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OZET

ASETIK ASITLE OLUSTURULMUS DENEYSEL ULSERATIF KOLIT
MODELINDE CURCUMIN VE VITAMIN D’NiN AYRI AYRI BAGIRSAK
GECIRGENLIGINDE OLASI KORUYUCU VE TEDAVIi EDiCi ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Erarslan AS. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
(Tip) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu calisma, Asetik Asitle olusturulmus deneysel Ulseratif Kolit modelinde Zonulin
ve Tight Junction proteinlerinden Occludin seviyelerine bakilarak, Curcumin ve D vitaminin,
Ulseratif Kolit hastaliginda bagirsak gecirgenligine etkisini ve bu etken maddelerin

inflamatuar ve oksidan siiregteki roliinii aragtirmak amaci ile planlandi.

Gereg ve YOontem: Calismamiz; agirliklart 250-300 gram olan, 12 haftalik, 48 adet Wistar
albino disi sicanlardan olusturulan Kontrol Grubu, Kolit Grubu, 200 mg/kg Curcumin+Kolit
(Koruyucu tedavi grubu), 0,4 pg/kg (16 1U/kg) D vitamini+Kolit (Koruyucu tedavi grubu),
Kolit+200 mg/kg Curcumin (Post tedavi grubu), Kolit+0,4 pg/kg (16 1U/kg) D vitamini (Post
tedavi grubu) olmak tizere 8’er rat igeren 6 grup ile gerceklestirildi. Degerlerin yorumlanmasi
ve grup degerlerinin ¢oklu karsilastirilmasi, Biyokimyada Dunnett's multiple comparisons

testiyle; Histolojide ise Dunn's multiple comparisons testi ile gergeklestirildi.

Bulgular: Kontrol grubunda, kolonik TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y ve MPO seviyeleri kolit
grubuna gore anlamli sekilde diisiik olarak tespit edilirken; kolonik Occludin seviyeleri kolit
grubuna gore anlamli sekilde yiiksek olarak saptandi. Kolit grubuyla kolonik veriler post ve
pre tedavi gruplar karsilastirildiginda ise, Kolit+Dvit TNF-o ve INF-y’nin azaldigi;
Kolit+Dvit OCC’in yiikseldigi; Kolit+Cur ve Cur+Kolit IL-1B, IL-6 ve INF-y’nin azaldigi;
tim tedavi gruplarinda MPO’nun azaldigi analizler sonucunda goruldi (p<0,05).
Histopatolojik skorlamada Kolit grubuna kiyasla, incelenen parametrelerdeki en anlamli
iyilesmelerin (Mukozal hasar/nekroz harig) grup Kolit+Dvit’de gerceklestigi saptandi
(p<0,05).
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Sonug: Calismamiz sonuglari, Curcuminin antiinflamatuar ve antioksidan mekanizma yoluyla
terapOtik ve proflaktik etkinligini kanitlar niteliktedir. Ancak Curcuminin bagirsak
gecirgenligine etkisine dair anlamli bir sonu¢ elde edilemedi, fakat terapdtik D vitamini
kullammmin antiinflamatuar etkinlik ve oksidan seviyeyi diisiirme yoluyla kolitle artan

bagirsak gecirgenligini tedavi etmede dnemli rolii oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bagirsak Gegirgenligi, Curcumin, D vitamini, Ulseratif Kolit
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE PROTECTIVE AND THERAPEUTIC
EFFECTS OF CURCUMIN AND VITAMIN D iN INDIVIDUAL iINTESTINAL
PERMEABILITY IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF ACETIC ACID INDUCED
ULCERATIVE COLITIS

Erarslan AS. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute of Physiology
(Medical) Program, Master Thesis, Aydin, 2021.

Objective: This study was planned to investigate the effect of Curcumin and vitamin D on
intestinal permeability in ulcerative colitis and the role of these agents in the inflammatory
and oxidant process by looking at the levels of Occludin, one of the Zonulin and Tight
Junction proteins, in an experimental ulcerative colitis model created with Acetic Acid.

Material and Methods: Our study; Created from 48 Wistar albino female rats, 12 weeks old,
weighing 250-300 grams; Control Group, Colitis Group, 200 mg/kg Curcumin + Colitis
(Preventive treatment group), 0.4 pg/kg (16 1U/kg) Vitamin D + Colitis (Preventive treatment
group), Colitis + 200 mg/kg Curcumin (Post treatment group), Colitis + 0.4 pg/kg (16 1U/kg)
vitamin D (Post treatment group) was carried out with 6 groups of 8 rats. Interpretation of
values and multiple comparison of group values; in Biochemistry with Dunnett's multiple
comparisons test; In histology, it was performed with Dunn's multiple comparisons test.

Results: In the control group, colonic TNF-alpha, IL-1p, IL-6, INF-gamma and MPO levels
were found to be significantly lower than the colitis group; Colonic Occludin levels were
found to be significantly higher than the colitis group. When the colitis group and the post and
pre treatment groups are compared, it is observed that Colitis + Dvit TNF-alpha decreased,;
Colitis + Dvit OCC increased; Colitis + Cur and Cur + Colitis IL-1p decreased; Colitis + Cur
and Cur + Colitis IL-6 decreased; Colit + Cur, Colit + Dvit and Cur + Colit INF-gamma
decreased; It was observed as a result of the analysis that MPO decreased in all groups (p
<0.05). In histopathological scoring, compared to the Colitis group, it was found that the most
significant improvements in the parameters examined (except mucosal damage / necrosis)

were realized in the group Colitis + Dvit (p <0.05).
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Conclusion: The results of our study prove the therapeutic and prophylactic efficacy of
Curcumin through its anti-inflammatory and antioxidant mechanism. However, no significant
conclusion could be obtained regarding the effect of Curcumin on intestinal permeability, but
vitamin D is thought to have an important role in treating colitis-increased intestinal

permeability through anti-inflammatory activity and lowering oxidant level.

Keywords: Curcumin, Intestinal Permeability, Ulcerative Colitis, Vitamin D
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1. GIRIS

Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastaligim (CH) igine alan Inflamatuar Bagirsak
Hastalig1 (IBH), aktivasyon ve remisyon donemlerinden olusan, etiyolojisi heniiz bilinmeyen
kronik bagirsak hastahigidir (Erbayrak ve digerleri, 2009). Ulseratif Kolit ve Crohn
Hastaliginin patolojisi net degildir; genetik, enfeksiydz, immiinolojik, cevresel ve psikolojik
faktorlerin patogenezde rol aldig: diisiiniilmektedir (Dotan ve digerleri, 2002). Calismamizda
yer verecegimiz Ulseratif Kolit hastaligi, kolon mukozasmin yiizeyel inflamasyonuyla
karakterizedir ve bu inflamasyon genellikle rektumdan baslaylp proksimale dogru
yayilmaktadir. Genellikle ince bagirsakta tutulum goriilmez, ancak ara sira distal ileumda
yuzeyel inflamasyon goézlenebilmektedir (Ordas ve digerleri, 2012).

Bagirsak gecirgenliginde Onemli bir yeri olan tight junctionlar, intestinal epitel
hiicrelerinin lateral membranlarinin apikal uglarinda bulunan ¢oklu protein kompleksleridir
(Tsukita ve digerleri, 2001; Van ve digerleri, 2006). Furuse ve digerleri (1993) Occludin’i
Furuse ve digerleri (1998) Claudinleri, Martin-Padura ve digerleri (1998) Junctional Adhesion
Molecule’iinii ve Ikenouchi ve digerleri (2005) Tricellulini yaptiklar1 ¢aligmalarda
tanimlamiglardir ve bilinen toplamda dort integral transmembran proteini paraselliiler gegis
hattinda bulunmaktadir. Tight junctionlar, makromolekullerin paraselliler trafigini
diizenleyen anahtar yapilardir. Tight junction, bitisik epitel hiicreleri arasinda segici gecirgen
miihiir olusturan, apikal ve bazolateral membran alanlar1 arasindaki sinir1 ayiran ¢ok proteinli
bir komplekstir. Tight junction bariyerinin bozulmasi ve artan paraselliler gecirgenlik,
ardindan liimen pro-enflamatuar molekiillerin gegirgenliginde artisa ve mukozada bagisiklik
sisteminin aktiflesmesine neden olarak, siirekli iltthaplanma ve doku hasarina neden
olabilmektedir (Lee ve digerleri, 2015).

Bagirsak bariyer fonksiyonun 6nemli bir 6zelligi olan bagirsak gegirgenligi bircok
kronik hastalikta tanimlanmaktadir (Galipeau ve digerleri, 2016). Ulseratif Kolit ve Crohn
Hastalig1 gibi kollektif bir inflamatuar hastalik olan Inflamatuar Bagirsak Hastaligina sahip
hastalarda tehlikeli bagirsak gegirgenligi ve buna bagli bozukluklar yaygindir (Hossen ve
digerleri, 2019). Bariyer disfonksiyonunun hastaliktan once mi gergeklestigi veya aktif

inflamasyondan mi kaynaklandigi heniiz belli degildir, ancak bagirsak siki birlesme



bariyerinin sitokinler ve patojenler tarafindan dinamik olarak diizenlendigi varsayilmaktadir
(Liverani ve digerleri, 2016).

Tight junctionlar arasinda gegirgenligi modiile eden Zonulin bagirsak bariyeri hakkinda
bilgi vermektedir (Sahbazoglu, 2017). Allel haptoglobulin-2 ve genotip haptoglobulin-2’nin
Ulseratif Kolitli hastalarda yiiksek oldugu belirtilmektedir ve Zonulin, prehaptoglobulin-2
olarak tanimlanmaktadir. Zonulin temel olarak intestinal epitelde eksprese olmakla birlikte
beyin, akciger ve kalp dokusunda da eksprese oldugu belirtilmektedir. Tight junctionlarin
duzenlenmesinde Zonulinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Epitelde mikroorganizmanin
olmasi1 Zonulin salinimina neden olmaktadir ve Zonulinin etkisi sonucu Tight junctionlarin
acilmasi da bagisiklik sistemini stimule etmektedir (Fasano ve digerleri, 1997; Wang ve
digerleri, 2000).

Calismamizda kullandigimiz Curcumin; polifenolik dogal bir bilesik olan ve Asya
baharat zerdecalinin baslica bir bilesenidir, antienflamatuar ve antioksidan ozelliklere sahip
oldugu rapor edilmektedir (Maradana ve digerleri, 2013). Curcumin, Ulseratif Kolitli
hastalara faydali olabilecek farmakolojik etkilere sahiptir (Hanai ve digerleri, 2006). Yapilan
bir meta-analizde, Ulseratif Kolitte adjuvan Curcumin tedavisinin klinik remisyonu
saglamada etkili oldugu gosterilmistir (Zheng ve digerleri, 2019). Curcuminin bagirsak
gecirgenligi iizerindeki etkisini inceleyen c¢aligmalarda, bati diyetinin yol actigi intestinal
bariyer disfonksiyonunu geri doniisiinii  saglayan ekolojik fitokimyasal olarak
tanimlanmaktadir (Ghosh ve digerleri, 2014). Baska bir ¢aligmada ise Curcuminin, bagirsak
sik1 birlesme proteini Zonula Occludens-1 ve Occludin ekspresyonunu arttirarak, bagirsak
bariyer disfonksiyonunu olumlu etkiyle daha da gelistirdigi bildirilmistir (Feng ve digerleri,
2019).

Caligmamizdaki D vitamini ise; hormon benzeri fonksiyonlar barindiran, yagda ¢6ziinen
vitaminlerden biridir (Ozkan ve digerleri, 2011). Yetersiz giines 1511 ve besin yoluyla D
vitamini alimi, malabsorbsiyon ve siklikla regete edilen kolestramin gibi ilaglarin kullanimi
gibi nedenlerden otirti Ulseratif Kolit ve Crohn Hastaliginda D vitamini eksikliginin yiiksek
prevelansa sahip oldugu yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir (Cantimur, 2014). D vitaminin
immdin sistem Uzerindeki etkisi, periferik kandaki aktif inflamatuar hicrelerde D vitamini
reseptorlerinin tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir. D vitaminindeki yetersizlik, T hiicre
cevabinin azalmasina sebep olmaktadir (Nicholso ve digerleri, 2012). D vitamini immiin yanit
olusturan, T hiicresinin bir tiri olan T-helperl (Thl) htcrelerinin proliferasyonunu
baskilamaktadir; Interlokin-2 ve Interferon-y gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe

ederek etki gostermektedir (Lim ve digerleri, 2005; Nerich, 2011). Thl yanit1 ile ilgili olan
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proinflamatuar sitokinler, D vitaminin eksikliginde aktive olmaktadir ve Inflamatuar Bagirsak
Hastaliginin etyopatogenezinde rol almaktadir (Hassan ve digerleri, 2013). 1,25(0OH)2D3’lin
calismalarda Tight junction proteinlerinden Zonula Occludens ve E-Cadherini gelistirdigi ve
bozulmalarindaki iyilesmeye etki ettigi belirtilmektedir (Raftery ve digerleri, 2015). D
vitaminin, Tight junction proteinleri tizerindeki dogrudan etkilerine ek olarak deneysel kolit
modellerinde gosterildigi gibi immiin mekanizmalar yoluyla bariyer biitiinligiini
koruyabilmektedir (Froicu ve digerleri, 2007; Zhao ve digerleri, 2012).

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarina ait deneysel modellerde Curcuminin ve D vitaminin
inflamasyon iizerindeki etkisine bircok c¢alismada yer verilmis ancak c¢ok azinda bu
maddelerin bagirsak gecirgenligindeki etkisine bakilmistir (Ghosh ve digerleri, 2014; Raftery
ve digerleri, 2015). Deneysel olarak yapilacak bu calismayla, bu konu ile ilgili
gerceklestirilecek ileri calismalar sonucunda multidisipliner yaklagimlarin gelistirilmesi, insan
saglig1 agisindan faydali bilimsel ¢aligmalarin artmasina imkan saglayacaktir.

Bagirsak hastaliklarinda, paraselliller gecirgenlikte artisin tespit edilmesine ve
paraselliiler gegirgenlikteki artisin da bagirsak hastaliklarini tetiklemesine bagli olarak;
Ulseratif Kolitte de bagirsak gegirgenligindeki olumsuz degisimlerin tespit edilmesi,
¢alismamizin 6nemini ortaya koymaktadir.

Calismamizda; Asetik Asitle olusturulmus deneysel Ulseratif Kolit modelinde
Curcumin ve Vitamin D’nin bagirsak ge¢irgenliginde olast koruyucu ve tedavi edici

etkilerinin neler oldugu sorusunun cevabinin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon Anatomisi

Cekum, kolon ve rektumdan olusan, 5,5-7 araliginda pH’a sahip ve 1,5 metre
uzunlugunda olan kalin bagirsak, villuslar olmadigindan ince bagirsaga gore daha az yiizey
alanina sahiptir ve su-elektrolitlerin emilmesi, sindirilmemis olan besin maddelerinin viicuttan
uzaklastirilmasinda gorevlidir (Venkatesvarlu, 2008).

Kolon batinda perifer kisimda konumlanmistir. Medial ve lateral kolon retroperitoneal;
transvers ve sigmoid kolon ise intraperitonealdir. Transvers kolon, hepatik fleksurayla ¢ikan
kolona, splenik fleksurayla ise inen kolona baglanmaktadir. Omentuma da kolonun bir
boliimii tutunmaktadir. Kolonda, distalden proksimale dogru ilerledigimizde kolon ¢ap1
artmaktadir; sigmoid segmentte ¢ap 2,5 cm iken, cekumda 7 cm’ye yakin ¢ap uzunlugu
mevcuttur (Fraser ve digerleri, 1981). Kolon; ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen
kolon, sigmoid kolon, rektum gibi segmentlerden olusmaktadir. Kolonda, ince bagirsaktan
ayr1 olarak tenya koli, haustra, appendiks epiploikalar gibi bazi yapilar mevcuttur. Kolonun
longitudinal kas yapilari tenya mesokolika, tenya libera ve tenya omentalis denilen 3 farkli
bant1 meydana getirmektedir; sirkiiler kas yapilar1 ise haustra keselerini olusturmaktadir ve bu
keseler pilika semilunarislerle birbirlerinden ayrilmaktadir, tenyalarda yerlesen appendiks
epiploikalar da kolonda peritonla kaplanmis yagli yapilar1 meydana getirmektedir. Kolon
duvar distan ige; seroza, longitudinal ve sirkiiler kas yapilari, submukoza ve mukoza denilen
histolojik yapilardan meydana gelmektedir (Fry ve digerleri, 1985).

Kolonun en proksimalinde ¢ekum yer almaktadir, 7 cm gapindadir, uzunlugu ise 8
cm’dir. Tleumla ¢ekum arasinda sirkiiler kas yapili ileogekal sfinkter bulunmaktadir, bu valf
terminal ileumdan c¢ekuma ileal igerigin geg¢isini diizenlemektedir. Kolonun 6zel yapist
apendiks ¢ekumun tabaninda konumlanmistir (Guyton ve Hall, 2013).

Cikan kolon, ileogekal kapakgiktan hepatik fleksuraya uzanmaktadir ve boyutu 15-18
cm’dir. Posteriyoru retroperitonla, anteriyoru ise visseral peritonla baglantilidir.

Transvers kolonun uzanisi hepatik fleksuradan splenik fleksuraya dogrudur ve uzunlugu
45-50 cm’dir. Omentum yapisinin biiyiik boliimii transvers segmentin anterosiiperior kismina

baglanmistir. Transvers kolonun 6n yiizeyinin tamami visseral peritonla kaplanmistir.



Inen kolon ise; ¢ikan kolonla benzer olarak retroperitona yapisiktir, splenik fleksuradan
baslayip 25 cm kadar asagi uzanmaktadir. Anterior ve lateral yiizleri visseral peritonla
kaplanmustir.

Visseral peritonla kaplanan sigmoid kolon, boyutu degismekle beraber genelde 35-45
cm’dir.

Sigmoid kolon ve rektum arasinda yer alan, kolonun 2-2,5 cm ile en dar bolimund
olusturan rektosigmoid kolon, diski kontinansina destek olurken ayni zamanda diskiy1 bir
siireligine de depolamaktadir. Histoloji ve anatomi alanlarinin incelemeleri sonucunda,
rektosigmoid yapimin sfinkter oldugu belirtilmistir (Durmus, 2018). Rektosigmoid yapida,
appendiks epiploikalar kaybolmaktadir ve tenya net goriilmemektedir (Fry ve digerleri, 1985).

Kolonun son kismini olusturan rektum; proksimal rectum (12-15 cm), orta rectum (7-12
cm) ve distal rectum (0-7 cm) olmak Uzere ¢ bolimden olusmaktadir. Proksimal rektumun
bir kismi visseral periton ile kapli olmakla beraber rektumun biiyiikk bir kismi periton
boslugunun haricinde konumlanmaktadir (Durmus, 2018). 14 cm boyundadir ve genisligi 4
cm’dir. Haustra, appendiks epiploika ve tenya yapilar1 bu kisimda goriilmemektedir (Fry ve

digerleri, 1985).

2.2. Ratlarda Bagirsak Anatomisi

Rat bagirsaginin ilk kismi duodenumdur, 9,5-10 cm uzunluga sahiptir, sonraki kisim ise
batinin sag boliimiinii dolduran 89-130 cm uzunlugundaki jejenumdur, ince bagirsagin son
kismini1 2-3 ¢cm uzunluga sahip ileum olusturmaktadir. insanlardaki gibi ratlarda ileum ve
¢ekum arasinda ileogekal valv bulunmamaktadir. Kolonun en genis kismini olusturan ¢ekum,
4,5-6,5 cm uzunluga sahiptir. Cikan kolon, transvers kolon ve inen kolon yapilarinin toplam
uzunlugu 9,5-10 cm kadardir ve kolon 7,5 cm uzunluga sahip rektum ile sonlanmaktadir.
Ratlarda insanlardaki gibi makroskobik olarak kolayca fark edilebilen tenya koli yapisi
bulunmamaktadir (Menekse, 2007; Vdoviakova ve digerleri, 2016).

2.3.Kolon Histolojisi

Kalin bagirsakta yer alan histolojik yapilar liimenden kolon duvarma dogru; tunika

mukoza (epitel hiicrelerini, lamina propriya, Lieberkiihn kriptalar1 ve muskularis mukoza’y1



icerir), tunika submukoza, tunika muskularis (muskularis externa; sirkiler, longitudinal kas
tabakalarini igerir) ve tunika seroza’ya kadar bu sekilde siralanmaktadir.

Tek katli prizmatik epitel yapida (anorektal kistm ¢ok katli yassi epitel icermektedir);
absorbtif hiicreler, goblet hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler yer almaktadir. Goblet
hiicrelerinin sayist proksimalden distale dogru ilerledik¢e azalmaktadir. Lenfatik noduller
iceren Lamina propriyada; lenfosit, makrofaj, eozinofil, mast hucreleri ve plazma hiicreleri
yer almaktadir. Muskularis mukoza; lamina propriya ve submukozay1 birbirinden
ayirmaktadir. Siki bag dokusunda meydana gelen submukoza ise lenfatik nodiilleri, adipoz
dokuyu ve kan damarlarin1 icermektedir. Kolonun muskularis externasindaki longitudinal kas
tabakasi, kendisine 6zgii bant (3 adet bant) yapisi icermektedir ve bu kalin bant tenya koli
olarak adlandirilmaktadir, kolonun rektum segmentinde tenya koli bulunmamaktadir. Seroza
(visseral periton, mezenter) yapisi transvers ve sigmoid kolonu kaplamaktadir; retroperitonel
yerlesen, ¢ikan ve inen kolonun posteriyorunu adventisya bag dokusu kaplamaktadir.

Kolon ince bagirsaktan farkli olarak; bagirsak bezinde (lieberkiihn kriptalarinda) paneth
hiicresi, submukozada brunner bezi yer almamaktadir ve ayn1 zamanda kolon mukozasi plika
sirkiilares, villus gibi yapilar icermediginden diiz bir yiizeye sahiptir ve kolon tarafindan

sindirim enzimleri Uretilmemektedir (Eroschenko, 2016; Ross ve Pawlina, 2014).

2.4. Kolon Embriyolojisi

Gestasyonun 4. Haftasinda primitif bagirsak 3 boliime ayrilir bunlar; foregut denilen 6n
bagirsak, kolonun transvers boliimiiniin ortasindan proksimaline kadar kalin bagirsagin ve
ince bagirsagin gelistigi midgut denilen orta bagirsak, kolonun transvers bdoliimiiniin
ortasindan aniislin proksimaline uzanan kalin bagirsagin gelistigi hindgut denilen son

bagirsaktir (Dede, 2007).

2.5. Kolon Fizyolojisi

Sindirimsel artiklarin bir siireligine fonksiyonel olarak depolayan ve bu fonksiyonel
depo rolind su ve elektrolit (Na ve CI) absorbsiyonuyla (enterik igerigin en az %90’nin
emilimi gerceklestirilerek 1,4 litre sivi kolonda emilir) destekleyen, ayn1 zamanda mukus ve
elektrolit (K ve HCO") salgilayan ve anal bdlgeye digkinin iletilmesinde gorevli olan kolon,

su-elektrolit dengesini fizyolojik olarak gerceklestirdikten sonra yaklagik 100 ml siviy1 digar
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atmaktadir. Kolona iletilen, ince bagirsakta absorblanmamis karbonhidratlar, liimende yer
alan bakteriler tarafindan kisa zincirli yag asitlerine (bitirat, asetat, propionat) doniistiiriiliir ve
bu {irtin kolon epitel hiicrelerinin 6nemli bir enerji kaynagidir (Na’un aktif transportunda
kullanilir). Kolon mikrobiyotasini olusturan bu bakteriler protein ve Ureyi de sindirerek
amonyag1 meydana getirirler ve bu olusturulan iyonize {iriin, kolondan salgilanan bikarbonat
iyonuyla reaksiyona girip non-iyonize amonyagi olusturur ve bu {iriin de kolondan karacigere

daha zararsiz bir forma dontstiiriilmek tizere yollanir (Guyton ve Hall, 2013).

2.6. Kolon Tight Junction Yapisi ve Por Boyutu

Yapilan caligmalarda bagirsagin farkli bolimlerinde, epitel hiicrelerinin bazolateral
kisminda tight junction protein yogunlugunun ve emilim yiizey alanin farkli olmas1 sebebiyle
bagirsak gecirgenligi derecelerinin farkli oldugu gosterilmistir ve sicanlar iizerinde yapilan
caligmada, kolon epitelinde elektriksel direncin daha fazla, baglarin daha siki1 ve paraselliler
permeabilitenin daha az oldugu belirtilmektedir (Spitz ve digerleri, 1994).

Sican gastrointestinal sisteminde kolon, en yiiksek epitel dirence sahiptir ve sonrasinda
stirastyla duodenum, jejenum, ileum takip etmektedir, bu siralmanin nedeni ise kolon ve
duodenum gii¢lii bir sekilde kapatici/tikayict Ozellikte olan Claudin 1,3,4,5,8 eksprese
ederken, permeabiliteyi arttiran Claudin 2,7,12’yi jejenum ve ileuma goére az eksprese
etmektedir (Markov ve digerleri, 2010).

Molekiil biiyiikliigii 6.7 A olan Mannitol, molekiil biiyiikliigii 10.5 A olan 51Cr-EDTA
ve molekiil biiyiikliigii 5.3 A olan PEG 400 gibi hidrofilik &zellikte kiigiik molekiil yapilt
maddeler, paraselliiler yolla emilmeleri sebebiyle bagirsak gegirgenligi i¢in referans maddeler
olarak kullanilmaktadir. Mikropartikillerin paraselliler yolla transportu, insan kolonu ve
ileumu 3 A, jejenumu 8 A biiyiikliigiinde tight junction porlarma sahip oldugundan uygun
degildir ve 11,5 A*dan biiyiik molekiil boyutuna sahip maddeler paraselliiler yolla absorbe

edilememektedirler (Norris ve digerleri, 1998).

2.7. inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar

IBH; genetik yatkinligin varhiginda, cevresel etkenlerin bazi genlerde saklanan intestinal
mukozadaki dogal ve edinsel immiiniteyi; bagirsak bariyer disfonksiyonu ve bagirsak

permeabilitesinin artmasi esliginde patojen mikroorganizmalarin, antijen iceren besin



maddelerinin limende yer almasi ve ayni zamanda gut floradaki mikroorganizmalara karsi
toleransin  azalmasiyla; anormal duzeyde aktiflestirmesi sonucunda, intestinal ve
extraintestinal belirti ve komplikasyonlarla karakterize patolojik bulgulara sahip, remisyon ve
relaps donemlerini iceren, inflamasyonel kronik gastrointestinal hastalik tiiridiir (Stenson ve
digerleri, 2009; Tezel, 2009; Zemljic ve digerleri, 2014).

IBH; UK (kolonda, siklikla rektumda; distalden proksimale dogru mukozada yayilim
gosterir) ve CH (agizdan aniise; transmural, fokal, granulomatdz etkinlik gosterir)’den
olusmaktadir ve ikisi arasinda kalan form ise indetermine Kolit’tir (Abraham, 2009; Balmus
ve digerleri, 2016). indetermine Kolit olarak tan1 almis hastalarin %33’ii, 1-2 yilin sonunda,

UK olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Cantimur, 2014).

2.8. Ulseratif Kolit

UK; genetik duyarliliga sahip bireylerde cevresel faktorlerin de etkisiyle immiin
yanittaki tolere edilemez artis sonucunda, daima rektum tutulumunun gorildigi ve
proksimale dogru yayilim gosterebilen, arada saglam kisim birakmaksizin genellikle
mukozayla smirli (submukozada da tutulumun goriildiigiini belirten galismalar mevcuttur),
monondkleer hiicre infiltrasyonu, mukozal bezlerin distorsiyonu, kript abseleri ve goblet
hiicre sayisinin azalmasiyla karakterize histolojik bulgulara sahip inflamasyonal kronik
rahatsizliktir (Fakhoury ve digerleri, 2014; Friedman ve digerleri, 2003; Stenson ve digerleri,
2009). UK, ince bagrsak tutulumu gdstermemektedir ancak, pankolit formuna sahip
bireylerin %10’nunda backwash ileitise rastlanmaktadir (Cantimur, 2014).

UK’in bazi ¢alismalarda tamamen Th2 aracili oldugu kabul edilmektedir; bagirsak
epitel hiicreleri IBH’de, HLA-2 haplotiplerinin etkisiyle APC roliinde gérev almaktadir ve bu
APC’ler Th2’yi aktive edip proinflamatuar mediyatorleri etkinlestirmektedir, bu durum UK
patogenezi adina Onemli bir bilgiyi bizlere sunmaktadir (Di Sabatino ve digerleri, 2012;
Stenson ve digerleri, 2009).

UK hastaliginin meydana gelmesinde ve ilerlemesinde rol alan mekanizmalarin ele
alindig1 arastirmalar1 genel hatlartyla inceledigimizde: ROS, RNS, RCS gibi serbest radikal
tirevlerinin; I1L-1p, IL-6, IL-8, TNF-a ve INF-y qgibi sitokinlerin; siklooksijenaz,
lipooksijenaz ve arasidonik asit kaskad: drinlerinin (I0kotrien B4, tromboksan A2,

prostaglandin E2, prostasiklin gibi) ve TGF-B, NO gibi maddelerin mukozal hasarlanmada yer



aldig1 6ne siiriilmektedir (Guan ve Zhang, 2017; Pereira ve digerleri, 2015; Soufli ve digerleri,
2016; Stenson, 2014).

2.8.1. Ulseratif Kolitin Siniflandirilmasi

Montreal smiflandirmasinda UK tutulum yerine gére; proktit (hasta bireylerin %40-
50’sinin rektum ve rektosigmoidinde tutulumun goriildiigii), distal dlseratif kolit (hasta
bireylerin %30-40’nin sigmoid segmentinin proksimaline gegisin gergeklestigi ama biitiin
kolonun tutulumunun goriilmedigi) ve son olarak pankolit (hasta bireylerin %20’sinin tiim
kolonda tutulumun goriildiigli) olmak iizere iice ayrilmaktadir. Pankolitin goriildigi
hastalarin %10-20’sinde ise inflamasyonun terminal ileuma (2-3 cm’nde) tasinimi SOz
konusudur bu durum ise backwash ileitis olarak adlandirilmaktadir (Friedman ve digerleri,
2012; WGO, 2015).

UK Klinik bulgularma gére; kronik aralikli tip (remisyon ve relaps donemlerini iceren),
kronik siirekli tip (1liml1 aktivasyon bulgulariyla seyreden) ve akut fulminan tip (siddetli tek
atak iceren) olmak iizere tice ayrilmaktadir (Both ve digerleri, 1983).

Truelove-Witts skorlamasiyla belirlenen UK’nin klinik bulgularinn aktivasyonlariysa;
Hafif dizey (ginde 4 kez ve alti kanamasiz gaita ¢ikist ger¢eklesmesi, hemoglobin-
sedimentasyon seviyesinin ve atesin-nabzin normal seyretmesi), Orta duizey (gunde 4-6 kez
kanamali gaita c¢ikis1 gerceklesmesi, sedimentasyon ve atesin-nabzin hafif yilikselmesi,
hemoglobin seviyesinin hafif diismesi) ve Ciddi diizey (6 kezden fazla kanamali gaita ¢ikis
gerceklesmesi, sedimentasyonun 30 mm/h’den, atesin 37,8 C’den, nabzin dakikada 90’dan
yiiksek olmasi, hemoglobinin 10,5 g/dl’den az olmasi) olmak uUzere (gtir (Etchevers ve

digerleri, 2009; Truelove ve digerleri, 1955).

2.8.2. Ulseratif Kolit Epidemiyolojisi

Diinya capinda yaklasik bes milyon insam etkileyen IBH; Kuzey Amerika (ABD ve
Kanada gibi), Kuzey-Bat1 Avrupa (Iskandinav iilkeleri, Ingiltere gibi) iilkelerinde siklig1 ve
yaygmligi yiiksek iken Latin Amerika, Guney-Dogu-Orta Avrupa, Asya, Afrika Ulkelerinde
ise siklig1 ve yayginligi kuzey-bati iilkelerine gore diisiik seyretmektedir, fakat son 10 yil
icerisinde guney-dogu iilkelerinde de hastalik sikliginda yiikselme gozlenmektedir (Fumery

ve digerleri, 2014; Goktirk ve Karaca, 2012). IBH’nin prevalansinin artmasinda



endiistrilesme ve bat:1 tarzi yasamin etkisi yiiksektir (Hanauer ve digerleri, 2010). IBH’ nin
gelismekte olan iilkelerde insidansinin diisiik seyretmesi; farkindaligin diisiik olmasiyla
enfeksiydz hastaliklar ve IBH’nin karistirilmasi kaynakli olabilecegi de gdz oniinde
bulundurulmalidir (Loftus, 2004). UK tanis1 alan olgularin %5°nde ailevi yatkinlik oldugu
belirtilmektedir (Irvine, 2001).

IBH’nin etiyolojisinde 1rk, yas, cinsiyet ve sosyo-ekonomik durum gibi bireye ait
Ozellikler; kentte yasam gibi gevresel ozellikler yer almaktadir, kentte yasayan ve sosyo-
ekonomik durumu iyi olan kisilerde daha sik rastlanmaktadir (Fegan ve ark; 2003; Loftusjr
2004). Yahudi, Kafkas topluluklarinda ve beyaz irkta diger topluluk ve irklara gore daha sik
IBH gorilmektedir (Gilat ve digerleri, 1986; Retsky ve digerleri, 1995). Hastalik olgularinin
%10-15’lik kismina yetiskin yasindan daha Once tani konmaktadir (Van Limbergen ve
digerleri, 2008). IBH’ye her yasta rastlanmakla birlikte 2-3. dekadda basladig1 ve 55-65 yas
araliginda ikinci pikin gergeklestigi belirtilmektedir (Irvine, 2001). UK nin kadin ve erkekte
goriilme durumunun esit oldugunu bildiren kaynaklarm yam sira; Tiirkiye IBH Dernegi’nin
verilerine gore UK ’nin kadin-erkek goriilme orani 1,27°tir, kadinlarda erkeklere kiyasla daha

sik goriilmektedir (Dagli, 2006; WGO, 2015).

UK ’nin Diinyadaki insidans1 12,7/100.000, prevalans1 500/100.000; Kuzey Amerika‘da
insidans 2,2-14,3/100.000, prevalans 37-246/100.000’tir. Faroe Adalar ise, 81,5/100.000 ile
Diinya’daki en yiiksek insidansa sahip bélgedir. UK nin iilkemizdeki insidansi 2,6/100.000,
prevalanst 100/100.000; Trakya bolgesi’ni kapsayan aragtirmada ise insidans 0,59-
0,89/100.000 ve prevalans 4,9/100.000 olarak belirtilmektedir (Goktirk ve digerleri, 2012;

Molodecky ve digerleri, 2012; Tezel ve digerleri, 2003; Ventham ve digerleri, 2013).

2.8.3. Ulseratif Kolitin Etiyopatogenezi

Cevresel faktorlerin Ozellikle de mikrobiyotanin onciiliigiinde, mukozal immunitede
gorevli hiicrelerin (dogal immunitede: notrofil, makrofaj, dendritik hiicre, NK hiicreleri,
bagirsak epitel hiicreleri, ILC1, ILC3; kazanilmis immunitede: Thl, Th2 ve Thl7) {irettigi
antiinflamatuar ve proinflamatuar sitokinlerin dengesinin, genetik faktorlerin etkisiyle,
inflamasyona kaymas1 sonucu UK gelisiminin gerceklestigi bildirilmektedir (Fidan, 2016).
Yapilan caligmalardan yola cikilarak rahatlikla sdylenebilir ki hastaligin patogenezi
multifaktoriyeldir ve genetik, cevresel, immunolojik, enfeksiydz etkenlerden kaynak
almaktadir (Peker, 2016).
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Genetik faktorlerin etki durumu GWAS gen calismalarinda ve meta-analizlerinde konu
edilmistir, ancak bu arastirmalar IBH nin genetik aktariminin izledigi yolun %20’lik kismni
tanimlayabilmistir (Imielinski ve digerleri, 2010). GWAS arastirmalar1 sonucunda UK’yle
alakali yaklasik 50 lokus tespit edilmistir (Anderson ve digerleri, 2011). Baska bir makale
verilerine gore ise, IBH’yle baglantil1 163 gen lokusu tespit edilmis bunlarmn 23 tanesi UK ye,
30’u CH’ye 0zgii ve 110 tanesi ise her iki hastaliga 6zgii oldugu belirtilmistir (Jostins ve
digerleri, 2012). GWA calismalarinda IBH’ye yatkinlig1 olan genler detayli incelenmis ve
dort gruba ayrilmistir bunlar; otofajiyle baglantili genler (NOD2, ATG16L1, IRGM), bagirsak
epitel fonksiyonlarini regiile eden genler (SLC22A5, OCTN2, ECM1, CDH1, HNF4A,
LAMBI1, GNA12), kazanilmis immiinetiyi regiile eden genler (IL10, IL23R, IL12B, STAT3,
JAK2, TYK2) ve hiicre i¢i innate immun kaskatlarla baglantili genler (NOD2, CARD15)’dir
(Jostins ve ark 2012). UK hastaligina sahip bireylerin, HLA class II’yle baglantisi arastirilmus,
HLA-DRB1*1502 ve HLA-DRB1*0103’le (HLA-DRB1*0103 yalnizca UK’de degil,
kolonda gergeklesen diger inflamasyonel durumlar i¢in de risk olusturdugu diisiiniilmektedir)
iliskili oldugu ortaya konmustur (Cho, 2008; Silverberg ve digerleri, 2003). UK’li kisilerin
birinci derece akrabalarinda bu hastaligin goriilme olasiligi %5,7-15,5’tir; UK’li dizigotlarin
konkordanst %4 iken monozigotlarin %16 hastalik gelisme riski oldugu belirtilmistir (Halme
ve digerleri, 2006; Satsangi ve digerleri, 1996). Yahudi olmayan bireyleri de iceren
popiilasyon ftizerinde gergeklestirilen arastirmada, Askenazi Yahudilerinin 2-4 kat daha
yiiksek seviyede IBH’a yakalanma risklerinin oldugu bildirilmektedir (Okumus, 2019).

Cevresel faktorlerin rolunii en iyi gosterecek durumlardan biri, monozigotlarda tam
anlamiyla bir konkordansin ger¢eklesmemesidir (Cho, 2008). Cevresel faktorleri ve bu
faktorlerin IBH patogenezindeki etkisini tek tek inceleyelim. IBH’de mikrobiyal ajanlarin
etkinligi s6z konusudur; bu olgularda normalde kolon florasini olusturan bakterilerin
(Bacteroides, Eubacterium ve Lactobasillus) azaldigi, patojen bakteri tiirlerinin (Pectinatus,
Sutterella, Clostridia, Fusobacterium, M. paratuberculosis, Verrucomicrobium, Helicobacter
Hepaticus) ise arttigi belirtilmistir (Shih ve digerleri, 2008). Appendektomi operasyonun
yapilan meta-analizde, UK riskini %69 diisiirdiigii bildirilmektedir (Koutroubakis ve digerleri,
2000). Beslenme tarzi da iIBH durumunu etkilemektedir, trans yag icerikli iiriin tiikketiminin,
fazla miktarlarda yumurta ve et yenmesinin UK riskini yiikseltmektedir; sebze-meyve, lifli
besinlerin tiketilmesi ve yeni doganda anne siitii alinmasi ise riski diisiirmektedir (John ve
digerleri, 2010; Klement ve digerleri, 2005; Sakamoto ve digerleri, 2005). Nikotinin Th2
fonksiyonunu inhibe etmesi kaynakli, sigaranin UK’de koruyucu gérev aldig1 belirtilmektedir

(Madretsma ve digerleri, 1996). Antibiyotik, OKS ve NSAII tiirii ilaglarin kullanim1 UK ’yi
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olumsuz etkiledigi ve NSAII’nin bu etkinligi bagirsak gegirgenligini arttirarak gergeklestirdigi
diisiiniilmektedir (Tezel, 2009; Zapata ve digerleri, 2010). UK hastalarindaki stres durumu
hastaligi alevlendirmektedir fakat; Cochrane derlemesinde yer alan verilerde psikolojik
miidahalenin ise herhangi bir olumlu etkisinin olmadigi sunulmustur (Tezel, 2009; Timmer ve
digerleri, 2011). Hijyenik yasam ve yiiksek ekonomik durumun UK sikligim yiikselttigi
goriilmiistiir ve UK’nin genelde bahar doneminde niiks ettigi bildirilmistir (Tezel, 2009).

Immiinolojik olarak gerceklesen yanmitin anormal diizeyde veya dengesiz olmasiyla,
dokuda hasarlanma meydana gelirken ayni1 zamanda sistemik olarak da hastalik olusumu s6z
konusudur. immiinolojik etki, dogal ve edinsel immun yamt olmak iizere iki farkli
mekanizmayla olusmaktadir, IBH’de immiin siirecin gerceklestigi savas meydan1 mukozada
yer alan lamina propriyadir.

Dogal immun yanit, saatler hatta dakikalar icerisinde uyaranlara cevap saglamaktadir.
Bu immun siirecin ilk adimini aslinda bagirsak epitel hiicrelerinde konumlanmig PRR (Pattern
Recognition Receptors: patern tanima reseptorleri) reseptorleri olusturmaktadir. PRR reseptor
grubunda; TLR (TLR 1, 2, 4, 5, 9: hiicre zarinda; TLR 3, 7, 8: organellerde bulunur) ve NOD
(NOD1 ve NOD2: sitoplazmada bulunur) reseptor aileleri yer almaktadir. TLR ve NOD’un
mikrobiyal antijenleri tanimasi inflamasyonel kaskadi baslatir. TLR’nin indiiklenmesi NF-
kB’yi aktive ederek sitokin kaskadini baglatmaktadir (Abreu ve digerleri, 2005; Baumgart ve
digerleri, 2007; Shih ve digerleri, 2008; Tezel, 2009). PPAR-y reseptorii (Peroksizom
Proliferator Aktive Edici Reseptér-Gamma), TLR’ nin gerceklestirdigi sinyalleri inhibisyonla
kontrol etmektedir, UK hastalarinda bu reseptdriin azaldig: belirtilmektedir (Dubuquoy ve
digerleri, 2003). Notrofiller, dendritik hicreler, makrofajlar ve NK; dogal immunitede goérevli
hucrelerdir. Reseptorlerden gelen uyarilar sonucunda aktive olan makrofaj ve dendritik
hicreler proinflamatuar sitokin (IL-1p, IL-2, I1L-3, IL-4, IL-5, IL-6, IFN-y, TNF-a), kemokin
ve lenfokin gibi mediyatorleri salgilayarak bir saat i¢inde damardan inflamasyon gerceklesen
doku alanina nétrofil kemotaksisini saglamaktadir (Guyton ve Hall, 2013; Zanello ve
digerleri, 2014). Kolonda gergeklesen inflamasyona, notrofillerde tretilen oksidatif ve
nitrozatif stresi olusturan ROT ve RNT’nin asir1 miktarda iiretimi neden olmaktadir
(Wendland ve digerleri, 2001). ROT ve RNT; DNA hasarinda rol oynamaktadir ve bu
hasarlanma sonucunda iIBH’de 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin) diizeyinde artis oldugu
saptanmigtir (Collins ve digerleri, 2004; Murphy ve digerleri, 1998). RNT’lerden NO’in,
bagirsakta indiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)’1; IFN-y, IL-1p ve TNF-a gibi
sitokinlerin uyarmasiyla IBH’de seviyelerinin yiikseldigi belirtilmistir, artan bu NO seviyesi

ise bagirsak epitel hiicrelerinde apoptoza sebebiyet vermektedir (GOziikara, 2011; Martinez ve
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digerleri, 2008). TNF-a; NF-kB’yle iliskili kaskadlari indiikleyerek kolon mukozasinin
inflamasyonuna ve {ilserasyonuna sebep olan MMP’lerin (Matriks Metalloproteinazlar)
salinmasin1 uyarmaktadir, bu MMP’ler ECM’leri (Ekstraselliler Matriks) hasarlayarak
kolonik dokuda UK patolojisini meydanan getirmektedir (Louis, 2001; Von Lampe ve
digerleri, 2000). IFN-y ve TNF-a kaynakli oldugu tahmin edilen, IBH’de atipik olarak antijen
sunar duruma gelen bagirsak epitel hiicreleri, ayni zamanda NO salimimi da
gerceklestirmektedir. Bu NO, immiinolojik hiicrelerden salinan siiperoksit radikaliyle
birleserck ONOO-’i (Peroksinitrit) meydana getirip hilicre zarinda lipid peroksidasyonuna ve
boylelikle doku hasarina sebebiyet vermektedir (Beckman ve digerleri, 1990; Tezel, 2009).

Edinsel immun cevap IBH’de dogal immun cevaba gore daha goriiniir doku
bozulmasina yol agar, her ne kadar edinsel cevabin 6n kosulu dogal cevap olsa da durum bu
sekilde cereyan etmektedir (Hibi ve digerleri, 2006). Edinsel immunitede T ve B hicreleri
gorev almaktadir, ama IBH’de asil patogenezi T hiicreleri sagladigi diisiiniilmektedir
(Bouguen ve digerleri, 2011). Edinsel olarak ger¢eklesen immiinolojik yanit spesifiktir ve T
hicrelerinin ¢esidi ve miktarina bagh olarak cevabi vermek birkag gtin surebilmektedir (Korn
ve digerleri, 2009). IBH’de CD4+ T hiicresi mukozada artarken, bu hiicrelerin salgiladig1
sitokin miktartysa mukoza ve periferik kanda artmaktadir. Thl ve Th2; CD4+ T hiicresi
ailesindendir. Th1; IL-2, IL-12 ve INF-y sitokinlerini salgilar, Th2 ise; IL-4, IL-5, IL-6, 1L-10
ve IL-13 sitokinlerini salgilamaktadir ve UK’nin Th2 baglantili bir rahatsizlik oldugu bazi
calismalarda bildirilmektedir (Elson, 2000; Zhu ve Li, 2012). Th17 de iBH’de immiinolojik
stirecte yer almaktadir (Geremia ve digerleri, 2012). Th3 veya Treg hucreleri; 1L-10 ve TGF-
B1 araciligiyla, Thl, Th2 ve Thl7 hiicrelerini kontrol ve suprese etmektedir. Makrofajlari,
fibroblastlar1 epitel ve endotel hicrelerini uyaran Th17, bu etkilesimle bazi mediyatorlerin
(IL-1, 1L-6, TNF, MMP, kemokinler) salinimina neden olur ve bagirsak inflamasyonunda
boylelikle rol almaktadir (Tezel, 2009; Xavier ve digerleri, 2007).

2.8.4. Ulseratif Kolitin Klinik Tam1 Yontemleri

[BH’ nin tanist; siiphelenilen hastalik dogrultusunda hastanin detayli anamnezi almarak
(kanli-mukuslu diyare, tenezm, karin agrisi, konstipasyon, kilo kaybi, extraintestinal
bulgular), fiziki muayenesi yapilarak (kramp seklinde karmn agrisi), laboratuvar sonuglari
(gaita tetkiki: fekal kalprotektin ve laktoferrin; periferal kan tetkiki: CRP, eritrosit
sedimentasyon, hemogram; serolojik testler: p-ANCA; diger bulgular: PCNA), endoskopi
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(sigmoidoskopiyle yapilan biyopsi, kolonoskopiyle inceleme) ve radyolojik gorinttlemeleri
(Baryumlu grafiler, batin USG, diiz karin grafisi BT, MR enterografi/BT enterografi, MRI,
MRCP) incelenerek, benzer tabloyu iceren hastaliklarin dislanmast ve IBH tiiriiniin
belirlenmesiyle, biyopsi ve histolojik veriler esliginde tutulum yeri ve yayilim durumunun
tespitini igeren, ayni zamanda extraintestinal etkilenme siirecinin de takip edildigi genel
degerlendirmeyi kapsamaktadir (Fidan, 2016; Kaya, 2018; Vermeire, 2004). Kolonoskopik
inceleme ve bu incelemeyle gerceklestirilen biyopsi UK’nin siddet diizeyinin ve yayginlik
durumunun belirlenmesinde altin standart olarak belirtilmektedir (Vermeire ve digerleri,
2000; Zavos ve digerleri, 2007). Serolojik testler IBH tanisinda yeterli degildir, IBH tiirlerinin
ayriminda yararlanilmaktadir; p-ANCA(+)/ASCA(-) UK, p-ANCA(-)/ASCA(+) ise CH
profilinde genelde karsimiza ¢ikmaktadir (Tibble ve digerleri, 2001). UK hastalarinin %30-
83’lik kisminda p-ANCA (sensivite %65, 6zgunliik %85) pozitiftir (Saibeni ve digerleri,
2003). IBH ftiirlerinin ayriminda radyolojik gériintiilemeler de gérev almaktadir (WGO,
2015). Laboratuvar bulgularindan CRP seviyesi ve fekal kalprotektin inflamasyon belirteci
olarak degerlendirilen bulgulardir (Lin ve digerleri, 2014).

Hasta dykUstinde kanli-mukuslu gaita varligi IBH nin IBS’den ayirt edilmesinde 6nemli
bir parametredir. Genelde diyarenin goriildiigii (ginde 10-12 defa) UK’de, sadece rektum
tutulumunda konstipasyona da rastlanmaktadir (Both ve digerleri, 1983). Distal kolitte sol alt
kadranda, pankolitte ise tiim kadranda agri hissedildigi hastalar tarafindan belirtilmektedir
(Rachmilewitz, 1989).

IBH tamsinda; bagirsak enfeksiyonuna sebep olan IBH’yi taklit eden patojenlerin
(Salmonella, Shigella, Campylobacter, Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia, E. coli O157: H,
Clostridium difficile, Giardia lamblia, Histoplazma, Mycobacterium tuberculosis ve
Entamoeba histolytica) gaitanin mikroskobik tetkikiyle diglanmasi tedavinin etkinligi
agisindan kiymetlidir (Barbara ve digerleri, 2002).

I[BHnin diizeyinin degerlendirildigi birgok aktivite indeksi bulunmaktadir
(Rachmilevitz Endoskopik Aktivite Indeksi, Truelove-Witts Kriterleri, MAYO Skorlama
Sistemi, Ulseratif Kolit Hastalik Aktivite Indeksi). Klinik aktivite durumunun
belirlenmesinde, kolonoskopik degerlendirmenin yer verilmedigi Truelove-Witts aktivite
skoru kullanilirken (hafif, orta ve agir olarak smiflandiriimaktadir), endoskopik aktivite
durumunun skorlanmasinda Rachmilewitz indeksi kullanilmaktadir. Rachmilewitz indeksinin
toplam skoru >4 ise aktif hastalik olarak, <4 ise de remisyon olarak degerlendirilmektedir
(Lichtenstein ve digerleri, 2006). Kolonoskopik degerlendirmenin de yer aldigi klinik tabloyu

inceleyen MAYO skorlama sistemi de karisik olmasina ragmen tanida kullanilabilmektedir
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(Barbara ve digerleri, 2002). MAYO skorlamasinda; degerler 11-12 araliginda ise
siddetli/aktif, 6-10 araliginda ise orta siddetli, 3-5 araliginda ise hafif, 0-2 araliginda ise
inaktif olarak degerlendirilmektedir (Lichtenstein ve digerleri, 2006). Ulseratif Kolit Hastalik
Aktivite Indeksi; PGA, defekasyon sikligi, rektal kanama ve endoskopik mukozal durum
degerlendirmesini  kapsayan bir degerlendirme yontemidir. Skorlama 0-12 araliginda
degismektedir; >10 ise hastaligin siddetli seyrettigini, 0-2 araliginda ise hastanin remisyon
stirecinde oldugunu gostermektedir. Baslangigta hesaplanan skora gére 3 puan ve lizeri

diismenin gozlenmesi, hastanin tedaviye klinik yanit verdigine isaret etmektedir (Su ve
digerleri, 2006).

2.8.5. Ulseratif Kolitin Komplikasyonlar1

UK’nin  komplikasyon durumu; lokal ve sistemik olarak incelenmektedir. Lokal
komplikasyonlar kolonda gerceklesen bolgesel bulgulart  igermektedir, sistemik
komplikasyonlar ise extraintestinal gergeklesen bagirsak dist bulgulari kapsamaktadir.
Intestinal komplikasyonlar; masif kanama, perforasyon, toksik megakolon, psédopolipozis,
kolon karsinomu, anal fissur ve fistul, striktir, perianal absedir. Extraintestinal
komplikasyonlar ise; Hepatobilier hastalik (primer sklerozan kolanjit), yagh Kkaraciger
hastalig1, bobrek hastaliklar1 (nefrolitiazis; UK’de iirik asit tas1 artar), poliartrit, osteoporoz
(kortikosteroid kullanimina bagli), anemi, kilo kaybi, ates, oftalmolojik komplikasyonlar
(kortikosteroid kullanimina bagli) ve mukokutandz lezyonlardir (Barbara ve digerleri, 2002;
Bozkurt, 2008; Dagli, 2006).

Intestinal bulgulardan, masif kanama siddetli ataklar sirasinda arttiginda (1-2 giin iginde
6-8 iinite kan gerekliliginde) kolektomi durumu endike olmaktadir (Hanauer ve digerleri,
2005). Siddetli ataklarin %5’inde toksik megakolon goriilebilirken bu durum perforasyona da
kap1 agarak mortalite oranini arttirmaktadir (Judge ve digerleri, 2003). UK li bireylerde kolon
karsinomu goriilme durumu; 10 sene sonrasi i¢gin %2, 20 sene sonrasi i¢in %8, 30 sene sonrasi
icin %18’dir (Rizzo ve digerleri, 2011). PSK’li kisilerin %40-60’mmda UK hastaligi
gorulmektedir (Lakatos ve digerleri, 2012).

Klinik a¢idan hastaligin siddet durumunun analiz edildigi olgularin; %9’nun agir,
%71’nin orta ve %20’sinin ise hafif aktiviteye sahip bir sekilde baslangic gosterdigi
belirtilmektedir (Blonski ve digerleri, 2012). UK hastalarinin mortalite durumunun %?2’den

az oldugu ve glukokortikoid medikal tedavisinden Once ataklarin siddetli gergeklestigi
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strecte ise mortalitenin %35 oldugu bildirilmektedir (Stenson ve digerleri, 2003; Su ve
digerleri, 2006).

2.8.6. Ulseratif Kolitin Tedavi Yontemleri

UK tedavi ydntemlerini medikal ve cerrahi uygulamalar olusturmaktadir, bunun yani
sira tibbi beslenme/diyete uyumun siirekliligi de sindirim sisteminde ger¢eklesen bu hastaligin
tedavisinde basroldedir. Genellikle tedavinin omiir boyu siirdiigii UK’de, beslenme ve
medikal tedavinin hedefi aktif donemi remisyona ¢evirmek ve remisyon siirecini uzatmaktir.
Tedavi yontemi ve yogunlugu; hastaligin relaps sikligina, komplikasyonuna, siddetine ve
yerlesim yerine gore belirlenmektedir (Lee, 2012).

Beslenme tedavisi, inflamasyonu énlemek adina 6nemlidir. Probiyotik/prebiyotik alimi,
posa ve omega-3 gibi yag asitlerinin tiikketimi bu durum i¢in yararli olabilecegi ¢alismalarda
one siiriilmiistiir (Fernandez-Bafiares ve digerleri, 1999; Gil, 2002). UK’nin remisyon
siirecinin idamesi adina probiyotikler (orta-hafif siddetli UK’de; Lactobacillus casei, L.
plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum,
B.breve, B. infantis ve Streptococcus salivarus subsp., Termofiller) ve prebiyotiklerin
etkinligi oOne siiriilmektedir, bazi bakteri ¢esitlerinin invivo ve invitro arastirmalarda
proinflamatuar sitokinleri baskiladigi ve antiinflamatuar faktorleri uyardigr ve boylelikle
koruyucu etkinliklerini gosterdikleri belirtilmektedir (Bringiotti ve digerleri, 2014; Sood ve
digerleri, 2009).

Medikal tedavide yer alan ilaglar; antiinflamatuar-kortikosteroid (budesonid,
hidrokortizon ve prednisolon), antiinflamatuar-aminosalisilat/ASA (sulfasalazin, balsalazid,
mesalazin ve olsalazin), immunosupresif —tiopurinler (6-merkaptopurin ve azatiopirin/AZA),
immunomodulatér  (metotreksat,  siklosporin-A/CSA  ve  takrolimus), antibiyotik
(metranidazol, siprofloksasin) ve destekleyici biyolojik ajanlardir (TNF-o inhibitorleri:
infliximab, certolizumab pegol, golimumab, adalimumab; monoklonal antikorlar:
vedolizumab, natalizumab; JAK inhibit0ri:Tofacitinib); fakat medikal tedaviye baslamadan
once bazi hastaliklar  (malignite, mezenterik iskemi, toksisite, Clostridium
difficile/Cytomegalovirus kaynakli enfeksiyoz enteritis) tedavi etkinligi adina dislanmalidir
(Friedman ve digerleri, 2007; Marshall ve digerleri, 1997). UK de, genelde sepsis varliginda
kullanilan antibiyotikler, remisyon durumunu etkilememekle birlikte, Ustelik psddo

membrandz kolite neden olma riskleri mevcuttur (Goldmann ve digerleri, 2011).
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Hematopoetik kok hicre transplantasyonu (HSCT), Mezenkimal kok hiicrelerin (MSC)
ve kolon kok hiicrelerin transplantasyonunun, IBH tedavisindeki etkinligine dair veriler
calismalarda yer almaktadir. HSCT, invivo ve invitro arastirmalarda IBH’nin tedavisi
amaciyla kullanilmis ve pozitif sonuglari oldugu belirtilmistir (Godoi ve digerleri, 2010).
Baska bir ¢alismada, normal eriskin C57BL/6 fare kolonundan intrakolonik kok hiicre alinmis
ve IL-10-/- farelerine transplante edilmis, nakil gerceklestirilen farelerde bagirsak
permeabilitesinde iyilesmeler gozlendigi belirtilmistir (Zhou ve digerleri, 2012). MSC
transplantasyonun gercgeklestirildigi deneyde ise inflizyonun mukozada olusan hasarli kriptleri
ve epitel bariyer biitiinliigiini iyilestirdigine dair veriler sunulmustur (Liang ve digerleri,
2011). Ratlarda MSC’nin intraperitonel infiizyonun, TNBS ile olusturulmus deneysel modelin
kolon dokusunda TNF-o ve IL-1B diizeylerini azalttigi ve epitelyal apoptozu diisiirdigii
belirtilmistir (Castelo-Branco ve digerleri, 2012).

UK’de cerrahi tedavi yontemi olan kolektominin gerekliligi hastalik siddeti ve kanser
riski durumuna gore belirlenmekle birlikte hastalarin  %20’sinde bu operasyonun
gergeklesmesiyle diizelmeler gozlendigi bildirilmektedir (Saka ve digerleri, 2014). Kolektomi
cerrahi islemiyle, ileal pos ve anal anastomuzu gergeklestirilmektedir ve boylelikle
gastrointestinal sistem fonksiyonlarmin biitiinliigi korunmaya calisilmaktadir (Tiger ve
digerleri, 2012). Toksik megakolon, apse, striktiir, fistiil, fissiir gibi komplikasyonlarin varligi
ve ilag tedavisine direncin olmasi durumunda cerrahi tedavi endikedir (Kornbluth ve digerleri,
2010).

2.8.7. Deneysel Kolit Modelleri

Genetik olarak dizayn edilmis, konjeneik, spontane, hiicre transfer ve kimyasal madde
ile induklenen olmak tizere bes farkli kategoride dizayn edilen deneysel modeller iBH nin
patogenezine dair  bircok prensibin elde edilmesini saglamistir (Mizoguchi, 2012).
Kimyasalla indiiklenen deney modellerinde yaygin olarak; asetik asit, 2,4,6-trinitrobenzen
slfonik asit (TNBS), dekstran silfat sodyum (DSS), dinitroklorobenzen (DNCB) ve
oksazolon kullanilmaktadir (Randhawa ve digerleri, 2014). Intrarektal yoldan verilen seyreltik
asetik asitle olusturulan deneysel kolit, kronik inflamatuar bir siire¢ olusturmaksizin akut olan
kolit modelini temsil etmektedir (Yamada ve digerleri, 1992). Seyreltik asetik asit
verilmesiyle 4 saatte inflamasyon gerceklesmemesine ragmen kolon epitelinde hasar
gOzlenmektedir. Akut inflamatuar elemanlarin etkinligi basladiktan 7 giin sonra yanitta

gerileme goOzlenmektedir (Qin ve digerleri, 2011). Asetik asitle ratlarda deneysel Kkolit
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olusturuldugunda, yaklasik 15-20 giinde tamamen iyilesme gergeklesmektedir (Yamada ve
digerleri, 1992). Asetik asitle olusturulan deneysel modelde histopatolojik bulgular
incelendiginde; submukozal/mukozal nekroz, submukozal Ulserasyon, nétrofil infiltrasyonu,
odem ve vaskiler dilatasyon gozlenmektedir ve bu lezyonlar insandaki UK patolojik

bulgulariyla ortiismektedir (Randhawa ve digerleri, 2014).

2.9. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres, Antioksidanlar, Sitokinler ve inflamasyon

Di1s katmanda eslenmemis elektron bulundurmalar1 kaynakli meydana gelen kararsiz ve
cok aktif Ozellikteki serbest radikaller; endojen (inflamasyon, asir1 fiziksel aktivite, iskemi,
stres, kanser, yaslanma gibi nedenlerle olusur) veya eksojen (radyasyon, agir metal, hava-su
kirliligi, yanlis pisirme yontemleri gibi nedenlerle olusur) olarak olusabilmektedir (Pham-huy
ve digerleri, 2008; Uysal, 1998; Valko ve digerleri, 2004). ROS, RNS, RCS ve RSS olmak
lizere dort tiir serbest radikal vardir, bu radikaller; karbonhidrat, protein, yag ve en énemlisi
nikleik asit gibi biyolojik agidan mithim molekiilleri olumsuz etkilemektedir ve
antioksidanlarin yetersiz savunmast sonucunda oksidatif stresi meydana getirmektedir
(Naruszewicz, 2009). DNA hasar1 ve lipid peroksidasyon siireglerini gergeklestiren
mekanizmalar1 aktive eden ROS, apoptozu meydana getirmektedir (Robbins ve digerleri,
2011). Ortamda oksijenin yer almasi durumunda ve enzimlerin (NADPH oksidaz, SOD,
MPO, NOS) varliginda; stperoksit (O27), hidrojen peroksit (H20>), hidroksil (OH") ve nitrik
oksit (NO) serbest radikalleri olusmaktadir (Guyton ve Hall, 2013).

Antioksidanlar; endojen antioksidanlar, eksojen antioksidanlar olmak Uzere 2 grupta
simiflandirilmaktadir. Endojen antioksidanlar, enzimatik (SOD, CAT, GPx, GR, GST, MPO)
ve nonenzimatik (GSH, melatonin, drik asit, bilirubin, albimin, koenzimQ 10, selenyum, a-
lipoik asit, transferrin, seruloplazmin) olmak Uzere ikiye ayrilirken; eksojen antioksidanlar ise
vitamin-mineral-yag asitleri eksojen antioksidanlar (a-Tokoferol, p-Karoten, Askorbik asit,
Folik asit, Se, Mn, Zn, omega-3, omega-6) ve ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar
(Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, rekombinant superoksit
dismutaz, vitamin E analogu, endojen antioksidan aktivitesini arttiran, nonenzimatik serbest
radikal toplayicilari, demir redoks dongiisii inhibitorleri, notrofil adezyon inhibitérleri,
sitokinler, barbitiiratlar, demir selatlar1) olarak iki grupta toplanmaktadir (Akkaya, 2018;
Yardimei, 2015). Antioksidanlar etkilerini; serbest radikalleri suptrup lipid peroksidasyonunu

Onleyerek, bolgesel oksijen diizeyini azaltarak, bazi radikallerin doniisiimiinii saglayip radikal
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etki gostermemesine neden olarak, gecis metallerinin (bakir ve demir gibi) Fenton
reaksiyonunu engelleyerek, zincirleme olarak meydana gelen reaksiyonlarda rol oynayan
serbest radikallerle tepkimeye girip set olusturup ortaya ¢ikartmaktadir (Halliwell ve digerleri,
1990). Serbest radikaller (ROS, RNS, RCS, RSS), NF-xB pathwayini uyararak
proinflamatuarlarin (TNF-o, TNF-beta, IL-1p, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, INF-y) gen
ekspresyonunu saglamaktadir; ancak yeterli seviyede antioksidanin ortamda yer almasi bu
sinyal yolagmin indiiklenmesini inhibe etmektedir (Cachofeiro ve digerleri, 2008; Pieczenik
ve digerleri, 2007).

Sitokinler; edinsel immiin sistemle T hiicrelerinden veya dogal immiin sistemle NK ve
mononkleer fagositoz hicrelerden uretilirler, glikoprotein veya protein yapidadir. Sitokinler;
immiin yanitin regiilasyonu, hiicre iletisimi ve doku onariminda rol oynamaktadir (Oberholzer
ve digerleri, 2000). Sitokinler, antiinflamatuar (IL-4, 1L-10, 1L-11, IL-13) ve proinflamatuar
(TNF-a, TNF-beta, IL-1p, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, INF-y) olmak (zere
aktivasyonlarina gore ikiye ayrilmaktadirlar; bunlarin yani sira ¢ift etkiye sahip sitokinler (IL-
6, TGF-beta) de mevcuttur (Casey, 2000). COX-2’yle indiiklenen iNOS gibi inflamatuar
proteinler, antiinflamatuar ve proinflamatuar sitokinlerin Uretiminde  meydana gelen
dengesizlik inflamatuar siirecin basamaklaridir (Sakthivel ve digerleri, 2013). inflamasyonda
NO, Iokotrien ve trombosit aktiflestiricinin iiretimini saglayan sitokinler; apoptozun
inhibisyonunu saglarken, NF-xB kaskatin1 baslatmaktadir (Hur ve digerleri, 2012; Roda ve
digerleri, 2011). UK’de aktif donemde NF-kB’de artis oldugu belirtilmektedir bu artisin
inhibisyonu gerceklestirildiginde ayni zamanda TNF-o, IL-1B, IL-6 ve INF-y sitokinleri
baskilanmaktadir ve bu baskilama UK tedavisine énemli bir boyut kazandirmaktadir (Dou ve
digerleri, 2014).

UK olgularinin  kolon mukozasinda, inflamatuar siuiregte gorevli hiicrelerin
infiltrasyonuyla birlikte aktivasyon artisi serbest radikal diizeylerini yiikselttigi, 6zellikle
kolon epitelinde hidrojen peroksit seviyelerinin yiiksekligi bazal membrani ve tight junction
protein yapisini hasarladigi ve boylelikle liimendeki patojenlerin mukozal bolgeye girisine
sebep olarak immiin yaniti arttirtp patogenezde rol aldigi bildirilmektedir (Abdullah ve
digerleri, 2011; Ozgln ve digerleri, 2013; Wang ve digerleri, 2016). IBH’de oksidatif streste
artis gozlenirken, antioksidan kapasitenin azaldigi belirtilmektedir (Cetinkaya ve digerleri,
2006).
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2.10. Bagirsak Bariyeri

Epitel bariyer mukozada konumlanmis immun sistemin ilk savunma hattin1 meydana
getirmektedir. Liimendeki igerigin, epitel tabakasinin altindaki yapiya enjekte edilmesiyle
olusturulan kronik graniilomatéz kolit sigan modelinde ger¢eklesen sistemik inflamasyon,
bagirsak bariyerinin sistemdeki Onemini bizlere gosterir niteliktedir (Yamada ve digerleri,
1993). Intestinal sistem, karsit nitelikte iki gorevi ayni anda regiile etmek zorundadir; hem
secici gecirgen davranarak emilimle viicuda gerekli besin dgelerini alirken hem de liimende
yer alan antijenlerin, mikroorganizmalarin ve liiminal proinflamatuar sitokinlerin
penetrasyonunu Onleyerek bagirsakta bariyer olusturup homeostaz saglamaktadir (Aydogan,
2019).

Epitel 6rtd; kolon lumeninde yer alan immunojenik Grlnlerin, sindirim sistemi kanalinin
immun aktif kismina (lamina propria) ulagsmasina engel olusturmaktadir. Bunu da epitel hiicre
salgis1 (mukus), immun hiicre salgis1 (IgA), glikokaliks, fosfolipid, glikoprotein, trefoil
peptidlerle desteklemektedir, boylelikle antijenlerin hiicre membranina tutunmasina engel
olmaktadir (Dignass, 2001). Biyolojik bariyer (gut flora, mukus tabakasi), mekanik bariyer
(bagirsaktaki epitel ve kapillerdeki endotel hiicreleri) ve immiin bariyer (GALT, T hiicreleri,
IgA (reten plazma hicreleri, lamina propriyada yer alan makrofaj ve dendritik hiicre) olmak
lizere bagirsak bariyeri dedigimiz savunma mekanizasi ii¢ temel yapidan meydana
gelmektedir (Aydogan, 2019).

Gastrointestinal sistem, viicudu dis ortamdan ayiran, alt 6zofageal sfinkterden baslayip
aniise kadar devam eden epiteliyal bariyer ile Ortiliidiir ve bu yapinin biitiinligtindeki
bozulmalar liimende yer alan bircok maddenin inflamasyona yol ag¢masina sebep
olabilmektedir. Epitelyal bariyer, epitel Ortiisiiniin yani sira mukus, mikrobiyota, GALT
(intestinal lenfoid doku), immunoglobinler, antimikrobiyal maddeler, defensin-katalisin gibi
epitel tabakasinda iiretilen antibiyotikler ve epitel hiicre lateralinde bulunan siki protein
baglarindan (Claudin, Occludin, JAM, Cadherin) olusmaktadir (Arrieta ve digerleri, 2006).

Bagirsak bariyeri; liiminal ve hiicresel kisimdan olusmaktadir. Liiminal boliim; aktif
enzimler igeren ve yliksek asiditeye sahip mide, pankreas ve safra salgilari, visk6z mukus
tabakasi, intestinal motilite (peristaltizm) ve mikrobiyotayla bagirsak bariyeri patojenlere
karst ilk defansi saglamaktadir (De Palma ve digerleri, 2014; Shan ve digerleri, 2013).
Hiicresel boliim ise; mukus iiretip salgilayan goblet hiicreleri, hormon sekresyonu saglayan
enterokromofin hiicreler, sindirim boslugunda yer alan antijenleri lenfoidlere sunan M

hiicreleri gibi hiicrelerden ve %80 enterositlerden olusan epitel hiicrelerinden olusmaktadir ve
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i¢ ¢evreyi dis diinyadan ayirarak bagirsak bariyerini tamamlar niteliktedir (Van Der Flier ve
digerleri, 2009).

Tek tabaka halinde bulunan bagirsak epitel hiicreleri; polarite olusturan, hiicreler arasi
iletisime olanak saglayan ve epitel yapisinin biitlinliigiini slirdiirmesine izin veren
interseliiler adezyon proteinleri ile birbirine kenetlenmistir. Bu proteinlerden en yiizeyel
kisiminda yer alan tight junction proteinleri, bazolateral ve apikal plazma membrani arasinda
hat olusturarak kiigiik molekiiler yapidaki hidrofilik maddelerin gecisini regiile etmektedir
(Turner, 2009). Intestinal epitel hiicrelerinin bazolateral araligi, paraselliiler transport
saglayan pasif diflizyon mekanizmasi sunmaktadir ve tight junction proteinlerinin
permeabilitesiyle diizenlenmektedir (Tsukita ve digerleri, 2001). Bagirsak epitel hiicreleri
tarafindan patojenik maddelere karsi salinan immunoglobulinA (IgA) ve antimikrobiyal
oOzellikteki peptitler intestinal bariyeri desteklemektedir (Wehkamp ve digerleri, 2007). Ayrica
otonom ve enterik sinir sistemi de, limende igerik varligi veya yoklugu durumunu algilayip
indirek olarak bagirsak bariyer biitiinliigiinde gorev almaktadir (Luyer ve digerleri, 2005).

Bagirsak bariyeri; beslenme sekli, stres, bazi bakteri tiirleri ve ila¢ kullanimi gibi
faktorlerin etkisi altindadir (Bischoff ve digerleri, 2014). Mukozal bariyer, kolon lumeninde
yer alan gida antijenleri ve mikrobiyotaya karsi immiinolojik aktivasyonu sinirlamaktadir ama
buradaki hasarlanma UK patogenezinde rol almaktadir. Mukozal bariyer yapisinin
hasarlanmasi proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1f, IL-6 ve INF-y gibi) fazla miktarda
uretilmesiyle neticelenir ve nétrofil infiltrasyonu mukozal bozulmay: arttirmaktadir. (Xavier
ve digerleri, 2007). Bagirsak bariyeri; bagirsak florasi, bagirsak mukus yapisi, bagirsak epitel
yapist ve tight junction proteinlerinden meydana gelmektedir, bu basliklar altinda bagirsak

bariyeri detayli agiklanmistir.

2.10.1. Bagirsak Florasi

Gut flora; 10*ten fazla iiyesi ve 2000 farkl tiiriiyle, konakg1 arasinda simbiyotik iliski
kurarak bagirsak hareketi ve sistemik immiin cevabi regiile edip bagirsak epitel hiicre
biitiinliiglinlin saglanmasina destek olmaktadir (Aydogan, 2019).

Bagirsak florasi bakterileri ve bu bakterilere yonelik bagisiklik cevabi arasindaki
dengenin IBH patogenezinde rolii énemlidir (Xavier ve digerleri, 2007). Hatta bir makalede,
gunimdizde inflamatuar siirecin asil mekanizmasinin, kommensal bakterilere kars1 mukozada

asirt T hiicre yanitinin ger¢eklesmesi oldugu belirtilmistir (Sartor, 1997).
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IBH’ye sahip bireylerin kolon mikrobiyotalarinda cesitliligin azaldigi belirtilmektedir.
Lactobasillus, Bacteroides ve Eubacterium gibi anaerob bakterilerin ve Firmicutes gibi gram
pozitif bakterilerin sayis1 azalirken; Helicobacter Hepaticus, Clostridia, Fusobacterium,
Pectinatus, Sutterella, M.paratuberculosis, Verrucomicrobium gibi patojen bakterilerin ise

sayisinin arttig1 bildirilmistir (Seksik ve digerleri, 2006; Shih ve digerleri, 2008).

2.10.2. Bagirsak Mukus Yapisi

Bagirsak epitel yapisinin bariyer fonksiyon rolii, goblet hiicrelerince olusturulan mukus
yapisiyla baglamaktadir (Wallace ve digerleri, 2014). Mukus tabakasi dig ve i¢ olmak iizere 2
kisma ayrilir, digs mukus gevsek yapisiyla liimende dogal olarak yer alan mikroorganizmalara
ev sahipligi yaparken, i¢ mukus yogun yapisiyla mikroorganizmalara karsi bariyer olusturur
(Viggiano ve digerleri, 2015). Dis mukusta bakteri yogunlugu yiiksek, antimikrobik madde ve
masin az iken; i¢ mukusta ise tam tersi durum sz konusudur (Wallace ve digerleri, 2014).

Mukusu olusturan musin yapisinda meydana gelen degisiklik, intestinal epitelyal
yapidaki inflamasyon siirecini etkilemektedir (Gonzalez ve digerleri, 2004). Mukus yapisinin
hasarlanmasinin, IBH patogenezine etkisi su sekilde agiklanmaktadir; mikroorganizmalarin
intestinal epitelyumla adezyon ve temasinin artmasiyla veya mukus yapisindaki farkliligin
sonucunda yararli bakterilerin yerine patojen etkili bakterilerin gegmesiyle iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (Wallace ve digerleri, 2014). Epitel bariyerde yer alan goblet hucreleri hem
mukozal onarim hem de epitelyum savunmasinda gorevlidir. IBH olgularinda mukus
salgilamada defektler gergeklestigi tespit edilmistir, UK de de kolon mukus yapisinda incelme
oldugu saptanmistir (Shih ve digerleri, 2008). Muc2 geni, musinin Gretilmesinde rol
oynamaktadir, bu gende bazi bireylerde varvasyon gerceklesmekte ve IBH’ye karsi egilimin
arttig1 bildirilmektedir; ayn1 zamanda Muc2 geni eksiligi olusturulan farelerde spontan kolit

modeli olustugu tespit edilmistir (Wallace ve digerleri, 2014).

2.10.3. Bagirsak Epitel Yapisi ve Tight Junction Proteinleri

Epitel hicreleri; mukus iiretip salgilayan goblet hiicreleri, hormon sekresyonu saglayan
enterokromofin hiicreler, sindirim boslugunda yer alan antijenleri lenfoidlere sunan M
hlcreleri gibi hiicreler ve %80 enterositlerden olusmaktadir ve i¢ gevreyi dis diinyadan

ayirarak bagirsak bariyerini tamamlar nitelik tasimaktadir (Van Der Flier ve digerleri, 2009).
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Bagirsak epitel hiicrelerinin sentezlenmesi ve apoptoza ugramasit denge durumundadir.
Kriptte yer alan kok htcrelerden uretilen epitel hiicreleri yiizeye dogru ilerlemekte ve
dokilmeyi yiizeyden gergeklestirmektedir, bu yenilenme 2-3 giinde bir meydana gelmektedir
(Wallace ve digerleri, 2014).

Bagirsakta absorpsiyon; epitel hiicre membranindan transseliiller olarak ve epitel
hiicreler arasinda yer alan siki kavsaklardan ise paraselliiler olarak saglanmaktadir (Ates,
2013). Epitel hiicrelerin bazolateral kisminda yer alan, freeze-fracture elektron
mikroskobunda goriintiilenebilen, 50°den fazla siki kavsak (tight junction) proteini, adherens
kavsaklarin (adherens junction) yaninda konumlanmistir (Matter ve digerleri, 2003). Bagirsak
epitelleri arasindaki boslukta, firga kenarin altinda konumlanmig 80 nm uzunlugunda tight
junction proteinleri, paraselliiler geciste gorevlidir (Collet ve digerleri, 1997). Calismalarda,
molekiil ¢cap1 1,1 nm’den daha biiyiikk olan maddelerin paraselliiler araliktan gecemeyecegi
belirtilmektedir (Norris ve digerleri, 1998).

Siki kavsagi; Occludin, Claudin, Tricellulin ve JAM proteinleri olusturmaktadir ve
sitoplazmik plak proteinler olan zonula occludensler (ZO-1, ZO-2, Z0O-3), cingulin ve 7H6 de
bu protein yapilarin1 desteklemektedir (Furuse ve digerleri, 1993; Furuse ve digerleri, 1998;
Ikenouchi ve digerleri, 2005; Martin-Padura ve digerleri, 1998). Siki baglantilar1 olusturan
proteinlerden en az ikisi hiicreler arasinda konumlanarak hiicreler arasinda etkilesim saglayip
ayn1 zamanda intraseliiler alanda bariyer gorevi gérmektedir. Hicre iginde yer alan iskelet
proteinleri (ZO-1, ZO-2, ZO-3) ise aktine baghdir; aktin-miyozin kasilmasi ve miyozinin
fosforile olmasi bu baglantilar arasindaki kuvveti belirler ve boylelikle bagirsak
permeabilitesi ayarlanir (Aydogan, 2019). 1993 senesinde, ilk kesfedilen transmembran siki
kavsak proteini Occludin’dir (~65 kDa) ve in vivo-in vitro ¢aligmalarda siki1 kavsaklarin yap1
ve permeabilitesinde 6nemli goreve sahip oldugu gosterilmistir (Cennet, 2018). Paraselluler
transport gorevinde yer alan Claudin, molekll boyutu 20-27 kDa arasinda degisen en az 27
tiyeden olusan multigen ailedir (Tsukita ve digerleri, 2019). Tight junction proteinlerinin
omurga kemigini olusturan Claudinlerden, Claudin 1,3,5,11,14,19 kapatici/tikayici; Claudin
2,10,15,17 ise kanal olusturucu role sahiptir (Suzuki, 2013). Epitel hilicresi sadece iki htcreli
degil, ii¢ hiicreli birlesme de gostermektedir; Tricellulin proteini de bu t¢li birlesmedeki
triseliiler kavsakta yer almaktadir, ayn1 zamanda ikili birlesmede de biseliiler kavsakta
Occludin ve Claudin proteinleriyle konumlanmaktadir (Ikenouchi ve digerleri, 2005). Siki
kavsaklarin diizenlenmesinde rol oynayan, immunoglobulin siiper ailesine ait JAM; epitel,
immun ve endotel hiicreleri gibi birgok hiicrede ekspresyonu gerceklesmektedir (Suzuki,

2013). Zonula Occludens proteinleri, integral zar proteinleri ile ipliksi hiicre iskeleti arasinda
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bag yaparak hiicre gelisiminde diizenleyici gorev yapmaktadir ve hiicre proliferasyonu, gen
ekspresyonu, apoptozisi diizenlemektedir (Ates, 2013). Bagirsak epitel hiicrelerinde, JAM-A
ve JAM-4 eksprese edilir ve TJ regiilasyonunda yer alir (Liu ve digerleri, 2000). ZO-1 (~220
kDa), ZO-2 (~160 kDa), ZO-3 (~130 kDa) olmak (izere 3 tir Zonula Occludens proteini
belirlenmistir. Zonula Occludens proteinin N-terminal ucuna, hiicreler arasinda yer alan tight
junction proteinleri baglanirken, C-terminal ucuna da aktin sitoskeleton sistemi baglanmis
durumdadir (Cennet, 2018). Bagirsakta yer alan epitel hiicrelerin (enterosit, goblet hiicresi,
paneth hiicresi, endokrin hiicresi, M hiicresi) iskeletini meydana getiren protein yapilari (ZO-
1, Z0-2, ZO-3), bu hiicreler arasinda yer alan siki-tutucu baglanti proteinleri (luminal yer alan
TJ, bazal yerlesen AJC) ve hiicreyi saran proteinler ile bagirsak bariyer yapisini
kuvvetlendirmektedir (Aydogan, 2019).

Inflamasyonda gorev alan sitokinlerin bu siire¢ i¢inde miktarca artisi, stk (TJ) ve tutucu
(AJC) baglant1 proteinlerinin ekspresyonunda degisiklige yol acarak bagirsak permeabilitesini
arttirip limendeki antijenlerin hiicre igerisine girip immiin cevapta gorevli markerlarin

uyarilmasini saglamaktadir (Viggiano ve digerleri, 2015).
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2.10.3.1. Occludin

Intestinal epitelyal sik1 baglantilar (TJ), liimen antijenlerinin paraselliiler niifuzuna kars1

yapisal bir bariyer rolii tistlenmistir ve hiicreler aras1 mithiir veya kap1 gorevi gormektedir (Ma
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ve digerleri, 2018). TJ'ler, hiicrenin tepesini tamamen ¢evreleyen ve bitisik hiicrelerin TJ'leri
ile surekli bir paraselliiler sizdirmazlik olusturan ince protein komplekslerinden olusan apikal
hiicreler arasi baglantilardir. Bozuk intestinal epitel TJ bariyerinin, intestinal antijenik
penetrasyonda artisa ve ardindan intestinal inflamasyon gelisimine yol acan Onemli bir
patojenik mekanizma oldugu ileri siiriilmiistiir (Al-Sadi ve digerleri, 2011).

Sik1 baglanti ile iliskilendirilen ilk transmembran proteini Occludin’dir ve en apikal
membranlarda en yaygin sekilde eksprese edilir ve boyutu 65-kDa’dur (Furuse ve digerleri,
1993). Occludin; dort transmembran alani, iki hiicre dis1 halkasi ve bir hiicre i¢i halkasi olan
bir tetraspanin membran proteinidir; C-terminal ve N-terminal alanlar1 sitoplazmaya yansitilir.
Occludinin ~ N-terminal  alaninin  islevinde  bir rol  oynaylp  oynamadigi
bilinmemektedir. Bununla birlikte, Occludinin C-terminal alani, ZO-1, ZO-2 ve Z0O-3 dahil
olmak iizere cesitli hiicre i¢i siki baglanti proteinleri ile etkilesime girer; bu etkilesim
Occludinin siki baglantilara montaji i¢in gereklidir (Rao, 2009).

Tricellulin (marvelD2) ve Occludin (marvelD1) ile marvelD3 adli yeni bir protein
kismen birbiriyle degistirilebilir, ancak iicli de asag1 regiile edilirse veya eksikse, ciddi sizinti
meydana gelmektedir (Raleigh ve digerleri, 2010). Occludin ve JAM’in duzenleyici bir roli
varken, Claudinler esas olarak bagirsak bariyer fonksiyonundan sorumlu transmembran
proteinlerdir. Bu epitel bariyerinin merkezi dizenleyicisi ise bagirsak mikrobiyotasidir
(Ulluwishewa ve digerleri, 2011).

Occludinin islevi heniiz tam olarak anlasilmamistir, ancak hayvanlar ve hiicre
klltiirlerini kullanan ¢ok sayida calisma, bunun TJ yapisinda ve bagirsak epitelinde
gecirgenlikte énemli rollere sahip oldugunu gostermektedir. Son g¢alismalar, Occludinin yok
edilmesinin, makromolekiillere karsi hiicre i¢i gegirgenlikte bir artisa neden oldugunu
gosterdi; bu, Occludinin, TJ'nin muhafazasi ve birlestirilmesinde bir rol oynadigini kanitlar
niteliktedir (Al-Sadi ve digerleri, 2011).

Occludin knockdown, in vitro bariyer islevini azaltmasina ragmen, iyon segiciligini
degistirmemektedir. Onemli in vitro veriler, Occludinin siki1 baglant: fonksiyonu i¢in énemli
oldugunu gostermektedir (Yuve digerleri, 2005). Cok sayida g¢alisma siki baglantilarin
montaji ve bakiminda Occludinin 6nemli roltinu vurgularken; Occludin knockdown
calismalar1 farkli epitellerde siki birlesme yerinin montaji i¢in gerekli olmadigim
gostermistir. Bununla birlikte, Occludin knockdown faresinin ayrintili bir karakterizasyonu,
Occludin geninin vazgegilmez oldugu, daha =ziyade farkli organlarda epitelyal siki
baglantilarin diizenlenmesinde karmasik bir rol oynadigi sonucuna varilmistir. Occludin hiicre

dis1 dongiilerinkine karsilik gelen diziye sahip sentetik peptidler kullanilarak Occludinin
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hiicre dig1 alanlar1 arasindaki etkilesimlerin bozulmasi, sik1 baglantilar1 bozar ve paraselliler
gecirgenligi arttirmaktadir (Rao, 2009). Occludinin, siki baglantilarin montajindan ¢ok siki
baglant1 biitiinligliniin diizenlenmesinde rol oynayabilecedi One siiriilmiistiir (Saitou ve
digerleri, 2000).

Occludin -/- farelerde, bagirsak, karaciger ve bobrek gibi dokular, morfolojik olarak
vahsi tip kontrollerinkinden ayirt edilemeyen TJ'leri tasiyordu. Bu bulgular, Occludinin kendi
basina TJ zincirlerinin olusumu icin gerekli olmadigini acik¢a gdstermektedir. Ote yandan,
onceki caligmalar, Occludinin TJs'nin bariyer fonksiyonuna dogrudan dahil oldugunu ileri
stirmektedir (Wong ve digerleri, 1997). Occludin -/- farelerin bagirsak epitel hiicrelerinde
elektrofizyolojik olarak TJ bariyerinde higbir islev bozuklugu tespit edilmemistir. Empedans
analizi, vahsi tip ve Occludin -/- fareler arasinda ince ve kalin bagirsagin epitel direncinde
Onemli farkliliklar tespit edilmemesine ragmen, TJ iplikg¢iklerinde Occludin eksikligi,
bariyerin baz1 yonlerini degistirebilmektedir (Saitou ve digerleri, 2000).

Ince bagirsagin bir murin GvHD (Graft versus Host Disease) modelindeki analizde, siki
baglant1 proteini Occludinin asagi regiilasyonu ve lokalizasyon kaymasi yoluyla artan bir
gecirgenlik ve morfolojik degisiklikler ile jejunumdaki bagirsak bariyer fonksiyonunda ciddi
bozulma gosterdigi belirtilmektedir (Noth ve digerleri, 2011).

Occludin ifadesinin, kisitlayici olmayan veya genis kanalli yol boyunca bagirsak TJ
bariyerinin korunmasi igin onemli oldugunu ve Occludin tikenmesinin, makromolekiil
akisinda secici veya tercihli bir artisa yol actigimi 2011 yilinda gerceklestirilen calisma
gostermektedir. Kusurlu bagirsak epitel siki baglanti (TJ) bariyerinin, bagirsak iltihabinin
gelisimine katkida bulunan 6nemli bir patojenik faktor oldugu gosterilmistir. Occludin
ekspresyonu; Crohn Hastaligi, Ulseratif Kolit ve Célyak Hastalig1 dahil olmak {izere bagirsak
gecirgenlik bozukluklarinda 6nemli 6l¢iide azalmakta, bu da Occludin ekspresyonundaki
azalmanin bagirsak gecirgenligindeki artigta bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ilk
kez bagirsak epitel hiicrelerinde Occludin tiikenmesinin in vitro ve in vivo olarak
makromolekiil akisinda segici veya tercihli bir artisa yol actiginm1 gdsteren ¢alismada; In vivo
fare bagirsaginda Occludinin siRNA ile indiikklenen yikimi da bagirsak dokusunun
transepitelyal direncini etkilememistir, nispi akis oranindaki arti, daha biiyiik boyutlu problar
icin giderek daha baydktir, bu da Occludinin, biiyiik makromolekiillerin akisina karsi
parasellller bariyer islevinde nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Al-Sadi ve digerleri,
2011). Claudinlerin ise TJ gozeneklerinden (yaricapta 4 A) iyonik ve kiigiik molekiil akiginin
diizenlenmesinde islevsel bir role sahip oldugu bildirilmektedir (Van Itallie ve digerleri,

2009), patolojik durumlarda, Occludin tikenmesi kisitlayict olmayan yolun agilmasina yol
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acarak, bakteriyel antijenler dahil olmak tizere makromolekillerin paraselliiler akigina izin
vererek inflamatuar bir yanita yol agmaktadir (Al-Sadi ve digerleri, 2011). Bu bilgi 1s1ginda
kolit olusturulan deneysel c¢alismamizda, Occludinin bagirsak gegirgenligi tespiti igin
biyokimyasal analizi yapilmasi planlanmustir.

TJ bariyer fonksiyonunda Occludinin fonksiyonel roli ile ilgili 6nemli bir tartisma
devam etmektedir (Al-Sadi ve digerleri, 2011). Onceki calismalar, bagirsak gegirgenlik
bozuklugu olan hastaliklarda ve Inflamatuar Bagirsak Hastalig1 gerceklestirilen hayvan
modellerinde Occludinin bagirsak dokusu ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigini
gostermistir (Al-Sadi ve digerleri, 2011; Fries ve digerleri, 1999; Gassler ve digerleri,
2001). Bagirsak Occludin ekspresyonundaki azalmanin, bagirsak epitelyal TJ gecirgenliginde
artisa yol acan 6nemli bir mekanizma olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bununla birlikte, bagirsak
TJ bariyer fonksiyonunda Occludin tiikkenmesinin dnemini destekleyen kanitlar eksiktir (Al-
Sadi ve digerleri, 2011).

2.11. Bagirsak Gegirgenligi

Gastrointestinal sistemin epitel kaplamasi, liimen igerigi ile altta yatan doku bdlmeleri
arasinda diizenlenmis, segici olarak gegirgen bir bariyer olusturur. Epitel boyunca gecirgenlik
kismen, siki baglanti (TJ) olarak adlandirilan en apikal hiicreler arasi baglanti olan
paraselliler yolun hiz sinirlayict bariyeri tarafindan belirlenir. TJ, altta yatan apikal
aktomiyosin halkasina baglanan bir multiprotein kompleksinden olusur. TJ yapisi-islevi ve
dolayisiyla epitel gegirgenligi, ¢esitli fizyolojik ve patolojik uyaranlardan etkilenir (Nusrat ve
digerleri, 2000). Siki baglantilar, epitelyal bariyerlerin bakimi i¢in kritik olan apikal
komplekslerdir. Siki-baglanti komplekslerinin bozulmasi, epitelyal bariyer disfonksiyonuna
katkida bulunan 6nemli bir faktérdiir (Choksi ve digerleri, 2018). Bagirsak gegirgenligi,
limen ve dokular arasinda ¢oziinen ve sivi aligverigine izin veren Ozelliktir; bagirsak bariyeri
ise, mukus gibi hiicre dis1 bariyer bilesenlerini ifade etmektedir. Ayn1 zamanda TJ bariyer
fonksiyonu ve paraselliiler gecirgenligin modifikasyonu, ¢esitli hiicre dis1 uyaranlar tarafindan
dinamik olarak diizenlenmektedir (Lee, 2015).

Tek bir epitel hiicre tabakasi, liimen ve mukozal dokular arasindaki ana fiziksel bariyeri
olusturur. Parasellller bosluk, kavsak kompleksindeki Claudinlerin ve diger proteinlerin
bilesimi yoluyla su iyonlarmin ve kiiciik molekiillerin akisin1 diizenleyen siki baglantilarla
(TJ) kapatilir (Bischoff ve digerleri, 2014). Siki baglantilarin altinda, hiicre-hiicre

sinyallemesi ve epitelyal restitisyonun yani sira epitel stabilitesini destekleyen
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desmozomlarda 6nemli olan yapisma baglantilar1 (AJ) bulunur. TJ kompleksleri, hicre ici
boslukta birbirine baglanan doku ve konuma bagli olarak zar i¢i proteinler; Occludin ve
Claudin ailesinin farkli (yelerinden olusur. Occludin, Claudinler ve Tricellulin; Zonula
Occludens gibi sitoplazmik yapi iskeleti proteinleri araciligiyla bitisik hiicreleri aktin hiicre
iskeletine baglar (Groschwitz ve digerleri, 2009). Tricelltlin ve Occludin ile marvelD3 adli
yeni bir protein kismen birbiriyle degistirilebilir, ancak {i¢ii de asag1 regiile edilirse veya
eksikse, ciddi sizintt meydana gelir (Raleigh ve digerleri, 2010). Claudinler, su ve elektrolit
kaybini kolaylastiran sizdirmaz molekiiller ve gézeneklerden olusan siki birlesme proteinleri
ailesidir. Zonula Occludens proteinleri (ZO-1, ZO-2 ve ZO-3) hicre-hiicre iskeletini
transmembran siki1 baglanti proteinlerine baglayan dnemli hiicre i¢i siki baglant1 proteinleridir
(Bischoff ve digerleri, 2014). Occludin ve baglant1 adezyon molekiiliiniin (JAM) diizenleyici
bir rolti varken, Claudinler esas olarak bagirsak bariyer fonksiyonundan sorumlu olan
transmembran  proteinlerdir. Bu epitel bariyerinin  merkezi dizenleyicisi bagirsak
mikrobiyotasi olarak belirtilmektedir (Ulluwishewa ve digerleri, 2011).

Cummings ve digerleri (2004) tarafindan daha agiklayici yaklagimla bagirsak bariyeri su
sekilde Ozetlendi: (1) Mukozal bariyer, i¢ ortami liimen ortamindan ayiran karmasik bir
yapidir. (2) Fiziksel olarak bariyer, vaskiiler endotelden epitelyal hiicre astarina kadar
hiicresel ve stromal bilesenleri ve g¢esitli mukozal salgilarin, yani miisinlerin, yonca
peptitlerinin ve yiizey aktif lipidlerin etkilesimi ile bir jelden olusan mukus tabakasini igerir.
(3) Fiziksel engelin yani sira, sindirim salgilari, antimikrobiyal peptitler ve diger hiicre
urinlerinden (sitokinler, inflamatuar aracilar vb.) olusan kimyasal bir engel mevcuttur. (4)
Bagirsak mikrobiyotast da bir engel olarak diisiiniilebilir. (5) Son olarak bagisiklik
fonksiyonlar1 ve hareketlilik bariyere katkida bulunmaktadir (Cummings ve digerleri, 2004).

Bagirsak bariyeri; bagirsak liimenini i¢ konakgidan ayiran ve mekanik elementler
(mukus, epitel tabakasi), humoral elementler (defensinler, IgA), immiinolojik elementler
(lenfositler, dogal immiin hiicreler), kas ve norolojik elementlerden olusan fonksiyonel bir
varliktir. Bagirsak gecirgenligi ise; belirli bolgelerdeki bagirsak bariyerinin islevsel bir
ozelligi olarak tanimlanir, siire¢ sirasinda biiyiik 6l¢iide atil olan ve bu ortamlarda yeterince
Ol¢iilebilen tanimlanmis molekiillerin bir biitiin olarak veya duvar bilesenleri boyunca
bagirsak duvarindaki akis oranlarini analiz ederek Olgiilebilir. Sonug¢ olarak bagirsak
gecirgenligi, bagirsak bariyerinin Ol¢iilebilir bir 6zelligi olarak anlasilabilir (Bischoff ve
digerleri, 2014).

Saglam epitel TJ'nin 6nemi, IBH de yeniden gosterilmistir. Ornegin, Claudin-1 ve -4 ve

Occludinin asagr regiilasyonunu iceren UK’de bu degisiklikler gozlenmistir, ancak gozenek
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olusturan Claudin-2'nin yukar1 regiilasyonu oldugu belirtilmistir (Heller ve digerleri, 2005).
IBH'nin temel patofizyolojisi tam olarak anlasiimamistir; fakat artmis paraselliiler gecirgenlik
Ulseratif Kolitli hastalardan alinan kolonik epitelde belgelenmistir ve bu da TJ'nin Ulseratif
Kolit patogenezinde de rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Schmitz ve digerleri,
1999). Bagirsak mukozal homeostazi epitelin siirekli proliferasyonuna, farklilagsmasina ve
onarimina dayanir ve bu siiregler yaralanmaya yanit olarak sorgulanir. Bagirsak biitiinligiiniin
korunmasi, yetkin epitelyal bariyer islevinin yani sira bagirsak sorunlarina yanit vermek icin
saglam onarim programlar1 gerektirir. IBH'li hastalarda epitel bariyeri “sizdiran”dir; gok
sayida ¢alisma, CH ve UK'de daha diisiik epitel direnci ve hem iltihapli hem de iltihaplh

olmayan mukozanin geg¢irgenliginin arttigini géstermektedir (Choksi ve digerleri, 2018).

2.11.1. Bagirsak Gegirgenligini Etkileyen Faktorler

Sik1 kavsaklarin dinamik yapisi besin, su ve iyonlarin kana gegisine olanak tanirken,
zararli dis etkenlerin viicuda girisine izin vermemektedir ve bu siki kavsagin permeabilitesi
hormonlar, sitokinler, bakteriyel toksinler ve ilaglarin etkisiyle modifiye edilebilmektedir
(Ates, 2013).

Aclik-tokluk durumlarinda; hormonal veya nérolojik sinyallerde; mast hiicre salgilari,
inflamatuar mediatorler, bakteriyel veya viral patojen kaynakli uyarilarda; fizyolojik veya
patolojik olarak siki baglar agilip kapanarak bagirsak gegirgenligini degisime ugratmaktadir
(Kocakaya, 2009). TNF-a, IL-17, IL-22, IFN-y; tight junction proteinlerinin diizenlenmesinde
rolleri oldugu belirtilmektedir (Xavier ve digerleri, 2007). Bagirsak liimeninde yer alan
endotoksinler, serozaya ulasmasiyla siki baglarin yapisint bozup gecirgenligi arttirdigi sican
modelinde gosterilmistir. Antiditliretik hormon ve kortikotropin salinimindan bagimsiz olarak,
stres, bagirsak gecirgenligini arttirdigi hayvan modellerinde gosterilmistir. Proinflamatuar ve
proapoptotik Ozellikte olan sitokinlerden IFN-y ve TNF-a, apoptoz indiiksiyonundan
bagimsiz, siki baglarin yapisint bozarak inflamatuar siiregte bagirsak gegirgenligini
arttirmaktadir (Kocakaya, 2009).

Patojen bakteri ve viriisler bagirsak enfeksiyonuna ve bagirsak gecirgenliginin
degismesine neden olabilmektedir. Intestinal patojenik Escherichia coli varliginda, bagirsak
epitel hiicreleri arasinda yer alan Occludin, Claudin-1 ve Zonula Occludens-1 proteinlerinin
progresif olarak azaldigi ve bu durumun bariyer disfonksiyonuyla sonuglandigr belirtilmistir

(Cennet, 2018). Paraselliiler yolda yer alan TJ protein kapilari; beslenme veya fiziksel

29



aktivitedeki durum, endokrinal veya noérolojik uyarim ve inflamasyonda goérev alan
mediyatorlerle uyumlu sekilde fonksiyon gostermektedir (Lamprecht ve digerleri, 2012).
Bagirsak gecirgenligini bakteri toksinleri, sitokinler, biiylime faktorleri ve ¢esitli gidalar
etkilemektedir. Malnutrisyonda; enfeksiyon kaynakli permeabilitede artis ve biiylimede

duraklama gdzlenmektedir (Cennet, 2018).

2.11.2. Bagirsak Gegirgenligi Degerlendirme Yontemleri

2.11.2.1. Paraselliiler Madde Gegis Kitleri

Bagirsak gecirgenliginin tespiti i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir, bu yontemlerde
kullanilan maddelerin ortak o6zellikleri ise; toksik olmamasi, suda ¢oziinmesi, kiiciik
molekiiler yapiya sahip olmasi, elektrik yiikii tagimamasi, bagirsakta metabolize olmamasi ve
emildiklerinde bulundugu dokuya ¢6kmemesi, bobreklerde toplanip idrarla atilmasi ve benzer
endojen yapilardan kolayca ayristirilip miktar1 giivenilir sekilde tespit edilmesidir (Kocakaya,
2009). Arastirilan bolgeye 6zgii olarak kullanilan problarla gastrointestinal sistemde spesifik
bir alanin permeabilitesi degerlendirilebilmektedir; bunlara sukroz, laktuloz, sukraloz, cr-
EDTA gibi maddeler 6rnek olarak verilebilir (Cennet, 2018).

2.11.2.1.1. FITC-dekstran ve FITC-inulin

Floresan etiketli bilesiklerden; floresan isotiyosiyanat (FITC)-dekstran ve floresan
isotiyosiyanat (FITC)-inulin paraselliiler permeabilitede belirte¢ olarak kullanilmaktadir
(Jimison ve digerleri, 2012).

2.11.2.1.2. 51Cr-EDTA Kilirensi

sitKrom-Etilendiamintetraasetikasit (51Cr-EDTA), gastrointestinal sistemde en uzun
zamani, su emiliminin en fazla olmasiyla orantili olarak kolonda gecirmektedir ve bu sebeple
kolon permeabilitesini gosterdigi belirtilmektedir, tespiti ise oralden 3,7 mBq s:Cr-EDTA
verilip kana gegis oranin takibiyle saglanmaktadir (Jenkins ve digerleri, 1992). si.Cr-EDTA,
kolonik gecirgenligi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (Arrieta ve digerleri, 2006).
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2.11.2.1.3. Sukroz

Gastroduodenal bélgenin distalinde etki gosteren, Sukraz-izomaltaz enzimiyle
parcalanan Sukroz, o boélgenin permeabilitesinin tespitinde kullanilmaktadir (Meddings ve
digerleri, 1993). Sukroz dogal sekeri, gastroduodenal alanin degerlendirilmesi i¢in kullanilan

probdur (Arrieta ve digerleri, 2006).

2.11.2.1.4. Sukraloz

Yapay olarak olusturulan sukraloz, kolonik gecirgenligi degerlendirmek igin

kullanilmaktadir (Arrieta ve digerleri, 2006).

2.11.2.1.5. Laktuloz ve Mannitol

Oligosakkaritlerden Laktuloz ve Mannitol kalin bagirsakta fermente edildiginden ince
bagirsak  gecirgenliginin tespitinde kullamilmaktadir (Kocakaya, 2009). Laktuloz,
gastroduodenal alanin degerlendirilmesi i¢in kullanilan probdur (Arrieta ve digerleri, 2006).

Mannitol paraselluler transport ile emilmektedir (Bijlsma ve digerleri, 1995).

2.11.2.1.6. Ramnoz

Monosakkarit yapisindaki Rhamnoz kolonda yer alan bakteriler tarafindan yikildigindan
ince bagirsagin permeabilitesini gostermektedir, fakat idrardaki seker miktarin1 HPLC ile
degerlendirilen bu yontemin, bagirsak bakterilerinin asir1 ¢ogalmast durumunda sekerlerin

liimende pargalanmasi nedeniyle gilivenirligi azalmaktadir (Kocakaya, 2009).

2.11.2.1.7. Polietilen Glikol Polimerleri (PEG)

PEG’in; PEG400, PEG600, PEG900, PEG1000 ve PEG4000 gibi bircok farkli molekiil
agirliginda polimeri mevcuttur, bunlardan P400, bir gece agligin sonrasinda 5-10 gr verilip

idrarla atilan miktarina bakilarak bagirsak gecirgenliginin tespitinde kullanilmaktadir, fakat
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tadinin hos olmamas1 ve intravendz kullaniminda giivenilir olmayan sonuglarin tespiti

nedeniyle tercih edilmemektedir (Kocakaya, 2009).

2.11.2.2. Elektron mikroskobisi

Intestinal epitelyal biitiinliik, hiicreler arasinda yer alan baglarin sikilik derecesine bagl
olarak epitelin altina si1zip ulasabilen lantanyum adli elementin, dokularin su banyosuna 1 mM
eklenmesi suretiyle elektron mikroskobisinde, limenden bazal membrana gegisin

izlenmesiyle tespit edilmektedir (Kocakaya, 2009).

2.11.2.3. Transepitelyal Elektrik Direncinin Ol¢imiui (TEER)

Bagirsak epitel hiicrelerinin biitiinligiiniin deneysel kontrolii i¢in TEER 06lgim
yapilmaktadir ve bu dl¢lim elektrota benzer ¢ubuklara sahip voltmetre ile iyon mobilitesini
degerlendiren bir sistem olarak belirtilmektedir (Abbasi ve digerleri, 2009). Tight junction
protein ag1 dinamiktir, fizyolojik ve patofizyolojik sartlarda yapisinda degisiklikler meydana
gelmektedir ve bu adaptasyonlar bagirsak mukozasinin elektriksel rezistansint da

etkilemektedir (Fasano, 2001).

2.11.2.4. ‘Caco-2’ Hiicre Modeli

Insan ve hayvanlarin bagirsak epitel hiicrelerinden olusturulan hiicre dizileri
gecirgenligin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir ve bunlardan Caco-2 (Colon Adeno
Carcinoma Cell) hiicre hatt1 referans model olarak insan kolon adenokarsinomundan
olusturulup bagirsak bariyerinin fonksiyonal durumu degerlendirilmektedir (Artursson ve

digerleri, 2001).

2.11.2.5. Iintestinal Eksplant Model

Bagirsak integritesi ve permeabilitesini degerlendirmek adina, yerlestirilen bagirsak
segmentlerine  kiiltir ortam1  sunan Ussing Chamber olarak adlandirilan cihaz
kullanilmaktadir; fakat kiiltlir siiresi kisadir ve uzun siireli etkilerin degerlendirilmesine

olanak tanimamaktadir (Cennet, 2018).
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2.11.2.6. Plazma Sitrulin

Bagirsakta glutamin aminoasitinden farklilagsmis enterositlerce iiretilen sitrulin, epitalyal
bariyer biitiinliigiiniin kantitatif olarak degerlendirilmesinde biyolojik belirte¢ oldugu
calismalarda gdsterilmistir ancak; bobrek hastaligi olan bireylerde giivenilir sonucu

yansitmamaktadir (Cennet, 2018).

2.11.2.7. idrarda Claudin-3

Bagirsak siki kavsak protein kaybini non-invazif olarak, idrarda dlgiilen major tikayici

Claudin-3 gostermektedir (Grootjans, 2010).

2.11.2.8. Diamin Oksidaz

Bir tlr endoseluler enzim olan Diamin oksidaz (DAO), sadece memelilerde intestinal
stratum supravasculare villus sitoplazmasinda bulunur. Bagirsak  epitel  hiicreleri
yaralandiginda, endoseliiler DAO intestinal hiicreler arasi bosluga salinir, lenf damarma ve
kana girer ve sonunda kan plazmasinda stabil yiiksek diizeyde DAO ile sonuglanir. Bu
nedenle, DAO'nun kandaki aktivitesi, bagirsak mukozasmin olgunlugunu ve biitiinligiinii

gostermektedir (Nieto ve digerleri, 2000).

2.11.2.9. Lokal inflamasyon Belirtecleri

Notrofillerce Uretilen, inflamasyon belirteci olan laktoferrin, kalprotektin, elastaz gibi
proteinlerin digkida tespiti bagirsak gegirgenligi ile iliskili oldugu bazi c¢aligmalarda
belirtilmektedir (Langhorst ve digerleri, 2005).

2.11.2.10. Tight Junction Proteinlerinin Degerlendirilmesi

Epitel hicrelerinin farklilasmasi ve proliferasyonunda yer alan tight junction proteinleri,
bagirsak liiminal kismina yakin anastomoz agi olusturup bagirsak boslugunda konumlanmig
antijenlerin parasellller transportunu onleyerek bagirsakta bariyer gorevini major olarak

gostermektedir. Tight Junction proteinlerinin degerlendirilmesinde ELISA, Western Blot,

33



Immunohistokimya gibi cesitli yontemler kullanilmaktadir, dokudaki dagilimi gosterdiginden

Immunohistokimya avantajli bir metoddur (Cennet, 2018).

2.11.2.11. Bagirsak Gegirgenligi Tespitinde Zonulin

Gram negatif bakterilerden Vibrio cholerae’nin salgiladigi toksinlerden biri zonula
occludenstir (ZOT, Zonula Occludens Toxin) ve bu toksin bagirsagin epitel hiicresinin apikal
membraninda yer alan reseptore baglanarak paraselliiler gegirgenligi arttirmaktadir. Toksinin
baglandigr Zonulin adli reseptor, bu gibi patolojik sonuglara yol agmasinin yani sira asil
fizyolojik etkileri sebebiyle membranda konumlandigi ¢alismalarda belirtilmektedir (Wang ve
digerleri, 2000). ZOT un baglandig1 reseptoriin fizyolojik etkinligini yansitan ve bu reseptore
baglanan Zonulin, tek zincir formundadir ve siki kavsak proteinlerinin birbirinden ayrilmasina
etki etmektedir (Duerksen ve digerleri, 2010). Rekombinant olarak uretilen pre-haptoglobulin
2 (Zonulin) tizerinden gergeklestirilen ¢alismada, pre-HP2’nin hemoglobin stabilizasyonun
saglamasinin yani sira bagirsak permeabilitesi lizerinde de fonksiyonu oldugu belirtilmektedir
(Fasano, 2012). Bakteriyel enfeksiyonlarda ve Colyak Hastaliginda, lamina propriada dretilen
ve bagirsak liimenine salinan Zonulin  miktarindaki artis, bagirsak gecirgenligi

patofizyolojisine etki etmektedir (EI-Asmar, 2002; Fasano ve digerleri, 2000).

2.11.2.11.1. Zonula Okludens Toksini

TJ proteinlerinin biitiinliigiiniin ¢evresel faktorler (toksin, radyasyon, kemoterapi,
prematiire dogum) sonucunda hasara ugramasiyla, bagirsak liimeninden paraselliler yolla
submukozaya gecen antijenler mukozadaki immunolojik savunma sistemine iletilmektedir ve
immiin cevap olusturulmaktadir; APC (Antijen sunan hucreler), B ve T lenfositler, NK,
plazma hiicreleri ve MHC (Major histocompatibility complex) bu yanitta gérev almaktadir
(Fasano, 2011). ZOT enterotoksinin —COOH terminal bolimd, spesifik PAR-2’ye (Proteaz ile
aktiflesen reseptor) baglanmasi sonucu PKC (protein kinaz C) polimerizasyonuyla TJ
proteinlerinin sokiilmesi reversibl olarak gergeklesmektedir (Fasano ve digerleri, 1991).

Immiinoflorasan baglanma c¢alismalarinda, ZOT enterotoksinin epitelyal hiicre
reseptOriine baglanmasinin bagirsagin jejenum ve distal ileumunda saptandigini ve villus kript
hatti boyunca bu baglanmanin azaldigi gosterilirken, kolonda bu baglanmanin

saptanamayacag1 belirtilmistir (Fasano ve digerleri, 1997). Bakterilerle temas halinde olan
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ince bagirsak Zonulin sekresyonu yapmaktadir, yalnizca proksimal bagirsak mukozasinda
mikroorganizmanin  tiiri  ve virlilansindan bagimsiz  olarak, bakteri temasiyla

gerceklesmektedir (Fasano, 2012).

2.11.2.11.2. Zonulin
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(Fasano ve digerleri, 2012)

ZOT (Vibrio cholera enterotoksini)’un etkinligine dair mekanizma soyle agiklanabilir,
ince bagirsak (jejenum, distal ileum) enterosit epitel hiicresinin liimene bakan kisminda
konumlanan reseptore baglanan ZOT, Protein Kinaz-Co (PKCa)’nin etkin oldugu bir
mekanizma ile TJ proteinlerinin ZO’lar ile bagl oldugu aktin-miyozin yapilarini polimerize
eder ve siki baglantilarin gegici olarak gevsemesine sebep olur ve bu siki baglantilarin
acilmasiyla hidrostatik basing gradiyenti istikametinde su bagirsak bosluguna yonelir ve
boylelikle ince bagirsaktaki mikroorganizmalar siiplrtlmektedir adeta sifonun gekilmesi gibi
ve kolonizasyon 6nlenmektedir, ayn1 zamanda paraselliiler ge¢isin serbestlenmesi bakterilerin
de gecis yolunu actifindan immiinolojik yanit da olusturulmaktadir ve immiin tolerans
olmadiginda (natural Kkiller hiicrelerinde fonksiyonel ve sayisal sorun varsa) otoimmiin yanitla
birlikte otoantikorlarin olugmasi tetiklenmektedir (EI-Asmar, 2002; Fasano ve digerleri, 1997;
Fasano, 2006). Aslinda ZOT’un rol aldigi, paraselliiller yolun agildigi bu mekanizmanin
fizyolojik olarak da gerceklestigi diisiiniilmekteydi ve bu diisiince dogrultusunda yapilan
caligmalarda ZOT’a islevsel ve immiinsel olarak benzer ligand yapidaki analogu Zonulin
sinyal proteini bulunmustur (Fasano ve digerleri, 2000; Wang ve digerleri, 2000). Zonulinin
(pre-haptoglobulin 2) kesfedilmesinde rol alan ZOT, Vibrio cholera’dan (enterik patojen
bakteri) enterotoksik olarak dretilirken, Zonulin ise bagirsak epitel hiicrelerinden (mukozada)
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tretilmektedir ayn1 zamanda beyin, akciger ve kalp dokusundan da Gretimi
gerceklestirilmektedir (Wang ve digerleri, 2000). Zonulin, ince bagirsak epitel hiicrelerinde
tiretilmektedir ama su da belirtilmelidir ki Zonulin 6zgul reseptoérleri, jejenum ve distal ileum
epitel hiicre yiizeylerinde bulunmaktadir (kolon epitel hicrelerinde Zonulin reseptori
bulunmamaktadir), asil etkinligini gosterdigi ve gegirgenligi arttirdig1 gastrointestinal sistem
organ boliimleri buralardir (Fasano ve digerleri, 1997). ince bagirsakta Zonulin salinimin
tetikleyen iki 6nemli etken ise; gluten proteinin yapisinda yer alan apolar monomerik
gliadinler (genetik hassasiyete sahip bireylerde Zonulin salinim tetiklenir) ve enterik patojen
bakterilerdir (Sturgeon ve digerleri, 2016).

Zonulinin insan vicudundaki fizyolojik faaliyetleri tam olarak bilinmese de, 6n gorilen
fonksiyonal islevi, limen ile dolasim sistemi arasindaki sirkiilasyon sirasinda makro besin
ogelerinin, sivilarin ve lokositlerin regiilasyonun saglanmasidir (Fasano, 2001). Zonulinin
calismalarda sonuglanan asil gorevini Ozetlersek, proksimal bagirsagin mikroorganizma
kolonizasyonunu Onlemektir, patojen canlinin epitelle temast mukozada tretilen Zonulini
salmakta, salinan Zonulinin epitel reseptoriine baglanmasi paraselliler yolu agmakta
(reversibl) ve bu agilma sonucu antijenler submukozaya ge¢cmekte ve sonugta immunolojik
birimler stimiile edilmektedir ayn1 zamanda agilan paraselliiler hattan su ¢ikis1 olmakta ve
ince bagirsaktaki mikroorganizmalar temizlenmekte boylelikle kolonizasyon olayinin dniine

gecilmektedir (Wang ve digerleri, 2000).

2.11.3. Bagirsak Gecirgenligiyle Iliskili Hastahklar

Inflamatuvar Bagirsak Hastaligi, Irritabl Bagirsak Sendromu, C6lyak Hastalig1 ve Besin
alerjisi gibi gastrointestinal hastaliklar; Sizofreni gibi norolojik hastaliklar; Diyabet gibi
hormonal hastaliklar; Sepsis gibi enfeksiyonal hastaliklar artmis permeabiliteyle yakindan
iliskili rahatsizliklardir (Shen ve digerleri, 2006). Deneysel olarak gergeklestirilen
calismalarda, permeabilitenin artmasiyla sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi (MOF) gelistigi

gosterilmistir (Marshall ve digerleri, 1993).

2.11.3.1. Bagirsak Gegirgenligi ve Ulseratif Kolit

Deneysel kolit olusturulan hayvan ¢alismalariyla, Inflamatuvar Bagirsak Hastaligi’nin

gelisiminde epitel hiicrelerinin rolii oldugu desteklenmektedir (Schultsz ve digerleri, 1999).
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Antijenlerin viicut icerisine giris yolag1 bagirsaklarladir, bagirsak permeabilitesinin saglamligi
bircok hastaliktan korunmak adina mithimdir. Parasellller yolda yer alan TJ proteinlerinin
patolojik bozunmasi (radyasyon, kemoterapi, toksin kaynakli) antijenlerin gegisine izin
vermesi nedeniyle hem gastrointestinal hem gastrointestinal harici hastaliklara sebebiyet
vermektedir, 6zellikle de HLA (insan lokosit antijeni-human leukocyte antigens) tiplerinde
otoimmiin rahatsizliklara egilim séz konusuysa (Cennet, 2018). Ulseratif Kolitli hastalarda
bagirsak permeabilitesinde anormallikler gozlenmistir (Gibson ve digerleri, 1988). Bu
hastaliga sahip bireylerin, mukus salgilayan goblet hiicrelerinde azalmaya ve kolonda yer alan
mukusun kalinliginda incelmeye bagli olarak epitel ve mukozal yiizeyde bakteri seviyesinde
artis oldugu belirtilmistir (Schultsz ve digerleri, 1999; Pullan ve digerleri, 1994).

Patojenik etki gosteren bakteri ve virlislerden bazilar1 gastrointestinal sistemde tight
junctionlarin fonksiyonlarini etkileyerek enterite neden olmaktadir (Galley ve digerleri, 2004).
Yapilan calismalarda, Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarindan Crohn Hastaligmin aktif
déneminde, alinan kolon biyopsi drneklerinde Occludin ve tikayici 6zellikte olan Claudin-5
ve Claudin-8’in azaldigi; por olusturan Claudin-2’nin ise arttigi belirtilmistir (Zeissig ve
digerleri, 2007). inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari’nda Claudin-1 ekspresyonu diismektedir
ve bu hastalikla birlikte gerg¢eklesen diyarenin de Occludin, Claudin ve Zonula Occludens-3
internalizasyonuyla bagirsak gecirgenliginin artmasi sonucu gerceklestigi belirtilmektedir
(Burgel ve digerleri, 2002; Kucharzik ve digerleri, 2001). Ulseratif Kolitte, bagirsak hiicreleri
arasinda yer alan adherens junction proteini E-Cadherin’in gen ifadesinde degisikler oldugu
sunulmaktadir (Dogan ve digerleri, 1995). Epitel hicrelerinde N-Cadherin mutant olan
farelerde, bagirsak gecirgenligindeki artis nedeniyle Inflamatuvar Bagirsak Hastaligina benzer
nitelikte mukozal inflamasyon gergeklestigi gézlenmistir (Hermiston ve digerleri, 1995).

Obez olan kisiler iizerinde yapilan klinik aragtirmalarda, Zonulin seviyesinde artiglarla,
inflamatuar  biyobelirtegler (IL-6, TNF-o) arasinda pozitif korelasyon gozlendigi
belirtilmektedir (Cennet, 2018). Bagirsak gegirgenliginin IBH’de arttig1, proinflamatuar
sitokinler ve antijenlerin epitel bariyeri gecebildigi belirtilmistir, mikroorganizma
yogunlugunun en fazla oldugu terminal ileum ve kolonda tutulma sikligi ise, kolondaki
bakterilerin IBH’de rollerinin oldugunu diisiindiirmektedir (Guslandi, 2003). Bagirsak
homeostazinin disfonksiyonu; epitel integritinin bozulmasina, permeabilitenin artmasina ve
boylelikle mikroorganizmalarin mukozaya gegisine yol agmaktadir. Ince bagirsakta Paneth
hiicrelerin fonksiyonundaki anormallikler immunolojik duyarliligi arttirarak bagirsakta

inflamasyonel siireci gelistirebilmektedir (Fidan, 2016).
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UK ve CH’de bagirsak gecirgenliginin arttif1 tespiti yapilmistir ve saglikli birinci
derece akrabalarda da bu hastaliklarin klinik belirtileri ortaya c¢ikmadan gecirgenligin
saptandig1 arastirmalarda belirtilmektedir ve bu hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir veriyi

bize sunmaktadir (Bouguen ve digerleri, 2011; Friedman ve digerleri, 2012).

2.12. Curcumin

Ulkemizde Safranbolu’da vyetistirilen Zerdecal (Curcuma Longa), Giiney Asya
ulkelerinin (Hindistan, Cin, Malezya, Endonezya, Filipinler, Madagaskar, Kambocya,
Vietnam, Laos), 0Ozellikle Hindistan (Ayurveda)’nin 6000 yili askindir, geleneksel tipta
kullandiklar1 6nemli bir baharatidir. Baslica yetistirici tilkeler ise basta Hindistan olmak Uzere,
Cin, Endonezya, Banglades, Tayland, Japonya, Tayvan, Burma, Afrika’nin tropikal yerleri,
Karayip adalart ve Giiney Amerika’nin birkag ilkesidir (Giider, 2011; Kress ve digerleri,
2002).

Zencefil familyasinin (Zingiberaceae)’nin iyelerinden Zerdegal (Curcuma Longa;
Turmeric, Yellow Ginger, Indian Saffron; Hint safrani, Zerde¢dp, Sariboya, Zerdecay,
Turmerik, Safran kokii)’in rizomlarindan ¢ikarilan ana bilesen niteligindeki kurkuminoitler
(Zerdecalin %3-5’ni olusturur) fenolik 4 farkli 6zden meydana gelmektedir. Bunlar;
Curcumin (Diferuloilmetan, Turmeric, Turmeric Yellow, Natural Yellow 3; Kurkuminoitin
%77’sin1 olusturur), Demethoksicurcumin (DMC; Kurkuminoitin %17 sini olusturur), Bis-
demethoksicurcumin (BDMC; Kurkuminoitin %3’iinii olusturur) ve Cyclocurcumin’dir
(Akram ve digerleri, 2010; Ozarslan, 2020; Soylu, 2019; Yardimci, 2015).

Curcuminin kimyasal olarak adlandirilmasi; 1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis (4-hidroksi-
3-metoksifenol)-(1E,6E) veya diferuloilmetan (C21H200¢; MA:368,3799 g/mol) seklindedir.
Curcuminin kimyasal 6zellikleri ise; asidik-notr sartlarda suda ¢6ziinmezken; bazik sartta ise
suda ¢ozlinmektedir; organik ¢oziiciilerden yagda, asetonda, dimetilsiilfoksit (DMSO)’te ve
etanolde c¢ozinmektedir (Guder, 2011). Curcumin hidrofobiktir, lipofilik 6zellikteki hicre
zarindan kolayca sitoplazmaya gecer orada birikir fakat cekirdege girmez (Ozarslan, 2020).

Sari-turuncu renklere sahip, kristalize toz formdaki Curcumin (Turmerik), Japonya’da
cay olarak direk tiiketilirken, gida sanayisinde ise aroma verici, koruyucu ve sari pigment
iceriginden dolay1 renklendirici olarak kullanilmaktadir (Giider, 2011; Soylu 2019).

Geleneksel tipta asirlardir kullanilan Curcuminin, toksik ve herhangi bir yan etkisinin

olmadigi ve fazla olglilerde kullanilabilcegi ¢alismalarda belirtilmistir (Giider, 2011;
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Yardime1, 2015). Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, giinde diyetle 6 gr Curcumini, 3 ay
stresince alan bireylerde yan etkiye rastlanmamistir ve baska bir ¢alisma da bu durumu
destekler niteliktedir, glinde 12 gr Curcumin verilen bireylerde de doz artisina ragmen toksik
etki goriilmemistir fakat saglikli goniilliiler iizerinde gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise
10-12 gr/gln oralden Curcumin verilmis her ne kadar tedaviye bagl olmadigi disiiniilsede 1
kiside bas agrisi, 2 kiside Curcuminin diisiik emiliminden kaynakli sari-yumusak digki
izlenmistir (Giider, 2011).

Curcumin; antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiinflamatuar, antioksidan, anti-
nosiseptif, antidiyabetik, antikarsinojenik, antimutajenik, antialerjik ve kolesterol seviyelerini
distiriicii 6zellik tasimaktadir (Becit ve digerleri, 2017; Guder, 2011; Pulido-Moran ve
digerleri, 2016).

Fenolik yap1 igeren Curcumin, serbest radikalleri siipiiriicii nitelik tasimaktadir, hatta
vitamin E’den siiptiiriicii 6zelligi birka¢ kat daha fazla giice sahiptir (Akbay ve Pekcan, 2016)
Bu siiptiriicii nitelikteki fonksiyonu fenolik OH icermesiyle iliskili oldugu biyokimyasal
degerlendirmelerde belirtilmektedir (Salem ve digerleri, 2014). Eksojen antioksidan
Curcumin, ROS’u tutar ve boylelikle DNA’y1 oksidatif stres durumundan korumaktadir
(Ozarslan, 2020). Curcumin asil antioksidan 6zelligini, hiicre membranina zarar veren lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek gergeklestirmektedir (Giider, 2011). Curcumin, direkt
etkinliginin yani sira inflamatuar enzim aktivasyonunu azaltarak ya da glutatyon sentezini
yukselterek indirekt olarak da antioksidan 6zellik gostermektedir (Akbay ve Pekcan, 2016).
Cu’m Curcumin ile meydana getirdigi birlesimin SOD’un etkinligi derecesinde antioksidan
Ozellik gosterdigi calismada bulunmustur (Sreejayan, 1997). Curcuminin; SOD, CAT ve GSH
diizeylerini yiikselttigi bildirilmistir (Rauf ve digerleri, 2018).

Curcumin, inflamatuar sitokinlerin salinimini diizenler, NF-kB’nin fonksiyonunu inhibe
ederek inflamasyonu diisiiriir ve sinyal iletiminde rol alan yolaklar1 diizenleyici etkinlik
gosterir (Glider, 2011). Arasidonik asit metabolizmasinda etkinlik gosteren COX-2 enziminin
inhibisyonunu gergeklestirerek ve inflamatuar mediatorlerin meydana gelmesini dnleyerek
antiinflamatuar ~ fonksiyon  gosteren  Curcumin inflamatuar hastaliklarda  siklikla
kullanilmaktadir (Ozarslan, 2020). Zerdecal; histamin iiretiminin diisiiriilmesi, kortizol
hormonun etkinliginin arttirtlmasi ve dolagim fonksiyonlarini iyilestirmesi gibi etkileriyle de
antiinflamatuar 6zelliklerini sergilemeyi stirdurmektedir (Mukhopadhyay ve digerleri, 1982).

Bir¢ok kanser calismasinda etken madde olarak kullanilan Curcumin; proliferasyon,
invazyon, anjiyogenez ve metastazi baskilayarak; apoptozun baskilanmasi durumunu ise

inhibe ederek etkinligini géstermektedir ve bu etkinligin sergilenmesindeki asil potansiyel ise
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Curcuminin NF-kB’nin blokoérii olmasidir (Soylu, 2019; Giider, 2011). Yapilan ¢aligmada,
rektum ve kolon kanserlerinde pozitif etkinligine dair bilgilendirme mevcuttur (Yardimci,
2015).

Curcumin, bagirsakta tetrahidrocurcumin (THC, renksiz ve polaritesi diisiik) formuna
doniismektedir ve bagirsaktan absorbe edilip buradan dokulara gonderilmektedir, en sonunda
ise karacigere gonderilir ve safra yolu ile atilimi gerceklestirilmektedir. Agizdan alimi
saglanan Curcuminin %75’lik kismi diskiyla, %25°lik boliimii ise idrarla viicut disina

atilmaktadir; intraperitonel yoldan verildiginde ise %11°nin safra kesesinde depo edildigi

belirtilmektedir (Ozarslan, 2020).

2.13. Vitamin D

D vitamini isminde yer aldig1 gibi vitamin degil, aslinda ¢ok islevli bir pro-hormondur,
viucuda 6nemli etkileri bulunan steroid hormon kalsitrioliin dncusudir (Feldman ve digerleri,
2014). D vitamini terimi; kolekalsiferol, ergokalsiferol, kalsidiol ve kalsitriol iceren bir grup
steroid benzeri molekiile karsilik gelir (Duffy ve digerleri, 2017).

D vitamini 1919'da Edward Mellanby tarafindan rasitizm iizerinde calisirken kesfedildi
(Mellanby, 1919). D vitamininin siniflandirilmasi, yan zincirlerin yapilarindaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. D vitamini alti1 alt siifa ayrilir: D2 vitamini, ergosterol (24
metlergosterol); Ds, kolekalsiferol; D4, 24 metilkalsilfirol; Ds, sitosterol (24-
etilkoleksiliferol); Ds, Stigmasterol (24 etilgalokalsiferol) ve D7, 24-cis-metilkolekalsiferol
(Napoli ve digerleri, 1979). Geg¢miste farkli formlarin toksisite profili tanimlanmistir.
Sonuglar D3 vitamininin en toksik form oldugunu, Ds'in ise en az toksik oldugunu gostermistir
(Cheung ve digerleri, 2012).

Glines'ten gelen UV 1sinlar1, 7-dehidrokolesterolii, fosfoliz aracili termo izomerizasyon
yoluyla B-halkasinin boliinmesiyle sekonder steroid haline getirir (Cheung ve digerleri,
2012). D vitamininin karacigerde CYP27A1 (25-hidroksilaz) ile 25(OH)Ds'e ve daha sonra
bobreklerde CYP27B1 (lo-hidroksilaz) tarafindan 1,25(OH)2Ds'e metabolize edildigini
gosteren genel bir metabolizma diizeni olusturulmustur. Son birkag yildir yapilan ¢alismalar,
D vitamininin etki gosterdigi epitel hiicrelerin CYP27B1 ifade ettigini ve bu nedenle
metabolizmanin D vitamini hedef organlar tarafindan uygulanabilir oldugu kanitlanmistir

(Battault ve digerleri, 2012).
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Yagda eriyen vitamin olan D vitamini, az miktarda dogal olarak gidalarda
bulunmaktadir. Salmon (Somon balig1), uskumru, ton baligi, sardalya gibi yagl balik tiirleri;
kirimizi et, kanath yagi, yumurta sarisi, siit, mantar, brokoli, yesil sogan, maydanoz, su teresi
D vitamini yoninden zengindir (Dimitri ve digerleri, 2007; Nighat ve digerleri, 2016).

D vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmasini diizenler ve kemik mineralizasyonu i¢in
gereklidir (Feldman ve digerleri, 2013). Yillar boyunca, D vitamininin sadece kemiklerde bir
islevi olmadigi, ayn1 zamanda apoptozun indiiklenmesi, immiin sistemi modiile etme,
inflamasyonu inhibe etme, hiicre proliferasyonunu bloke etme ve hiicre farklilagsmasini tegvik
etme gibi diger bazi biyolojik siireclerde de rol oynadigi belirtilmektedir. Boylece, D vitamini
viicutta coklu ve cesitli etkilere aracilik edebilir. Pleitrofik etkileri nedeniyle, D vitamini
birgok farkli hastalikta, 6zellikle kanserde genis ¢apta arastirtlmigtir (Feldman ve digerleri,
2014).

Birgok kisi, kapali mekanlarda ¢alismalari, cilt kanseri riski ile ilgili endiselenme
nedeniyle giines 1s1gindan kaginma, ekvatordan uzakta yasama ve giines 1sinlarin1 bloke eden
koyu cilde sahip olmalar1 gibi ¢esitli yasam faktorlerinden dolayi yeterli glines 15181 alamiyor;
sonug olarak da, diinya genelinde ¢ok sayida kiginin D vitamini eksikligi bulundugu tespit
edilmistir (Holick, 2007).

Farmakolojik acidan, hastalik durumlarinda kalsitriol kullanimi1
hiperkalsemik/hiperfosfatemik durum riskiyle engellenmistir. Bu yan etkilere neden olmadan
kalsitrioliin istenen etkilerinin bir kismini koruyan analoglarin gelistirilmesine neden olmustur
(Barretov ve digerleri, 2015).

Kandaki D vitaminini belirlemede kullanilan parametre; dolasimda yer alan ve D
vitamininin ana formu olan 25(0OH)Dz3’nin diisiik serum seviyesi, D vitamini eksikliginin ana
gostergesidir. 25(OH)D3s dolasimdaki D vitamininin baskin seklidir. 25(OH)D3'lin yarilanma
omrii 3 haftadir. 1,25(0OH)2Ds sentezi bdobrekte paratiroid hormonu tarafindan
diizenlendiginden artmis UVB maruziyeti genellikle dolagimdaki 1,25(OH)2D3'yi ylkseltmez.
1,25(0OH).D3z en aktif D vitamini metabolitesidir, ancak serumdaki konsantrasyonu
25(0OH)D'tin binde biri kadardir (Garland ve digerleri, 2006; Ness ve digerleri, 2015).

Kandaki D vitamini miktar1 referans araligi; yeterli serum D vitamini dizeylerinin 30
ng/ml'nin (75 nmol/L) izerinde olmasi Onerilir (Martin-Herranz ve digerleri, 2015).
25(0OH)Ds serum seviyeleri: <20 ng/ml eksiklik, 20-30 ng/ml yetersizlik, 30-80 ng/ml optimal
degerdir (Gilbert ve digerleri, 2012). Y1l boyunca 25(OH)D3s konsantrasyonlari 30-50 ng/ml
araliginda tutulmalidir (Pludowski ve digerleri, 2016). Garland ve ark (2006), ideal
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konsantrasyonlarin 75-150 ng/ml arasinda olmasi gerektigini belirtmistir. D vitamininin
toksikligi ise >375 ng/ml konsantrasyonunda gorilmektedir (Gilbert ve digerleri, 2012).

D vitaminin giinliik 6nerilen miktari; Garland ve digerleri (2006), 30-45 ng/mL serum
25(0OH)Ds seviyesi, normal paratiroid hormonu seviyelerini korumak igin gerekli en az seviye
oldugunu belirtmiglerdir. Yas, viicut agirligi, hastalik durumu ve etnisiteye bagli olarak D
vitamini alim dozlar1 400-2000 1U/giin araliginda degisebilmektedir (Pludowski ve digerleri,
2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Gereg

3.1.1. Etik Kurul Karar

Bu deneysel calisma ve igerigindeki deneysel miidahalelerde, Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (ADU-HADYEK) 64583101/2019/131
sayil1 ve 25.12.2019 tarihli karari ile etik yonden sakinca bulunmadigi onaylandi (EK1).

3.1.2. Deney Hayvanlan

Calismada Aydm Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
yetistirilmis, agirliklar1 ortalama 250-300 gram olan, 12 haftalik, 48 adet Wistar albino disi
sican kullanildi. Tiim siganlar deney boyunca 12 saat karanlik 12 saat aydinlik sirkadiyen
ritimde, 22+1°C sicaklik ve %40-60 bagil nem oraninda odalarda ve alt kismi 425x265x180
mm boyutlarinda seffaf polikarbon malzemeden iiretilmis, {stliikleri ise paslanmaz celikten
olan kafeslerde tutuldu. Deney siiresi boyunca sicanlar standart pellet yem ile ad libitum
beslenmis olup, icme suyu olarak serbest erigimli sehir sebeke suyu verildi. Hayvanlarin oral
beslenmesi, anal yoldan asetik asit veriminden ve sakrifiyeden 24 saat 6nce kesilerek, su
tiikketimlerine miidahalede bulunulmadi. Deney, Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Biyokimya analizleri, Adnan Menderes
Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvarinda calisildi. Biyokimya analizleri icin doku
homojenizasyonu, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’'nda saglandi. Histopatolojik incelemeler, Adnan Menderes Universitesi Tip

Fakdiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
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W,

Resim 3. Caligmada yer alan deney hayvanlari

3.1.3. Curcumin ve D vitamini

Curcumin hammaddesi ayni zamanda igerigindeki sar1 pigment kaynakli gida
sektoriinde gida boyasi olarak da kullanilmaktadir (Glider, 2011; Soylu 2019). India Glycols
Limited ve Plant Lipids adli sirketler tarafindan igerik analizi gergeklestirilen Ceneviz
Gida’dan temin ettigimiz, Hindistan menseili %95,35 Curcumin (hammaddeye ait analizler
Resim 4 ve 5’te yer almaktadir), Pre ve Post Curcumin tedavi gruplarina, toz formu 200
mg/kg diisecek sekilde %1°’lik DMSO ile vortex yardimiyla ¢ozduruldd, distile suyla
calkalanmig versiyonu 7 giin boyunca, ucuna gavaj aparati takilan insiilin enjektoruyle
orogastrik olarak agirlig1 ortalama 300 gr olan ratlara 0,3 ml verildi (Wang ve digerleri, 2012;
Yardimct, 2015).
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’plant lipids

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Invoice No

BPLGS170290

Product Curcumin Powder _{05312,
| Quantty | 100KG
PL Product Code PLB8707
SI No [21-24
Lot No 17007146
Mfg Date | 10/02/18
Shelf Life 18 months
Test Parameters Specification Test Results
Organcleptic Characteristics:-
I/Appearance | Bright yeliow fine powder | COMPLIES
dour/Taste no flavour reminiscent of uMmerc COMPLIES
Analytical Tests:-
urcumir 4% to 97N 95 35%
Residual Solvent | Below 100PPM [ 49 por

The prochuct is GMO free

Resim 4. Curcumin ylizdesini gosterir analiz sertifikasi

Nutritional Value of Curcuminioids (Curcumin) 9594

Nutritional Value

Calories Kcal
Calories K Joule
'”Ii:’iéi(j'iur”i \;6.2'57)"5.";7. by mass
Fat “%aby mass
_ Saturated Fat Y
. Trans Fat % INASS
[ Dietary Fiber®s by mass
Mono saturated Fat
Poly saturated Fat
Saccharose

oby mass

Yo {y mass
Yo by mass

- EESEE

by mass

Maltose by | 85
Cholesterol mg/kg
Vitamin A mgikg
NVitamin C mg/kg =~
| Sodium content . mg/kg
alcium .mg/ikg
Iron mg/kg

I

!

i

i
1
|
|
|
!

398.0

I ()(I(y

Nil
0.1 g
0.07
Nil
INil
Nil
Nit
Not Detected
Not Detected
Not Detected
Not Detected
Not l)clcélc’:dii B
Not Detected
Not Detected
Nil

19.4

265.6

243.2

Resim 5. Curcuminin iceriginde yer alan besin 6geleri durumunu gosterir belge

Igeriginde zeytinyagi bulunan damlasinda 400 IU kolekalsiferol iceren Ocean Marka
(Germany) D vitamini, si¢anlara 0,4 mcg/kg (16 1U/kg) D vitamin diisecek sekilde aygicek

yaginda seyreltildi, Pre ve Post D vitamin tedavi gruplarina, 7 giin boyunca, ucuna gavaj

aparat1 takilan instilin enjektoriyle orogastrik olarak agirlig1 ortalama 300 gr olan ratlara 0,12

ml verildi (Cantimur, 2014).
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Resim 6. Deneyde kullanilan etken maddeler
(Sol: Kolekalsiferol; Sag: %95,35 Curcumin)

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda, Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari’nda,
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda, Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda

bulunan asagida siralanan cihazlar kullanildu.

e Santriftij (Hettich Zentrifiigen Mikro 200R, San Bio Medikal, Ingiltere)
e Santrifllj (Hettich Zentrifigen Rotina 420, Almanya)

o \/orteks (Labnet International Inc. Edison NJ, ABD)

e Ultra saf su cihazi (SS 200 Simsek Lab. Ankara)

e Hassas terazi (SARTORIUS AG BP 610, Almanya)

¢ Derin dondurucu (-80°C) (SANYO MDF U5186S, Japonya)

e Mikroplate okuyucu (ELx 800, BioTek Instruments Inc, ABD)

e Inkiibasyon cihaz1 (Microtec. Type Ak120, Infors Ag, Isvicre)

e Homojenizasyon cihaz1 (Ultra-Turrax T8 IKA-Werke SIGMA, Almanya)
¢ Otomatik Plate yikayic1 (Plate Washer DAS)

e pH metre (Hanna H1221)

e Kaynamis su banyosu (Leica)

e Otomatik pipetler (Ependorf)

¢ Olympus BX20 Mikroskop
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e Etliv (Nlve, ENO55)

e Mikrotom (Leica RM 2135)
e Buzdolab1 (Indesit)

e Doku takip cihaz1 (Leica)

e Parafin cihazi (Leica)

3.1.5. Kullanilan Sarf Malzemeler

o Asetik asit

o Eter

e NaCl (sodyum klortr) (Merck, 6400, Almanya)

¢ DMSO (Sigma, Almanya)

e Fosfat tamponu (PBS phosphate buffer saline; 50 mM pH 7,4)

e Etanol absolute (Sigma, 32221)

eKsilen (Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure, Tekkim, Catolog #
TK.090270.01000)

e Parafin (Parafin Boncuk 56-58°C, Tekkim, Catolog # TK.200661.05004)

e Lam-lamel (Isotherm)

¢ Doku takip kaseti

e Mikrotom Bigagi

¢ Formaldehit (Formaldehyde Solution Min. 37% Stabilized With About 10% Methanol,
Merck, Catolog # 1.040.022.500)

e Hematoksilen (Haematoxyclin Mayer's, Bio-optica, Catolog # 05-06002/L, italya)

e Eozin (Eosin Aqueous, Bio-optica, Catolog # 05-10002/L, Italya)

eEntellan (Entellan new rapid mounting medium for microscopy, Merck, Catolog #
M107961.0500)

e Numune kab1 (Firatpen, Tiirkiye)

e Kan tlpu

¢ Eppendorf (Isolab)

e Insiilin enjektori (Beybi, Turkiye)

¢ 10 ml yesil uclu enjektor (Beybi, Tlrkiye)

#1000, 200, 20 mikrolitrelik mikropipet ucu
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e Eldiven (Beybi, Turkiye)

e Curcumin (Ceneviz Gida, India)

¢ D vitamin (Orzax Ocean Vitamin Dz 400 1U, Germany)

¢ TNF-a kiti (Rat TNF-alpha ELISA kit, FineTest, Catalog #ER1393, China)

elL-1p Kkiti (Rat IL-1p ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog
#EO0119Ra, China)

o IL-6 kiti (Rat IL-6 ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog #E0135Ra,
China)

o INF-y kiti (Rat IFN-Gamma ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog
#E0103Ra, China)

e Occludin kiti (Rat Occludin ELISA Kkit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog
#E2185Ra, China)

e Zonulin kiti (Rat Haptoglobin/Zonulin ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory,
Catalog #E2457Ra, China)

e Sican yemi (Bil-Yem Gida San. ve Tic. Ltd Sti. Standart rat yemi, Ankara)

3.2. YOntem

3.2.1. Deney Tasarimi

3.2.1.1. Deneysel Kolit Modeli Olusturma Prosediirii

Kolit yapilacak sicanlar yaklasik 24 saat onceden a¢ birakildi, su tliketimi serbestti.
Kolit yapilacak sicanlara ucunda gavaj aparatt bulunan enjektorle, 1 ml %4’liikk asetik asit
anal orifisten 8 cm igeriye girilerek verildi. Asetik asit verilen sicanlar, maddenin rektumdan
disart ¢ikigint 6nlemek adina 30-60 sn kuyruklarindan tutulup bekletildi (Cantimur, 2014).

Sicanlarin tiimii sakrifiye edildikten sonra kolonun son 10 cm’lik segmenti, ince
bagirsagin son 2-3 cm’si (distal ileum), ince bagirsagin son 5 cm proksimalindeki 10 cm’lik
(Jejenum) kismi ¢ikartildi. Kolon ve ince bagirsak (jejenum ve distal ileum) segmentleri
serum fizyolojik (%0,9’1uk) ile diskidan arindirildiktan sonra biyokimyasal analiz i¢in Kilitli
posete konulup -80°C’ye kaldirildi. Sadece kolon segmentinin bir kism1 histopatolojik analiz

icin direkt numune kabindaki formal soliisyona konuldu. Hayvanlardan 5 ml kan alinip
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santrifiij edildi ve serumlar1 eppendorflara konup -80°C’ye analiz i¢in kaldirildi. Dokularin
(kolon, distal ileum, jejenum) ve serumun biyokimyasal analizlerinde, immunolojik durumu
saptamak adina TNF-a, IL-1pB, IL-6, INF-y diizeylerine; bagirsak gegirgenligindeki degisimi
saptamak adina Occludin ve Zonulin proteinlerinin seviyelerine; oksidan durumu saptamak

amaciyla MPO degerine bakild1 ve drneklerdeki protein tayini icin Bradford testi yapildi.

Resim 7. Kolit olusturma prosediirii

(Sol: 1 ml %4’lik Asetik asit soliisyonun intrarektal verimi, Sag: soliisyon ¢ikisinin 6nlenmesi adina 30-

60 sn kuyruktan tutma proseduri)

3.2.1.2. Deney gruplari

Kontrol Grubu, Kolit Grubu, 200 mg/kg Curcumin+Kaolit (Koruyucu tedavi /Pretedavi
grubu), 0,4 ng/kg (16 1U/kg) D vitamini+Kolit (Koruyucu tedavi/Pretedavi grubu), Kolit+200
mg/kg Curcumin (Post tedavi grubu), Kolit+0,4 pg/kg (16 1U/kg) D vitamini (Post tedavi

grubu) olmak Gizere 8 rattan olusan 6 gruba ayrildu.

3.2.1.2.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki hayvanlar, Kolit grubuyla ayni sartlara maruz birakildi ve bir islem
uygulanmadi. 24 saat dnce ag¢ birakilan ve eterle uyusturulan hayvanlar servikal dislokasyonla

sakrifiye edilip serum ve doku 6rnekleri alindi.
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3.2.1.2.2. Kolit Grubu

Deneysel kolit, asetik asit ile olusturuldu. Kolit yapilacak hayvanlar, kolit
uygulanmasindan yaklasik 24 saat once a¢ birakilip ¢aligma giinii 1 ml %4’liik asetik asit
gavaj aparat1 yardimiyla anal orifisten 8 cm igeriye girilerek verildi. Bu gruba herhangi bir
onciil tedavi uygulanmadi. Asetik asitle kolit olusturulan deney grubu hayvanlara, intrarektal

1 ml %4°liik asetik asit 9 gun icerisinde 2 giin ara ile 2 kez uygulandi.

3.2.1.2.3. Pretedavi Curcumin

Kolit olusturulmadan 6nce Curcumin verilen gruba, 200 mg/kg Curcumin (distile su ile
hazirlanmig versiyonu 0,3 ml) intragastrik olarak ginde 1 kez olmak izere 7 glin verildi.
Intrarektal 1 ml %4’liik asetik asit 9 giin icerisinde 2 gin ara ile 2 kez uygulandi. Asetik asit

veriminden 24 saat dnce ratlar a¢ birakildi.

Resim 8. Intragastrik olarak curcumin verimi ve gavaj aparatt

3.2.1.2.4. Pretedavi D vitamini

Kolit olusturulmadan 6nce D vitamini verilen gruba, 0,4 pg/kg (16 1U/kg) D vitamini
(aygicek yagi ile hazirlanmis versiyonu 0,12 ml) intragastrik olarak giinde 1 kez olmak Uzere
7 gin verildi. intrarektal 1 ml %4’liik asetik asit 9 giin icerisinde 2 giin ara ile 2 kez

uygulanmustir. Asetik asit veriminden 24 saat 6nce ratlar a¢ birakildi.
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3.2.1.2.5. Posttedavi Curcumin

Kolit olusturulduktan sonra, 200 mg/kg Curcumin (distile suyla seyreltilmis
versiyonuyla 0,3 ml) intragastrik olarak glinde 1 kez olmak tizere 7 giin verildi. Bu uygulama
oncesinde intrarektal 1 ml %4 liik asetik asit 9 gin icerisinde 2 giin ara ile 2 kez

uygulanmugtir. Asetik asit veriminden 24 saat 6nce ratlar a¢ birakildi.

3.2.1.2.6. Posttedavi D vitamini

Kolit olusturulduktan sonra, 0,4 pg/kg (16 IU/kg) D vitamini (aygigegi ile hazirlanmis
versiyonu 0,12 ml) intragastrik olarak glinde 1 kez olmak (lizere 7 giin verildi. Bu uygulama
oncesinde intrarektal 1 ml %4’liik asetik asit 9 gln igerisinde 2 giin ara ile 2 kez
uygulanmistir. Asetik asit veriminden 24 saat 6nce ratlar a¢ birakildi.

Deney siiresince tiim hayvanlar kendi gruplarina ait manipiilasyonlara tabi tutulduktan
sonra, hayvanlarin tamami 9. guiniin sonunda sakrifiye edilip kan 6rnekleri, ince bagirsak ve
kolon doku ornekleri alindi. Sicanlar kapali bir kap iginde asir1 doz etere maruz
birakilmalarindan hemen sonra, servikal dislokasyon gergeklestirildi ve intrakardiyak 5 ml
kan alindi. Sonra da inflamasyonlu bolgeyi icine alan yaklasik 10 cm’lik kolon segmenti, ince
bagirsagin son 2-3 cm’si (distal ileum), ince bagirsagin son 5 cm proksimalindeki 10 cm’lik
(jejenum) kismu ¢ikartildi. Cikartilan kolon segmentinin bir kismi1 histopatalojik inceleme, bir
kismi da biyokimyasal inceleme igin kullanildi. Cikartilan distal ileum ve jejenum ise
bagirsak gecirgenliginin ve inflamasyonel/oksidan durumun tespiti amaciyla sadece
biyokimyasal analiz ig¢in kullanildi. Akut kolit olusturan asetik asitin etkinlik siireci baz

alinarak son yapilan dozdan 3 giin igerisinde sakrifikasyon gerceklestirilip 6rnek alinmaya
dikkat edildi.

3.2.2. Analiz YOontemleri

Hazirlanan deney gruplarindaki siganlarda gergeklestirilecek deneysel modelin ve tedavi
edici ajanin uygulanmasi1 sonucunda bulgularin elde edilebilmesi i¢in agirlik 6l¢limii,
makroskobik gorinim inceleme, biyokimyasal analizler ve histolojik analizler

gerceklestirildi.
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3.2.2.1. Agirhk Olgiimii

12 haftalik ratlarin ortalama agirliklar1 250-300 gr olarak belirtildi. Sakrifiye gini ratlar
tek tek digital tartida tartilip agirliklart not edildi. Elde edilen sonuglar Kontrol grubu rat
agirliklartyla kiyaslanarak bulgular kisminda, degisim yiizdelerine ait veriler Tablo 2’de

sunuldu.

3.2.2.2. Makroskobik gorinim inceleme

Gruplardaki siganlar sakrifiye edildikten hemen sonra, biyokimyasal ve histolojik
inceleme gerceklestirmek adina kolon dokusu alinip ayrilmadan 6nce makroskobik inceleme

yapabilmek icin kolonlarin fotograflar1 ¢ekildi, fotograflara bulgular kisminda yer verildi.

3.2.2.3. Biyokimyasal Analiz

ELISA ile kolon, distal ileum, jejenum dokusunda ve serumda; TNF-a, IL-1p, IL-6,

Interferon-y, Zonulin ve Occludin diizeylerine bakildu.

Resim 9. Kitler ve homojenizator

(Sol: Biyokimyasal analizlere ait kitlerin toplu gorseli, Sag: Doku homojenizasyonu gergeklestirilirken)

3.2.2.3.1. Dokularin Homojenizasyonu

Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlarin bagirsak dokulari ¢ikarildi. Dokular tartildi ve
doku TNF-a, IL-1pB, IL-6, INF-y, Occludin, Zonulin seviyelerinin ve MPO aktivitesinin
hesaplanmasi igin, fosfat tamponu iginde homojenize edildi. Dokudaki fazla kan1 ve diskiy1

lyice gidermek icin dokular serum fizyolojik iginde duruland1 ve homojenizasyondan énce
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tartildi. Dokular kiyildi ve buz Uizerinde homojenlestirici ile PBS (pH=7,4) icinde homojenize
edildi. Doku homojenatlar1 daha sonra vortekslendi ve santrifdj edildi (15000 rpm; 15 dk;

4°C) ve supernatantlar analiz icin -80°C’de bekletildi.

Resim 10. Serum fizyolojik ile digkidan arindirilmis doku 6rnekleri
(A: Kaolit, B: Kolit+Cur, C: Kolit+Dvit, D: Cur+Kaolit, E: Dvit+Kaolit)

3.2.2.3.2. Doku Tumor Nekroz Faktor-a Duzeyi Olcimi

Kan 6rnekleri 3000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve serum numuneleri hazirlandi.
Eppendorf tliplere alinan serumlar analiz donemine kadar —80 derecede saklandi. Doku
homojenatlari santruftj edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve supernatantlar analiz igin -80°C’de
bekletildi. Serum ve doku ornekleri TNF-o diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Doku ve serumda TNF-a seviyesi, kit protokolii takip edilerek FineTest'den
satin alinan bir TNF-a analiz kiti (Kat. No. ER1393) kullanilarak analiz edildi. TNF-a
konsantrasyonu, enzime bagli immiinolojik bir yontem ile 6l¢iilerek sonuglar, yas doku grami
basina pikogram olarak, serum ise mililitre basina pikogram olarak ifade edildi. Renk
yogunlugu, numunelerden yakalanan TNF-a miktari ile orantili olarak, TNF-a seviyesi, 450

nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak belirlendi.

Resim 11. TNF-a kit ve Mikroplate
(Sol: Rat TNF-a ELISA kitine ait malzemeler, Sag: Mikroplate okuyucu)
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3.2.2.3.3. Doku Interlékin-1p Diizeyi Ol¢iimii

Kan 6rnekleri 3000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve serum numuneleri hazirlandi.
Eppendorf tiiplere alinan serumlar analiz donemine kadar —80 derecede saklandi. Doku
homojenatlari santruftj edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve supernatantlar analiz igin -80°C’de
bekletildi. Serum ve doku Ornekleri IL-1p diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Doku ve serumda IL-1B seviyesi, kit protokoli takip edilerek Bioassay
Technology Laboratory'den satin alinan bir IL-1f analiz Kkiti (Kat. No. E0119Ra) kullanilarak
analiz edildi. Kit protokoline bagli kalinarak, bir numunede bulunan IL-1p,
hareketsizlestirilmis antikor tarafindan kuyucuklara baglanir. Kuyucuklar yikanir ve biyotinile
edilmis anti-rat IL-1p antikoru eklenir. Baglanmamis biyotinlenmis antikorun yikanmasindan
sonra, HRP-konjuge streptavidin, kuyucuklara pipetlenir. Kuyucuklar tekrar yikanir, ardindan
bir TMB substrat c¢ozeltisi ilave edilir ve baglanan IL-1f miktariyla orantili olarak renk
gelisimi gozlenir. Durdurma soliisyonu rengi maviden sariya ¢evirir. Uygun sekilde islemler
gergeklestirilerek olusan rengin yogunlugu 450 nm'de 6l¢iildii, sonuclar serumda pg/ml ve
dokuda pg/gr olarak ifade edildi.

3.2.2.3.4. Doku Interlokin-6 Diizeyi Ol¢uimii

Kan ornekleri 3000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve serum numuneleri hazirlandi.
Eppendorf tiiplere alinan serumlar analiz donemine kadar —80 derecede saklandi. Doku
homojenatlar1 santrifij edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve supernatantlar analiz i¢in -80°C’de
bekletildi. Serum ve doku Ornekleri IL-6 diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Doku ve serumda IL-6 seviyesi, kit protokoll takip edilerek Bioassay
Technology Laboratory'den satin alinan bir IL-6 analiz kiti (Kat. No. E0135Ra) kullanilarak
analiz edildi. IL-6 konsantrasyonu, enzime bagli immiinolojik bir yontem ile Olgiilerek
sonuglar, yas doku grami basina mikrogram olarak, serum ise litre basina mikrogram olarak
ifade edildi. Renk yogunlugu, numunelerden yakalanan IL-6 miktar1 ile orantili olarak, IL-6

seviyesi, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak belirlendi.
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3.2.2.3.5. Doku Interferon-y Diizeyi Olgiimi

Kan 6rnekleri 3000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve serum numuneleri hazirlandi.
Eppendorf tliplere alinan serumlar analiz donemine kadar —80 derecede saklandi. Doku
homojenatlari santruftj edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve supernatantlar analiz igin -80°C’de
bekletildi. Serum ve doku 6rnekleri INF-y diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Doku ve serumda INF-y seviyesi, kit protokolu takip edilerek Bioassay
Technology Laboratory'den satin alinan bir INF-y analiz kiti (Kat. No. EO103Ra) kullanilarak
analiz edildi. INF-y Konsantrasyonu, enzime bagli immiinolojik bir yontem ile oOlgiilerek
sonuglar, yas doku grami basina mikrogram olarak, serum ise litre basina nanogram olarak
ifade edildi. Renk yogunlugu, numunelerden yakalanan INF-y miktari ile orantili olarak, INF-

vy seviyesi, 450 nm'ye ayarlanmig bir mikroplate okuyucu kullanilarak belirlendi.

3.2.2.3.6. Doku Miyeloperoksidaz Duizeyi Ol¢iimi

Kan ornekleri 3000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve serum numuneleri hazirlandi.
Eppendorf tiiplere alinan serumlar analiz donemine kadar —80 derecede saklandi. Doku
homojenatlar santriifij edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve supernatantlar analiz i¢in -80°C’de
bekletildi. Doku ve serumda MPO aktivitesi, manual olarak analiz edildi. MPO aktivitesi,
dokuda ve serumda mU/ml olarak ifade edildi. Renk yogunlugu, numunelerden yakalanan
MPO aktivitesi ile orantili olarak, MPO durumu 460 nm'ye ayarlanmig bir mikroplate

okuyucu kullanilarak belirlendi.

3.2.2.3.7. Doku Occludin Duizeyi Olciimii

Tum reaktifler, standart soliisyonlart ve Ornekleri kit talimatlarmna gore hazirlandi.
Kullanmadan 0Once tim reaktifler oda sicakligina getirildi. Tahlil, oda sicakliginda
gerceklestirildi. Test igin gerekli strip sayisi belirlendi. Standart kuyucuguna 50 pl standart
eklendi. Standart kuyucuguna antikor eklenmedi ¢unk( standart ¢zelti biyotinlenmis antikor
iceriyordu. Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklendi ve ardindan numune kuyucuklarina
10 pl anti-Ocln antikoru eklendi, ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50
ul streptavidin-HRP eklendi (Bos kontrol kuyusuna eklenmedi). Plaka, kit setinden ¢ikan bir
muhurleyici ile ortuldi. 37°C'de 60 dakika inkiube edildi. Sizdirmaz miihiirleyici ¢ikarildl ve
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plaka 5 kez yikama tamponuyla yikandi. Kuyular her yikama igin 30 saniye ile 1 dakika
arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu ile 1slatildi. Otomatik yikama i¢in, tiim kuyular aspire
edildi ve 5 kez yikama tamponu ile yikandi, kuyular yikama tamponu ile dolduruldu. Plaka,
kagit havlu veya baska bir emici malzemeyle kurulandi. Her kuyucuga 50 pl substrat
soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50 pl substrate solution B eklendi. Plaka yeni
bir miihiirleyici ile kapali olarak 37°C'de karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Her kuyuya 50 pl
Durdurma Sollisyonu eklendi, mavi renk hemen sariya dondiigii gozlendi. Durdurma
soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu
kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi. Occludin seviyeleri

dokuda ve serumda mililitre bagina nanogram olarak belirtildi.

3.2.2.3.8. Doku Zonulin Duizeyi Ol¢imii

Tiim reaktifleri, standart soliisyonlar1 ve Ornekleri talimatlara gore hazirlandi.
Kullanmadan &nce tim reaktifler oda sicakligina getirildi. Tahlil, oda sicakliginda
gerceklestirildi. Test i¢in gerekli strip sayist belirlendi. Stripler kullanmak igin cercevelere
yerlestirildi.  Standart kuyucuguna 50 pl standart eklendi. Standart kuyucuguna antikor
eklenmedi cunki standart ¢ozelti biyotinlenmis antikor igermektedir. Numune kuyucuklarina
40 pl numune eklendi ve sonra numune kuyucuklarma 10 pl anti-Hpt/HP antikoru eklendi,
ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi (Bos
kontrol kuyucuguna eklenmedi). Plaka bir muhurleyici ile ortildu ve 37°C'de 60 dakika
inkiibe edildi. Sizdirmaz miihiirleyici ¢ikarildi ve plaka 5 kez yikama tamponuyla yikandi.
Kuyular1 her yikama icin 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu ile
islatildi. Otomatik yikama igin, tim kuyular aspire edildi ve 5 kez yikama tamponu ile
yikandi, kuyular yikama tamponu ile dolduruldu. Plaka, kagit havlu veya bagka bir emici
malzemeyle kurulandi. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her
kuyucuga 50 pul substrate solution B eklendi. Plaka yeni bir miihiirleyici ile kapali olarak 37°
C'de karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Her kuyuya 50 pl Durdurma Soliisyonu eklendi, mavi
renk hemen sariya doniistiigii gézlendi. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika
icinde 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanarak her kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) belirlendi. Zonulin seviyeleri dokuda ve serumda mililitre basina

nanogram olarak belirtildi.
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3.2.2.4. Histopatolojik Analiz

%10’luk formalin igeren soliisyon, 6 adet numune kaplarina paylastirilip tim histolojik
kolon doku d&rnekleri gruplanarak formaldehitle fikse edildi. Kolon dokusundaki otolizi
onleyen fiksasyon isleminden sonra formalinden alinan kolon dokulari doku takip kasetine
gruplar halinde yerlestirildi ve doku takibi oncesinde formalinin uzaklastirilmasi igin sehir
sebekesi akar suyunda 24 saat bekletildi. Sonrasinda kapakli doku kasetleri igerisinde bulunan
kolon drnekleri doku takip cihazinda %70, %80, %95 ve en son %100’lik olacak sekilde
asendan alkol serilerinde dehidre edildi (dokudaki su uzaklastirildi) boylelikle dokularin ¢ok
ince kesilebilmesi adina sertlesmesi saglandi fakat bu durum aymi zaman dokunun
kirtlganligini da arttirdi. Dokudaki alkol, ksilol serilerinden gegirilerek uzaklagtiriimasi
saglandi ve ksilol ayn1 zamanda dokunun seffaflagtirillmasini da gergeklestirmistir. Doku takip
cihazindaki son durak olan sivilastirilmig parafinle de 6zellikle liimeni olan dokularin her
yerine parafin girisi saglanmistir ve dokunun belli bir postiir almast kolaylastirilmistir.
Dokunun ince kesilmesi adina gerekli sertlesmeyi saglayan bu iglemlerden sonra asil
dilimlenecek forma girmesine yardimci olan 68-70°C’de eritilmis sivi parafinle kolon
dokular1 kaliplarin igerisine dikine gomuldi (Leica EG 1110). Kaliplardan 1 giin sonra
cikartilan doku parafin bloklari, kesimi kolaylastirmak adina buzlukta bir siire bekletildikten
sonra mikrotomla (Leica RM2135) 5’er mikrometre kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitler
40-42°C’deki su banyosuna konuldu ve buradan lamlara aktarimi gergeklestirildi. Dokular
lamda kuruduktan sonra lamlar etiivde 4 saat kadar bekletilip dokunun lama sabitlenmesi ve
lama yapisan parafinlerin erimesi saglandi. Son olarak mikroskopta gerekli gorintinin
saglanmasi adina preparatlar Hematoksilen&Eozin ile boyandi ve entellan ile sabitlenip
tistiine lamel kapatildi. Preparatlara ait histomikrograflar, Olympus BX51 mikroskoba monte

edilmis bir Olympus DP20 dijital kamera ile alindi.

Resim 12. Histolojik ¢aligmalar sirasinda kullanilan cihazlar
(A: Doku takip cihazindan kolon dokularimin gegirilmesi, B: Dokularin kaliplara yerlestirilip eritilmis parafinle kaplanmasi, C:

Parafin bloklarin mikrotom cihaziyla kesimi, D: Kesilmis dokularin su banyosunda agilmasini bekleyip lama konumlandirilmasi)
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3.2.2.4.1. Hematoksilen & Eozin Boyama

Lam (zerine alinmis olan kesitler etiivde 4-6 saat boyunca 115°C’de bekletilip
deparafinizasyonu saglandiktan sonra sirasiyla 3 dk ve 4 dk dakika ksilolden ve ardindan
sirastyla %100, %80’lik desendan alkol serilerinden 1’er dakika gecirildi ve distile su
igerisine alindi ve burada da 3 dk bekletildi, sonrasinda 3 dakika boyunca hematoksilende
tutulan dokular daha sonra 1 dakika akar suda yikandi ve su kapatildiktan sonra 3 dk daha
suda bekletildi, sonrasinda 1 dk eozinde tutulmalarinin ardindan %80, %100’lik asendan

alkol serilerinden 1’er dakika, ksilolden 2x4’er dakika gegirilerek entellan ile kapatildi.

Resim 13. Hematoksilen & Eozin boyama

(Etiivde bekletildikten sonra lama sabitlenmis ve parafinlerinden armdirilmis doku érneklerinin;
ksilolden, desendan alkol serilerinden, hematoksilen-eozinden, sonrasinda asendan alkol serilerinden ve son

olarak tekrar ksilolle bulugturulup bekletme prosediirlerine uyularak gegirilmesi)

3.2.2.4.2. Histopatolojik Evreleme

Tahmin edilen bagimsiz parametrelerin herbiri degisikliklerin siddetine gore 0-3
arasinda (0, degisiklik yok; 1, hafif;, 2, orta; 3, siddetli), subjektif olarak uzman bir
histopatolog tarafindan derecelendirilerek kontrollerle karsilastirildi. Kalin  bagirsakta
mukozal hasar/nekroz, inflamasyon, submukozal 6dem, submukozal kalinlasma, mukozal
hemoraji gibi parametreler histopatolojik inceleme ile degerlendirildi (Gonzalez ve digerleri,
1999).
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Tablo 1. Kolon mukozasinin mikroskobik skorlama kriterleri
(Gonzalez ve digerleri, 1999)

Kolit Skoru Etkilenme dizeyi
0 Etkilenme yok
1 Hafif etkilenme
2 Orta diizeyde etkilenme
3 Siddetli etkilenme

3.2.2.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesinde GraphPad Prism (versiyon 7.04, GraphPad
Software Inc., San Diego, ABD) programi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
degerlendirmede oneway analysis of variance (ANOVA) ile yapildi. Biyokimyasal degerlerin
yorumlanmasi Ve grup degerlerinin ¢oklu karsilastiritlmasi, parametrik testlerden Dunnett's
multiple comparisons testi ile gerceklestirildi. Gruplarin degerleri, ortalama + SEM olarak
ifade edildi ve p degeri 0,05 istatistiksel anlamlilik igin smir kabul edildi. Histolojik
degerlerin yorumlanmast ve grup degerlerinin ¢oklu Kkarsilagtirilmasi, non-parametrik
testlerden Dunn's multiple comparisons testi ile gerceklestirildi ve p degeri 0,05 istatistiksel
anlamlilik i¢in sinir kabul edildi. Agirlik degisimi kiyasini gosteren tablonun hazirlanmasi ve

ortalama degerlerin tespit edilmesi i¢in Microsoft Office Excel programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhk Olciimleri

Calismamizda yem ve su kisitlamasi olmadan (ad libitum yem ve ¢esme suyu, yeme
icmeyi engelleyici veya tesvik edici miidahalelerden kacinilarak) sicanlarin beslenmesi
sagland1. Sakrifikasyon isleminden Once si¢anlarin agirlik dl¢timleri alindi. Kolit ve tedavi
gruplarindan elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ortalama agirlik (280,41 gr) sonuglartyla
kiyaslanarak yiizdesel degisim seklinde sunuldu (Tablo 2).

Sakrifiye guniinden 6nceki siiregte kolit olusturulduktan sonra post tedavi Curcumin ve
D vitamini gruplarindan 2’ser rat, Kolit grubundan ise 1 rat 6lumi gergeklesti. Tiim kolit
gerceklestirilen gruplarin bazi ratlarinda 6zellikle ikinci kez asetik asit soliisyonu verildikten

sonra ishalle birlikte kanli diskilama gozlendi.

Tablo 2. Kolit olusturulan tiim gruplarin Kontrol grubuyla kiyaslanarak hesaplanan

agirlik degisim yiizdeleri

Kolit Kolit+Cur Kolit+Dvit Cur+Kaolit Dvit+Kaolit
Sakrifiye 211,14 gr 227,23 gr 243,23 gr 243,80 gr 239,91 gr
glnd
Degisim (%) -24,70 -18,96 -13,26 -13,06 -14,44

4.2. Makroskobik Bulgular

Gruplardaki siganlar sakrifiye edildikten hemen sonra, biyokimyasal ve histolojik
incelemeler i¢in kolon dokusu alinip ayrilmadan dnce makroskobik inceleme yapabilmek igin
kolonlarinin fotograflar1 ¢ekildi. Makroskobi gorintileri, her grubu temsil eden rastgele

secilen birer fotograf ile asagida sunuldu (Resim 14).
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Resim 14. Gruplara ait temsili makroskobik kolon gérinimi

(A: Kontrol, B: Kolit, C: Kolit+Cur, D: Kolit+Dvit, E: Cur+Kolit, F: Dvit+Kolit gruplarini temsilen yer
alan rat kolon makroskobik gorinim ornekleri)

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Calismamizda; asetik asit ile gergeklestirilen deneysel kolit modelinde Curcumin ve D
vitaminin pre ve post tedavi uygulamalariyla; imminolojik etkileri, bagirsak gecirgenligi
Uzerine etkileri ve oksidan etkisi biyokimyasal olarak degerlendirildi. Biyokimyasal analiz
sonuclar1 Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7°de sunuldu. Tim
biyokimyasal sonuglara ait degerler ise Tablo 3’te yansitildi. Tablodaki ve grafiklerdeki;
TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y, MPO, OCC sayisal degerleri kolon dokusu (kalin bagirsak son 8-
10 ecm’lik kisim) analiz sonuglarina, ZON degeri ise distal ileum (ince bagirsagin 2-3 cm’lik
kism1) dokusu analiz sonuclarina ait verilerdir. Calismamizda; serum ve jejenum dokulart da

analiz edildi, onlara ait sonuglara aciklama kisminda detayl yer verildi.
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Tablo 3. Biyokimyasal bulgular

TNF-a (pg/gr) IL-1B (pg/gr) 1L-6 (ug/gr) INF-y (Hg/gr) MPO (mU/ml) OCC (ng/ml) ZON (ng/ml)
(kolon dokusu) (kolon dokusu) (kolon dokusu) (kolon dokusu) (kolon dokusu) (kolon dokusu) (Distal ileum)
Kontrol 14244149, 7%** 1343+127,5* 7,14+0,7788*** 43,47+4,124* 453,9+81,44** | 119,8+11,07*** 39,32+1,816
Kolit 2092 1726 10,42 55,21 780,3 69,99 36,18
Kolit+Cur 1978+160 1205+127,5*%** | 8,298+0,7788* | 36,19+4,124*** | 402,4+81,44*** 94,81+11,07 39,94+1,816
Kolit+Dvit 1577+160* 1449+127,5 8,812+0,7788 43,63+4,124* 502,0+81,44** 100,3+11,07* 33,49+1,816
Cur+Kolit 1989+143,1 1276+£120,9** | 7,532+0,7388** | 38,29+3,912*** | 459,4+77,26*** 94,10+10,50 42,03+1,723**
Dvit+Kolit 1708+147,7 1554+127,5 9,493+0,7788 46,78+4,124 541,081 ,44* 93,81+11,07 39,02+1,816

4.3.1. Kolon Dokusu Tumoér Nekroz Faktor-a Dizeyi

Kontrol grubunda (1424 + 149,7 pg/gr doku) kolonik TNF-a seviyeleri Kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiikk olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplari
karsilastirildiginda ise, post tedavi D vitamini grubunun (1577 = 160 pg/gr doku) anlamli
sekilde kolonik TNF-a seviyelerinin azaldigi goriildii (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularina ait TNF-o
seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, serum ve distal ileum
TNF-a seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde diisiikliik oldugu
belirlendi, jejenumda ise anlamli azalma s6z konusu degildi; fakat Kolit+Cur grubunda, Kolit
grubuna gore jejunal TNF-a seviyelerinde anlamli azalma oldugu saptandi. Kolona yakin olan
ince bagirsak bolimlerinden distal ileum TNF-a seviyelerinin, Cur+Kolit ve Dvit+Kolit
gruplarinda anlamli sekilde diisiis oldugu goriildii. Serum TNF-o seviyelerinde ise tedavi

gruplarinda Kolit grubuna gore anlaml diisiis gézlenmedi.
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Sekil 1. Gruplar aras1 TNF-a diizeylerinin karsilastirilmasi

Tedavi gruplarindan Kolit+Dvit’de Kolit grubuna gore anlamli iyilesme gézlenmistir (p<0,05)

4.3.2. Kolon Dokusu interlokin-1p Diizeyi

Kontrol grubunda (1343 + 127,5 pg/gr doku) kolonik IL-1B seviyeleri kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiik olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplari
karsilagtirildiginda ise, post tedavi Curcumin (1205 + 127,5 pg/gr doku) ve pre tedavi
Curcumin (1276 = 120,9 pg/gr doku) gruplarinin anlamli sekilde kolonik IL-1f seviyelerinin
azaldig1 goriildii. En belirgin azalmanin post tedavi Curcuminde oldugu saptandi (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularina ait IL-1f
seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, jejenum IL-1p
seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde disiiklik oldugu
belirlendi; serum ve distal ileum da ise anlamli azalma s6z konusu degildi. Ince bagirsak
bolimlerinden jejenum IL-1f seviyelerinin, Kolit+Dvit gruplarinda anlamli sekilde diisiis

oldugu goriildii ve bu durum kolonik TNF-a seviyelerinin sonuglartyla uyusmaktaydi.
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Sekil 2. Gruplar arasi1 IL-1f diizeylerinin karsilagtirilmasi
Tedavi gruplarindan Kolit+Cur’da ve Curt+Kolit’de Kolit grubuna gére anlamli iyilesme gozlenmistir

(p<0,05)

4.3.3. Kolon Dokusu Interlokin-6 Diizeyi

Kontrol grubunda (7,140 £ 0,7788 ug/gr doku) kolonik IL-6 seviyeleri Kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiik olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplari
karsilagtirildiginda ise, post tedavi Curcumin (8,298 + 0,7788 ug/gr doku) ve pre tedavi
Curcumin (7,532 + 0,7388 pg/gr doku) gruplarinin anlamli sekilde kolonik IL-6 seviyelerinin
azaldig1r goriildii ve bu durum kolonik IL-1B seviyelerinin sonuclariyla ortiisiiyordu. En
belirgin azalmanin pre tedavi Curcumin grubunda oldugu saptand1 (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularina ait 1L-6
seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, serum, distal ileum
jejenum IL-6 seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde dustikliik
oldugu belirlendi. Serum IL-6 seviyelerinin Kolit+Dvit, Curt+Kolit ve Dvit+Kolit gruplarinda
anlamli sekilde diisiis oldugu; ince bagirsak boliimlerinden distal ileum ve jejenum IL-6
seviyelerinin Kolit+Cur, Kolit+Dvit, Cur+Kolit ve Dvit+Kolit gruplarinda yani tim tedavi

gruplarinda anlamli sekilde diisiis oldugu saptand1 (p<0,05).
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Sekil 3. Gruplar aras1 IL-6 diizeylerinin karsilastiriimasi
Tedavi gruplarindan Kolit+Cur’da ve Cur+Kolit’de Kolit grubuna goére anlamli iyilesme gozlenmistir

(p<0,05)

4.3.4. Kolon Dokusu Interferon-y Diizeyi

Kontrol grubunda (43,47 + 4,124 pg/gr doku) kolonik INF-y seviyeleri Kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiik olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplar
karsilastirildiginda ise, post tedavi Curcumin (36,19 + 4,124 pg/gr doku), post tedavi D
vitamini (43,63 + 4,124 pg/gr doku) ve pre tedavi Curcumin (38,29 + 3,912 ug/gr doku)
gruplarinin anlamli sekilde kolonik INF-y seviyelerinin azaldigi goriildi. En belirgin
azalmanin post tedavi Curcumin grubunda oldugu saptandi (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularina ait INF-y
seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, serum ve jejenum INF-y
seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde disiiklik oldugu
belirlendi, distal ileumda ise anlamli azalma s6z konusu degildi. Serum INF-y seviyelerinin
Cur+Kaolit grubunda anlamli sekilde diisiis oldugu; ince bagirsak boliimlerinden jejenum INF-
v seviyelerinin, Kolit+Cur, Cur+Kolit ve Dvit+Kolit gruplarinda Kolit grubuna gore anlaml
sekilde yiikselis oldugu goriildii (p<0,05).
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Sekil 4. Gruplar aras1 INF-y diizeylerinin karsilastiriimasi
Tedavi gruplarindan Kolit+Cur’da, Kolit+Dvit’de ve Cur+Kolit’de Kolit grubuna gore anlaml iyilesme

gozlenmistir (p<0,05)

4.3.5. Kolon Dokusu Miyeloperoksidaz Duzeyi

Kontrol grubunda (453,9 + 81,44 mU/ml doku) kolonik MPO seviyeleri Kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiik olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplar
karsilastirildiginda ise, post tedavi Curcumin (402,4 + 81,44 mU/ml doku), post tedavi D
vitamini (502,0 £ 81,44 mU/ml doku), pre tedavi Curcumin (459,4 + 77,26 mU/ml doku) ve
pre tedavi D vitamini (541,9 + 81,44 mU/ml doku) gruplarinin anlaml sekilde kolonik MPO
seviyelerinin azaldig1 goriildi. En belirgin azalmanin post tedavi Curcumin grubunda oldugu
saptand1 (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularma ait MPO
seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, distal ileum ve jejenum
MPO seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gére anlamli diizeyde diisiikliik oldugu
belirlendi, serumda ise anlamli azalma séz konusu degildi. Ince bagirsak béliimlerinden distal

ileum MPO seviyelerinin, Kolit+Cur, Kolit+Dvit ve CurtKolit gruplarinda Kolit grubuna
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gore anlamli sekilde disiis oldugu; serum ve jejenum MPO seviyelerinin ise, tedavi

gruplarinda kolit grubuna gore anlamli sekilde diisiis goriilmedigi gozlendi.
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Sekil 5. Gruplar arast MPO diizeylerinin karsilagtirilmasi
Tedavi gruplarindan Kolit+Cur’da, Kolit+Dvit’de, Cur+Kolit’de ve Dvit+Kolit’de Kolit grubuna gore

anlamli iyilesme gozlenmistir (p<0,05)

4.3.6. Kolon Dokusu Occludin Duzeyi

Kontrol grubunda (119,8 + 11,07 ng/ml doku) kolonik Occludin seviyeleri (bagirsak
gecirgenligi tespiti i¢in analizi gergeklestirildi) Kolit grubuna gore anlamli sekilde yiiksek
olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplar1 karsilastirildiginda ise, post tedavi
D vitamini grubunun (100,3 + 11,07 ng/ml doku) anlamli sekilde kolonik Occludin
seviyelerinin yiikseldigi goruldu (p<0,05).

Kolon doku analizlerinin haricinde serum, distal ileum ve jejenum dokularina ait
Occludin seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal analiz sonug¢larinda, emilim igin
kiymetli bir bagirsak boliimii olan jejenumun Occludin seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit

grubuna gore anlamli diizeyde yikseklik oldugu belirlendi; serum ve distal ileumda ise
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anlamli yiikselik s6z konusu degildi. Jejunal Occludin seviyelerinde Kolit+Dvit grubunda
Kolit grubuna gore anlamli sekilde diisiis oldugu; serum Occludin seviyelerinde, Cur+Kaolit ve
Dvit+Kolit gruplarinda Kolit grubuna gore anlamli sekilde yiikselis goriildigi; distal ileum

Occludin seviyelerinin ise, Kolit+Dvit grubunda anlamli sekilde yiikselis oldugu gozlendi
(p<0,05).
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Sekil 6. Gruplar aras1 Occludin diizeylerinin karsilastirilmasi

Tedavi gruplarindan Kolit+Dvit’de Kolit grubuna gore anlamli artis gézlenmistir (p<0,05)

4.3.7. Distal Ileum Dokusu Zonulin Diizeyi

Kolona yakin ince bagirsak boliimlerinden Distal ileum Zonulin seviyelerinin (bagirsak
gecirgenligi tespiti i¢in analizi gergeklestirildi) Kontrol grubunda, Kolit grubuna gére anlamli
yukselik s6z konusu degildi. Distal ileum Zonulin seviyelerinin Cur+Kolit (42,03 + 1,723
ng/ml doku) tedavi grubunda Kolit grubuna gére anlamli ytikselis oldugu incelendi.

Her ne kadar kolonda Zonulin reseptorii bulunmadigindan, kolon gegirgenligi tespitinde
kolon dokusu Zonulin seviyelerine bakilmasi anlamlilik ifade etmese de; Kontrol grubunda

(32,08 + 3,442 ng/ml doku) kolonik Zonulin seviyeleri Kolit grubuna gére anlaml sekilde
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diisiik olarak saptandi. Kolit grubuyla post ve pre tedavi gruplari karsilastirildiginda ise, post
tedavi Curcumin (28,22 + 3,282 ng/ml doku), post tedavi D vitamin (29,69 + 3,282 ng/ml
doku) ve pre tedavi Curcumin (31,04 £ 3,282 ng/ml doku) gruplarinda anlamli sekilde
kolonik Zonulin seviyelerinin diistiigii gortldi. En belirgin disiikliik ise post tedavi Curcumin
grubunda belirlendi (p<0,05).

Serum ve jejenum dokularina ait Zonulin seviyeleri de incelendi. Yapilan biyokimyasal
analiz sonuglarinda, serum Zonulin seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore
anlamli diizeyde diistikliik oldugu belirlendi; jejenumda ise anlamli yiikselik s6z konusu
degildi. Serum Zonulin seviyelerinin Kolit+Dvit, Cur+Kolit ve Dvit+Kolit tedavi gruplarinda
Kolit grubuna gore anlamli yiikselis oldugu; jejunal Zonulin seviyelerinin Kolit+Dvit,
Cur+Kolit ve Dvitt+Kolit tedavi gruplarinda Kolit grubuna gore anlamli yiikselis oldugu
go6zlendi (p<0,05).

ZON sonucg
50 -
40+ T T
5 T
S 304
=)
£ 20+
(®]
c
10+
0-
< & & 5 O ©
S ¥ X X & &
¥ 9 o & & &
o) > >

Sekil 7. Gruplar aras1 Zonulin diizeylerinin karsilagtiritlmasi

Tedavi gruplarindan Cur+Kolit’de Kolit grubuna gore anlaml yilikselme gozlenmistir (p<0,05)
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Histoloji bulgular1 yapilan Hematoksilen & Eozin boyamasi ile degerlendirildi. Boyama
sonunda hazirlanan preparatlar 4X, 10X ve 40X‘lik biiyiitmeler halinde incelendi ve
skorlandi. Kolon dokularinda mukozal hasar/nekroz, inflamasyon, 6dem, submukozal
kalinlagsma ve hemoraji durumlar1 degerlendirildi. Yapilan histolojik skorlama i¢in 0: hasar
yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: siddetli hasar olarak derecelendirildi. Preparatlarin gruplar arasi

histolojik skorlama sonuglarinin ortalama degerlerine Tablo 4’te yer verildi.

Tablo 4. Histolojik bulgular

Mukozal . . Submukozal .
Inflamasyon Odem Hemoraji TOTAL
Hasar/Nekroz Kahnlasma

Kont rol O**** 0‘63*** 0**** O*'k*'k 0**** 0,079
Kolit 2,86 2,57 2,43 2,43 1,29 1,65
Kolit+Cur 1,63 1,25 0,63* 0,38** Qx> 0,49
Kolit+Dvit 15 1,13* 0,25%** QF*x*> QF*** 0,36
Cur+Kaolit 1,33* 1,33 0,83 0,83 0,17** 0,75

Dvit+Kolit 2,33 1,83 1,17 0,67* 0*** 1

Tablodaki grup ortalama hasar verilerine ve tek tek deneklere ait 6zel skorlama
verilerinde dikkat geken durumlara, histolojik bulgular degerlendirmemizde detayli olarak yer
verildi. Gruplarin preparat analiz sonuglarina goére, Kontrol grubundaki siganlardan alinan
kolon drneklerinde mukozal hasar/nekroz, 6dem, submukozal kalinlasma, hemoraji bulgular
saptanmadi. Inflamasyon ise Kontrol grubundaki 8 rattan 3 ratta (skorlar: 1, 2, 2) gézlendi,
grubun diger iiyelerinde gozlenmedi. Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli olarak
mukozal hasar/nekroz, inflamasyon, 0Odem, submukozal kalinlasma ve hemoraji
parametrelerinin ortalama skorlarinin diisiikk oldugu saptandi (0<0,05).

En yiiksek skorlarin gozlendigi Kolit grubundaki siganlarda tiim parametrelerde
bozulma en ust duzeydeydi. Kolit grubunda en yiiksek bozulma seviyesi 2,86 ile mukozal
hasar/nekroz iken, en diisiik bozulma seviyesi 1,29 ile hemoraji skorlamasidir. Mukozal
hasar/nekroz skorlamasinda, 1 rat hari¢ (2 skoru) diger tiim ratlar 3 skoruna sahipti. Kolit
grubunda, 0 skoruna sahip tek rat vardi ve bu 0 skoru hemoraji skorlamasina aitti. Kolit
grubunun totaldeki hasar ortalamasi 1,65°tir ve en ylksek hasar skoruna sahip gruptur.

Tedavi gruplari incelendiginde, post tedavi Curcumin (Kolit+Cur) grubundaki skorlarin,

mukozal hasar/nekroz haricinde (ort 1,63 skor) Kontrol grubuna yaklastigi saptandi.
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Kolit+Cur grubunda hemoraji skorlamasinda tiim ratlar 0 skoruna sahipti. Kolit+Cur
grubunda en yiiksek bozulma seviyesi 1,63 ile mukozal hasar/nekroz iken, en diisiik bozulma
seviyesi 0 ortalama ile hemoraji skorlamasidir, grubun totaldeki hasar ortalama skorlamasi ise
0,49’tur. Bu grupta inflamasyon, 6dem, submukozal kalinlasma ve hemoraji skorlamasinda 0
puan alan ratlar mevcuttur; higbir parametrede 3 puan alan rat yoktur. Kolit+Cur grubunda;
06dem, submukozal kalinlasma ve hemorajide anlamli olarak azalma gozlendi (p<0,05).

Post tedavi D vitamin (Kolit+Dvit) grubundaki skorlarin, mukozal hasar/nekroz
haricinde (ort 1,5 skor) Kontrol grubuna yaklastigt saptandi. Kolit+Dvit grubunda
submukozal kalinlasma ve hemoraji skorlamasinda tum ratlar O skoruna sahipti, 6dem
skorlamasinda da 2 rat (1 skor) haricinde durum benzerdi. Kolit+Dvit grubunda en yuksek
bozulma seviyesi 1,5 ile mukozal hasar/nekroz iken, en diisiik bozulma seviyesi 0 ortalama
ile submukozal kalinlasma ve hemoraji skorlamasidir, grubun totaldeki hasar ortalama
skorlamasi ise 0,36’dir ve Kontrol grubundan sonra en diisiik skora sahip gruptur. Bu grupta
mukozal hasar/nekroz, inflamasyon, Odem, submukozal kalinlasma ve hemoraji
skorlamasinda 0 puan alan ratlar mevcuttur; hicbir parametrede 3 puan alan rat yoktur.
Mukozal hasar/nekroz haricinde tiim parametrelerde anlamli iyilesme go6zlendi. Tedavi
gruplarindan, yalnizca Kolit+Dvit grubunda inflamasyonda anlamli olarak azalma gortldigi
saptandi. Odemde ve submukozal kalinlasmada en anlamli iyilesmeye bu grupta ulasildi
(0<0,05).

Pre tedavi Curcumin (Cur+Kolit) grubundaki skorlarin tiimiiniin Kontrol grubuna
yaklastig1 saptandi. Cur+Kolit grubunda hemoraji skorlamasinda 1 rat (1 skor) hari¢ diger tiim
ratlar O skoruna sahipti. Cur+Kolit grubunda en yiiksek bozulma seviyesi 1,33 ile mukozal
hasar/nekroz ve inflamasyon iken, en diisiik bozulma seviyesi 0,17 ortalama ile hemoraji
skorlamasidir, grubun totaldeki hasar ortalama skorlamasi ise 0,75°tir. Bu grupta mukozal
hasar/nekroz, inflamasyon, ddem, submukozal kalinlasma ve hemoraji skorlamasinda 0 puan
alan ratlar; mukozal hasar/nekroz ve inflamasyon 3 puan alan rat mevcuttur. Tedavi
gruplarindan, yalnizca Cur+Kolit grubunda mukozal hasar/nekrozda anlamli olarak azalma
goriildiigii saptandi. Bu grupta da diger tiim tedavi gruplarinda oldugu gibi hemorajide de
anlamli azalma s6z konusudur (p<0,05).

Pre tedavi D vitamini (Dvitt+Kolit) grubundaki skorlarin, mukozal hasar/nekroz (ort
2,33 skor) ve inflamasyon (ort 1,83 skor) haricinde Kontrol grubuna yaklastigi saptandi, bu
grupta mukozal hasar/nekroz skor ortalamasi dikkat ¢ekici seviyede Kolit grubuna yakindi.
Dvit+Kolit grubunda hemoraji skorlamasinda tiim ratlar 0 skoruna sahipti. Dvit+Kolit

grubunda en yiiksek bozulma seviyesi 2,33 ile mukozal hasar/nekroz iken, en diisiik bozulma
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seviyesi 0 ortalama ile hemoraji skorlamasidir, grubun totaldeki hasar ortalama skorlamasi ise
1°dir ve Kolit grubundan sonra en yiiksek skora sahip gruptur. Bu grupta 6dem, submukozal
kalinlasma ve hemoraji skorlamasinda O puan alan ratlar; mukozal hasar/nekroz
skorlamasinda 3 puan alan ratlar mevcuttur. Bu grupta submukozal kalinlasmada ve
hemorajide anlamli diizeyde azalma saptandi (p<0,05).

Bu sonuclar, Asetik Asit sonucu gergeklesen kolon orneklerindeki bozulmalara karsi,
pre-post Cur ve Dvit ile tedavinin etkili oldugunu histolojik olarak gosterdi. Gruplar Kolit
grubuna gore kiyaslandiginda, tiim tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farkin
oldugu tek parametrenin Hemoraji oldugu saptandi. Mukozal hasar/nekroz parametresi harig
tim parametrelerde en anlamli degere sahip grup Kolit+Dvit oldugu tespit edildi. Total skor
baz alindiginda, en disiik degerin elde edilmesi sebebiyle ve ayni zamanda en ¢ok
parametrede en yiiksek anlamliliga sahip olmasi1 nedeniyle post tedavi D vitaminin iyilesmeyi

istatistiksel olarak arttirdig1 saptandi.
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Resim 15. Kontrol grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)

Resim 16. Kolit grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)

Resim 17. Kolit+Cur grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)
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Resim 18. Kolit+Dvit grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)

Resim 19. Cur+Kolit grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)

Resim 20. Dvit+Kolit grubunun temsili histomikrografi
(Sol: 4x, Sag: 10x, H&E boyama)
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Kolit

Resim 21. Kolit grubu temsili histomikrografinin histopatolojik bulgular1

Resim 22. Kolit grubuna ait kolon dokularinin histopatolojik bulgulari

(a; epitelyal deformasyon, b; mukozal hasar/nekroz, ¢; kript deformasyonu, d; goblet
bozulmasi/azalmasi, e; duvar kalinlagmasi, f; 6dem, g; submukozal kalinlagsma, h; yaygin infiltrasyon, 13

infiltrasyon, j; kript deformasyonu, k; genislemis kan damari, m; hemoraji)
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda yaklasik bes milyon insani etkileyen IBH; Kuzey Amerika, Kuzey-Bati
Avrupa lilkelerinde sikligi ve yaygmligr yiliksek iken Latin Amerika, Giliney-Dogu-Orta
Avrupa, Asya, Afrika iilkelerinde ise siklig1 ve yayginligi kuzey-bati iilkelerine gore diisiik
seyretmektedir, fakat son 10 yil igerisinde gliney-dogu iilkelerinde de hastalik sikliginda
ylkselme gozlenmektedir (Fumery ve digerleri, 2014; Goktirk ve Karaca, 2012). Ulseratif
Kolit ve Crohn Hastalig1 gibi kollektif bir inflamatuar hastalik olan Inflamatuar Bagirsak
Hastaligina sahip hastalarda bagirsak gegirgenligi artisi ve buna bagli bozukluklar yaygindir
(Hossen ve digerleri, 2019). Bu sekilde genis bir populasyona sahip olan bu hastalikla ilgili
caligmalar yaygin olmasina ragmen tedavilerinde asama kaydedebilmek olduk¢a Onemli
gorinmektedir. Bu nedenle; asetik asitle olusturulmus deneysel kolit modelinde Zonulin ve
Tight Junction proteinlerinden Occludin seviyelerine bakilarak, Curcumin ve D vitaminin,
Ulseratif Kolit hastaliginda bagirsak gecirgenligine etkisini incelemek ve ek olarak bu etken
maddelerin inflamatuar ve oksidan sirecteki roliinii arastirmak amaci ile g¢alismamizi
gerceklestirdik.

Tight junction bariyerinin bozulmasi ve artan paraselliiler gecirgenlik, ardindan limen
pro-enflamatuar molekiillerin gecirgenliginde artisa ve mukozada bagisiklik sisteminin
aktiflesmesine neden olarak, siirekli iltthaplanma ve doku hasarina neden olabilmektedir (Lee
ve digerleri, 2015). Ayn1 zamanda, bagirsak siki birlesme bariyerinin sitokinler ve patojenler
tarafindan dinamik olarak diizenlendigi varsayilmaktadir (Liverani ve digerleri, 2016).
Aslinda inflamasyonal/oksidan durum ve bagirsak gegirgenligi arasindaki bu siki iligki ve
kisir dongli ¢alismamizin temelini olusturmaktadir. Etiyolojisi tam olarak agiklanamayan
Ulseratif Kolit hastaliginin patofizyolojisinin tespiti adina majér basamagin arastirmalarimiz
1s181nda, Tight Junction yapisindaki bozunmalar, olarak gdrmemiz de deney tasarimimiza yon
vermede onemini korumaktadir.

Curcumin, tibbi bir bitki olan Curcuma longa'nin zerdegal rizomundan elde edilen dogal
bir polifenoldiir ve yaygin olarak kori tozunda kullanilir (Lobo de Sa ve digerleri,
2019). Curcuma longa'nin temel bileseni olan Curcumin, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen
Ozelliklere sahip bir fitokimyasaldir. Curcuminin farmakokinetigi ve zayif sistemik
biyoyararlanimi, tercihen bagirsak epitel hiicrelerini hedefledigini diisiindiirmektedir ve sinirh
caligmalarda  oksidanla  indiiklenen bagirsak ~ bariyer  disfonksiyonunu iyilestirdigi

gosterilmistir (Midura-Kiela ve digerleri, 2012; Wang ve digerleri, 2012). Curcuminin
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etkisine, p38'in MKP-1'e (MAP Kinase Phopshatase-1) bagli inaktivasyonu ve NF-«kB aracili
transkripsiyonun inhibisyonu aracilik eder. Curcuminin anti-inflamasyon, anti-oksidasyon ve
serbest radikal giderimi Uzerinde sadece in vitro degil, ayn1 zamanda in vivo olarak da etkisi
oldugu yapilan ¢alismalar kanitlamistir. Anti-enflamatuar ve anti-oksidan aktiviteleri olan
Curcumin, bagirsak mukoza bariyerini ve diger ilgili bagirsak hastaliklarini korumak igin
etkili bir reaktif olarak kullanilabilir (Nieto ve digerleri, 2000). Shen ve digerleri (2007)
gerceklestirdigi arastirmada ise, Curcuminin antioksidan aktiviteyi tetikledigi ve bu yolla
notrofil infiltrasyonunu ve ROS’un meydana getirilmesini diisiirdiiglinii  bildirmistir.
Calismamizda Curcumin etken maddesinin UK durumunda; proinflamatuar/immiinoregilator,
oksidan ve intestinal permeabilite parametrelerine etkisine dair siireci arastirmada bu veriler
onder olmustur. Aminosalisilatlarin NF-xB inhibitorleri oldugu bildirilmistir, Curcumin ise
NF-kB sinyal iletim yollar1 iizerinde daha genis etkilere sahiptir, ek olarak Curcumin
Mitojenle Aktive olan Protein Kinazi (MAPK) inhibe eder, c-FOS ve Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) aktivitesini de inhibe eder, bu nedenle potansiyel olarak aminosalisilatlara kiyasla daha
genis bir anti-enflamatuar etki spektrumuna sahip oldugu saptanmigtir (Hanai ve digerleri,
2006). Aslinda bu gibi ¢alismalar da, ila¢ yerine yan etkisi heniiz literatiirde belirtilmeyen
Curcumini tercih etmemizde etkendir.

D vitamini, Inflamatuvar Bagirsak Hastaligmin yam sira diger immiin aracili
bozukluklarda immuno-duzenleyici bir etkiye sahiptir ve bagirsak gegirgenligi, dogustan ve
adaptif bagisiklik {izerindeki etkisi ve mikrobiyotanin bilesimi ve ¢esitliligi, bagirsak
homeostazinin korunmasina katkida bulunur (Olmedo-Martin ve digerleri, 2019). Arastirmada
yer alan bu bilgiler D vitaminin ¢alismamizda kullanilmasindaki nedeni kisa ve 6z sekilde
aciklamaktadir. IBH hastalarinda, genel popiilasyona gore daha fazla D vitamini eksikligi
prevalansi vardir ve bu eksiklikle hastaligin daha koétii seyri arasinda olasi bir iligki mevcuttur
(Olmedo-Martin ve digerleri, 2019). Aym1 zamanda, UK hastalarinin %31,6'stnin D vitamini
eksikliginden muzdarip oldugu belirtilmistir (Parizadeh ve digerleri, 2019). Nicholson ve
digerleri (2012), yardimci bir tedavi olarak D vitamininin kolitin kontrolline destekleyici
olabilecegine dair bazi kanitlar olmasma ragmen, bu kamt IBH tedavisinde D vitamini
kullanimin1 hakli ¢ikarmak igin yeterli olmadigin1 meta-analizleri sonucunda bildirmistir. Bu
gibi meta-analiz sonuglart da bu konuyla iliskili ¢alismalarin artisini desteklemetedir ve
caligmamizin 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizda rat kolon dokusuna asetik asit verilmesiyle inflamasyonel siirecin starti
verildi ve bu start ile saptamak istedigimiz durum; Kontrol grubuna kiyasla proinflamatuar
(TNF-a, IL-1B, IL-6), immunoregilator (INF-y) ve oksidan (MPO) biomarkerlarin
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seviyelerindeki  degisim; bu silirecte terapotik ve  profilaktik — olarak  verilen
antioksidan/antiinflamatuar etkinlige sahip Curcuminin ve antiinflamatuar etkinligi bulunan D
vitaminin degisimdeki rolii ile bagirsak gec¢irgenligi arasindaki iligkidir.

IBH tiirlerinden UK ile proinflamatuar ve immunoregiilator parametrelerin diizeyleri
degisiklige ugramaktadir, ¢aligmamizda bu durumun tespitine yonelik TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve
INF-y seviyelerine bakilmistir. Funakoshi ve digerleri (1998)’nin gergeklestirdigi ¢alismada,
proinflamatuar  sitokinlerden TNF-o, IL-1B ve IL-6’nin, Th2 aracili olusan UK
patofizyolojisinde gorev aldiklar1 ve bu mediyatorlerdeki artisin inflamatuar skor seviyesini
yiikselttigi bildirilmektedir. Ayrica bu sitokinlerin yiikselmesi akut faz yanitinin meydana
gelmesine ve ates yiikselmesine sebep olmaktadir (Funakoshi ve digerleri, 1998). Bagka bir
calismada, IL-1B ve IL-6’nin; IBH prognozunda gorev aldigi bildirilmektedir (Cho ve
digerleri, 2011). UK deki sinyal yolaklarindan olan ve hastalikla birlikte artis1 saptanan NF-
kB’nin inhibisyona ugratilmasi, IL-6, IL-1p, TNF-a ve INF-y gibi sitokinleri baskiladig1 ve
UK tedavi siirecinde miihim bir stratejiyi olusturdugu belirtilmektedir (Dou ve digerleri 2014;
Zhang ve digerleri 2014). TNF-a, esas olarak aktive edilmis T hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan {iiretilen proinflamatuar bir sitokindir. Klinik ¢alismalar, TNF-a'nin IBH
hastalarinin bagirsak mukozasinda, serumunda ve diskilarinda yiikseldigini gostermektedir
(Lee, 2015). Mononikleer fagosit hucrelerinden IL-6 ve IL-1 dretimini uyaran TNF-a
diizeylerinde UK’de goriilen yiikselmeler birgok arastirma ile desteklenmektedir, bununla
birlikte serum ve dokuda TNF-o ve IL-1 diizeylerinde seyreden artis UK’de reaktiviteyle
orant1 oldugu bildirilirken, UK’ nin refrakter siirecinde TNF-a. monoklonal antikoru medikal
tedavi amaciyla kullanilmasi, TNF-a’nin hastalikla iligkisini destekler niteliktedir (Casellas ve
digerleri, 1994; Sartor, 1994). UK li bireylerin makroskobik olarak etkilenme tespit edilen ve
edilmeyen kolon kisimlarindan elde edilen mukozal biyopsi numuleriyle yapilan kiyaslamada;
etkilenme tespit edilen kistimda TNF-o seviyelerinde anlamli diizeyde yiikseklik oldugu
sunulmaktadir, bu arastirmayla TNF-a ve inflamasyonun korele oldugu desteklenmektedir
(Paradisi ve digerleri, 2009). Universitemizde yiiriitiilen ¢aligmalarda, TNBS ile olusturulan
kolit modelinde kolon dokusu TNF-a, IL-1 ve IL-6 seviyelerinin Sham/Kontrol grubuna nazaran
anlamh sekilde arttig1 bildirilmektedir (Ek ve digerleri, 2014; Sirinyildiz, 2020). inflamatuvar
yamti diizenleyen INF-y’nm, IBH tamli bireylerin bagirsak mukozalarinda seviyeleri
yiikselmektedir (Stallmach ve digerleri, 2004). Murata ve digerleri (1995), IL-6 ve IL-8’de
artisin UK’nin patolojisinde etkili olduklarin1 sunmaktadir. IL-1B’nin ise, enflamatuar
kosullar altinda bagirsak mukozasinda belirgin sekilde yiikseldigi bildirilmektedir (Dinarello,
1994). Klinik ¢alismalarda, terapotik kullanim igin su anda bir IL-1 reseptOr antagonisti
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gelistirilmektedir, bu da IL-1p 'nin bagirsak iltihaplanma siirecinde merkezi bir rol oynadigini
gostermektedir (Barksby ve digerleri, 2007). Diger arastirmalarla paralel olarak, kan plazmasi
ve dokusunda deneysel kolit modellerinde incelenen IL-1 diizeylerinde yiikselme oldugu
bildirilmektedir (Hyams ve digerleri, 1994). Arastirmalarin birgogunda karsilastigimiz
IBH’deki TNF-o, IL-1B, IL-6 ve INF-y seviyelerindeki yikselmeler calismamizla da
ortismektedir. Calismamizda, Kontrol grubunda kolonik TNF-a, IL-1p, IL-6, INF-y
seviyeleri Kolit grubuna gore anlamli sekilde diisiik olarak saptandi. Yapilan biyokimyasal
analiz sonuglarinda Kontrol grubunda Kolit grubuna gore, serum ve distal ileum TNF-a
seviyelerinde; jejenum IL-1B seviyelerinde; serum, distal ileum ve jejenum IL-6
seviyelerinde; serum ve jejenum INF-y seviyelerinde anlamli diizeyde diisiikliik oldugu
belirlendi (p<0,05). Verilerimize uyum gostermeyen baska bir c¢alismada ise, Kontrol
grubuyla IBH grubu karsilatirildiginda, TNF-o. ve IL-1B diizeylerinde anlamli farkliligin
olmadigt; ama verilerimizle uyumlu olarak IL-6 seviyesindeyse anlamli farkliligin oldugu
belirtilmektedir (Goral ve digerleri, 2007). Bu bulgunun calismamizdan farkli sonuglar
icermesi; Goral ve digerlerinin gerceklestirdigi calisma insanlar {izerindedir ve UK tanil1 bu
hastalar ayn1 zamanda medikal tedavi de almaktadir, bu durum bizim hayvan ¢alismamizla
sonuclarin uyusmasini olumsuz etkilemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bulgularimizla
farklilik gosteren diger bir arastirmada ise, INF-y ve IL-2’de diisiisiin UK’nin patolojisinde
etkili oldugu bildirilmistir (Murata ve digerleri, 1995). INF-y ve IL-2’deki diistisiin patolojiye
yol agmasi, bu sitokinlerin ayni zamanda immunoregullator Ozellikte olmasi nedeniyle
olabilecegini diisiindiirmektedir.

MPO enzimi duzeyleri, noétrofilin sekestrasyonunu destekler 6zelliktedir (Cantimur,
2014). Inflamatuvar siirecte ekstraselliiler alana salinan MPO, nétrofil aktivitesinin duyarl ve
Kantitatif biomarker1 oldugu bilinmektedir (Krawisz ve digerleri, 1984). UK’li bireylerde
oksidatif streste gorev alan parametrelerde yiikselme, antioksidan degerlerde (CAT, SOD,
GSH) ise azalma oldugu saptanmistir (Koch ve digerleri, 2000). Universitemizde yiritiilen
benzer ¢alismalarda, TNBS ile olusturulan kolit modelinde, kolon dokusu MPO seviyesinin
Sham ve Kontrol gruplarina nazaran anlaml sekilde yukselme saptandigi bildirildi (Celikten,
2018; Ek ve digerleri, 2014; Sirinyildiz, 2020). Calismamiz da bu verilerle paralellik
sergilemektedir, Kontrol grubunda kolonik MPO seviyeleri Kolit grubuna goére anlamli
sekilde diisiik olarak saptandi. Distal ileum ve jejenum MPO seviyelerinde de Kontrol
grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde diisiikliik oldugu belirlendi (p<0,05).

Calismamizda, Curcuminin UK iizerindeki etkinligini saptamak amaciyla

proinflamatuar/immunoregulatér (TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y) ve oksidan parametrelere
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(MPO) dair veriler analiz edildi. Richman ve Rhodes (2013)’in IBH hastalar1 igin diyete
dayali kanitlar1 sunduklar arastirma, Curcuminin ve diger antioksidan nitelikli polifenollerin
ratlarda gerceklestirilen deneysel kolit modelinde yararli etkinligine dair bilgiler igermektedir.
Hatta baska bir ¢alisma bu durumu desteklemektedir, Curcuminin bir fare kolit modelinde,
Trinitrobenzen Sdlfonik Asit (TNBS) tarafindan indiiklenen kolonik inflamasyonu
baskilayabildigi gosterilmistir (Sugimoto ve digerleri, 2002). Zheng ve digerleri (2019),
Ulseratif Kolitte adjuvan Curcumin tedavisinin klinik remisyonu indiiklemede etkili oldugunu
ve aminosalisilik asitlerden mesalaminin adjuvan tedavisi olan Curcuminin, Ulseratif Kolitte
etkili ve giivenli oldugunu gergeklestirdikleri meta-analizde bildirmistir. Hanai ve digerleri
(2006)’nin Japonya’da randomize, ¢ok merkezli, ¢ift kor, plasebo kontrolli, Curcuminin
Kolit relapsinin dnlenmesindeki etkisine dair gergeklestirdigi ¢alismada, remisyondaki UK'li
89 hasta alindi. 45 hastaya kahvaltidan ve aksam yemeginden sonra 1 gr Curcumin verildi.
Tedavi etme niyeti temelinde degerlendirilen niiks oranlari, Curcumin ve plasebo arasinda
onemli bir fark gosterdigi ve ayrica Curcumin hem CAI (Klinik Aktivite Indeksi)'yi hem
de EI (Endoskopik Indeks)'yi iyilestirdigi, boylece UK ile iliskili morbiditeyi baskiladigs,
remisyonu sirdirmede umut veren ve guvenli bir ila¢ gibi goriindiigii calismada belirtildi.
Curcuminin, birka¢ randomize klinik calismada antiflojistik bilesik mesalazin ile birlikte
tamamlayic1 bir terapotik madde olarak kullanildiginda Ulseratif Kolit hastalarida remisyonu
siirdiirmede faydali oldugu gosterilmistir (Hanai ve digerleri, 2006; Lang ve digerleri, 2015).
Singla ve digerleri (2014)’nin gergeklestirdigi pilot calismada, NCB-02 (standardize curcumin
preparati) lavman kullanimimin, hafif-orta derecede distal UK'li hastalarda plaseboya kiyasla
hastalik aktivitesinde daha fazla iyilesme saglama egiliminde olabilecegine dair baz1 kanitlar
bulunmustur. Ayrica 8 haftada, Ulseratif Kolit Hastaliklar1 Aktivite Indeksinde 3 puan azalma
ve endoskopik aktivitede iyilesme ve hastalik remisyonunu siirdiirmedeki etkinligine dair
olumlu sonuca vardiklarmni bildirmistir. Kumar ve digerleri (2012) UK'de remisyonun
strdurtilmesi igin Curcuminin randomize, plasebo kontrollii caligmalar1 dahil ettikleri meta-
analizde, Curcumin, mesalamin veya siilfasalazin ile birlikte yardimci tedavi olarak
verildiginde pasif UK'de remisyonun siirdiiriilmesi icin giivenli ve etkili bir tedavi
olabilecegini saptamistir. Mesalamin tedavisine Curcumin ilavesi, hafif-orta derecede aktif
UK olan hastalarda klinik ve endoskopik remisyonu indiiklemede plasebo ve mesalamin
kombinasyonundan {istlin oldugu ve higbir belirgin yan etki yaratmadigi calismada bildirildi
ve sonucunda Curcuminin UK tedavisi icin givenli ve umut verici bir ajan olabilecegi
sunulmustur (Lang ve digerleri, 2015). Curcuminin, UK hastaligindaki énemini sundugumuz

birgok arastirma desteklemektedir ve yapilan ¢alismalarin bir¢ogu ¢alismamiz bulgularini ve

80



tezimizi destekler 0zelliktedir; bunun yanm sira Curcuminin inflamatuar biomarkerlar tzerine
etkisine gelecek olursak, bir dizi karmasik mekanizma yoluyla, inflamatuar sitokin
ekspresyonu tizerindeki olumsuz etkileri hafiflettigi calismada gosterilmistir (Hasan ve
digerleri, 2014). Curcumin nanopartikillerinin, TNF-a, IL-1B ve IL-6 dahil olmak Uzere
proinflamatuar mediatorleri kodlayan mRNA'larin ekspresyonunu baskiladigi yapilan bir
calismada sunulmustur (Masahi ve digerleri, 2017). Baska caligmada ise, TNF-a ve IL-1B
serum seviyelerinin Curcumin tedavisi ile diistirildigi belirtilmektedir ve ayni1 zamanda
Curcumin takviyesinin, proinflamatuar sitokinlerin tiretimini indiikleyebildigi ve NF-kB DNA
baglanma aktivitesini azalttig1 bildirilmektedir (Feng ve digerleri, 2019). Song ve digerleri
(2010), Curcumin'in sigan modellerinde D-laktat, DAO (Diamin Oksidaz), MPO, ICAM-1,
IL-1B ve TNF-a diizeylerini diisiirdiigiinii; IL-10 ve SOD diizeylerini artirdigini arastirmalari
sonucunda buldular ve  Curcuminin |-xB'yi bastirdigint ve NF-kB'nin ¢ekirdege
translokasyonunu engelledigini gosterdiler. Calismamiz, Curcuminin inflamasyona karsi
olumlu etkilerinin sunuldugu arastirmalar ile paralellik sergilemektedir. Calismamizda, post
tedavi ve pre tedavi Curcumin gruplarinda anlamli sekilde kolonik IL-1B, IL-6, INF-y ve
MPO seviyelerinin azaldigi goriildii; IL-6 seviyesi hari¢ en fazla azalma pre tedavi Curcumine
kiyasla post tedavi Curcumin grubundaydi; ayni1 zamanda bu azalmalarin post ve pre tedavi D
vitamini gruplarindan fazla oldugu da saptandi. Serum, distal ileum ve jejenum dokularindaki
durumlar da galismamizda kiyaslandi. Kolit grubuna gore jejunal TNF-a seviyelerinde
Kolit+Cur grubunda; serum IL-6, INF-y ve distal ileum TNF-o seviyelerinde Cur+Kolit
grubunda; distal ileum ve jejenum IL-6 seviyelerinde ve distal ileum MPO seviyelerinde
Kolit+Cur ve CurtKolit gruplarinda anlamli sekilde diisiis oldugu incelendi (p<0,05). IFN-
y'min makrofajlar1 aktive ettigi ve ¢esitli hiicre sinyallesme yolu ile TNF-a tiretimine aracilik
ettigi bilinmektedir. Bu sitokinlerin dretimi, IL-12'nin salgilanmasindan etkilenir. IL-12'nin
artan ekspresyonunun, TNF-a ve IFN-y sekresyonunu uyardigi bilinmektedir (Rossato ve
digerleri, 2012). Ayrica; IL-6, TNF-a, INF-y ve IL-12 gibi sitokinlerin plazma seviyeleri, orta
dozda Curcumin (1000 mg/kg) ile azaldigi, fakat ilgingtir ki diyette daha yiliksek Curcumin
dozu (1500 mg/kg) ile bu sitokinlerin seviyesinin diigmek yerine arttig1 saptanmistir ve
Curcuminin iki fazli bir doz etkisine neden oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan
diisiik ve orta dozlarin, inflamatuar sitokinleri hafifletmede, daha yiiksek bir dozdan etkili
oldugu sonucuna varilmistir (Hasan ve digerleri, 2014). Calismamizda ise, arastirmalarla
zitlik olusturan su bulgulara rastlandi; jejenum INF-y seviyelerinin, Kolit+Cur ve Cur+Kolit

gruplarinda Kolit grubuna gore anlamli sekilde yiikselis oldugu goriildii (p<0,05).
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Calismanmizda, D vitaminin UK iizerindeki etkinligini saptamak amaciyla
proinflamatuar/immunoregulatér (TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y) ve oksidan (MPO)
parametrelere dair veriler analiz edilmistir. Leslie ve digerleri (2008)’nin gergeklestirdikleri
Kohort ¢alismasinda, IBH hastalarinda D vitamini eksikligi gdzlendigi ve kanda 25(OH)Ds
seviyesinin diisiikliigiiniin iBH riskini arttirdig1 belirtilmektedir. Raftery ve digerleri (2012)
de bagisiklik sistemi regiile edici D vitaminindeki eksikligin IBH patogenezinde etkinligi
oldugunu ileri stirmiistiir. Supplement olarak sunulan D vitaminlerini diglayarak sadece giines
15181 baz almip gergeklestirilen Avrupa’daki c¢alismalarda, giines 1s181yla olan temasin
azalmasi durumunun IBH patogenezinde rol aldig1 ve giines 1s181yla kurulan bu hipotezin
inflamasyonu regiile eden D vitamini senteziyle baglantili oldugunu saptadiklar1 belirtilmistir
(Ananthakrishnan ve digerleri, 2011). D vitamini eksikliginin, bir spontan kolit modeli
olan IL-10 -/- farelerde enterokoliti siddetlendirdigi ve mortaliteyi artirdigi ve diyetle D
vitamini takviyesinin bu modelde koliti iyilestirdigi ve mortaliteyi azalttig1 bildirilmektedir
(Cantorna ve digerleri, 2000). Bir meta-analizde, IBH'li hastalar i¢in optimal bir D vitamini
takviyesi protokolt hentiz belirlenmedigi, ancak 30 ile 50 ng/mL arasindaki serum 25-
hidroksi vitamin D3 seviyelerini hedeflemenin giivenli goriindiigii ve IBH hastalik aktivitesi
icin faydalar saglayabilecegi bildirilmistir (Hlavaty ve digerleri, 2015). Gubatan ve digerleri
(2017) ise klinik remisyon donemlerinde 35 ng/mL veya daha diisiik serum D vitamini
seviyelerinin, UK'de niiksetme riskini artirdigi sonucuna ulasmustir. Bu gibi daha birgok
literatiir verileri D vitaminin UK’deki 6nemini sergilemektedir. D vitaminin UK’deki
inflamatuar parametreler lizerine etkisini ele alan ¢alismalari inceledigimizde; D vitamini
tedavisinin [25(OH)D veya 1,25(0OH)D], proinflamatuar sitokinleri inhibe ettigi ve hiicre
kiiltiiriinde antiinflamatuar sitokin tiretimini destekledigi bildirilmistir (Barker ve digerleri,
2015). Onemli sayida kamt, IBH'nin hayvan modellerinde, D vitamininin anti-enflamatuar
etkilerini desteklemektedir (O'Sullivan, 2015). Ulseratif Kolitli hastalarin prospektif Kohort
calismasinda ise, daha yiiksek serum D vitamini diizeylerinin serum antiinflamatuar sitokin
oranlar1 ve klinik sonuglar arasinda pozitif korelasyon oldugu sunulmustur (Gubatan ve
digerleri, 2018). Gubatan ve digerleri (2018)’nin gergeklestirdigi bu Kohort ¢aligmasinda, D
vitaminin anti-enflamatuar serum sitokin profilleri ile iliskili oldugunu anti-enflamatuar
sitokin paternlerinin, Ulseratif Kolitli hastalarda yiksek serum D vitamini seviyelerinin
koruyucu etkilerine aracilik edebilecegi belirtilmistir. Serum  IL-4+1L-10/1L-6 +TNF-
a'ya daha yiiksek bir orani, klinik relaps riskinde azalmayla; IL-4+IL-10/IL-17A+TNF-
a'ya daha yiiksek bir orani ise histolojik mukozal iyilesmeyle iliskilendirildi ve serum anti-

enflamatuar ila proinflamatuar sitokin oranlarmnim Ulseratif Kolit klinik relapsinin yeni bir
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prediktorii olabilecegi bildirildi (Gubatan ve digerleri, 2018). In vitro ve klinik ¢alismalar, D
vitamini desteginin anti-inflamatuar sitokinleri arttirdigina dair kanit saglamaktadir ve diigiik
serum D vitamini seviyesinin, inflamatuar sitokinlerin kronik yiikselmesinin bir nedeni
olmaktan ¢ok bir sonucu oldugu bildirilmektedir (Barker ve digerleri, 2015). Kolit
modellerinde D vitamini eksikliginde, DSS’yle olusturulan kolitin duyarliliginda artis oldugu
calisgmada sunulmaktadir ayrica takviye olarak D vitamini aliminin kolondaki iltihabi
durumun siddetini disiirdiigii belirtilmektedir (Cantorna ve digerleri, 2000). Sharifi ve
digerleri (2019)’nin yaptiklar ¢ift kor, randomize kontrollii calismada; plaseboya kiyasla, D
vitaminin, serum TNF-a, IFN-y ve IL12p70 seviyeleri iizerinde dnemli azaltici etkilere sahip
oldugu, ancak IL-4 ve IL-10'un serum seviyeleri Uzerinde anlamli bir etkisi olmadigi
saptanmistir; ayn1 zamanda D vitaminin, Thl bagisiklik tepkilerini inhibe ettigini ve Th2
tepkileri Gizerinde ise higbir etkisi yok gibi goriindiigii bildirilmistir. Satio ve digerleri (2016),
aktif donemdeki UK hastalarinin kolon biyopsilerinin 1,25(OH).Ds ile inkiibe edildigi zaman,
IL-13 ve IL-6 diizeylerinde bir azalma kaydedildigini bildirdiler. Geng¢ yetigkinlerde,
proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, IFN—y, IL-1B’nin artisiyla, diisik D vitamini serum
seviyelerinin [serum 25-hidroksivitamin D (25(OH)D) < 32 ng/mL] ortiistiigi bildirilmektedir
(Barker ve digerleri, 2013). D vitamininin proinflamatuar sitokinleri (TNF-a ve IL-6) azalttig1
ve antiinflamatuar (IL-10) sitokinleri arttirdigi gosterilmistir (Carrillo ve digerleri, 2011;
Shab-Bidar ve digerleri, 2012). Zhao ve digerleri (2012), 1,25(0OH)2Ds eklenmesi, DSS’nin
yol actigt TNF-a ve INF-y’nin yiiksek ekspresyonunu iyilestirdigini ve bdylelikle kolon
iltihabin1 inhibe ettigini caligmalarinda gostermistir. Bu bulgularla tutarl olarak, yaz boyunca
serum 25(OH)D ve 1,25(OH)D konsantrasyonlarindaki mevsimsel artig, sitokin iiretiminde
bir down-regiilasyon ile iliskilidir (Khoo ve digerleri, 2011). Asetik asitle deneysel kolit
olusturulan ve D vitaminin TNF-a, IL-18 ve MPO seviyelerine etkisi incelenen bir tez
calismasinda, 6n tedavi ve tedavi gruplarinda TNF-a, IL-1B ve MPO duzeylerinin Kkolit
grubuna gore anlamli sekilde distiigi belirtilmistir (Cantimur, 2014). Calismamizda da
inceledigimiz arastirma sonuglariyla ortiisen veriler elde edilmistir. Kolit grubuyla post ve pre
tedavi D vitamin gruplar karsilastirildiginda, post tedavi D vitamini grubunun anlaml sekilde
kolonik TNF-a ve INF-y seviyelerinin azaldigi goriildii. Pre ve post tedavi D vitamini
grubunun anlamli sekilde kolonik MPO seviyelerinin de azaldigi tespit edildi. INF-y ve
MPQO’daki azalma post tedavi D vitamini grubunda daha fazlaydi; ancak bu azalmanin pre ve
post Curcumin grubunda daha fazla oldugu gozlendi. TNF-o’daki azalma ise tedavi
gruplarinda en fazla post tedavi D vitamini grubundaydi ve D vitamini tedavi gruplarindaki

azalma Curcumin tedavi gruplarindan yiiksekti. IL-1pB, IL-6, INF-y ve MPO seviyelerindeki
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azalma, tedavi gruplan kiyaslandiginda Curcumin gruplarinda, D vitamini gruplarina goére
yuksek iken; bu durumdan farkli olarak TNF-a diizeylerindeki diigme D vitamini gruplarinda
Curcumin gruplarina gore daha fazlaydi. Bu durumun IL-1B, IL-6 ve INF-y Kitlerinin
markasimnin ayni; TNF-a kit markasinin ise diger kitlerden farkli olmasiyla iliskisi
olabilecegini diistinmekteyiz. Ayn1 zamanda D vitaminin bir hormon olmasi; Curcuminin ise
bir metabolit olmasi da durumu acgiklamaktadir. D vitamini enterositler tarafindan daha
kullanilabilir bir tiriin 6zelligindedir, hizli cevap niteligi tasiyan, hizli sindirilen-emilen bir
maddedir; Curcumin ise emilimi diisiik bir maddedir, ¢ogunlugu idrar ya da diski yoluyla
atilmaktadir, viicutta birikmez ve bagka bilesiklere doniisen kimyasal bir Grindr.
Gergeklestirdigimiz model akut bir kolit modelidir; bu nedenle vicutta depo edilen ve
inflamasyona hizli cevap veren D vitamini etkinligini daha iyi gdstermis olmas1 muhtemeldir.
Curcuminin etkinligini net gérmek amaciyla daha uzun siireli kullanilmasi 6nerilmektedir.
Curcuminin daha ¢ok proinflamatuar biomarkerda D vitaminine nazaran daha ylksek etkinlik
gostermesi de, 6nemli bir antiinflamatuar ajan oldugunu gostermektedir. Serum, distal ileum
ve jejenum dokularindaki durumlar da c¢alismamizda kiyaslandi. Kolona yakin olan ince
bagirsak boliimlerinden distal ileum TNF-a seviyelerinde ve jejenum IL-1p seviyelerinde
Dvit+Kolit grubunda; serum, distal ileum ve jejenum IL-6 seviyelerinde Kolit+Dvit ve
Dvit+Kolit gruplarinda; distal ileum MPO seviyelerinde, Kolit+Dvit grubunda Kolit grubuna
gore anlamli sekilde diisiis oldugu tespit edildi (p<0,05). Yer verilen aragtirmalardan farkli
olarak ise ¢alismamizda, jejenum INF-y seviyelerinde, Dvit+Kolit grubunda Kolit grubuna
gore anlamli sekilde yiikselis oldugu goriildl (p<0,05). Ayrica belirtilmesi gereken bir durum
ise, On tedavi ve post tedavi gruplarina verilen 0,4 mcg (16 IU) D vitamini miktarini enjekte
edilecek diizeye getirebilmek adina aycicek yag ile seyrelttik, fakat ¢aligmalarda; IBH de
musir 0zl yag1 ve aygigek yagi gibi n-6 yag asitlerince zengin kaynaklarin proinflamatuar
sitokin miktarin1 yiikselttigi; zeytin yagi gibi n-9 yag asitlerince zengin kaynaklarinsa
bagisiklik sistemi lizerine olumlu etkileri oldugu belirtilmistir (Besler, 2008).

Epitel bariyer islevi biiyiik 6l¢tide hiicreler aras1 TJ tarafindan belirlenir. TJ, bilesiklerin
bagirsak mukozasi boyunca paraselliiler hareketini kisitlamaktan sorumludur; TJ'de artmis
gecirgenlik, bagirsakta hem enfeksiyon hem de inflamasyon olusumu i¢in 6nemli bir alan
saglayabilmektedir (Zhao ve digerleri, 2012). Epitelyal TJ biitiinliigliniin kaybi ile iliskili
kolonik inflamasyondan da anlasilacagi iizere, bu fonksiyon mukozal homeostazin
stirdiiriilmesi icin kritiktir (Catalioto ve digerleri, 2011). Aragtirmalarda belirtilen TJ’lerdeki
bu dnemli rol, asetik asitle deneysel kolit gergeklestirdigimiz ratlar iizerinde de gdzlenmesi

gereken kritik bir veri oldugu gergegini bize sunmustur ve c¢alismamizin ydntemini
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belirlemede basamak olmustur. Kolit patofizyolojisindeki yeri yadsinamayacak kadar 6nemli
olan TJ’larin aktivasyonu ve TJ proteinlerinin ekspresyonu, bagirsak gecirgenligi tespitindeki
incelemelerimizin temel mantigini olusturmaktadir. TJ’larin aktivasyonunu etkileyen Zonulin
ve TJ proteinlerinden antijen gibi makromolekiillerin ge¢isinde 6nemli bariyer olusturan
Occludin seviyelerinin incelenmesi aragtirmamizin mantigini destekler nitelik tagimaktadir.
TJ'nin bitinligini korumanin o6nemi, TJ'nin bozulmasinin ve bunun sonucu olarak
paraselliiler gecirgenligin artmasinin gastrointestinal bozukluklarin patogenezinde ¢ok 6nemli
oldugu son raporlarda vurgulanmistir (Wang ve digerleri, 2012). Aslinda bu son raporlarda da
belirtildigi gibi, aradaki iliskinin tespiti UK etiyolojisi i¢in de kiymetli sonuglara varmada
Oonemlidir. Biz de ¢alismamizda, hastaliklarin kalici tedavilerinde etiyopatogenezin
anlasilmasimin elzem oldugu bilincinde ilerleyerek rotamiz1 belirledik, biitgemizin el verdigi
birgok durumu go6zlemlerimize dahil ettik, ozellikle caligmalarda da belirtilen bagirsak
gecirgenliginin kolitteki yerini inceledik. Artmis bagirsak gegirgenliginin, IL-10 -/- farelerde
kolit gelisiminde 6nemli bir etiyolojik olay olabilecegi diistiniilmektedir. Bu yonde yapilan bir
caligmada, IL-10 geni eksikligi olan farelerde ince bagirsak gegirgenliginin azaltilmasinin
Koliti zayiflattigi sonuglarla desteklenmektedir (Arrieta ve digerleri, 2008). Bu ¢aligmada da
belirtildigi gibi bagirsak gegirgenligi ve kolit arasinda iliski mevcut, bunun yani sira
sitokinlerin de bagirsak gecirgenliginde etkisi oldugunu arastirmalar gostermektedir.
Sitokinlerin IP iizerindeki etkisine dair bircok c¢aligmaya yer verdik, ama Onceligimiz
biyokimyasal analizlerimizde bulunan TNF-a, IL-1B, IL-6 ve INF-y’nin etkisine yoOnelik
arastirmalart  sunmaktir. TJ bariyerindeki sitokin aracili disfonksiyon sonucunda,
immiinolojik aktivasyon ve doku inflamasyonu goriilmektedir ve bu durum ¢esitli bagirsak ve
sistemik hastaliklarin  baslamasina veya gelismesine oncli  oldugu ¢aligmalarda
bildirilmektedir (Farhadi ve digerleri, 2003). UK’e sahip kisilerde, bagirsak gegirgenliginde
anormallikler oldugu belirtilmektedir (Gison ve digerleri, 1988). Bagirsak mukozal
bariyerinin hasarlanmasi sonucunda; TNF-a, IL-1B, IL-6 ve INF-y gibi sitokinlerin tretiminde
artis oldugu calismada gosterilmektedir (Xavier ve Podolsky, 2007). Enfeksiyon sirasinda ve
[BH'de indiklenen TNF-a ve IFN-y gibi enflamatuar sitokinlerin genel olarak bagirsak
gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir (Corridoni ve digerleri, 2012). TNF-a gastrointestinal
bariyer fonksiyonunun ve gecirgenligin diizenlenmesinde onemli roliinii 6ne siiren bir¢ok
calisma mevcuttur (Clayburgh ve digerleri, 2006; Suenaert ve digerleri, 2002). Bagirsak
Caco-2 hiicrelerinde, TJ regulasyonunda énemli bir role sahip olan MLCK (Miyozin Hafif
Zincir Kinaz) ekspresyonu, TNF-a ile indiiklenen bariyer defekti ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. TEER O6lciminde TNF-a ile indlklenen azalma, MLCK ekspresyonu ve
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MLC (Miyozin Hafif Zinciri) fosforilasyonuyla pozitif korelasyon gdstermektedir (Ma ve
digerleri, 2005). Ek olarak, bagirsak HT-29/B6 hicrelerinde, TNF-o'nin TEER'I, intestinal
epitel hiicrelerinde gézenek olusturucu Claudin-2 ekspresyonu yoluyla azalttigi goriilmiistiir
(Mankertz ve digerleri, 2009). Hem UK hem de CH hastalarinin bagirsaklarimda MLCK
ekspresyonu ve MLC fosforilasyonu gozlenir, bu da IBH hastalarmin artan bagirsak
gecirgenliginde sitoskeletal diizensizligin rol oynadigini gosterir (Blair ve digerleri, 2006).
TNF-0, bagirsak TJ gecirgenligini arttirmaktadir, Caco-2 TJ gegirgenliginde TNF-a ile
indiiklenen artisin NF-kappa B aktivasyonunun aracilik ettigi belirtilmektedir ve
gecirgenlikteki artig, ZO-1 protein ekspresyonunun NF-kappa B'ye bagl asagi regiilasyonu ve
baglant1 lokalizasyonundaki degisiklik ile iliskilendirilmistir (Ma ve digerleri, 2004). Son
caligmalar IL-1B'nin de Dbagwsakta artan TJ gegirgenligine neden oldugunu
gostermektedir. Bagirsak Caco-2 hiicrelerinde IL-1B, TEER'i azaltir ve iniilin akigini arttirir;
bu kismen, Occludinin azalmis ekspresyonu-yeniden dagitimi ve MLCK ile MLC
fosforilasyonunun artan ekspresyonununa aracilik ettigini bildirmektedir (Al-Sadi ve digerleri,
2008). IBH'de goriilen baslica IL-6 kaynaginin bagirsak epitel hiicreleri ve lamina propria
mononiikleer hiicreleri oldugu gosterilmistir (Kusugami ve digerleri, 1995). Son calismalar,
IL-6'nin da bagirsak TJ regiilasyonunda rol oynadigimi géstermektedir (Suzuki ve digerleri,
2011). IL-6’nin, Mitojenle Aktive olan Protein Kinaz (MAPK)/Hiicre Dis1 Sinyalle
Dizenlenen Kinaz (ERK) yoluyla intestinal epitel hiicrelerinde gézenek olusturucu Claudin-
2'de bir artigla birlikte katyonlara segici olarak paraselliiler gegirgenligi arttirdigi, ancak
makromolekiillere gegirgen olmadigi bildirilmistir (Lee, 2015). INF-y’'nin da IP’deki
degisiklikte gorev aldigir saptanmistir (Funakoshi ve digerleri, 1998). Son ¢alismalar da bu
durumu destekler niteliktedir, INF-y'nin TJ proteinlerinin yeniden dagilimi, ekspresyonu ve
aktin hicre iskeletinin yeniden dlzenlenmesi yoluyla intestinal epitel hicrelerinde
paraselliiller gegirgenligi arttirdigi gosterilmistir (Bruewer ve digerleri, 2005). Bagka bir
calismada, INF-y'nin, TEER Oo6l¢limiiniin pasif iyon akisina ve mannitol gibi ¢dziinen
maddelerin paraselliiller akisinin artmasi ile belirlendigi iizere, parasellller gecirgenlikte bir
artisa neden oldugu gosterilmistir (Nusrat ve digerleri, 2000). IFN-y'nin TJ {izerindeki
yukarida agiklanan etkileri, karmasik olmasina ragmen, patofizyolojik bir iligkiye sahip
olabilir ¢iinkii IBH olan hastalarin kolonik mukozasinda IFN-y ekspresyonu artmis ve
paraselliiler gecirgenlik de artmistir (Schmitz ve digerleri, 1999). Calismamizda biyokimyasal
analizlerde yer verdigimiz proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL-1B, IL-6 ve
immunoregulator sitokinlerden INF-y’nin inflamatuar stre¢ haricinde, bagirsak gecirgenligi

tizerinde de oOnemli etkileri oldugu yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Aslinda bu
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proinflamatuar/immdiinoregulatér biomarkerlarin artmasinda, bagirsak gecirgenligi artiginin
onemli etkisi vardir ve bu artisin yukar regiilasyonu da bagirsak gecirgenligi mekanizmasini
olumsuz etkilemektedir. Calismalarda da belirtildigi lizere arada kisir bir dongli mevcuttur.
Inflamatuvar siirecin tedavisi IP’de durumun olumlu seyretmesine sebep olabilecegi gibi,
[P’nin artisindaki durumun diizeltilmesi de inflamasyonu pozitif yonde etkileyecektir.
Bagirsak gegirgenligi bozuklugu olan hastalarda bagirsak dokusunda Occludin
seviyeleri azalmistir, Occludin tiikkenmesinin bagirsak TJ bariyer fonksiyonu Uzerindeki
etkisinin anlasilmas1 hem klinik hem de bilimsel bir iliskiye sahiptir (Ciccocioppo ve
digerleri, 2006; Coeffier ve digerleri, 2010; Gassler ve digerleri, 2001; Zeissig ve digerleri,
2007). Bagirsak gegcirgenligi ve Occludin arasindaki bu bag, ¢alismamizda IP tespiti i¢in
Occludin seviyelerine bakilmasinin 6nemini sunmustur. Occludin, ¢ok sayida membranla
iligkili protein igeren siki baglanti kompleksi ile koordine olabilen biiyiik bir sitoplazmik
uzantiya sahiptir (Schneeberger ve digerleri, 2004). Occludin, ilk entegre siki baglanti
proteinidir ve en apikal membranlarda en yaygin sekilde eksprese edilir (Furuse ve digerleri,
1993). Occludin ve JAM’in dizenleyici bir rolii varken, Claudinler esas olarak bagirsak
bariyer fonksiyonundan sorumlu olan transmembran proteinlerdir, ayn1 zamanda bu epitel
bariyerinin merkezi diizenleyicisi bagirsak mikrobiyotasi oldugu sunulmustur (Ulluwishewa
ve digerleri, 2011). Noth ve digerleri (2011) yapilan ¢alismalar1 incelediklerinde, kolitle
koordine olarak gerceklesen bariyer fonksiyonundaki hasarlanma ile ilgili son verilerin;
Occludin ekspresyon diizeyindeki ve lokalizasyonundaki degisimlerin artig1 gdzlenen
paraselluler gecirgenlik icin mithim oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda Occludin
geninin promotoru, Occludinin transkripsiyonunu negatif olarak diizenleyen bir TNF-o yanit
elementi barindirdig: bildirilmektedir (Mankertz ve digerleri, 2000). Al-Sadi ve digerleri
(2011)’nin gergeklestirdikleri ¢alisma sonucunda, bagirsak epitel hiicrelerindeki Occludin
tikenmesinin, in vitro ve in vivo olarak, daha buyiuk boyutlu molekillerin paraselluler
akisinda molekiiler boyuta bagli bir artisa yol actign gosterilmektedir. Onceki yayinlarla
birlestirilen bu veriler, Claudinlerin TJ gozeneklerinden (yarigapta 4 A) iyonik ve kiigiik
molekil akiginin diizenlenmesinde islevsel bir role sahip oldugunu gostermektedir (Van Itallie
ve digerleri, 2009). Oysa Occludin biiyiik makromolekiillerin akisinin diizenlenmesinde,
muhtemelen kisitlayici olmayan veya genis kanalli yolla iglev goriir. Occludin tlikenmesi
kisitlayict olmayan yolun acgilmasia yol agarak, bakteriyel antijenler dahil olmak {izere
makromolekullerin paraselliler akisina izin vererek inflamatuar bir yanita yol agmaktadir (Ma
ve digerleri, 2018). TJ proteinlerinden Occludin seviyelerine bakmanin kritik 6nemini bize

bu calisma bildirmistir ve diger TJ proteinlerine nazaran Occludin’in inflamasyona neden
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olan, antijen iceren makromolekiilerin gecisinde major etkiye sahip olmasi asil olarak bu
proteinin diizeylerinin incelenmesi gerektigini gdstermistir. Inflamatuar Bagirsak Hastalig
hayvan modellerinde Occludinin bagirsak dokusu ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi
gosterilmistir (Fries ve digerleri, 1999; Gassler ve digerleri, 2001). Bagirsak Occludin
ekspresyonundaki azalmanin, bagirsak epitelyal TJ gecirgenliginde artisa yol agan 6nemli bir
mekanizma olabilecegi One siiriilmiistiir. Bununla birlikte, bagirsak TJ bariyer fonksiyonunda
Occludin tiikenmesini destekleyen kanitlar eksiktir (Al-Sadi ve digerleri, 2011). UK
hastalarinda, Occludin, Claudin-1, Claudin-4 ve JAM-A'nin azalmis ifadesi ve yeniden
dagilimi; artmis gozenek olusturan Claudin-2 ifadesi gorilmektedir (Vetrano ve digerleri,
2008). Baska bir calismada da benzer olarak, UK’de, Claudin-1, Claudin-4'tin ve Occludin'in
down-regiilasyonu; gézenek olusturan Claudin-2'nin ise yukari regiilasyonu gozlenmektedir
(Heller ve digerleri, 2005). Occludin mRNA ekspresyonu, saglikli kontrol grubuna kiyasla
UK remisyon hastalarinda kolon mukozasindan énemli &lgiide azaldign ve Occludin gen
ekspresyonunda aktif ve remisyon UK gruplart arasinda farkli ekspresyon seviyeleri
bulundugu bildirilmistir ve bununla birlikte aktif UK, remisyondaki UK'ye kiyasla ilgingtir
Ki 6nemli Ol¢iide artmig Occludin seviyelerine sahip oldugu da belirtilmektedir, aktif ve
remisyon UK hastalar1 arasindaki bu farkli durum Occludin ekspresyonu, enflamatuar siireg
sirasinda  sik1  baglantinin  epitel hiicre polaritesinin  korunmasiyla aciklanabilecegi
belirtilmektedir (Yamamoto-Furusho ve digerleri, 2012). Calismamiz yapilan arastirma
sonuglarini destekler nitelik tasimaktadir, Kontrol grubunda kolonik Occludin seviyeleri Kolit
grubuna gore anlamli sekilde yiiksek olarak saptandi. Yapilan biyokimyasal analiz
sonuglarinda, emilim i¢in kiymetli bir bagirsak boliimii olan jejenumun Occludin
seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde yiikseklik oldugu
belirlendi (p<0,05).

Klinik 6ncesi ve klinik c¢aligmalar, bagirsak gecirgenligini modiile eden bir protein
grubu olan Zonulin ailesinin, otoimmiin, enfektif, metabolik ve tiimor hastaliklar: dahil olmak
tizere cesitli kronik inflamatuar hastaliklarda rol oynadigini gostermistir. Zonulin, hem
epitelyal hem de endotel bariyer fonksiyonlarinin bir modiilatoriidiir; saglik ve hastaliktaki
rolii aktif arastirma konusu olmaya devam etmektedir. Bagirsak disbiyozu, Zonulin salinimina
neden olabilir ve bu da liimen igeriginin epitel bariyerinden gegisine yol acarak, artan
gecirgenlige neden olan proinflamatuar sitokinlerin salinmasina sebebiyet vererek, diyet ve
mikrobiyal antijenlerin yogun akisina yol agan ve T hiicrelerinin aktivasyonunu tetikleyen bir
kisir dongii olusturmasina neden olabilir (Fasano, 2020). Son yillarda, bozulmus bagirsak

gecirgenliginin, Inflamatuvar Bagirsak Hastaligiin baslangicindan dnceki erken bir olay1
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temsil ettigi varsayilmaktadir (Caviglia ve digerleri, 2019). Aslinda bu aragtirmada belirtilen
durum tam olarak, ¢aligmamizda gerceklestirdigimiz deneysel kolit modelinde neden IP’yi
belirlemeye yonelik biyomarkerlara baktigimiz1 6zetlemektedir. Obeziteye sahip bireylerde
gerceklestirilen klinik ¢alismalarda, Zonulin duzeyindeki ylkselme ile, inflamasyon
biyobelirteclerinden IL-6 ve TNF-o arasinda pozitif korelasyon goriildiigii bildirilmektedir
(Cennet, 2018). IL-10 geni eksikligi ile kolit olusturulan farelerin, daha 6nce ince bagirsak
gecirgenligini azalttigi gosterilen kiigiik bir peptit olan AT-1001 (bir Zonulin peptit
inhibitorii) ile tedavi edilmesi sonucunda, ince bagirsak gegirgenliginde belirgin bir disiis,
kolonik mukozal gecirgenlikte 6nemli bir azalma ve elektrik direncinde artis oldugu ve ayni
zamanda bir kolon eksplantinda TNF-a salgilanmasinin ise, tedavi edilen grupta onemli
dlgiide daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Arrieta ve digerleri, 2008). Toplam 118 IBH
hastas1 (86 Crohn Hastaligi ve 32 Ulseratif Kolit) ve 23 saglikli kontrol bulundugu prospektif
calismada, serum Zonulin konsantrasyonun IBH grubunda kontrole kiyasla daha yiiksek
oldugu, CH'li hastalar ve UK'li hastalar arasinda serum Zonulin konsantrasyonunda hichir
fark gozlenmedigi, serum Zonulin konsantrasyonu ile hastalik siiresi arasinda korelasyon
gozlendigi, serum ve digki Zonulin seviyesi arasinda higbir korelasyon gozlenmedigi
bildirilmektedir (Caviglia ve digerleri, 2019). Caligmamizdaki bulgular da arastirmalarla
paralellik sergilemektedir, Kontrol grubunda kolonik Zonulin seviyeleri, Kolit grubuna gore
anlaml sekilde diisiik olarak saptandi. Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, serum
Zonulin seviyelerinin Kontrol grubunda, Kolit grubuna gore anlamli diizeyde disiikliik
oldugu belirlendi (p<0,05). Zonulin bagirsak epitel hiicrelerince antijen, patojen veya toksik
maddelerle bagirsagin karsilasmasi durumunda Tretilmektedir ve bu proteinin etkinlik
gosterebilmesi, intestinal epitel hiicrede reseptorii olmasina baghdir. Zonulinin TJ’lar arasi
bagi fizyolojik olarak agabilmesi, jejenum ve distal ileum gibi Zonulin reseptéri bulunduran
epitel hiicrelere sahip intestinal kisimlarda gerceklesmektedir ve bagirsak gecirgenliginin
tespiti ancak bu dokulardan elde edilen numunelerle kiymetli sonug saglayacaktir. Kolon
epitel hucrelerinde ise, Zonulin reseptérii bulunmamaktadir ve bu nedenle bagirsak
gecirgenligini arttirmada bu intestinal kisimda etkinlik gostermemektedir. Kolonda Zonulin
tespit edilebilir, digkida tespit edilmesi mantigryla benzer olarak ancak kolondaki bagirsak
gecirgenliginin tespiti i¢in kolon Zonulin seviyelerine bakilmasi bu bodlim Zonuline ait
reseptdr barindirmadigindan kiymetsizdir. Bu durum Genel Bilgiler kisminda kaynak
belirtilerek detayli agiklanmistir. Caligmamizda kolon Zonulin seviyesine, digkida bakilmasi
mantigiyla ve kolonda gergeklesen bir hastalik olan UK’yi ele almamiz sebebiyle bakildi.

Kolonik inflamasyonla birlikte Zonulin seviyesinin gruplar arasinda nasil degisime ugradigi
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merak konusuydu. Calismamizda, en anlamli sonuglarin kolon Zonulin seviyesinde
gerceklesmesi sebebiyle kolonik Zonulin seviyesi grafigine yer verilmeliydi; fakat yukarida
belirtilen agiklama kaynakli bu grafige Bulgular kisminda yer verilmedi. Calismamizda
Bulgular kisminda, onun yerine bazi sonuglar bekleneni yansitmasa da kolona yakin ince
bagirsak boliimii distal ileumdaki Zonulin seviyelerine ait grafik paylasildi.

Ghosh ve digerleri (2014), Curcuminin LPS'nin neden oldugu bagirsak epitel hiicre
bariyeri gecirgenliginin bozulmasini Onlemedeki dogrudan etkilerini yaptiklar1 calismada
ortaya koymaktadir. Bu arastirmada, bakteriyel endotoksin LPS (lipopolisakkarit)'nin
translokasyonuna yol acan bagirsak gegirgenliginde artisin, Bati1 diyetiyle beslenme
sonucunda emilemeyen antibiyotiklerin  uygulanmasi  yoluyla bagirsagin  segici
dekontaminasyonun ve ayrica iltihapla baglantili hastaliklarin hafifletilmesiyle sonuglanan
durumun, Curcuminin oral takviyesi yoluyla oldugu gosterilmektedir. TNF-a, IFN-y, IL-1p ve
IL-13 sekresyonu, mukozal sitokin firtinasina neden olmaktadir ve intestinal TJs'nin
bozulmasina ve epitel apoptozunun indiiksiyonuna yol agtigi belirtilmistir ve sitokinlerin
salinimi esasen bariyer kusurlarindan sorumlu oldugu saptanmistir (Lobo de Sa ve digerleri,
2019). Bu yapilan ¢alisgmada, Campylobacter jejuni ile enfekte ko-kilturlerde, siki
baglantilarin yeniden dagilimi ve TNF-a, IL-1p ve IL-6 salgilanmasiyla temsil edilen artmig
bir enflamatuar yanit gézlemlendi ve Curcumin ile bu durum tersine ¢evrildigi gosterildi ve
sonu¢ olarak, Curcumin Campylobacter jejuni ile tetiklenen bagisiklik kaynakli bariyer
kusurlarina karsi koruma sagladigi sunuldu, hastalarda terapotik ve koruyucu bir ajan
olabilecegi yapilan calismada bildirildi (Lobo de Sa ve digerleri, 2019). Occludin, TJ'de
lokalize edilmis en ¢ok calisilan transmembran proteindir. Onceki ¢alismalar, Occludinin TJ
bariyer fonksiyonunun diizenlenmesinde biiyiik 6neme sahip oldugunu ve ZO-1 tarafindan
hiicre baglantilarina dahil edildigini gostermistir (Guo ve digerleri, 2005). Bu nedenle,
Occludin ve ZO-1, TJ'nin montaji ve epitel bariyer islevi i¢in ¢ok 6nemlidir. Curcumin TJ
biitiinliigiinii korumaktadir, bu hipotez, Curcuminin Caco-2 hiicre katmanlarinda ZO-1 protein
seviyelerinde TNF-o ile indiiklenen azalmayr Onledigini gosteren bir c¢alisma ile
desteklenmistir (Ma ve digerleri, 2004). Feng ve digerleri (2019)’nin arastirmasinda,
Curcuminin (%98 curcumin, Sigma, oral takviye), bagirsakta (ileal dokudaki) siki baglanti
proteini Zonula Occludens-1 ve Occludin'in ekspresyonunu artirarak, bagirsak bariyer
disfonksiyonunu daha da 1iyilestirdigi belirtilmektedir. Wang ve digerleri (2012)’nin
gerceklestirdigi in vitro ¢alisma, Curcuminin hem oksijenaz-1 (HO-1)'in gugcli bir
indiikleyicisi oldugunu ve bagirsak epitel TJ'sinin oksidatif stres kaynakli bozulmasini

tyilestirebilecegini gostermektedir. HO-1 bagimli mekanizma ayrica bagirsak bozuklugunun
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tedavisi amaciyla Curcumin preparatlart gelistirmek igin bir gerek¢e saglamaktadir.
Curcumin, insan bagirsak epitel hiicrelerinde hem oksijenaz-1 ekspresyonunu arttirarak
hidrojen peroksit kaynakli epitel bariyer bozulmasmi iyilestirmektedir. Curcuminin insan
bagirsak epitel hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli bagirsak bariyerinin bozulmasi tizerindeki
koruyucu etkisi bu calismayla agiklanmistir. Birgok arastirmada sunuldugu gibi Curcumin
IP’de olumlu etki gostermektedir. Calismamizin temelinde yatan UK’nin etiyopatogenezini
aciklamada bir basamak olabilme, bununla birlikte bu mekanizmayla ortiisen tedavi bilesenini
sunma hedefi ve arastirmalarimizda bagirsak gecirgenligini merkeze koymamiz; tedavi
strecinde de Curcumin gibi 6nemli bir antiinflamatuar ve antioksidan fenolik bilesikle
calisma istegini dogurdu. Calismamiz bulgularina bakacak olursak, yapilan arastirmalarla
ortiisen sonuglarin haricinde zitliklar da mevcuttur. Serum Occludin seviyelerinde, Cur+Kaolit
grubunda Kolit grubuna gore anlaml sekilde ve bekledigimiz gibi yiikselis gozlendi. Post
tedavi Curcumin ve pre tedavi Curcumin gruplarinda anlamli sekilde Kolit grubuna kiyasla
kolonik Zonulin seviyelerinin distiigli goruldu. Calismamizda beklenmedik sekilde,
arastirmalarla uyusmayan su sonuglar da elde edildi; serum, jejenum ve distal ileum Zonulin
seviyelerinde Cur+Kolit tedavi grubunda Kolit grubuna gore anlamli yiikselis oldugu gozlendi
(p<0,05).

Epitel bariyer fonksiyonu, esas olarak siki baglanti proteinleri tarafindan diizenlenir.
Ulseratif Kolit, inflamasyon ve epitelyal bariyer disfonksiyonu ile birlikte Th2 immiin yanit:
ile karakterize edilir, buna Claudin-2 protein fonksiyonunda yiikselme de dahildir (Satio ve
digerleri, 2016). 1,25(OH).Ds3, gastrointestinal mukozadaki savunma mekanizmalarini
arttirabilir ve IBH'de mukozal hasar1 onleyebilir. 1,25(0H);Ds, TJ proteinlerinin
ekspresyonunu siirdiirerek bariyer biitlinliigii izerinde koruyucu bir etkiye sahip olabilir ve
boylece bagirsak iltihabinin siddetini azaltabilir (Zhao ve digerleri, 2012). Dimitrov ve White
(2017), D vitaminin, intestinal bariyer biitiinligii, bagirsaktaki dogustan gelen ve uyarlanabilir
bagisiklik, mikrobiyal yiikk ve kompozisyon tizerindeki etkilerini g6z 6nlnde bulundurarak,
[BH'de D vitamini takviyesinin potansiyel terapétik faydasi i¢in mekanik bir temel sagladigini
ortaya koymaktadir. Satio ve digerleri (2016), Claudin-1 ve Claudin-2 proteinlerinin aktif
UK'de yukan regiile edildigini; 1,25(0OH);Ds ile tedavinin, hem iltihapli hem de iltihaph
olmayan kanaldaki Claudin-1 ve Claudin-2 protein seviyelerini diistirdiigiinii; Claudin-4 ve
Claudin-7 proteinlerinin ise aktif UK'de asag regiile edildigini ve seviyeleri 1,25(0H)2Ds ile
inkiibasyondan sonra yiikseldigini bildirmistir. Zhao ve digerleri (2012), 1,25(0OH)2D3’iin,
DSS ile indlklenen kolit modelindeki bagirsak bariyer kaybini hafiflettigi, parasellller

gecirgenligi zayiflattigi ve TJ'nin DSS kaynakli bozulmasini 6nledigini; ayn1 zamanda DSS
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model grubunda, kolondaki TJ proteinlerinden ZO-1, Occludin ve Claudin-1
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde azaldigini yaptiklari calismada
bildirmektedir. Buin vitro sonuglar, in Vivo gozlem ile tutarlt
oldugunu, 1,25(0OH).Dz3’iin epitelyal mukozadaki TJ biitiinligiinii koruyarak kismen DSS ile
indlklenen Koliti azalttigini gostermektedir (Zhao ve digerleri, 2012). Yogun bakim hastalari
tizerinde gerceklesen bir arastirmada, artan D vitamini serum seviyeleri ile medyan plazma
endotoksin ve Zonulin seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (Eslamian ve digerleri, 2018).
Bir¢ok arastirmada sunuldugu gibi D vitamini IP’de olumlu etki gostermektedir.
Calismamizin temelinde yatan UK’nin etiyopatogenezini agiklamada bir basamak olabilme,
bununla birlikte bu mekanizmayla Ortiisen tedavi bilesenini sunma hedefi ve
arastirmalarimizda bagirsak gecirgenligini merkeze koymamiz; tedavi siirecinde de vitamin D
gibi 6nemli bir antiinflamatuar bilesikle ¢alisma istegini dogurdu. Calismamiz bulgularina
bakacak olursak, yapilan arastirmalarla ortiisen sonuglarin haricinde zitliklar da mevcuttur.
Kolit grubuyla post ve pre D vitamini tedavi gruplar1 karsilastirildiginda, post tedavi D
vitamini grubunun anlamli sekilde kolonik Occludin seviyelerinin arastirmalarla paralellik
gostererek yiikseldigi gortldu. Hatta kolon Occludin seviyelerinde tek anlamli yiikselme post
D vitamini grubundaydi. Serum Occludin seviyelerinin, Dvit+Kolit grubunda; distal ileum
Occludin seviyelerinin, Kolit+Dvit grubunda Kolit grubuna gore anlamli sekilde yiikselis
oldugu gozlendi. Arastirmalarla zit olarak ise, jejunal Occludin seviyelerinin Kolit+Dvit
grubunda anlamli sekilde diisiis oldugu saptandi. Bagirsak gegirgenligi tespitinde
kullandigimiz Zonulin seviyelerindeki durum ise sudur; post tedavi D vitamin grubunda
anlamli olarak kolonik Zonulin seviyelerinin beklendik sekilde diistiigii gorildi. Serum ve
jejunal Zonulin seviyelerinin Kolit+Dvit ve Dvit+Kolit tedavi gruplarinda Kolit grubuna goére
beklenmedik sekilde anlamli yiikselis oldugu gozlendi (p<0,05).

Goblet hiicreleri, yogun sekilde glikosile olan ve muazzam ag benzeri bir yapiya
polimerize edilen miisin salgilar. Miisin 2, kalin ve ince bagirsakta salgilanan miisinin ana
bilesenidir ve bagirsak mikroplarini epitel yiizeyinden uzakta tutmada anahtar rol
oynamaktadir (Bischoff ve digerleri, 2014). iBH'nin hem deneysel modellerinde hem de
insanlarda; mukus tabakasi bakterilere karsi daha gecirgen hale gelir ve bu nedenle bu
hastalikta ve muhtemelen diger bagirsak bozukluklarinda kritik etiyolojik faktorler olarak
kabul edilmektedir (Johansson ve digerleri, 2014). UK’ye sahip bireylerde yapilan
incelemede goblet hiicre sayisinda diisiis oldugu bildirilmektedir (Pullan ve digerleri, 1994).
Daig ve digerleri (1996)’nin gergeklestirdigi arastirmada, IL-1p ve TNF-a gibi proinflamatuar

sitokinlerin birgogunun IL-8’1 ekspre ettigi ve IL-8 sekresyonundaki bu artisin da aktif
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donemdeki kolitin histolojik skor derecesiyle korelasyon gésterdigi sunulmaktadir. UK’li
vakalarda; epitelde nekroz, intestinal mukozada 6dem, polimorfonikleer hucrelerden ve
immunolojik  hicrelerden meydana gelen kript abseleri, vaskiler konjesyon ve Ulser
izlenmektedir (Balmus ve digerleri, 2016). Curcuminin kiiltiirlenmis bagirsak bozukluklarinda
birka¢ endojen antioksidani indiikleyebildigi ve in vivo olarak Trinitrobenzen Sulfonik Asit
ile induklenen Kkolitte mukozal hasar1 azaltabildigi gosterilmistir (Ma ve digerleri,
2004). Zhao ve digerleri (2012)’nin gerceklestirdigi c¢alismada, Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DSS model grubundaki kolonun histolojik incelemesinde; epitel
tabakasinda yaygin iilserasyon, o6dem, bagirsak duvarinda kript hasari, muskularis
mukozasinda fibroz, graniilosit ve mononiikleer hiicrelerin mukozaya infiltrasyonunu
gosterdigi sunuldu. DSS model grubundaki fareler ile karsilastirildiginda, 1,25(OH)2D3 ile
muamelenin; DDS ile indiiklenen kolit histolojik skorunda azalmalar oldugu bildirildi (Zhao
ve digerleri, 2012). Calismamizda ise, en yuksek histolojik skorlarin gozlendigi Kolit
grubunda, tedavi gruplarina gére tim parametrelerde bozulma en Ust diizeydeydi. Curcumin
ve D vitamini tedavi gruplarindaki kolon kesitleri incelendiginde ise, ortalama total histolojik
skor sonuglarinda hafif etkilenme (total skor=1) veya daha diisiik (total skor <1) degerler s6z
konusuydu. Tiim tedavi gruplarinda anlamli olarak hemorajik iyilesme s6z konusuydu. Tedavi
gruplar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde ise, post tedavi D vitamini grubunun histolojik
olarak iyilesmenin en iyi gozlendigi grup olarak saptanmistir. Kisitlihigimiz; asetik asit verimi
oncesi anestezi yapilmamasi ve kolon bosaltma eyleminin gergeklestirilmemesi soliisyonun
tam enjeksiyonunu ve hedef noktaya verimi olumsuz etkilemistir. Sollsyonun kolon
dokusundaki etkinligini arttirabilmek adina ise, %4’lUk asetik asit solusyonu veriminden 24
saat once ratlar a¢ birakildi, bu durum kolit yapilacak tiim gruplarda gerceklestirildi.

Sonu¢ olarak; calismamiz, Curcuminin antiinflamatuar ve antioksidan mekanizma
yoluyla terapdtik ve proflaktik etkinligini kanitlar nitelikte olup; Curcuminin bagirsak
gecirgenligine etkisine dair anlamli ve beklenen sekilde bir sonu¢ elde edilememesine
ragmen; terapotik olarak D vitamini kullaniminin, antiinflamatuar etkinlik ve oksidan
parametreleri diisiirme yoluyla kolitle artan bagirsak gegirgenligini tedavi etmede énemli rolU

oldugu kanaatine ulasildi.
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6. SONUC VE ONERILER

IBH hastaliklarindan UK’de artan bagirsak gegirgenligi (IP)’nde Curcumin ve D
vitaminin terapotik ve proflaktik etkinligine dair durum biyokimyasal olarak analiz edildi ve
bu durum inflamatuar ve oksidan parametrelerle desteklendi, istatistiksel olarak anlamli ¢ikan
veriler bu kisimda sunuldu. Aym1 zamanda UK’de Curcumin ve D vitaminin terapotik ve
proflaktik etkisine dair biyokimyasal ve histolojik olarak elde ettigimiz istatistiksel olarak
anlamli ¢ikan sonuglara da bu bolimde yer verildi.

Tight Junction (TJ) proteinlerden Occludin ve ince bagirsak (jejenum, distal ileum)
paraselliiler gegis hattin1 agmada rol oynayan Zonulin bagirsak geg¢irgenligi durumunun tespiti
amaciyla analiz edildi. Kolit grubunda, Kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diisiis
gosteren kolon ve jejenum dokusu Occludin seviyesi ve anlamli bir sekilde yiikselis gosteren
serum ve kolon dokusu Zonulin seviyeleri, UK’de bagirsak gegirgenliginin arttigin1 destekler
niteliktedir. Kolit grubunda, Kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde ylkseklik gosteren
kolon dokusu TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y ve MPO seviyeleri ve kolon hasarlanmasindaki
yiiksek histopatolojik skorlama degerleri de deneysel ¢alisma prosediiriimiizde yer alan Asetik
Asitin, deneysel kolit (akut) olusturmadaki Onemini vurgulamaktadir. Kolit olusturma
prosediiriiniin ¢galismamiz sonuglariyla tasdiklenmesi neticesinde, ¢alismamizin deneysel kolit
modeli uygulanacak aragtirmalara basamak olabilecegi kanaatindeyiz.

Tedavi gruplarindan kolit olusturulduktan sonra ve kolit olusturmadan énce Curcumin
verilmesinin kolon dokusu biyokimyasal analiz sonuglar1 incelendiginde; inflamatuar
biomarkerlardan IL-1B, IL-6, INF-y ve oksidan parametrelerden MPO’da en ¢ok bu iki grupta
(Kolit+Cur ve Cur+Kolit) anlaml diisiikliik saptanmistir. Bu sonuclar bize UK tedavisinde
Curcuminin antiinflamatuar ve antioksidan mekanizma yoluyla terapotik ve proflaktik
etkinligini kanitlar niteliktedir. Calismamizda, Curcuminin IP’ye etkisine dair anlamli bir
sonug elde edilememistir. Pre ve post tedavi Curcumin, kolon dokusu Zonulin seviyelerini
Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde diigiirmiistiir. Asil IP tespiti i¢in
kullandigimiz distal ileum, jejenum ve serum Zonulin seviyelerinde ise 6n tedavi Curcumin
grubunda, beklenmedik sekilde Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yukselme saptanmistir. Curcuminin IP’ye etkisine dair calismalara, uygulama siiresi/doz
degisiklikleri yapilarak devam edilmelidir.

Tedavi gruplarindan kolit olusturulduktan sonra D vitaminin terapOtik olarak

eklenmesinin, Kolit grubuna kiyasla kolon dokusu Occludin seviyesini anlamli bir sekilde
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arttirdigr gézlenmistir, ayn1 zamanda bu durumla paralel olarak Kolit+Dvit grubunda kolon
dokusu TNF-a ve INF-y seviyelerinde anlamli derecede diisiikliik tespit edilmistir, TNF-
a’daki en anlamli azalma Kolit+Dvit grubundayken; INF-y’daki en anlamli azalma Kolit+Cur
grubundaydir ve kolon dokusu Zonulin seviyeleri, her ne kadar kolon ge¢irgenliginin
tespitinde kullanilmasa da, Kolit+Dvit grubunda anlaml bir sekilde azalmistir, ancak kolon
Zonulin seviyesindeki azalma Kolit+Cur grubunda daha anlamli bulunmustur. Yapilan
caligmalarda TNF-a ve INF-y’nin bagirsak gegirgenligini arttirmada rol oynayan
proinflamatuar sitokinlerden oldugu belirtilmektedir. Kolit+Dvit grubundaki yukaridaki
bahsedilen istatistiksel anlamli sonuglar TNF-o’nin IP’yi arttirmasi durumunu destekler
niteliktedir, D vitaminin kolon dokusunda TNF-a ve INF-y’y1 anlamli bir sekilde diisiirmesi
ve oksidan parametrelerden MPO seviyelerini de anlamli bir sekilde azaltmasi; IP’yi
antiinflamatuar etkinlik ve oksidan seviyeleri azaltma yoluyla disiirdiigiinii tahmin
etmekteyiz. Bu tespit, D vitaminin kolitle artan bagirsak gecirgenligini tedavi etmede 6nemli
rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle kolon dokusundaki analiz sonuclarin1 baz
aldigimizda Kolit grubu ve diger tedavi gruplariyla kiyaslandiginda Kolit+Dvit grubunda en
diisiik histolojik hasarlanma skoru, en disiik TNF-a seviyesi, en yuksek Occludin
ekspresyonu goriilmesi; jejenum dokusundaki analiz sonuglarin1 baz aldigimizda ise Kolit
grubu ve diger tedavi gruplariyla kiyaslandiginda Kolit+Dvit grubunda en diigiik IL-1p ve IL-

6 seviyesi tespit edilmesi D vitaminin terapdtik etkisine dair dnemi bizlere géstermektedir.
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AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERTESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Asetik Asitle Olusturulmus Deneysel Ulseratif Kolit Modelinde Curcumin ve Vitamin
D’nin Ayr1 Ayn Bagirsak Gegirgenliginde Olast Koruyucu ve Tedavi Edici Etkilerinin
Arastirilmast” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranig ve akademik
kurallar cergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi
bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi

beyan ederim.
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