GI ve GIII
arasinda anlamli olarak farkli idi (p=0.017 ve p=0.004).
Malondialdehit diizeyleri GI ile GII ve GIII arasinda
anlamli olarak farkli idi (p=0.001 ve p=0.001).
Miyeloperoksidaz diizeyleri GI ile GII ve GIII arasinda
anlamh farklilik gosterdi (p=0.001 ve p=0.001). Gruplar
arasinda katalaz diizeyleri agisindan anlamli bir fark
yoktu  (p>0.05). Kolon  dokusunun histolojik
degerlendirmesi sonucu GI’de normal mukoza, GII'de
mukozal hemoraji, ciddi inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
submukozal 6dem ve fokal iilserasyon goriildi. GIII'de
orta derecede notrofil hiicre infiltrasyonu ile {i¢ sicanda
iilserasyon ve diffiiz 6dem gozlendi.

Sonug: Selenyumun deneysel kolit modelinde iyilesme
stirecine olumlu etkileri oldugu sonucuna varildi.
Anahtar Sozciikler: selenyum, deneysel iilseratif kolit,
nitrik oksit, malondialdehit
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Abstract

Objective: Selenium is an essential biological element
which has been shown to have antioxidant effects by
protecting the cell membrane from peroxides. It is well
known that oxidative stress and cell damage are important
especially in ulcerative colitis. We aimed to investigate
the effect of selenium in experimental ulcerative colitis on
rats.

Method: The study was performed at Mustafa Kemal
University Veterinary Faculty Experimental Research
Laboratory. Distal colitis of rats was induced by
intracolonic instillation of 2 ml of 4% acetic acid. The
animals were randomly assigned into three groups: group
I as sham, (GI, n=8); group II as colitis model, received
no treatment (GIIL, n=8); group 111, colitis+Selenium (GIII,
n=8) (0.2 mg/kg /day intaperitoneal). Rats were sacrificed
on the 7" day, and the distal 8 cm of the colon was
resected. Colonic biopsies from each animal were taken
for histopathological examination and biochemical
studies.

Results: Nitric oxide levels were statistically significant
when GII was compared to GIII and GII was compared to
GI (p=0.017 and p=0.004). Malondialdehyde levels were
significantly different when GI was compared to GII, GI
and GIII (p=0.001 and p=0.001). Myeloperoxidase levels
were significantly different when GI was compared to
GII, GI and GIII (p=0.001 and p=0.001). There was not a
statistically significant difference between the groups in
catalase levels (p>0.05). Histological evaluation of
colonic tissues revealed essentially normal mucosa in GI,
in contrast with mucosal haemorrhage, severe
inflammatory cell infiltration, submucosal oedema and
focal ulceration in GII. In GIII, there was a moderate
neutrophyl infiltration with diffuse edema and ulceration
in 3 of the 8 rats.

Conclusion: It is concluded that selenium has some
benefical effects on wound healing in experimental
colitis.

Keywords: selenium, experimental ulcerative colitis,
nitric oxide, malondialdehyde
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Giris ve Amag

Selenyum (Se) onemli bir antioksidan ve
antikarsinojen  etkinligi  gosterilmis esansiyel bir
elementtir (1,2). Selenoprotein ailesinin bir bileseni olarak
Se’un yapisal ve enzimatik gorevleri vardir. Enzimatik
gorevlerinden en iyi bilineni aktif tiroid hormonu
dretimindeki antioksidan ve katalitik roliidiir. Se bir
yiikseltgenme-indirgenme merkezi olarak gorev yapar ve
hiicre i¢i yiikseltgenme-indirgenmenin kontroliine yardim
eder (3).

Se, E vitamini ile etkileserek hiicre membranini lipid
metabolizmasinin bir iirtinii olan peroksidlerin oksidatif
etkisinden korur (3,4). Bu fonksiyonu, membran
bitiinliigiinin  korunmasma yardim eder, prostasiklin
olusumunu engeller ve daha ileri oksidatif hasar
gelismesini onler (3). Intraperitoneal (i.p.) uygulanan 0.2
mg/kg Se’un intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarini
onarabildigi ve gastrik lavaj ile verilen Se’un karbon
tetrakloride bagh karaciger hasar1 ile enzimatik ve

histopatolojik  degisiklikleri ~ geri  dondiirebildigi
géstqrilmistir (5,6). ]
Inflamatuar barsak hastaliklarinin (IBH)

etiyolojisinden enfeksiy6z ajanlar, alerji, beslenme ile
ilgili  faktorler, psikosomatik faktorler, bakteriyel
antijenler ve otoantijenlere karsi gelisen immiin yanit
sorumlu tutulmaktadir (7,8). Epidemiyolojik bulgular
diisiik Se diizeyinin norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin yani sira artnus kanser riski ile birlikte
oldugunu gostermistir (1,2). Akciger, kolon veya prostat
kanseri prevalansi ve bunlara bagli 6liim riskinin, Se’dan
zengin gida ile beslenenlerde cok daha diisiik oldugu
gosterilmistir. Istatistiksel analizler Se alan hastalarda
rélatif akciger, kolon ve prostat kanseri insidansinin daha
diisiik oldugunu gostermistir (9,10).

Yakin gecmiste insanlarda IBH iizerine yapilan
¢alismalarda 20’den fazla kolit modeli olusturulmustur.
Bazi ¢alismalarda rektal yolla %4-6 asetik asit verilerek
kolit modeli olusturulmustur (11). Bu ¢alismada Se’un
deneysel iilseratif kolit modeli iizerinde histopatolojik ve
biyokimyasal degiskenler iizerine etkisini arastirmay1
hedefledik.

Yontem
Calisma Mustafa Kemal Universitesi (MKU)
Veterinerlik Fakiiltesi Deneysel Arastirma

Laboratuvarinda yapildi. 200-250 gr agirliinda 24 erigkin
erkek Wistar Albino si¢can kullanildi. Denekler 1 hafta
boyunca laboratuvar sartlarina ahistirldi.  Standart
laboratuvar yemi ve suya serbest erisimleri saglandi.
Calisma MKU Veterinerlik Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi.

Siganlarda distal kolit 2 ml %4 asetik asitin
intrakolonik verilmesi ile olusturuldu. Bir gecelik aglifi
takiben sicanlara eter anestezisi uygulandi. SF

polipropilen kateter aniisten kolona gonderildi. Kateter
ucu aniisin 8 cm proksimaline yerlestirildikten sonra
asetik asit verildi. islem Al Moutaery (12) tarafindan tarif
edilen yonteme gore uygulandi. Son olarak her sigan 2 ml
serum fizyolojik (SF) ile yikandu.

Denekler rastgele 3 gruba dagitildi. Grup I, sham,
(GI, n=8); grup II, kolit, hicbir tedavi almadi (GII, n=8);
grup IIT (GIII, n=8), kolit+Se (Sodium selenate, Aldrich,
USA; 0.2 mg/kg /giin i.p.) olarak 1 hafta boyunca takip
edildi. Grup I’e sadece bir defa SF ile kolon yikand:1 ve
bagka bir tedavi verilmedi.

Sicanlar rektal yolla SF veya asetik asit verildikten 7
giin sonra sakrifiye edildi. Daha sonra kolonun 8 cm’lik
distal kismi1 c¢ikarildi. Her sicandan histopatolojik ve
biyokimyasal inceleme i¢in kolon biyopsisi alindi.

Deneyin sonunda nitrit ve nitrat diizeylerinin ol¢iimii
icin doku ornekleri alindi. Ornekler analizler yapilana
kadar -70°C de muhafaza edildi. Nitrit ve nitrat diizeyleri
nitrat rediiktaz kullanarak ve Greiss reaktifi kullanilarak
olciildii. Esit miktarda homojenat ile potasyum fosfat
¢ozeltisi 4000 d/dk’da 45 dk santrifiij edildi. Ultrafiltrat
toplandi. Nitratlar analiz icin kantitatif olarak nitrite
doniigtiiriildii.  Nitratin ~ enzimatik  olarak  nitrite
doniistiiriilmesi NADPH ve FAD  kullanilarak
(inkiibasyon agsamasinda nitrat rediiktaz) yapildi. N-1-
(naftil) etilendiamin dihidroklorit, siilfanilamid ve
inkiibasyon ¢ozeltileri 1:1:2 (v/v) oraninda karistirildi. Bu
karisim oda sicakliginda log 1sikta 5 dk inkiibasyondan
sonra 540 nm’de ol¢iim yapildi. 1 mM sodyum nitrit ve
80 mM potasyum nitrat, nitrat belirlenmesinde standart
olarak kullanildi (NO colorimetric assay, 1-756-281,
Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) (13). Dokular
ayrildiktan sonra soguk %1.15°lik KCl ile homojenize

edilerek  %10’luk  homojenat  olusturuldu.  Yag
peroksidasyonunun  bir  gostergesi  olarak  doku
malondialdehit (MDA) konsantrasyonu Yagi (14)

tarafindan tarif edilen yontemle Oolgiildii. Aebi (15)
tarafindan tarif edilen yontemle de doku katalaz aktivitesi
olciildii. Degerler 1slak doku agirliginda gram basina IU
olarak ol¢iildii.

Dokular ayrildiktan sonra 0.02 M EDTA (pH=4.7) ile
homojenize edildi ve 20000 d/dk’da 15 dk siire ile
santrifiij edildi. Ikinci basamakta supernatant ayrildi ve
KPO, (pH=6) ve %0.5 HETAAB ile homojenize
edildikten sonra 20000 d/dk’da 15 dk siire ile santrifiij
edildi. Supernatantlar enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde
kullanildi. Doku miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin
Olciimii icin Grisham ve ark. (16) ve Glowick ve Kaplan
(17) tarafindan tarif edilen metod uygulandi. Degerler
islak doku agirhiginda gram basma IU olarak olgiildii

(16,17).
Kolondan alinan &rnekler aniisin @ 2-4 cm
proksimalinden alindi. Daha sonra dokular fosfatli

tampon ile tespit edilip, parafine gomiildii ve daha sonra 5
pm’lik kesitler hazirlandi. Dokular Hematoksilen-Eozin
ile boyandi ve Olympus BXS51 15tk mikroskobu ile
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degerlendirildi. Incelenen degiskenler: Inflamatuar hiicre
infiltrasyonu,  hemoraji, ©0dem ve iilserasyondu.
Degisikliklerin derecesi subjektif olarak degerlendirilip
kontrol grubu ile karsilastirildi.

Bulgular ortalama ve standart sapma (SS) olarak
verildi. Istatistiksel karsilagtirmalar varyans analizi ve
Tukey’s test kullamlarak yapildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Nitrik oksit (NO) diizeyleri grup II ile III arasinda
(p=0.004) anlaml olarak farkl: idi (Tablo 1). Grup I ile II
arasinda da anlamli fark saptanirken (p=0.017), grup I ile
IIT arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.8) (Sekil 1).
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Gruplar
Sekil 1. Gruplarin doku NO miktarlarinin dagilimi (Ort = SS
degerleri)

MDA ol¢iimlerinde GI ile GII ve GI ile GIII arasinda
anlaml fark vardi (p=0.001 ve p=0.001), ancak GII ile
GIII arasinda anlamli fark yoktu (p=0.9) (Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarin NO, MDA, katalaz ve MPO seviyeleri
(Ortalama * SS degerleri)

n NO MDA Katalaz MPO
(umol/gr doku) (nmol/gr doku) (U/gr doku)  (U/gr doku)
GI 8 4.70+2.22 77.30£17.26  15.03+11.76  77.38+45.68
GII 8 17.83+13.43 206.12+21.40  24.00+19.22 225.97+71.08
GIII 8 1.91+1.21 208.70+15.50  29.81+44.29 228.24+57.06

Grup L, sham; grup 11, kolit; grup III, kolit+Se

MPO o6l¢iimlerinde ise GI ile GII (p=0.001) ve GI ile
GII (p=0.001) arasinda anlaml fark varken, GII ile GIII
arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Gruplar arasinda katalaz olciimleri agisindan anlaml
fark bulunmadi (p>0.05).

Kolon dokularinin histolojik incelemesinde tedavi
almayan kontrol grubunda mukozanin yapisinin normal
oldugu izlendi. Ancak GII’de hemoraji, siddetli
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem ve
fokal tilserasyon varligi goriildii (Sekil 2a). GIII’de 3
sicanda orta siddette notrofil infiltrasyonu ve diffiiz 6dem
saptand1 (Sekil 2b).

Sekil 2a. Grup II, mukozal hemoraji, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, fokal tilserasyon (Hematoksilen EozinX200)
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Sekil 2b. Grup 111, iilserasyon, 6dem ve orta derecede notrofil
infiltrasyonu (Hematoksilen EozinX100)

Tartisma ve Sonug

Bu calismada Se’un deneysel kolit modeli tizerindeki
etkileri NO, MDA, MPO ve katalaz aktivitesi 6l¢iimii ile
histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirildi.

Aktif IBH’min karakteristik ozelligi intestinal
mukozada yapisal hasar meydana gelmesidir. Bu hasarin
sebebi tam olarak bilinmemektedir. Ancak masif
polimorfoniikleer ve mononiikleer fagositer hiicre
infiltrasyonunun biiyiikk miktarda reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olusumuna katkida bulundugunu
diistindiirmektedir (8,18). ROT un bazi farkli fizyolojik
ve patofizyolojik olaylarda yer aldig1 diisiiniilmektedir.



Aslan ve ark.

Bu durum bagimsiz veya NO ailesi bilesiklerine bagiml
olarak gergeklesiyor olabilir. Ozellikle superoksit ve NO
arasindaki reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit oldukca
reaktif bir ROT olup tiim hiicrelere ve doku bilesenlerine
hasar verebilir (19). Antioksidanlarin diizeyinin ve
dengesinin IBH’li  hastalarda normal bireylerle
karsilastirlldiginda  ciddi bir  sekilde  bozuldugu
gosterilmistir (20). Kolit grubu ile kontrol grubu arasinda
NO olgiimlerinde anlamli fark saptandi.

Se’un 6nemi bazi anahtar antioksidanlarin yapisinda
yer almasina ve selenosisteinin baska bir yerde olmayan
yiikseltgeyici-indirgeyici Ozelligine ve tiyoredoksin gibi
bazi antioksidan enzimler tarafindan kullanimina baghdir.
ROT metabolitlerinin glutatyon peroksidazlar tarafindan
indirgenmesi membran  biitiinligiiniin  korunmasina
yardimc1  olur. Hidroperoksit ve peroksinitritlerin
selenosistein igeren enzimlerce indirgenmesi selenik asite
oksitlenmesi ile olur (1). Bu ¢alismada NO o&lgiimleri Se
ile tedavi edilen grup ile kolit grubu arasinda anlamli
olarak farkliydi. Bu anlamli fark Se’un antioksidan
etkisine bagli olabilir. Histopatolojik degerlendirmenin
sonuglari da bu bulgular1 desteklemektedir.

Lipid membranlarinin peroksidasyonu serbest radikal
patolojilerinden sorumlu olan peroksitlerin ve diger
radikallerin tiretimi ile sonuglanir. Lipid peroksidasyonu

doymamis yag asitlerinin herhangi bir radikale
doniisiimiinii tetikleyen temel mekanizma olup MDA
diizeylerinin  olciimi  ile  degerlendirilebilir  (21).

Kruindenier ve ark. (8) IBH mukozasinin kontrol grubuna
(88%13 nmol/g doku) gore bariz olarak daha yiiksek MDA
(137113 nmol/g doku) (p=0.002) diizeyi oldugunu
gostermistir. Oztiirk ve ark. (5) intestinal reperfiizyon
hasarinda MDA diizeylerinde bariz bir artis olurken Se
tedavisi ile bu diizeyde bariz bir diisiis oldugunu
gostermistir.  Calismamizda  kolit grubunda MDA
diizeylerinde anlamh artig saptandi. Fakat Se tedavisi ile
anlamli bir diisiis izlenmedi.

MPO ve katalaz enzimleri nétrofillerde ve ¢ok daha
diisiik diizeylerde monosit ve makrofajlarda bulunur.
MPO aktivitesi dogrudan inflame dokudaki nétrofil
konsantrasyonu ile iliskilidir (20). Yapilan bir ¢aligmada,
iBH’nda noninflame ve inflame barsak mukozasinda
katalaz aktivitesinin kontrol grubuna gore 2.5 kat arttif1
bildirilmistir (22). Calismanuzda ise MPO ve katalaz
aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamhi bir fark
saptanmadi. Ancak doz ve siire bagimh daha ileri
¢alismalarm, bu faktorlerin olasi ozelliklerini anlamada
katkast olacaktir.

Sonug olarak, NO diizeylerine iliskin sonuglara gore
Se’un deneysel kolit modelinde iyilesme iizerine olumlu
etkisi oldugu kanisia varildi.
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