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OZET

Ozgiir, S. (2020). Cotinus coggygria sulu infiizyonunun farelerde dekstran siilfat
sodyum ile indiiklenmis iilseratif kolit {iizerine etkisinin incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyokimya ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada Cotinus coggygria Scop. yapraklarindan hazirlanan sulu inflizyonun
(CCYSI), kolon mukozasinin kronik inflamatuar hastalii olan ve kolon kanser riskini
arttiran iilseratif kolit (UK) {izerine terapdtik etkilerinin arastirilmasi amaglandi. 7 giin
stire ile C57BL/6 erkek farelere, iki farkli dozda hazirlanan CCYSI (%6 ve %9) veya
mesalamin (250 mg/kg viicut agirligi) oral olarak uygulandi. UK, deney siiresince
musluk suyu verilen normal ve bitki kontrol gruplarin disindaki diger gruplardaki
farelere 5 giin boyunca musluk suyu iginde c¢oziindiiriilen %3’liik dekstran siilfat
sodyum (DSS) verilmesiyle indiiklendi. Calisma sonunda, CCYSI6 ve CYSI9’nin DSS
uygulanmasi ile farelerin kolon uzunlugunda goériilen azalmay1 inhibe ettigi, hastalik
aktivite indeksini arttirdigi goriildii. DSS ile birlikte CCYSI verilen deney grubunun
notrofil infiltrasyon indeksi olan miyeloperoksidaz (MPO) ve oksidatif stres
parametrelerin diizeylerinde, DSS uygulanmis kontrol deney grubuna gore anlaml
azalma goriildi. Bunun yani sira, CCYSI’nin 7 giinlik uygulanmasmin DSS
uygulanmis kolon dokusunda TNF-a, IL-1, IL-6 ve INF-y gibi proinflammatuar sitokin
diizeylerini baskiladig1 goriildii. Western blot analizi ile inflamatuar cevabin daha ileri
asamada incelenmesinde, 7 gilinliik uygulamanin kolondaki iNOS ve COX-2
ekspresyonunu inhibe ettigi ve dolayisiyla NO ve PGE2 diizeylerinde azalmaya neden
oldugu saptandi. CCYSI’nin kolon mukozasindaki inflamatuar degisiklikler gibi
histolojik hasar1 anlamli derecede azalttig1 gdzlendi. Bu ¢alismada UK tedavisinde ve
onlenmesinde CCYSI’nin terapdtik bir ajan olarak kullanilabilecegi deneysel olarak
kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Cotinus coggygria, Dekstran siilfat sodyum, Ulseratif kolit,
Antioksidan sistemi, Sitokinler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-28983
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ABSTRACT

Ozgiir, S. (2020). Investigation of The Effect of an Aqueous Infusion of Cotinus
coggygria Leaves on Dextran Sulphate Sodium-Induced Ulcerative Colitis in Mice.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Biochemistry.
Doctorate Thesis. Istanbul.

The aim of this study was to investigate the therapeutic effect of C. coggygria Scop. leaf
aqueous infusion (CCLAI) in the treatment of ulcerative colitis (UK), a chronic
inflammatory disease of the colonic mucosa that can increase the risk of colon cancers.
C57BL/6 male mice were treated orally with two different doses of CCLAI (6% and
9%) or mesasalamine (250 mg/kg body weight) for 7 consecutive days. UK were
induced in rats by administering 3% dextran sulphate sodium (DSS) in the drinking
water for 5 days, except for the normal and plant control groups that had access to tap
water only. The results showed that CCLAI6 and CCLAI9 inhibit the DSS-induced
shortening of colon and increase Disease Activity Index (DAI) score. There was also
significant reduction in the levels of neutrophil infiltration index, myeloperoxidase
(MPO) and oxidative stress parameters in the groups treated with CCLAI in comparison
with those observed in the control DSS treated group. Additionally, we observed that
treatment for 7 days suppressed tissue levels of several key pro-inflammatory cytokines,
including TNF-o, IL-1B, IL-6 and INF-y in DSS-treated colon tissues. Further
examination of the inflammatory response by Western blot analysis revealed that 7 days
treatment reduced the colonic iINOS and COX-2 expression with a concomitant decrease
in the NO and PGEZ2 levels, respectively. CCLAI significantly attenuated histological
injury including marked inflammatory changes in the colonic mucosal lining. These
findings provide experimental evidence that CCLAI may be used as therapeutic agent
for the treatment and prevention of UC.

Key Words: Cotinus coggygria, Dextran sulphate sodium, Ulcerative colitis,
Antioxidant system, Cytokines

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TDK-2018-28983
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1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) tiirleri olan Crohn hastaligi (CH) ve
iilseratif kolit (UK), ABD ve Avrupa’da yaygin olarak goriilmektedir, diisiik insidansh
bolge olarak kabul edilen Asya’da ise endise verici sekilde artis gdzlenmektedir.
Ulseratif kolit, aktivasyon ve remisyonlarla seyreden kronik inflamatuar bir hastaliktir.
Ulseratif kolitin etiyopatogenezinde yer alan mekanizmalar tam olarak acikliga
kavusturulamamis olmakla birlikte immiinolojik, infeksiyoz, genetik ve alerjik
faktorlerin rolleri olduguna dair bulgular mevcuttur (Engel ve Neurath, 2010).
Hastaligin aktif doneminde, mukozanin lamina propria bdlgesinde akut ve kronik
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu goriilmesi ve kompleman sistemin aktivasyonunun
bir gostergesi olarak mukozal immiinoglobulin G iretimi ile makrofajlarm ve T
hiicrelerin  aktivasyonu hastaligin  patogenezinde mukozal inflamasyonun ve
immiinolojik reaksiyonlarin rol oynabilecekleri ileri siiriilmiistiir. Artmis immiinolojik
aktivite, ozellikle sitokinlerin, kininlerin, 16kotrienlerin, trombosit aktive edici faktor
(PAF) ve reaktif oksijen metabolitlerin artmis salinimi ile iliskilendirilmistir. Lamina
propriadaki makrofajlar tarafindan salgilanan pro-inflamatuar mediatorler sadece
immiin ve inflamatuar cevabin artmasina yol agmamaktadir, ayn1 zamanda direkt olarak
epitel ve endotel fonksiyonu (iskemiye yol agan artmis permeabilite) ve tamir
mekanizmalari tizerine etki ederek kolonik mukozada subepiteliyel kollajen sentezini
arttirmaktadirlar. Ozetle sdylemek gerekirse iilseratif kolitte cesitli ve degisik tipte
immiinolojik bozukluklara rastlanmasina ragmen bunlarin ¢ogu hastaligin sebebi
olmaktan ziyade sonucudur. Bugiin i¢in heniiz idyopatik diye ifade ettigimiz IBH
etiyopatogenezinde hem immiin cevaplart degisik genetik bir yap:1 bozuklugu, hem de

bakteri, virlis veya besinlere karisan maddeler gibi dis etkenlerin rolii diisiiniilmektedir.

Ulseratif kolit patogenezini anlamaya yonelik ¢alismalar siirekli olarak
yapilmaktadir. Boylece, iilseratif kolit patogenezini anlamak hem gelecekteki saglik

gelisimi icin ¢ok onemlidir, hem de ilag gelistirme yontemleri i¢in yeni ufuklar acabilir.

Ulseratif kolitin, diinyada ve iilkemizde yaygmn olarak goriilen ve 6liim ile
sonuglanabilen kolon kanseri riskini arttirmasi nedeniyle, erken teshis ve tedavisi onem
tagimaktadir. Giiniimiizde kolit tedavisinde kullanilan ilaglar kolite sebep olan etkenleri

ortadan kaldirmaya yonelik olmayip, inflamasyonun geriletilmesini saglayan anti-



inflamatuar tipte ilaglar ve immiin sistemi baskilayici ajanlardir (Lewis ve ark., 1999;
Pohl ve ark., 2000; Ozkan, 2003). Kolit etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmediginden,
halen mevcut tedavi yontemleri hastaligin iyilesmesi ya da onlenmesinde tam etkili
olamamaktadir. Bunun yani sira, mevcut tedavi yontemleri enfeksiyon riski,
hipertansiyon, diyabet, pankreatit, hepatit, bobrek hasari, sinir hiicrelerinde iletim
bozuklugu gibi ciddi yan etkilere de sahiptir (Duvnjak ve ark., 2013). Bu nedenle
glinlimiizde, iilseratif kolit hastalig1 i¢in yeni ve etkin tedavi yontemleri gelistirilmeye

calisiilmaktadir.

Ulseratif kolitin etiyopatogenezinde ilerlemeler kaydedilmesine ragmen
tedavisinde  kullanilan  salisilatlar,  kortikosteroidler, =~ immiinosupresan  ve
immiinomodiilatorlerin disinda gergek anlamda yeni bir tedavi sekli heniiz yoktur. Bu
preparatlar genellikle yan etkilere ve komplikasyonlara yol agmaktadir. Giiniimiizde
birgok hastaligin  tedavisinde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddelerinden

yararlanilmaktadir.

Bu calismada, C. coggygria sulu inftizyonunun farelerde DSS (dekstran siilfat

sodyum) ile indiiklenmis tilseratif kolit tizerine etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastaligi (CH) benzer remisyon ve relapslarla
seyreden kronik inflamatuar siirece sahip olmalarindan ve bilinmeyen nedenlerinden
dolay1 inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) olarak tanimlanmaktadir. Benzerliklerine
ragmen her iki hastalik birbirinden tutulan kolonun uzunlugu ve lokalizasyonu,
inflamasyonun farkli histolojik bulgular1 ve komplikasyonlar1 bakimindan ayirt
edilebilir (Bamias ve ark., 2005). Ulseratif kolitte inflamasyon rektumdan baslayarak
kolonun proksimal segmentine dogru yayilim gosterir, CH tiim gastrointestinal sistemi
etkilemekle birlikte, Ozellikle terminal ileum, ¢ekum, perianal bolge ve kolonu
tutmaktadir. Her iki hastalikta genetik olarak yatkin kisilerin bagirsak liimeni i¢indeki
bakterileri antijenlerine karsi gelisen bagirsak mukozal immiin cevabin

regiilasyonundaki bozukluklarin etkili oldugu ileri stiriilmiistiir (Bamias ve ark., 2005).

2.1. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit 6zellikle 30-40 yaslar1 arasdaki bireyleri etkileyen kolonun
kronik ve idyopatik inflamatuar hastahgidir. Ulseratif kolit, rektumdan baslayip
proksimale dogru tiim kolon mukoza ve submukozasina yayilan, akut ve kronik
inflamatuar degisikliklerle karakterize, kisilerde genetik ve ¢evresel faktorlerin
etkisiyle, kolon mukozasinda bakteriler ve antijenler ile immiin yanitin uyarilmasi
sonucu meydana gelen bir inflamatuar bagirsak hastaligidir. Aslinda ilseratif kolit
sadece sindirim kanalina 6zgii degil, bagirsak disi tutulumlar1 da olan sistemik bir

hastaliktir.

2.1.1. Epidemiyoloji

Ulseratif kolitin insidans ve prevalansi giderek biitiin diinyada artmaktadir ve
cografi bolgeler, irklar ve etnik gruplara gore onemli farkliliklar gostermektedir.
Insidans1, 2-10/100,000, prevalanst 35-100/100,000 olarak bildirilmistir. En yiiksek
insidans1 Kuzey Avrupa (100 000 de 24,3), Kanada (100 000 de 19,2) ve Avustralya
(100 000 de 17,4)’da, en yiiksek prevalans hizi ise Avrupa (100 000 de 505), Kanada
(100 000 de 248) ve Amerika Birlesik Devletlerinde (100 000 de 214) rapor edilmistir.
Hastalik cografik bolge olarak Amerika Birlesik Devletleri ve Kuzey Avrupa

tilkelerinde, 1tk olarak beyaz irkta ve etnik koken olarak Yahudilerde daha fazla
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goriilmektedir. Bu hastaliga, kadin ve erkekler arasinda benzer siklikta rastlanmaktadir
(Pietro ve Friedman, 1999; Ungaro ve ark., 2017) (Geremia ve ark., 2014; Ungaro ve
ark., 2017).

2.1.2. Etiyoloji

Ulseratif kolit, etiyolojisi hala tam olarak bilinmeyen ve kolorektal kanser riskini
arttiran bir hastaliktir. Ulseratif kolit gelisimini tek bir mekanizma ile agiklamak
miimkiin degildir. Etiyolojide, genetik yatkinlik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin rol

oynadig diisiiniilmektedir (Hibi ve Ogata, 2006).

Yapilan klinik arastirmalarda, iilseratif kolit gelisiminde genetik yatkinliin rol
oynadig1 goriilmiistiir. Hastalarin % 8-14’linde ailesinde inflamatuar bagirsak hastalig
olan birinci derecedeki akrabalarinin yakalanma riskinin dort kez daha fazla oldugu
bildirilmistir. Genom boyu iliskilendirme ¢alismalar1 bugiine kadar IBH iliskili 200 risk
lokusu belirlemistir. Bunlardan insan 16kosit antijeni (HNF4A) ve bariyer fonksiyonu
ile iliskili gen (CDH1) iilseratif kolit ile iliskilendirilmistir. Dogal mukozal korumada
ve antijen sunumunda gorevli olan DLG5, MDR1, NOD2 ve PPAR-y genlerinin UK

patogenezinde rolleri vurgulanmistir (Geremia ve ark., 2014).

Kolit hastalarinin %10 kadarinda otozomal dominant gecis vardir. Genetik
calismalar, hastalik lokuslarmin 12. ve 16. kromozomlarda tanimlanmis oldugunu,
ayrica 1., 3., 6., 7., 14. ve 19. kromozomlardaki degisikliklerin de hastaliktan sorumlu
oldugunu gostermektedir (Farrell ve Peppercorn, 2002). Hastalikta, 6. kromozom
tizerinde bulunan insan 16kosit antijen sinif II lokusundaki insan l6kosit antijen-DR2,
insan 16kosit antijen-DRB1*0103, insan 16kosit antijen-DR9 ve insan 16kosit antijen-
DRB1*1502 alellerinin etkili oldugu kabul edilmektedir. Ayrica “niikleotid baglayici
oligomerizasyon bolgesi-2” (NOD-2) geni hastalik ile iliskili bulunmustur (Cho, 2003).
Coklu ila¢ direng geni-1 varyantlarinin da hastalik ile ilgili oldugu bulunmustur. Coklu
ilag direng geni-1, UK tedavisinde diren¢ gostermektedir ve bu geni eksik olan farelerde
kolit gelistigi gorilmiistiir (Ho ve ark., 2005). Peroksizom proliferasyonunu aktive edici
reseptor gama (PPARY) geni de nuklear faktor-xB (NF-«kB) aktivitesini engelleyen
onemli bir niiklear reseptordiir ve ekspresyonu UK hastalarda azalmaktadir (Dubuquoy
ve ark., 2003). Ulseratif kolit patogeneziyle ilgili tiim bu genler dogal immiin cevab,
mukozal bariyer fonksiyonlarini ve bakteriyal Oliimii diizenleyerek etkilerini

gostermektedir.



Diinyadaki artmis UK insidansi gevresel faktorlerlerin de etkili olabileceklerini
diisiindiirmektedir. Cevresel faktorler arasinda ise sigara i¢imi, diyet, non-steroidal anti-

inflamatuar ilaglar, stres ve enfeksiy0z ajanlar sayilabilir.

Sigara igmeyi birakmis veya sigara igmeyenlerde, aktif sigara igenlere gore UK
gelisme riski daha yliksektir. Sigaranin {lsersatif kolitte koruyucu etkisi oldugu
gorlilmiistiir. Yapilan calismalarda, sigara i¢iminin kolon mukozasindaki musinin
yapisini bozmasi sonucunda {ilseratif koliti tetikledigi diistiniilmektedir (Blumberg ve
Strober, 2001).

Karbohidrat, rafine seker ve protein tiiketiminin yiiksek olmasi ve yiiksek
miktarda yag asidi igeren besinlerin tiiketilmesi iilseratif kolite yatkinlig1 arttirmaktadir.
Oral kontraseptif ve non-steroidal anti-inflammatuar ilaglar, hormon replasman tedavisi
tilseratif kolitin gelisme riskini arttirmaktadir (Low ve ark., 2016; Ungaro ve ark.,
2017). Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar, nonspesifik olarak inflamasyonu baslatir
ve mukozal bariyeri yikarak dogal immiin cevabi aktiflestirir. Genetik olarak hastaliga
yatkin bireylerde kommensal bakteri ve diger antijenlerin enterositlere fazla girisi
sonucu uzun siireli T hiicre aracili inflamasyon uyarilir. Ornegin 2 hafta boyunca non-
steroidal anti-inflamatuar ilaglardan proksikam’a maruz kalan IL10-/- farelerde kronik
kolit gelismistir (Berg ve ark., 2002). Streste mukozal bariyer gecirgenligini, immiin

yanit1 ve liminal mikrocevreyi degistirerek inflamasyona duyarliligi artirmaktadar.

Appendektominin, 6zellikle geng yasta apandisitin alinmasi, iilseratif kolite kars1
koruyucu etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir (Low ve ark., 2013; Ungaro ve ark.,
2017).

Yapilan aragtirmalarla iilseratif kolitin bagirsak bakteri florasi ile iliskili oldugu
kamtlanmigtir. Ozellikle son yillarda yararl, koruyucu bakteriler ile zarar verici,
patojenik bakteriler arasindaki dengesizliklerin (disbiyosis) ilseratif kolite yol
acabilecegi ortaya konulmustur. Bagirsak liimenindeki enterik kommensal bakterilerin
sayist 1011~1014 civarindadir. Bagirsak kommensal bakterilerin gogunu Bacteroidetes
gibi gram-negatif bakteriler ile Firmicutes gibi gram-pozitif bakteriler olusturmaktadir
(Kim ve Cheon, 2017). CH ve UK gruplarinda Enterobacteriaceae ailesinde yer alan
Escherichia coli tiirleri bol ve aktif olarak tespit edilmistir. UK hastalarinda azalmig
biyogesitlilik, azalmis Firmicutes ve artmig Gamaproteobakteri ve Enterobakteriler

rapor edilmistir. UK hastalarmin kolonunda siilfit-rediikleyici Deltaproteobakteriler
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tespit edilmistir (Ungaro ve ark., 2017). Bakteriler arasinda son zamanlarda {izerinde en

¢ok durulan Mycobacterium paratuberculosis’dir.

Ulseratif kolitin klinik ve histolojik bulgular1 ve etkileyen faktorleri Sekil 2-1de

Ozetlenmistir.
Bulgular Eitkileven faktarler
+  Coounfun erken dénemlerde mikroplarla karsilasmamas:

+ Rekial kanama (g1l samtisayon)

+ Diyare * Diet _
— + Tenesmus + Mevsimsel degisin (semptomlar bahar ve yvaz aylarmda ~
k= (agnli  defekasyon daba stk gorulir) o
= durum) + Yerlegim codrafivas: =

. Kamn at:n'm + Sigara igie {koruyuceu) %

. Ates +  Appendektomi hikayvesi I{I_mn:g.'uc’u]- —_

« Bitkinlik +  Hormon replasman tedavis:

o Sighinlik +  Oral kontraseptiflerin ve non-steroidal anti-mflammatnar

« Kilo kavh ilaglann (NSAD kullanmm

*  Genetik risk alelleri

» Knpt epitelinin « Ailevi vatkinlk (birinei derece yakinlarda ve E
s 119‘_*'1‘32“ ] ikizlerde yakalanma riski artar) =
=9 + Kript apselen «  Gen mutasyonuna salip anneden genetik gegis voln 2.
% " L?’ﬂfﬂl?' AZImost + lle gocuga gegmesi ~
i1 infiltrasyonu +  Epigenetik degizimler (DNA metilasyonu, histon
= ' Aku! kexiptit madifikasyonu, non-kodlayic: RNA)

»  Milsin kavl +  Fnik grup

+ Krpt kayl * Yas (15 -30 vaslan arasinda daha sik gorilir)

Sekil 2-1: Ulseratif kolitin klinik ve histolojik bulgular1 ve etkileyen faktorleri (Low ve ark.,
2016).

2.1.3. Patogenez

UK’in patogenezi bilinmemektedir. Genetik olarak yatkin kisilerde cevresel
faktorlerin etkisiyle iltihabi reaksiyona karsi olusan asir1 ve kontrol edilemeyen immiin
cevabin veya immiin cevabin regiilasyonunun bozulmasi sonucunda goriildigi ileri

stiriilmiistiir (Roda ve ark., 2011; Geremia ve ark., 2014).

2.1.3.1. Ulseratif Kolit ve Sitokinler

Ulseratif kolit hastaliginda sitokinler, inflamatuar mediyatdrlerin, nitrik oksitin,
16kotrienlerin, trombosit aktive edici faktoriin salgilanmasinda, NF-kB yolun
aktivasyonunda, apoptozun inhibisyonunda goérev alirlar ve mukoza harabiyetinden

sorumludurlar (Roda ve ark., 2011).

Sitokinler immiin cevabin olusmasi sirasinda ve sonrasinda hem immiin hiicreler

hem de glia hiicreleri gibi diger viicut hiicreleri arasinda haberlesmeyi saglayan genis
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bir protein grubunu olustururlar (Roda ve ark., 2011). Gorev bakimindan bazi gruplara

ayrilirlar (Ferreira ve ark., 2018):
Tiimor Nekroz Faktor (TNF)

Antijen sunan hiicreler (Antigen Presenting Cell-APC) ve makrofajlar tarafindan
salgilanan tipik bir proinflamatuar sitokindir (Roda ve ark., 2011). Salgilanmasi
organizmada bir antijenin devreye girmesini gerektirmediginden, dogal bir immiinite
mediyatorii gibi etki etmektedir. TNF, T hiicreler tarafindan INF-y, IL-1p ve IL-6
sitokinlerin serbestlenmesiyle dogrudan ya da dolayli proinflamatuar, lokositlerin
fagositer aktivitesinin uyarilmasiyla anti-tiimoral, 16kositlerin yapismasini kolaylastiran
adeziv molekiillerin vaskiiler endotelyumda sentezini uyaran, prokoagiilan, serbest
radikallerin olusumu {izerine kompleks, apoptozu inhibe edici gibi birbirinden
ayirtedilmesi zor olan dogrudan ya da dolayl etkiler gosterir. TNF-a’nin bagirsaklarda
damar permeabilitesini arttirdig1 ve histolojik olarak dokulara hasar verdigi bildirilmistir
(Roda ve ark., 2011).

Interlokin-1p (IL-1p)

IL-1B Ozellikle monosit/makrofajlar tarafindan serbestlenmesinin yaninda, B
lenfositler ve endotel hiicreler tarafindan da serbestlenmektedir. Cok sayida
mikroorganizma, degisik maddeler, sitokinler ve mediyatorler, IL-1 salgilanmasina yol
acarlar. IL-1pB’in etkileri TNF’iin etkilerine olduk¢a benzerlik gostermektedir. IL-13’de
TNF-a gibi akut faz yanitin 6nemli bir mediyatoriidiir (Rogler ve Andus, 1998).

Interlokin 2 (IL-2)

Lenfositler tarafindan sentezlenen ve "T hiicresi biiylime faktori" olarak
adlandirilan IL-2, T lenfositlerin olgunlagsmasini ve proliferasyonunu saglamaktadir. UK
hastalarinda IL-2 seviyelerinin azaldigi (Rogler ve Andus, 1998), CH hastalarin inflame

mukozalarinda ise arttig1 (Breese ve ark., 1993) bildirilmistir.

Interlokin 4 (IL-4) ve transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B) anti-
inflamatuar sitokinlerdir. CD4+ tipi T lenfositler (Th-2) tarafindan, 6zellikle alerjik
reaksiyonlar sirasinda salgilanir. Onceden aktive olmus B lenfositlerin biiyiime ve
degisimini arttirir, hipersensibilite reaksiyonlarinda 6nemli rolii olan IgE olusumunu
kolaylastirir.  Makrofajlarin  koloni  olusumunu, monositler tarafindan H20,’in

salgilanmasin1 ve IL-1p ve TNF-o gibi proinflamatuar mediyatérlerin salgilanmasini
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inhibe eder. IBH hastalarin kaninda I1L-4 seviyesi ve IL-4’iin mRNA miktar1 diisiik
bulunmasi pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin arasinda dengenin
bozuldugunu ve proinflamauar sitokinlerin yoniine dogru kaydigini gostermektedir
(Rogler ve Andus, 1998; Roda ve ark., 2011). IL-4’niin inflamasyonu azaltic1 etkisi
Griga ve ark. (2000) tarafindan bildirilmistir. IL-4’nilin verilmesiyle Crohn ve UK
hastalarin periferal kan mononiiklear hiicreleri tarafindan salgilanan vaskiilar endotelyal

bliytime faktorii (VEGF) diizeylerinde anlaml1 bir azalma tespit edilmisir.

TGF-B hiicre proliferasyonunda inhibitér ya da stimiilator etkilidir. TGF-p,
epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, fibroblastlar, T ve B lenfositleri iizerine hiicre
proliferasyonunu inhibe edici etki gosterir. TGF-f, UK hastalarinda normal kontrollere
gore lamina propria’nin mononiikleer hiicreleri tarafindan asir1 sentezlendigi goriilmiis
ve TGF-f’nin sistemik immiin cevapta anti-inflamatuar olarak, lokal immiin cevapta ise

pro-inflamatuar olarak etki ettigi sonucuna varilmistir (Roda ve ark., 2011).
interlokin-5 (1L-5)

"Eosinophil colony stimulating factor" olarak adlandirilan IL-5, CD4'T tipi
lenfositlerden (Th2) ve bazi monositlerden salgilanir. IL-5, B lenfositlerin
proliferasyonunu ve immiinoglobulinlerin salgilanmalarin1  uyarir, sitotoksik T
lenfositlerini de aktive eder. IL-5’nin artmis diizeyleri UK hastalarinda tespit edilmistir,
bu nedenle UK Th2 tipi inflamasyon hastalig1 olarak kabul edilmektedir (Rogler ve
Andus, 1998). Paraziter enfeksiyonlara karst miicadelede Onemli rol oynayan
eozinofillerin biliylime, degisim ve aktivitesini uyarmasi nedeniyle biiylime faktorii

olarak kabul edilmektedir.
interlokin 6 (IL-6)

Akut faz yanitina cevap olarak indiikklenen proinflamatuar sitokindir.
Bagirsaklarda makrofajlar tarafindan salgilanir. Proinflamatuar etkilerini ¢oziinebilen
reseptorlerine baglanarak gosterir. Baglanma sonucunda gpl130’u eksprese eden
hiicreler uyarilir. UK hastalarin biyopsi orneklerinde yiiksek diizeyde bulunmustur
(Rogler ve Andus, 1998a; Roda ve ark., 2011).

Interlokin-8 (1L-8)

"Neutrophil activating peptide" olarak adlandirilan IL-8, ndtrofilleri aktive

ederek proinflamatuar mediyatorlerin serbestlenmesini uyarir. Bagirsak mukozasindaki
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makrofajlar, epitel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan salgilanir. UK hastalarinda
yiikselmis kolon IL-8 seviyeleri, makroskopik akut iltihabi degismeleri ile 6zellikle
kript apselerinde nétrofil hiicrelerinin sayisindaki belirgin artis1 ile parallelik gosterir

(Rogler ve Andus, 1998).
interlokin-9 (1L-9)

PU.1 transkripsiyon faktorii ile belirlenen yeni CD4+ Th hiicre popiilasyonun
salgiladigr IL-9, UK ile iligkilendirilmistir. Bu hiicre tipi, farklilasmamis (ThO)
hiicrelerinin  TGF-B ve IL-4 varliginda MHC Tip II antijen kompleksleri ile
karsilastiginda geligir. Th9 hiicreleri tarafindan salgilanan IL-9’nin  hiicre
proliferasyonunu ve tamirini inhibe ettigi ve bagirsak epitel bariyer lizerinde negatif
etkisi bulundugu, TNF-a konsantrasyonunu anlamli bir sekilde arttirdigr bildirilmistir

(Ungaro ve ark., 2017).
Interlékin-10 (1L-10)

T hiicreler, B hiicreler ve monositler tarafindan salgilanan anti-inflamatuar bir
sitokindir. Antijenik uyarinin varliginda, APC hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve T
hiicrelerine  ¢esitli antijenik peptidleri sunmaya yarayan MHC II (Major
Histocompatibility Complex-Temel Doku Uyusmazlik Antijenleri) molekiillerinin
azaltict (down) diizenlenmesi ile monositlerin antijen sunma kapasitesi azalir ve IL-1,
IL-6 ve TNF-a’nin salgilanmasi inhibe olur. UK hastalarin T lenfositlerindeki IL-10’a
ait mRNA’nin Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile ekstraksiyonu
sonucunda yiiksek bulunmustur, oysa normal lamina propriada tespit edilememistir
(Rogler ve Andus, 1998; Roda ve ark., 2011). Melgar ve ark. (2003), UK hastalarin T
lenfositlerinde IL-10’a ait mRNA’nin miktarinin arttigin1 bildirmislerdir. Artmis IL-

10’a ait mRNA miktar1 inflame olmayan ileumun T lenfositlerinde de goriilmuistiir.
Interlokin 11 (IL-11)

Pleiotropik bir sitokin olan IL-11, hematopoetik stem hiicreleri, hepatositler ve
progenitor hiicreleri iizerinde bircok etki gostermektedir. Bagirsak epitel hiicreleri
tizerinde koruyucu etkisi vardir. C3H/HelJ farelere 5-fluorourasil verildikten ve dldiirticii
dozun altinda radyasyon uygulanmasindan sonra, belirgin intestinal villus yapilarinin

bozulmasi gozlenmis ve fareler 10. giinde 6lmiistiir. Rekombinant insan IL-11 verilen



farelerin intestinal mukozas1 artmis mitotik indeksi gostererek kisa siirede iyilesmistir

(Rogler ve Andus, 1998).
Interlokin-12 (1L-12)

IL-12 ailesi dogal immiin sistemi ile iliskilidir. Lamina propriada aktive edilmis
makrofajlar ve dendritik hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. IFN-y iiretimini ve Th

hiicrelerin Th1 hiicrelere farklilagsmasini uyarmaktadir (Rogler ve Andus, 1998).
Interlokin-13 (1L-13)

IL-13, tipik bir Th-2 sitokinidir ve epitel hiicrelerinin bariyer fonksiyonunun
bozulmasindan, mukozanin tamir hizindan, epitel hiicrelerinin geg¢irgenliginin artmasina
neden olan siki baglantilarin degisiminden sorumludur. IL-13, Cd-1 reaktif dogal
Oldiirticii T hiicreleri tarafindan iiretildikten sonra epitel hiicrelerine etki ederek bu
hiicrelerin disfonksiyonuna neden oldugu bildirilmistir (Roda ve ark., 2011). UK
hastalarinda lamina propria lenfositlerinde IL-5 ve IL-13 seviyeleri yiiksek
bulunmustur. Bu bulgu UK patogenezinde Th-2 immiin cevabin Onemini
vurgulamaktadir (Roda ve ark., 2011). Heller ve ark. (2005), IL-13’in UK hastalarin
tizerinde etkisini incelemek amaciyla yaptigir calismalarda, IL-13’lin hiicre nekrozu
indiiklemeden, apoptozu indiiklemek suretiyle etki ettigi sonucuna varmislardir. Epitel
hiicre permeabilitesini de inceleyerek, hiicre kiiltiirtine IL-13’ilin ilave edilmesiyle
iyonlarin ve mannitol ile laktoz gibi biiyiikk molekiillerin epitel hiicrelerinden
geciglerinin  arttigini  gozlemislerdir. Siki  baglantilarin  yapisinin - degistigi, UK
hastalarmin kolonundan alinan biyopsi 6rneklerinde, normal kontrollere gore claudin-2
proteinin 10 misli arttigi, occludin, claudin-1, ve claudin-4 ekspresyonunun azaldig

gOrilmiistir.
interferonlar
Tip I ve Tip II olmak tizere iki tip interferon ayirt edilir.

Tip I interferonlar (IFN-a ve IFN-B), 6zellikle viral replikasyonunu inhibe eden
enzimlerin sentezini indiikleyerek viral enfeksiyonlara karsi hiicreleri korurlar. DNA
replikasyonunu inhibe ederek normal ve tiimoral hiicre proliferasyonunu baskilarlar.
Makrofajlarin ve dogal oldiiriici (NK) hiicrelerinin aktivitelerini uyarirlar ve smif I

MHC antijenlerinin ekspresyonunu arttirirlar (Rogler ve Andus, 1998).
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Tip Il ya da IFN-y, CD4+ tipi lenfositler, CD8 tipi T lenfositler ve NK hiicreler
tarafindan salgilandigindan "immiin interferon" olarak da adlandirilir. Viral
enfeksiyonlara karsi hiicreleri korur, mononiikleer fagositlerin aktivitesini uyararak
tiimoral hiicrelerinin Sliimiinii  kolaylastirir, simif I ve II MHC molekiillerinin
ekspresyonunu arttirir, ndtrofilleri, NK hiicreleri ve endotel hiicrelerini aktive ederek
onlarin lenfositlere yapismasini kolaylastirir, T ve B hiicrelerinin farklilagmasini arttirir.

CH hastalarda, IFN-a ve INF-y seviyelerinin intestinal mukozada arttig1 gézlenmistir
(Rogler ve Andus, 1998).

2.1.3.2. immiinopatogenez

Mikroorganizmalarin viicuda girislerinin engellenmesi ve girenlerin genel
yollarla birka¢ saatin iginde etkisizlestirilmesi dogal (innate) immiinite yolu ile
gerceklesir. Deri ve bagirsak mukozasi ile fagositoz olaylar ilk spesifik olmayan
savunma cevabini olustururlar (Bamias ve ark., 2005). Dogal immiin yanitinda gorevli
olan hiicreler nétrofil ve diger graniilositler, makrofajlar, dogal 6ldiirticii hiicreleri (NK)
ve mast hiicreleridir. Uyarlanmis (adaptif) immiinite ise her mikroorganizma igin
ozgiildiir ve lenfositler araciligryla olusturulur. Ozgiilliik lenfositlerin yiizeyindeki
reseptorlerin  mikroorganizmalarin antijenlerine baglanmas1 ile saglanir. Adaptif
immiinitenin bagka 6nemli bir 6zelligi ise hafiza’sinin (memory) olmasidir (Huang ve
Chen, 2016). Bu herhangi bir antijenle karsilasmis bir lenfositin ¢ogalarak olusturdugu
hiicre toplulugunda (lenfosit proliferasyonu), bazi hiicreler (hafiza hiicreleri) s6z konusu
antijene kars1 baglanma 6zelligini kaybetmeden uzun siireli yasamasi ve o antijenle
tekrar karsilasmasi durumlarinda ¢ok daha kisa bir siirede mikroorganizmalar:1 taniyip

etkisiz hale getirilmesi anlamina gelir.

Adaptif immiinite humoral ve hiicresel olmak iizere iki tiptir. Hiicresel immiinite
T hiicreleri tarafindan olusturulur. Etki mekanizmalarina gore bu T hiicreleri iki gruba
ayrilir. Enfekte olmus veya anormal hiicrelerin dlmelerini saglayan sitotoksik veya
oldiirticti T lenfositler ve diger hiicrelerin aktiflesip enfeksiyon bolgesine gelmelerini ve

immiin cevabin daha da yogunlagmasini saglayan efektor T hiicreleridir.

T hiicreleri hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 patojenlerin kontroliinde gorev alir.
Uyarilmis CD4+ yiizey molekiilleri tasiyan T hiicreleri sitokin salinimini uyararak hiicre
dis1 patojenleri, CD8+ yiizey molekiilleri tasiyan T hiicreleri hiicre i¢i patojenleri

kontrol eder. T hiicreleri timusu terk ettiinde ikincil lenfoid organlarda dolasir. Antijen
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ile heniiz etkilesime girmemis bu hiicrelere naif T hiicreleri denir (Matricon ve ark.,
2010). T hiicreleri, antijeni taniyip, antijen sunan hiicrelerin yardimi ile baglanip
aktiflestiginde klonal seleksiyona ugrayarak efektor ve hafiza lenfositlerini olusturur.
APC grubu olarak makrofaj, dendritik ve B hiicreleri gérev alir. APC hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan ve CD4+ veya CD8+ T hiicrelerine antijenik peptidi sunan MHC
proteinleridir ~ (Matricon ve ark., 2010). Efektor lenfositler ortamdaki
mikroorganizmalar etkisizlestirmekle ugrasirken, hafiza lenfositler viicutta uzun siire
yasayarak ayni mikroorganizmanin daha sonraki olas1 bir enfeksiyonuna kars1 hazirlikli
olmasini saglar. Hafiza hiicreleri, yogun ve aktif bir immiin cevabi ¢ok daha kisa bir
stirede baglatabildiklerinden, viicuda giren mikroorganizmalar heniiz ¢ogalmadan

etkisizlestirilirler.
2.1.3.2.1. Dogal immiinitenin IBH Patogenezindeki Rolii

Dogal immiin yanit, patojenlerin hizli bir sekilde taninmasimi saglayarak

enfeksiyonlara karsi korunmanin ilk basamagin1 olusturur.

2.1.3.2.1.1. Dogal immiin Sistem Hiicrelerinin IBH Patogenezindeki Rolii

Makrofajlar

Immiinojen (antijen) viicutta &nce makrofajlar tarafindan almnarak islenir.
Makrofajlar, proteazlarin ve serbest radikallerin etkisiyle patojenleri peptidler ve
lipopolisakkaritler gibi spesifik antijenik determinantlara pargalarlar. Patojen antijen-
major histokompatibilite kompleksi, hiicre zarindaki major histokompatibilite
antijenlerin, patojen antijenik determinantlari ile birlesmesi sonucunda meydana gelir.
Bu kompleksin T hiicrelerindeki T hiicresi reseptoriine (TCR) baglanmasi ile T
hiicrelerine antijen hakkinda bilgi verilir. Inflamatuar bagirsak hastaligin akut fazinda,
intestinal mukozadaki makrofajlarin sayisi asir1 derecede artar. Makrofajlar, T hiicreyi
ko-stimiilator ¢ok sayida molekiilii (CD40, CD80, CD 86 vs.) eksprese eder ve miyeloid
hiicre-1 tizerinde eksprese olan reseptorleri (TREM-1: Triggering receptor expressed on
myeloid cells) tetikler. TREM-1, makrofajlar tarafindan pro-inflammatuar faktorlerin
salgilanmasini arttirir. Normal intestinal dokularda TREM-1’in ekspresyonu normal
seviyesinde iken deneysel olarak olusturulmus kolit modelinde ve IBH hastalarinda

yuksek oldugu goriilmiistiir (Huang ve Chen, 2016).
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Dendritik Hiicreleri (DH)

Olgunlagmis dendritik hiicrelerin yiizeyinde antijen sunan molekiilleri
bulunmaktadir. Bu molekiiller ko-stimiile edici faktorleri, T hiicreleri ile etkilesen
alanlari, kemokin reseptorlerin ekspresyonunu, lenfoid organlara dogru dendritik
hiicrelerin hareketlerini ve T lenfositlerini aktive ederek sitokin salgilanmasin arttirirlar
ve primer immiin yanitin olusmasina yol agarlar (Huang ve Chen, 2016). Retinoik asit,
timik stromal limfopoietin (TSLP) ve TGF-B iireten epitel hiicreleri, IL-10 iireten
dendritik hiicrelerinin gelisimini hizlandirarak anti-inflamatuar cevabin meydana
gelmesini uyarir. IBH’da TGF-B ve TSLP’in diisiik seviyede ifade edildigi ve retinoik
asit yolag1 azaltict (down) sekilde diizenlenlendigi bildirilmistir (Ahluwalia ve ark.,
2018).

Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer Cells; NK)

NK hiicreleri, viral ve bakteriyel enfeksiyonlart kontrol eden, sitokinleri
salgilayan ve dogal ile adaptif immiinite arasindaki dengeyi saglayan hiicrelerdir.
Uyarildiklar1 zaman T hiicrelerin antijen reseptorlerine baglanmadan hasara yol agan
sitotoksik etki gosterirler. ki reseptdr sistemi araciligi ile cevap verirler; biri insan
16kosit antijenleri (human leukocyte antigens, HLA) sinif I molekiilleri araciligi ile
antijenleri tanirlar ve immiin cevabi inhibe ederler, digeri ise HLA olmayan molekiiller

araciligi ile hedef hiicreleri 6ldiirtirler (Huang ve Chen, 2016).

2.1.3.2.1.2. Dogal immiin Yamt: Uyaran Molekiiller

Defensinler:

a ve P olmak iizere iki gruba ayrilan defensinler, genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivitesi ve kemotaktik fonksiyonu olan, T hiicreleri, monositleri ve
dendritik hiicrelerini hizli inflamatuar cevabin olusumu icin toplayan ve bu sekilde
dogal ve adaptif immiinite arasinda bir koprii olusturan proteinlerdir. Bu nedenle
defensinlerin azalmasi dogal immiiniteyi zayiflatirken adaptif immiinitenin baglamasini
ve diizenlenmesini etkilemektedirler (Huang ve Chen, 2016).

“Human defensin (HD)” olarak adlandirilan iki o-defensin (HD5 ve HDG6)
baslica Paneth hiicrelerinden salgilanir. a-Defensinin azalmasi NOD2/CARDI15
mutasyonlar ile iliskilidir. ileum tipi Crohn hastalarinda, HD-5 ve HD-6 ekspresyonu
saglikli ve non-ileum Crohn hastalarina gére anlamli bir sekilde azalmistir. NOD2 gen

mutasyonu olmayan Crohn hastalarinda ise HD-5 ve HD-6 ekspresyonu artmistir.
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Ulseratif kolit hastalarin kolon epitel hiicrelerindeki HD-5 ve HD-6’ya ait mRNA
ekspresyon seviyelerinin arttiklar1 bildirilmistir. Crohn hastaligi defensin eksikligi
sendromu olarak diisiniilmiistiir. Mukozal defensinlerin kaybi, intestinal mukozaya
daha cok bakteri invazyonuna yol agarak inflamasyonun ilerlemesine yol agtig1
bildirilmistir (Huang ve Chen, 2016).

Human beta defensin (hBD) olarak adlandirilan B-defensin-1 (HBD1) normal
intestinal mukoza epitel hiicrelerinde bulunmaktadir ve inflamasyon veya bakteriyal
enfeksiyonlardan etkilenmemektedir. hBD-2, hBD-3 ve hBD-4’iin ekspresyonu ise
cesitli bakteriyel trlinler ve sitokinlerle uyarilir. Kolon tipi Crohn hastaliginda arttig
bildirilmistir (Huang ve Chen, 2016).

2.1.3.2.1.3. Yapr Tanmiyan Reseptorler (PRR: Pattern Recognition
Receptors).

Makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilen PRR reseptorleri,
mikroorganizmanin patojenle iliskili molekiiler yapilar1 (PAMPs: pathojen-associated
molecular patterns) tanirlar ve bu reseptdrlerin uyarilmasi ile hiicre ici MAP kinazlar,
NFkB gibi transkripsiyon faktorlerin aktive edilmesiyle sitokin iiretimini saglayan
genlerin transkripsiyonunun baglamasina yol acarlar ve patojenlere karsi savasirlar.
PRR’ler Sirke sineginin Toll reseptorlerine benzer reseptorler (Toll-like receptors: TLR)
ile intraseliiler NLR (NOD "nucleotide-binding oligomerizsation-domain protein™ like
receptors) reseptOrleri kapsar. PRR’lerin aktivasyonu antijen sunan hiicrelerin
olgunlasmasini hizlandirir ve adaptif immiinitenin aktivasyonuna yol agarak dogal ve
adaptif immiinitenin arasinda bir koprii gorevi goriir. TLR ve NLR kodlayan genlerin
mutasyonu IBH ile iliskilendirilmistir, rnegin CH tanis1 bulunan olgularda NOD2 gen
mutasyonu saptanmistir (Huang ve Chen, 2016; Ahluwalia ve ark., 2018).

PRR’lerin en oOnemli bileseni olan TLR’ler intestinal epitel hiicrelerinde
eksprese edilir. Glinlimiizde insanlarda 12 fonksiyonel TLR tanimlanmistir. TLR2 ve
TLR4 ince bagirsaklarin periferal lenfatik epitel hiicrelerinde bulunur. TLR tarafindan
miyeloid diferansiyasyon faktor 88 (MyD88) bagimli veya bagimsiz sinyal yolag: ile
NF-kB ve MAPK indiiklenmesi, adaptif immiin cevaplarin aktivasyonuna ve limendeki
patojenlerin temizlenmesine yol agar. TLR3’lin ekspresyonu siirekli iken, TLRS, TLR2

ve TLR4 sadece normal intestinal epitel hiicrelerinde eksprese edilir.
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[BH’da mukozal dendritik hiicreleri ve makrofajlarda, TLR2, TLR4, CD40 ve
kemokin reseptor CCR7 yiiksek seviyede ifade edilir ve TNF-a, IL-1B3, IL-6 ve
interlokin-18 (IL-18) gibi pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini uyarmak suretiyle
inflamasyonun artmasina yol agar. TLR’lerin ¢ogu pro-inflamatuar cevaplari ile
iligkilendirilirken, TLR9un, IL-10 ve INF salinimin1 uyararak anti-inflamatuar cevabin
olusumuna ve mukozanin iyilesmesine yol agtigi bildirilmistir (Ahluwalia ve ark.,
2018). Akut UK hastalarinin lamina propria ve kolonositlerinde TLR2 ve TLR4 artmis
ekspresyonu bildirilmistir (Ungaro ve ark., 2017).

Caspase-activating and recruiment domain 15 gen (CARD15: CARD protein-
protein etkilesim bolgesi igerir) tarafindan kodlanan ve sitoplazmik bir protein olan
NOD?2, gram pozitif ve gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikaninin
temel bileseni olan muramil dipeptidi (MDP) taniyan sitoplazmik bir NRL'dir (Bamias
ve ark., 2005; Huang ve Chen, 2016). NOD2, serin/treonin kinaz2 reseptor (RIPK2)
baglayan protein ile oligomer olusturarak ubikitinasyonu indiikler, NF-kB aktive olur ve
proinflamatuar sitokinlerin iiretimi uyarilir. NOD2 gen mutasyonu Crohn hastalarinin
intestinal mukozal immiin cevabi ile iligkilidir (Siegmund ve Zeitz, 2011; Huang ve
Chen, 2016).

2.1.3.2.2. Adaptif Immiinitenin iIBH Patogenezindeki Rolii

Dogal immiin sistem, inflamatuar cevaplart indiiklemektedir, adaptif immiin
sistem ise IBH’da goriilen kronik inflamatuar olaylarm ilerlemesinde merkezi rol
oynamaktadir (Ahluwalia ve ark., 2018).

2.1.3.2.2.1. Th1/Th2 Dengesi

Makrofajlar tarafindan IL-1’in salgilanmast ve makrofajlarin dinlenme
durumundaki T yardimer hiicreleri (T helper, Th) ile kenetlenmesi (makrofaj-Th)
sonucunda Th hiicreleri aktive olur ve IL-2, B hiicre biiyiime faktorleri (B cell growth
faktorc) (BCGF) ve B hiicre farklilagma faktorlerini (B cell differentiation factors)
(BCDF) salgilanmasina neden olur. T-lenfositleri, 1L-2, IL-4, interlokin-7 (IL-7) etkisi
altinda proliferasyon ve farklilasma gegirerek lenfokin (sitokin) salgilayan sitotoksik T
hiicresi (Tcytotoxic, Tc), T supresor (Ts) hiicreye doniisiir. Supresor T hiicreleri olarak
bilinen hiicrelerin giinlimiizde T-regiilator hiicreler (Treg) oldugu anlasilmistir. Treg
hiicreleri kendi antijenlerine karsi toleransin devamliligini saglamaktadir. T-regiilator

hiicreler hem farelerde hem de insanlarda Th ve B lenfositleri baskilamaktadir (Huang
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ve Chen, 2016; Ahluwalia ve ark., 2018). Ts hiicreleri aktif Th ve T/B lenfositlerin
proliferasyon ve farklilasmasini inhibe etmektedir.

Salgilanan IL-12 ve interlokin-27 (IL-27), CD4+ T-hiicrelerinin reseptorleri ile
etkileserek, Th-1 farklilasmasinda 6nemli rolii olan sinyal iletici ve transkripsiyon 1
aktivatorii (STATI1) aktiflestirir. Translokasyon ile niikleusa giren STATL, spesifik
transkripsiyon faktorii T-bet’i aktive eder ve Th hiicrelerinin Thl hiicrelerine
farklilasmasini saglar. Th-1 hiicreleri IFN-y, THF-o ve IL-2 gibi proinflamatuar
sitokinleri salgilarlar (Ahluwalia ve ark., 2018).

Th-2 hiicreler hiicre dis1 parazitlere kars1 immiin cevapta kritik role sahiptir. IL-
4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinler Th-2 hiicreleri tarafindan salgilanir. Antijen sunan
hiicreler tarafindan salgilanan IL-4, Th hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorii ile
etkileserek Th-2 farklilasmasinda Onemli role sahip olan STAT6’y1 aktiflestirir.
Translokasyon ile niikleusa giren STAT6, GATA baglayict protein-3 (GATA-3)
transkripsiyon faktoriinii aktive eder ve Th hiicrelerinin Th-2 hiicrelerine farklilagmasini
saglar (Huang ve Chen, 2016). IL-13, TNF-a ile beraber, Th-2 hiicrelerin yiizeyinde
bulunan IL-13 RP2 reseptoriine baglanarak STAT6’y1 aktive eder ve Th-2 hiicrelerin
proliferasyonunu  arttirtr.  IL-5 ve IL-13’tGn ekspresyonu UK hastalarinin
bagirsaklarindaki inflamasyon bolgelerinde arttigi gozlenmistir, bu nedenle UK
patogenezinde Th-2 hiicrelerin 6nemli rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (Huang ve Chen,
2016). IL-4 ve IL-13 mRNA seviyeleri UK hastalarinin rektal biyopsilerinde anlaml
derecede yiiksek bulunmus ve IL-13’tin UK patogenezinde epitel sitotoksisitesi ve
bariyer disfonksiyonunda onemli bir mediyatér oldugu ileri siiriilmistiir (Ungaro ve
ark., 2017). Bagirsak villuslarin1 Orten absorbe edici epitelin farklilastigi yerlerin
altindaki lenfoid doku nodiilleri olan Peyer plaklardaki dendritik hiicreler vitamin A’y1
metabolize ederek olusan retinoik asit, T ve B lenfositlerdeki sirasiyla integrin a4f7 ve
CCR9’un ekspresyonunu indiikler. Daha sonra sistemik dolagima giren bu hiicreler
yeniden bagirsaga doner ve ilgili ligandlarina sirasiyla MAdCAM-1 ve CCL25%e
baglanirlar (Ungaro ve ark., 2017).

Th-1 ve Th-2 hiicre gruplar trettikleri sitokinlerle karsilikli birbirlerini kontrol
altinda tutarlar. Bu iki hiicre grubu arasinda dengenin bozulmasi bazi patolojilerin
gelismesine yol agar. Th-1 hiicreleri tarafindan salgilanan INF-y, Th-2 hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ederken, Th-2 hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4, 1L-10 ve IL-

13, Th-1 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. Thl hiicreleri tarafindan salgilanan
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IL-1, IL-2, IL-6 ve IL-8, hiicresel immiin cevapta rol alirken, Th-2 hiicreleri tarafindan
salgilanan IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokinler humoral immiin cevapta
gorev alirlar. Bu nedenle Th-1 ve Th-2 hiicreler arasindaki denge pro-inflamatuar ve
anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengeyi ve immiin cevabi belirler (Huang ve
Chen, 2016).

Th-1 tipi hiicrelerin uyarilmasi ile IL-1, IL-2, TNF-a, INF-y gibi Th-1 tipi
sitokinler daha ¢ok salgilanir ve Crohn hastaliginin gelismesine yol agar (Bamias ve
ark., 2005). Ulseratif kolitte ise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi Th-2 tipi
sitokinler, Th-1 tipi sitokinlerden daha fazla salgilanir (Roda ve ark., 2011). Thl
hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y, Th-2 hiicrelerinin proliferasyonunu baskilarken,
Th-2 tarafindan salgilanan IL-4 Th-1 hiicrelerin farklilasmasini bloke eder (Ahluwalia
ve ark., 2018). Immiin dengesizliginin IBH gelisiminde onemli rol oynadig
gosterilmistir. Yiiksek IL-2 ve IFN-y seviyeleri ile seyreden Th-1 aracili immiin cevabin
baskin olarak CH’da goriildiigi bildirilmistir. Pro-inflamatuar sitokin olan IFN-y’nin
yiiksek seviyeleri, TNF salgilayan bagirsak makrofajlar1 gibi diger immiin hiicrelerini
de etkileyerek hastaligin kroniklesmesine yol agabilmektedir. CH ve kontrol gruplarina
gore, UK hasta grubunda mukozal T-hiicrelerinin IL-5 ve IL-13 seviyeleri daha yiiksek
bulunmustur (Ahluwalia ve ark., 2018).

UK hastalarinin sitokin profilleri incelendiginde 6zellikle IL-5 seviyelerinin
arttig1 gorillmis, fakat INF-y veya Th-1’in agir1 aktivasyonuna cevap olarak salgilanan
sitokinlerin seviyelerinde anlamli bir artig gozlenmemistir (Head ve Jurenka, 2007). IL-
4 ve IL-13, IgE antikor iretimini uyarirlar. IL-5 ile eozinofiller aktive edilerek
parazitlerin 6ldiiriilmesi saglanir. Boylece Th-2 hiicreler, hiicre dis1 patojenlere karsi
konakg¢1 savunmasinda ve alerjik durumlarda 6nemli rol oynar. Crohn hastaliginda Th-1

immiin yaniti, UK hastaliginda ise Th-2 immiin yanit1 asir1 aktif hale gelir.

2.1.3.2.2.2. Th17 Hiicreleri ve Salgiladiklar: Sitokinler

Son yillarda CD4+T lenfositlerinden gelisen ve interlokin-17 (IL-17), interlokin-
21 (IL-21) ve interlokin-22 (IL-22) salgilayan ii¢lincii bir efektdr Th hiicresi (Th-17)
kesfedilmistir. Th17 hiicreleri IL-6 ve TGF-f ile aktive edilir, olgun IL-17 salgilayan
hiicrelere farklilagsmalar1 ise interlokin-23 (IL-23) ile indiiklenir (Siegmund ve Zeitz,
2011). IL-17 ve IL-23 Crohn hastalarin intestinal mukozasinda yiiksek miktarda

bulunmus, bu sitokinlerin Crohn hastaligin patogenezinde dnemli rol oynadiklari ileri
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stiriilmiistiir (Siegmund ve Zeitz, 2011). IL-23, Th hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorii
ile etkileserek TGF-B, IL-6 veya IL-21 varliginda sitoplazmik sinyal transdiiksiyon ve
transkripsiyon STAT3 faktorii aktive eder. STAT3 niikleusa girer ve RAR-bagimli
orphan reseptér gama t (RORyt) transkripsiyon faktoriinii aktive ederek Th hiicrelerinin
Th17 hiicrelerine farklilasmasina yol acar (Sekil 2-2) (Ivanov ve ark., 2007; Huang ve
Chen, 2016). Bu hiicrenin baslica fonksiyonu Thl ve Th2 tarafindan tam olarak kontrol

altina alinamamis patojenlerin yok edilmesini saglamaktir (Huang ve Chen, 2016).

STAT3 SIALS IL-23
RORyt
STAT3 STAT3
IL-6 . IL-21 . IL-23R
RORyt
+ + +
TGF-B TGF-B TGF-B
Tsa RORyt
T~Sel STAT3
L7

Sekil 2-2: Th-17 hiicrelerinin farklilasmasinda sitokinlerin rolii (Ivanov ve ark., 2007).

Aktive olan Th17 hiicreleri, IL-17, IL-21 ve IL-22 sitokinleri salgilayarak
immiin hiicrelerin periferal dokulara ge¢melerini uyarir, IL-17 reseptorlerine
baglanmalar1 takiben NF-kB aktivasyonu sonucunda bir¢ok pro-inflamatuar faktorlerin
serbestlenmesine neden olurlar (Huang ve Chen, 2016). Bir¢ok klinik ¢alismada Crohn
hastalig1 ve UK hastalarin inflamatuar bagirsak mukozalarinda IL-17 hiicrelerin ve IL-
17, IL-21 ve IL-22 miktarlart saglikli kisilere gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur
(Huang ve Chen, 2016). Th-17 hiicrelerin akut fazindaki UK hastalarin intestinal

mukozanin lamina propria kisminda dagildiklar goriilmistiir (Huang ve Chen; 2016).
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Treg hiicreleri, Th-1, Th-2 ve T-17 T hiicrelerinin ¢ogalmasint ve
proinflamatuar sitokin tiretimini baskilar. Treg hiicreleri giiclii bir anti-inflamatuar
sitokin olan IL-10’u ve TGF-p salgilarlar. IL-10 eksikliginde farelerde spontan olarak
inflamasyon gelistigi goriilmiistlir (Siegmund ve Zeitz, 2011). Treg hiicrelerin gelisimi
ve fonksiyonu iizerinde FOXP3 (forkhead boxP3) transkripsiyon faktorii Treg
hiicrelerin spesifik yiizey belirtecidir. iki Treg hiicre tipi bildirilmistir: dogal (nTreg) ve
edinsel diizenleyici (iTreg). nTreg otoimmiin yanitlarini baskilar, immiin toleransi
uyarir ve otoimmiin hastaliklarinin gelisimini baskilar. Treg hiicrelerin UK ile iliskisi
birgok ¢alismada arastirilmistir (Huang ve Chen, 2016). Th17 hiicrelerinin aktivasyonu
ve Th17/Treg hiicre dengesinin bozulmasi intestinal inflamasyonun gelisiminde 6nemli
rolii oldugu bildirilmistir (Kim ve Cheon, 2017). Naif T hiicrelerinin farklilasmas1 Sekil
2-3’te gosterilmistir.

lmmunosupresyon
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Sekil 2-3: Naif T hiicrelerinin farklilasmas1 (Matricon ve ark., 2010).

Th17 ve Treg hiicreleri dinamik bir denge altinda bulunmaktadir. Mukozal
hasara yol acan Th-17 hiicrelerinin artmasi, Treg hiicrelerinin normal fonksiyonunun
bozulmas: ile bu denge bozulmaktadir. IL-6 varliginda TGF-B konsantrasyonunun

diisiik oldugu zaman T hiicreleri T17 hiicrelerine farklilasir ve Treg hiicrelerinin
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olusumu inhibe olur. TGF-B konsantrasyonu yiiksek oldugu zaman Th17 hiicrelerinin
tiretimi baskilanir ve Treg hiicrelerinin meydana gelmesi gii¢lendirilir. IBD hastalarinin
inflamatuar intestinal mukozalarini tamir etme etkileri olan Treg hiicreleri, IL-6 ve/veya
IL-23 varliginda patojenik T17 hiicrelerine doniisiirler. T17 hiicrelerinin Treg
hiicrelerine doniisiimii ile ilgili herhangi bir rapor olmadig1 goz 6nlinde bulundurularak,
bu doniisiimiin irreversibl oldugu sonucuna varilmistir. IBH hastalarin periferal kaninda
Treg hiicrelerin azalmasi ile T17 hiicrelerin artis1 goriilmiistiir (Huang ve Chen, 2016).
Tc hiicreleri ve aktif Th hiicreleri sitokin salgilayarak immiin sistemde modiilasyon ve
hiicresel toksisiteye neden olur. Th17 ve Treg hiicrelerin farklilasmasinda sitokinlerin

ve transkripsiyon faktorlerin rolii Sekil 2-4’te gosterilmistir.

Sekil 2-4: Th17 ve Treg hiicrelerin farklilasmasinda sitokinlerin ve transkripsiyon faktorlerin

rolii (Ivanov ve ark., 2007).

Aktive olan Th17 hiicreleri TGF-f varliginda IL-6, IL-21 ve IL-22 sitokinleri salgilayarak STAT3 ve TCR
aktivasyonu ile IRF4 yolu ile RORyt’i (yesil) indiiklerler. Th17 hiicrelerini baskilayan sitokinlerden IL-2 STAT5 yolu
ile, IL-27 ise SOCS3 ve STAT3 yolu ile RORyt’nin arttirict diizenlemesini baskilarlar. Treg gelisimini arttiran
retinoik asit ile Foxp3 ekspresyonunu indiikleyen TGF-f, Th17 farklilagmasini azaltirlar. IL-4, IFN-y ve IL-25 gibi
Thl ve Th2’in indiikledikleri sitokinler Th17 farklilagmasini inhibe ederler (kirmizi). TGF-B, hem Th-17
farklilagmast hem de Treg hiicre geligimi i¢in gereklidir.

2.1.3.3. UK’in Patolojik Bulgular:

Hastalarin yaklasik % 14-35’inde iilseratif kolit tiim kolonu tutar (pankolit), %
16-45°’nde sigmoid kolonun oOtesine uzanir, ancak tiim kolonu tutmaz (sol kolon
tutulumu). Hastalarin % 30-60’inda ise hastalik rektum (proktit) veya rektosigmoid
(proktosigmoidit) bolgeye sinirlidir (Ungaro, 2017) (Sekil 2-5).
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Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients
Symptoms Symptoms Symptoms
Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,

fatigue, and fever

Sekil 2-5: Montreal siniflandirilmasina gore iilseratif kolit kolon tutulumu (Ungaro, 2017).

2.1.3.4. Gastrointestinal Mukozal Sistem

Insan viicudu siirekli enfeksiyon ve zarar verici maddelere maruz kalarak, saglik
ve hastalik arasindaki dengenin bozulmas: riski altindadir. Gastrointestinal sistem, dis
ortami ile temasta olan yaklasik 250 m? gibi genis bir yiizey alanma sahip olmasi
nedeniyle en fazla antijen yiikiine maruz kalan bolgelerden biridir. Bir lenfoid organ
olarak bagirsaklarda mevcut olan immiin sistem viicudu disaridan gelen bakteri, virus
ve parazitlere karsi korudugu gibi organizmanin ¢evresel antijenlerle olan etkilesimini

de organizma lehine diizenler (Salvo-Romero ve ark., 2015).

Genom boyu iliskilendirme (genom-wide association studiessGWAS) ve
immiinolojik calismalarindaki gelismeler, IBH patogenezinde epitel bariyer biitiinliigii,
dogal mikrobiyal duyarlilik, otofaji ve katlanmamais protein cevabi gibi mukozal dogal

immiin cevaplarin IBH patogenezinde merkezi rol oynadigii gostermistir (Geremia ve

ark., 2014).

Gastrointestinal mukozal sistem biitiinliigiiniin veya immiinitesinin bozulmasi
IBH hastaligmin temelini olusturmaktadir. Bagirsak immiin sistemi mikroorganizmalara

Ve cevresel antijenlere kars1 organizmanin korunmasinda ilk basamaktir.

Ince bagirsaklar icten disa dogru; tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika

seroza olmak lizere {i¢ tabakadan meydana gelir (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: Bagirsaklarin histolojik yapisi (http://basicchemicalkey.com).

Tunika mukoza ise lamina epiteliyalis, lamina propria, lamina muskularis ve
submukoza olmak iizere dort tabakadan olusur. Tek katli yiiksek prizmatik hiicrelerden
olusan lamina epiteliyalis’te emilim yapan hiicreler (enterositler), goblet hiicreleri,
enteroendokrin hiicreler, kok hiicreler, M-hiicreleri ve Paneth hiicreleri olmak {izere alt1
tip hiicre vardir (Salvo-Romero ve ark., 2015).

Ozellikle bagirsaktaki lokal lenfoid dokularin olusturdugu mukozal immiin
sistem, anatomik, morfolojik ve fonksiyonel &zelliklerine gore dort gruba ayrilarak
incelenebilir:

1. Peyer plaklar
2. Lamina propria lenfoid hiicreleri
3. Bagirsak epitel hiicreleri

4. Epitel i¢ci mononiikleer hiicreler veya intraepitelyal lenfositler

Bagirsak mukozasinin ylizeyinde intestinal bakterilere ve besin antijenlerine
karst ilk bariyeri mukus olusturur. Mukus iki tabaka halinde epitel bariyerin iizerinde
yer alir; maddelerin absorpsiyonunu kolaylastiran, epitel hidrasyonunu saglayan ve
ylizeyini doseyen epitel hiicrelerini luminal shear stress’e ve sindirim enzimlerine karsi

koruyan viskoz bir yapida olan mukus tabakasi (tiirbulan; stirred) ile mikrobiyotay1,
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IgA, musin ve antimikrobiyal peptid salgilayan tiirbiilan hareketlerden uzak, dis etkiler
ile karigmayan mukus tabakasi (non-stirred). Musinin MUC1, MUC2, MUC3, MUC 6
gibi degisik alt gruplar1 tanimlanmistir. Mukusun bagirsak inflamasyonun énlenmesinde
Onemini gostermek amaciyla yapilan caligmalarda, MUC2—/— geni ¢ikartilmis farelerde
kolit gelismistir ve bagirsak epitel dokusu ile direkt temasta olan bakterilerin etkisine
bagli olarak, kolorektal kanser riskinin arttig1 gozlenmistir (Geremia ve ark., 2014).

I¢c mukus tabakasi ile temasta olan epitel hiicreleri patojenlere kars1 ikinci
koruma hattin1 olusturmaktadir. Ince bagirsaklarin yiizeyinde Lieberkiihn kriptalar:
olarak isimlendirilen kiigiik kriptalarinin derininde bulunan epitel pluripotent stem
hiicreleri devamli olarak mitoza ugrarlar ve yeni hiicreler bagirsak sekresyonlarinin
dokiildiikleri yer olan villuslarin uglarina dogru yavas yavas go¢ ederler. Kok hiicreler;
Goblet, Paneth ve epitel hiicrelerine farklilagarak onlarin yenilenmesini saglarlar. Saglik
durumunda bir bagirsak epitel hiicresinin yasama siiresi yaklasik olarak bir haftadir.
Yeni hiicrelerin siiratle biiyiimeleri, mukozada herhangi bir hasar meydana geldigi
zaman tamir imkani verir (Salvo-Romero ve ark., 2015).

Bagirsak mukozasinin emilim ylizeyini arttiran bir¢ok kivrimlar, villuslar ve
mikroviluslar mevcuttur. Mikrovilluslar emilim alanini1 genisletmekte ve sekresyona
yardimc1 olmaktadirlar. Her mikrovillusta tek tabakali uzun, prizmatik, absorptif
ozellikte epitel hiicre (enterosit) bulunmaktadir. Bagirsak villuslarini 6rten absorbe
edici epitelin farklilastig1 yerlerin altindaki lenfoid doku nodiilleri olan Peyer plaklari,
duodenumdan ileogekal bolgeye dogru gittikge sayilart artan bir sekilde yerlesmislerdir.
Onemli bir B ve T lenfositler kaynagi olup mukozal immiin cevabin uyarilmasinda
onemli bir role sahiptirler. Intestinal tek tabakali epiteldeki hiicrelerin % 80’ini
olusturan enterosit hiicrelerin yani sira, musin sentezleyen ve salgilayan Goblet
hiicreleri, antimikrobiyal peptidleri sentezleyen Paneth hiicreleri, hormon ve bazi
maddeleri salgilayan enterokromafin hiicreleri ve M hiicreleri bulunmaktadir. Paneth
hiicreleri, Liberkithn kriptalarinin altinda yerlesik olan piramit seklindeki ekzokrin
hiicrelerdir, ince bagirsak florasinin denetlenmesinde ve diizenlenmesinde rol oynar.
Farklilasmamis kript hiicrelerden olustugu diisiiniilen ve iizerlerinde birka¢ adet
mikrovillus seklinde mikrokivrimlar iceren M hiicrelerin gorevi antijenleri bagirsak
boslugundan aktif tasima ile alttaki lenfoid dokuya tasimaktir. Ger¢ek anlamda bagirsak
epiteli ve ozellikle enterositler, makromolekiillere gegirgen olmayan, sadece su ve bazi

elektrolitler gibi kii¢iik molekiillerin sizmasina olanak veren segici ve koruyucu bir
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bariyer olarak gorev goriir (Salvo-Romero ve ark., 2015; Kim ve Cheon, 2017). Ayrica
enterositler, dogal immiin yanitinda rolii olan reseptorlerin ekspresyonunda gorev
alirlar, profesyonel olmayan antijen sunum hiicreleri gibi davranirlar, timik stromal
limfopoietin, TGF-B1, interlokin-25 (IL-25), proliferasyonu indiikleyici ligand (APRIL)
ve B hiicreleri aktive eden faktor (BAFF) gibi sitokin ve kemokinleri salgilayarak
16kositlerin aktivasyonu ve gocii yani sira lokal immiin cevaplarin diizenlenmesinde de
gorev alirlar.

CH ve UK hastalarinda epitel bariyerin bozulmasi ve intestinal permeabilitenin
artmas1 gdzlenmistir. IBH’da, goblet hiicrelerin sayis1 ve musin kodlayan genlerin
ekspresyonu azalmistir (Matricon ve ark., 2010).

IBH’da, viicudun mikroplardan ve diger toksik etkenlerden korunmasinda
Oonemli gorevi olan epitel bariyerin biitlinliigii ile dogal ve adaptif immiin yanit1 bozulur.
Histolojik olarak remisyonda bile kolonun epitel hiicrelerinin proliferasyonu artmis
bulunmustur. Akut devrede mukozada akut iltihabi degisiklik goriiliir. Damarlanmada
belirgin artma mevcuttur. Kapillerlerde konjestiyon goriilmistiir. Kript apseleri, kript
epitelinin nekrozu ile beraber liimene dolan iltihabi eksiida ile karakterizedir. Goblet
hiicrelerinin sayisinda ve mukus sekresyonunda belirgin azalma, lamina propria’da
belirgin mononiikleer iltihabi infiltrasyon mevcuttur. Mukozada erozyon ve iilserasyon
goriiliir. Muskularis mukozada da kronik iltihabi infiltrasyon goriilmiistiir (Matricon ve
ark., 2010).

Lamina propria’da yer alan lenfoid hiicreler ve makrofajlar; antijenlere,
mikroorganizmalara ve diger yabanct maddelere karsi immiinolojik bir bariyer
Olusturduklarindan lamina propria immiinolojik acidan Onemlidir. Lamina propria
icerisinde plazma hiicreleri, T-lenfositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, eozinofiller ve
mast hiicreleri bulunmaktadir. Lenfositler epitel hiicrelerinin arasinda bulunurlar.
Mononiikleer tipteki bu hiicrelerin ¢cogunlugunu T lenfositler teskil eder (Salvo-Romero
ve ark., 2015). Immiin hiicrelerinden olusan GALT (Gut-associated lymphoid tissue) iki
kompartmani kapsamaktadir.

- Lenfoid folikiilleri, Peyer patch ve mezenterik nodlar1 i¢eren organize GALT.
- Biiyiik bir ¢ogunlugu CD8+ T hiicreleri olan intraepitelyal lenfositleri iceren diffiiz
GALT.
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Insan ince bagirsagindaki intraepitelyal lenfositlerin biiyiik bir ¢ogunlugu T
hiicreleridir (CD3+) ve bunlarin biiyiik bir oran1 da CDS8 hiicreleridir. UK’de T
hiicrelerin mutlak sayis1 normal veya azalmistir. IBH patogenezindeki bagirsak
inflamasyonu, uyarlanmis immiin sistemi hiicrelerinin araci oldugu goriisii giiniimiizde
kabul gormektedir. Kronik inflamasyon, T lenfositlerinin araci oldugu proinflamatuar
sitokinlerin anormal iiretimi veya antiinflamatuar IL-10 ve TGF-p 'nin az salgilanmasi
sonucu gelistigi ileri siiriilmiistiir (Bamias ve ark., 2005). Intestinal bariyerin anatomisi

ve bilesenleri Sekil 2-7°de gdsterilmistir.
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Sekil 2-7: Intestinal bariyerin anatomisi ve bilesenleri (Salvo-Romero ve ark., 2015).

Intestinal mukoza, polarize, kolumnar epitel hiicrelerinden olusan tabakadan ve lamina propria, enterik
sinir sistemi, bag dokusu ve kas tabakasini i¢eren subepitelyal bolgesinden olusur.

2.1.3.4.1. Iintestinal immiin Sistemi ve Bozukluklar

Intraliiminal flora ile devamli temasta olan epitel hiicreleri patojenik bakteri
irtinlerinin {izerindeki ekstraseliiller TLR ile intraseliler NLR benzeri reseptorlerin
aktivasyonu sonucunda bagirsak epitelindeki Paneth hiicreleri tarafindan defensin

benzeri kriptin denen antimikrobiyal oOzellikli bazi antimikrobiyal peptidler
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salgilamaktadir (human B-defensins). MHC molekiillerin ekspresyonunu arttirarak
mukozal adaptif immiin yanitin1 uyarmaktadir (Matricon ve ark., 2010). Halen NOD2
mutasyonlarinin Crohn hastaligi etiyopatogenezindeki rolii tam olarak bilinmemekte
ancak, bariyer 6zelligi tasiyan bagirsak hiicrelerindeki f defensin gibi ¢esitli bakterisidal
aktivite gosteren molekiillerin liretiminin bozulabilecegi iizerinde durulmaktadir (Huang

ve Chen 2016). Intestinal immiin sistemi Sekil 2-8’de gdsterilmistir.
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Sekil 2-8: Intestinal immiin sistemi (Kim ve Cheon, 2017).

Inflamatuar immiin yanit, kismen immiin yanita katilan hiicreleri (reaktif helper

T4 ve supresor T lenfositler, T8), kismen de ¢ok hizli elimine ya da inhibe edilemeyen
hiicresel mediyatorlerin (sitokinler) olusumunu kapsamaktadir. Sitokinlerin ¢ogu
immiin cevab arttirir ve daha ¢ok iltihaba sebep olur. UK’te de oldugu gibi inflamatuar
faz sirasinda 6nemli bir basamak, promonosit’in monosit’e, daha sonra da makrofaj’a
diferansiyasyonudur. Makrofajlar tarafindan IL-1f3, TNF-o ve IL-6 salgilanir. UK’in
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tiim bulgular sitokinlerin agiga ¢ikmasi ile agiklanabilir. y-INF ile epitel hiicrelerinin
permeabilitesi artar. UK’te TNF-a ve IFN-y proinflamatuar sitokinler, kaspaz-1 gibi
epitel hiicrelerin apoptozu ile iligkili proteinin ekspresyonunu uyararak, Bcl-2 gibi
antiapoptik proteinin ekspresyonunu ise inhibe ederek, epitel hiicrelerin apoptozu

uyarilir ve bagirsak mukozasmin gegirgenligi artar (Huang ve Chen,2016). inflamatuar

bagirsak sendromu ile iligskin immiin bozukluklar1 Sekil 2-9’da gosterilmistir.
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Sekil 2-9: Inflamatuar bagirsak sendromu ile iliskin immiin bozukluklar1 (Ahluwalia ve ark.,
2018).
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2.1.3.3.2. intestinal Bariyer Fonksiyon Bozuklugu

Intestinal epitelden maddelerin gegisleri ile su ve iyonlarin diffiizyonu
intestinal liimen ve mukoza arasindaki transseliiler yol adi verilen aktif tasima
(tastyicilar araciligr ile) ve paraseliiler yol adi verilen hiicreleraras1 bosluklardan pasif
difizyon olaylar1 ile gergeklesir. Paraseliiler gecis “’tight junctions’ (siki baglanti)
tarafindan kontrol edilir (Salvo-Romero ve ark., 2015) (Sekil 2-10). Bu baglantilarin
yapisinda okludin, klaudin, hiicre adezyon molekiilleri (junctional adhesion molecules;
JAC) ve triselillin olmak tiizere dort transmembran protein gorev almaktadir. Bu
proteinler sitoskeletal aktomiyozin liflere zonula occludens ailesine ait olan proteinler
araciligl ile baglanir. Uzun siireli zonulinin arttirici diizenlenmesi, bagirsak epitel
hiicrelerinin gegirgenliginin artmasina ve bagirsaktaki antijenlerin submukozaya
gecmesine ve bagirsak mukozasinin hasarina yol agar. Yapilan bir¢ok ¢alismada CH ve
UK’da inflame ve non-inflame mukozada permeabilite artis1 ve azalmig epitelyel direng
bildirilmistir (Salvo-Romero ve ark., 2015).

IBHin aktif fazinda bagirsak epitel dokusundaki zar gecis baglanti
proteinlerinin ve onlara ait mRNA’larin miktarinin azaldigi, inaktif fazinda ise bu
azalmanin goriinmemesi, epitel hiicrelerindeki degisim geciren siki baglantilarinin
bagirsak inflamasyonu ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir (Huang ve Chen,
2016). IBH 1n aktif fazinda, bagirsak boslugundaki patojenler lamina propria’ya go¢
ederler, lamina propria’da bulunan makrofajlar, antijenleri T-hiicrelerine sunarak siki
baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu kontrol eden sitokin salinimini uyarirlar. Bunun
neticesinde epitel hiicrelerinin bariyer fonksiyonu bozulur ve epitel hiicrelerinin
gecirgenligi artar (Huang ve Chen, 2016). UK hastaligi, apikal baglanti kompleksinin
olusumunu diizenleyen Hnf4a (Hepatocyte nuclear factor alpha 4, hepatosit ¢ekirdek
faktorii alfa 4) transkripsiyon faktoriinde tek niikleotid polimorfizmi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica zonula adherens baglantinin yapisinda bulunan E-kadherini
kodlayan ve epitel hiicreler arasindaki iletisimde onemli rol oynayan CDH1 geni,
intestinal epitel dokusundaki bazal membranmin bileseni olan laminini kodlayan
LAMB1 geni, siki baglantinin olusumunda goérev alan bir GTPaz1 kodlayan GNA12 gen
polimorfizmi UK hastalarinda tespit edilmistir (Kim ve Cheon, 2017).
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Sekil 2-10. Hiicrelerarasi baglantilar (Salvo-Romero ve ark., 2015).

TJ: Tight junction; AJ: Adherens junction, D: Desmosome.

2.1.3.5. Ulseratif Kolit ve Oksidatif Stres

Inflamasyonun gelisiminde reaktif oksijen ve azot tiirlerinin artmis iiretimi
onemli patofizyolojik rolii oldugu bildirilmistir (Keshavarzian ve ark., 1990;
Keshavarzian ve ark., 1992). Ulseratif kolitin patogenezinde ilk olarak doku iskemisinin
rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Kolonun mikrovaskiiler endoteli, mukoza epiteli ve
kolondaki fagositik 16kositler (makrofaj, nétrofil ve eozinofil), ksantin oksidaz, hiicre
NADPH oksidaz (NOX), lipooksijenaz, glukoz oksidaz, miyeloperoksidaz, nitrik oksit
sentaz (NOS) ve siklooksijenaz (COX) gibi direkt olarak serbest oksijen radikallerinin
iretimine yol acan enzimleri salgilamaktadirlar (Grisham ve Granger, 1988). Bu
enzimlerin arasinda NOX1, NOX2 kompleksi ve dual oksidaz-2 (DUOX2) gibi
mukozal NADPH oksidazlar IBH’da yeni risk faktorleri olarak bildirilmistir ve redoks
homeostazdaki dengesizliklerinin IBH patogenezinde kritik olduklari vurgulanmustir
(Tian ve ark., 2017). Stres ile sempatik sinir sisteminin aktivasyonu sonucunda kolon
kan akiminin azalmasma bagli olarak kolon dokusunun yetersiz perfiizyonu sonucu
oksijenden yoksun kalmasi ile meydana gelen iskemi, ATP’nin hipoksantine katabolize
edilmesine ve dokuda hipoksantin birikimine yol acar. Proteazlarin etkisiyle ksantin
dehidrojenaz, ksantin oksidaza doniisiir. Normal sartlarda hipoksantin {irik asite
metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alict NAD™ dir. Ancak hipoksi ya da iskemi
nedeniyle ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniistiigiinden hipoksantinin {irik
asite doniistimii ksantin oksidaz tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise elektron
alic1 olarak molekiiler oksijen kullanilir. Iskemik ince bagirsak dokusunun reperfiizyonu

doneminde gozlenen hasarda, hiicre icine molekiiler oksijen girisi ile hizla serbest
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oksijen radikal tiirevleri olusur. iskemi yerinde ksantin oksidazin etkisiyle fazla
miktarda olusan hidrojen peroksit (H202) ve stiperoksit radikali (O2"), demir varliginda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikalini olustururlar ve iskemi/reperfiizyon hasar1 denilen durumun ortaya
¢ikmasina sebep olurlar (Sekil 2-11).

ATP Ksantin
\ é‘. dehidrojenaz
AMP ﬂ%- Superoksit ile uyarlms kemoatraktanlar
Adenozin
Hipoksantin + Ksantin oksidaz
Reoks ijenasyﬁn
- ‘ r Nitrofillerin »_ Nitrofillerin
o H202 02 ekstravazasyonu T sirkiilasyonu
Fe'd
MPO ©
Nitrofil
HOGI oH aktivatirleri Kem l}aira Ktanlar
RNH 5 N
RNHCI

Doku hasar:

Sekil 2-11: Iskemik reperfiizyonu sonucunda intestinal mukozada meydana gelen reaktif
oksijen tiirleri, ndtrofil infiltrasyonu ve mukozal hasar (Grisham ve Granger, 1988).

Siiperoksit radikalinin ~dismutasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit
miyeloperoksidaz enzimi araciligiyla, klorlir iyonuyla reaksiyona girerek hipoklorik
asiti olusturur. MPO aktivitesinin artmast UK hastalarinin inflame mukozasinda
goriilmiistiir ve malignite gelisimine katkida bulundugu ileri siirilmistiir. COX-2 ise
Helicobacter pylori ile indiiklenmis gastrit ve inflame kolon mukozasinda kanserojen
degisiklikleri ile iliskilendirilmistir (Tian ve ark., 2017). ROT (reaktif oksijen tiirleri)
miktarinin artmasi, intestinal membranlarinin ve kapiler permeabilitenin artmasina,
kolon epitelinin apikal kismindaki koruyucu musin tabakasiin pargalanmasina ve

mukozal bariyerinin ortadan kalkmasina yol acarak bir¢ok bakteri iiriinii (endotoksin)
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lamina propria’ya difflize ederek fagositik 16kositlerin aktivasyonuna yol acar (Grisham
ve Granger, 1988).

Bagirsak inflamasyonu (Miller ve ark., 1995; Rachmilewitz ve dig., 1995) ve
inflamatuar bagirsak hastalig1 (Lundberg ve ark., 1994; Rachmilewitz ve ark., 1995a;
Singer ve ark., 1996; Kimura ve ark., 1997) olusturulan deneysel hayvan modellerinde
nitrik oksit (NO) miktarinin ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enziminin
ekspresyonunun arttigi gozlenmistir (Miller ve ark., 1992; Mei ve ark., 2005).
Proinflamatuar mediyatorlere cevap olarak kolon epitel hiicrelerinde iNOS sentezi
indiiklendigi, nitrik oksitin superoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu gii¢lii bir oksidan

olan peroksinitritin olustugu bildirilmisitr.

2.1.3.5.1. IBH’de Redoks Sinyal Yolaklarinin Rolii

2.1.3.5.1.1. NF-kB Sinyal Yolag:

Sitokinler ve prooksidanlar, bir proinflamatuar redoks-sensitif transkripsiyon
faktorii olan ve UK gelismesinde énemli rol oynayan NF-kB’y1 aktive ederler. Ulseratif
kolitte, makrofajlarda ve epitel hiicrelerinde NF-xB aktivasyonu bildirilmistir (Rogler
ve ark., 1998; Andresen ve ark., 2005). Crohn ve UK hastalarmin intestinal lamina
propria makrofajlarindaki NF-kB’nin artmis olan DNA-baglama aktivitesi IL-1, IL-6 ve
TNF-o’nin artmis tiretimine yol agtig1 bildirilmistir (Jena ve ark., 2012). TNF-a kolon
hiicrelerinde stiperoksit tiretimini NOX1 ve NOXO1 (NADPH oksidase organizerl)
enzimlerini aktive ederek kolon hiicrelerinde siiperoksit tiretimini kolaylastirir (Kuwano
ve ark., 2008).

NF-kB aktivasyonu IBH patogenezinde ©Onem tasiyan bes tip genin
transkripsiyonunu arttirabilir, birincisi IL-6, IL-8, interlokin-16 (IL-16) ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinleri kodlayan genler, ikincisi normal hiicre biiylime ve gelismesini
diizenleyen genler, 6rnegin p53'in ekspresyonunu arttirdigi apoptozis diizenleyicisinin
(PUMA: p53 up-regulated modulator of apoptosis) NF-kB tarafindan arttirici
diizenlenmesi (up-regiilasyonu) epitel hiicrelerinin apoptozuna yol acar ve UK
gelisimine katkida bulunur (Qiu ve ark., 2011), {iglincli tip gen ise epitel bariyerin
gecirgenligi ile iligkilidir; 6rnegin TNF-a ile indiiklenen NF-«B aktivasyonu ile miyozin
hafif zincir kinaz’in up-regiilasyonu epitel bariyerindeki miyozinin par¢alanmasina yol
acar (Qiu ve ark., 2011), dordiincii tip gen TNF-a tarafindan uyarilan ve mukozal

hiicreleri sindirebilen metaloproteinazlarin geni’dir; besinci tip gen ise NF-kB’y1 aktive
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eden ve ROT metabolizmasi aracilig1 ile bariyer stabilitesini etkileyen COX ve iNOS
enzimleri kodlayan genlerdir.

NF-xB’nin inflamasyon ile iliskili genlerin ekspresyonunu kontrol ederek kronik
inflamasyonun diizenlenmesinde gorevi olabilecegi ileri siirlilmiistiir. NF-xB’nin
aktivasyonu, lipooksijenaz (LOX), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve indiiklenen nitrik oksit
sentaz (i-NOS) enzimlerinin ekspresyonunun artmasina ve oksidatif stresin meydana

gelmesine yol agar (Jena ve ark., 2012).

2.1.3.5.1.2. Niikleer Faktor Eritroid 2 Tliskili Faktor 2 (Nrf2) Sinyal Yolag

Nrf2, IBH’da reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 iiretimini baskilayarak
mukoza homeostazini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii’diir. Normal sartlarda
sitoplazmada Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) proteini ile bagli bulunan
Nrf2 oksidatif stres kosullarinda Keapl’den ayrilarak g¢ekirdek igine transloke olur,
kiigiik Maf (sMaf) proteini ile heterodimer olusturarak ve hedef genin promotor
bolgesinde bulunan antioksidan yanit elementine (ARE) baglanarak genin
transkripsiyonunu uyarir (Ma ve ark., 2018). Keapl/Nrf2/ARE sinyal yolagin
aktivasyonu glutatyon peroksidaz (GPx), GST, NADPH oksidaz gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu arttirir. Nrf2, negatif diizenleme ile proinflamatuar cevabi ve
mukoza harabiyetine karsi hiicresel antioksidan mekanizmalarindan biridir. Nrf2-
knockout farelerde IL-1pB, IL-6, IL-8, iINOS, ve COX-2’i kodlayan proinflamatuar
genlerin ekspresyonunun arttigi, hem oksijenaz (HO), GST Mu-1 gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonunun azaldigi gorilmistiir (Khor ve ark., 2006; Khor ve ark.,
2008). Immediate-early response gene 3 (IER3), fosfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K)/protein kinaz B (PI3K/Akt) yolu ile Nrf2 aktivasyonunu negatif modiile eder.
UK modelinde IER3 eksikligi, Akt ve Nrf2 stimiile edilmesine yol agar ve ROT
iiretiminde azalma ve apoptoz goriilir. Bu nedenle, IBH’da mukozada IER3
aktivasyonu nedeniyle Nrf2 diisiik seviyelerde tutulur.

Reaktif oksijen veya nitrojen tiirleri (RNT) mitokondriyal ve niiklear DNA
hasarina yol agabilirler. DNA’nin, 4-hidroksinonenal (HNE) ve 4-hidroperoksinonenal
(HPNE) gibi lipid peroksidasyon iiriinleri ile reaksiyona girmesi sonucunda kansere yol
acan modifiye bazlari1 olusur. ROT ve RNT, genomik DNA ile etkileserek 8-okso-7,8-
dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oksodG) ve 8-nitro-2'-deoksiguanozin (8-NO2-dG) gibi

promutajenik potansiyeli olan hasarli bazlarin olusmasina sebep olurlar. 2-
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Deoksiguanozinin, lipid peroksidasyon triini olan MDA (malondialdehit) ile
reaksiyona girmesi sonucunda ise oksidatif stresin belirteci olan M1dG olusumuna yol
acar (Jena ve ark., 2017). Mitokondriyal DNA stabilitesinin bozulmasi1 UK’in kolorektal
kansere doniisiimiinii hizlandiran siirece katkida bulunabilir (Nishikawa ve ark., 2005;

Novak ve Mollen, 2015) (Sekil 2-12).
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Sekil 2-12: Oksidatif stres ile indiiklenen DNA hasar1 mekanizmalari. (Jena ve ark., 2012)

ﬁ

IBH’da akut inflamatuar fazinda bagirsak mukozadaki makrofajlarin sayis artar.
Aktive makrofajlardan T hiicrelerin salinimini stimiile eden CD40, CD80, CD86 gibi
ylizey antijenlerinin ve miyeloid hiicreler {izerinden salinan TREM-1 ekspresyonu artar.
Normal bagirsak dokularinda TREM-1 ekspresyonu normaldir, fakat deneysel olarak
olusturulmus kolit modelinde ve IBH’da yiiksek bulunmustur (Huang ve Chen, 2016).
Kollajen sentezi IL-1 ve IL-6’nin etkisiyle artar. Endotel hiicre yiizeyinin degisiklikleri,
trombositlerin ve l6kositlerin (polimorfoniikleer ve monositler) trombin ve kalsiyum
aracilif ile kapilerlere yapismasini saglar. Trombositlerin agregasyonunu kolaylagtiran

maddelerin serbestlenmesi izler. Endotel hiicrelerinden yiiksek konsantrasyonda PGE2
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salgilanir. Yapilan ¢ok sayidaki aragtirmalar monositler ve makrofajlar tarafindan
olusturulan endojen PGE2’nin, poliklonal immiin globulinlerin ve otoantikorlarin
olusumunu arttirdigin1 gdstermektedir. Normalde T helper lenfositleri inhibe eden
PGE2, supresor T lenfositlerini de inhibe etmektedir. Bu iki yonlii inhibisyon, B
hiicreleri tarafindan immiinoglobulinlerin olusumundaki artig1 tetiklemektedir. Bu
durumda monositlerden PGE2 olusumunda bir artig oldugu UK’te gosterilmistir. Siklik
endoperoksitlerin  (PGG2, PGH2), doniisiimii sirasinda aktif oksijen radikalleri
(stiperoksit ve serbest hidroksil) de olusur. Olduke¢a sitotoksik olan aktif oksijen
radikallerinin inflamasyon reaksiyonlarinda rolii vardir. Ozellikle makrofajlar ve
PMNL’le aktif oksijen radikalleri tiretirler. Birgok non-steroidal antiinflamatuar ilaglar
(indometasin, salisilatlar) bunlar1 inhibe ederek antiinflamatuar etki olustururlar. Bu
mediyatorlerin mukozada yogunlagsmasi aktif hastalikta goriiliir. Bu durum yalniz doku
harabiyeti ve iltihab1 degil ayn1 zamanda epitel permeabilitesini de artirir.

Kolon epiteli siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz
(GR) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi ¢esitli enzimatik antioksidan savunma

sistemleri ile indirgenmis glutatyon (GSH) i¢ermektedir (Jena ve dig., 2012).

2.1.3.6. Ulseratif Kolit Modelleri

Inflamatuar bagirsak hastaliklari, ¢esitli fenotipik alt tipleri ve klinik
goriiniimleri olan, multifaktoriyel bir etiyopatogeneze sahip ¢ok heterojen bir
bozukluktur. Bu sebeple IBH tablosunu olusturan ¢ok sayida hayvan modeli
bulunmaktadir. Bunlar; spontan kolit modelleri, genetik olarak modifiye modeller
(transgenik veya gen hedefli fare suslari), adoptif hiicre transferi ve kimyasallar yoluyla
olusturulan modelleridir (Wirtz ve Neurath, 2007; Wirtz ve ark., 2007). Bu modeller,
insan hastaliklarinin  karmagsikligini  tam olarak yansitmamasina ragmen, UK
patogenezine neden olan faktorleri ve farkli terapotik ajanlarin etkilerini aragtirmak
acisindan onemlidir. Kimyasallar yoluyla olusturulan hayvan modelleri arasinda en
yaygin olarak kullanilanlar asetik asit (Murad ve ark., 2016; Anzoice ve ark., 2016),
trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) (Mei ve ark., 2005; Su ve ark., 2016) ve dekstran
siilfat sodyum (DSS) (Montrose ve ark., 2011; Trivedi ve Jena, 2013, Aldini ve ark.,
2014; Jeon ve ark., 2016) uygulanmasi yolu ile olusturulan inflamasyon modelleridir
(Low ve ark., 2016).
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Transgenik ve genetigi degistirilmis mutant (knockout) fare kullanilarak
hastalik modelleri gelistirilmistir. T-hiicre aracili UK arastirilmasinda IL-7 transgen,
TCRo KO, WASP KO, Gai2 KO, ve IL-2 KO fare modelleri, B-hiicre biyolojisinin
arastirtlmasinda Gai2 KO fare modeli, intestinal bariyer disfonksiyonunun
arastirilmasinda Mdrla KO fare modeli, ve sinyal yolaklarin disregiilasyonunun

incelenmesinde Gai2 KO fare modeli kullanilmistir (Low ve ark., 2013).

2.1.3.7. Dekstran Siilfat Sodyum ile Olusturulmus Kolit Modeli

Dekstran siilfat sodyum ile indiiklenen kolit, intestinal inflamasyonun
gelisiminde dogal immiin sistemin roliiniin arastirilmasinda kullanilmaktadir (Kiesler ve
ark., 2015). ilk defa Okayasu ve ark. (1990) tarafindan bildirilen DSS modeli, kolit
gelisimindeki l0kositlerin roliinli arastirmak amaciyla kullanilmis ve bugiin kolay

uygulanmas1 ve tekrarlanabilirligi acisindan genis capta kullanilmaktadir (Eichele ve

Kharbanda, 2017).

DSS, molekiil agirligi 5-1400 kDa arasinda degisen, suda ¢dziinen, negatif
yukld, siilfatlanmig bir polisakkarittir. 40-50 kDa molekiil agirligindaki DSS’nin igme
suyuna ilave edilmesiyle hazirlanan ¢o6zeltinin farelere verilmesiyle indiiklenen
intestinal inflamasyon, intestinal epitel tabaka biitiinliigiiniin bozulmasina ve luminal
bakterilerinin ve antijenlerin mukozaya gecerek mukozanin tahribine yol actigi ileri
stiriilmiistiir (Eichele ve Kharbanda, 2017).

DSS ile indiiklenen kolit modelinin etkinligi birgok faktdrlerden
etkilenmektedir. Bunlarin arasinda DSS konsantrasyonu (genellikle % 1-5 arasindadir),
DSS’nin molekiil agirligr (40-50 kDa DSS’nin bagirsak epitel hiicre membranlarindan
niifuz ettigi gosterilmistir ve akut kolit olusturulmasinda kullanilmaktadir), fare suslari
(C3H/Hej, C57BL/6 ve BALB/c fare suslar1 daha duyarlidir), denegin cinsiyeti (erkek
fareler daha duyarhidir) ve hayvanlarin mikrobiyolojik ortami ile iligkilidir (PerSe ve
Cerar, 2012; Low ve ark., 2013; Eichele ve Kharbanda, 2017). Akut kolit genellikle
C57BL/6 veya BALB/c farelere % 2-5’1ik DSS’nin siirekli olarak genellikle 6-10 giin
(ortalama 7 giin) siireyle uygulanmasiyla olusturulur. Akut fazda DSS ile indiiklenen
kolitte en sik goriilen klinik belirtileri agirlik kaybi, diyare, diskida gizli kan,
piloereksiyon ve anemidir (PerSe ve Cerar, 2012). Tipik histolojik degisikler ise mukus
sekresyonunda belirgin azalma, epitel dejenerasyonu, Kkript epitelinin nekrozu ile

beraber lamina propria ve submukozada belirgin nétrofil infiltrasyonu, kript abseleri ve
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kriptitisi kapsamaktadir. Birinci giinden itibaren kolondaki siki baglantilarda bulunan
proteinlerden olan zonula ocludens-1 (ZO-1)’in azalmasi ve proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunun artmasi gozlenmistir. Evans Blue metodu ile vaskiilar permeabilite
degisiklikleri incelenmis ve 3. giinden itibaren kolon mukoza permeabilitesinin belirgin
olarak arttig1 bulunmustur. Epitel hiicrelerinin apoptozu ve proliferasyonu arasindaki
dengesizlik epitel bariyer gecirgenliginin artmasina yol agmasi, DSS ile indiiklenen akut
kolitte epitelin azalmis proliferasyonu ve artmis apoptoz bulgusu ile desteklenmektedir.
Siki baglanti proteinlerinin ekspresyonundaki degisimler ve epitel hiicrelerde apoptozun

artis1 IBH’da bildirilmistir (PerSe ve Cerar, 2012).

Uzun siiren tilseratif kolitin kanser igin bir risk faktorii oldugu tespit edilmis ve
bu nedenle DSS, kolit ile iligkili karsinogenezin arastirilmasinda da kullanilmaya
baslanmigtir. DSS’nin uzun siire, belirli araliklarla uygulanmasi ile kemirgenlerde
displaziye yol acan kronik iilseratif kolitin indiiklendigi modelde, inflamasyon
derecesinin kolon dispazisi ile orantili olarak degistigi gozlenmis ve niikleer
translokasyonu ve mutasyona bagli olarak [-kateninin aktivasyonu sonucunda Wnt
sinyal yolunun aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Wnt sinyal yolunun aktivasyonu
artmig immiin yanitina ve c-myc proteinin transkripsiyonal disregiilasyonuna yol agan
IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar proteinlerinin asir1 salgilanmasina yol agmaktadir

(Eichele ve Kharbanda, 2017).

2.1.3.8. IBH ve UK Tedavisinde Kullamlan Ilaclar

UK giincel tedavisinde 5-aminosalisilik asit (5-ASA), kortikosteroidler,
tiyopurinler ve TNF-a karst monoklonal antikorlar1 kullanilmaktadir. 5-ASA digindaki
terapilerin temel amaci immiinosupresyon ile inflamasyonu kontrol altinda tutmaktir.
Fakat bu ilaglarin uygulanmasi ile uzun siireli etkinlik sadece orta siddetli ve siddetli
UK hastalarin iigte birinde goriliir. Bu ilaglarin kullanimlari yan etkileri, enfeksiyon
riski, lenfoma ve nonmelanoma deri kanseri gibi yan etkilerinden dolay1 sinirlidir (Low

ve ark., 2013).

Siilfasalazin kuvvetli sistein tastyicisi inhibitori’dir. Siilfasalazin ve amino
salisilatlar hafif ve orta siddette UK’te etkili olup remisyonu siirdiirmede etkilidir.
Fosfolipaz A2’yi inhibe ederek Iokotrien ve PG (prostaglandin) sentezini azaltir,
bakteriyel peptidlerin  kemotaktik  aktivitelerini  bloke eder. Siilfasalazinin

antiinflamatuar potansiyeli, oksidatif stresi kontrol eden adenozin salgilanmasinin yani
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sira, proinflamatuar sitokinlerin ve serbest radikallerin tiretimi {izerindeki etkilerinden

ileri gelmektedir (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014).

Siilfasalazin 5-aminosalisilik asit (5-ASA)’in diger ad1 ile mesalazin’in azo bagi
ile siilfapiridine baglanmasi ile elde edilir. Ilag gastrointestinal traktiisiin ist
boliimiinden ¢ok az absorbe olur, kolona ulagtifi zaman bakteriyel azorediiktaz’in
etkisiyle, siiratle absorbe olan ve karacigerde metabolize edildikten sonra idrarla atilan
stilfapiridin ve kolondan % 25’1 absorbe edilen 5-ASA’e parcalanir. 5-ASA hastaligin
aktif durumunda kortikosteroidlerle saglanan remisyonun devamini saglamaktadir, fakat
bas agris1, bulanti, kusma gibi yan etkileri mevcuttur. Ilacin tedavi edici etkisinin
salisilatlardan ileri geldigi anlasilinca 5-ASA’y1 kolonlara tasiyan, fakat siilfapiridin
icermeyen ilaglar gelistirilmistir. Siilfasalazini tolere edemeyen bir¢cok hastanin bu
ilaglar1 tolere ettigi goriilmiistiir. 5-ASA’in peroksizom proliferator aktive edici reseptor

ekspresyonunu arttirarak etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Ford ve ark., 2011).

Kortikosteroidler hastaligin aktif devresinde remisyonu saglamada kullanilirlar.
Kortikosterodlerin ~ antioksidan ve antiinflamatuar etkileri, intestinal NF-xB
aktivasyonunu inhibe etme Ozelliklerinden ileri geldigi bildirilmistir (Piechota-

Polanczyk ve Fichna, 2014).

Azotiyopirin ve 6-merkaptopurin immiinosupresyonda en ¢ok kullanilan
ilaglardir. Baslica kullanimi {ilseratif kolitin kronik seklinin tedavisinde remisyon
saglamaktadir. Bu tedavi kortizon tedavisi kesildikten sonra sik sik hastaligi alevlenen

hastalarda kullanilmaktadir (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014).
2.1.3.8.1. Hedefe Yonelik fla¢ Tedavisi
2.1.3.8.1.1. Adaptif Immiin Sistemini Hedef Alan Tlaclar
Th1/Th17-Anti-Sitokin- IL 12/23 inhibitorleri

Ustekinumab, IL-12 ve IL-23 sitokinlerinin ortak p40 alt birimine yiiksek afinite
ile baglanan tamamen insan immiinoglobulin Glk (IgG1l) rekombinant monoklonal
antikoru’dur. Diger bir insan anti-1L-12/23 monoklonal antikoru olan ABT-874, UK
tedavisindeki etkinligi hala arastirilmaktadir. Th1/Th17 yolagmi hedefleyen fakat
Ustekinumab’dan daha az etkili olan diger monoklonal antikorlar: IL-23p40 alt birim
inhibitorii olan Briakinumab, IL23p19 alt birim inhibitérii olan MED12070 ve 1L-23

inhibitorii olan Risankizumab’dir (Holleran ve ark., 2017).
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Anti-SMAD7: Mongersen

Bir intraseliiler protein olan SMAD7, TGFp1 reseptoriine baglanarak, TGF-p1-
bagli ve SMAD-bagli sinyal iletimini engeller. Inflamatuar bagirsak hastaliginda
SMADY7 seviyelerinde artis, TGFB1 aktivite eksikligine yol acar. Mongersen terminal
ileumda SMAD7 aktivitesini azaltir.

JAK1/JAKS3 inhibitorleri

Proinflamatuar sitokinlerin reseptoriine baglanmasi ile aktiflesen JAK/STAT
(Janus kinase/Signal transducers and activators of transcription) sinyal yolu bir baska
potansiyel terapotik hedeftir. JAK ailesi JAK1, JAK2, JAK3 ve tirozin kinaz (TYK)2
olmak {izere dort hiicre i¢i proteinleri igermektedir. 1L-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-12,
IL-21, I1L-22 ve IL-23 JAK sinyal yolagmi tetikledikleri i¢in, bu yolagin inhibisyonu
proinflamatuar sitokinlerin azalmasi ile sonuglanir (Kim ve Cheon, 2017). Tofacitinib
ozellikle JAK1 ve JAK3’1i inhibe eden, Th1l ve Th2 hiicre farklilasmasini inhibe ederek
hem dogal hem de adaptif immiin cevaplarin etkileyen ve UK tedavisinde umut vaat
eden bir molekiildiir (Holleran ve ark., 2017).

IL-13: Tralokinumab

Th immiin yanitta gérevi olan, IL-13’1 baglayarak notralize eden spesifik insan

immiinoglobulin G4 monoklonal antikoru’dur.

2.1.3.8.1.2. Dogal ve Adaptif Immiin Sistem Arasindaki Pleiotropik
Faktorleri Hedef Alan flaclar

Anti-TNF-a: Infliksimab (IFX), Adalimumab (ADA), Golimumab (GOL) ve
Sertolizumab (CZP) TNF-a inhibisyonu yapan biyolojik tedavi ajanlaridir.

TNF-a’nin ¢oziiniir (STNF) ve membrana baglh (trans-membran; tmTNF) olmak
tizere iki farkli formu vardir. TNF-a’nin her iki formu da, etkilerini p55 ve p75 olarak
bilinen iki farkli TNF reseptoriine baglanarak gosterir. Anti-TNF ajanlar da, TNF-o’nin

bu reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek TNF-a etkilerini inhibe ederler.

TNF’iin etkinligini azaltmak icin iki farkli yaklasim vardir. Bunlardan birisi
anti-TNFa antikorlarla (infliksimtab) tedavi, digeri de ¢6ziinebilir TNF reseptorlerinin
(etanersept) uygulanmasidir (Fc kisma TNF reseptor 2'nin hiicre dis1 pargasi fiizyon

proteini olarak eklenmistir).
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Kimerik yapida bir monoklonal antikor olan infliximab Crohn hastaliginin
tedavisinde kullanilmasi ilk teklif edilen ilagtir, ayrica glukokortikosteroid tedavisine
cevap vermeyen UK hastalarda, mukozal TNF-a seviyelerinin artmamis olmalarina
ragmen etkin oldugu goriilmiistir (Roda ve ark., 2011). Ulseratif kolitli hastalarda
infliximab’in etkisi, proinflamatuar sitokin salgilayan APC ve T hiicrelerin iizerindeki
apoptik etkisine bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. (Sands ve ark., 2001; Ochsenkuhn
ve ark., 2004).

Adalimumab, TNF-a’ya karsi tamami insan monoklonal antikoru’dur.

TNF-o’ya spesifik IgG1k monoklonal antikoru olan Golimumab UK tedavisinde

kullanilmaya baslanmistir.

Sertolizumab pegol (CZP) % 95 insan kaynakli IgG monoklonal anti-TNF-a
antikorunun Fab pargasinin pegilasyon (polietilen glikol ile baglanmasi) ile elde
edilmistir. Diger monoklonal anti-TNF-a antikorlarindan farkli olarak IgG1 Fc pargasi
icermemektedir ve kompleman aracili sitotoksisite gostermemektedir (Holleran ve ark.,
2017). Bu ilaglar, TNF-o’nin biyolojik aktivitesini bloke ederek, endotel hiicrelerin
apoptozuna yol acarlar, siki baglantilarinin permeabilitesini azaltirlar, Treg lenfosit
hiicrelerin aktivitesini arttirirlar, T hiicrelerin ve inflamatuar mediyatorlerin aktivitesini
azaltirlar, intestinal fibroblastlar tarafindan VEGF A’nin iiretimini engelleyerek

inflamasyon aracili mukozal anjiyogenezi baskilarlar (Holleran ve ark., 2017).
Ozanimod: Sfingozin-1-Fosfat Reseptor-1 Selektif Agonisti

Sfingozin-1-fosfat, limfosit, dendritik ve epitel hiicreler ve mezenterik lenf
diigtimleri tarafindan eksprese edilir (Holleran ve ark., 2017).
Anti-1L-6

Tocilizumab (TCZ) IL6 reseptorii (IL-6R) {izerinden IL-6 inhibisyonu yaparak
etkili olan bir biyolojik ajandir. IL-6 reseptoriine karsi olusturulan bir monoklonal
antikor olan Tocilizumabin, IFN-y, TNF-a ve IL-1p mRNA ekspresyonunu azaltarak

etkili oldugu goriilmiistiir (Yamamoto ve ark., 2000).
2.1.3.8.1.3. Dogal Immiin Sistemini Hedef Alan Ilaclar

Adezyon molekiillerine y6nelmis monoklonal antikorlarin kullanimi diger

hedefe yonelik tedavi seceneklerinden biridir.
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Humanize Fc baglamayan 1G-2 anti-CD3 monoklonal antikoru olan visilizumab
glukokortikosteroid tedavisine cevap vermeyen UK hastalarda aktif T hiicrelerine

baglanarak apoptozu indiikler.

Vedolizumab, o437 integrin heterodimere karsi etki gosteren ve a4p7 integrin
ile adressin adi verilen MAdCAM-1 (venlerin endotel hiicrelerinde eksprese edilir)

arasindaki etkilesimi bloke eden bir humanize monoklonal antikordur (Holleran ve ark.,

2017).

Etrolizumab, 04B7’nin B7 altbirimine baglanmasin1 veya oaEB7 ve E-kadherin

arasindaki etkilesimi etkileyen humanize edilmis IgG1 monoklonal antikoru’dur.

Alicaforsen, MRNA’nin hedef geni ile komplementer hibridizasyonu ile ICAM-
1 iretimini ve dolayisiyla protein translasyonunu bloke eden insan ICAM-1 antisens

oligopeptidi’dir (Holleran ve ark., 2017).

IBH tedavisindeki terapotik hedefler Sekil 2-13’de; kullanilan ilaglar ise Sekil 2-
14’de gosterilmistir.

IEC layer
infliximab ustekinumab
> MTNF adalimumab ABT874
O STNF cer}olizumab pegol apilimod
golimumab l
Cytokine receptor
57

topacitinib

IL-12RB1 IL-12RB1
IL-23R . ' IL-12RB.
¥
fontolizumab

L» IL-17A secukinumab
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visilizumab
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Sekil 2-13: IBH tedavisindeki terapétik hedefler (yararli etki — siyah ile; etkisiz - mor renk ile
gosterilmistir) (Kim ve Cheon, 2017).
APC, antijen sunan hiicreler; IEC, intestinal epitel hiicresi; TNF, timdr nekroz faktér; MHC, major

histokompatibilite kompleksi; TCR, T hiicre reseptorii; JAK, Janus kinaz; TGF, transforme edici biiylime
faktori; IL, interlokiny MAdCAM, hiicre adezyon molekiili.
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Sekil 2-14: IBH tedavisinde kullanilan ilaglar (Ahluwalia ve ark., 2018).
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2.1.3.8.1. Gida Takviyeleri ve Bitkiler ile Tedavi

Son yillarda dogal beslenmenin yaninda bitkilerle tedavi de 6nem kazanmustir.
Bu amagla halk arasinda kullanilabilen bitkilerin biyokimyasal etkileri incelenerek bu
kullanimlarinin bilimsel dayanagi olup olmadigi arastirilmaktadir. Bitkilerin bazi
hastaliklar1 iyilestirici etkilerinin dogal antioksidanlardan ileri geldigine dair bilgiler
mevcuttur. Bu nedenle halk arasinda yaygin olarak cesitli amaglarla kullanilan bitki
ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin yapilarinin
aydinlatilmasi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir. Dogal takviyeler UK belirtilerini,
inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak ve hiicrelerarast  baglantilarin
diizenlenmesinin bozulmasina engel olarak hafifletebilir (Sekil 2-15). UK tedavisinde
kullanilabilen dogal takviyeler Triantafillidis ve ark. (2016) ve Vargas-Robles ve ark.
(2019) tarafindan 6zetlenmistir.
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Sekil 2-15: Dogal takviyelerin, UK belirtileri, inflamasyon ve oksidatif stres tizerindeki etkileri
(Vargas-Robles ve ark., 2019).
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2.1.3.9. Cotinus coggygria
C. coggygria’nin kimyasal bilesenleri, farmakolojik ve toksikolojik potansiyeli

hakkindaki arastirmalar Mati¢ ve ark. (2016) tarafindan derlenmistir.
2.1.3.10.1. C. coggygria Uzerinde Yapilmis Etnobotanik Arastirmalar

Anacardiaceae familyasina ait olan Cotinus cinsi iki tiirii kapsamaktadir: Cotinus
coggygria Scop. (Avrasya duman agaci) (syn.: Rhus cotinus L.) ve Cotinus obovatus
Raf. (Amerikan duman agaci) (Novakovi¢ ve ark., 2007). Ulkemizde tetra otu, boyaci
somagi, sariboya agaci, sarican, sari yaprak, pamuklu sumak, duman agaci olarak
bilinmektedir (Baytop, 1999; Demirci ve ark., 2003). Balkanlarda yaygin olarak
bulununan ve bir ¢ali tiirii olan C. coggygria orman agiklarinda, kayalik ve yamaglarda
bulunmakta, 1300 m’ye kadar yayilis gostermektedir (Davis, 1972). Avrupa’nin
giineyi, Akdeniz, Moldova, Kafkaslar, Cin’in merkez bolgesi, Dogu Asya, Himalayalar
ve Balkanlar’da yetismektedir (Novakovi¢ ve ark., 2007).

Duman agac1 oOnceleri siis amachi olarak kullanilmistir. Daha sonra ise
Amerika’da bu agaclardan ele gecirilen tahtalar dayanikli bag yapiminda ve sivil
savasin yapildigi zamanlarda sar1 renk boyanin elde edilmesinde kullanilmistir.
Yapraklar1 yuvarlak, rengi mavimtirak veya koyu yesil gittikge parlak sari, turuncu,
kirmizi ve mora doniisen bitkilerdir (Pijut, 2008) (Sekil 2-16). Yapraklar1 kus tiiyii
seklindedir. Ilkbaharda yesil renkteyken yaz sonuna dogru kirmiziya déner. Cigekleri
ise kiiclik pamuk gibi olup gosterissizdir. Cicekleri belirli bir siirenin sonunda sag
goriinlimiinii alir, ismi de buradan gelmektedir. Balkanlarda genel olarak rujevina veya
dudak boyasi diye de adlandirilmaktadir. Hazanda yapraklarinin kirmizi rengini

almasindan dolay1 boyle isimlendirilmektedir (Novakovi¢ ve ark., 2007).

Sekil 2-16: C. coggygria 'nin siirgiin ve yapraklari.
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2.1.3.10.2. C. coggygria’min Kullamim Alanlar

Icerdigi yiiksek miktardaki gallotaninlerden (> % 25) dolay: toksik olarak
kabul edilen bitkinin halk tarafindan antiseptik, antiinflamatuar, antimikrobiyal (Mati¢
ve ark., 2011a), antihemorajik ve yara iyilestirici (Seiberg ve ark., 2006; Demirci ve
ark., 2003; Aksoy ve ark., 2016) olarak haricen kullanimi1 yanmi sira, Bulgaristan’da
gastrik {ilser ve diyare’nin tedavisinde odumsu kismindan hazirlanan etanol inflizyonun
(lvanova ve ark., 2013), Sirbistan halki tarafindan ise kabuk kismindan hazirlanan
dekoksiyonun kanser tedavisinde dahilen kullanildig1 bildirilmistir (Marceti¢ ve ark.,
2013). Bitkinin nefrit, antraks (sarbon), astim, kalp ve iiriner hastaliklarin tedavisinde ve
antidiabetik (Kiiltiir, 2007), mide koruyucu (Pavlov ve ark., 2013a; Pavlov ve ark.,
2013b) kullanildigr hakkinda kayitlar bulunmaktadir. Geleneksel Cin tibbinda, bitki
ekstresinin safra kesesinin bosaltilmasini diizenleyici (kolagog) ve ates diisiiriicii
(antipiretik) etkisi bildirilmistir (Sieberg ve ark., 2008). Bitki surubunun kimyasal
hasara kars1 karacigeri korudugu, koledok sfinkterdeki basinci azaltarak, safranin
keseye dolmasini kolaylastirdigi ve bagisikligr giiglendirdigi bildirilmistir (Shen ve ark.,
1991). Bitkinin yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin diger bazi ekstreleri ile birlikte
hemoroid olusumunun 6nlenmesinde, agrinin dindirilmesinde ve tedavisinde kullanildg1

rapor edilmistir ve patenti alinmistir (Seiberg ve ark., 2008).

Bitkinin yapraklar1 ve geng dallarindan elde edilen terpen kokulu ugucu yaglar
parfiimlerde katki madde olarak (Demirci ve ark., 2003; Tsankova ve ark., 1993),
kokleri ise, sarimsi bir renk icerdigi i¢in deri ve kumaslari boyamada kullanildiklar

(Baytop, 1999) bildirilmistir.
2.1.3.10.3. C. coggygria Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Yapilan ¢alismalarda C. coggygria’nin farkli kisimlarindan hazirlanan etil
asetat ve metanol ekstrelerinde fenolik bilesikler (sulfuretin, sulfuretin dimeri, sulfurein,
fisetin, fustin, taksifolin, butin, butein, liquiretigenin, izoliquiretigenin), hidroliz
olabilen tanenler (gallik asit, gallik asit tiirevleri: metil gallat, pentagalloil glukoz,
katesin ve prosiyanidler), antosiyaninler (delfinidin-3-galaktozit, siyanidin-3-galaktozit,
petunidin-3-glikozit, delfinidin 7-glikozit, siyanidin 3-gikozit-7-ramnozit (Tanchev ve
Timberlake, 1969) ve ugucu yaglar tespit edilmistir. HPLC profillerine gore yaprak ve

cigeklerde en fazla gallik asit ve tiirevleri bulunmustur (Savikin ve ark., 2009).
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Bugiine kadar C. coggygria ekstrelerinden izole edilen maddeler Tablo 2-1 ve Tablo 2-

2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2-1: C. coggygria ekstrelerinden izole edilen maddeler.

Solvent  Kullanilan kisim Bilesigin ad1 Kaynak

1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-p-D glucose
Etanol Dallar 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-B-D-glucose; Cha ve ark., 2009

gallic acid

) _sulfuretin; fisetin; fustin; quercetin;
Govdenin  merkezine ) ) o )
Metanol taxifolin; butin; butein; liquiritigenin; Valianou ve ark., 2009
yakin odunsu kismi S
isoliquiritigenin
C-3/C-3" dimer of butin (3'4',7-
trihydroxyflavanone); gallik asit ve metil
esteri; katesin; profisetinidinler:
fisetinidol-(4a—38)-  (+)-katesin  ve
Govdenin  merkezine epifisetinidol-(4p—8)-(+)-katesin; )
Metanol ) Bilen ve ark., 2010
yakin odunsu kismi flavanonoller: fustin ve
dihidroguercetagetin; flavanonlar: butin
ve eriodiktiol; flavonoller: fisetin ve
quercetin; chalcone butein and the

aurone sulfuretin.
Metanol  Cicek; yaprak gallic acid Savikin ve ark., 2009

. disulfuretin; sulfuretin; sulfurein; gallik
Etil asetat Biitiin bitki ) ) . Westenburg ve ark., 2000
asit; metil gallat; pentagalloil glukoz

myricetin; sinnamik asidin
hidroksillenmis tiirevleri (klorojenik,

Metanol Govde kafeik, kumarik, ferulik ve rozmarik Matié¢ ve ark., 2013
asid);  quercetin;  rutin;  kemferol;

resveratrol;

Etil asetat Geng siirgiin gallik asit, apigenin, luteolin ve tlirevleri ~ Simi¢ ve ark., 2008
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C. coggygria’'mn farkl kisimlarindan izole edilen bazi biyoaktif maddelerin kimyasal

formiilleri Sekil 2-17°de gosterilmistir.

oH
HO. OH
OH
o 0 /|\/ g
poY
= ‘ \n/\/\
OH
7 N\
HO o \ /9
OH HO  OH

1.2.3.4.6-penta-O-galloyl-B-D-glucose

Myricetin OH

HO OH
OH

Gallic acid

3’4" 7-trihydroxyflavanone

Sekil 2-17: C. coggygria'nmin farkli kisimlarindan izole edilen bazi biyoaktif maddelerin

kimyasal formiilleri.
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Tablo 2-2: C. coggygria bitkisinden elde edilen ekstrelerinin igerdikleri fenolik ve flavonoit

miktarlari.
Kullanilan . .
Kullanilan ¢ozelti Total fenol Flavonoit Tanin Kaynak
kisim
) Geng
Etil asetat % 97,9 % 3,5 % 83,4 Simi¢ ve ark., 2008
Siirgiin
Yaprak - 76,5 GAE/g 13,7 GAE/g Savikin ve ark.,
Metanol )
Cigek - 515,5 GAE/g 18,5 GAE/g 2009
98
410 GAE/g Niciforovi¢ ve
Metanol Govde RU/g -
kuru agirlik ark., 2010
kuru agirlik
Mati¢ ve ark.,
Metanol Siirgilin 62,50 PK/g 46,70 PK/g -
2011a
Metanol ekstresinin Tim bitki - -
fraksiyonlandirilmast
ile elde edilen:
n-Hekzan 39,41 GAE/g - -
Kloroform 147,24 GAE/g - - Riaz ve ark.,
Etil asetat 229,34 GAE/g - - 2012
Butanol 174,83 GAE/g - -
Su 96,62 GAE/g - -
3,78 GAE/g 8,2 RU/g Mati¢ ve ark,
Metanol Govde -
kuru agirlik kuru agirlik 2013
Aseton  ekstresinin 518,4 GAE/g 23,2 RU/g - Marceti¢ ve
frakmyonlgndl.rllmam ark., 2013
ile elde edilen:
Kloroform 171,7 GAE/g 25,6 RU/g -
Etil asetat 929,8 GAE/g 35,5 RU/g -
Su 77,5 GAE/g 2,6 RU/g -
Etil asetat Siirgiin ~ ve 435,6 GAE/g 29,0CA/lg - Ozsoy ve ark.,
Metanol yapraklar  402,7 GAE/g 118, 1CA/lg - 2017
Diklorometan 35,3 GAE/g 23,0CA/lg -
Su 327,5 GAE/gy 48,2 CAlg -

GAE/g- ekstrenin her grami i¢in gallik asit ekivalanlari
PK/g- ekstrenin her gram igin pirokatekol ekivalanlari

RU/g- ekstrenin her grami i¢in rutin ekivalanlar
CAJ/g- ekstrenin her grami i¢in katesin ekivalanlar



C. coggygria yiiksek oranda ugucu yag tasidigi i¢in bu yonde bir¢ok c¢alisma
yapilmistir. Tirkiye’de yetisen C. coggygria bitkinin yanisira Bulgaristan, Sirbistan,
Yunanistan gibi Balkan yarimadasina ait bitkinin ugucu yag bilesenlerinin de
aydinlatildig1 ¢alismalar mevcuttur.

Bulgaristan’da C. coggygria bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yag
orneklerinde alfa-pinen (% 44,0), limonen (% 20,0) ve beta-pinen (% 11,4) tespit
edilmistir (Tsankova ve ark., 1993).

Ulkemizde yapilan bir arastirmada, bitki yapraklarindan elde edilen ugucu yagin
baslica bilesiklerinin limonen (% 48,5), (Z)-p-osimen (% 27,9) ve (E)-B-osimen (% 9,7)
oldugu (Demirci ve ark., 2003) bulunmustur.

Yunanistan’da Mt Pilio’da yetisen bitkinin yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglari ile yapilan bir arastirmada, ugucu yag miktarmin % 1,2-3,4 ve ana bilesiklerin
limonen (% 67,4), alfa-pinen (% 14,7), terpinolen (% 8,6). Mt Elikon’dan toplanan bitki
yapraklarindan elde edilen ugucu yagin baslica bilesiklerinin mirsen (% 32), sabinen (%
18) ve alfa-pinen (% 15,9), Evvoia adasindan toplananlarin ugucu yaginda ise sabinen
(% 24,2, myrsen (% 14,0), limonen (% 10,9) ve terpin-4-ol (% 10,9) (Tzakou ve ark.,
2005) oldugu bildirilmistir.

Sirbistan’da bitkinin ¢icek, yaprak ve govdelerden elde edilen ugucu yagin
limonen (39,5, 6,5 ve 3,39%) ve a-pinene (16,0, 15,1 ve 21,9%) monoterpenler oldugu
bildirilmistir (MiloSevi¢ ve ark., 2008). Sirbistanin iki bolgesinden (Deliblatska pes¢ara
ve Zemun) toplanan C. coggygria yapraklari ile yapilan bir baska ugucu yag
arastirmasinda ise ugucu yaginin ana bilesikleri limonen (% 47,0-39,2), (Z)-beta-osimen
(% 16,4-26,3), alfa-pinen (% 8,2-8,4), (E)-beta-osimen (% 4,6-9,0) ve terpinolen (%
6,8-5,3) oldugu (Novakovi¢ ve ark., 2007) bulunmustur.

Italya’da yetisen bitkinin yaprakli siirgiinlerinden elde edilen ve limonen (%
47,1), (2)-B-osimen (% 15,2), a-pinen (% 8,5) ve (E)-p-osimen (% 5,3) igeren ugucu
yagin Gram (+) bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir

(Fraternale ve Ricci, 2014).
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2.1.3.10.4. C. coggygria’min Farmakolojik Aktiviteleri

2.1.3.10.4.1. Antioksidan Etki

C. coggygria yapraklarindan hazirlanan sulu inflizyonunun antioksidan kapasitesi
TEAC degeri olarak 7.05 mM/kersetin ekivalani olarak bildirilmistir, bu degerin
rooibos (Aspalathus linearis) ve honeybush (Cyclopia intermedia) ¢ayindan iki veya ii¢
kez daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Ivanova ve ark., 2005).

Simi¢ ve ark. (2008) C. coggygria’nin kurutulmus geng siirgiinlerinden hazirlanan
aseton ekstresinin fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen kloroform, etil asetat ve su
fraksiyonlarini, total fenol bilesik ve flavonoit miktarlari, lipozomlarda lipit
peroksidasyonunu inhibe edici aktiviteleri, DPPH" serbest radikali giderici aktiviteleri
ile ferri iyonu rediikleme antioksidan potansiyeli (FRAP) bakimindan incelemis ve
ekstrelerin her biri TBARS olusumunu doza bagimli olarak inhibe edici etkiye sahip
olduklari, DPPH" radikali giderici ve ferri iyonunu rediikleyici etkisine sahip olduklari
sonucuna varmiglardir. En yiiksek total fenolik bilesik miktarinin ve antioksidan
aktivitenin etil asetat ekstrelerinde oldugu bildirilmistir.

Savikin ve ark. (2009) C. coggygria’min ¢icek ve yapraklarindan hazirlanan
metanol ekstrenin antioksidan aktivitesinin, icerdigi fenolik bilesiklerinin peroksit
radikallerini olusumunu engelleme ve DPPH serbest radikalleri giderme etkisinden
kaynaklanabilecegi sonucuna varmiglardir.

Diger bir calismada (Mati¢ ve ark., 2011c), kurutulmus aga¢ goévdesinden
hazirlanan metanol ekstrenin antioksidan etkisini, indirgeme giicii ve metal kelatlama
gibi  Ozelliklerinden kaynaklandigi 6ne siiriilmistiir. Ekstrenin 60 pg/ml
konsantrasyonunda sisteinin gosterdigi rediikleyici aktivitesinden iki kez daha gii¢lii bir
aktivite gosterdigi, 20 pg/ml konsantrasyonunda ise % 78 kelatlama 6zelligine sahip
oldugu bildirilmistir.

C. coggygria yapraklarindan hazirlanan su, metanol ve etilasetat ekstrelerinin
total fenol bilesik ve flavonoit miktarlari, DPPHe serbest radikali ve ABTSe+ radikal
katyonu giderici aktiviteleri ile ferri iyonu rediikleme giicii bakimindan incelenmis ve
ekstrelerin her biri DPPHe ve ABTSe+ radikallerini gidererek ve ferri iyonunu
rediikleyerek antioksidan etkisi gosterdikleri sonucuna varilmistir. En yiiksek total
fenolik bilesik miktarinin, en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosteren etil asetat
ekstresinde oldugu saptanmistir (Tunali ve ark., 2011). Ekstreler, elastaz ve a-

glukozidazi inhibe edici etkileri bakimindan incelendiginde, sulu ekstrenin giiclii
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elastaz1 inhibe edici etkisine, metanol ekstrenin ise giiglii a -glukozidazi inhibe edici
etkisine sahip oldugu sonucuna varilmistir (Tunali ve ark., 2011).

Riaz ve ark. (2012) tarafindan yapilan baska bir c¢alismada, biitiin bitki, oda
1sisinda metanol (MeOH) ile masere edilerek solvent alcak basing altinda rota
evaporatorda ugurulmustur. Bakiye metanol/su (1:2) karisiminda ¢oziiliip sirasiyla n-
heksan, kloroform, etil asetat ve en sonunda n-biitanol ile tiiketilerek
fraksiyonlandirilmistir. Elde edilen dort fraksiyonun DPPH" serbest radikali giderici ve
lipit peroksidasyonu inhibe edici aktivitesi ile total radikal antioksidan potansiyeli
(TRAP) ve ferri iyonu rediikleme antioksidan potansiyeli (FRAP) bakimindan
incelenmistir ve etil asetat ekstresinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu sonucuna
varilmstir.

Diger bir ¢alismada 30 giin siire ile sazan baliklara (Cyprinus carpio) C.
coggygria metanol ekstresinin 0,5, 1 ve 1,5 g/kg viicut agirligi konsantrasyonunda balik
yemine katilarak verilmesinin ardindan alinan kan 6rneklerinde SOD (NTB), lizozim,
miyeloperoksidaz ve fagositik aktivite gibi parametrelerin kontrol deney grubuna goére
anlamli sekilde arttig1 gozlenmis ve tetranin bagisiklik cevabini arttirict etkisi oldugu
sonucuna varilmistir (Bilen ve ark., 2014).

Yarat ve ark. (2013), C. coggygria bitkisinin saghkli kisilerin salya
orneklerindeki glutatyon ve SOD diizeyleri {izerindeki etkisini incelemisler ve ekstre ile
inkiibe edilen salyadaki glutatyon seviyesi kontrol gruba gore anlamli derecede yliksek
oldugu, SOD aktivitesinin ise diislik oldugu tespit edilmistir.

Ozsoy ve ark. (2017), cogunlugu Kirklareli bolgesinde, halk arasinda kanser
tedavisinde kullanilan 9 bitki tlirlerinden hazirlanan etanolik total ekstrelerin
antioksidan, asetilkolinesteraz, siklooksijenaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimleri
tizerinde inhibe edici etkileri incelenerek inflamasyon, Alzheimer hastaligi ve kanser
tedavisine yonelik olarak potansiyel kullaniliglar1 ve yoresel kullaniliglart ile iliskileri
bilimsel veriler 1s131nda degerlendirmislerdir. Incelenen bitkilerden C. coggyria
Scop.’nin en giiclii asetilkolinesteraz, tiyoredoksin rediiktaz, COX-1 ve COX-2 inhibitor

etkisi ile en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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2.1.3.10.4.2. Anti-inflamatuar Etki

Carregeenan ile indiiklenen sigan penge 6demi deneysel modelinde C. coggygria
ekstrelerinin antiinflamatuar etkisi gosterilmistir. Ekstrelerin 50 mg ve 100 mg/kg
konsantrasyonlarinda si¢an pengelerinde olusan inflamasyonu kontrol grubuna gore
sirastyla % 46,5 ve % 76,5 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig
goriilmiis ve ekstrenin doza bagli antiinfamatuar aktiviteye sahip oldugu sonucuna
varilmistir. Etil asetat ekstresinin 100 mg/ml konsantrasyonunda goésterdigi etkinin,
indometazinin 8 mg/kg konsantrasyonunda gosterdigi inhibe edici etkisinden daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Simi¢ ve ark., 2008).

C. coggygria bitkisinin yapraklarindan hazirlanan inflizyonun wistar siganlarinda
indometazin ile olusturulmus mide iilserlerinde Onleyici etkisi belirlenmis, bu etkinin
lipid peroksidasyonunu onleyici antioksidan etkisinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir

(Pavlov ve ark., 2013a).

2.1.3.10.4.3. Antimikrobiyal Etki

Bitkilerle tedavi olarak adlandirilan tamamlayict tibba dogru yonelimin
artmasinin en biiyilik sebebi bakterilerin son zamanlarda kullanilan antibiyotiklere karsi
gosterdigi dayanma direncinin artmasidir. Yapilan c¢alismalarda, halk arasinda
kullanilan C. coggygria bitkisinin yapraklarindan ele edilen ekstraktlarin antimikrobiyal
etkisi bircok caligmada incelenmistir ve bitkinin yeni antimikrobiyal bilesiklerin
potansiyel bir kaynagi olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Bitkinin antibakteriyal
etkisi icerdigi ugucu yaglardan ileri geldigi rapor edilmistir (Antal ve ark., 2010).
Ayrica igerdigi taninlerin hidrolizi sonucunda meydana gelen pirogallol, katekol ve
ellajik asid gibi fenol yapisindaki bilesiklerin de antibakteriyel aktiviteleri bilinmektedir
(Ferrazzano ve ark., 2013).

Sirbistan’in iki bolgesinden toplanan C. coggygria’nin yapraklari ve geng
dallarindan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi, agar disk difiizyon,
mikrodiliisyon yontemleri ve minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) tayini ile
calistlmigtir. Her iki yagmn, disk difiizyon yontemiyle calisildiginda, streptomisine
kiyasla, Gram+ bakterilere kars1 daha etkili olduklar1 gozlenmistir. Ucucu yaglarin
bifonazol ticcari preparata gore daha yiiksek antifungal potansiyeli bildirilmistir
(Novakovi¢ ve ark., 2007).
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C. coggygria’nin ¢igek, yaprak ve siirglinlerinden elde edilen ugucu yagin
antibakteriyel aktiviteleri agar difiizyon metodu kullanilarak 6 cesit bakteri lizerinde
calisilmis ve siirglinlerden elde edilen ucucu yagm S. aureus gelismesini giiglii bir
sekilde inhibe ettigi (35 mm inhibisyon zonu), ¢i¢ek ve yapraklardan elde edilen ugucu
yagin ise K. pneumoniae gelismesini inhibe ettigi bildirilmistir (MiloSevi¢ ve ark.,
2008).

C. coggygria yaprak ekstresinin S. aureus ve Pseudomonas aeruginosa
gelismesini inhibe ettigi (13 ve10 mm inhibisyon zonu) bildirilmistir (Borchardt ve ark.,
2008).

C. coggygria siirgiinlerinden hazirlanan metanol ekstresinin antibakteriyel
aktivitesi disk diflizyon ve broth makrodiliisyon yontemleri kullanilarak Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Micrococcus
lysodeikticus’ye karsi antibakteriyal ve Candida albicans’a karsi antifungal aktivitesi
gbzlenmistir (Mati¢ ve dig., 2011a).

Disk diflizyon yontemi kullanilarak C. coggygria yapraklarindan elde edilen
metanol ekstresinin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterobactor aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris and Pseudomonas
aeruginosa karsi orta antibakteriyal aktivitesi gdzlenmistir (Singh ve ark., 2012).

Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada, disk diflizyon yontemiyle gesitli solventlerle
hazirlanmig C. coggygria yaprak ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi incelendiginde,
distile su ile hazirlanan ekstrenin Enterococcus faecalis’e karsi (20 mm inhibisyonu) en
etkili oldugu, metanol ekstresinin ise S. aureus, S. epidermidis ve E. faecalis’e kars1
etkili oldugu bildirilmistir (Tung ve ark., 2013).

C. coggygria geng siirgiinlerinden elde edilen aseton ekstresinin ve
fraksiyonlarinin, minimum inhibitor konsantrasyon degeri (MIK) olarak ifade edilen
antibakteriyal aktiviteleri 3,1 mg/ml ve 200 mg/ml arasinda degistigi gdézlenmistir
(Marceti¢ ve ark., 2013). Aseton ekstresi, Gram-pozitif bakterilere (S. epidermidis ve S.
aureus) karsi yiiksek etkili bulunmustur, etil asetat fraksiyonunun ise B. subtilis, K.
pneumoniae ve E. coli bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyal aktivitesi gozlenmistir.
Kloroform fraksiyonu, bir antifungal ilact olan nystatinden C. albicans’a karsi daha

yuksek antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur.
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Ferrazzano ve ark. (2013), C. coggygria’nin su ve etanol ekstrelerinin
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei ve Actinomyces
viscosus’a kars1 gii¢lii bir antibakteriyal aktivitesi gosterdikleri bildirmislerdir.

Bitkinin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinden baska antiviral aktiviteleri de
ilgi ¢ekmis ve ayrica rapor edilmistir (Fan ve ark., 2005). Antiviral etkinin iki yolu
vardir; bunlardan biri enfeksiyonun Onlenmesi ve digeri viral replikasyonun
inhibisyonudur. C. coggygria yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin Tobacco
mosaic virus (TMV) replikasyonunu inhibe ederek gii¢lii bir antiviral etki gosterdigi
bildirilmistir (Jing ve ark., 2012).

2.1.3.10.4.4. Antitiimor Etki

C. coggygria ekstrelerinin anti-timér etkileri incelenmistir. Savikin ve ark.,
(2009) C. coggygria’nin yaprak ve gi¢eklerinden elde edilen metanol ekstrelerinin insan
servikal (HeLa) ve kolon karsinom (LS174) hiicre hatlari {izerindeki giiglii sitotoksik
etkileri, antioksidan etkileri ile iyi bir korelasyon gosterdikleri bildirmislerdir.

C. coggygria’nin hekzan, etanol ve su ekstrelerinin iki okaryotik hiicre hatti
(insan gingival fibroblast-HGF-1 ve keratinosit-HaCaT) iizerindeki sitotoksik etkisi
Ferrazzano ve ark. (2013) tarafindan incelenmis, sulu ekstrenin hiicre canlilig: tizerinde
hafif inhibitor etki gosterdigi, etanol ekstresinin ise toksik etkili oldugu bildirilmistir.

C. coggygria flavonoidlerinin, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/protein kinaz B
(AKT) sinyal yolagini diizenleyerek glioblastoma kanser hiicrelerinin inhibisyonuna yol
actiklart Wang (2010) tarafindan bildirilmistir.

C. coggygria’nin toprak istii kismindan hazirlanan metanol ekstrenin dort insan
kanser hiicre hatlar1 {izerindeki (akciger - A549; meme - MCF7; histiocytic lymphoma -
U937 ve human B lymphoblastoid cells - TK6) sitotoksik etkisi Polio ve ark. (2016)
tarafindan incelenmistir. Ekstrenin A549 ve MCF7 kars1 sitotoksik etki gosterdigi ve
hiicre dongiisiiniin Gl fazindaki hiicrelerinin anlamli bir artisina yol agtigi
bildirimislerdir.

Artun ve ark. (2016) Tirkiyede yetisen C. coggygria yapraklarindan elde edilen
methanol ekstresinin HelLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini rapor
etmislerdir.

Romanya’da yetisen C. coggygria’nin odumsu kismindan elde edilen ve dietil

eterde ¢ozlinen fraksiyonu, sulfuretin ile butein bilesenleri ve bunlarin hidrofilik (-
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siklodekstrin ile olusturduklar1 siklodekstrin komplekslerinin servikal (HeLa), over
(A2780), meme (MCF7 ve MDA-MB231) kanser hiicreleri iizerindeki etkileri
incelemisler ve ekstrenin, over kanser hiicrelerinin biiytimesini mikromolar diizeylerde
inhibe ettigini, betainin serbest formu veya rastgele metillenmis B-siklodekstrin
kompleksi HeLLA hiicrelerinin % 82’nin biiylimesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettikleri,
sulfuretinin serbest formunun veya siklodekstrin kompleksinin ise daha diisiik sitotoksik
etki gosterdikleri bildirilmistir (Antal ve dig., 2016).

Gospodinova ve ark. (2017) Bulgaristan’da yetisen C. coggygria’nin
yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin meme, servikal ve over kanser hiicre
hatlarina kars1 antiproliferatif ve antioksidan etkilerini bildirmislerdir.

C. coggygria bitkisinin antitimor etkisi igerdigi gallik asit (Kawada ve ark.,
2001), mirsetin (Zhang ve ark. 2010), apigenin (Ruela-de-Sousa ve ark., 2010) ve

kersitin’den (Duo ve ark. 2012) ileri gelebilecegi rapor edilmistir.

2.1.3.10.4.5. Anti-Genotoksik ve Karacigeri Koruyucu Etkisi

SLRL (sex-linked recessive lethal) testi kullanilarak C. coggygria’nin % 5’lik
metanol ekstresinin, spermatogenezin her ii¢ sathasinda erkek Drosophila melanogaster
X-kromozomunda sekse-bagli resesif letal mutasyonlarint uyardigt ve % 5°lik
konsantrasyonunun mutant siklikligini1 arttirdigi ve genotoksik oldugu sonucuna
varilmistir (Stani¢ ve ark., 2009).

Wistar sicanlarina intraperitoneal olarak sirasiyla 500, 1000 and 2000 mg/kg
viicut agirligi dozlarinda C. coggygria’nin geng siirgiinlerinden hazirlanan sulu
¢ozeltisinin verilmesinden sonraki 24. ve 72. saatte alinan karaciger ile beyin
omuriligine Comet testi uygulanmig ve C. coggygria ekstresinin 1000 ve 2000 mg/kg
dozunda verildiginde diisiik genotoksik etkisi oldugu, 500 mg/kg dozunda verildiginde
ise genotoksik olmadig: bildirilmistir (Mati¢ ve ark., 2011b).

C. coggygria aga¢ govdesinden hazirlanan metanol ekstresinin, pirogallol ile
deneysel olarak olusturulmus karaciger hasar1 nedeniyle artmis olan serum AST ve ALT
enzim diizeylerini ve lipid peroksidasyon {irlinlerini azalttigi, antioksidan enzimlerini
stimiile edici bir etkisi oldugu, DNA hasari tamirine yol agtigi, antiapoptotik
mekanizmada rol oynayan protein kinaz B (Akt) aktivitesini arttirdigi ve NF-kB’nin
asir1 ekspresyonunu azalttigi, dolayisiyla karaciger harabiyetine kars1 koruyucu etkisinin

bulundugu bildirilmistir (Mati¢ ve ark., 2011c).
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C. coggygria methanol ekstresinin pirogallol tarafindan uyarilan genotoksisiteyi
ve hepatotoksisiteyi modiile ederek, antigenotoksik ve antihepatotoksik etki gosterdigi
ve bu etkilerin igerdigi mirisetin flavonoitten ileri geldigi bildirilmistir (Mati¢ ve dig.,
2013).

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada C. coggygria bitkisinden elde edilen infiizyon
erkek wistar siganlarda arastirilmigtir. Hayvanlara % 1, % 2 ve % 4 konsantrasyonlarda
bitki inflizyonu sonda ile mideye gonderilerek tedavi edilmistir. Sonuglar sulu inflizyon
tedavisi ile karaciger subkronik toksisite olmadigini gostermistir (Pavlov ve ark.,
2013c).

Diger bir calismada C. coggygria sulu ekstresinin Sprague Dawley siganlarda
etanol ile deneysel olarak olusturulmus karaciger hasarina olan etkisi ve antioksidan
savunma sistemindeki degisiklikleri incelenmistir. Karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid ile indirgenmis (GSH) diizeyleri ve
katalaz aktivitesi, serumda ise aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT) ve alkalen fosfataz aktiviteleri tayin edilmistir. Calisma sonucunda etanol
uygulanmis kontrol grubunun, karaciger hasar1 nedeniyle serum ALT, AST ve ALP
diizeyleri, kontrol grubu siganlarina gore anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Bunun yani sira karaciger MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis,
GSH ve katalaz, diizeylerinde ise, normal kontrol deney grubuna bir azalma
goriilmustiir (p<0.05). Etanol ile birlikte C.coggygria ekstresi (59 mg/kg) verilmis
sicanlarda LPO diizeylerinin etanol uygulanmis kontrol deney grubuna gore anlamli
sekilde azaldigi, GSH diizeyleri ise anlaml sekilde arttig1, katalaz aktivitesi ise arttig1
gozlenmis ve C.coggygria ekstresinin etanol ile indiiklenmis hasarina kars1 karacigeri
koruyucu aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir (Sancar-Bas ve ark., 2015).

Baska bir calisgmada 30 giin siire ile wistar sicanlara gavajla verilen C.
coggygria’nin sulu ve etanol inflizyonunun karaciger, bobrek veya beyine herhangi bir
subtoksik etkisi olmadigi bildirilmistir (Ivanova ve ark., 2013).

"Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan 2012 yilinda yayimlanan
gida veya takviye edici gidalarda kullanildiginda insan sagligi endisesi dogurmasi
muhtemel maddeleri dogal olarak igerdigi bildirilen bitkiler kompendiyumu baglikli
bilimsel goriiste Avrupa Birligi iilkelerinde gida uygulamalarinda kullanilan bitkilerle
ilgili bilgiler derlenmistir. S6z konusu kompendiyumda C. coggygria bitkisine yer

verilmemigtir" (EFSA, 2012).
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"Avrupa Bitkisel Cay Birligi (EHIA) tarafindan yayimlanan Gida Olarak Kabul
Edilen Bitki Envanter Listesi’ nde de C. coggygria bitkisi yer almamaktadir (EHIA,
2013)".

Tirkiyede C. coggygria Scop. bitkisinin yaprak ve geng siirgiin kisimlarinin
giivenilirlik degerlendirmesi giincel bilimsel calismalar 1s18inda Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Midirligi (GKGM) Risk
Degerlendirme Daire Baskanligi tarafindan 2014 yilinda yapilmistir. "C. coggygria
Scop. bitkisinin yaprak ve geng silirgiin kisimlar1 hakkinda toksisite c¢alismalari
degerlendirilip, herhangi bir olumsuz etkinin goriilmedigi tespit edilmistir. C. coggygria
scop.’un yaprak ve geng siirgiinlerinin ve bu kisimlardan elde edilen ekstrelerin
gidalarda kullanilabilecegi ve Bitki Listesindeki durumun yaprak ve geng siirgiin

kisimlari i¢in pozitif (P) olarak devam etmesi yoniinde tavsiye karart alinmistir".
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Absolii alkol [Fluka 32 221]

L-Alanin [Merck 101007]

Anti-beta actin rabbit monoclonal antibody [Baster MO1263]
L-Aspartat [Merck 100129]

Anti-iNOS antibody [ABCAM ab15323]
Albumin (BSA) [Fluka 05479]

Amonyum hidroksit [Sigma 320145]

Bakir kapli kadmiyum graniilleri [Merck 102004]
Bradford [Bio-Rad; 500-0006]

COX-2 Antibody [NOVUS NB100-689SS]
Cinko sitilfat.7H.0 [Merck 108883.1000]

Dekstran siilfat sodium tuzu (MW: 36000-50000 Da) [Bio Medicals
ICN16011080]

o-Dianizidin dihidrokloriir [Sigma D 3252]

Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO4) [ Merck105101]
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) [Riedel de Haén 4272]
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoik asid) (DTNB) [Sigma D 8130]
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) [Sigma E5134]

Glisin [Sigma G8898]

Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (HRP) [ABCAM ab205718]
Glutatyon rediiktaz (GR) [Sigma G3664]

Glutatyon (rediikklenmis) (GSH) [Sigma G4251]

Glutatyon (okside) (GSSG) [Sigma G 4376]
Heksadesiltrimetilamonyum bromiir (HTAB) [Sigma H9151]
Hidrojen peroksit (H202) [Riedel de Haén 18312]
Hidroklorik asit (HCI) [Merck 109057]

Ksantin [Fluka 95490]

57



Ksantin oksidaz [Sigma X1875]

Kemiliiminesans Substrat [ Thermo Scientific 34075]
1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) [Aldrich 13863-0]

Laktat dehidrojenaz (LDH) [Sigma 12500]

Laemmli Ornek Tamponu [Bio-Rad 1610747]

Malat dehidrojenaz (MDH) [Sigma M2634]

B-Merkaptoetanol [Merck 805740]

Mouse TNF-alpha Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS607/3]
Mouse IL-1beta Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS6002]
Mouse IL-6 Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS603/2]
Mouse IL-10 Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS614/2]
Mouse IFN-gamma Platinum ELISA Kit [THERMO-INVITROGEN BMS606]
N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir [Sigma N 9125]

B-Nikotinamid adenin dinukleotid rediiklenmis, disodium tuzu hidrat (NADH
2H,0) [Sigma 43420]

B-Nikotinamid adenin dinukleotid 2'-fosfat, rediiklenmis (B-NADPH)
tetrasodium tuzu [Sigma N 1630]

Nitroblue tetrazolium kloriir (NTB) [Fluka 74032]

NP40 Cell Lysis Buffer [THERMO FNN0021]
Penisilin-Streptomisin 10000 U/mL [WISENT, 450-201-EL]
PGE2 (Prostaglandin E2) ELISA Kit [ELABSCIENCE E-EL-0034]
Piridoksal fosfat [Fluka 82870]

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) [Merck 104871]
Potasyum hidroksit (KOH) [Merck 105022.1000]

Sodyum azid [Merck 106688]

Sodyum dodesil siilfat (SDS) [Fluka 71725]

Sodyum kloriir [Merck 106404]

Sodyum nitrit (NaNOz) [Merck 106544]

Siilfanilamid [Sigma S 9251]

Siilfosalisilik asid [Merck 247006]
1,1,3,3,-Tetraetoksipropan (TEP; Fluka 86570]

Tiyobarbitiirik asit (TBA) [Sigma T 5500]
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Trikloroasetik asit (TCA) [Merck 100810)
Tris(hidroksimetil)aminometan [Merck 108387]
Yagsiz Siit Tozu [Sigma M7409]

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler
37°C’lik Su Banyosu (Memmert)

-80°C Dondurucu (Nuaire)

Buz Makinesi (Eurfrigor)

Buzdolabi (Ariston)

Calkalayici (IKA)

Calkalamali Inkiibator (N-Biotek)

Hassas Terazi (AND HM 200)

Homojenizator

Is1 Blogu (Lab Line)

Jel Goriintiileme Cihaz1 (Vilber Lourmat, Fusion FX5)
Mikro-plaka Okuyucu (Eon Biotek)

Otomatik Pipetler (Eppendorf)

pH Metre (WTW)

PVDF Membran (Bio-Rad 170-4156)
SDS-PAGE Jeli (Bio-Rad 456-9031)

Siringa (Set Inject)

Sogutmali Santrifiij (Gyrozen)

Sonikator

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208)

Steril 15 mL’lik Santrifiij Tiipii (NEST 601052)
Steril 50 mL’lik Santrifiij Ttpii (NEST 602052)
Steril 96 Kuyucuklu Plaka (NEST 701001)
Turbo Transfer Sistemi (BioRad)

Ultra Saf Su Cihaz1 (Elga)

Vorteks (Velp Scientifica)
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3.3. Etik Kurul Onay1

Bu deneysel ¢alisma, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii (DETAE) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 26.10.2017 tarihli ve
35980450-050.01.04 say1li karar yazisi ile Etik Kurul ilkelerine uygun bulunmustur.

3.4. Bitki Materyali

Bartin ilinden Prof. Dr. Ayse Can tarafindan temin edilen C. coggygria Scop.
bitkisinin yapraklar1 su ile yikandiktan sonra ufak parcalara kesildi ve gdlgede
kurutularak toz edildi. Bitkinin teshisi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Botanik Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof. Dr. Siikran Kiiltiir tarafindan
yapildt ve bitki Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda
saklanmaktadir (ISTE 93133).

3.5. Infiizyonun Hazirlanmasi
Toz edilmis C. coggygria Scop. bitkisinin yapraklar1 {izerine (% 6’lik
inflizyonun hazirlanmasinda 6 g, % 9’luk inflizyonun hazirlanmasinda ise 9 g) 100 ml

kaynar su ilave edildi ve oda 1sisina gelene kadar bekletildi. Her giin taze hazirlandi.

3.6. Farelerde Kolit Olusumu

Kolit olusumunun saglanmasi amaciyla % 3 DSS (w/v) soliisyonu kullanildi.

3.7. Kullamlan Deney Hayvanlari ve Olusturulan Gruplar

Calismada, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE)’den saglanan 8-10 haftalik kolite hassas fare soyu olan C57BL/6 56 adet
erkek fare kullanildi. Calisma, standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarina
uygun olarak yapildi. Sicanlarin beslenmesinde 6zel fare yemi kullanildi. Calisma
boyunca her giin ayni saatte, agirlik degisimlerinin belirlenmesi amaciyla, farelerin
agirliklari tartildi ve igtikleri su/DSS’li su miktarlari kaydedildi. Infiizyon ve mesalamin

gavajla verildi.
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Rastgele segilen fareler 7 gruba ayrildi:

Grup | (Kontrol Grubu; Knormal) (n=8): 7 giin boyunca steril musluk suyu verilen

ve 8. giinde sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup II (% 3’liik DSS Verilen Kolit Grubu; Kpss) (n=8): Deneyin ilk 2 giinii steril
musluk suyu verilip, 3. gilinden itibaren 5 giin boyunca steril musluk suyu i¢inde

¢ozlindiiriilmiis % 3 DSS verilen ve 8. glinde sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup III (Sadece % 6’lik Infiizyonu Verilen Grup; Kccysis) (n=8): 7 giin boyunca
giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 6’lik bitki inflizyonu verilen ve 8. giinde sakrifiye
edilen hayvanlar.

Grup IV (Sadece % 9’luk infiizyonu Verilen Grup; Kccysig) (n=8): 7 giin boyunca
giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 9’luk bitki inflizyonu verilen ve 8. giinde sakrifiye

edilen hayvanlar.

Grup V (% 3 DSS + % 6’lik infiizyonu Verilen Grup; DSS+CCYSI6) (n=8): 7 giin
boyunca giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 6’lik infiizyonu, 3. giinden itibaren 5 giin
boyunca steril musluk suyu i¢inde ¢oziindiiriilmiis % 3 DSS verilen ve 8. giinde

sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup VI (% 3 DSS + % 9’luk infiizyonu Verilen Grup; DSS+CCYSI9) (n=8): 7
giin boyunca giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 9’luk inflizyonu, 3. giinden itibaren 5 giin
boyunca steril musluk suyu i¢inde ¢ozlindiiriilmiis % 3 DSS verilen ve 8. gilinde

sakrifiye edilen hayvanlar.

Grup VII (% 3 DSS + Mesalamin Verilen Grup; DSS+M) (n=8): 7 giin boyunca
giinde 1 kez gavajla 250 mg/kg, 3. giinden itibaren 5 giin boyunca steril musluk suyu

i¢inde ¢oziindiiriilmiis % 3 DSS verilen ve 8. giinde sakrifiye edilen hayvanlar.

Uygulamalar ilgili deney gilinlinde ve ayni saatte yapildi. Deneyden bir gece
once (12 saat) ag¢ birakilan fareler verilen son dozdan 24 saat sonra 8. giin saat 9.00’da
izofluran inhalasyonu ile anestezi edildiler. Anestezi Oncesi farelerin agirliklart dl¢iildii.
Farelerin tiimiiyle ¢ikarilan kolon dokularinda, distal kolonda aniisiin proksimalindeki 1
cm’lik segment ikiye ayrilarak histolojik incelemede kullanilmak {izere fiksatifler icine
alindi. Biyokimyasal incelemeler icin ise geriye kalan kolon dokusu ELISA

yontemlerinde kullanilmak iizere buz soguklugunda PBS (pH 7.4) iginde,
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spektrofotometrik tayinlerinde kullanilmak iizere ise buz soguklugunda % 0.9’luk
fizyolojik tuzlu su (FTS) iginde deneyin yapilacagi giine kadar -80°C’deki derin

dondurucuda saklandu.

3.8. Farelerdeki % Viicut Agirhk Degisiminin Tespit Edilmesi

Tiim gruplardaki farelerin % viicut agirhigr degisimlerinin tespit edilmesi
amaciyla deney siiresince her giin ayni1 saatte farelerin agirliklar1 kaydedildi. Farelerin o
glinkii viicut agirliklar1 ile deney baglamadan onceki agirliklart arasindaki fark alinarak,
% degisim giinliik olarak hesaplandi. Deney boyunca her giin tiim gruplardaki fareler
arasinda % viicut agirlik degisimi istatistiksel olarak degerlendirilerek, gruplara gore

farelerin % viicut agirlik degisim grafigi ¢izildi.

3.9. Farelerin Kolon Uzunluklarimin Olgiilmesi

Deneyin son giinii anestezi altindaki farelerin orta hat kesitleri yapild.
Hayvanlarin kolon dokular1 tiimiiyle (¢cekumdan aniise kadar) cikarildi ve fekal igerik
dikkatlice temizlendi. Tiim kolon dokusunun uzunlugu 6l¢iildii. Tiim farelerin kolon
uzunluklarina ait degerler istatistiksel olarak degerlendirilerek, gruplara gore kolon

uzunluklarina dair 6l¢im grafigi ¢izildi.

3.10. Hastahk Aktivite indekslerinin Belirlenmesi

Hastalik Aktivite indeksi (HAI), her giin viicut agirligi, diski kivami ve rektal
kanama skorlarin belirlenmesi ve ili¢ parametrenin aritmetik ortalamalarin alinmasiyla
hesaplandi. Her bir parametre 0 (hasarsiz) - 4 (siddetli hasar) arasinda skorlandirildi.

Maksimum skor 4 kabul edildi. HAI skorlandirilmasi Tablo 3-1°de gdsterilmistir.

Tablo 3-1: Hastalik aktivite indeksi skorlama sistemi (Cooper ve ark.,1993)

Skor Agirhik kaybi (%) Diski kivami Gizli/goriiniir rektal kanama
0 Yok Normal Yok

1 1-5 Normal + (Gizli)

2 6-10 Yumugak ++ (Gizli)

3 11-15 Diyare +++ (Gizli)

4 15> Diyare Goriiniir kanama
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Hayvanlarin digkilarinda gizli kanin varligi, Hemoccult Gizli Kan Testi Kiti (Hema-

Screen Occult Blood Test, Stanbio Laboratory) kullanilarak saptandi.

3.11. Biyokimyasal Yontemler

3.11.1. Doku Homojenizasyonu

Alman kolon dokusu ornekleri soguk 0.15 M NaCl ve bunu takiben 0.15 M
potasyum fosfat tamponu, pH 7.4 ile yikandiktan sonra 1slaklig1 alinarak tartimi yapildi,
% 10’luk homojenizat hazirland1 (0,15 M fosfat tamponu i¢inde) ve 13 000’de 10
dakika santrifiije edildi. Deneyler yapilincaya kadar —80°C’de derin dondurucuda

saklandi.

3.11.2. Plazmamn Elde Edilmesi
EDTA tetrasodyum igeren tiiplere alinmis olan kan 6rnekleri 3000 devirde 10
dakika santrifiije edildi.

3.11.3. Plazmada Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesinin Tayini

Kullanilan cozeltiler:

e 97 mM Tris, pH 7,8 (30°C’de); 302 mM L-Aspartik asid: 1,18 g Tris ve 4,02 g
L-aspartik asit 80 ml distile suda ¢6zlindii, ¢ozeltinin pH’s1 5 M NaOH’in ilave

edilmesiyle 7,8’e ayarlandi ve 100 m1’ye distile su ile tamamlandi.

e 6,3 mM piridoksal fosfat’mm 97 mM Tris tamponu (30°C’de pH=7,8)’ndaki

¢Ozeltisi

e 11,3 mM Nikotin adenine dinukleotid (NADH)’in rediiklenmis formunun 97
mM Tris tamponun (30°C’de pH=7,8)’daki ¢6zeltisi

e 144 mM o-Ketoglutarik asit ¢ozeltisi
e 882 000 U/L Malat dehidrojenaz/126 000 Laktat dehidrojenaz ¢ozeltisi: 1/1
Deneyin prensibi

International Federation of Clinical Chemistry’ye gore tayin edildi (Bergmeyer,
1980; Bergmeyer ve ark., 1986). Serumda AST enzimi, reaksiyon sonunda meydana
gelen oksalasetatin NADH varliginda L-malata doniismesi esnasinda, NADH’in
NAD™ye okside olmasi ile absorbansta meydana gelen azalmanimn 6l¢iimiine dayanan

metoda gore tayin edildi.
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Deneyin yapilisi

100 ml 97 mM Tris/aspartat ¢ozeltisi (pH 7,8), 2 ml 6,3 mM piridoksal fosfat, 2
ml 11,3 mM NADH kanstirilarak reaksiyon karigimi hazirlandi  (reaksiyon
karisimindaki maddelerin son konsantrasyonlari: 80 mmol/L Tris, 240 mmol/L L-
aspartat, 12 mmol/L 2-oksoglutarat, 0,10 mmol/L piridoksal fosfat, 0,18 mmol/L
NADH, 700 U/L Malat dehidrojenaz ve 1000 U/L laktat dehidrojenaz). 200 pul
reaksiyon karisimina 20 pl plazma ilave edildi ve karistirildi. Karisimin absorbansi 340
nm’de sabit bir degere ulastiginda 20 pul o-ketoglutarat c¢ozeltisi ilave edildi ve
absorbanslar 60 saniye’de bir olmak tizere 300 saniye boyunca 0Ol¢iildii. Her bir 6rnek
icin AST aktiviteleri, bu deneyde NADPH i¢in 6,22x10° MZcm™olarak belirlenmis
absorbsiyon katsayisim1 kullanarak ve yapilan seyreltmeler gz Oniine alinarak, U/L

olarak hesaplandi.

3.11.4. Plazmada Alanin Aminotransferaz (ALT) Aktivitesinin Tayini

Kullamlan ¢ozeltiler:

e 110 mM Tris, pH 7,5 (30°C’de); 330 mM L-Alanin: 1,33 g Tris ve 5,61 g L-
alanin 80 ml distile suda ¢oziindii, ¢6zeltinin pH’s1 1 M HCI’in ilave edilmesiyle

7,5’e ayarland1 ve 100 ml’ye distile su ile tamamland.

e 6,3 mM Piridoksal fosfat’in 110 mM Tris tamponun (30°C’de pH=7,5)daki

¢Ozeltisi

e 11,3 mM NADH’in rediiklenmis formunun 110 mM Tris tamponu (30°C’de
pH=7,5)’daki ¢ozeltisi

e 180 mM a-Ketoglutarik asit ¢ozeltisi
e 252 000 U/L Laktat dehidrojenaz ¢ozeltisi
Deneyin prensibi

International Federation of Clinical Chemistry’ye gore tayin edildi (Bergmeyer,
1980; Bergmeyer ve ark., 1986). Serumda ALT enzimi, reaksiyon sonunda meydana
gelen piruvatin NADH varliginda laktata donilismesi esnasinda, NADH in NAD+’ye
okside olmasi ile absorbansta meydana gelen azalmanin 6l¢iimiine dayanan metoda gore

tayin edildi.
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Deneyin yapilisi

100 ml 110 mM Tris/aspartat ¢ozeltisi (pH 7,5), 2 ml 6,3 mM piridoksal fosfat,
2 ml 11,3 mM NADH kanstirilarak reaksiyon karisimi hazirlandi (reaksiyon
karisimindaki maddelerin son konsantrasyonlari: 100 mmol/L Tris, 500 mmol/L L-
aspartat, 15 mmol/L 2-oksoglutarat, 0,10 mmol/L piridoksal fosfat, 0,18 mmol/L
NADH ve 2000 U/L laktat dehidrojenaz). 200 pl reaksiyon karigimina 20 pl serum ilave
edildi ve karistirildi. Karisimin absorbansi 340 nm’de sabit bir degere ulastiginda 20 ul
a-ketoglutarat ¢ozeltisi ilave edildi ve ve absorbanslar 60 saniye’de bir olmak tizere 300
saniye boyunca 0l¢iildii. Her bir 6rnek icin ALT aktiviteleri, bu deneyde NADPH igin
6,22x10° Mcm™olarak belirlenmis absorbsiyon katsayisimi kullanarak ve yapilan

seyreltmeler goz oniine alinarak, U/L olarak hesaplandi.

3.11.5. Protein Miktar Tayini

Kullanilan cozeltiler

e Calhsma Bradford Ayiraci: Konsantre boya ayiracinin dort kez distile su ile

seyreltilmesiyle hazirlandi.
Deneyin prensibi

Protein miktar tayinleri 96 kuyucuklu mikroplakalarda mikro-Bradford
(Bradford 1976) yontemi ile belirlendi. Yontem, Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasmin proteinlere baglanmasi sonucunda olusturdugu rengin absorbansinin 595

nm’de dl¢lilmesi esasina dayanmaktadir.
Deneyin yapilisi

Kuyucuklara 5 pl 6rnek ve 95 ul protein boyasi konuldu. Ornegin boyayla
reaksiyona girmesi i¢in 10 dk. oda sicakliginda bekledikten sonra mikroplaka
okuyucuda 595 nm’deki absorbansi, ayira¢ koriine karsi okundu. Bu absorbans
degerinin, s1g1r serum albumini standart egrisine uygulanmasiyla, protein miktar1 mg/ml

olarak belirlendi.
Sigir Serum Albumini Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

S1g1r serum albuminin distile sudaki 1 mg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra
bu ¢dzeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1,6 mg/ml; 0,8 mg/ml; 0,4

mg/ml, 0,2 ve 0,1 mg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, mikro-
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Bradford deneyi uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler yonteminin
uygulanmasi ile sigir serum albumini standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: Sigir serum albumini standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.11.6. Kolon Dokusunda Lipid Peroksidasyonu Analizi
MDA tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

e TCA/TBA Ayiraci

6 g Trikloroasetik asit ve 0,15 g tiyobarbitiirik asidin 40 ml 0,25 N HCl’de (1 N
HCl’in 4 kez seyreltilmesiyle hazirlandi) hafif isitilarak (60 - 70°C’de) ¢oziinmesi ile

hazirlandi.
e 1 mM Stok 1,1,3,3,-Tetraetoksipropan (TEP) Soliisyonu

24 ul TEP, 1 ml IN HCI ve 90 ml distile su balon jojeye alindi, 100 ml isaretine
kadar su ile tamamlandi. Kapagi kapatildi ve 50°C’lik su banyosunda 60 dakika 1sitilip,

sogutuldu. Taze hazirlandi.
e 32 uM TEP Calisma Soliisyonu

32 ul 1 mM TEP’e 0,968 ml distile su ilave edildi.
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Deneyin prensibi

Tiyobarbiturik asitle reaksiyona giren maddelerin (TBARS) 6l¢iimii Buege ve
Aust’un (1978) gelistirdigi metoda gore yapildi. Metod, lipid peroksidasyonunun aldehit
tirtinlerinden biri olan MDA ve TBA arasindaki reaksiyon sonucu olugsan pembe renkli
kompleksin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢lilmesi esasina

dayanmaktadir.
Deneyin yapilisi

62,5 ul kolon homojenizatina 125 pl TCA - TBA ayiract (% 15 w/v TCA ve %
0,375 TBA’n 0.25 N HCl’deki ¢ozeltisi) ilave edildi. Reaksiyon karigimi vortekste
karistirildi ve 100°C’de 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Sogutulduktan
sonra 6 000 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi. Meydana gelen pembe rengin absorbansi
532 nm’de Oolgiillerek MDA miktann 1,1,3,3,-tetractoksipropan (TEP) kullanilarak
hazirlanan standart egriden veya absorplama kapasitesi (e= 1,56 x 105 M-1cm-1) degeri
kullanilarak lipid peroksitlerin miktar1 hesaplandi ve nmol TBARS/g doku olarak ifade
edildi.

MDA Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Calisma standart1 olarak 32 uM TEP (MDA) hazirlandi. Bu ¢ozeltinin distile su
ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 16 uM, 8 uM, 4 uM, 2 uM ve 1 uM olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere TBA metodu uygulandiktan sonra meydana gelen
pembe rengin absorbansi 532 nm’de 6l¢iildii. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan
degerlerden, en kii¢lik kareler yonteminin uygulanmasiyla MDA standart egrisi ¢izildi

ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-2).
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Sekil 3-2: MDA standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.11.7. Kolon Dokusunda Glutatyon (GSH) Tayini

Kullanilan ¢ozeltiler
e % 5’lik siilfosalisilik asid
e 6,3 mM EDTA igeren 143 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5)
e 0,3 mM NADPH
e 1mMMDTNB
e 50 U/ml glutatyon rediiktaz
Deneyin prensibi

Indirgenmis (GSH) glutatyonun konsantrasyonu Tietz’in Anderson (1985)
tarafindan modifiye edilmis DTNB-GSSG rediiktaz geri doniisiimlii (recycling)
metoduna gore yapildi. Bu metod rediiklenmis glutatyonun ortamdaki 5,5’-ditiobis (2-
nitrobenzoik asid)’i silirekli indirgemesi esasina dayanir. Meydana gelen okside

glutatyon (GSSG) ise GR ve NADPH tarafindan tekrar rediiklenir.
1. 2GSH + DTNB -» GSSG + 2 TNB
GR

2. GSSG + NADPH + H — 2 TNB + NADP*

GR
DTNB + H" +NADPH— 2 TNB + NADP+
GSSG/GSH

Deneyin yapilisi

Kolon dokusundaki glutatyonun o6l¢iilmesi i¢in once dokunun % S5’lik 5-
stilfosalislik asitteki homojenizati hazirlanarak (10 vol/g doku) proteinsizlestirildi. Doku
homojenizati 13 000 devirde 5 dakika santrifiije edildi. Ayrilan supernatanttan 100 ul %
5’1ik 5-siilfosalisilik asid iceren Eppendorf tiipline aktarildi.

Kolon dokusunda rediiklenmis glutatyonun (GSH) olgiilmesi igin 700 ul 0,3
mM/ml (son konsantrasyonu 0,21 mM) NADPH’in 6,3 mM NasEDTA igeren 143 mM
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sodyum fosfat tamponundaki ¢o6zeltisi (pH 7,5), 100 ul DTNB (son konsantrasyonu 0,6
mM), 175 pl su ve 25 pl kolon homojenizati karigtirildt ve 30°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon 10 ul 50 U glutatyon rediiktaz (son konsantrasyon 0.5 U)’in 900 pl
reaksiyon karigimina ilavesi ile baslatildi. Absorbans degisikligi 420 nm’de her 15
saniyede olmak tizere 90 saniye Ol¢iildii. GSH’1n seri sulandirmalari ile standart egri
cizildi ve 6rnek konsantrasyonlar1 grafikten elde edilen denklemden hesaplandi. Elde
edilen veriler doku 6rnekleri i¢in nmol/g doku cinsinden verildi.

Rediiklenmis Glutatyon (GSH) Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Glutatyon Stok Standardi olarak 1 mmol/L lik GSH ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu
¢ozeltiden %5’lik siilfosalisilik asid ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 25 uM, 50
uM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere DTNB-GSSG
rediiktaz geri doniistimlii (recycling) metodu uygulandiktan sonra meydana gelen sari
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asid’in (TNB) absorbansi spektrofotometrik olarak 412
nm’de Ol¢iildii. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasiyla GSH standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde
edildi (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: GSH standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.11.8. Kolon Dokusunda Nitrik Oksit (NO) Miktar Tayini

Kullanilan ¢ozeltiler:

e Bakir kapli kadmiyum graniilleri 2,5-3 g agirhiginda tartildi ve kullanmadan
once distile su (2 x 1 ml), 0,1 N HCI (2 x 1ml) ve 0,1 M NH4OH, pH 9,6 (2 x 1
ml) ile yikandi.

e 9% 30ZnS0O,4

e Renklendirici: ImM siilfanilamid (3 N HCI igerisinde) ve 0,1 mM N-1-

naftiletilendiamin dihidrokloriir ¢6zeltileri hazirlandi.
Deneyin prensibi

Kolon dokusunda NO 6l¢iimii bu molekiiliin yar1 0mriiniin ¢ok kisa olmasi
nedeni ile zor oldugundan NO diizeyi gostergesi olan nitrit (NO2") ve nitrat diizeylerinin
saptanmastyla hesaplanmaktadir. Bu amacla Fiddler (1977) tarafindan modifiye edilmis
Griess metodu (Green ve ark., 1982) kullanildi. Bu metod sulu ortamda NO’in hizli bir
sekilde nitrat ve nitrite donlismesi esasina dayanir. Olusan nitrat ise kadmiyum

tarafindan nitrite doniisiir ve Griess ayiraci kullanilarak nitrit miktar: tayin edilir.

Nitrat

Nitrik oksit Cd

v

Nitrit
Deneyin yapilisi

Bakir kapli kadmiyum graniilleri, proteinsizlestirilmis numune supernatant: ile
inkiibasyona birakilarak nitratin rediiksiyonu saglandi. Kullanmadan 6nce bakir kaph
kadmiyum graniilleri su (2x1 ml), 0,1 M HCI (2 x 1 ml) ve 0,1 M amonyum hidroksit (2
x 1 ml), pH 9,6 ile yikandi. Deproteinizasyon islemi i¢in 250 pl plazma 950 pl’ye distile
su ile tamamlandi ve 50 ml % 30 ZnSO4 eklendi, vorteks karistiricida karistirildi, oda
temperatiiriinde 15 dakika inkiibe edildi ve 3000-4000 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi.
Supernatant, 0,5 g iki adet bakir kapli kadmiyum graniilii iceren Eppendorf tiiplere

aktarild1 ve bir gece oda temperatiiriinde siirekli ¢alkalanarak inkiibe edildi. Numuneler
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temiz Eppendorf tliplere aktarilarak tekrar santrifiije edildi ve supernatantta NO> tayin
edildi. 500 pl supernatanta 500 pl 1 mM sulfanilamidin 3 N HCI’deki ¢o6zeltisi ve 500
ul 0,1 mM N-(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir’iin sudaki ¢ozeltisi ilave edildi.
Olusan nitrit, siilfanilamid ve N-naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi sonucunda
olusan pembe rengin 540 nm dalga boyunda okunmasi ile belirlendi. Sodyum nitratin
seri sulandirmalart ile standart egri ¢izildi ve ornek konsantrasyonlari grafikten elde
edilen denklemden hesaplandi. Elde edilen veriler doku Ornekleri i¢in nmol/g doku

cinsinden verildi.
Sodyum nitrit (NaNO32) Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

NaNO2’nin distile sudaki 1 mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM
olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Griess metodu uygulandiktan sonra
meydana gelen pembe rengin absorbansi 540 nm’de dl¢iildii. Deney bes kez tekrarlandi
ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla NaNO; standart

egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-4).

0,7

0,6
v =0,0063x+ 0,0075

Absorbans (540 nm)
o (=] o
W > W

o
Y

0,1

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon mM/L

Sekil 3-4: NaNO; standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.11.9. Kolon Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Kullamlan ¢ozeltiler:
e 30mMEDTA
e 50 mM KOH’de ¢6ziinmiis 30 mM ksantin
e 3MMNBT
e 57,5mM KH2PO4 - KOH, pH 7,4
e 15U Ksantin oksidaz (0,05 U/ml)
Deneyin prensibi

Kolon dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Aruoma ve
arkadaglariin (1989) gelistirdigi metoda gore tayin edildi. Deney superoksitin nitroblue
tetrazolium’u (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Superoksit radikalleri ortamdaki
NBT’yi indirgeyerek renkli formazonlari olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum
absorbans verir. Enzimin bulunmadigi veya aktivitenin diisiik oldugu ortamda bu

indirgeme meydana gelir ve mavi-mor renk olusur.
Deneyin yapilisi

3 ml’lik reaksiyon ortaminda 50 mM KH2PO4 — KOH tamponu (pH 7,4), 1 mM
EDTA, 0,1 mM ksantin, 0,1 mM NBT ve 0,05 U ksantin oksidaz vardir. 100 ul kolon
homojenizati, 100 ul 30mM EDTA (son konsantrasyon 1 mM), 10 pl 50 mM KOH’de
¢oziinmiis 30 mM ksantin (son konsantrasyon 0,1 mM), 100 pl 3 mM NBT (son
konsantrasyon 0,1 mM) ve 2,59 ml 57,5 mM KH;POs - KOH, pH 7,4 (son
konsantrasyon 50 mM) karistirildi. 100 pl 1,5 U ksantin oksidaz (son konsantrasyon
0,05 U/ml) ilavesi ile reaksiyon baglatildi. 5 dakika sonra absorbanslar 560 nm’de kore
kars1 okundu. NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi bir SOD

unitesi kabul edildi.

3.11.10. Kolon Dokusunda Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Kullanilan cozeltiler:
e 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0)

e 20 mM H202
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Deneyin prensibi

H202’in katalaz tarafindan yikim hizi, H2O2’in 240 nm dalga boyunda 15181
absorbe etmesinden yararlanilarak Aebi (1974) yontemi ile spektrofotometrik olarak

sleiildii.

Katalaz
H02 ——— > H20+% 02
Deneyin yapilhisi

0,1 ml kolon homojenizati, 1,9 ml 50 mM fosfat tamponuna (pH 7.0) ilave
edildi. Reaksiyon 1 ml 20 mM H20’in ilavesi ile baslatildi, katalaz aktivitesi absorbans
azalmasinin 240 nm’de okunmasiyla, H,O, icin 43,6 M'cm? olarak belirlenmis
katsayis1 kullanarak ve yapilan seyreltmeler géz Oniine alinarak hesaplandi ve U/mg
doku proteini seklinde belirtildi. 1 tinite CAT, dakikada 1 umol H202’in yikilmasini

kataliz eden enzim miktaridir.
3.11.11. Kolon Dokusunda Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini
Kullanilan cozeltiler:
e 1,035 mM Na:EDTA.2H;0 igeren 51,6 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,0)
e 20 mM okside glutatyonun (G-S-S-G)
e 2mM NADPH
Deneyin prensibi

Glutatyonun oksitlenmis formu (GSSG) glutatyon rediiktaz enzimi ile GSH’a
indirgenir ve kofaktor olarak NADPH kullanilir. GR aktivitesi, NADPH 1in NADP’ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farki 340 nm’de Carlberg ve Mannervik (1985)’in

bildirdigi metoda gore spektrofotometrik olarak dlgiilerek belirlendi.
Deneyin yapilisi

1 ml'lik reaksiyon karistminda 1 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI tamponu
(pH 8,0), 0,1 mM NADPH, 1 mM yiikseltgenmis glutatyon vardir. 870 pl 1,035 mM
Na;EDTA.2H20 igeren 51,6 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,0), 50 ul GSSG ve 50 pl
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NADPH karigtirtlidi ve karisim 25°C’de absorbansi sabit bir degere ulasana kadar
inkiibe edildi. 30 pl doku homojenizati ilave edilerek reaksiyon baglatildi. Her bir 6rnek
icin GR aktivitesi, bu deneyde NADPH i¢in 6,22x10° McmZolarak belirlenmis
absorpsiyon katsayisini kullanarak ve yapilan seyreltmeler g6z Oniine alinarak
hesaplandi ve U/mg doku proteini seklinde belirtildi. 1 U GR, dakikada 1 nmol

NADPH’ 1n yiikseltgenmesini kataliz eden enzim miktaridir.
3.11.12. Kolon Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Tayini
Kullanilan ¢ozeltiler:
e 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.0)
e 20 mM EDTA.2H20’nin fosfat tamponundaki ¢ozeltisi
e 20 mM Sodyum azid (NaN3s)’in fosfat tamponundaki ¢ozeltisi
e 20 mM GSH’un fosfat tamponundaki ¢ozeltisi
e 20U/mIGR
e 2mM NADPH
e 20 mM Hx0;
Deneyin prensibi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’un bildirdigi metoda
gore spektrofotometrik olarak ol¢iildi. GPx, hidrojen peroksit varliginda indirgenmis

glutatyonun (GSH) ytikseltgenmis glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder.
Deneyin yapilisi

1 mI’lik reaksiyon karisiminda 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0), | mM EDTA, 1
MM NaNs3 (sodyum azit), | mM indirgenmis glutatyon, 1 U glutatyon rediiktaz, 0,2 mM
NADPH ve substrat olarak 2 mM H2O: vardir. 100 pl doku homojenizati, 500 ul 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 50 ul 20 mM EDTA (son konsantrasyon 1
mM), 50 pul 20 mM GSH, 50 pL 20 mM NaN3 ve 50 pl 20 U GR karistirildi ve 10
dakika 25°C’de inkiibe edildi. 100 ul 2 mM NADPH ilave edildi ve karisimin
absorbans1 sabit degere ulagtiginda 100 ul 20 mM H20: ilave edilerek reaksiyon
baglatildi. GPx aktivitesi (kolon homojenizati), NADPH’in NADP*’ya yiikseltgenmesi

sirasindaki absorbans azalmasmin 340 nm’de okunmasiyla, NADPH i¢in 6,22x10° M-
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lemolarak belirlenmis absorpsiyon katsayisini kullanarak ve yapilan seyreltmeler goz
Oniine alinarak hesaplandi ve U/mg doku proteini seklinde belirtildi. 1 U GSH-PX,

dakikada 1 nmol NADPH’1n yiikseltgenmesini kataliz eden enzim miktaridir.

3.11.13. Kolon Dokusunda Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Tayini

Kullanilan cozeltiler:
e 1,075 mM EDTA igeren 107,5 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.5)
e 75mM GSH
e 30 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
e % 95 Etanol
Deneyin prensibi

GST aktivitesi substrat olarak kulanilan 1-kloro-2,4-dinitrobenzen’in glutatyonla
olusturdugu konjugatin absorbansinin olgiilmesi esasina dayanan Habig ve Jacoby

(1981)’nin bildirdigi metoda gore spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
Deneyin yapilisi

3 ml’lik reaksiyon karigiminda 1 mM EDTA igeren 100 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 6.5), 2,5 mM rediikte glutatyon ve 1 mM substrat (1-kloro-2,4-
dinitrobenzen) vardir. 2,70 ml 1,075 mM EDTA igeren 107,5 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 6.5), 100 pul 75 mM GSH ve 100 pl 30 mM CDNB ile karistirtldi. 100 pl
kolon homojenizatin ilave edilmesi ile enzim aktivitesi, absorbansta meydana gelen
artisin 340 nm’de okunmastyla, CDNB i¢in 9,610° M-lcm™ olarak belirlenmis katsayis
kullanarak ve yapilan seyreltmeler g6z Oniine alinarak hesaplandi ve U/mg doku
proteini seklinde belirtildi. 1 U GST, dakikada 1 nmol glutatyon-2,4-dinitrobenzen

olusumunu kataliz eden enzim miktar1 olarak ifade edildi.

3.11.14. Kolon Dokusunda Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Tayini

Kullanilan cozeltiler:

e 9% 0,5 heksadesiltrimetilamonyum bromiir (HTAB) iceren 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 6,0)
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e 167 pg/ml o-dianizidin HCI ve % 0.0005 H20: iceren 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 6,0)

Deneyin prensibi

H202’in MPO etkisiyle pargalanmasindan olusan oksijen radikalin bir hidrojen
vericisi olan o-dianisidin ile reaksiyona girmesi sonucunda meydana gelen renkli
maddenin absorbansinin Ol¢limiine dayanan Hillegass ve ark., (1990)’in bildirdigi

metoda gore yapildi.
Deneyin yapilisi

50 mg kolon dokusu tartilarak, 1,5 ml 50 mM fosfat tamponunda (pH 6,0)
homojenize edildi. Homojenizat eppendorf tiiplerine alinarak 10 000 rpm’de +4°C’de,
15 dakika santrifiije edildi. Supernatant atildi ve pelletin tizerine 1,5 ml % 0.5
heksadesiltrimetilamonyum bromiir (HTAB) igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 6,0) ilave edildi. Vorteksle 30 saniye karistirildi, 20 saniye sonikasyon yapildiktan
sonra —80°C’de donduruldu ve ¢oziildii (bu islem 2 kez tekrarlandi). Son ¢6ziilme
isleminden sonra tiipler 10 000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiije edildi. Supernatant
ile MPO aktivite tayini yapildi. 2,5 ml'lik reaksiyon karisiminda 16,7 mg/ml o-
dianisidin ve 1 ml % 0.05 H20: i¢eren 50 mM potasyum fosfat tamponuna (pH 6,0) 0,5
ml kolon homojenizatin ilave edilmesi ile enzim aktivitesi, absorbansta meydana gelen
artisin 460 nm'de okunmasiyla, peroksit icin 1,13x10* M™cm™ olarak belirlenmis
absorpsiyon katsayisi kullanilarak ve yapilan seyreltmeler g6z Oniine alinarak
hesaplandi ve U/g doku seklinde belirtildi. 1 U MPO, dakikada 1 pmol H20:

parcalanmasini kataliz eden enzim miktaridir.

3.12. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.12.1. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 ve INF-y Miktar Tayini

Kullanilan ¢ozeltiler

e Yikama tamponu (1x): 50 ml konsantre yikama tamponuna (20x) 950 ml distile

suyun ilave edilmesiyle hazirlandi.

e Deney tamponu (1x): 5 ml deney konsantre tamponuna (20x) 95 ml distile suyun

ilave edilmesiyle hazirlandi.
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e Biotin-Konjugat: Konsantre Biotin-Konjugat ¢ozeltinin 100 kez seyreltilmesiyle
(60 ul Biotin-Konjugatina 5,94 ml 1x deney tamponunun ilave edilmesiyle)

hazirlandi.

e Streptavidin-HRP:  Konsantre  Streptavidin-HRP  ¢6zeltinin =~ 100 kez
seyreltilmesiyle (120 ul Streptavidin-HRP’e 11,88 ml 1x deney tamponunun

ilave edilmesiyle) hazirlandi.
e TMB substrat ¢ozeltisi (tetrametil-benzidin)
e Durdurma ¢ozeltisi (1 M Fosforik asit)
e Numune diliisyon ¢ozeltisi

Deneyin prensibi

Bu yontemde, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, INF-y, her bir sitokine karsi
olusturulmus spesifik antikorla kaplanmis mikroplaka kuyuculara uygulanan 6rnek veya
standart igerisindeki sitokin bu antikorlara baglanir. Bundan sonra ilave edilen biotin ile
konjuge sitokine karsi spesifik antikor birinci antikor tarafindan yakalanan sitokine
baglanir, bdylece dl¢iimii yapilmasi istenen sitokinler, iki antikor ile baglanmus olur. ilk
inkiibasyon sonrasinda baglanmamis, biotin ile konjuge sitokine karsi spesifik antikor
yikama islemi ile uzaklastirildiktan sonra Streptavidin bagli HRP (Horse Radish
Peroxidase) enzimi ilave edilir ve ortamdaki ikinci antikora (biotin ile konjuge sitokine
kars1 spesifik antikor) baglanir. likinci inkiibasyon sonrasinda baglanmamis
Streptavidin-HRP enzimi yikama islemi ile ortamdan uzaklastirilir, kuyucuklara substrat
ilave edilerek enzimatik reaksiyon sonucunda sitokin miktari ile orantili olarak meydana
gelen iirlinlin absorbansi, asit ilavesiyle reaksiyonun durdurulmasindan sonra, 450

nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢tliir.
Deneyin yapilisi

Standart ¢ozeltilerin uygulanacagi kuyucuklara 100 pl standart, numunelerin
uygulanacagi kuyucuklara 50 ul numune ¢ozeltisi ve 50 pl numune, bos kontrole ise
100 pl numune ¢ozeltisi eklendi. Tiim kuyucuklara 50 ul biotin ile konjuge ilgili
sitokine kars1 spesifik antikor (biyotinlenmis anti-TNF-a, anti-IL-1p, anti-1L-6, anti-1L-
10 ve anti-INF-y) ilave edildikten sonra mikroplagin iistii kapatilarak 2 saat oda 1si1sinda

bekletildi. Bu siirenin sonunda kuyucuklar bosaltildi ve herbirine 300 ul yikama
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tamponu ilave edilerek 4 kez yikama yapildi. Tim kuyucuklara 100 pl Streptavidin
bagli HRP enzimi ilave edildikten sonra mikroplakanin {istii kapatilarak 1 saat oda
1s1sinda (25°C) mikroplaka ¢alkalayicinin tizerinde inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
kuyucuklar bosaltildi ve herbirine 300 ul yikama tamponu ilave edilerek 4 kez yikama
yapildi. Her kuyucuga 100 pul TMB substrat soliisyonu eklendi ve oda 1sisinda 10-30
dakika karanlikta inkiibe edildi. Herbir kuyucuga 100 ul durdurma soliisyonu eklendi

ve meydana gelen sar1 rengin absorbansi 450 nm’de okundu.
TNF-a standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

TNF-o’nin seyreltme ¢ozeltisindeki 2000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu ¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,3 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayri
ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yonteminin uygulanmasi ile TNF-a Standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5. TNF-a standart egrisi ve regresyon denklemi

IL-p standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

IL-18’nin distile sudaki 1000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 500 pg/ml; 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml ve 7,8 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayri
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ayr1, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yonteminin uygulanmasi ile IL-13’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3-6).
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Sekil 3-6: IL-1p standart egrisi ve regresyon denklemi

IL-6 standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

IL-1B’nin distile sudaki 4000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 2000 pg/ml; 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,3 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1
ayr1, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yonteminin uygulanmasi ile IL-6’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3-7).
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Sekil 3-7: IL-6 standart egrisi ve regresyon denklemi

IL-10 standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

IL-1B’nin distile sudaki 5000 pg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 2500 pg/ml; 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313
pg/ml, 156 pg/ml, 78 pg/ml ve 39 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri,
test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler yonteminin
uygulanmasi ile IL-10’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi

(Sekil 3-8).
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Sekil 3-8: IL-10 standart egrisi ve regresyon denklemi
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INF-y standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

INF-y’nin distile sudaki 2000 pg/ml’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
¢ozeltinin seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1000 pg/ml; 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml ve 15,6 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayri
ayr1, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yonteminin uygulanmasi ile INF-y’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde
edildi (Sekil 3-9).
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Sekil 3-9: INF-y standart egrisi ve regresyon denklemi

3.12.2. Prostaglandin Miktar Tayini

Kullanilan cozeltiler

e Yikama tamponu (1x): 30 ml konsantre yikama ¢dzeltisine (25x) 750 ml distile

suyun ilave edilmesiyle hazirlandi.

e Biyotinlenmis 06l¢iim antikor ¢aligma c¢ozeltisi (1x): Konsantre biyotinlenmis

6l¢iim antikor ¢ozeltinin ¢oziiciisii ile 100 kez seyreltilmesiyle hazirlandu.

e HRP konjugati calisma ¢ozeltisi (1x): Konsantre HRP konjugati ¢6zeltisinin

coziiciisii ile ile 100 kez seyreltilmesiyle hazirlandi.
e Substrat ¢ozeltisi

e Durdurma (asit) ¢ozeltisi
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Deneyin prensibi

Prostaglandin E2 ile kapli mikroplaka kullanildi. Standart ¢ozeltilerin veya
numunedeki PG’lerin PGE2’ye spesifik biyotinlenmis 6l¢clim antikor baglanma bdlgesi
icin yarigmalar1 esasmna dayanir. Olusan biyotinlenmis konjugatin fazlasi veya
baglanmamis standart veya numune, yikama iglemi ile uzaklastirilir ve HRP ile konjuge
olan avidin ilave edilerek inkiibe edilir. TMB substrat1 ilave edildikten sonra, enzim
substrat reaksiyonu asid ¢Ozeltisinin ilave edilmesi ile durdurulur. Meydana gelen
rengin absorbansi 450 nm’de Olgiilmesiyle numulerdeki PG miktari, PG standardin seri

sulandirmalari ile hazirlanan standart egriden belirlendi.
Prostaglandin standart egrinin ve standart egri denkleminin elde edilmesi

PGE2’nin 2000 pg/ml’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢dzeltinin
standart/numune ¢ozeltisi ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1000 pg/ml; 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere,
ayr1 ayri, test protokolii uygulandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yonteminin uygulanmasi ile PGE2’nin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde

edildi (Sekil 3-10).
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Sekil 3-10: PGE2 standart egrisi.
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Deneyin yapihis

Standart ¢ozeltilerin uygulanacagi kuyucuklara 50 pl standart, numunelerin
uygulanacagi kuyucuklara 50 ul numune eklendi. Tiim kuyucuklara 50 pl Biyotinlesmis
Olgiim Antikoru ilave edildikten sonra mikroplagin iistii kapatilarak 45 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda kuyucuklar bosaltildi ve herbirine 300 pl yikama
tamponu ilave edilerek 3 kez yikama yapildi. Tiim kuyucuklara 100 ul HRP Konjugati
ilave edildikten sonra mikroplakanin istii kapatilarak 30 dakika 37°C’de mikroplaka
calkalayicinin iizerinde inkiibe edildi. Bu silirenin sonunda kuyucuklar bosaltildi ve
herbirine 300 pl yikama tamponu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi. Her kuyucuga 90
ul substrat ¢ozeltisi eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 50

pl Durdurma Cozeltisi eklendi ve meydana gelen rengin absorbansi 450 nm’de okundu.

3.13. Western Blot Analizi

Kullanilan cozeltiler

¢ RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Hiicre Lizis Tamponu

50 mM Tris-HCI, pH 7.4 50 ml
150 mM NaCl 8.76 g
Nonidet P-40 10 ml
% 0,5 Sodyum dezoksikolat 5¢g
% 0,1 SDS 19

1000 m1’ye distile su ile tamamlandi. PMSF (proteaz inhibitorii) reaksiyon ortamindaki
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde ilave edildi.
e Ornek Yiikleme Tamponu
B-merkaptoetanol:“Laemmli” 6rnek tamponu (4X) = 1:9
e Laemmli Ornek Tamponu (4X)
277,8 mM Tris-HCI, pH 6.8
% 44,4 (vIv) Gliserol
% 4,4 Lityum Dodesil Siilfat (LDS)
% 0,02 Bromfenol Mavisi

1:9 oraninda B-merkaptoetanol:“Laemmli” 6rnek tamponu (4X) karistirildi.
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Elektroforez Yiiriitme Tamponu (Tris/glisin/SDS) (pH 8,3) — 1000 mL
25 mM Tris

190 mM Glisin

% 0,1 SDS

TBS-T Tamponu (Tris Buffered Saline with Tween 20, pH 7.5)- 1000 mL
20 mM Tris, pH 7,5

150 mM NaCl

% 0,1 Tween 20

Hafif Ayirma (Mild Stripping) Tamponu (pH 2.2)

15 g Glisin

19 SDS

10 mL Tween 20

600 mL dH20

1 M HCl ile pH 2,2’ye ayarlandi

dH20 ile 1 L’ye tamamlandi.

Kuvvetli Ayirma (Harsh Stripping) Tamponu

12,5mL 0,5 M Tris-HCI

67,5 mL ultra saf dH20

20 mL %10’luk SDS

0,8 mL B-merkaptoetanol

% 5’lik Yagsiz Siit Tozu/TBS-T Cozeltisi

Kemiliiminesans Substrat Cozeltisi: Luminol/Enhancer ve Peroksit

¢ozeltilerinin 1:1 oraninda karigtirllmasiyla calisma ¢ozeltisi hazirlandi.

Prensip

Herhangi bir 6rnekten elde edilen ve birgok protein igeren bir karigimin iginde istenen

tek bir proteini saptamak amaciyla kullanilan bir yontemdir.

Western blot analizi birbirini takip edecek sekilde bes basamaktan olusur:

(1) Proteinlerin membrana aktarimi,

(2) Bloklama,

(3) Birincil antikor uygulanmasi,

(4) ikincil antikor uygulanmasi ve

(5) Goriintlileme
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Deneyin yapilisi

1. Kolon dokular lizis tamponu ile % 10 oraninda sulandirilarak, 3 kez 10 saniyelik
stirelerle sonike edildi ve homojenizatlar, 10 000 x g devirde +4°C’de 10 dakika
santrifiije edildikten sonra supernatantlar 6rnek olarak kullanildi.

2. Orneklerin Bradford yontemi ile protein miktar tayinleri yapilarak protein
konsantrasyonlar1 belirlendi.

3. Ornekler ayn1 miktarlarda protein igerecek sekilde SDS poliakrilamit jele yiiklendi ve
yiriitildi.

4. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile
molekiil agirliklarina gore birbirinden ayrilmasi saglandi. 20 pg protein igeren 6rnege 3:
1 oraninda Ornek yilikleme tamponu ilave edildi ve 5 dk 1sitict blok iginde 100°C’de
inkiibe edildikten sonra % 12,5’luk SDS-PAGE jelinin kuyucuklarina yiiklendi.
Ornekler 100 Voltta yaklasik 1 saat yiiriitiildii.

5. Jelin boyutuna uygun PVDF membranlari methanolle ¢alkalayicida muamele edildi.
6. Proteinlerin Jelden Membrana Yari-Kuru (semi-dry) Yontem ile Transferi
(Blotlama): Molekiil agirliklarina goére ayrilan proteinleri igeren jel, elektroforez
tankindan c¢ikarilarak transfer tamponu emdirilmis filtre kagidi ve membrandan olusan
sandvi¢ iizerine dikkalice konuldu ve iizeri tekrar transfer tamponu emdirilmis filtre
kagidi ile kapatilarak Trans-Blot Turbo™ transfer sisteminin kaseti i¢ine yerlestirildi.
Transfer tamponuyla 100 V’de 1 saat transfer islemi gergeklestirilir.

7. Bloklama: Proteinlerin transfer oldugu membran TBST (bloklama tamponu) ile
hazirlanmis % 5°lik yagsiz siit tozu karisimi i¢inde oda sicakliginda 1 saat (+4°C’de 1
gece) calkalandi.

8. Bloklama tamponu dokiildii ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikandi.

9. Membran, bloklama tamponunun icinde ilgili proteine Ozgiin uygun oranda
seyreltilen birincil antikor ile gece boyu +4°C (oda sicakliginda 1 saat) galkalayici
iizerinde (60 rpm) inkiibe edildi.. Inkiibasyon sonunda birincil antikor c¢ozeltisi
dokiilerek tizerine 20 mL TBST eklendi ve 3 kez 5’er dakika calkalayicida inkiibe
ederek yikama yapildi.

10. Membran, bloklama tamponu i¢inde uygun oranda seyreltilerek hazirlanmis ikincil
antikor ile oda sicakliginda ¢alkalayicida 1 saat ¢alkalayici lizerinde (60 rpm) ile inkiibe

edildi.
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11. ikincil antikor ¢dzeltisi dokiilerek iizerine TBST eklenerek 3 kez 5’er dk calkalayici
da inkiibe edilerek yikama yapildi.

12. Kemiliiminesans Substrat ¢dzeltisi icinde membran 5 dakika oda sicakliginda
calkalayic1 da muamele edildi ve goriintiilendi.

13. Goriintiileme: Membran jel goriintileme cihazi (Vilber Lourmat, Fusion FX5)

kullanilarak goriintiilendi.

3.14. Histopatolojik Degerlendirme

Tiim gruplardaki farelerin distal kolonlarinin proksimalinde bulunan kisimlardan
alinan 0,5 cm’lik parcalar histolojik incelemelerde kullanilmak iizere Bouin soliisyonu
icinde fikse edildi. Fiksasyonun ardindan dokular alkol serilerinden gecirildi, ksilolde
seffaflastirilmalarinin ardindan parafine gdmiildii. Parafine gomiili dokulardan Spm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanarak Olympus
BXS53F model trinokiiler 151k mikrokobu ile incelendi ve Olympus DP27-CU dijital

kamera ile fotograflandi.

Kolit hasar skorunun mikroskobik olarak belirlenmesi i¢in HE boyali kesitler
kullanildi. Uygulanan kolit skorlama sistemine gore inflamasyon siddeti, yayilimi ve
kript hasar1 gibi Olgiitler her bir fareye ait kesitlerde mikroskobik olarak degerlendirildi.
Her bir 6l¢iitlin skoru o 6l¢iitiin kesit lizerinde ki yiizde tutulum orani ile garpildi ve tiim
olgiitlerin skorlar toplandi. Bir birey i¢in maksimum kolit hasar skoru 40 olarak kabul
edildi.

3.15. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel ~ analizler =~ GraphPad Prism 8  versiyonu  kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Gruplarin  dagilimlari, non-parametrik testlerden one-sample
Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gdsteren gruplar one-
way ANOVA ile (ikili karsilagtirmalar icin post hoc Tukey’s testi), normal dagilim
gostermeyen gruplar ise Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar
“ortalama + standart sapma” olarak verilmistir ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Uciincii giinden itibaren DSS ile indiiklenen iilseratif kolit fare modelinde, C.
coggygria Scop.yapraklarindan hazirlanan sulu inflizyonu, 7 giin boyunca % 6 ve % 9
dozlarda her giin bir defa olmak iizere oral olarak verilmistir ve makroskopik

parametreler lizerinde infiizyonun etkisi izlenmistir.

4.1.1. Farelerde Agirhk Degisimlerine Ait Bulgular

Deney siiresince gruplara gore farelerin viicut agirlik degisimleri Tablo 4.1 ve
Sekil 4.1°de, viicut agirliklarindaki % degisimleri ise Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Ol¢iimler sonucunda, ikinci ve iigiincii giinde sadece % 9’luk infiizyon
verilen gruplara ait farelerde, saglikli kontrol grubuna kiyasla daha fazla agirlik kaybi
gozlenmistir (p<0,05), diger gruplar arasinda ise agirliklarinin % degisiminde anlaml
bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). Kolit belirtilerinin goézlendigi deneyin 4.
giiniinden itibaren tiim deney siiresince, DSS verilen gruptaki farelerin yanisira DSS ile
birlikte CCYSI9 ve mesalamin uygulanan farelerin viicut agirliklarinda, saglikli kontrol
grubuna kiyasla, 6nemli bir azalma gdzlenmistir. Deneyin 5. ve 7. giinleri arasinda %
6’11k infiizyon verilen farelerin % viicut agirliklarinda da, saglikli kontrol grubuna gore,
istatiksel olarak anlamli bir diislis tespit edilmistir (p<0,05). Tiim gruplarda fare
agirliklarindaki en belirgin azalma ise son DSS uygulamasindan sonraki 24 saat

igerisinde meydana gelmistir.
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Viicut agirhg: (g)

Do ¢ 4t ow

Knormall
Kbss
Keevsis

Keeysio
DSS+CCYSI6
DSS+CCYSI9
DSS+M

Sekil 4-1: Gruplara gore farelerin viicut agirlik degisimleri (Ortalama + Standart sapma).

(Knormar: 7 giin boyunca steril musluk suyu verilen grup; Kpss: Deneyin ilk 2 giinii steril musluk suyu
verilip, 3.giinden sonra 5 giin boyunca steril musluk suyu i¢inde ¢6ziindiiriilmiis % 3 DSS verilen grup;
Kcevsie: 7 giin boyunca giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 6’lik bitki infiizyonu verilen grup; Kccvsio: 7 glin
boyunca giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 9’lik bitki inflizyonu verilen grup; DSS + CCYSI6: 7 giin
boyunca giinde 1 kez gavajla 10 ml/kg % 6’lik bitki infiizyonu, 3.giinden sonra 5 giin boyunca steril
musluk suyu iginde ¢oziindiiriilmiis % 3 DSS verilen grup; DSS + CCYSI9: 7 giin boyunca giinde 1 kez
gavajla 10 ml’kg % 9°lik bitki inflizyonu, 3.glinden sonra 5 giin boyunca steril musluk suyu iginde
¢ozlindiirlilmiis % 3 DSS verilen grup; DSS + M: 7 giin boyunca giinde 1 kez gavajla 250 mg/kg,
3.giinden sonra 5 giin boyunca steril musluk suyu i¢inde ¢oziindiiriilmiis % 3 DSS verilen grup)

% Viicut agir ik degisimi

Sekil 4-2: Gruplara gore farelerin % viicut agirlik degisimleri (Ortalama + Standart sapma).

*p<0105 Krormal gruba gore anlamli
**p<0,05 Kpss grubuna goére anlaml

CHCHE SR I O K

Knormal
Kpss
Kcevsie

Kceysio
DSS+CCYSI6
DSS+CCYSI9
DSS+M
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Tablo 4-1: Gruplara gore deney siiresince farelerin viicut agirlik degisimleri.

Grup
Knormal
Kbss
Kceysis

Kceysio
DSS+CCYSI6

DSS+CCYSI9
DSS +M

1 giin

27,12 £ 0,62
26,06 + 0,86
20,62 + 0,91
26,00 + 1,85
26,62 £ 1,59
26,00 + 1,85
25,37+ 0,87

2 giin

27,12 £ 0,62
26,06 + 0,86
20,68 + 0,88
24,68 2,12
26,25+ 1,66
24,68 2,12
25,62 + 1,32

3 giin

27,22 +£0,50
26,06 + 0,86
19,93 + 0,86
23,81+ 1,99
26,06 + 1,87
23,81 +1,99
23,75+ 2,37

4 giin

27,37 £0,47
25,62 £1,02
19,87 £ 0,87
23,93 £ 1,69
25,93 + 2,06
23,93 £ 1,69
22,87+2,53

5 giin

27,50 + 0,40
25,31+ 0,75
19,81+ 1,19
22,43 +2,70
25,12+ 1,97
22,43 +2,70
22,12 +2,70

6 giin

27,62 + 0,62
24,68 + 0,88
19,37+ 0,95
23,43 +2,17
24,62 + 1,99
23,43 +2,17
22,25+3.20

7 giin
27,75+ 0,50
23,75+ 0,80
19,43+ 1,14
22,50 +2.42
23,31+2.26
22,5+2,42
21,5+3,29
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Tablo 4-2: Gruplara gore deney siiresince farelerin viicut agirliklarindaki yiizde degisimler.

Grup 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin 7.giin

Knormal 0,00£0,00 0,00£0,00 0,47 + 0,03 0,93 £0,07 1,39+ 0,017 1,84 + 0,04 2,31+ 097
Kbss 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00 -1,69 +1,25" -2,38+£0,97" -3,88+1,33" -8,82 + 3,02
Kcevsis 0,00+000 -0,28+131 -0,85+217 -0,85+2,17 -2,06 +0,88" -2,96 +1,01" -3,54+ 1,67
Kceysio 0,00+0,00 -2,17+259  -539+346" -7,96 +2,99%™  -7.64+4,91%" -8,47 + 6,14" -10,11 + 6,94"
DSS+CCYSI6  0,00£0,00 -137+399 -1,41+3.35 -2,08 £5,91 -2,62 £ 4,07 -5,67 + 3,16" -7,55 + 2,89"
DSS+CCYSI9 0,00+£0,00 -405+1,87" -8,15+5,07" -8,20+ 557%™  -8,66+ 6,29 -9,88+5,14%™  -10,58 + 6,87"
DSS+M 0,00+0,00 -0,06+ 1,98 -3,01 + 6,21 -9,95+7,89%™  -1294+8,64%™  -12,48+9,17%" -1545+ 11,03

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.
*p<0,05 Knormal gruba gore anlamli
**p<0,05 Kpss grubuna gore anlamli



4.1.2. Farelerde Kolon Uzunlugunun Ol¢iimiine Ait Bulgular

Kolon dokularinin uzunlugunun 6l¢timiinde, DSS uygulanan grup disinda diger
deney gruplar1 g6zoniine alindiginda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik saptanmamistir (p>0,05). DSS uygulanan gruptaki farelerin kolon
uzunlugunda normal kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmistir (p<0,05).

DSS kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda, CCYSI9 ve mesalamin

uygulamasi yapilan DSS grubuna ait dokularin kolon uzunlugunda istatistiksel olmayan,
CCYSI6 ve CCYSI9 kontrol ile DSS ile birlikte CCYSI6 verilen gruplara ait farelerin

kolon uzunlugunda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir (p<0.05).

Farelerin kolon uzunluklarinda meydana gelen degisiklikler Sekil 4-3 ve Tablo

4-3’te gosterilmistir.
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Sekil 4-3: Gruplara gore kolon uzunlugu 6l¢iim degerleri (Ortalama + Standart sapma).
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Tablo 4-3: Gruplara gore kolon uzunlugu 6l¢tim degerleri.

Grup Kolon uzunlugu (cm)
Knormal 7,72+0,49

Kbss 6,68 +0,72*
Kccysis 8,31+ 1,14**
Kcceysig 8,30 £ 0,63**
DSS+CCYSI6 7,70+ 1,13**
DSS+CCYSI9 7,48 +£0,80
DSS+M 7,11+£0,76

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.

4.1.3. Hastalik Aktivite Indekslerinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Gruplara gore hayvanlara DSS uygulamasini takiben 5 giin boyunca tespit edilen
hastalik aktivite indeksleri (HAI) Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’te 6zetlenmistir. Deneyin DSS
uygulanmaya baslandiktan sonraki tiim giinlerinde HAI’nin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayn1 sekilde, DSS ile birlikte CCYSI ve mesalamin uygulanan gruplara
ait farelerde de, DSS uygulamasinin ardindan HAI’de giinliik olarak anlamli artiglar
gorilmiistir.

Hem DSS verilen kolit grubunda hem de DSS ile birlikte CCYSI ve mesalamin
uygulanan gruplarda en yiiksek HAI degerlerine, DSS uygulamasinin 5. giiniinde
ulasilmistir. Ancak HAI, DSS ile birlikte CCYSI ve mesalamine uygulanan gruplarda,
DSS uygulamasimin yapildig: tiim giinlerde sadece DSS verilen farelerdekinden diistik
seviyelerde seyrettigi goriilmiistiir. Bu durumda CCYSI veya mesalamine on
uygulamasinin DSS’nin etkisini hafiflettigi diisiincesini telkin etmektedir. Ayrica,
HAI'nin degerlendirilmesindeki parametrelerden biri olan rektumda goriiniir kan
bulunmasi, DSS uygulamasinin son giiniinde DSS kolit grubundaki tiim farelerde
gbzlenmistir. Bununla birlikte, iyilestirme grubundaki birkag¢ farede hafif derecede kanli

rektum goriilmiistiir.
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Kpss
DSS+CCYSI6
DSS+CCYSI9
DSS+M

4o

Hastalik aktivite indeksi

Sekil 4-4: Gruplara gore giinliik hastalik aktivite indeksleri (Ortalama + Standart sapma).

**p<0,05 Kpss grubuna gore anlaml

Tablo 4-4: Gruplara gore kolit olusturduktan sonraki giinlerde hastalik aktivite indeksleri.

Grup 3 4 5 6 7
Kbss 0,00 £ 0,00 0,74 +£0,33 1,58 £ 0,52 3,03£0,41 3,37 £0,44
DSS+CCYSI6 0,00 £ 0,00 0,05+0,19" 0,58 +0,38™ 0,91 +0,42™ 1,45+0,39"
DSS+CCYSI9 0,00 £ 0,00 0,20+0,16™ 0,71+0,35™ 1,14 £ 0,26" 1,66 £0,38"
DSS+M 0,00 £ 0,00 0,33 +£0,18™ 0,85 +£0,32" 1,23 +0,31" 1,71 £0,23"

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.
**p<0,05 Kpss grubuna gore anlamli



4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR
Calismamizda DSS ile olusturulan iilseratif kolite Cotinus coggygria sulu
infiizyonunun antioksidan ve koruyucu etkileri incelenmis ve elde edilen sonuglar Tablo

6’da gosterilmistir.

4.2.1. Plazmada AST ve ALT Aktivitelerine Ait Bulgular
Tim deney gruplarinda plazma AST ve ALT diizeyleri, kontrol bireylerle

karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) gézlenmemistir.

Tablo 4-5: Gruplara gore ALT ve AST aktivitelerine ait bulgular.

Grup ALT AST

Knormal 23,10+£1,92  2593+1,25
Kbssa 26,40+2,02  29,23+2,05
Kcevysis 2488+6,17  27,19+1,90
Kceysio 21,46+3,69  26,65+1,85
DSS+CCYSI6 24,07 + 4,19 28,89 + 2,36
DSS+CCYSI9 25,47 + 4,30 29,74 +£2.91
DSS+M 23,82+3,84 26,55+ 1,86

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.

4.2.2. Kolon Dokusu Protein Seviyelerine Ait Bulgular

Kolon dokusu total protein diizeylerinin DSS uygulanmis kontrol grubunda,
normal kontrol grubuna goére anlaml1 (p<0,0001) olarak azaldig1 gozlenmistir. CCYSI6
ve CCYSI9 kontrol, DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin uygulanan
gruplara ait dokularin protein diizeylerinde, normal kontrol grubunun protein
diizeylerine gore anlamli olmayan bir azalma kaydedilmistir (p>0,05).

DSS kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda, CCYSI6, CCYSI9 ve
mesalamin uygulamast yapilan DSS grubuna ait dokularin protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir (p<0.05).

Kolon dokusu homojenizatlarindan elde edilen protein seviyelerinin gruplara gore

dagilimi1 Sekil 4-5’de gosterilmistir.
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Sekil 4-5: Gruplara gore kolon homojenizatlarinda 6lgiilen protein seviyeleri (Ortalama +

Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**(Jlseratif kolit grubundan farkl1 (p<0,05).

4.2.3. Kolon Dokusu Malondialdehit (MDA) Seviyelerine Ait Bulgular

Normal kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda MDA diizeylerinde, hem
CCYSI6 ve CCYSI9 verilen kontrol gruplar1 hem de DSS ile birlikte CCYSI6 ve
CCYSI9 verilen gruplardaki MDA seviyelerinde anlamli bir artis kaydedilirken
(p<0.05); DSS+mesalamin grubunda ise anlaml1 bir degisiklik saptanmamustir (p>0,05).
En belirgin artis DSS uygulanmis kontrol grubunda kaydedilmistir (p<0,0001).

Aralarinda anlamli bir farklilik (p>0,05) gozlenmeyen DSS ile birlikte CCYSI6,
CCYSI9 veya mesalamin verilen deney gruplarinin kolon MDA diizeylerinde DSS
uygulanmis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gorilmistiir
(p<0,0001), ancak bulunan bu degerler kontrol grubu diizeyinin tizerinde kalmstir.

Kolon dokusu homojenizatlarindan elde edilen MDA seviyelerinin gruplara gore

dagilimi1 Sekil 4-6’te gdsterilmistir.
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Sekil 4-6: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen MDA seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.4. Kolon Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesine Ait Bulgular

Normal kontrol deney grubunun SOD diizeyleri, CCYSI6 ve CCYASI9 kontrol,
DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplariin kolon SOD
diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir
(p>0,05), DSS uygulanmis kontrol grubunda ise anlamli bir artis kaydedilmistir
(p<0,0001).

DSS kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda SOD aktivitelerinde, hem
CCYSI6 (p=0,0016) hem de CCYSI9 (p=0,0003) uygulanmig DSS kolit gruplarinda
anlamli bir azalma kaydedilirken; mesalamin uygulanmis DSS grubunda ise anlaml bir
degisiklik saptanmamistir (p>0,05).

DSS ile birlikte CCYSI6 ve CCYSI9 verilen deney grubunun kolon SOD
aktivitesi, sadece % 6’lik veya % 9’luk CCYSI verilen kontrol bireylerdeki seviyelere
yaklagmistir (p > 0,05)

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen SOD seviyelerinin gruplara gore

dagilimi Sekil 4-7°de gosterilmistir.
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Sekil 4-7: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen SOD seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.5. Kolon Dokusu Katalaz (CAT) Aktivitesine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol grubu farelerde katalaz aktivitesi normal kontrol
grubuna gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

CCYSI6 ve CCYSI9 kontrol, DSS ile birlikte % 6 ve % 9 CCYSI ile mesalamin
verilmis farelerde katalaz diizeyinde normal kontrol gruba gore anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (p>0,05).

DSS ile birlikte % 6 ve % 9 CCYSI ile mesalamin uygulanmis deney gruplarinda
katalaz diizeyleri, DSS kontrol bireylerle karsilastirildiginda, istatistiksel olarak diisiisiik
bulunmustur. DSS+CCYSI6 (p<0.0001), DSS+CCYSI9 (p=0.019) ve DSS+mesalamin
(p=0.0003) gruplardaki anlamlilik dereceleri gézoniine bulundurularak en diisiik katalaz
aktivitesi CCY ASI6 verilen ilseratif kolitli farelerde tespit edilmistir.

DSS ile birlikte % 6 veya % 9 CCYSI verilmis deney gruplariin kolon katalaz
aktiviteleri, sadece % 6’lik veya % 9’luk CCYSI verilen kontrol bireylerdeki seviyelere

yaklagmistir (p > 0,05).
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Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen katalaz seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-8’de gosterilmistir.
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Sekil 4-8: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen katalaz seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**(Jlseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.6. Kolon Dokusu Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesine Ait Bulgular

Normal kontrol deney grubunun GR diizeyleri, CCYSI6 ve CCYSI9 kontrol, DSS
ile birlikte CCYSI6 ve CCYSI9 ile mesalamin verilen deney gruplarinin GR diizeyleri
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05),
DSS kontrol grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis kaydedilmistir (p<0,05).

DSS ile birlikte CCYSI6 verilen gruba ait kolon dokusu GR diizeyleri, DSS
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli olmayan sekilde (p>0,05), DSS ile
birlikte CCYSI9 (p=0,0007) ve mesalaminin (p=0,014) verilen gruplara ait kolon
dokusu GR diizeyleri ise istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunmustur.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen GR seviyelerinin gruplara gore

dagilimi Sekil 4-9’da gosterilmistir.
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Sekil 4-9: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda dlgiilen GR seviyeleri (Ortalama +

Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.7. Kolon Dokusu Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol deney grubunun kolon dokusu GPx diizeyleri, normal
kontrol grubu farelere gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). DSS ile
birlikte CCYSI9 ve mesalamin verilen gruplarin GPx aktivite diizeylerinde anlamli bir
artis kaydedilirken (p<0,05); CCSYI6 ve CCYSI9 kontrol ile DSS ile birlikte CCYSI6
verilen fare gruplarma ait GPx diizeylerinde normal kontrol grubuna gdre anlamli bir
farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

DSS kontrol grubuna oranla, DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ile mesalamin
verilen gruplara ait kolon dokusu GPx diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik bulunmustur (p>0,05).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen GPx seviyelerinin gruplara gore

dagilimi Sekil 4-10°da gosterilmistir.
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Sekil 4-10: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen GPx seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkl1 (p<0,05).

4.2.8. Kolon Dokusu Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol gruptaki GST aktivitesi, aralarinda anlamli bir farklilik
(p > 0,05) gozlenmeyen normal kontrol, % 6’lik ve % 9’luk CCYSI kontrolleri, DSS ile
birlikte CCYST6, CCYSI9 ve mesalamin verilen gruplara gore anlaml olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,0001).

Aralarinda anlamli bir farklilik (p>0,05) gozlenmeyen DSS ile birlikte CCYSI6
ve CCYSI9 verilen deney gruplarimin kolon GST aktivite diizeylerinde, DSS
uygulanmig kontrol deney grubuna gore istatistiksel olarak diigiikk bulunmustur
(p<0,0001).

DSS+CCYSI6 (p<0.0001), DSS+CCYSI9 (p=0,0068) ve DSS+mesalamin
(p<0,0001) gruplardaki anlamlilik dereceleri gozoniinde bulundurularak en biiylik
azalma {lseratif kolitli farelere CCYASI6 ve mesalamin verilmesiyle saglandigi tespit
edilmistir.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen GPx seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-11°da gdsterilmistir.
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Sekil 4-11: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen GST seviyeleri (Ortalama +

Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**(Jlseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.9. Kolon Dokusu Glutatyon (GSH) Seviyelerine Ait Bulgular

DSS uygulanmig kontrol deney grubunun kolon GSH diizeyleri, normal kontrol
grubu farelere gore anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (p<0,001).

Normal kontrol deney grubunun GSH diizeyleri, CCYSI6 ile CCYSI9 kontrol ve
DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarinin kolon
dokusu GSH diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaistir (p>0,05).

DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarinda kolon
dokusu GSH diizeyleri, DSS uygulanmis kontrol grubu ile Karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisikk bulunmustur. Gruplardaki artan anlamlilik
dereceleri su sekildedir siralanmigtir: DSS+CCYSI6 (p=0,032), DSS+CCYSI9
(p=0,0002), DSS+mesalamin (p<0,0001).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen GSH seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-12°de gdsterilmistir.
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Sekil 4-12: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda dl¢iilen GSH seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.10. Kolon Dokusu Nitrik Oksit Seviyelerine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol deney grubunun kolon NO diizeyleri, normal kontrol
grubu farelere gore anlamli sekilde ytliksek bulunmustur (p=0,0003).

Normal kontrol deney grubunun NO diizeyleri, CCYSI6 ile CCYSI9 kontrol ve
DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarinin kolon
dokusu GSH diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05).

DSS ile birlikte CCYSI6 (p=0,0002), CCYSI9 (p<0.0001) ve mesalamin
(p=0,0004) verilen deney gruplarinda, DSS uygulanmis kontrol gruba gére NO miktar1
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen NO seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-13’de gosterilmistir.
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Sekil 4-13: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6l¢iilen NO seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.2.11. Kolon Dokusu Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol deney grubunun kolon dokusu MPO aktivite diizeyleri,
normal kontrol grubu farelere gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,018).
Aralarinda anlamli bir farklilik (p > 0,05) gozlenmeyen DSS ile birlikte CCYSI®6,
CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarinin kolon dokusu MPO diizeylerinde ise
DSS uygulanmis kontrol deney grubuna gore anlamli azalma gorilmiistiir (p<0,05).
Gruplardaki anlamlilik  dereceleri su  sekildedir: DSS+CCYSI6  (p=0,0029),
DSS+CCYSI9 (p=0,0064), DSS+mesalamin (p=0,0073).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen NO seviyelerinin gruplara gore

dagilimi Sekil 4-14°de gosterilmistir.
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Sekil 4-14: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen MPO seviyeleri (Ortalama +

Standart sapma).

#Kontrol grubundan farkl (p<0,05).
bUlseratif grubundan farkl1 (p<0,05).
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Tablo 4-6: DSS ile olusturulan ilseratif kolite C. coggygria sulu infiizyonunun ve mesalaminin MPO ve antioksidan parametrelerine etkisi.

Protein
Grup (mg/ml)
Knormal 4,14+0,77
Kpss 2,55+0,16"
Kcceysis 3,39+0,35
Kcceysio 3,50+ 0,66
DSS+CCYSI6 35+ 038
DSS+CCYSI9  347+061™
DSS+M 3,37+ 0,29

SOD
(U/mg
protein)

8,28 +294
16,54 +3,41"
9,59 +0,79
10,63 + 3,39
10,51+ 1,017
10,04 +2,43™

12,16 £ 1,93

Katalaz
(U/mg
protein)

11,37 + 6,64
29,68 + 7,89"
12,33 +2,80
15,44 + 6,25
10,94 + 5,04™

18,63 + 5,38

14,84 + 6,66™

GR
(U/mg
protein)

98,56 £ 16,10
145,36 + 22,00
100,83 +12,79
118,57 +£46,50
121,54 +£20,38
88,17 £21,07"

97,51 +17,86™

GPx
(U/mg protein)

122,33 + 15,54
23537 +£43,61"
129,90 + 16,65
159,44 + 106,07
166,99 + 52,34™
182,71 £39,28" "

P

174,52 + 41,28

GST
(U/mg
protein)

151,38 38,21
295,73 + 86,45"
145,88 + 12,09
167,32 + 57,36
128,89 +31,86™

193,09 +46,99™

151,66 + 22,68

NO
(nmol/g
protein)

150,26 + 24,12
24451 +51,77"
167,15 £ 48,65
157,05 + 35,36
167,01 +£39,89™

145,30 + 33,65

161,22 + 80,84™

GSH MDA
(nmol/g  (nmol/g doku

doku)
5.35+2.10 1,95+ 0,47
8,98+ 1,37 13,13 +3,70°
6,54+ 1,07 6,20 1,93
5,66+1,53 6,62+3,53"
6,04+059™  574+133™
564+0,74™  520+136™
4,57 +0,96™ 4,64+2,97"

MPO
(nmol/g doku)

0,276 + 0,030
0,523 £0,32"
0,259 + 0,038
0,315 + 0,046
0,294 + 0,11**
0,303 + 0,040**

0,292 + 0,050**

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.
*p<0,05 Knormal grubuna gére anlaml
""p<0,05 Kbss grubuna gore anlaml
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4.3. Fare Kolon Dokularinin ELISA Analiz Sonuclari

Fare kolon dokularinin ELISA analiz sonuglar1 Tablo 4-7’de 6zetlenmistir.

4.3.1. Kolon Dokusu Prostaglandin E2 Seviyelerine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol grubunun PGE2 seviyelerinde, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak belirgin bir artis gézlenmistir (p=0,0002).

Normal kontrol grubundaki farelerle karsilastirildiginda, sadece CCYSI9
uygulanmis kontrol ile DSS ile birlikte CCYSI6 ve CCYSI9 verilen gruplarin PGE2
diizeylerinde anlamli bir artis kaydedilirken (p<0,05); sadece CCYSI6 uygulanmis
kontrol ile mesalamin uygulanmis DSS grubunda anlamli bir degisiklik saptanmamigtir
(p>0,05).

DSS uygulanmis kontrol grubuna gore DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 veya
mesalamin verilen deney gruplarinin kolon dokusu PGE2 diizeylerinde anlamli azalma
goriilmiistiir (p<0,05). En biiyiikk azalma DSS ile birlikte mesalamin verilen grupta
gbzlenmistir (p=0,0007), ancak bulunan deger normal kontrol grup diizeyinin iizerinde
kalmistir. Bu grubu sirasiyla DSS+CCYSI6 (p=0,024) ve DSS+CCYSI9 (p=0,14)
gruplart izlemistir.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen PGE2 seviyelerinin gruplara gore

dagilimi1 Sekil 4-15°de gosterilmistir.
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Sekil 4-15: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen PGE2 seviyeleri (Ortalama +

PGE, (pg/mg protein)

Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**(Jlseratif grubundan farkli (p<0,05).

4.3.2. Kolon Dokusu Tiimor Nekroz Faktor-a Seviyelerine Ait Bulgular

Normal kontrol grubuna kiyasla, TNF-a seviyesindeki en belirgin artis DSS
uygulanmis kontrol grubunda goézlenmistir (p=0,012). DSS ile birlikte CCYSI6,
CCYSI9 ve mesalamin uygulandigi fare gruplart ile normal kontrol grup arasinda
anlamli bir farklilik (p >0,05) gézlenmemistir.

DSS uygulanmis kontrol grubu ile karsilastirildiginda, DSS ile birlikte CCYSI6
ve CCYSI9 verilen deney gruplarinda kolon dokusu TNF-a diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalma gbzlenmekle birlikte (p>0,05), mesalamin verilen
grupta istatistiksel olarak anlamli diisiis saptanmistir (p=0,004).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen TNF-a seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-16’da gdsterilmistir.
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Sekil 4-16: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6l¢iilen TNF-a seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkl1 (p<0,05).

4.3.3. Kolon Dokusu Interlokin-1p (1L-1p) Seviyelerine Ait Bulgular

Normal kontrol grubuna kiyasla IL-1B seviyesindeki en belirgin artis DSS
uygulanmis kontrol grubunda gézlenmistir (p<0.0001).

CCYSI6 kontrol, CCYSI9 kontrol, DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve
mesalamin uygulandig1 fare gruplar1 ile normal kontrol grup arasinda anlamli bir
farklilik (p >0,05) gozlenmemistir.

DSS ile birlikte CCYSI6 (p=0,0001), CCYSI9 (p=0,0003) veya mesalamin
(p<0,0001) verilen deney gruplarimin IL-1p diizeylerinde, DSS uygulanmis kontrol
deney grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmiistiir.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen IL-1pB seviyelerinin gruplara goére

dagilim1 Sekil 4-17°de gosterilmistir.
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Sekil 4-17: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda dlgiilen IL-1f seviyeleri (Ortalama +

Standart sapma).

*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
**[lseratif grubundan farkl1 (p<0,05).

4.3.4. Kolon Dokusu Interlokin-6 (I1L-6) Seviyelerine Ait Bulgular

DSS uygulanmis kontrol deney grubunun kolon IL-6 diizeyleri, kontrol grubuna
gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Normal kontrol deney grubunun
kolon IL-6 diizeyleri, CCYSI6 ve CCYSI9 kontrol, DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9
veya mesalamin verilen deney gruplarinin IL-6 diizeyleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamustir (p>0,05).

DSS uygulanmis kontrol grubu ile karsilastirildiginda, DSS ile birlikte CCYSI6,
CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarimin IL-6 diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli diisiis saptanmistir (p<0,0001).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen IL-6 seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-18°de gosterilmistir.
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Sekil 4-18: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen IL-6 seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).
*Kontrol grubundan farkli (p<0,05).

**(Jlseratif grubundan farklt (p<0,05).
4.3.5. Kolon Dokusu Interlokin-10 (I1L-10) Seviyelerine Ait Bulgular

Aralarinda anlamli bir farklilik (p>0,05) gozlenmeyen CCYSI6 (p=0,048) ve
CCYSI9 (p=0,0031) uygulanmis kontrol deney gruplarinin kolon IL-10 diizeyleri,
kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.

Normal kontrol deney grubunun kolon IL-10 diizeyleri, DSS uygulanmis kontrol
deney grubu ile DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 veya mesalamin verilen deney
gruplarinin  IL-10 diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p > 0.05).

DSS uygulanmis kontrol deney grubunun kolon IL-10 diizeyleri, DSS ile birlikte
CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin verilen deney gruplarmin IL-10 dizeyleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p > 0.05).

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen IL-10 seviyelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 4-19°da gdsterilmistir.
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Sekil 4-19: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen IL-10 seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

@K ontrol grubundan farkli (p<0,05).
bUlseratif grubundan farkl1 (p<0,05).

4.3.6. Interferon-y (INF-y) Seviyelerine Ait Bulgular

Normal kontrol grubuna kiyasla INF-y seviyesindeki en belirgin artig DSS
uygulanmis kontrol grubunda gozlenmistir (p<0.0001).

CCYSI6 kontrol, CCYSI9 kontrol, DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve
mesalamin uygulandig1 fare gruplari ile normal kontrol grup arasinda anlamli bir
farklilik (p >0,05) gbézlenmemistir.

DSS ile birlikte CCYSI6 (p=0,002), CCYSI9 (p=0,02) veya mesalamin (p=0,01)
verilen deney gruplarmin INF-y diizeylerinde, DSS uygulanmis kontrol deney grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmiistiir.

Kolon doku homojenizatlarindan elde edilen IL-1B seviyelerinin gruplara gore

dagilimi Sekil 4-20°de gosterilmistir.
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Sekil 4-20: Gruplara gore kolon doku homojenizatlarinda 6lgiilen INF-y seviyeleri (Ortalama +
Standart sapma).

@K ontrol grubundan farkli (p<0,05).
bUlseratif grubundan farkl1 (p<0,05).
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Tablo 4-7: DSS ile olusturulan iilseratif kolite C. coggygria sulu inflizyonunun ve mesalaminin PGE2 ve sitokin parametrelerine etkisi.

Grup

Knormal
Kbss
Kceysis

Kceysig

DSS+CCYSI6 798,62 209,65~

DSS+CCYSI9 698,82 +210,03™:"

DSS+M

PG (pg/mg)

318,34 £ 163,74

1089,20 + 170,14"

637,22 £ 166,04

740,32 + 106,27"

489,22 +81,43™

TNF-a (pg/mg)

87,69 + 16,55
260,85 = 75,59"
150,15 + 50,14
179,33 £ 74,13
190,08 + 74,13
125,88 +39,30

91,06 +33,86™

IL-1B (pg/mg)

144,72 £ 92,74
249,55 +59,12"
179,76 +£ 49,12
225,27 £43.34
136,85 + 50,75™
153,17 £43,84™

123,63 +58,79™

IL-6 (pg/mg)

314,43 £ 106,99

795,16 £+ 352,75"

503,58 + 67,57
547,78 + 256,34

261,51 +£60,50™

288,81 £ 137,717

297,88 +137,58™

IL-10 (pg/mg)

698,78 £ 235,95

759,73 £219,46

1487,40 + 361, 89"

1348,11 + 518,67"

747,12 £ 114,87

623,79 £ 156,14

565,94 £ 117,52

IFN-y (pg/mg)
924,98 + 64,08
1431,50 + 392,28"
1010,13 + 236,96
1335,32 + 573,35
885,29 + 164,07™

975,72 £ 313,89™

849,05 +294,39™

Degerler ortalama standart sapma olarak ifade edildi. Anlamlilik smnir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.
*p<0,05 Knormal grubuna gére anlaml
"p<0,05 Kpss grubuna gore anlamli
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4.4. Fare Kolon Dokularmmin Western Blot Analiz Sonuclar:

COX-2 diizeylerinin degerlendirildigi Western Blot analiz sonuglarina gore,
immiinoreaktif COX-2 diizeyinin, DSS uygulanmis kontrol grubunda (Kpss) (% 100),
kontrol (Knormal) (% 50,61) grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigi goézlenmistir (p =
0,017). Khorma grubu (% 50,61) ile sadece % 6 (% 46,67) veya % 9 (% 56,97) CCYSI
uygulanan gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.
Sadece CCYSI6 uygulandigi grup (Kccysis) (% 46,67), DSS ile birlikte CCYSI6 (%
55,4) uygulanan grup ile karsilastirildiginda COX-2 diizeyinin her iki grup i¢in de
benzer oldugu belirlendi. Kccysio (%46,67) grubu, DSS+CCYSI9 (%76,71) grubu ile
karsilastirildiginda, COX-2 diizeyinin DSS+CCYSI9 grubunda daha yiiksek oldugu
ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (p=0,096).

Kbss ile DSS+CCYSI6 grubu (%55,46) ile karsilastirildiginda, DSS grubunda
artan COX-2 diizeyinin DSS+CCYSI6 grubunda anlamli sekilde azaldigi saptanmigtir
(p=0,026). Ayrica, Kpss grubuna (%100) kiyasla, COX-2 protein diizeyinin
DSS+CCYSI9 grubunda da (%76,56) azaldig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi (p=0,167). DSS+CCYSI6 (%55,46) grubu pozitif kontrol
olarak kullanilan DSS+M (%41,59) grubu ile karsilastirildiginda COX-2 diizeylerinin
bu iki grupta benzer oldugu gozlendi (p>0,05) (Sekil 4-21; 4-23).

Western Blot analiz sonuglarina gére, COX-2 diizeylerinin, DSS uygulamast ile
belirgin sekilde arttig1 belirlenmistir. DSS’deki bu artis CCYSI6 uygulamasi ile birlikte
kullanilan pozitif kontrole benzer bir sekilde baskilanmistir. Diger yandan, sayisal
degerler agisindan DSS ile birlikte CCYSI9 uygulanan grupta da istatistiksel olarak
anlamli olmasa da bir inhibisyon goézlenmistir. CCYSI6, CCYSI9’a kiyasla COX-2

diizeyini daha etkin bir sekilde baskilayarak antiinflamatuar etki gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4-21: DSS ile olusturulan {ilseratif kolite, CCYSI6, CCYSI9 ve mesalaminin, COX-2

immiinoreaktif protein diizeyleri {izerine etkileri.

1mmﬁnoreaktif protein diizeyi %Kbpss olarak ifade edilmistir.
Internal kontrol olarak Beta-aktin kullanilmustir.
*Istatistiksel degerlendirmede Bagimsiz T-test kullanilmistir, p<0,05.

iNOS immiinoreaktif protein diizeyleri incelendiginde, Knormal grubunda
herhangi bir immiinoreaktif iNOS diizeyi saptanmadi. Buna karsin, iNOS
immiinoreaktif protein diizeyinin sadece DSS uygulanmis grupta (%100), normal
kontrole kiyasla arttig1 belirlendi. DSS uygulamasi ile gozlenen bu artisin DSS+CCYS6
ve DSS+CCYS9 gruplarinda belirgin bir sekilde baskilandig1 gozlendi (Sekil 4-22; 4-
23).

Sonug¢ olarak iNOS diizeylerinin de COX-2 diizeylerine benzer sekilde DSS
uygulamasi sonucunda belirgin sekilde arttig1 belirlenmistir. Ayrica, DSS uygulamasi
ile gerceklesen iINOS protein indiiksiyonunun hem CCYSI6 hem CCYSI9 uygulamasi
ile inhibe edildigi gozlenmistir. Bu sonuclara gore, CCYSI6 ve CCYSI9’lerin

inflamatuar cevap ile artan iNOS diizeyini baskilayarak antiinflamatuvar etki gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 4-22: DSS ile olusturulan {ilseratif kolite, CCYSI6, CCYSI9 ve mesalaminin, iNOS

immiinoreaktif protein diizeyleri iizerine etkileri.

Immiinoreaktif protein diizeyi % Kpss olarak ifade edilmistir.
Internal kontrol olarak Beta-aktin kullanilmistir.
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Sekil 4-23: DSS ile olusturulan iilseratif kolite, CCYSI6, CCYSI9 ve mesalaminin COX-2 ve

iNOS immiinoreaktif protein bantlar1 {izerine etkileri.

Internal kontrol olarak Beta-aktin kullanilmustir.
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4.5. Histopatolojik Bulgular

Normal kontrol grubu farelerin kolon kesitlerinde saglikli histolojik goriinim
gozlenmistir. Kontrol grubunda inflamasyon, nekroz, Odem gibi bulgulara
rastlanmamustir (Sekil 4-24).

% 6 CCSI verilen kontrol kolon kesitlerinde saglikli histolojik goriiniim
gozlenmis ve kontrol grubu bireylerin kesitlerinde oldugu gibi herhangi bir histolojik
hasar bulgusuna rastlanmamustir (Sekil 4-25).

% 9 CCYSI verilen kontrol bireylerin kolon kesitlerinde mukozada hafif
inflamasyon ve bazi bireylerde hafif nekroza rastlanmistir (Sekil 4-26).

DSS verilen kolit grupundaki farelerin kolon kesitlerinde, kontrol grubu farelere
gore belirgin histolojik hasar tespit edilmistir. DSS verilen grupta, mukoza ve
submukozada yaygin ve siddetli olarak gozlenen inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
inflamasyon, yaygin submukozal 6dem, ylizey epitelinde dokiilme ve kayiplar, yaygin
kript kayb1 ve vakuolar hidropik dejenerasyon ile nekroz gozlenmistir (Sekil 4-27).

DSS ile birlikte CCYSI6 uygulamasi yapilan gruba ait farelerin distal kolon
kesitlerinde DSS kolit grubuna gore, histolojik hasarin belirgin olarak azaldigi tespit
edilmistir. Bu grupta, hafif siddette inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve bazi hiicrelerde
vakuolar hidropik dejenerasyon gozlenmistir. DSS verilen grupta gozlenen siddetli
dejeneratif hasar bulgularina ve nekroza rastlanmamustir (Sekil 4-28).

DSS ile birlikte CCYSI9 verilen grupta ise hemen hemen her bireyin kolon
mukozasinda hafif siddette nekroz ve inflamasyon bulgularina rastlanmistir. Ayrica bu
gruba ait bazi bireylerde ise submukozada hafif 6dem ve vakuolar hidropik
dejenerasyon da gozlenmistir (Sekil 4-29).

DSS ile birlikte mesalamin uygulanan grupta kolit hasar1 DSS verilen gruba gore
azalmasia ragmen, mukozada siddetli ve yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
submukozada siddetli 6dem bulgular1 gbzlenmistir. Ayrica, bazi bireylerde yer yer kript

kaybi, vakuolar hidropik dejenerasyon ve nekroza da rastlanmistir ( Sekil 4-30).
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Sekil 4-24: Kontrol grubuna ait kolon dokusunun genel histolojik gériiniimii. HE.

Sekil 4-25: % 6 bitki ekstresi verilen kontrol grubuna ait farenin kolon kesiti. HE.
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Sekil 4-26: % 9 bitki ekstresi verilen kontrol gruba ait farenin distal kolon kesiti. Hafif siddette

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (=) gozlenmektedir. HE.

Sekil 4-27: DSS verilen kolit grubuna ait bireyin kolon kesidinin genel histolojik goriiniimii.
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ( =), submukozada 6dem (P ), nekrotik alan (*), kript
hiicrelerinde goriilen vakuolar hidropik dejenerasyon (=), tamamen bozulmus kript yapist ve

ylizey epitelinde kayiplar (ﬁ ) gozlenmektedir. HE.
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Sekil 4-28: DSS ile birlikte CCYSI6 uygulanmig grubuna ait farenin kolon kesidinin genel
goriintimii. Hafif siddette inflamatuar hiicre infiltrasyonu (=). HE.

Sekil 4-29: DSS ile birlikte CCYSI9 uygulanmis gruba ait farenin kolon kesiti. Nekroza
gitmekte olan hiicreler (*). HE.
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Sekil 4-30: Mesalamin + DSS grubuna ait bireyin kolon dokusunun histolojik goriiniimii.

Siddetli inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( =») ve submukozada 6dem (») gozlenmektedir. HE.

4.5.1. Histolojik Kolit Skorlamasina Ait Bulgular

Dieleman ve arkadaslariin (1998) kolit skorlama sistemine gore degerlendirilen
histolojik skor bulgulart Sekil 4-31°de verilmistir. En yiiksek kolit hasar skoru DSS
kolit grubu farelerde tespit edilmistir. Hem DSS grubunun hem de DSS ile birlikte
mesalamin uygulanan gruplarina ait bireylerinin kolit skorunda kontrol grubuna gore
anlaml bir artig tespit edilmistir (p<0,05). CCYSI6 uygulamasi yapilan DSS grubu
farelerin kolit hasar skorunda kontrol grubu farelere gore anlamli bir artig (p<0,05),
DSS kolit grubu farelere gore de anlamli bir azalma (p<0,01) saptanmistir. DSS ile
birlikte CCYSI9 uygulanan gruba ait bireylerin histolojik hasar skorlarinda DSS kolit

grubu bireylere gére anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<<0,01).
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5. TARTISMA

C. coggygria’nin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerini dikkate alarak yapmis
oldugumuz bu ¢alismada farelerde DSS ile indiiklenen iilseratif kolit modeli olusturarak
gelisen kolit hasar1 lizerine C.coggygria’nin % 6 ve % 9’luk sulu infiizyonunun etkileri,

mesalamin ile karsilastirarak degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada ilk basta C. coggygria sulu infiizyonunun etkinligini arastirmak
lizere, uygulanan inflizyon dozunun se¢iminde, % 5’in ilizerinde uygulanan dozlarin
genotoksik oldugunu gosteren calismalar dikkate alinarak, biri % 5’in altinda digeri ise
% 5’in lizerinde olmak tizere % 3 ve % 6 dozlarin uygulanmasi planlanmistir. Fakat %
6’lik doz ile yapilan caligmalarda elde edilen biyokimyasal degerlendirmede AST ve
ALT degerlerinde herhangi bir sapma goriilmedigi ve histopatolojik degerlendirmede
bitkinin toksik etkisi sonucunda olusabilecek bir hasar tespit edilmedigi icin, % 3

dozunun yerine % 9’luk dozunun uygulanmasina karar verilmistir.

DSS ile olusturulan deneysel kolit modeli, insandaki inflamatuar barsak
hastaliginin bulgularina benzer klinik ve histopatolojik tablonun gériilmesi nedeniyle
potansiyel anti-inflamatuar ilaglarin farmakolojik analizinde kullanilmaktadir (Ahn ve
Kim, 2018). DSS’nin molekiil agirligi, dozu ve uygulama siiresi dikkate alinarak,
CS57BL/6 farelere % 3 DSS (w/v)’nin 3. giinlinden itibaren 5 giin boyunca oral olarak
verilmesi sonucunda agirlik kayb1 ve kanli digki ile kendini gdsteren akut kolit hasari
olusturulmustur. 7. giinde, sakrifikasyon iglemi sonras1 doku ornekleri alinarak yapilan
histopatolojik incelemelerde, DSS kontrol grubunda kript epitelinin nekrozu,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yaygin submukozal 6dem durumlari tespit edilmis ve
bulgular literatiirle uyumlu bulunmustur (Chen ve ark., 2013; Rodriguez-Canales ve
ark., 2016; Chaudhary ve ark., 2017; Muthas ve ark., 2017). Saglikl1 kontrol grubuna en
yakin sonuglar DSS ile birlikte CCYSI6 uygulanan grubu oldugu belirlenmistir. Tiim
histopatolojik parametreler bir arada degerlendirilerek toplam histolojik skor
ortalamalar1 hesaplanmis ve gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmigtir. En yiiksek skorun DSS kontrol grubuna ait oldugu ve bu degerin diger
gruplara gore istatistiksel olarak onemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<<0.05).

DSS ile birlikte CCYSI6, CCYSI9 ve mesalamin uygulanan gruplarinda goriilen doku
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hasarmin, DSS kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azaldigi saptanmistir (p<0.05).
Saglikli  kontrol grubuna en yakin skorun, CCYSI6 uygulanan grup oldugu
belirlenmistir. DSS ile birlikte CCYSI6 ve CCYSI9 uygulanan gruplara ait skorun,
DSS ile birlikte mesalamin uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak énemli derecede
diisiik oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu verilere dayanarak C. coggygria inflizyonunun
verilmesinin, kolon dokusundaki histopatolojik hasarin azaltilmasinda etkili oldugunu

ortaya koymustur.

% 3’liik DSS ile indiiklenen akut kolitte HAI’nin tiim bireylerde 3’iin iistiinde
seyrettigi, kolon uzunlugunda ise kontrol bireylere oranla belirgin azalmanin oldugu,
kilo kaybi, diyare, diskida kan gibi iilseratif kolit’te goriilen klinik semptomlar
gbzlenmis ve bu bulgular literatiirle uyumlu olarak bulunmustur (Chen ve ark.,2013;
Rodriguez-Canales ve ark., 2016; Chaudhary ve ark., 2017; Ahn ve Kim, 2018; Zhu ve
ark., 2019). CCYSI9 ve mesalaminin uygulandigi kolit grubundaki farelerde kilo
kaybinin DSS kontrol grubuna gore de daha belirgin olmasi ve bu kaybin ¢alismanin
ilerleyen giinlerinde de devam etmesi CCYSI9 ve mesalaminin toksik etkili oldugunu

diistindiirmiistiir.

UK hastalarin biyopsi Orneklerinde artmig lipid peroksidasyon iiriinlerinin ve
reaktif oksijen tiirlerinin mukozal {retiminin tespit edilmesinden sonra UK
patogenezinde ROT’larin rolii ile ilgili aragtirmalar 6nem kazanmistir (Krieglstein ve
ark., 2001; Chu ve ark., 2004). Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerindeki artig ve savunma
sistemlerindeki bir yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasma ve
“oksidatif stres” kosullarimin olugsmasina neden olmaktadir. UK’te dolasimda bulunan
noétrofiller tarafindan salgilanan toksik oksijen veya nitrojen metabolitleri, epitel dokusu
hasarin ortaya ¢ikmasina neden olan inflamatuar cevap olusumunda gorev aldiklar
bildirilmistir.

Kolon enterositleri, serbest oksijen veya nitrojen radikallerine kars1 NO, GSH,
SOD, CAT, GR ve GPx gibi 6nemli hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerini
icermektedir  (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014). Siiperoksit radikalin
olusturabilecegi hasara kars1 savunmanin ilk hattinda SOD yer almaktadir (Kruidenier
ve ark., 2003). Insan hiicrelerinde SOD’un ii¢ izoformu bulunmaktadir; SOD1 (Cu/Zn-
SOD sitozolde bulunur), SOD2 (Mn-SOD mitokondride bulunur) ve SOD3 veya
ECSOD (Cu/Zn-SOD ekstraselliiler aralikta bulunur). SOD’larin % 70’inden sorumlu
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olan SODI, siiperoksit anyonunu dismutasyona ugratarak organizmay1 korumaktadir.
IBH patogenezinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 onlemek i¢in total SOD aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Tian ve ark., 2017).
IBH ile yapilan klinik ¢alismalarda ii¢ SOD izoformlarmimn farkli ekspresyonu
gozlenmistir. CH ve UK hastalifinda inflame mukoza epitelinde artmis Mn-SOD ve
azalmis Cu/Zn-SOD ve EC-SOD seviyeleri bildirilmistir (Kruidenier ve ark., 2003).
Total SOD aktivitesinin IBH patogenezinde gelisen oksidatif stres ve inflamasyona
cevap olarak arttifi ve bu nedenle oksidatif belirteci olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Tian ve ark., 2017).

Inflame dokularda Oz ve NO" radikallerin etkileri, bozulmus endotel-bagimli
vazodilatasyon cevabi, niikleer transkripsiyon faktorlerini uyararak inflamatuar
sitokinlerin {iretimi, 10kositlerin aktivasyonu ve biraraya toplanmalarinin artmasi,
apoptozun hizlanmasi ve parenkimal hiicre nekrozu seklinde ortaya cikmaktadir.
Vaskiiler endotelyum tarafindan iiretilen NO ve siliperoksit radikali etkilesiminin
vaskiiler toniis diizenlenmesi ve kan basinci iizerine yararli etkilerinin yanisira SOD
tarafindan NO’in sitotoksik ve proinflamatuar NO"e rediiklenmesinden dolay1 iki
radikalin arasindaki fizyolojik dengenin 6nemli oldugu ve bu dengenin bozulmasinin,
inflamasyonu arttirdigi ileri siiriilmiistiir. Krieglstein ve ark. (2001) tarafindan bildirilen
bir caligmada iNOS ve CuZn/SOD enzimlerinin, farelerde DSS ile olusturulan kolit

patogenezinde ¢cok onemli rolleri oldugu vurgulanmistir.

Indirgenmis glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre iginde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur.
GSH, yiiksek miktarda sitoplazmada (5-11 mM), niikleusta (3-15 mM) ve mitokondride
(5-11 mM) bulunur (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014). Glutatyon antioksidan
sisteminde y-glutamilsistein sentetaz, GR, GPx ve GST enzimleri gorev alirlar. y-
Glutamilsistein sentetaz enzimi GSH’in sentezinden, glutatyon rediiktaz ise GSH’in
rejenerasyonundan sorumluyken, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz
enzimleri ise GSH ile birlikte bagirsak mukozasindaki hidrojen peroksit ve diger
hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumludur (Aw, 2005; Guan ve Lan, 2018).
Oksidatif stres sonucunda artan ROS fdirlinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun
indirgenmis seklinin (GSH) glutatyon peroksidaz tarafindan oksitlenmis dimer sekline

(GSSG) doniistimii ile saglanmaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan GSSG (glutatyon

125



disulfit) ise glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla ile geri donen bir siklusla GSH’a
rejenere olmaktadir. Hiicre, yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG
olusumu metabolik simirin1 asmakta ve oksidatif stres olusmaktadir. GSH/GSSG
oraninin azalmast doku hiperplazisi, mukozal inflamasyona ve UK’in klinik

semptomlarina yol agmaktadir (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014).

Bu calismada DSS ile indiiklenmis kolon hasar1 sonucunda meydana gelen
oksidatif stresin glutatyon antioksidan sisteminde yol actig1 degisiklikler incelemistir.
Kolon hasar1 olusumu sirasinda ROT {iretiminde meydana gelen asir1 artisa bagh olarak
DSS ile indiiklenmis kolit modellerinde doku GSH diizeylerinin azalmasi ile birlikte
GR, GPx ve GST diizeylerinde azalma gorildigi bildirilmistir (Rodriguez-Canales ve
ark.,2016; Chaudhary ve ark., 2017). Bu bilgilerin 15181 altinda yaptigimiz ¢aligmada
DSS kontrol grubunda doku GSH, CAT, SOD, GR ve Gpx diizeylerinde azalma
beklenirken en yiiksek degerlere sahip olmasi, 7 giinlik siirenin antioksidan
parametrelere yanstyabilmesi igin yetersizliginden kaynakli olabilecegi, ayrica toksik
kimyasal ajani olan DSS’nin organizmada inflamatuar yanit1 baglatarak meydana gelen
fazla oksidan Uretiminin, antioksidan enzim sisteminin daha aktif ¢alismasina neden

olabilecegi diisliniilmektedir.

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit varliginda indirgenmis glutatyonun
yukseltgenmesini katalize etmesi yaninda, SOD tarafindan olusturulan hidrojen
peroksiti mitokondri ve sitoplazmada su ve oksijene indirger. Katalaz ise SOD ile
kombine bir sekilde etki ederek, SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti
peroksizomlarda su ve oksijene cevirir. Kolon epitelinde ve lamina propriada eksprese
olan katalaz enzimi, inflamasyon durumlarinda yani H20» konsantrasyonu arttiginda
aktive olmaktadir. Insanda glutatyon peroksidazin sekiz izoformu bulunmaktadir. GPX2
bagirsak epitelinde eksprese olan GPX2 oksidatif strese ve inflamasyona kars1 koruyucu

rolii oldugu bildirilmistir (Tian ve ark., 2017).

Calismamizda kolon dokusunda, DSS kontrol grubunda normal kontrol gruba
gbre SOD diizeyinde belirgin artislar olmasi, DSS ile olusturulmus kolon hasarina bagh
olarak oksidatif stresin gelistigini gostermektedir. Ayrica, katalaz ve GPx aktivite
artislar1 olmas1 SOD aktivitesi ile olusan hidrojen peroksidin GPx ve katalaz enzimleri

ile elimine edildigini gostermektedir.
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GSH’nun, GPx ve GST ile hidroperoksitlerin dekompozisyonunda birlikte gérev
almalar1 g6z Onilinde bulundurulursa, ¢aligmamizda kolon dokusunda DSS kontrol
grubunda, normal kontrol grubuna goére GST, GPx ile GSH diizeyinde anlaml artis
goriilmesi ve bu artisin infiizyon alan fare gruplarinda normal kontrol degerine
yaklasmasi, C. coggygria infiizyonun oksidatif strese karsi oOrganizmayi toksik
radikallere kars1 korudugunu diisiindiirmektedir (Sekil 5-1).
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Sekil 5-1: Glutatyon antioksidan sistemi

DSS ile birlikte CCYSI6 ve CCYSI9 de alan fare gruplarinda kolon lipid
peroksidasyonun son iiriinii olan MDA diizeyinde belirgin azalma olmasi, ancak bunun
normal kontrol seviyesine inmemesi, oksidatif stresin azaldigini, ancak tamamen
ortadan kalkmadiginmi diisindiirmektedir. MDA, bir¢cok DSS ile indiiklenmis iilseratif
kolit ¢alismada yiiksek bulunmustur (Yao ve ark., 2010; Yeom ve Kim, 2015;
Chaudhary ve ark., 2017).

Notrofil infiltrasyonun duyarli bir gdstergesi olan MPO aktivitesi, bircok
calismada gelisen akut kolon hasart ile iligkili bulunmustur.

Bu ¢aligsmada, DSS ile birlikte CCYSI ve mesalamin uygulanan fare gruplarinda,

kolon dokusunda artmis inflamasyon ve nekrozun bir gostergesi olan MPO enzim
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aktivitesinin, sadece DSS uygulanan kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli
olarak diisiikk olmasi ve elde ettigimiz degerlerin normal kontrol grubundaki degere
kadar diismesi CCYSI ve mesalaminin DSS kaynakli kolon hasarimi engelleyici etkisi
oldugunu gostermektedir.

NO, NADP’a ihtiya¢ duyan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimin katalitik etkisiyle,
L-arginin amino asidinin terminal nitrojenin oksidasyonu sonucunda olusan bir
radikaldir. Sitozolik bir enzim olan NOS’un ii¢ izoformu bulunmaktadir; noronal
(nNOS) ve endotel (eNOS) hiicrelerinde az miktarda devamli sentezlenen
konstitiisyonel NOS (cNOS) ve sitokinler, bakteri tirlinlerin etkisiyle indiiklenebilen ve
devamli NO sentezinin yapilmasina sebep olan indiiklenebilen NOS (iNOS). Kalsiyum
ve kalmoduline bagimli olarak ¢alisan cNOS’1n etkisiyle saniyeler veya dakikalar i¢inde
cok diisiik konsantrasyonda (nanomolar diizeyde) olusan NO fizyolojik olaylarda gérev
alir. Kalsiyum ve kalmoduline bagimsiz olarak etki eden iNOS ise uzun siire fazla
miktarda NO olusumuna yol agmaktadir. iNOS’un aktivitesi gen transkripsiyonu ile
diizenlendigi i¢in etkisi birka¢ saat sonra goriiliir ve 5 giin devam edebilir (Kolios ve
ark., 2004).

eNOS’un etkisiyle olusan NO, ¢Oziliniir guanilat siklazi aktive ederek vaskiiler
toniisiin  diizenlenmesinde, 16kosit adezyonu ve trombosit agregasyonunun
inhibisyonunda gorev alan sitozolik siklik guanozin monofosfat (cGMP) miktarim
arttirr. eNOS’un  etkisiyle olusan NO, mikrovaskiiler ve epitel permeabilitenin
diizenlenmesi, uygun perflizyonun korunmasi gibi gastrointestinal mukozanin bir¢ok
onemli fonksiyonunun homeostatik diizenlenmesinde gorev almaktadir. Ayrica NO’in,
immiin hiicreleri iizerinde olan etkisi inflamatuar yanit aracili doku hasarina karsi
koruyucu etkisini agiklayabilir. Devamli sentezlenen NO, nétrofil B2 integrin
fonksiyonunu inhibe eder, endotelyal P-selektin ekspresyonunu azaltir, IL-8 ve MIP-1
(makrofaj inflamatuar protein-1) gibi kemokinlerine karsi kemotaktik cevabi baskilar
(Kolios ve ark., 2004).

iINOS’un arttiric1 diizenlenmesi (up-regiilasyonu) ile olusan asir1 miktarda NO
sitotoksik radikallerin olusumuna yol acarak doku hasarinin artmasina katkida bulunur.
NO’in siiperoksitle reaksiyona girerek doku hasarini arttiran son derece toksik ve reaktif
bir radikal ve notrofiller i¢in giicli bir kemotaktik ajan olan peroksinitritlerin
olusumuna neden olur. Siiperoksit radikalin ve NO’in iiretiminin artmasi, peroksinitrit

olusumunu sitotoksik seviyelere gelecek kadar arttirabilir. Inflamasyon durumlarinda
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iINOS aracili NO’in asir1 {retimi transkripsiyon faktdor NF-kB’y1 arttirarak DNA
onariminda rolii olan ve niikleer bir enzim olan PARP’in (Poly ADP-Ribose-
Polymerase) aktivasyonu sonucu DNA’da kiriklarin artmasina ve hiicre 6liimiine neden
olabilir. NF-kB aktivasyonu, inflamatuar sinyal yolaklarin uyarilmasini ve
proinflamatuar sitokinlerin salimimim tetikleyebilir (Kolios ve ark., 2004). Bircok
calismada NO’in asir1 dretiminin intestinal inflamasyonda gorevli oldugu ve
inhibisyonunun inflamatuar hasar: azaltabilecegi bildirilmistir (Mei ve ark., 2005; Wang
ve ark., 2010).

Fare kolit modellerinde NO serbestlenmesindeki artis, artmis iNOS ekspresyonu
ile iliskilendirilmistir. Asetik asit ile indiiklenmis UK olgularinda NO’in proinflamatuar
etkisinin, artmis iNOS ekspresyonu ve NO’in mikromolar diizeyinde artisi ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir (Sakthivel ve Guruvayoorappan, 2014). iNOS’un de novo
sentezini selektif olarak inhibe eden aminoguanidin, N®-nitro-L-arginin metil ester (L-
NAME) ve Né-monometil-L-arginin (L-NMMA) gibi L-arginin analoglar1 veya N-[3-
(aminometil)benzil] asetamidin ile histolojik hasarlanma derecesinin 6nemli oranda
diizeltildigi bildirilmistir (Rachmilewitz ve ark., 1995; Kolios ve ark., 2004). Bir¢ok
calismada iNOS inhibisyonunun akut kolon hasarini azaltabilecegi ileri siirlilmiistiir
(dos Reis ve ark., 2009).

Kolon dokusundaki epitelyal iNOS ekspresyonunu Western blot yontemi ile
degerlendirdigimiz bu calismada DSS grubunda ileri derecede iNOS ekspresyonu
saptanirken, DSS ile birlikte CCYSI ve mesalamin uygulanan gruplarda iNOS
ekspresyonunun belirgin bir sekilde baskilandig1 gézlenmistir.

iNOS ekspresyonun artmasi sonucu DSS kontrol olgularda NO doku seviyelerinin
normal kontrol grubuna gore artmis bulunmasi ve CCYSI ile mesalamin verilen
gruplarda anlamli olarak azaldiginin gézlemlenmesi, her ikisinin de olumlu etkisinin bir
gostergesidir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, DSS ile kolit indiiklenmesi sonrasi kolon hasari
gelisen olgularda, inflizyon ve mesalamin verilmesi ile iNOS aktivitelerinde ve NO
seviyelerinde anlamli azalmalar saptanmis olup, bu sonu¢ C. coggygria bitkisinin kolon
hasarinda ¢ok onemli rolleri olan artmis NO’in zararli etkilerine karsi koruyucu etki
gosterebilecegi diisiindiirmektedir. Bu diistince, DSS ile birlikte CCYSI uygulanan

gruplarinda, iNOS aktivitesindeki ve NO seviyelerindeki azalmalar ile korele olarak
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histopatolojik diizelmelerin saptanmasi ile de desteklenmektedir. Benzer sonuglar Li ve
ark. (2008) ve Wang ve ark. (2010) tarafindan bildirilmistir.

UK gelisiminde ROT etkisiyle salgilanan proinflamatuar sitokinler, COX-2’nin
ekspresyonuna neden olurlar. COX-1 mRNA’s1 fizyolojik siireglerde siirekli sekilde
eksprese edilirken, COX-2 ekspresyonunun UK olgularda inflame kolon dokusunda
siklikla arttid1 gosterilmistir (Singer ve ark., 1998). inflame dokularda PGE2
tiretiminden COX-2 sorumlu oldugu bildirilmistir (Sklyarov ve ark., 2011). PGE2’nin,
notrofiller i¢in giliglii bir kemoatraktan olan IL-8’in mRNA ekspresyonunu ve IL-8
sekresyonunu arttirdigi ve bu nedenle kolon hasarinda proinflamatuar rolii oldugu
bildirilmektedir (Dey ve ark., 2006). Diger bir calismada ise PG reseptorlerinden
ER4’iin agonisti kullanilarak bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10’un salgilanmasini
arttirmak suretiyle DSS ile indiiklenen hasarin azaldigi bildirilmistir (Nitta ve ark.,
2002). Yapatigimiz ¢alismada DSS kontrol grubunda COX-2 ekspresyonunda ve PGE2
miktarinda anlamli artiglar gozlenmistir. Bu bulgular yapilan diger c¢aligmalar ile
uyumlu bulunmustur (dos Reis ve ark., 2009; Abdel-Aziz ve ark., 2013; Rocha ve ark.,
2019). COX-2 ve PGE2 diizeylerindeki en az artisin ise DSS ile birlikte CCYSI6
grubunda oldugu gorilmiistiir.

Ulseratif kolit modellerinde aktif makrofajlar tarafindan salinan sitokinlerin
inflamasyonlu dokuda miktarlarinin artmas1 lokal iskemiye ve epitelyal hiicre
permeabilite artisina yol agar. Yapilan birgok caligmada, DSS uygulanmasi ile giiclii
kemotaktik ajan olduklar1 bilinen ve inflame kolon mukozasina notrofil
infiltrasyonundan sorumlu olan TNF-a, IL-1p ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin
degerlerindeki artisin, saglikli kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli
miktarda yiiksek oldugu belirtilmistir. Funakoshi ve ark. (1995), iilseratif kolitli
hastalarin mukozal lezyonlarinda RT-PCR kullanarak, interlokin-1p, interlokin-6, TNF-
a’nin artmis mRNA seviyelerini tespit etmigler ve ad1 gegen proinflamatuar sitokinlerin
iilseratif patogenezinde O6nemli rol oynayabilecegini ileri siirmiisler. Melgar ve ark.
(2003) ayni metodu kullanarak iilseratif kolitli hastalarin inflame mukozalarindaki T
lenfositlerinden salgilanan sitokinlerden IL-10’nun mRNA miktarinin en fazla oldugunu
tespit etmislerdir. Guimbaud ve ark. (1998) iilseratif kolitte en yiiksek artis interlokin-1
olmak iizere TNF-qa, IL-6 ve IL-8 iiretiminde de artma oldugunu tespit etmislerdir.
Szkaradkiewicz ve ark. (2009), inflamatuar bagirsak hastalarin ve normal kontrollerin

dolasimindaki inflamatuar sitokinler ile IL-10 seviyelerini karsilastirmislar ve iilseratif
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kolitli hastalarin inflamatuar sitokin ve IL-10 seviyeleri, normal kontrollere gore yliksek
bulunmustur. UK ve CH arasindaki tek fark artmis TNF-a (CH) ve IL-10 (UK)
seviyelerinde oldugu tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da,
biyokimyasal incelemelerde TNF-o, IL-1B, IL-6 ve INF-y diizeyleri i¢in yapilan
istatistiksel analizinde, kolon dokusu TNF- a, IL-1B, IL-6 ve INF-y diizeylerinin en
fazla DSS kolit grubunda arttig1 gézlenmistir. Bu ayni zamanda histopatolojik hasarin
en fazla oldugu grup olarak belirlenmistir. Bu bulgular DSS’nin sitokin diizeylerini
arttirdigini, TNF- a, IL-1pB, IL-6 ve INF-y kolon dokusu seviyeleri ile kolon hasarlanma
derecesinin birbiri ile korele oldugunu bildiren ¢alismalarla uyumlu bulunmustur (Li ve
ark., 2008; Wang ve ark., 2010; Rodriguez-Canales ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2019).
DSS ile birlikte CCYSI6 uygulanan grubunda kolon dokusunun TNF-a, IL-1p, IL-6 ve
INF-y diizeylerinin en diisiik seviyelerde oldugu ve bu diisiis ile korele olarak kolon
dokusundaki histopatolojik hasarin diizeldigi ve sonuglarin normal kontrol degerine
ulastig1 belirlenmistir. Bunun yanisira; IL-10 diizeyleri incelendiginde, DSS kontrol
grubuna gore CCYSI verilen gruplarda IL-10 seviyelerinin yiiksek oldugu gozlenmistir.
Bu bulgular, DSS ile olusturulan kolon hasarinda C. coggygria’min inflamatuar
reaksiyonlarin baglangic asamasinda rol oynayan TNF-a, IL-1f ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimimni baskilanmada etkili oldugu ve IL-10 anti-
inflamatuar sitokin tiretimini arttirarak inflamatuar cevabini azaltarak etkisini gosterdigi
goriistinti desteklemektedir.

Kolon hasarinin ortaya ¢ikmasina neden olan inflamatuar cevap olusumunda,
notrofiller tarafindan salgilanan toksik oksijen metabolitlerinin ve serin proteazlarin,
matriks metaloprotenazlarin ve miyeloperoksidazin 6nemli rolii oldugu bildirilmektedir
(Muthas ve ark., 2017).

iNOS kaynaklt NO, hiicrei¢i adezyon molekiillerinin ve P-selektinin sentezini
uyararak notrofillerin infiltrasyonunu arttiran TNF-a iiretimini tetikler (Yasukawa ve
ark., 2012). Notrofiller tarafindan aktive edilen NF-kB, translokasyon ile niikleusa
girerek DNA’ya baglanir ve mukozal inflamasyonda gorevli sitokinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunu uyarir.

DSS ile birlikte CCYSI6 grubunda, iNOS ekspresyonunun baskilanmasi yani sira,
doku sitokin ve MPO aktiviteleri de kolit grubuna gore anlamli miktarda azalmis olarak
bulunmustur. Bu verilere dayanarak, C. coggygria infiizyonunun iNOS aktivitesini

azaltarak PARP aktivasyonunu engelleyebilecegi diigiiniilmektedir.
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Yapilan c¢ok sayida deneysel caligmada, pek cok hayvan modelinde, serbest
radikal iiretimi, notrofil infiltrasyonu ve proinflamatuar sitokin tiretimi iizerine etki eden
ilaglarin kullanimi ile UK siddetinin azaltilabilecegi bildirilmistir (Piechota-Polanczyk
ve Fichna, 2014). Bu nedenle inflamatuar siirecte gorev alan ¢ok sayida inflamatuar
mediyator inhibitérlerin kullanimi ile kolon dokusunda olusacak hasar engellenmeye
calisilmigtir. Mei ve ark. (2005), melatoninin, TNBS/etanol ile indiiklenmis kolon
dokusundaki hasar1 azalttifin1 histopatolojik olarak dogrulamistir. Kolgazi ve ark.
(2007) tarafindan bildirilen diger bir ¢alismada farelerde TNBS ile indiiklenmis kolit
modelinde dogal bir antioksidan olan lipoik asidin kullanilmasi ile dokudaki lipid
peroksidasyonun azaldigi, MPO aktivitesinin ve GSH miktarinin arttig1 gozlenmistir.
Bakteri {iriinii olan ectoinin, deneysel olarak olusturulmus TNBS/ethanol hasarina bagl
olarak gelisen kolon inflamatuar degisiklikleri 6nlemede etkili oldugu ve bu etkinin
TNF-a, IL-1, ICAM-1, PGE2 ve LTB4 seviyelerinin azaltilmasma bagli olarak
meydana geldigi bildirilmistir (Abdel-Aziz ve ark., 2013). NF-xB aktivitesinin
inhibisyonu, intestinal epitel hiicrelerindeki Fas/FasL, BAX ve kaspaz-3 mRNA’larinin
ekspresyonunu azaltarak ve Bcl-2 aktive ederek hiicre apoptozunu etkileyebilir.
Apoptozun inhibisyonunun, epitel hiicrelerinin asir1 kaybini 6nleyerek, intestinal hasara
kars1 korudugu bildirilmistir (Liu ve Wang, 2011). Uziim ¢ekirdeginden izole edilen
proantosiyanidinlerin inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve oksidatif stres hasarini
inhibe ederek, farelerde TNBS ile indiiklenmis kolite karsi koruyucu etkisi oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2010; Li ve ark., 2008). Asetik asit ile deneysel kolon
hasar1 olusturulmus farelere zencefil ekstresinin uygulanmasi sonucunda MDA, TNF-a,
PGE?2 iiretiminin ve MPO aktivitesinin inhibe edildigi ve antioksidan sisteminde artig
gozlendigi rapor edilmistir (EI-Albhar, 2008). 2,4-dinitrobenzen sulfonik asid (DNBS)
ile indiiklenen kolit modelinde Angelica sinensis polisakkaridlerin oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi oldugu ve kolon hiicrelerinde apoptozu azalttig bildirilmistir (Wong ve
ark., 2008). Diger bir calismada Garcinia cambogia ekstrenin farelerde TBNS ile
olusturulmus kolit modelinde anti-inflamatuar etkisi arastirilmis ve ekstrenin
makroskopik hasari énlemede etkili oldugu, artmig olan MPO aktivitesi ile PGE2 ve IL-
1B seviyelerini azalttigi, COX-2 ve iNOS ekspresyonunu baskiladigi sonucuna
vartlmistir (Dos Reis ve ark., 2009). Tanacetum parthenium bitkisinden izole edilen ve
bir seskiterpen lakton olan parthenolid’in uygulanmasinin, DSS ile indiiklenmis kolit

siddetini histolojik hasar skorunu diistirerek azaltmasi, MPO aktivitesinin ve IkB
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proteinin  fosforilasyona ugramasit ve sonrasinda  parcalanarak  ortamdan
uzaklagtirllmasinin baskilanmasi ile fosfo-NF-kB p65 ekspresyonunun ve dolayisiyla
TNF-o ve IL-1B iiretiminin azaltilmasi ile sonuglandigi bildirilmistir (Zhao ve ark.,
2012). Oksidatif stres NF-kB yolag1 aktive ettigi i¢in, inhibisyonu ROS {iretiminde
azalmaya yol acar. NF-xB yolagin aktivitesi, biitirat gibi kolon epitel hiicreleri igin
enerji kaynagi olan bilesiklerden de etkilenebilir. CH hastalarin kolon mukozasi
biyopsilerinde ve kolon epitel hiicrelerinde butiratin, LPS ile indiiklenmis ROS
konsantrasyonunu ve NF-kB, TNF-o, COX-2 ve ICAM-1’i kodlayan genlerin
ekspresyonunu ve proteinlerin miktarini azalttigi bildirilmistir (Russo ve ark., 2012).
Diger bir calismada bir triagilgliserol olan tributirin’in verilmesi ile gozlenen
rediiklenmis mukozal hasar ve noétrofil ile eozinofil infiltrasyonu, lamina propriada
artmis Treg hiicre sayist ve TGF-B ve IL-10 miktar ile iligskilendirilmistir (Leonel ve
ark., 2012). Yag asidi analogu olan tetradecylthioacetic acid (TTA)’in, TNF-a, IL-1,
and IL-6’a ait mRNA seviyelerini azaltarak ve iNOS mRNA seviyelerini arttirarak
INOS aracili PARP aktivasyonu ile inflamatuar siirecin regiilasyonunda rol
oynayabilecegi ve farelerde DSS ile indiiklenmis kolon hasarini azaltabilecegi ileri
striilmigstiir (Bjerndal ve ark., 2013). Diger bir c¢alismada kurkuminin, serbest
radikalleri gidererek, MPO, COX-1, COX-2, LOX ve iNOS aktiviteleri ile TNF-a ve
IFN-y miktarlarin1 ve NF-xB’y1 inhibe edrek IBH tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir
(Baliga ve ark.., 2012). TNF-a, IL-1B ve MDA seviyelerinin azalmasi ile MPO
aktivitesinin baskilanmasi, molekiiler hidrojen indiikleyicisi olan laktulozun DSS ile
indiiklenmis kolitli farelere uygulanmas: ile gozlenmistir (Chen ve ark., 2013).

DSS ile indiiklenen kolit modelinde, Thymus serpillum ekstresi (Algieri ve ark.,
2014), Sasa quelpaertensis yaprak ekstresi (Yeom ve Kim, 2015), Amphipterygium
adstringens (Rodriguez-Canales ve ark., 2016), Lagerstroemia speciosa yaprak ekstresi
(Chaudhary ve ark., 2017), Ricinus communis kokii ekstresi (Saiyed ve ark., 2017),
Periplaneta americana etanol ekstresi (Ma ve ark., 2018), Gastrodia elata (Ahn ve
Kim, 2018), Spirulina platensis ekstresi (Morsy ve ark., 2019) gibi bir¢cok bitkinin
etkinligini degerlendiren calismalarda, doku MPO ve sitokin diizeylerinde azalmalarin
yani sira kolon dokusundaki histolopatolojik hasarin da anlamli olarak diizeltildigi
bildirilmistir.

DSS uygulanmasi ile indiiklenen kolon hasarinin dnlenmesinde dogal kaynakli

bilesiklerin etkinligini degerlendirmek iizere yapilan ¢alismalarda Sophora flavescens
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kokiinden ekstre edilen bir alkaloit olan oksimatrin (Zheng ve ark., 2005), resveratrol
(Yao ve ark., 2010), naringenin (Azuma ve ark., 2013), paculi alkolii (Qu ve ark., 2017),
berberin hidrokloriiriin (Zhu ve ark., 2019), pterostilbenin (Shi ve ark., 2019) IL-
6/STAT3/NF-kB sinyal yolagimi inhibe ederck ve PPAR-y ekspresyonunu arttirarak
antiinflammatuar etki gosterdikleri bildirilmistir.

Insanlar iizerinde yapilan klinik arastirmalar simirlidir. Siiperoksit olusumunu
azaltan allopurinoliin, sulfasalazin veya kortikosteroitlerle kombine olarak verilmesiyle
UK hastalariin tedavisinde olumlu sonuglar elde edilmistir. Asya’nin tropikal
bolgelerinde yaygin olarak yetisen bir tibbi bitki olan Curcuma longa ya da bilinen
adiyla zerdecal’dan izole edilen kurkuminin mesalamin ile beraber alinmasinda da
yararli etki gozlenmistir. Cigekleri bisabolol, chamazulene, apigenin, luteolin gibi
antioksidan ve anti-inflammatuar bilesikleri igeren papatya (Matricaria chamomilla),
artemesini, myrcene ve kamfor iceren pelin otu (Artemisia tiirleri), rosmarinik asit,
eriocitrin, luteolin ve terpenler igeren nane (Mentha piperita), Aloe vera, Andographis
paniculata ekstresi, bilberry, kirmizi biber, karnozin, ferrous fumarat, yesil cay
(epigallocatechin-3-gallate), kivi, damlasakizi reginesi, N-asetil-L-sistein, TNF
inhibitorii ve ksantin tiirevi olan oksipentifilin, nar (Punica granatum), psyllium
(Plantago ovata tohumlar1), piknojenol, resveratrol (kirmizi sarap), siiperoksit dismutaz
ve tormentil (Potentilla erecta), ¢cok doymamis yag asitleri veya balik yagi ile yapilan
randomize ¢ift kor plasebo kontrollii klinik ¢alismalar Khan ve ark. (2017) tarafindan

Ozetlenmistir.

Sonuclar

Bu calisma, iilseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde C. coggygria bitkisinin terap6tik bir ajan olarak kullanilabilecegini deneysel
olarak dogrulayan ilk ¢alisma olma niteligindedir.

Bu ¢alismada:

e DSS ile kolit olusturulmus farelere CCYSI6’nin 7 giin boyunca verilmesinin,
istatistiksel olarak anlamli derecede kolon uzunlugunda bir artisa ve HAI’nin
diismesine neden olarak kolit olusumunu engelledigi gosterilmistir.

e CCYSI6’nin, DSS uygulanan farelerde inflamasyon hasarinin siddeti ile paralel
olarak yiikselmis olan MPO diizeyleri lizerinde sagladigi azalma ile mukozaya

notrofil infiltrasyonu ve histolojik hasar skorunu da 6nemli derecede azaltarak,
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DSS’nin distal kolonda gelisen hasar1 biiyiik o6l¢iide Onleyerek kolon
morfolojisini korudugu histopatolojik olarak gdsterilmistir.

e Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyelerinde, kolit grubundaki
farelere oranla belirgin bir azalmaya neden olarak, DSS ile olusan oksidatif
hasara kars1 korudugu gozlenmistir.

e (Calismamizda, DSS kontrol grubunda, normal kontrol grubuna gére SOD, CAT,
GST, GPx aktiviteleri ile GSH diizeyinde anlamli artis goriilmesi ve bu artisin
infiizyon alan fare gruplarinda normal kontrol degerine ulagmasi, C. coggygria
inflizyonun oksidatif stresi azalttigi ve buna bagli olarak antioksidan enzim
aktivitelerinin histolojik hasar1 ile korele olarak anlamli bir sekilde diisiis
gosterdigi sonucuna varilmistir.

e Kolon dokusunda TNF-a, IL-1B, IL-6 ve INF gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimini azaltarak, IL-10 seviyesini arttirarak anti-inflamatuar etki gosterdigi
ve kolon hasarina karsi koruyucu rol oynayabilecegi gosterilmistir.

e Western blot analizi ile inflamatuar cevabin daha ileri asamada incelenmesinde,
7 glinliik uygulamanin kolondaki iNOS ve COX-2 aktivitelerinde ve dolayisiyla
NO ve PGE2 diizeylerindeki azalmalar ile korele olarak histopatolojik
diizelmeler saptanmustir.

Bu bulgularin dogrultusunda CCY SI’nin anti-inflamatuar etkisinin ve dolayisiyla kolon
harabiyetine kars1 koruyucu etkisinin bulundugu kanisina varilmistir. Bunun yani sira
%5’1n tizerindeki dozlarin genotoksik olduklar1 gosteren calismalar dikkate alinarak,
saglikli kontrol grubuna en yakin histolojik skoru ve iyilesmeyi saglayan C. coggygria’
mn %6’k inflizyonunun, UK semptomlarini hafifletmede etkili olabilecegini
gostermektedir. %9’luk inflizyonunun da etkili oldugunu ancak toksisiteye sebep

olabilecegi i¢in risk olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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Oneriler

Yeni ilaglarin gelistirilmesinde dogal kaynaklardan elde edilen ilag hammaddeleri
ve ilgili bilesikler tercih edilmektedir. Yeni ilaclarin kesfi ile uygulanan tedavi
protokollerinde de hizli degisiklikler olmaktadir ve inflamasyon tedavisine yeni
acilimlar getirebilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina dayanarak Cotinus coggygria
bitkisinin kullaniminin kolon hasar1 ve inflamasyondan koruyucu etkili oldugu ve UK
tedavisine katkida bulunan tamamlayici bir ajan olarak kullanilabilecegi kanisina
vartlmistir. Ancak rutin uygulanacak bir protokol olusturulmasi i¢in kilinik ¢alismalara

da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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