T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
BESLENME VE DIYETETIK BOLUMU YUKSEK LiSANS PROGRAMI

DENEYSEL KOLIT MODELINDE HESPERIDININ OLASI
KORUYUCU VE TEDAVI EDIiCI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Esra GUZEL
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Serdal OGUT

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

SBF-22005 proje numarasi ile desteklenmistir.

AYDIN-2023



KABUL VE ONAY

T.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi cercevesinde Esra GUZEL tarafindan hazirlanan
“Deneysel Kolit Modelinde Hesperidinin Olas1 Koruyucu ve Tedavi Edici Etkilerinin
Arastirilmast” baglikli tez, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul
edilmisgtir.

Tez Savunma Tarihi: 03/08/2023

Uye (T.D.): Prof. Dr. Serdal OGUT Adnan Menderes Universitesi
Uye :  Dog. Dr. Feride AYYILDIZ Gazi Universitesi
Uye . Dr. Ogr. Esra ORENLILI Adnan Menderes Universitesi
YAYLAGUL
ONAY:

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smnav
Y 6netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglhik
Bilimleri Enstitlistinin ..............ccoooeoeieen. tarth ve ..o, sayil1
oturumunda alman ........................ nolu Yonetim Kurulu karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Siileyman AYPAK
Enstitii Miidiiri V.



TESEKKUR

Calismamin ger¢eklesmesindeki destek ve katkilarindan dolayr danisman hocam Sn.
Prof. Dr. Serdal OGUT’e ve deneyimin uygulama kismindaki desteklerinden dolay1 Sn. Dr.

Serdar AKTAS’a sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica; lizerimde sayisiz emekleri bulunan manevi dayanaklarim annem ve babama,
hayatimimn her doneminde oldugu gibi tez calismami hazirlarken de yanimda olan
kardeslerime ve moral kaynaklarim, bana giiliimsemeleri ile en biiylik destegi veren

yegenlerim Defne, Ayaz ve Aras’a sonsuz tesekkiir ederim.

il



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ...ttt ettt sttt et sttt sbt e bbbt b eanesae e i
TESEKKUR ..ottt ii
ICINDEKILER ...ttt iii
SIMGELER KISALTMALAR DIZINT ....oouuiiiiiiiiiieinnees e v
SEKILLER DIZINT ... vii
RESIMLER DIZINI ....cooiiiiiiiiiininiieieee ettt viii
TABLOLAR DIZINI....ooiiiiiiiiiiiniieinentiesieee et ix
OZET ..ottt X
ABSTRACT ...ttt sttt st sb et sae et et e sbe et et enbe e Xi
L GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER .......ccctitieiieiitierieeine ettt 4
2.1. inflamatuar Bagirsak HastaltKIart...............ccvvuovevevevceeeeeeeeeeeeeeeeee e, 4
2.2, UISEratif KONt .......vvevececeeeeeecec ettt sennaeens 5
22,1 TANIM .ttt ettt et et e sb e et e s at e ettt et et e b e naees 5
2.2.2. EPIACMIYOIOJI 1eieutiiiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt et siae et e s e et e et e enbeeeebeeseesnaeenseennnas 6
2.2.3. Etiyoloji Ve PatofiZyoloJiSi....eecvieiieiiieiieeieeiieeie ettt s 6
2.2.4, KINIK OZEIKIET ........ovvvveeceeeeeeeeeeeeeeeee et en e 7
2.2.5. TaNT VO T@AAVI ...uveeeiieiieeiiieiieeie ettt ettt ettt sttt e et e et e sabe e bt e ssbeenseesnseenseennnas 7
2.3, HESPETIAIN. .....iiiiieiieeiie ettt ettt ettt e et e s e et e e sateesbeessbeebeeesbeenseassseenseessseenseennnas 9
3. GEREC VE YONTEM.....ooititiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
3.1, Deney HayVanlari.......coocceecuieriiiiiieieciiee ettt ettt et 11
3.2.1. DENEY GIUPIATT ...ooouviiniiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e e e b e e saeenseeenaeenne 12
3.3 Y OMECIIL .ttt et ettt sttt e b e e s 13



3.3.1. Biyokimyasal Analiz YONtemMIEri.......ccccueeviiiriieiieciieiieeie et 14

3.3.1.1. TAS ve TOS Olgiimleri (Toplam Antioksidan/Oksidan Kapasite Testleri)............. 14
3.3.1.2. Interferon-gama ve Interlokin-6 OIGUMIET ............c.cvovveieeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
3.3.2. Histopatolojik DeZerlendirme .............cccueeiiieiiieiiieniieiiecieeeee e 16
3.3.4. Istatistiksel DeFerlendirme ............ccoovevevieeeeeieeeceeeee e, 17
4. BULGULAR ..ottt ettt sb e eae ettt et e b e sbeeseeneene e 18
4.1. Oksidan-Antioksidan Parametrelerine Ait Bulgular............cccoccoeiiiiiiiiiiiniiiiiiie, 18
4.1.1. Total Antioksidan SeViye (TAS) ....cooii i 18
4.1.2. Total Oksidan Seviye (TOS) ......oeoiiiriiiiieiie ettt e e 19
4.1.3. Oksidatif Stres INAEKS ((OSI).....cueuimeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
4.2 TFN-y ve IL-6 Ait BUlGUIAr.........ccoooiiiiiiiieiece e 22
A2 T TEN-Y ettt ettt ettt b e bbbt a e sttt et bbbt neeneens 22
B.2.2. T A0 ettt h bt h e ae sttt et bbbt eneeneens 23
4.3. Histopatolojik Bul@ular: ............ccciiiiiiiiiiiieieeee e 25
4.3.1. Kontrol Grubunun Histopatolojik Bulgulari............c.cccceeeuieniiniiiiniiiiieieceeeee 26
4.3.2. Kolit Grubunun Histopatolojik Bulgulari.............cccccoeviieiiiiniiniiiiecieeeceeee, 26
4.3.3. Koruyucu Grubun Histopatolojik Bulgulart............cccoccveeeiieniiniiiiniieiieiecieeeee 27
4.3.4. Tedavi Grubunun Histopatolojik bulgulari............ccccoeriiiiiiniiiniiieeeeeee, 28
S TARTISMA ...ttt ettt ettt s et et e b et e besseeneeneenes 30
6. SONUC VE ONERILER..........coitiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 34
KAYNAKLAR ..ottt ettt sb e ae et e et e st e sbeebeeneeneens 36
EKLER ...ttt ettt h e b bt at et ettt be et aeeneene 43
EK1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karar1 (Aydin ADUHADYEK).................. 43
BILIMSEL ETIK BEYANL.....ccooutiiiiiiiierieeitiesesessssesisesssssesese s ssessesssssessessssssessseees 44
OZ GECMIS ..ot 45

v



ADU-HADYEK
AA
CH
COX-2
CH
CMC
ELISA
GIS
H-E
ICAM-1
IFN-y
IL-1
IL-4
IL-6
IL-8
IL-10
iBH
MDA
MPO
NF-kB
NrF-2
OSI

PEM

SIMGELER KISALTMALAR DIiZiNi

: Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
: Asetik asit

: Crohn Hastalig1

: Siklooksijenaz-2

: Crohn Hastalig1

: Karboksimetil seliiloz

: Enzim Bagli Immiinosorbent Test
: Gastrointestinal Sistem

: Hematoksilen-Eozin

: Hiicreler Arasi Adezyon Molekiilii
: Interferon-gama

: Interldkin-1

: Interlokin-4

: Interldkin-6

: Interlokin-8

: Interldkin-10

: Inflamatuar Bagirsak Hastalig1

: malondialdehit

: miyeloperoksidaz

: Niikleer Faktor-Kb

: Niiklear Faktor Eritroid 2 ile Iliskili Faktor-2
: Oksidatif Stres indeksi

: Protein Enerji Malniitrisyonu



TAS
TGF- B
TNF-a
TOS
Uv

UK

: Total Antioksidan Seviye

: Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta
: Tiimor Nekroz Faktor-alfa

: Total Oksidan Seviye

: Ultraviyole

: Ulseratif Kolit

Vi



SEKILLER DiZINi

Sekil 1. Hesperidinin Kimyasal YapiSt .....c.cccvevoiieiiiniiiiieciieiieee ettt 10
Sekil 2. Gruplara Ait Serum TAS Degerlerinin Karsilastirtlmast..........ccooceevvienieniieneenee. 19
Sekil 3. Gruplara Ait Serum TOS Degerlerinin Karsilastirtlmast..........cccoceevvieiieniiieneenen. 20
Sekil 4. Gruplara Ait Serum OSI Degerlerinin Karsilastirilmast.........c.ccoeeeevvienieniieneenen. 21
Sekil 5. Gruplara Ait Serum IFN-y Seviyelerinin Karsilastirilmast ..........cccoeeveevveniienennnen. 23
Sekil 6. Gruplara Ait Serum IL-6 SeVIVEIETT .....c.eevvieriiiriiiiiieiieeieeeeee e 24

vii



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Ratlarin Kafesteki GOTUNtiSU ..........ooueevuerieriiiiiiiinieeeienceeseeee e 11
Resim 2. Orneklerin AINMa ASAMAST ........c.oveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 17
Resim 3. Kontrol Grubuna Ait Histopatolojik GOriintii............ccceeeeveieenieiiieenieeieeieee, 26
Resim 4. Kolit Grubuna Ait Histopatolojik GOTUNtl ........c.eevveeciierieriieiieeieeiecie e 27
Resim 5. Koruyucu Grubuna Ait Histopatolojik GOrintii ...........cccceeeveenieeciienienieiieeee, 28
Resim 6. Tedavi Grubuna Ait Histopatolojik GOTUNtU .......ccceeevierieeiieieeieeiece e 29

viii



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1. Gruplara Ait Serum TAS DeZerleri......ccooouiiiiiiiiiiiiiiieiieee e 18
Tablo 2. Gruplara Ait Serum TOS DeZerleri......c.ccovuieiiiiiieiieiieieeie e 20
Tablo 3. Gruplara Ait Serum OSI Degerleri.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiieiieieceee e 21
Tablo 4. Serum IFN-Y SEVIYEIETT....cccuiiiiiiiieiiieiiecie et e 22
Tablo 5. Serum IL-6 SEVIYELETT .....ccecuiiiiiiiieiiieitee et 24
Tablo 6. Histopatolojik Bulgularin Semikantitatif Skorlanmasi............ccceveeviiniiniincnnenne. 25

X



OZET

DENEYSEL KOLIT MODELINDE HESPERIDININ OLASI KORUYUCU VE
TEDAVI EDICI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Giizel E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Beslenme ve
Diyetetik Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu arastirma hesperidinin asetik asit ile kolit olugturulmus ratlarda olas1 koruyucu ve
tedavi edici etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Gerec ve Yontem: Calisma, agirliklar1 250-350 g arasinda degisen toplam 28 adet disi Wistar
Albino tiirii disi rat kullanilarak gerceklestirilmistir. Ratlar rastgele 4 esit gruba ayrilmistir.
Kontrol grubuna gavaj ile %0.5 karboksimetil seliiloz diger gruplar ile esit hacimde
uygulanmigtir. Kolit grubuna asetik asit ile kolit olusturulmus ve gavaj ile %0.5 karboksimetil
seliiloz diger gruplar ile esit hacimde uygulanmigtir. Koruyucu tedavi/Pretedavi grubuna
asetik asit ile kolit olugturulmadan 6nce 7 giin gavaj ile 150 mg/kg/giin hesperidin ve gavaj
ile %0.5 karboksimetil seliiloz diger gruplar ile esit hacimde uygulanmis ve 7 giiniin sonunda
asetik asit ile kolit olusturulmustur. Tedavi/Posttedavi grubuna asetik asit ile kolit
olusturulduktan sonra 7 giin boyunca 150 mg/kg hesperidin uygulanmaistir. Kan 6rneklerinden
uygun Ornekler ile biyokimyasal analizler, kolon dokular1 iizerinde histopatolojik
degerlendirmeler yapilmistir. Veri analizinde “tek yonlii varyans analizi” (one-way ANOVA)
yontemi uygulanmistir. Degerlendirmelerde p<0,05 olan durumlar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir, anlamli ¢ikan verilerde post-hoc testi (Tukey) kullanilmistir.

Bulgular: Calismamizda; tedavi ve koruyucu gruplarinda Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ve
Interferon-gama (IFN-y) degerlerinde, sadece tedavi grubunda Total Oksidan Seviyede
(TOS), sadece koruyucu grupta Interlokin-6 (IL-6) degerinde azaltict sekilde istatistiksel
olarak anlamli sonuclar saptanmistir (p<<0.05). Hesperedin histopatojik iyilesme saglamis
ancak asetik asitin olugturdugu doku hasarini anlamli derecede azaltmamustir.

Sonu¢: Bu calismada hesperedinin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinlik sergileyerek
kolitin yaratti§1 oksidatif hasar1 ve nispeten doku hasarini iyilestirebilecegi sonucuna
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Hesperidin, Interferon-gama, interlkin-6, Rat, Ulseratif Kolit.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE AND THERAPEUTIC
EFFECTS OF HESPERIDIN IN THE EXPERIMENTAL MODEL OF COLITIS

Guzel E. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Nutrition and
Dietetics Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: This study was carried out to determine the possible protective and therapeutic
effects of hesperidin in rats with acetic acid-induced colitis.

Materials and Methods: The study was carried out using 28 female Wistar Albino female
rats weighing between 250-350 g. Rats were randomly divided into 4 equal groups. 0.5%
carboxymethyl cellulose was applied to the control group by gavage in equal volumes with
the other groups. In the colitis group, colitis was formed with acetic acid and 0.5%
carboxymethyl cellulose was applied in equal volume with the other groups by gavage. Before
colitis was induced with acetic acid to the preventive treatment/pretreatment group, 150
mg/kg/day hesperidin by gavage and 0.5% carboxymethyl cellulose by gavage was applied in
equal volume with the other groups, and at the end of 7 days colitis was formed with acetic
acid. After colitis was induced with acetic acid, 150 mg/kg hesperidin was administered to
the Treatment/Posttreatment group for 7 days. Biochemical analyzes were made with
appropriate samples from blood samples and histopathological evaluations were made on
colon tissues. “One-way analysis of variance” (one-way ANOVA) method was used in data
analysis. Cases with p<0.05 were considered statistically significant in the evaluations, and
post-hoc test (Tukey) was used for significant data.

Results: Comparision of the preventive treatment and the treatment groups in our study show
that statistically significant results were found in Total Oksidant status (TOS), Oxidative
Stress, Interferon-gamma (IFN-y), Interleukin-6 (IL-6) values (p<0.05). Hesperedin provided
histopathological improvement but did not significantly reduce tissue damage induced by
acetic acid.

Conclusion: In this study, it was concluded that hesperedin can improve the oxidative damage
and tissue damage caused by colitis by exhibiting antioxidant and anti-inflammatory activity.

Keywords: Hesperidin, Interferon-gamma, Interleukin-6, Rat, Ulcerative Colitis.
xi



1. GIRIS

Insan sindirim sistemi, temel besinlerin sindirimi, emilimi ve asimilasyonu dahil
olmak iizere ¢esitli islevlerden ve patojenlere karst korunmadan sorumludur. Diizgiin
caligmast viicuttaki denge ile saglanir. Baz1 bilesenlerdeki eksiklikler cesitli hastaliklarin
gelismesine neden olabilir ve Inflamatuar Barsak Hastaligi (IBH) bu hastaliklardan birisidir

(Jarmakiewicz-Czaja ve digerleri, 2020).

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH), intestinal inflamasyon ve mukozal doku
hasariyla baglayan, bozulmus immiin cevapla ilerleyen ve hastalarin yasam kalitelerini nemli
olciide etkileyen kronik hastaliktir (Nazlikul, 2020). IBH'nin kesin nedeni bilinmemektedir.
Ancak; genetik faktorlerin, bagisiklik sisteminin, ¢evresel faktorlerin ve degisen bagirsak
mikrobiyatasinin etkiledigi diisiiniilmektedir (Galipeau ve digerleri, 2020). Diinya ¢apinda 10
milyondan fazla insanin iBH'den etkilendigi ve hastaligin prevalansmin 6nemli 6lgiide
arttigin1 géstermektedir (Tahvillian ve digerleri, 2020). Avrupa'da yaklasik ii¢c milyon kisinin
hastaliktan muzdarip oldugu tahmin edilmektedir (Godala ve digerleri, 2022). Ulseratif Kolit
(UK) ve Crohn Hastalig1 olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Uyar ve digerleri, 2018).

Ulseratif Kolit Crohn Hastaligindan daha yaygin goriilmektedir. Samuel Wilks,
Ulseratif Koliti ilk olarak 1859 yilinda tanimlamustir (Feuerstein ve digerleri, 2019; Wilks
1859). Ulseratif Kolit (UK), kolon mukozasinda inflamasyonla karakterize, atak ve
remisyonlarla seyreden, etiyolojisi net olarak bilinmeyen bagirsak hastaligidir. Kanli mukuslu
ishal, karin agrisi, agirhik kaybr ve tenezm en sik goriilen bulgular1 arasmdadir (Unal ve
digerleri, 2020). Asya'da artan bir insidans olmasina ragmen, Kuzey Amerika ve Bat1 Avrupa
dahil olmak tizere sanayilesmis yerlerde daha yaygin goriilmektedir (Feuerstein ve digerleri,
2019). En sik goriildigl yaslar 15-25 araligidir, ancak 55-65 yas aralifinda da siklikla
gorlilmektedir (Satilmis ve ark, 2020). Kadin ve erkeklerde goriilme sikligi benzerdir (Du ve
Ha, 2020). Ulseratif Kolitli bireylerin yaklasik %8-14"iniin ailesinde IBH oykiisii
bulunmaktadir ve birinci derece akrabalarinda iIBH olanlarda hastalik gelisme olasilig1 4 kat

daha fazladir (Feuerstein ve digerleri, 2019).
Tanis1 endoskopi ve patolojinin bu tanty1 desteklemesi ile konulmaktadir (Satilmig ve
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digerleri, 2020). Ulseratif Kolit icin terapétik hedefler, semptomlarin tedavisinden mukozal
iyilesmeye dogru degismistir (Danese ve digerleri, 2020). Hastaligin tedavisi; medikal tedavi,
cerrahi tedavi ve tibbi beslenme tedavisi olarak 3 baglik iizerinde toplanmaktadir (Koseler,

2016).

Aminosalisilatlar, antibiyotikler, sistemik  steroidler, lokal steroidler,
immiinmodilatorler, metotreksat, siklosporin, biyolojik ajanlar, mikofenolat mofetil tibbi
tedavide kullanilan ajanlardir. Tibbi beslenme tedavisinde ise temel amag, tibbi tedaviyi
desteklemek ve hastanin remisyon donemine girmesini ve/veya remisyon ddneminde
kalmasimi saglamaktir. Beslenme tedavisini dikkat edilmesi gereken iki onemli nokta
bulunmaktadir. Ilki, epitel fonksiyonun korunmasim saglamak, bagirsak mikrobiyatasini
desteklemek ve gelismis kronik inflamasyon seviyesini azaltmaktir. Ikincisi, kisinin beslenme
durumunun diizeltilmesidir (Akbulut, 2019). Tedavi edilmeyen iilseratif kolit, artan hastaneye
yatisi, ameliyat ve kolorektal kanser riskinde artisa, silirekli bagirsak hasarina neden

olmaktadir (Du ve Ha, 2020).

Ulseratif Kolit {izerindeki etkileri konusunda Hesperidin ve diger turunggil

flavonoidleri ile yapilan bazi aragtirmalar bulunmaktadir (Xu ve digerleri, 2009).

Flavonoidler, insan saglig1 lizerinde olumlu etkileri olan ve bitkilerde bulunan dogal
bilesiklerdir. Flavanoidlerle ilgili ilk calismalar, Szent-Georgye ve c¢alisma arkadaslari
tarafindan 1936 yilinda yapilmustir. ilk olarak vitamin P olarak adlandirilmistir. Flavonoid
iskeleti heterosiklik (C) halka ile bir zincirle baglanmis iki fenolik halka i¢eren 15 karbon
iskeletine baglidir ve karakteristik Ozelliklerini bu heterosiklik halka belirlemektedir
(Kocabas, 2018). Insan diyetindeki en yaygin fenolik bilesiklerdir ve su ana kadar 5000’ den
fazla farkli flavonoid tanimlanmistir (Ating ve Kalkan, 2018). Flavonlar, flavonoller,
flavanonlar, isoflavonoidler, neoflavonoidler, flavanoller (flavan- 3-oller ya da katesinler),
antosiyanidinler ve kalkonlar olmak {izere alt smiflara ayrilirlar (Suna ve Ayaz, 2019).
Dogada en ¢ok bulunan flavanonlar; butin, eriodisitiyol, hesperetin, hesperidin,
homoeriodisitiyol, 1sosakuranetin, naringenin, naringin, pinosembrin, ponkirin, sakuranetin,

sakuranin, sterubin'dir (Kolag ve digerleri, 2017).

Hesperidin  (3',5,7-  trihidroksi-4'-metoksiflavanon-7-rhamnoglukozit)  turuncggil
kabuklarinda en ¢ok bulunan flavanon glikozittir. Tiiketimi, saghiga yararlar1 ve birgok

hastaligin onlenmesi ile iligkilendirilebilir. Analjezik, antiinflamatuvar,
2



antihiperkolesterolemik, antihipertansif 6zelliklere sahiptir (Victor ve digerleri, 2020).

Crespo ve digerleri (1999) yaptiklar1 rat calismasinda; 10 mg/kg ve 25 mg/kg
hesperidinin kolon hasarmi azalttig1 gosterilmistir. Xu ve digerleri (2009) yaptiklar
caligmada; 10, 40 ve 80 mg/kg hesperidin uygulamasinin serumdaki Hastalik Aktivite indeksi
(DAI), Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, Malondialdehit (MDA) igerigi ve Interldkin-6 (IL-
6) seviyesini énemli 6l¢iide azaltirken, serumdaki Interlokin-4 (IL-4) seviyesi iizerinde
anlamli bir etkisi bulunmamistir. Polat ve digerleri (2018) tedavi ajani olarak hesperidini 100
mg/kg dozda oral gavaj yardimiyla uyguladiklar1 ¢aligmada; hesperidin uygulamasi kolon
agirhiginda anlaml bir azalmayla birlikte mukozada izlenen makroskobik hasar skorunda da
anlamli bir azalma saglamistir (p<<0.05). Bu makroskobik bulgular hesperidinin potansiyel
antiinflamatuvar aktivitesini ortaya koymaktadir. Yapilan mikroskobik incelemelerde kolit
modeli olusturulan grubun kolon mukozasinda agir histopatolojik bulgulara rastlanirken;
hesperidin tedavisi uygulanan grupta bu degisikliklerin hafiflemis oldugu goézlenmistir.
Serum Tiimor Nevroz Faktorii- alfa (TNF-a) seviyesinde anlamli derece azalma goriilmiistiir
(p<0.05). Serum IL-6 seviyesi hesperidin tedavisi ile anlaml1 derecede azaltilmistir (p<0.05).
Kolit model grubunda artmis olan Niikleer Faktor-KabbaB (Nf-kB) hesperidin uygulanan
grupta anlamli derecede azalmistir (p<0.05). Abd-elrahman ve digerleri (2019) 200 mg/kg
hesperidinin koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada; asetik asit (AA) ile kolit olusturulan
grup ile hesperidin uygulamasi yapildiktan sonra kolit olusturulan grup karsilastirildiginda
Interldkin-1 (IL-1), Uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), Siklooksigenaz-2 (COX-2) ve
Zonula Okluders-1 (ZO-1)'de énemli diisiis gosterirken, Interlokin-10 (IL-10) anlamli bir
degisiklik gostermemistir. Sonuglar sicanlarda olusturulan ilseratif kolitin deneysel

modelinde hesperidinin koruyucu antiinflamatuvar etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur.

Diinyada goriilme siklig1 giderek artan iilseratif kolit tedavisinde kullanilan ajanlarin
bircok yan etkiye sahip olmasi bu hastaligin tedavisinde alternatif etken maddelerin
aragtirtlmasina sebep olmustur. Hesperidinin kolit {izerinde tedavi edici etkisiyle ilgili
caligmalar mevcuttur. Fakat koruyucu etkisi ile ilgili yeterli ¢alisma mevcut degildir. Bu
calismay1 digerlerinden ayiran en 6nemli nokta hem koruyucu hem de tedavi edici etkilerinin

beraber incelenmesidir.

Bu ¢alismayla birlikte deneysel kolit modelinde hesperidinin olasi koruyucu ve tedavi

edici etkilerinin aragtirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. inflamatuar Bagirsak Hastaliklar

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH), intestinal inflamasyon ve mukozal doku
hasartyla baglayan, bozulmus immiin cevapla ilerleyen ve hastalarin yagam kalitelerini 6nemli
olciide etkileyen kronik hastaliktir (Nazlikul, 2020). IBH'nin kesin nedeni bilinmemektedir.
Ancak; genetik faktorlerin, bagisiklik sisteminin, ¢evresel faktorlerin ve degisen bagirsak
mikrobiyatasinin etkiledigi diisiiniilmektedir (Galipeau ve digerleri, 2020). Diinya ¢apinda 10
milyondan fazla insanin iBH'den etkilendigi ve hastaligin prevalansmin 6nemli lgiide
arttigin1 gostermektedir (Tahvelin ve digerleri, 2020). Avrupa'da yaklasik iic milyon kisinin
hastaliktan muzdarip oldugu tahmin edilmektedir (Godala ve digerleri, 2022). Kiiresel
yayginligin 2025 yilina kadar 30 milyonu etkilemesi beklenmektedir (Ali ve digerleri, 2023)

Birgok hasta icin IBH nin gériilme yas1 15- 30 arasinda olmakla birlikte IBH herhangi
bir yasta ortaya cikabilmektedir. Bazi ¢alismalar ikinci pikin 50-80 yas arasinda oldugu
bimodal yas dagilimindan bahsetmektedir (Ekbom ve digerleri, 1991; Bernstein ve digerleri,

2006).

IBH’de tani uygun klinik o6zellikler, semptomlar, laboratuar testleri ile birlikte
radyolojik, endoskopik ve/veya histolojik bulgular ile konulmaktadir (Ordas ve digerleri,
2012; Torres ve digerleri, 2017). Hastaligin tedavi segenekleri arasinda beslenme, ilag veya
cerrahi miidahaleler bulunmaktadir. Hastaligin teshis ve tedavisinin temel amaci semptomlari
azaltmak ve hastanin sagligimi iyilestirmek, hastaligin semptomlarini tamamen ortadan
kaldirmak veya hastaliin prognozunu iyilestirmek ve cerrahi tedaviden kacinmaktir. Tam
mukozal iyilesme ve kan parametrelerinin normallesmesi olarak tanimlanan remisyonun
saglanmasi ve siirdiiriilmesi tedavide oldukc¢a 6nemlidir. Mukozal iyilesme daha az hastalik
komplikasyonu, daha az hastaneye bagvuru, daha az alevlenme ve (¢ocuklarda/ergenlerde)
daha iyi bliylime ile iligkilidir. Semptomlar1 ortadan kaldirmak ve giinlilk aktiviteleri
normallestirmek anahtar hedefler olsa da, inflamatuar belirteclerin normallesmesi ve mukozal

iyilesmenin saglanmasi ¢ok dnemlidir (Levine ve digerleri, 2014).



Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastalig1 olmak iizere temel olarak ikiye ayrilir, ancak
vakalarin %10-15’inde goriilen tiirli tam olarak belirlenememektedir ve bu tiire de
“indetermine kolit” denilmektedir (Uyar ve digerleri, 2018; Akbulut, 2019). Bu iki hastalik
genetik yatkinlik, risk faktorleri, klinik, endoskopik ve histolojik ozellikleri agisindan
farkliliklar gostermektedir. Ulseratif Kolit kolonu etkilemekteyken, Crohn Hastalig1 agizdan
perianal alana kadar gastrointestinal sistemin (GIS) herhangi bir béliimiinii tutabilmektedir.
CH siklikla ileum, ileum ve ¢ekum ya da ileum ve kolunu igermektedir. Ulseratif Kolit
mukozal tabakanin inflamasyonu ile karakterize iken Crohn Hastaliginda transmural

inflamasyon s6z konusudur (Ordas ve digerleri, 2012; Torres ve digerleri, 2017).

2.2. Ulseratif Kolit

2.2.1. Tamim

IBH’nin majér formlarindan birisidir (Kobayashi digerleri, 2020). Ulseratif Kolit
Crohn Hastaligindan daha yaygin goriilmektedir ve Samuel Wilks UK’i ilk olarak 1859
yilinda tanimlamigtir (Feuerstein ve digerleri, 2019; Wilks, 1859).

UK, kolonun mukozal tabakasmin inflamasyonu ile smirl, relaps ve remisyonlar ile
karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir. UK’de tutulum neredeyse degismez bir sekilde
rektumdan baslar ve devamlilik gostererek kolonun proksimal kesimlerine dogru
gerceklesmektedir. Tutulumun derecesini tanimlamak i¢in farkli terimler kullanilmigtir.
Ulseratif proktit (hastaligin rektum ile smirli oldugu), iilseratif proktosigmoidit (rektum ve
sigmoid kolon ile smirli oldugu), sol tarafli kolit (rektum, sigmoid kolon ve splenik
fleksura’ya kadar olan béliimii) ve yaygin kolit bu terimlere &rnektir. UK’nin siddeti genel
olarak hafif, orta veya siddetli olarak siniflandirilmaktadir (Silverberg ve digerleri, 2005;
Satsangi ve digerleri, 2006; Ordas ve digerleri, 2012; Akpinar, 2012)

Ulseratif Kolitin etiyolojisi net olarak bilinmemektedir. Hastaligin karakteristik
semptomu kanli mukuslu diyare, karin agrisi, agirlik kaybi ve tenezmdir (Daglh, 2021,

Kobayashi ve digerleri, 2020; Unal ve digerleri, 2020).



2.2.2. Epidemiyoloji

Ulseratif Kolit Crohn Hastaligindan daha yaygin gériilmekte ve insidansi ve prevalansi
diinya ¢apinda artis gdstermektedir (Feuerstein ve digerleri, 2019; Kobayashi ve digerleri,
2020). Asya'da artan bir insidans olmasina ragmen, Kuzey Amerika ve Bati Avrupa dahil
olmak {izere sanayilesmis yerlerde daha yaygin goriilmektedir. Insidansi; Malezya'da
6.67/100.000, Kuzey Avrupa’da 24,3/100.000, Kanada’da 19.2/100.000, Avusturalya’da
17,4/100.000, Kuzey Amerika'da 8.8-23.1/100.000, Avrupa'da 0.6-24.3/100.000 olarak
bulunmugtur (Du ve Ha, 2020; Feuerstein ve digerleri, 2019; Marsool ve digerleri, 2023).
Ulkemizde insidans1 1-4/100.000, prevalanst 28/100.000 olarak bildirilmistir (Akbulut,
2019). En sik gorildigl yaslar 15-25 araligidir, ancak 55-65 yas aralifinda da siklikla
goriilmektedir (Satilmig ve digerleri, 2020). Kadin ve erkeklerde goriilme sikligi benzerdir
(Du ve Ha 2020).

2.2.3. Etiyoloji ve Patofizyolojisi

Etiyoloji net olarak bilinmemekte, genetik yatkinlik, epitel bariyer disfonksiyonu,
bozulmus immiin yanit, mikrobiyal disbiyozis ve ¢evresel faktorler hastaligin patogenezinde
etkin rol oynamaktadir (Bilgin ve Simsek, 2023; Kobayashi ve digerleri, 2020). Yapilan son
caligmalar beslenmenin patofizyolojiisnde etkisi oldugunu gostermekte, doymus yag asitleri,
kirmiz et ve rafine sekerden yiiksek, lif, taze meyve ve sebzelerden yoksun beslenmenin risk
faktorii oldugu kabul edilmektedir (Bilgin ve Simsek, 2023). Yiiksek miktarda kirmizi et
tiiketiminin ilsertaif kolit ile iligkisi olacagi ve kirmiz1 et tiiketiminin relaps riskini etkiledigi
gosterilmistir (Jowett ve digerleri, 2004). Rafine karbonhidratlarin, karbonatli ve kolalt
iceceklerin, eklenti sekerin ve tatlilarin hastaligin gelismesi i¢in 6nemli bir risk faktori
oldugu, kompleks karbonhidratlarin ise UK gelisme riskini azalttig1 saptanmistir (Racine ve

digerleri, 2016).



2.2.4. Klinik Ozellikler

UK’li olgularda siklikla diyare goriilmektedir, diyare kanli veya kansiz olabilir
(Silverberg ve digerleri, 2005). Esas olarak distal hastalig1 olan olgularda, sik sik kan ve
mukus akimtisinin eslik ettigi konstipasyon olabilir. Semptomlarin baglangict genellikle
kademe kademedir, birkag¢ hafta i¢inde semptomlar progresyon gostermektedir. Hastalarda
ates, viicut agirligi kaybi ve yorgunluk gibi sistemik semptomlarda goriilmektedir. Sistemik
semptomlarin varligi ve siddeti, intestinal hastaligin klinik siddetine bagli olarak

degismektedir (Silverberg ve digerleri, 2005).

Fizik muayene Ozellikle hafif hastaligi olan olgularda siklikla normaldir. Orta ve
siddetli UK’s1 olan olgularda ise abdominal hassasiyet, ates, hipotansiyon, tasikardi ve
solukluk goriilmektedir. Rektal muayenede kan, uzun siireli ishali olan olgularda viicut
agirhigi kaybi, malnutrisyon, 6dem, kas ve deri alt1 yag dokusu kaybi goriilebilir (Satsangi ve

digerleri, 2006).

Hafif klinik hastaligi olan olgularda; giinde 4 veya daha az kanli veya kansiz
digkilama, normal eritrosit sedimantasyon orani, hafif kramp tarzi agri, tenesmus ve
konstipasyon, orta klinik hastalig1 olan olgularda; giinde 4 den fazla kanli digskilama, anemi,
abdominal agr1, diisiik dereceli ates, siddetli klinik hastalig1 olan olgularda; giinde 6 veya daha
fazla kanli ve bol diskilama, siddetli kramplar ve sistemik toksisite bulgular ates, tasikardi,
anemi veya sedim yiiksekligi izlenmektedir (Langholz ve digerleri, 1991; Yamada ve

digerleri, 2003).

2.2.5. Tan1 ve Tedavi

Ulseratif Kolit tanis1 klinik, endoskopi ve anamnezle konulmaktadir (Demir ve Erzin,
2014). Ulseratif kolit i¢in terap&tik hedefler, semptomlarin tedavisinden mukozal iyilesmeye
dogru degismistir (Danese ve digerleri, 2020). Hastaligin tedavisi; medikal tedavi, cerrahi

tedavi ve tibbi beslenme tedavisi olarak 3 baslik tizerinde toplanmaktadir (K&seler, 2016).



Aminosalisilatlar,  antibiyotikler,  sistemik  steroidler, lokal steroidler,
immiinmodilatorler, metotreksat, siklosporin, biyolojik ajanlar, mikofenolat mofetil tibbi
tedavide kullanilan ajanlardir. Aktif UK’li hastalarda tedavinin amac1 tam mukozal iyilesme

ile endoskopik ve klinik remisyonun saglanmasidir (Ordas ve digerleri, 2012).

UK’nin primer tedavisi medikal olsa da, medikal tedaviye refraktdr olan veya siddetli
komplikasyonlar gelistiren olgularda cerrahi tedavi gerekebilmektedir. UK’l1 olgularin
yaklasik %20-30’unda bir donemde cerrahiye ihtiya¢ duyulmaktadir (Ordas ve digerleri,
2012). Cerrahi tedavi endikasyonlar1 3’e ayrilmaktadir; acil, urgent ve elektif (Andersson ve

S6derholm, 2009).

Tibb1 beslenme tedavisinde ise temel amagc; tibbi tedaviyi desteklemek ve hastanin
remisyon donemine girmesini ve/veya remisyon doneminde kalmasini saglamaktir. Beslenme
tedavisinde hedef; ilk olarak epitel fonksiyonun korunmasini saglamak, bagirsak
mikrobiyatasini desteklemekve gelismis kronik inflamasyon seviyesini azaltmak ve diger
taraftan kisinin beslenme durumunun diizeltilmesidir (Akbulut, 2019). Tedavi edilmeyen
tilseratif kolit, artan hastaneye yatisi, ameliyat ve kolorektal kanser riskleri, siirekli bagirsak

hasaria neden olmaktadir (Du ve Ha, 2020).

Diyet Enerjisi; Inflamatuar bagrak hastaligi olan kisilerde enerji ihtiyacinin kronik
inflamasyon ile iist diizeylere ¢ikmasi, TNF-a, IL-1, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin
hizl1 artmasi neticesinde katabolizmanin siiratlenmesi ve leptin artisina bagli istahsizlik
olusmasi, besin Ogelerinin malabsorbsiyonu, gastrointestinal kayiplar ve ilag-besin dgesi
etkilesimi gibi faktorlere bagli olarak hastalarda protein enerji malniitrisyonu (PEM) stirekli
olarak rastlanilmaktadir (Tuzun ve digerleri, 2004). Ulseratif kolitli hastalarda PEM goriilme
sikliginin %18-62 oldugu; beslenme durumunun siireklilikle korunmasina karsin hastalarin
hastanede yatislar1 sirasinda ve hastaligin aktif oldugu donemlerde PEM goriilme sikliginin
arttigma rastlanilmaktadir (Scaldaferri ve digerleri, 2017). Malniitrisyonun aksine UK olan
bireylerin yaklasik {i¢te birinin (%35,2) obez oldugu saptanmistir (Flores ve digerleri, 2015).
Giincel rehberler hastalifin tedavisinde net bir diyet olmadigini vurgularken, spesifik
karbonhidrat diyeti SKD, akdeniz diyeti, antiinflamatuar diyet ve diisik FODMAP diyeti gibi
diyetlerin kullanimina iligkin veriler yer almaktadir (Bilgin ve Simsek, 2023).



2.3. Hesperidin

Flavonoidler, insan saglig1 tizerinde olumlu etkileri olan ve bitkilerde bulunan dogal
bilesiklerdir. Flavanoidlerle ilgili ilk calismalar, Szent-Georgye ve c¢alisma arkadaslari
tarafindan 1936 yilinda yapilmustir. ilk olarak vitamin P olarak adlandirilmistir. Flavonoid
iskeleti heterosiklik (C) halka ile bir zincirle baglanmis iki fenolik halka i¢eren 15 karbon
iskeletine baglidir ve karakteristik Ozelliklerini bu heterosiklik halka belirlemektedir
(Kocabas, 2018). Insan diyetindeki en yaygin fenolik bilesiklerdir ve su ana kadar 5000’ den
fazla farkli flavonoid tanimlanmistir (Ating ve Kalkan, 2018). Flavonlar, flavonoller,
flavanonlar, isoflavonoidler, neoflavonoidler, flavanoller (flavan- 3-oller ya da katesinler),
antosiyanidinler ve kalkonlar olmak {izere alt smiflara ayrilirlar (Suna ve Ayaz, 2019).
Dogada en ¢ok bulunan flavanonlar; butin, eriodisitiyol, hesperetin, hesperidin,
homoeriodisitiyol, 1sosakuranetin, naringenin, naringin, pinosembrin, ponkirin, sakuranetin,

sakuranin, sterubin'dir. (Kolag¢ ve digerleri, 2017).

Hesperedin flavonoidlerin flavanon sinifina aittir ve dogal bir bilesiktir (Bai ve
digerleri, 2017). Hesperidin, esas kaynagi olan limon, portakal, mandalina gibi turuncgil
agaclarinin iirettigi meyve manasini tasiyan "hesperidium" kelimesinden gelmektedir ve
tarihte ilk defa 1828 yilinda Fransiz kimyac1 Lebreton tarafindan izole edilmistir (Manthey
ve Grohmann, 1998). Hesperidin, tarihte ilk olarak 1828 yilinda Lebreton isimli Fransiz bir
kimyaci1 tarafindan narenciye kabugunda bulunan beyaz i¢ katmandan izole edilmistir
(Lebreton 1828). Hesperidin C28H34015 kapali formiiliine sahiptir. Molekiil agirligs;
610,5606 g/mol, yogunlugu; 1,65 g/cm?, erime noktasi; 258-262°C ve kaynama noktast; 930,1
°C de 760 mmHg olup ac1 bir tada sahiptir (Garg ve digerleri, 2001; Mauludin ve Miiller,
2013).



Sekil 1. Hesperidinin Kimyasal Yapis1

Narenciye kabuklarinda yiliksek miktarlarda bulunmaktadir. Limon ve tatli portakalda
bol miktarda hesperidin bulunmaktadir (Carballo-Villalobos ve digerleri, 2016). Mandalina
kabugunun kuru kiitlesinin %5-10" unun hesperidin igerdigi bildirilmistir (Liu ve digerleri,
2013). 100 g kirmizi/kan portakalda 21.87 mg, 100 g limon 14.47 mg, 100 gr lime 8.97 mg,
100 gr mandalina 7.94 mg hesperidin icermektedir (Cannataro ve digerleri, 2021).

Tiiketimi, sagliga yararlar1 ve birgok hastaligin onlenmesi ile iligkilendirilebilir.
Analjezik, antiinflamatvuar, antihiperkolesterolemik, antihipertansif ozelliklere sahiptir

(Victor ve digerleri, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin yapilabilmesi icin gerekli izin Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Adii-Hadyek)’ndan alinmigtir (Tarih ve Say1: 20.09.2021,
64583101/2021/140). Calismanin yapilmasi i¢cin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karar1
(Aydin ADUHADYEK) Ek-1’de sunulmustur.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada 3-4 aylik, agirliklar1 250-350 gr arasinda olan 28 adet Wistar Albino 1rki
disi rat kullamlmustir. Ratlar Celal Bayar Universitesi Deney Hayvalar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (DEHAM) nden temin edilmistir. Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’ne tagman ratlar bir hafta siireyle
karantina ve yeni ortama uyum igin bekletilmigtir. Ratlar standart seffaf plastik kafesler
icinde, temizlik ve hijyen kosullarina 6zen gosterilerek, 24 saat igme suyuna ve yiyecege
erisimi saglanarak ve sicaklik kontrollii odada (24-26 °C), 12:12 saatlik bir aydinlik/karanlik
dongiisii altinda tutulmustur. Deney siiresi boyunca ratlar standart pellet yem ile beslenmis

olup, igme suyu olarak serbest erisimli sehir sebeke suyu verilmistir.

Resim 1. Ratlarin Kafesteki Gorlintiisi
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3.2. Deneyin Uygulanmasi

Deney, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda Ocak 2023 tarihinde gerceklestirilmistir. Ratlara uygulanan iglemler deney

hayvani kullanim sertifikasina sahip yetkili tarafindan gerceklestirilmistir.

Ratlar rastgele 4 gruba; Grup 1 (Kontrol grubu, n=7), Grup 2 (Kolit grubu n=7), Grup
3 (Koruyucu tedavi/pretedavi grubu, n=7), Grup 4 (Posttedavi grubu, n=7) ayrilmistir.
Koruyucu etkisinin incelenmesi icin kolit olusturulmadan once, tedavi edici etkisinin
incelenmesi icin kolit olusturulduktan sonra 7 giin boyunca %0.5’lik karboksimetil seliiloz
(CMC) i¢inde ¢ozdiiriilerek 150 mg/kg/giin hesperidin gavaj yontemi ile uygulanmistir.
Hesperidin (kod:H5254)) Sigma Aldrich Company’den temin edilmistir. Ratlarda kolit
olusturmak i¢in, ketamin anestezisi altinda asetik asit %4 ¢ozeltisi (1 ml, pH:2,3) yavas
sekilde intrarektal kateterle rektuma trendelenburg pozisyonunda uygulanmistir (Orug ve
digerleri, 2008). Kolit olusumu sonrasinda siganlar bir siire daha bas asagi pozisyonda

tutulmustur.

3.2.1. Deney Gruplar

Grup 1. Kontrol Grubu (n=7): Deney i¢in referans saglayacak olan gruptur, Ratlarda
asetik asit ile kolit olusturulmamistir. Deney sonuna kadar bu grupta hayvan kaybi
yasanmamistir. Bu gruptaki hayvanlara 7 giin boyunca gavaj ile 0.5% karboksimetil seliiloz
(CMC) diger gruplarla esit hacimde verilmistir. Deney basladiktan 7 giin sonra siganlar
anestezi (50 mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon yontemiyle
sakrifiye edilmistir. Kan Ornekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak, kolon dokulari

histopatolojik analizler i¢in alinmuistir.

Grup 2. Kolit Grubu (n=7): Sigcanlarda kolit olusturmak i¢in, deneyin ilk giinii
ketamin ile anestezi sonrast 4 ml hacimde % 4’liik asetik asit rektal yoldan aniisten 6-8 cm
ilerlenerek balonlu kateter kullanilarak uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda siganlar bir siire
daha bag asag1 pozisyonda tutuldu. Bu gruptaki hayvanlara karboksimetil selilloz’un etkisini

ortadan kaldirmak amaciyla 7 giin boyunca gavaj ile 0.5% karboksimetil seliilloz (CMC) diger
12



gruplara esit hacimde verilmistir. Deney basladiktan 7 giin sonra si¢anlar anestezi (50 mg/kg
ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir.
Kan 6rnekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak, kolon dokulart histopatolojik analizler i¢in

alinmustir.

Grup 3. Tedavi Grubu (n=7): Sicanlarda kolit olusturmak i¢in, deneyin ilk giinii
ketamin ile anestezi sonrasi 4 ml hacimde % 4’liik asetik asit rektal yoldan aniisten 6-8 cm
ilerlenerek balonlu kateter kullanilarak uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda siganlar bir siire
daha bas asag1 pozisyonda tutuldu. Asetik asit ile kolit olusturulduktan sonra, gavaj ile 150
mg/kg viicut agirhigi / giin hesperedin, 0.5% karboksimetil seliiloz i¢inde ¢oziilmiis olarak 7
giin boyunca diger gruplara esit hacimde verilmistir. Deney basladiktan 7 giin sonra siganlar
anestezi (50 mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon yontemiyle
sakrifiye edilmistir. Kan Ornekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak, kolon dokulari

histopatolojik analizler i¢in alinmuistir.

Grup 4. Koruyucu Tedavi (Pre Tedavi) Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlarda
deney sonlanana kadar herhangi bir kayip yasanmamistir. Bu gruptaki hayvanlara diger
hayvanlarda kolit olusturulmadan 6nce 7 giin boyunca gavaj ile 150 mg/kg viicut agirligi /giin
hesperedin 0.5% karboksimetil seliiloz i¢inde ¢6ziilmiis olarak diger gruplara esit hacimde
verilmistir. 8. Giin ketamin ile anestezi sonras1 4 ml hacimde % 4’liik asetik asit rektal yoldan
aniisten 6-8 cm ilerlenerek balonlu kateter kullanilarak uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda
siganlar bir siire daha bas asag1 pozisyonda tutuldu. Bu grup kolit olusturulduktan sonraki 7.
giinde diger gruplarla birlikte anestezi (50 mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda
servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir. Kan 6rnekleri kalpten enjektorle (2 cc)

alinarak, kolon dokular1 histopatolojik analizler i¢in alinmistir.

3.3. Yontem

Caligmada, ratlara anestezi altinda servikal dislokasyon yontemiyle Otenazi
uygulanmigtir (50 mg/kg ketamin HCL ve 5 mg/kg ksilazin). Servikal dislokasyon sonrasinda
laboratuvar hayvanlarinda 10 ila 15 saniye arasinda biling kayb1 olusur, ardindan bu biling

kaybu stiresi i¢inde 10 ila 15 saniye arasinda 6liim gergeklesir (Richardson ve digerleri, 2018).
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Kan analizleri i¢in kalpten drnekler alinmis ve histopatolojik analizler i¢in bagirsak dokulari
kullanilmistir. Kan 6rnekleri, total antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS), IL-
6 ve IFN-y parametrelerinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilmigtir. Ayrica bagirsak dokular patolojik

degerlendirmeler i¢in incelenmistir.

3.3.1. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Rantlardan alinan kanlar 3000 devirde 10-15 dakika santrifiij edildikten sonra ELISA
Olgtimlerinde kullanilacak silipernatant kisim tiiplere aktarildi, -20 °C’lik dondurucuya

alinarak analiz gilinline kadar muhafaza edilmistir.

3.3.1.1. TAS ve TOS Olgiimleri (Toplam Antioksidan/Oksidan Kapasite Testleri)

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS) diizeyleri ol¢timii

Rel Assay Diagnostik test kiti kullanilarak {iretici talimatlarina gore yapilmaistir.

Total Antioksidan Seviye (TAS), Erel (2004) tarafindan gelistirilmis ve tam otomatik
bir prosediirdiir. Bu teknik, bedenin serbest radikallere kars1 genel antioksidan yetenegini
belirlemek i¢in kullanilir. Metot, Fe2+-o-dianisidin kompleksinin hidrojen peroksit ile
birlesip fenton tipi reaksiyon olusturmasi ve OH radikalleri iiretmesine dayanir. Bu giiclii
reaktif oksijen tiirli, diisiik pH'da renksiz o-dianisidin molekiilii ile etkilesime girerek sari-
kahverengi dianisidil radikallerini meydana getirir. Dianisidil radikalleri, ileri oksidasyon
tepkimelerine dahil olup renk olusumunu yogunlastirir. Fakat numunede bulunan
antioksidanlar, bu oksidasyon tepkimelerini bastirarak renk olusumunu engellerler. Bu
reaksiyon, otomatik bir analiz cihazi araciligiyla spektrofotometrik olarak Sl¢iiliip sonug
verilir. Kanlar sicak su banyosunda eritilerek kan serumunda spektrofotometrik analizler
gerceklestirilmistir. Bu analizler 2 kez tekrarlanmistir. Sonuglar mmolTroloxEquiv./L olarak

ifade edilmistir.
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Total Oksidan Seviye (TOS), Erel (2004) tarafindan gelistirilen tam otomatik bir
kolorimetrik yontemdir. Ilk olarak, 6rnekte bulunan oksidanlar, ferrdz iyon-o-dianisidine
kompleksini ferrik iyonuna oksite ederler. Ortamda mevcut olan gliserol, bu reaksiyonu
hizlandirarak yaklasik olarak ii¢ katina ¢ikarir. Ferrik iyonlar, asidik kosullarda ksilenol
turuncu ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktarina bagh
olarak renk yogunlugu artar ve bu spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Sonuclar umolH>0:

Equiv./L olarak ifade edilmistir.

Oksidatif  stres, hiicrelerdeki oksidan maddelerin  (serbest radikallerin)
antioksidanlarla dengesinin bozuldugu durumu ifade eder. Oksidanlar, normalden daha fazla
iretilir veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz oldugunda oksidatif stres olusabilir.
Oksidatif stres indeksi (OSI), viicuttaki toplam antioksidan diizeyinin (TAS) toplam oksidan
diizeyine (TOS) orani olarak hesaplanarak belirlenir (Erel ve digerleri, 2015).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Hesabi:

TOS

OSl= s % 10

3.3.1.2. interferon-gama (IFN)-y ve Interlokin-6 (IL-6) Ol¢iimleri

Bu ¢alismada, biyokimyasal analizler i¢in ELISA (Enzim Bagl Immiinosorbent Test)
kitleri kullanilmistir (Kayode ve digerleri, 2021). ELISA, test materyalinin UV
absorbsiyonunu Olcerek veya bir belirtegle reaksiyona girerek olusan renkli bir bilesigin
goriiniir alanda spektral olarak tespit edilmesine dayanan kolorimetrik bir ydntemdir.
Mikroplaka okuyucu cihazlar, bircok deneyi ayn1 anda degerlendirebilme yetenegine sahiptir.

Olusan renk ve siddet, hiicre sayis1 ve olaylarinin yansimasini gosterir (Mauriz, 2020).

Serum IFN-y diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.EO103Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapilmistir. IFN-y diizeyleri
ng/L olarak ifade edilmistir.

Serum IL-6 diizeylerinin 6l¢iimii, Bostonchem’den satin alinan (Cat. No.BLS-

1158Ra) test kiti kullanilarak tiretici talimatlarina gore yapilmistir, IL-6 diizeyleri pg/ml
15



olarak ifade edilmistir.

3.3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme, dokularin mikroskopik diizeyde incelenmesi ve
patolojik degisikliklerin tanimlanmasi siirecidir. Bu degerlendirme, bir doku 6rnegi iizerinde
yapilan laboratuvar g¢alismalartyla gerceklestirilir (Senel ve digerleri, 2014). Calismada
histopatolojik degerlendirme siirecinde, doku Ornekleri %10'luk formaldehit soliisyonunda

fikse edilmistir.

Nekropsi yapilan her hayvanin makroskobik incelemeleri yapilarak, bagirsak
dokularindan 6rnekler alind1 ve bu 6rnekler %10 tamponlu formalin soliisyonunda 24-48 saat
arasinda sabitlendi. Doku kii¢iiltme isleminden sonra, dokular akan bir ¢esme suyu altinda 6-
8 saat yikand1 ve rutin doku takip cihazinda ¢esitli derecelerdeki alkol soliisyonlarindan (50°,
70°, 80°, 96° ve 99,6°) ve ksilol serilerinden gegirildi. Ardindan dokular parafin ile doyuruldu
ve parafin bloklarina yerlestirildi. Bloklanan dokulardan, 4-5 pm kalinliginda seri kesitler
alind1 ve bu kesitler ksilolden arindirildi. Daha sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek
yeniden hidrate edildi (99,6°, 96°, 80°, 70° ve 50°) ve distile suya alindi. Rutin olarak
hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanan kesitler, Entellan ve lameller kullanilarak kapatildi
ve histopatolojik olarak trinokiiler arastirma mikroskobu ile incelendi (Pereira ve digerleri,
2010; Demir ve digerleri, 2001). Bu inceleme sirasinda mikrofotograflar da ¢ekildi (Olympus
BXS51, Tucsen SMP dijital kamera).

Kolitis lezyonlar degerlendirilirken mukoza epitel dejenerasyon ve nekrozu,
enflamasyon, hiperemi, 6dem, nekroz ve hemoraji kriterleri kullanilarak, lezyon siddeti ve
yayginligina gore (-) Yok; (+) Hafif; (++) Orta; (+++) Siddetli; (++++) Cok Siddetli seklinde

semikantitatif skorlama yapilmigtir.
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Resim 2. Orneklerin Alinma Asamasi

3.3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Normal dagilima uygunluk Shapiro Wilk Testi ile degerlendirildi. Elde edilen tim
sonuglar birbirleri ile istatistiksel olarak karsilastirildi ve degisimlerin anlamli olup olmadig:
test edildi. Bu amagla, “tek yonlii varyans analizi” (one-way ANOVA) yontemi
uygulanmigtir. Degerlendirmelerde p<0,05 olan durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmigtir. Anlamli g¢ikan verilerde post hoc test olarak Tukey’s HSD kullanilmistir. Sayisal

degerlerin tlimii aritmetik ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu boliimde 3-4 aylik, agirliklar1 250-350 gr arasinda olan Winstar albino disi ratlarda
asetik asit ile kolit olusturulan 4 grubun (n=7) Total antioksidan seviye (TAS), total oksidan
seviye (TOS), Oksidatif Stres indeks (OSI), IL-6 ve IFN-y dl¢iimleri ve histopatolojik

bulgular yer almaktadir.

4.1. Oksidan-Antioksidan Parametrelerine Ait Bulgular

4.1.1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda serum TAS degerlendirmesinde elde
edilen veriler ile yapilan Anova analizi sonucunda, gruplar arasinda TAS degeri anlaml1 bir

farklilik gostermistir (p<0,001).

Tablo 1. Gruplara Ait Serum TAS Degerleri

Kontrol Kolit Koruyucu Tedavi p

TAS 1,22+0,16 0,85+0,16 1,05+0,19 1,11+0,19 0,007
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Gruplar arasindaki anlamli fark Tukey analizi ile ¢6zliimlenmis, sonuglar1 sekil 2’de

verilmistir.
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Sekil 2. Gruplara Ait Serum TAS degerlerinin karsilastirilmasi (*** p<0,001 diizeyinde anlamlidir.)

Gruplara ait serum TAS degerleri incelendiginde (Sekil 2) kontrol ile kolit grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmis (p<0,001). Kontrol grubu ile koruyucu
ve tedavi gruplar1 arasinda TAS degerlerinde azalma olmus, bu azalma istatistiksel olarak
anlamli goriilmemistir (p>0.05). Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde hesperidinin

TAS degerlerinde anlamli bir etkisinin olduguna dair bir kanit goriilmemistir.

4.1.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda serum TOS degerlendirmesinde elde
edilen veriler ile yapilan Anova analizi sonucunda, gruplar arasinda TOS degeri anlaml1 bir

farklilik gostermistir (p<0,001).
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Tablo 2. Gruplara Ait Serum TOS Degerleri

Kontrol

Kolit

Koruyucu

Tedavi

TOS

9,98+1,49

16,43+2,14

13,5742,20

14,37+1,82

0,001*

Gruplar arasindaki anlamli fark Tukey analizi ile ¢6ziimlenmis, sonuglar1 sekil 3 de

verilmistir.

TOS (pmol H,O; Eq /L)
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Sekil 3. Gruplara Ait Serum TOS degerlerinin karsilastirilmasi (* p<0.05, *** p<0,001 diizeyinde anlamlidir.)

Gruplara ait serum TOS incelendiginde (Sekil 3) kontrol ile kolit (p<0,001), koruyucu

(p<0.05) ve tedavi (p<0,001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmistir. Kolit gurubunda yiikselen TOS degeri tedavi ve koruyucu grubunda diisiis

gostermis; sadece tedavi grubunda anlamli fark gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar

degerlendirildiginde hesperidinin tedavi grubunda TOS degerlerinde azaltici sekilde, anlamli

bir etkinin oldugu saptanmaistir.
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4.1.3. Oksidatif Stres Indeks (OSI)

Kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda serum OSI degerlendirmesinde elde

edilen veriler ile yapilan Anova analizi sonucunda, gruplar arasinda OSI degeri anlamli bir

farklilik gostermistir (p<0,001).

Tablo 3. Gruplara Ait Serum OSI Degerleri

Kontrol

Kolit

Koruyucu

Tedavi

OSI

0,83+0,16

1,98+0,47

1,3240,32

1,34+0,39

0,001*

Gruplar arasindaki anlamli fark Tukey analizi ile ¢oziimlenmis, sonuclari sekil 4’de

verilmistir.
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Sekil 4. Gruplara Ait Serum OSI degerlerinin karsilastirilmasi (* p<0.05, *** p<0,001 diizeyinde anlamlidir.)

Gruplara ait serum OSI degerleri incelendiginde (Sekil 4) kontrol ile kolit (p<0,001)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiis (p<<0,001); kolit grubunda OSI
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degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kolik grubu ile koruyucu (p<0.05) ve tedavi
(p<0.05) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmis, koruyucu ve tedavi
gruplarinda OSI degerlerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile koruyucu ve
tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05). Elde
edilen bu sonuglar degerlendirildiginde, hesperidinin OSI degerlerinde azaltict sekilde,

anlamli bir etkisinin oldugu belirlenmistir.

4.2. IFN-y ve IL-6 Ait Bulgular

4.2.1. IFN-y

Kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda serum IFN-y seviyeleri
degerlendirmesinde elde edilen veriler ile yapilan Anova analizi sonucunda, gruplar arasinda

IFN-y degeri anlamli bir farklilik géstermistir (p<0,001).

Tablo 4. Serum IFN-y seviyeleri

Kontrol Kolit Koruyucu Tedavi p

IFN-y 25,08+2,01 43,87+5,57 36,41+4,84 33,35+4,28 0,001*

Gruplar arasindaki anlamli fark Tukey analizi ile ¢dzlimlenmis, sonuglari sekil 5 de

verilmistir.
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Sekil 5. Gruplara Ait Serum IFN-y seviyeleri (* p<0.05, *** p<0,001 diizeyinde anlamli)

Gruplara ait serum IFN-y seviyeleri degerleri incelendiginde (Sekil 5) kontrol ile kolit
(p<0,001), koruyucu (p<0.001) ve tedavi (p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark belirlenmis; kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda IFN-y seviyeleri
degerlerinde artis oldugu goriilmiistiir. Kolit grubu ile koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0.001)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmis; koruyucu ve tedavi grubunda
IFN-y seviyelerinin bagta tedavi grubu olmak iizere koruyucu grupta da azaltict etkisinin
oldugu goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde, hesperidin IFN-y seviyeleri

degerlerinde azaltict sekilde, anlamli bir etkisinin oldugu belirlenmistir.

4.2.2.IL-6

Kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda serum IL-6 seviyeleri
degerlendirmesinde elde edilen veriler ile yapilan Anova analizi sonucunda, gruplar arasinda

IL-6 degeri anlamli bir farklilik géstermistir (p<<0,001).
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Tablo 5. Serum IL-6 seviyeleri

Kontrol Kolit Koruyucu Tedavi p
IL-6 3,51+0,86¢ 5,13+0,64° 4,85+0,58° 4,4240,48° 0,001*

Gruplar arasindaki anlamli fark Tukey analizi ile ¢6ziimlenmis, sonuglari sekil 6 de

verilmistir.
e o
6,00 | 1
ok T
5,00 _L T
1 T
4,00 T L
£ 1
oY) -
g w
b
=2 200
1,00

0,00
Kontrol Grubu  Kolit Grubu Koruyucu Grubu  Tedavi Grubu

Sekil 6. Gruplara Ait Serum IL-6 seviyeleri (*** p<0,001 diizeyinde anlamli)

Gruplara ait serum IL-6 seviyeleri degerleri incelendiginde (Sekil 6) kontrol ile kolit
(p<0,001) ve koruyucu (p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmistiir. Kolit grubu ile koruyucu ve tedavi grubu IL-6 seviyeleri degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). Kolit, koruyucu ve tedavi
gruplarinda IL-6 seviyesinin en diisiik tedavi grubunda oldugu goriilmiis, ama istatistiki bir
fark belirlenmemistir. Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde, hesperidinin IL-6

degerinde sadece koruyucu grupra azaltici sekilde, anlamli etkisinin oldugu saptanmustir.
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4.3. Histopatolojik Bulgular:

Kolon dokusu degerlendirilirken mukoza epitel dejenerasyon ve nekrozu,
enflamasyon, hiperemi, 6dem, nekroz ve hemoraji kriterleri kullanilarak, lezyon siddeti ve
yayginligia gore (-) Yok; (+) Hafif; (++) Orta; (+++) Siddetli; (++++) Cok Siddetli olarak

semikantitatif skorlama yapilmigtir.

Tablo 6. Histopatolojik Bulgularin Semikantitatif Skorlanmasi

Grup Adi Epitel Enflamasyon Hiperemi Odem | Nekroz | Hemoraji
Dej/Nekrozu
Kontrol Grubu
Kontrol 1 - + + - - -
Kontrol 2 - - + - - -
Kontrol 3 - - - - - -
Kontrol 4 - - - - - -
Kontrol § - + + - - -
Kontrol 6 - - - - - -
Kontrol7 - - - - - -
Kolit Grubu
Kolit 1 + ++++ ++ -+ -+ -+
Kolit 2 -+ +++ +++ +++ -+ 4t
Kolit 3 +++ +++ -+ -+ ++ +++
Kolit 4 ++++ ++++ ++++ -+ -+ -+
Kolit 5 +++ +++ +++ -+ +++ +++
Kolit 6 +++ +++ 4+ -+ ++ 4+
Kolit 7 + ++ +++ ++ + ++
Koruyucu Grubu
Koruyucu 1 - ++ ++ ++ ++ ++
Koruyucu 2 - ++ + ++ - +
Koruyucu 3 - ++ ++ ++ ++ +
Koruyucu 4 - +++ ++ ++ + ++
Koruyucu 5 +H++ -+ + +++ bt +
Koruyucu 6 -+ +++ ++ ++ +++ 4t
Koruyucu 7 - ++ ++ ++ - ++
Tedavi Grubu
Tedavi 1 ++++ - ++ -+ -+ 4+
Tedavi 2 ++ ++ +++ +++ +++ +++
Tedavi 3 + +++ ++ -+ + ++
Tedavi 4 -+ +++ ++ 4+ 4+ 4t
Tedavi 5 - ++ +++ ++ - ++
Tedavi 6 ++ ++ +++ +++ +++ +++
Tedavi 7 ++ ++ +++ +++ +++ +++
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4.3.1. Kontrol Grubunun Histopatolojik Bulgulari

Bu grupta incelenen 6rneklerde; bagirsak mukozasi ylizey epiteli ve kriptler arasinda
yaygin goblet hiicreleri iceren ve liimene dogru papiller uzantilar yapan villuslar ile L.
propriyada birkac olguda az sayida lenfoplazmasiter hiicreler ile tek tiik eozinofil 16kositlerin

yeraldigi normal kolon histolojisi izlenmistir.

Resim 3. Kontrol Grubuna Ait Histopatolojik Goriintii

4.3.2. Kolit Grubunun Histopatolojik Bulgular:

Bu grupta genel olarak lamina epitelyalisten baglayarak, lamina propriya ve
submukozay1 da i¢ine alarak Tunika muskiilarisin degisen derecelerde etkilendigi, yer yer
serozaya kadar uzanan yaygin ve ileri derecede nekrotik degisiklikler gézlenmistir. Nekroz
dagilimi 4 olguda bagirsak ylizeyini tamamen igerisine almakla birlikte, 2 olguda fokal
nekrozlarla karakterize ve saglam epitel ve mukoza katmanlarindan keskin sinirlarla

ayrilmaktadir. Nekrotik bolgelerde; yogun 6dem, c¢ok sayida polimorf niiklear 16kosit
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infiltrasyonu ve yaygin hemorajiler eslik etmekle birlikte, nekrotik dokularin morfolojik
olarak seg¢ilemedigi, amorf homojen eozinofilik goriiniim aldiklar1 dikkati ¢ektistir. Siddetli
nekrozlarin sekillendigi olgularda, seroza ile nekrotik miiskiiler kat sinirinda, ¢ogunlugu
karyorektik notrofil 16kositler ve nekrotik hiicrelere ait kromatin kalintilarindan olusan genis
bir band izlenmistir. Bir olguda, epitel katmanin kayboldugu, propriyada geng fibroblastlar
ve neovaskiilarizasyon ile karakterize graniilazyon dokusu sekillendigi gozlenmistir. iki
olguda, histopatolojik degisikliklerin propriya ve submukozada hafif ve orta derecede
hiperemi ile multifokal hemoraji, yine hafif polimorf niiklear 16kosit infiltrasyonu ile daha

hafif diizeyde sekillendigi gézlenmistir.

Resim 4. Kolit Grubuna Ait Histopatolojik Goriintii

4.3.3. Koruyucu Grubun Histopatolojik Bulgulari

Bu grupta 3 olguda tiim bagirsak katmanlarini i¢ine alan yaygin nekrozlar
gozlenmistir. Bununla birlikte, histopatolojik degisiklikler submukozal bolgede damarlarda
ileri derecede hiperemi, yaygin 6dem ve yogun enflamatuar hiicre infiltrasyonlar: ile
karakterize ve degisen derecelerde hemorajiler dikkati ¢ekmistir. Tunika muskiilarisin, 3
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olguda homojen goriiniim alarak kalinlastig1 ve yer yer nekroza ugradig: tespit edilirken,
submukozanin yukarisinda yeralan bolgelerin genel olarak etkilenmedigi ve epitel kat1 ile
kriptlerde patolojik degisiklerin bulunmadig1 ortaya konulmustur. Yalniz bir olguda, kolon
serozasin yikimlayarak enflamatuar degisikliklerin, ¢cevre mezenteriyal yag dokuya ilerledigi

dikkati ¢ekmistir.

Resim 5. Koruyucu Grubuna Ait Histopatolojik Goriintii

4.3.4. Tedavi Grubunun Histopatolojik Bulgular1

Bu grupta incelenen kolon 6rneklerinde; iki olguda tiim kolon mukoza katmanini igine
alan derin nekroz ve hemorajiler tespit edilirken, bu degisikliklerin tiim kolon yiizeyini
etkileyen sekilde siddetli derecede oldugu ortaya konulmustur. Diger olgularda; patolojik
degisiklikler genellikle submukoza ile sinirli, hiperemi, 6dem ve siddetli enflamasyon ile

karakterize ve bu olgularda epitel katinin etkilenmedigi gozlenmistir.
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Resim 6. Tedavi Grubuna Ait Histopatolojik Goriinti
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5. TARTISMA

Deneysel kolit modelinde hesperidinin olas1t koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
arastirildig1 ¢caligmada, agirliklar1 250-350 gr arasinda olan, 3-4 aylik Winstar Albino 1rki disi
ratlarda asetik asit ile kolit olusturulan kontrol, kolit, koruyucu ve tedavi gruplarinda TAS,

TOS, OSI, IL-6 ve IFN-y ol¢timleri ve histopatolojik bulgulari incelenmistir.

Hesperidin, bir flavanon tipi flavonoid olan, turunggillerde bol miktarda bulunan ve
genis bir farmakolojik etkiye sahip olan bir bilesiktir (Xu ve digerleri, 2009). Hesperidin anti-
inflamatvuar, giiclii antioksidatif ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Yurtal ve digerleri,

2020).

Calismamizda gruplara ait serum TAS degerlendirilmesinde kontrol ile kolit grubu
arasinda (p<0,001) diizeyinde anlamli bir farklilik goriilmistiir. Kolit grubuna kiyasla
koruyucu ve tedavi gruplar1 arasinda TAS degerlerinde azalma olmus, bu azalmada anlamli
bir farklilik belirlenmemistir (p>0.05). TOS degerlendirilmesinde kontrol ile kolit (p<0,001),
koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0,001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmis; tedavi ve koruyucu grubunda TOS degerinin kolit grubuna gore diisiis
gosterdigi belirlenmistir. Tedavi grubunda TOS degerinde azaltici sekilde anlamli fark
goriiliirken, koruyucu grubunda gozlenen TOS degeri diisiisiinde anlamli bir fark
goriilmemistir. Kolit grubu ile koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0.05) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmis, koruyucu ve tedavi gruplarinda OSI
degerlerinde azalma oldugu goriilmiistiir. OSI degerlerinde ise azaltic1 sekilde bir etkisinin
oldugu belirlenmistir. Bu durum hesperidinin toplam antioksidan kapasiteyi arttirarak oksidan

kapasiteyi azaltarak kolit tizerinde iyilestirici etkisi oldugunu ortaya koymustur.

Ulseratif kolit inflamasyonunun olusum siirecinde immiinolojik mekanizmalar aktif
olarak rol oynamaktadir (Dolar, 1998; Halstensen ve digerleri, 1990). Immiin hiicrelerin
uyartlmasi, biiyilk miktarda sitokin ve inflamatuar mediyatorlerin serbest kalmasina neden
olur. Bu durum, dokuda hasara yol agar ve inflamasyonun artmasina sebep olur. Aktif tilseratif
kolit durumunda hastalarin kolonundaki makrofajlar, IL-1beta, TNF-a ve IFN-y, IL-6
olustururlar, bu da atesi ve akut faz yanitini tetikler (Dolar, 1998; Masuda ve digerleri, 1995).
Bagirsaktaki epitelyal hiicre gecirgenligi IFN-y etkisiyle degisirken, kollajen sentezi TGF-
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beta, IL-1 ve IL-6 tarafindan uyarilir. Endotelyum ise IL-1, TNF, IL-6 ve IFN-y'nin etkisiyle
degisiklik gosterir. Bu durum, bagirsakta lokal iskemi olusumuna ve dolayisiyla damarsal
anormalliklerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Mukozada artan sitokin yogunlugu, matriksin
yikimina ve fibroblastlarda metalloproteinaz salinimina yol agar (Boughton-Smith ve

digerleri, 1990; Halstensen ve digerleri 1990; Scott ve digerleri, 1986).

Calismamizda gruplara ait serum IFN-y seviyeleri degerlendirmesinde kolit grubu ile
koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0.001) gruplar1 arasinda, koruyucu ve tedavi grubunda IFN-
v seviyelerinin basta tedavi grubu olmak iizere koruyucu grupta da azaltici anlamli bir
etkisinin oldugu belirlenmistir. IL-6 seviyeleri degerlendirmesinde ise kontrol ile kolit
(p<0,001) ve koruyucu (p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmistir. Kolit, koruyucu ve tedavi grubunda IL-6 seviyesinin en diisiik tedavi grubunda
oldugu goriilmiis, bu diislis anlamli bir farklilik yaratmazken, koruyucu grupta azaltic1 sekilde
istatistiksel olarak anlamli sonuglar saptanmistir. Hesperidin hem tedavi hem de koruyucu
gruplarda IFN-y seviyeleri degerlerinde azaltici sekilde bir etkisinin oldugu belirlenmis; IL-6
degerlerinde ise sadece koruyucu grupta azaltici sekilde bir etkisi oldugu belirlenmistir.
Murata ve digerleri (1995) tarafindan yapilan bir ¢alisma, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin artisginin ve IL-2 ile IFN- y'min azalisinin, IL-10'un artmis {retimi ile
diizenlendigini ve bu durumun iilseratif kolit patogenezinde belirleyici oldugunu gostermistir.
Funakoshi ve digerleri (1998) yaptiklar1 bir baska calismada ise, kontrol grubuna kiyasla
Crohn hastalig1 ve iilseratif kolitli hastalarda IL-1beta, IL-6, IL-8 ve TNFa mRNA'sinda artan
ekspresyon belirlemiglerdir. Ayrica, Masuda ve digerleri (1995) tarafindan yapilan bir
caligmada, aktif olmayan iilseratif kolit durumunda bile IL-8, TNF-a ve IFN-y mRNA'da artis
oldugunu ve bu ii¢ sitokinin hastaligin tekrarlayan inflamasyon siirecinde &nemli rol
oynadigin1 gozlemlemislerdir. Funakoshi ve digerleri (1995) tarafindan gergeklestirilen bir
calisma, IL-1beta, IL-6, TNF-a'nin iilseratif kolitli hastalardaki mukozal lezyonlarda artan
ekspresyonunun, bu inflamatuar sitokinlerin hastaligin olusumunda 6nemli bir rolii oldugunu
gostermistir. Guimbaud ve digerleri (1998) yaptiklar bir bagka ¢alismada ise, iilseratif kolit
durumunda 4 proinflamatuvar sitokinin (IL-1beta, TNF-a, IL-6 ve IL-8) iiretiminde artis
gozlemlemisglerdir. Goral ve digerleri (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, IL-2Rsp, IL-6, IL-8,
IL-10 seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir farklilik oldugunu, fakat IL-1beta ve
TNF-a seviyelerinde anlamli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir. Ayrica, bu sitokinlerin
IL-2Rsp, IL-6, IL-8, IL-10, iilseratif kolitli hastalarin teshis, tedavi, izlem ve prognozunda
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kullanilabilir parametreler olabilecegini belirtmiglerdir. Xu ve digerleri (2009) hesperidinin
farelerde deneysel tlseratif kolit iizerindeki etkisinin arastirdiklar1 ¢aligmada, hesperidin'in
oral uygulamasinin DAI, MPO aktivitesi, MDA igerigi ve serumdaki IL-6 seviyesini 6nemli
Olciide azalttigin1 (p<0.01), ancak serumdaki IL-4 seviyesi lizerinde anlamli bir etkisi
olmadigini bildirmislerdir (Xu ve digerleri, 2009). Diger caligmalarla ayni sekilde bizim
calismamizda; IL-6 degerlerinde koruyucu grupta azaltici sekilde bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Bu durum hesperidinin antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellik sergileyerek

kolitin tedavisinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Asetik asit ile indiiklenen deneysel modelde hesperidin metil kalkonun koruyucu
etkilerinin arastirildig1 ¢calismada nétrofil infiltrasyonunu, 6dem, kolon kisalmasini, makro ve
mikroskopik hasarlar1 6nemli 6l¢iide azalttig1; tedavi ile elde edilen kolit iyilesmesi, kolon
antioksidan diizeyinin artisiyla ve kolonda TNF-a, IL-6, IL-1p ve IL-33 gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin inhibisyonuyla iliskili oldugu belirlenmistir. Calismanin sonucunda asetik asit ile
indiiklenen kolitte hesperidin metil kalkonun NF-kB aktivasyonunu engelleyerek sitokinlerin
azalmasi sagladigini, kolitte antioksidan yaniti1 artirmak ve inflamasyonu azaltmak igin
etkili oldugu bildirilmistir (Guazelli ve digerleri, 2021). Onal ve digerleri (2022) hesperidinin
osteomiyelit grubuna kiyasla NF-kB protein seviyelerini azaltarak anti-enflamatuar etkisini
ve NrF-2 protein seviyelerini artirarak antioksidan etkisini sergiledigini ortaya koymustur.
Niikleer transkripsiyon faktorii olan NF-«kB, enflamatuar, bagisiklik ve stres tepkileriyle
iliskilidir. NF-kB, proenflamatuar sitokinlerin iiretimini diizenleyerek hem dogal hem de
adaptif bagisikliga katkida bulunur (Li ve digerleri, 2002). Hiicrelerde NF-kB'nin
aktivasyonu, IL-1, IL-6, interleukin 8 (IL-8) ve TNF gibi proenflamatuar aract maddelerin
artisina neden olur. NF-xB aktivitesinin siirekli olarak inhibisyonu, birka¢ hayvan modelinde
enflamatuar hastaliklarin kontroliinde etkili olmustur. Ornegin, NF-kB aktivitesinin bloke
edilmesinin romatoid sinovyumda hem enflamasyonu hem de doku hasarini onledigi
gosterilmistir (Bondeson ve digerleri, 1999). Bizim ¢alismamizda da; hesperidin hem tedavi
hem de koruyucu gruplarda IFN-y seviyeleri degerlerinde azaltici sekilde bir etkisinin oldugu
belirlenmis; IL-6 degerlerinde ise sadece koruyucu grupta azaltic1 sekilde bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Bu durum hesperidinin antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellik sergileyerek

kolitin tedavisinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Calismamiza paralel incelenen literatiirlerin degerlendirmesi sonucunda, yukarida yer
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alan bir¢ok caligmada deneysel kolit modellerinde koruyucu etkilerin arastirildigi ve bunlarin

sitokinler (IL-6, IFN-y) lizerinde diisiiriicii etkiye sahip oldugu aktarilmistir.

Ulseratif Kolitte, kolon duvarinda énemli patolojik degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklikler sunlardir: mukozal erozyon ve {ilserasyon (ylizeysel tahribat), kolon bez
yapisinda bozulmalar, mukoza ve submukozada ddem ile inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
(iltthap hiicrelerinin dokuya sizmasi). Bu doku hasarmin temel nedeni genellikle
inflamasyondur. Inflamasyonun bir sonucu olarak, bagisiklik sistemi yanit1 aktive olur ve
lenfositlerin ¢ogalmasi, nétrofillerin birikimi ve sitokinlerin (iltihapla iligkili proteinler)

iiretiminin artmasi gibi olaylar meydana gelir (Khan ve digerleri., 2011; Sartor 2006).

Crespo ve digerleri (1999)’nin yaptiklar rat calismasinda; 10 mg/kg ve 25 mg/kg
hesperidinin kolon hasarini azalttig1 gdsterilmistir. Polat ve digerleri (2018)’nin tedavi ajani
olarak hesperidinin 100 mg/kg dozda oral gavaj yardimiyla uyguladiklar1 calismada;
mikroskobik incelemelerde kolit modeli olusturulan grubun kolon mukozasinda agir
histopatolojik bulgulara rastlanirken; hesperidin tedavisi uygulanan grupta bu degisikliklerin
hafiflemis oldugu gozlenmistir. Calismamizda kontrol grubunda normal kolon histolojisi
izlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla kolit grubunda ileri derecede kolonda epitel dej/nekrozu,
enflamasyon, hiperemi, 6dem, nekroz ve hemoraji de histopatolojik bulgular belirlenmistir.
Hesperidinin koruyucu ve tedavi edici gruplarinda kolit grubuna kiyasla daha diisiik skorlar
gozlenmistir. Hesperidin tedavi grubunda tespit edilen lezyonlarin, siddet ve yayginlik

acisindan, koruma grubuna gore daha ileri diizeyde oldugu degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 3-4 aylik, agirliklar1 250-350 gr arasinda olan Winstar Albino 1rki disi
ratlarda asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde hesperidinin olas1 koruyucu ve

tedavi edici etkilerinin belirlenmesini amaglayan ¢alismanin sonuglar1 asagida verilmistir.

e TAS degerlendirilmesinde kontrol ile kolit grubu arasinda (p<0,001) diizeyinde
anlamli bir farklilik goriilmistiir. Kolit grubuna kiyasla koruyucu ve tedavi gruplar1 arasinda
TAS degerlerinde azalma olmus, bu azalmada anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p>0.05).

Hesperidinin TAS degerlerinde azaltic1 sekilde, anlamli bir etkine rastlanmamugtir.

¢ Gruplara ait serum TOS incelendiginde kontrol ile kolit (p<0,001), koruyucu
(p<0.05) ve tedavi (p<0,001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmis.
Kolit gurubunda yiikselen TOS degeri tedavi ve koruyucu grubunda diislis gosterdigi
belirlenmistir. Tedavi grubunda TOS degerinde azaltici sekilde anlamli fark goriiliirken,

koruyucu grubunda gézlenen TOS degeri diisiisiinde anlamli bir fark goriillmemistir.

e Kolit grubu ile koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0.05) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark belirlenmis, koruyucu ve tedavi gruplarinda OSI degerlerinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Hesperidinin OSI degerlerinde ise azaltic1 sekilde bir etkisinin oldugu

belirlenmistir.

e Kontrol ile kolit (p<0,001), koruyucu (p<0.001) ve tedavi (p<0.001) gruplar
arasinda IFN-y seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir. Kolit grubu ile
koruyucu (p<0.05) ve tedavi (p<0.001) gruplar1 arasinda IFN-y seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark belirlenmis; koruyucu ve tedavi grubunda IFN-y seviyelerinin basta
tedavi grubu olmak iizere koruyucu grupta da azaltici etkisinin oldugu goriilmiistiir.
Hesperidin IFN-y seviyeleri degerlerinde azaltici sekilde, anlamli bir etkisinin oldugu

belirlenmistir.

e [L-6 seviyeleri degerlendirmesinde ise kontrol ile kolit (p<0,001) ve koruyucu
(p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark belirlenmistir. Kolit, koruyucu
ve tedavi grubunda IL-6 seviyesinin en diisiik tedavi grubunda oldugu goriilmiis, bu diisiis
anlamli bir farklilik yaratmazken, koruyucu grupta azaltic sekilde istatistiksel olarak anlamli

sonuglar saptanmigtir
34



¢ Kontrol grubunda normal kolon histolojisi izlenmis, hesperidin tedavi grubunda
tespit edilen lezyonlarin, siddet ve yayginlik agisindan, koruma grubuna gore daha ileri

diizeyde oldugu degerlendirilmistir.

Bu calismada hesperedinin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinlik sergileyerek
nispeten kolitin yarattig1 oksidatif hasar1 ve doku hasarini 1iyilestirebilecegi sonucuna

varilmistir.
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