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OZET
Borik Asit ve Bacillus clausii Probiyotiginin Inflamatuar Bagirsak Hastah@ Modeli
Olusturulmus Sicanlar Uzerindeki Etkinliklerinin Arastiriimas

Kapsam ve Amac: Crohn ve Ulseratif kolit olmak iizere iki alt smifi olan inflamatuar
bagirsak hastaliklarmm (IBH) giinden giine insidans1 artmaktadir. Hem Crohn hem Ulseratif kolit
hastalarinin bagirsaklarinda yogun bir inflamasyon s6z konusudur. Borik asidin, oksidatif stresi
modiile ettigi ve bazi proinflamatuar sitokinleri inhibe ederek inflamasyonu azalttigi belirlenmistir.
Aragtirmalar Bacillus clausii probiyotiginin antioksidan sistemler {izerinde pozitif bir etki
gostererek oksidatif stresi azalttigi belirtilmistir. Bu tez calismasinda IBH modeli olusturulmus
sicanlarda, oral yolla uygulanan borik asit ve Bacillus clausii probiyotiginin antioksidatif ve anti-

inflamatuar etkinliklerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Bu tez calismasinda borik asit ve Bacillus clausii probiyotigi, IBH
modeli olusturulan sicanlara oral yolla uygulandiktan sonra etkinlikleri cesitli biyobelirtecler
aracth@ ile belirlenmistir. Kontrol (sham) (n=9), IBH (n=9), IBH+Borik Asit (BA) (n=9),
[BH+Probiyotik (PB) (n=9) ve IBH+Kombine (KOM) (n=9) olmak iizere toplamda 5 grup igin 45
adet Spraque Dawley tiirii sican kullanildi. Hayvanlarin, serum 6rneklerinde ALT, AST, ALP,
BUN, kreatinin, TNF-a, Interlokin-35 seviyeleri olgiildii. Tam kan &meklerinde, eritrosit,
hemoglobin, monosit, lenfosit, nétrofil ve beyaz kan hiicrelerinin sayimi gergeklestirildi. Kalin
bagirsagin inen (descending) kolon kismindan doku 6rnekleri alinip, malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), miyeloperoksidaz (MPO) ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (INOS) analizleriyle birlikte histolojik incelemeler igin Hematoksilen-Eosin boyamasi

ve skorlama yapildi.

Bulgular ve Sonug: Bulgularda, 2,4,6-Trinitrobenzensiilfonik asidin (TNBS) intrarektal
uygulanmast ile kolonda yogun bir inflamatuar siirecin ve oksidatif stresin bagladig1 tespit edildi.
Sonug olarak, borik asit ve probiyotik uygulanmasinin, 6zellikle BA grubunda ¢ok daha yiiksek
olmakla birlikte KOM ve PB gruplarmin da IBH’ye karst iyilestirici zellige sahip olabilecegi hem
biyokimyasal hem de histolojik analizlerle ortaya koyuldu.

Anahtar Kelimeler: Inflamatuar Bagirsak Hastaliklari, Borik Asit, Bacillus clausii,
Probiyotik, 1L-35.
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SUMMARY
Investigation of the Effects of Boric Acid and Bacillus clausii Probiotics on
Inflammatory Bowel Diseases Rat Model

Obijectives: The incidence of inflammatory bowel diseases (IBD), which has two
subclasses, Crohn's Diseases (CD) and Ulcerative Colitis (UC), is increasing day by day. There
Is intense inflammation in the intestines of both CD and UC patients. It has been determined that
boric acid modulates oxidative stress and reduces inflammation by inhibiting some
proinflammatory cytokines. Studies have shown that Bacillus clausii has a positive effect on
antioxidant systems. In this thesis study, it was aimed to investigate the antioxidative and anti-
inflammatory effects of oral administration of boric acid and Bacillus clausii probiotics in rats
with an IBD model.

Materials and Methods: In this thesis study, after oral administration of boric acid and
Bacillus clausii probiotics to rats with IBD model, their efficacy was determined by various
biomarkers. 45 Spraque Dawley rats were used to form 5 groups; Control (sham) (n =9), IBD (n
=9), IBD+Boric Acid (BA) (n = 9), IBD+Probiotic (PB) (n = 9) and IBH+Combined (COM) (n
=9). ALT, AST, ALP, BUN, creatinine, TNF-a, Interleukin-35 levels were measured in serum
samples of animals. Erythrocytes, hemoglobin, monocytes, lymphocytes, neutrophils and white
blood cells countings were performed in the whole blood samples. Tissue samples were taken
from the descending colon part of the large intestine and malondialdehyde (MDA), nitric oxide
(NO), catalase, glutathione peroxidase (GPx), myeloperoxidase (MPO) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) analyzes were performed. In addition, Hematoxylin-Eosin staining and

scoring were performed for histological examinations in the intestinal tissue.

Findings and Conclusion: In the findings, it was determined that an intense
inflammatory process and oxidative stress started in the colon with the intrarectal administration
of 2,4,6-Trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS). As a result, it was seen that the administration

of boric acid and probiotics could have healing properties against the damage in IBD.

Key Words: Inflammatory Bowel Diseases, Boric Acid, Bacillus clausii, Probiotics, IL-
35.
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1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH), ince bagirsak distali ve kolon
mukozasinin kronik ve idiyopatik hastaliklar grubudur. Etiyolojisi heniiz bilinmemekle
birlikte, Ulseratif kolit (UC) ve Crohn hastalig1 (CD) olmak iizere iki klinik fenotip ile
karakterizedir (Abad, ve digerleri, 2003). IBH’nin iki alt sinifi i¢in de inflamasyon ortak
nokta olsa da agizdan baslayip aniise kadar tutulum gosterebilen Crohn hastaliginin
kolonoskopik incelenmesinde, kaldirnrm tas1 goriiniimii spesifik bir bulgu iken;
tutulumun kolonda oldugu Ulseratif kolit hastaliginda ise yogun iilserasyonlar énemli bir

bulgudur.

Ulkemizde insidansi gittikge artan bu hastaliklarin, bireylerin yasam kalitesini
arttirmak adina hali hazirda uygulanan tedavi yontemleri mevcuttur, ancak kesin ¢éziim
sunan etkili bir tedavi bulunmamaktadir. Ayrica IBH’de kullanilan streoid ilaglarin
zorunlu uzun siire kullanimina bagl olarak immun sistemin asir1 baskilanmasi, yiiksek
enfeksiyon riski, osteoporoz, osteonekroz, miyopati gibi olumsuz yan etkilerin

gelismesine neden olmast 6nemli bir sorundur (de Mattos, ve digerleri, 2015).

Birgok kapsamli ¢alismaya ragmen IBH’nin baslamasi, gelismesi ve yayilmas ile
ilgili kesin bir model ortaya konulamamistir. Bagirsaklar mikrofloraya, yani ayni anda
hem yararli hem de =zararli bakterileri igeren bir ortama sahiptir. Bu nedenle
bagirsaklarda siirekli devam eden bir immun isleyis mevcuttur. Mikrofloranin
yararli/zararli bakteri dengesinin bozulmasi, genetik yatkinlik ve cevre gibi etmenler
nedeni ile bu immun mekanizmalarin disregiilasyonu, mukozaya yogun bir immun hiicre
infiltrasyonu ile sonuglanmakta ve geri doniisiimsiiz bir immun yanit siireci igerisine
girilmektedir. Bu noktada hiicresel hasara sebep olan spesifik yolaklar tam olarak
anlasilamamis olmakla birlikte, oksidatif stresin onemli bir potansiyele sahip oldugu

diistiniilmektedir (Rezaie, Parker, & Abdollahi, 2007).

Gilinlimiize kadar inflamatuar bagirsak hastaliklarina neden olan patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve iliskili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine temel
olusturulabilmesi amaciyla, ¢ok sayida kolit hayvan modeli gelistirilmis ve karakterize

edilmistir. Bu modeller arasinda en yaygin kullanilan ve bizim de bu tez ¢aligmasinda



kullandigimiz 2,4,6-Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS)’in intrarektal uygulandigi sican
kolit modelidir (Kankuri, ve digerleri,1999).

Yapilan arastirmalar, borik asidin hem bir serbest radikal tutucusu hem de endojen
antioksidan mekanizmalarin etkinligini arttirarak antioksidan etki gosteren bir molekiil
oldugunu ortaya koymustur. Daha 6nce yayinlamis oldugumuz c¢aligmalarimizda, borik
asidin bazi pro-inflamatuar sitokinler {izerinde etkili oldugunu ve inflamasyonu
onledigini gosterdik (Kar, ve digerleri, 2019; Karimkhani, ve digerleri, 2020). Kar ve
digerleri (2019) yayinladiklar1 ¢alismada borik asidin, proton dondrii olarak gorev
aldigin1 ve oksidan molekiillerin aktivitelerini proton vererek etkisiz hale getirdigini,
ayrica zincirleme devam eden reaksiyonlar1 belirli yerlerden kirarak ya da serbest

radikalleri kendi lizerlerine alarak antioksidan 6zellik gosterdigini ileri siirmektedirler.

Probiyotikler, mukozanin ve bagirsak bariyer biitiinliigliniin korunmasinda goérev
alirken bir takim sekonder metabolitler salgilayarak konake¢i ile mutualist bir iligki
igerisinde bulunmaktadirlar. Bacillus clausii, literatiirde Enterogermina® {irtinii adi
altinda regetesiz satilan bir medikal destek iirlinii olarak onaylanmistir ve sadece
Bacillus clausii tiiriiniin sporlarini igermektedir (Cutting, 2010). Dar, ve digerlerinin
(2018) yayinladiklar1 ¢alismada B. calusii probiyotiginin hasta grubuna kiyasla TNF-a,

IL-6 ve IL-17 gibi sitokinlerin seviyelerinin azalmasini sagladigini bildirmislerdir.

Calismamizdaki amag, IBH’ye sahip olan bireylerin diisen yasam kalitelerini, yeni
tedavi stratejileri gelistirerek, artirmaktir. iBH sigan modelinde, borik asidin ve bir
probiyotik olan Bacillus clausii tiiriiniin birlikte uygulanip oksidatif stres ve inflamatuar
biyobelirteglerinin analiz edildigi bu calisma ile ilgili veriler ilk kez bu arastirmayla
ortaya koyulmustur. Literatiirde, TNBS ile indiiklenen IBH modelinde borik asidin
uygulandigina dair hi¢bir ¢calismaya rastlanmamis olmasi bu ¢alismanin 6zgiin degerini
belirlemektedir. Bunun yaninda, ekonomimizde ¢ok 6nemli bir yere sahip olan ve
rezervlerin biiyiikk ¢ogunlugunun Eskisehir’de oldugu bor mineralinin ham madde
halinden islenerek tip alaninda kullanilmasinda, iilkemize yapacagi ekonomik katki

oldukc¢a 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar

Inflamatuar bagirsak hastaliklar, ince bagirsak distali ve kolon mukozasinin
kronik ve idiyopatik hastaliklar grubudur. Etiyolojisi heniiz bilinmemekle birlikte,
Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olmak iizere iki klinik fenotip ile karakterizedir. IBH
hastalarinin yaklasik %36°s1 ekstraintestinal belirtiler gdsterse de hem Ulseratif kolit
hem de Crohn hastaligi oncelikle sindirim sistemini etkileyen inflamatuar durumlardir

(Abad, ve digerleri, 2003).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarinin diagnostik degerlendirilmeleri ile ilgili 2019
yilinda yaymlanan ECCO-ESGAR Klavuzu'nda belirtildigi iizere, Ulseratif kolit ve
Crohn hastalig1 gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tanisinin klinik, biyokimyasal,
feces, endoskopik, ultrasonografik, kesitsel goriintiileme ve histolojik incelemelerin bir
kombinasyonuna dayandigi belirtilmektedir (Maaser, ve digerleri, 2019). Yapilan bu tiir
incelemeler dogrultusunda hastalarda tutulum yerine ve siddete bagli olarak g¢esitli
tedavi planlamalar1 yapilmaktadir. Bu tedaviler arasinda, cerrahi operasyonun oncelikli
olmadig1 vakalarda, kontrollii diyet, anti-inflamatuar ilaglar, antibiyotikler ve ayrica
glikokortikoid gibi steroid ilaglarin uzun siireli ve bazi durumlarda émiir boyu kullanimi

s0z konusudur.

Amerika’da yetiskinlerle yapilan bir prevalans calismasinda IBH’nin goriilme
sikliginin her 100,000 kiside 439 oldugu belirtilmistir (Kappelman, ve digerleri, 2007).
Ulkemizde insidansi gittikge artan bu hastaliklarin hali hazirda uygulanan tedavi
yontemlerinin aksine kesin ¢6ziim sunan etkili bir tedavi bulunmamaktadir. Ayrica
IBH’de kullanilan streoid ilaglarin zorunlu uzun siire kullanimma bagl olarak immun
sistemin agir1 baskilanmasi, yiiksek enfeksiyon riski, osteoporoz, osteonekroz, miyopati
gibi olumsuz yan etkilerin gelismesine neden olmasi 6nemli bir sorundur (de Mattos, ve

digerleri, 2015).

Gilniimiize kadar inflamatuar bagirsak hastaliklarina neden olan patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve iliskili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine temel
olusturulabilmesi amaciyla, ¢ok sayida kolit hayvan modeli gelistirilmistir ve karakterize

edilmistir. Bu modeller arasinda en yaygm kullanilan model TNBS’nin intrarektal
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uygulandigi sican kolit modelidir (Kankuri, ve digerleri, 1999). TNBS, kolonik
mukozanin notrofil ve makrofajlarla infiltrasyonu ile karakterize olan koliti indiikleyen
ve boylece inflamatuar mediyatdrlerin artisina yol agan bir hapten olarak etki
gostermektedir ve insan IBH kosullarini taklit eden bir model olusumunu saglamaktadir

(Kankuri, ve digerleri, 1999).
2.1.1. Ulseratif kolit

Ulseratif kolit, kolon ve rektumun 6zellikle mukoza tabakasini etkileyen, segment
olusturmadan normal doku {izerinde durmaksizin devam eden inflamasyon ve {ilserasyon
bolgeleri iceren bir bagirsak hastaligidir (Head & Jurenka, 2003). Ulseratif kolit her
yasta ortaya c¢ikabilmesine ragmen genellikle 15-35 yaslar1 arasinda daha ¢ok ortaya
ciktig1 goriilmekte ve iki cinsiyeti de esit derecede etkilemektedir. Hastalik, Afrika-
Amerikan ve dogu iilkelerine nazaran Kafkaslarda daha yaygin bir sekilde goriiliirken,
Yahudi toplumunda bunun neredeyse 3-6 kat kadar daha fazla oldugu bildirilmektedir
(Ardizzone, 2003; Kane, 2005).

Ulseratif kolit tutulum gosterdigi bolgeye gore iige ayrilmigtir. Bunlar; (1) hastalik
daha ¢ok kolonun distal kismin1 ve rektumu etkiliyorsa, lilseratif proktit; (2) descending
(inen) kolon ile smirhysa, distal kolit ve (3) eger hastalik tim kolonu etkiliyorsa
pankolitis adim1 almaktadir.  Ulseratif kolitte belirtiler sinsi olabilecegi gibi akut
ataklarla da ortaya ¢ikabilir. Hastalik hafif siddetteyken diskida yumusama, abdominal
kramplar ve diskinin ishale dogru doniisimii s6z konusu olabilirken, durum
siddetlestik¢e, kilo kaybi, yorgunluk, istahsizlik sonucu besin eksikligi, digkida mukus,
siddetli rektal kanama, ates ve anemi yasanabilir (Head & Jurenka, 2003).

2.1.2. Crohn hastaligt

Crohn hastalig1, agiz boslugundan aniise kadar olan tiim gastrointestinal sistemi
etkileyebilen ve devamli tekrar eden sistemik inflamatuar bir bagirsak hastaligidir.
Hastalik siklikla karin agrisi, ates, bagirsak daralmasinin klinik belirtileri, kanl ve/veya
mukuslu ishal ile kendini gosterir (Baumgart & Sandborn, 2012). Crohn hastaliginda
inflamasyon tipik olarak segmental, asimetrik ve transmuraldir. Hastalik siddetini

arttirdikca komplikasyonlar (darliklar, fistiiller ve apseler) da artar ve sonucunda,



hastalarin neredeyse yaris1 kadarina cerrahi miidahale girisiminde bulunulmasi gerekir

(Torres, Mehandru, Colombel, & Peyrin-Biroulet, 2016).

Ulseratif kolitte oldugu gibi Crohn hastaliginin da tanisinda, hastanin hikayesi ile
birlikte radyoloji, endoskopi ve histolojik incelemelerin bir kombinasyonunu igeren yol
izlenmektedir. Neredeyse ii¢ hastadan birinde artis1 gézlemlenmese de C-reaktif protein,
trombositoz ve anemi de hastaligin izlenmesinde kullanilan parametrelerdendir (Torres,

ve digerleri, 2016).

Birgok gelismis lilkede yaklasik % 0.1'lik bir prevalans gosteren CD’nin
patogenezi karmasiktir ve birbiri ile etkilesim i¢inde olan li¢ mekanizmay1 igermektedir.
Bunlar; genetik faktorler, mikrobiyota ve bagisiklik aracili doku hasaridir (Shanahan,
2002). Bununla birlikte cevresel faktorler de hastaligin gelisiminde 6nemli bir yere

sahiptir.
2.2. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda inflamatuar Siirecler

2.2.1. Inflamasyon

Inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari ve dokudaki stres ya da fonksiyon
bozuklugu gibi zararl uyaranlar tarafindan tetiklenen bir yanittir (Sekil 2.1.) (Majno &
Joris, 2004; Medzhitov, 2008). Enfeksiyon durumunda, dokuda yerlesik olarak bulunan
makrofajlarin ve mast hiicrelerinin; sitokinler, kemokinler, vazoaktif aminler,
eikasonoidler ve proteolitik kaskat iiriinleri gibi inflamatuar medyatdrlerin tiretilmesine
ve salimmasina neden olarak akut inflamatuar siireci baslatirlar. Bu medyatorler,
enfeksiyon veya doku hasartyla tetiklenen akut inflamatuar yanitta, plazma ve lokositler
gibi kan bilesenlerinin hasarli bolgeye koordineli olarak gd¢ etmesini saglarlar
(Medzhitov, 2008). Akut inflamatuar yanitin yetersiz kalmasi durumunda, inflamasyon
devam eder ve yeni karakteristik ozellikler kazanir. Bu asamada, nétrofillerin ilgili
dokuya infiltre olmasi s6z konusudur. Eger bu etkiler hala yetersiz kalmaya devam
ederse graniilomlarin ve fgiinciil lenfoid dokularin olusumunu iceren kronik bir
inflamatuar durum ortaya ¢ikar (Kumar, Cotran, & Robbins, 2003; Drayton, Liao,

Mounzer, & Ruddle, 2006; Medzhitov, 2008).
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Sekil 2.1. inflamatuar siirecin tetiklenmesi ve patolojik sonuglar1 (Medzhitov, 2008).
2.2.2. Inflamasyonun inflamatuar bagirsak hastaliklarindaki rolii

Belirli bir zaman araliginda alevlenip gerileyebilen inflamatuar bagirsak
hastaliklari, mukozal iltihaplanma ile karakterizedir (Sands, 2015). Tipik bir inflamatuar
stirecin baglamasinda doku veya hiicresel hasar, mikrobiyal atak, radyasyon ve doku
homeostazinin degisimi gibi faktdrlerin uyariya sebep olmasi séz konusu iken;
inflamatuar bagirsak hastaliklarinda inflamasyonun tetiklenmesi diger inflamatuar
siireclerden farklilik gdstermektedir. Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin baslamasindaki
yaygin goriig, inflamasyonun baslamasinda herhangi kesin bir mikrobiyal/enfeksiy6z

tetikleyicisinin olmadigi yoniindedir (Gerhard, 2017).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarindaki yogun inflamasyona, serum ve kanda
saptanabilen akut faz yanit1 eslik eder (Gerhard, 2017). Bu akut faz yaniti; fibrinoliz ve
koaglasyon ile ilgili proteinlerin, kompleman sistem bilesenlerinin, proteinaz
inhibitorlerinin, transport proteinlerinin ve C-reaktif protein (CRP) gibi diger
proteinlerin artisi ile ilgiliyken; albumin gibi bazi serum proteinlerin de baskilanmasi ile
karakterizedir (Vermeire, Van Assche, & Rutgeerts, 2006). Ayrica akut faz yanitinda rol
oynayan diger onemli molekiiller, inflamatuar siiregte serumda seviyeleri artan pro-

inflamatuar sitokinlerdir (Cioffi, Rosa, Serao, Picone, & Vietri, 2015).



Yapilan calismalar sitokinlerin IBH'de oldukg¢a &nemli bir yere sahip oldugunu ve
hastaligin patogenezi ile dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur. Arastirmalarda
sitokinlerin, intestinal inflamasyonun kontroliinde ve hastaligin klinik bulgularinda kilit
rol oynadiklari, ayrica bazi fare modellerinde bu sitokinlerin modiilasyonunun terapotik
etki yaratabilecegi vurgulanmaktadir. Bugiin de IBH tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilan TNF-a antikor tedavisi, TNF-a’nin énemini ve Kkilit role sahip bir sitokin
oldugunu kanitlamaktadir (Neurath, 2014). Epitelyal kriptin asir1 diizeydeki hasari,
ylizey iilserasyonlari, bozulmus kript mimarisi, ishal ve kanama ile karakterize edilen
IBH, mukozal dokuda TNF-o diizeylerinin artis1 ile iliskilidir. Anti TNF-o antikorlari
verildiginde hastaligin prognozunda iyilesme saptanmasi, TNF-o’nin IBH patogenezinde
Oonemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir (Goretsky, ve digerleri, 2012).
Inflamatuar bagirsak hastaliginda hem akut hem de kronik inflamasyonun kontrol altia

alinmasi, doku hasarinin azaltilmasini ve mukozal iyilesmeyi saglamaktadir.

IBH’de, bagirsakta bulunan lezyonlarda CD4" T hiicreleri yogunluktadir ve bu
hiicreler kan dolasimindaki lenfositlerle benzer karakteristik Ozellikleri tasimaktadir.
IBH’deki doku hasarmin nedeni, lezyon bélgelerine go¢ eden ve yiiksek miktarda
sitokin sentezleyerek direkt veya indirekt olarak inflamasyonun amplifikasyonunu
saglayan aktive T hiicreleridir. Bu hiicreler, sitokinler araciligi ile yardimci T-1
hiicrelerine (Thpl) polarize olmakta ve bu hiicrelerden INF-y, IL-6 ve TNF-a gibi
birtakim mediyatorler salgilanmasi ile doku hasarina sebep olmaktadir. Buradaki kilit
sitokinlerden biri de IL-12°dir. Ayn1 zamanda antijen sunan hiicrelerden (makrofaj) de
salgilanan TNF-a ile mukozadaki seviyeleri daha fazla yiikselmektedir (Sekil 2.2..)
(Pallone & Monteleone, 2001).
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Sekil 2.2. Lezyon bolgesinde, makrofaj kaynakli birtakim sitokinlerin salinmasi

(Neurath, 2014).

Deneysel IBH modellerinde ve IBH hastalarinda, lamina propria tabakasmndaki
makrofajlar ve CD4+ T hiicrelerinden salimmi artan bir diger sitokin ise IL-6’dir. Fare
modelinde, IL-6 sinyal yolagmin monoklonal IL-6 antikorlari ile bloke edilmesi yoluyla kronik
intestinal inflamasyonun bastirildigi ve boylelikle IL-6 antikorlarinin potansiyel bir terapdtik
ajan olarak kullamlabilecegi ileri stiriilmiistiir (Ogino, ve digerleri, 2013). Bu etkiyi 6zellikle, T
hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek ve INF-y, TNF- a ve IL-1f gibi pro-inflamatuar

sitokinlerin diizeylerini azaltarak gostermektedir.

IL-12 ailesinden heterodimerik glikoprotein yapisina sahip bir sitokin olan IL-35, disiilfit
bagiyla birbirine baglanmig IL-12 a ve IL-27 b zincirlerinden olusmaktadir (Tedder & Leonard,
2014). IL-35, Thl ve Th17 hiicrelerinin proliferasyonunu, T hiicrelerinin bolinmesini G1
fazinda tutarak Onlemektedir. Thl ve Thl17 hiicrelerinin proliferasyonunun IL-35 ile
engellenmesi immun hiicreler {izerindeki baskilayici etkisini 6n plana ¢ikarmaktadir. Son
yillarda ilgi cekici bir sitokin haline gelen IL-35’in Ozellikle otoimmun hastaliklara karsi
potansiyel terapdtik etkinligi gesitli hayvan modellerinde arastirilmaktadir (Catalan-Diebne,
Mclntyre, & Zlotnik, 2018). Yapilan bir ¢alismada IL-35’in, T hiicreleri iizerindeki sitokin
yanitini baskilayarak aktif koliti azalttig1 ve kontrol altina aldig1 gosterilmistir (Wirtz, Billmeier,
Mchedlidze, Blumberg, & Neurath, 2011).



2.2.3. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO), aktive notrofillerin  intraseliiler  graniillerinden
salgilanan ve bakterisidal 6zellige sahip, sistein kopriisii ile birbirine bagl iki adet 73
kDA agirliginda monomeri bulunan, yesil renkli bir hem-enzimdir. Bu enzim, nétrofil
hiicresinin i¢inde en fazla miktarda (yaklasik hiicrenin kendi kuru agirligimin %5’1
kadar) bulunan proteindir ve az miktarda olsa da monositler i¢erisinde de MPO enzimi

bulunmaktadir (Davies, 2011).

+ H,0
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Sekil 2.3. Hipoklor6z asit olusumu ve miyeloperoksidaz enzim dongiisii. Por, porfirini;
AH: ve ‘AH ise sirasiyla substratlari ve radikal formlarini temsil etmektedir (Arnold,
2004).

Genellikle ferrik ya da dogal MPO, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek MPO-
I’1 olusturur. Burada hidrojen peroksit MPO tarafindan suya indirgenirken olusan MPO-I
(bilesik-I), halojenlerin varhiginda yeniden dogal formuna (MPO) doniisebilir ve bu
doniisiim sirasinda halojenler (CI°, Br ve I'), hipohaldz aside okside olabilir (Burner,

Furtmiiller, Kettle, Koppenol, & Obinger, 2000) (Sekil 2.3.).

MPO, cesitli oksidanlar olusturma kapasitesine sahip bir enzimdir ve ayrica aktif
formlar1 olan [biiylik ¢ogunlukla MPO-I olmak iizere MPO-II"de (bilesik-1I"de)] farkli
substratlari, elektron ¢alarak, okside edebilme yetisine sahiptir. Bu substratlara; tirozin,

triptofan, siilthidril gruplari, fenoller, nitrit, hidrojen peroksit, ksenobiyotikler vd. drnek

9



olarak verilebilir. Bu substratlardan alinan elektronlarla, molekiiller radikal formuna
dontigiir (Sekil 2.3.). Bu radikal formlar ve hipohaloz asitler, makromolekiiller ve

dokularin hasar1 ile dogrudan iligkilidir (Arnold, 2004).
2.2.4. Nitrik oksit sentezi ve nitrik oksit sentaz

Nitrik oksit (NO), gaz formunda olan ve “N=0 seklinde formiilize edilen
inorganik bir gazdir. NO, memeli hiicrelerinde nitrik oksit sentazin (EC 1.14.13.39)
katalizledigi, NADPH + H¥, molekiiler oksijen, tetrahidro biopterin (BH4) ve L-
Arjinin’in kullanildig1 reaksiyon araciligi ile sentezlenmektedir (Sekil 2.4.) (Knowles &
Moncada, 1994).

Sekil 2.4. Nitrik oksitin NADPH, Oz ve BH4 varliginda, L-Arjinin’den iiretilmesi
(Knowles & Moncada, 1994).

Yapilan arastirmalarda memelilerde NO sentezinin ilk olarak damar endoteli,
beyin ve aktive makrofajlarda gerceklestigi gosterilmistir. Makrofajlarda NO sentezini
katalizleyen enzimin Ca*?-bagimsiz bir enzim olup diger hiicre ve dokulardakilerden
farkli yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Sonraki ¢alismalarda nitrik oksit sentazin ii¢
farkli izoenzimi oldugu kesfedilmistir. Bunlar, Tip 1 olarak da bilinen ve sinir
hiicrelerinde sentezlenen noéronal NOS (nNOS), tip II olarak bilinen ve sitokinler

aracilif1 ile makrofajlarda ve hepatositlerde uyarilabilen indiiklenebilir NOS (iNOS) ve
10



tip III olarak bilinen, damar endotelinde bulunan endotelyal NOS (eNOS)’tur (Knowles
& Moncada, 1994; Nathan & Xie, 1994).

Literatiirde NO ve NOS’un inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile iliskisinin
incelendigi bir¢cok deneysel ve klinik arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmalarin birgogu
birbiri ile ¢atistyor durumda olsa da genel kan1 6zellikle hastaligin aktif donemlerinde,
NOS ve dolayist ile de NO artist ile iliskili oldugu ydniindedir. Ayn1 zamanda birgok
calismada NOS ve NO artisinin Crohn hastaligindan ziyade Ulseratif kolit hastaliginda
daha baskin oldugu belirtilmistir (Cross & Wilson, 2003).

2.3. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda Oksidatif Stresin Rolii

2.3.1. Oksidatif stres

Antioksidan-oksidan dengenin oksidan yoniine dogru degismesi ve potansiyel bir
hasara sebep olmasi durumu, oksidatif stres olarak tanimlanir; bir diger ifadeyle ¢ok
fazla artmig serbest radikal olusumuna karsilik, antioksidan savunma sisteminin yetersiz
ve etkisiz kalmasi ile iligkili artmis hasardir (Halliwell, 1994; Sies, 1997). Oksidanlar,
aerobik metabolizmanin normal bir {riinii olarak iiretiliyor olsa da bu diiretilen

oksidanlarin seviyesi, normal fizyolojik kosullarda kontrol altinda tutulabilmektedir
(Sies, 1997).

2.3.1.1. Serbest radikaller

2.3.1.1.1. Serbest radikallerin tanimi

Serbest radikaller, son ydriingelerinde eslesmemis elektrona sahip atom veya
molekiiller olarak tanimlanirlar. Eslesmemis elektronlar, bu atom veya molekiiliin
kimyasal reaktivitesini arttirmaktadirlar. Serbest radikaller arasinda, hidroksil radikali
(OH), siiperoksit anyonu (O27), NO-, peroksinitrit radikali (ONOQO") gibi molekiiller yer
almaktadir (Betteridge, 2000).

Bu eslesmemis elektronlara sahip molekiiller oldukga reaktiftir ve bu
ozelliklerinden dolay1 hiicre i¢indeki lipitler, proteinler, karbohidratlar ve 6zellikle DNA
gibi makromolekiillere baglanarak hiicresel hasara sebep olmaktadirlar (Kuhn, 2003). Bu

ozelliklerinin yani sira, patojenlere saldirmak amaciyla notrofiller gibi bir¢ok hiicre de
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bir koruyucu mekanizma olarak bu serbest radikalleri iiretmektedirler (Scheibmeir, ve

digerleri, 2005).

Viicutta serbest radikaller birka¢ farkli biyokimyasal siire¢ ile tiretilebilmektedir.
Ornegin, siiperoksit ve hidroksil radikali aerobik solonum sirasinda olusurken, giiclii bir
oksidan olan hipoklordz asit (HOCI) aktive fagositler tarafindan iiretilmektedir. Reaktif
azot tiiri olan nitrik oksit ise damar endoteli ve diger hiicreler tarafindan

iiretilebilmektedir (Betteridge, 2000).

2.3.1.1.2. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) normal metabolizmanin (endojen kaynakli) bir
sonucu olarak tiretilebilecegi gibi; sigara, ozon maruziyeti, hiperoksi, iyonize radyasyon
ve agir metallerin sebep oldugu eksojen kaynakli da olabilmektedir. O27, ‘OH ve
hidrojen peroksit (H202) gibi molekiiller ii¢ ana ROT olarak 6rnek verilebilir. ROT,
molekiilde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulundurmas: ile (1) radikal olanlar
ve iki radikalin eslesmemis elektronlarini1 paylasmasi ile olusan (2) radikal olmayanlar
olmak iizere iki gruba ayrilabilir (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum, & Kalayci,

2012).

Stiperoksit radikali, Ozellikle aerobik solunum sirasinda, elektron transport
zincirinin kompleksleri lizerinde tasinan bazi elektrolarin kazayla sizintiya ugramasi ve

bu elektronlarin dogrudan molekiiler oksijene baglanip oksijeni indirgemesiyle olusur
(Halliwell, 1989).

Oz + e —— O2-

Olusan O2", hizli bir sekilde SOD (siiperoksit dismutaz) enziminin katalizledigi bir
dismutasyon reaksiyonu ile ortamdan temizlenir ve son iriin olarak H2O2 olusur
(Halliwell, 1989).

O2 + 02+ 2H*——->H202 + O2
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Yukarida belirtilen reaksiyonun son iiriinii olan hidrojen peroksit, zayif bir
oksidandir ve kismen stabil bir molekiildiir. Ancak siiperoksit anyonundan farkli olarak
H20> hizl1 bir sekilde hiicre zarlarindan diffiize olabilir ve boylelikle gecis metallerinin
ortamda bulundugu durumda, Fenton reaksiyonlar1 adi verilen tepkimelerle hidroksil
radikaline doniistiiriilebilir (Betteridge, 2000). Bu reaksiyon sonunda olusan 'OH,
olduke¢a reaktif ve toksik bir oksijen tiiriidiir. Bu serbest radikal, 6zellikle lipitlere ve
proteinlere baglanarak bu molekiillerde oksidasyona sebep olur (Finaud, Lac, & Filaire,

2006).

Fe™ + H20q Fe*®+-OH + OH-
Aktive noétrofillerde H202, miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciligi ile CI°
iyonunun varliginda substrat olarak kullanilarak HOCl’ye doniistiiriilmektedir (Birben,

ve digerleri, 2012).

H:0z + CI'—— HOC1 + H20

Oldukga reaktif bir molekiil olan HOCI, patojenlerin oldiiriilmesinde gorev
almasinin disinda, DNA ile de etkilesime girebilmektedir. Boylelikle, DNA-protein
etkilesimini indiikleyebilir, pirimidin oksidasyon iirlinlerinin iiretimine ve DNA

bazlarina kloriir eklenmesine neden olabilir (Birben, ve digerleri, 2012).

2.3.1.1.3. Reaktif azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri gibi reaktif azot tiirleri (RAT) de biyolojik olarak iiretilen
serbest radikallerin etkilesimleri sonucu olusturulur. Biyolojik sistemde Onemli
fizyolojik gorevler iistlenmis olan NO, tiim RAT’larin iiretilmesinde birincil kaynaktir.
NO, nitrik oksit sentaz enzimi araciligi ile olusmaktadir (Patel, ve digerleri, 1999).

Olusan NO hizli bir sekilde siiperoksit radikali ile reaksiyona girdigi zaman, fizyolojik
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kosullarda stabil olmayan ve oldukga reaktif bir molekiil olan ONOO" radikalini
olusturur (Patel, ve digerleri, 1999; Szabo, Ischiropoulos, & Radi, 2007).

NO + O;—ONOO"

2.3.1.2. Lipit peroksidasyonu

Biyolojik membranlarin oksidatif strese maruz kalmasinin, ilerleyen bir
dejenerasyon ve fonksiyon kaybi ile sonuglandigi bilinmektedir. Bu oksidatif saldirinin
hedefleri arasinda, &zellikle doymamis yag asidi zincirleri igeren fosfolipitler ve
kolesteroller bulunmaktadir. Genel bir ifade ile bu molekiillerin oksidatif strese bagl

olarak degradasyonu lipit peroksidasyonu olarak adlandirilmaktadir (Girotti, 1985).

Kiigiik, suda ¢6ziinebilen, olduk¢a mobil ve kimyasal olarak ¢ok reaktif bir serbest
radikal olan ‘OH, lipitlere etki eden ve lipit peroksidasyonunu baslatan en yaygin reaktif
oksijen tiiriidiir. Lipit peroksidasyonu siireci i¢ asamadan olusur; baslangi¢, yayilma ve
sonlanma. ilk asamada (1) hidroksil radikali gibi oksidanlar doymamis yag asidi ile
reaksiyona girer ve karbon merkezli lipit radikalini olustururlar (L-). Yayilma evresinde
(2) ise L- hizl1 bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini (LOO-)
olusturur. Olusan LOO- radikali bir baska lipit molekiilinden hidrojen alarak yeni bir
lipit radikalinin olusmasina sebebiyet verirken kendisi de lipit hidroperokside (LOOH)
dontisiir (3). Bir kere lipit peroksidasyonu basladigi zaman son {iriinler olusup sonlanma
asamasina gelene kadar zincirleme reaksiyonlar devam eder. Hidrojen donérii olacak
olan bir antioksidanin hidrojenini, lipit radikaline vererek radikal olmayan bir {iriin olan
lipit hidroperoksit iiriiniine doniistiiriilmesi saglanarak reaksiyon zinciri bu noktada

durdurulabilir (4) (Sekil 2.5.) (Ayala, Munoz, & Argiielles, 2014).
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Sekil 2.5. Lipit peroksidasyonu siirecinin gosterimi (Ayala, Munoz, & Argiielles, 2014).

Lipid oksidasyonunun derecesi, (1) doymamis yag asidi kayiplari, (2) birincil
peroksidasyon iiriinlerinin miktarlar1 ve (3) karboniller ve hidrokarbon gazlar1 gibi
ikincil ~ Uriinlerin  miktarlar1 ~ Olglilerek  belirlenebilir.  Bunlar arasinda lipit
peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan malondialdehitin (MDA), tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile tepkimeye girerek renkli bir bilesik olusturdugu metot en yaygin
kullanilan yontemlerden biridir (Halliwell & Chirico, 1993).

O
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M ’ |
H H /K
¢ N S
H
MDA TBA
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S N, OH HO N SH
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Y T + 2H,0

AT e Y Y
OH OH
Sekil 2.6. iki mol TBA ile bir mol MDA 'nin olusturdugu pembe renkli bilesik (Guillén-

Sans & Guzman-Chozas, 2010).

Iki aldehit grubu ile birer amino grubuna baglanarak schiff bazini olusturan MDA,
kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir (Horton & Fairhurst, 1987). Ayrica iki molekiil
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TBA, MDA ile reaksiyona girerek (Sekil 2.6.) spektrofotometrede 512 nm’de
okunabilen pembe renkli bir bilesik olusturur (Guillén-Sans & Guzman-Chozas, 2010).

2.3.2. Antioksidan savunma

Antioksidan kavrami, bir substratin oksidasyonunu ya geciktirebilecek ya da
Onleyebilecek herhangi bir bilesigi ifade etmektedir. Antioksidan fonksiyonlari ise;
oksidatif stres, DNA mutasyonlar1 ve kanserlesme gibi bir¢ok hiicresel hasar
parametrelerini azaltmaktir (Pisoschi & Pop, 2015). Bugiin ¢ok fazla tanimlanmis
antioksidan molekiil bulunmasiyla birlikte, viicutta endojen antioksidan enzimler de
mevcuttur. Bu antioksidan molekiiller ve enzimler gerek birer serbest radikal siipiiriiciisii
olarak; gerekse de bir redoks tepkime sonucu ortamdaki reaktif oksijen tiirlerini

ortamdan kaldirarak gorev yaparlar.

Antioksidanlar ve SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi en 6nemli
endojen antioksidan enzimler hem hiicre i¢i kompartmanlarda hem de hiicre disinda

ROT’lara kars1 6nemli bir savunma hatti olustururlar (Karihtala & Soini, 2007).

2.3.2.1. Antioksidan enzimler

2.3.2.1.1. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa agirliginda dort adet ferriporfirin grubu igeren, alt
birimlerden olusmus ve toplamda yaklasik 240 kDa agirliginda tetramerik bir enzimdir.
Katalaz hidrojen peroksit iizerinde oldukga etkili bir enzimdir ve H202’y1 peroksidaz
aktivitesi ile suya ve molekiiler oksijene parcalar (Mates, Perez-Gomez, & de Castro,
1999).

oH,0, Katalaz § o1 6, o,

Mates ve digerleri (1999), yaptiklart derlemede katalaz enziminin; alerjide,
kanserde, kardiyak rahatsizliklarda, genetik ve metabolik hastaliklarda, enfeksiyon
hastaliklarinda ve nérodejeneratif hastaliklarda olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte, fare kolit modelinde yapilan bir ¢alismada, kolon
katalaz aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde azaldigi tespit edilmistir

(Rochat, ve digerleri, 2007).
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2.3.2.1.2. Glutatyon peroksidaz

Tipki katalaz gibi, GPx’de (EC 1.11.1.9) bir endojen antioksidan enzimdir.
Memeli dokularinda selenyum bagimli GPx’in dort ana izoenzimi vardir: kirmizi kan
hiicrelerinde, karacigerde, akcigerde ve bobreklerde bulunan klasik  GPx1;
gastrointestinal sistemde bulunan GPx2; farkli dokulardan salinan plazmadaki GPx3 ve
yine bir¢ok dokudan salinan fosfolipit GPx4 (PHGPx4)’tiir. Bunlardan GPx1, 2 ve 3
homotetramer iken PHGPx4 monomer olarak fonksiyonlarini yerine getirmektedir
(Margis, Dunand, Teixeira, & Margis-Pinheiro, 2008).

ROOH ROH

E-Se-H E-SeOH

GSS GSH

-Se-S-G
GSH E H20

Sekil 2.7. Glutatyon peroksidaz enziminin katalitik dongiisii. E, glutatyon peroksidaz
enzimi (Mugesh & Singh, 2000).

Yapisinda selenosistein bulunan glutatyon peroksidazin rolii, selenosistein igeren
aktif bolgesi araciligi ile hidrojen peroksit ve organik peroksit miktarin1 azaltmaktir.
Burada selenolat anyonu (E-Se-H), selenik asite (E-Se-OH) okside olurken hidrojen
peroksit ise indirgenir. Selenik asit bu noktadan sonra rediikte glutatyon (GSH) ile
reaksiyona girer ve selenosiilfidi olusturur (E-Se-S-G). Selenosiilfid olustuktan sonra bir
GSH daha selenosiilfit yapisina saldirarak okside glutatyonun (GSSG) olusmasina neden
olurken enzim ise yeniden aktif formuna doniisiir (Sekil 2.7.) (Mugesh & Singh, 2000).

GPx enziminin, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler kastaliklar, iskemi/reperfiizyon
hasart ve inflamasyon gibi durumlarla iligkisi oldugu yapilan arastirmalarla
gosterilmistir (Lubos, Loscalzo, & Handy, 2011). GPx nakavt farelerle yapilan bir
calismada, mikropsuz yetistirilen bir ortamda on iki ayliga kadar farelerde herhangi bir
semptom goriilmezken, normal kosullarda yetistirilen GPx nakavt farelerin

gelisimlerinin erken sathalarinda kolit semptomlar1 gosterdikleri ortaya konmustur ve
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GPx nakavt farelerin kolit modeli olarak kullanilabilecegi onerilmistir (Esworthy,
Binder, Doroshow, & Chu, 2003). Bu calisma ile GPx enziminin inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 ile dogrudan iliskisi oldugu ve eksikliginin oldugu durumda kolit

hastaliginin olusabildigi ortaya koyulmustur.
2.3.3. Oksidatif stresin inflamatuar bagirsak hastaliklar ile iliskisi

Birgok kapsamli ¢alismaya ragmen IBH’nin baslamasi, gelismesi ve yayilmasi ile
ilgili kesin bir model ortaya konulamamistir. Inflamatuar hiicrelerin, bagirsak
mukozasina asir1 derecede infiltrasyonu nedeni ile gastrointestinal sistemin immun
mekanizmalarinin  disregiilasyona ugramis olma hipotezi daha baskin olarak
tartisilmaktadir. Bu noktada hiicresel hasara sebep olan spesifik yolaklar tam olarak
anlagilamamis olmakla birlikte, oksidatif stresin dnemli bir potansiyele sahip oldugu

distiniilmektedir (Rezaie, Parker, & Abdollahi, 2007).

IBH’ye sahip bireylerde, mukozaya miyeloperoksidaz iceren cok sayida aktive
fagositin infiltre olmasi, uzamis ve artmis mukozal maruziyet anlamina gelmektedir. Bu
fagositlerin mukozaya gogii, ROT ve RAT da dahil, toksik ve hasar veren diger ajanlara
kars1 da bir bariyer gorevi tistlenmektir (Kruidenier & Verspaget, 2002). Lih-Brody ve
digerleri (1996), IBH’ye sahip insanlarin mukozal lezyonlarindan aldiklar1 biyopsi
orneklerinde yaptiklari ROT kemiliiminesans analizi sonuglarinin IBH hastaliklarina
sahip bireylerde hasta olmayanlara gore ¢ok daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli
oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar ayn1 zamanda hastaligin aktif donemleri ile ROT

miktarlarinin arasinda bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Farkli IBH modellerinde yapilan ¢aligmalarda, 8-0x0-7, 8-dihidro 2’
deoksiguanozin (8-oxodG) diizeylerinde artis (Ding, ve digerleri, 2005), GPx
aktivitesinde artis (Tham, Whitin, & Cohen, 2002), GSH diizeylerinde azalma (Ardite,
ve digerleri, 2000), SOD ve Katalaz aktivitelerinde artig (Nieto, ve digerleri, 2000), lipit
peroksidasyonu ve MPO aktivitesinde artis oldugu (Ghazanfari, ve digerleri, 2006;
Ghafar, ve digerleri, 2006) ve oksidan/antioksidan sisteminin oksidan ydniine dogru
degistigi ortaya konulmustur. Ayn1 zamanda insan bagirsak dokusu biyopsi 6rneklerinde
yapilan c¢alismalarda, lipit peroksidasyonunda artis tespit edildigi bildirilmistir
(Chiarpotto, ve digerleri, 1997; Koch ve digerleri, 2000; Kruidenier ve digerleri, 2003).
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Birgok hayvan modelinde arastirmacilar oksidatif stresin IBH ile dogrudan iliskili
olabilecegini ve hatta doku hasarinin en biiyiikk mekanizmalarindan birinin olabilecegini
bu ¢alismalarla ortaya koymuslardir. Bu ¢alismalardan en dikkat ¢ekici olan1 Esworthy
ve digerlerinin (2003), transgenik hayvanlarla yaptiklar1 c¢alismalar1 olmustur.
Arastirmacilar, GPx enziminin olmadig1 transgenik hayvanlar {iretmis ve hayvanlarin
gelisimlerinin erken donemlerinden itibaren IBH’nin olusmaya basladigini ortaya

koymuslardir.
2.4. Bagirsak Mikrobiyotasi

Bagirsak limeni g¢esitli  simbiyotik bakteriler ve mikroorganizmalarca
cevrelenmistir ve bunlarin tamami bagirsak mikrobiyotasi olarak isimlendirilmektedir.
Mikrobiyotadaki yararli bakteriler ile konak canli arasindaki bu mutualist yasam, insan
sagligina yararli olabilecek birtakim metabolitlerin bakteriler tarafindan {iretilmesine

imkan saglamaktadir (Nicholson, ve digerleri, 2012).

Son yirmi yil iginde bagirsak sagliginin korunmasinin ne kadar énemli olduguna
dair bir¢cok c¢alisma yapilmistir. Bu siiregte immunoloji ve bagirsak mikrobiyotasi
alaninda iki Onemli ilerleme kaydedilmistir. Bunlardan biri, diyetin bagirsak
mikrobiyotas1 ¢esitliligi ve kompozisyonu iizerinde olan etkisidir. Farkli insan
popiilasyonlarinin bagirsak mikrobiyotalarindaki farklilik ve diyetlerinin degismesi ile
bu mikrobiyotadaki degisiklik bunun en biiyiik gdstergesidir. Ikincisi ise, bagirsak
mikrobiyotast ¢esitliliginin ve mikrobiyotada iiretilen iiriinlerin, immun ve inflamatuar
yanitlardaki tahmin edilemez etkileridir. Yapilan c¢alismalarla da mikrobiyota
kompozisyonunun ve g¢esitliliginin, obezite, tip-1 diyabet, astim ve daha birgok

hastalikla iliskisi oldugu ortaya konmustur (Maslowski & Mackay, 2011).
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Sekil 2.8. Bagirsak mikrobiyotasinin zamansal ve bolgesel yonlerinin bir gosterimi. A:

Gastrointestinal bosluk boyunca mikrobiyal saymin ve ¢esitliligin degisimi. B.

A B
Lactobacillus Epitelyum E’Elzt:‘lvyal %‘lfllbl;fasl }_‘n"te“ma] Fecas
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Y :
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Actinomycinaeae c il
Corynebacteriaceae
fleum 107 Dogum 1Yas // Oliim

Sayisal ve gesitlilik olarak
artig Saylsal stabilite

l |
I 1
10! 2} Lachnospiraceae Cesitlilik ve kompozisyonda gelisim
Bacteroidetes

hiicre/gram

Tabakalar aras1 bakteriyal cesitlilikteki farklilik. C: Bakteriyal say1 ve ¢esitliligin

zamansal degisimi ve gelisimi (Sekirov, Russell, Antunes, & Finlay, 2010).

Dogumdan itibaren olusmaya baglayan bagirsak mikrobiyotast neredeyse bir
yasina kadar sayisal olarak gelisimini tamamlar ve hayatinin sonuna kadar bunu
siirdiiriirken, mikrobiyotadaki ¢esitlilik ve kompozisyon gelismeye devam eder. Bu
cesitliligi, anneden gelen kolonizasyon, diyet, ¢evresel maruziyet ve antimikrobiyal
ajanlarla yapilan tedaviler oldukga etkiler (Sekirov, Russell, Antunes, & Finlay, 2010).
Yapilan ¢aligmalar bagirsak mikrobiyotasindaki bakteri cesitliliginin binlerle ifade
edildigini ortaya koymustur. Sadece cesitlilik olarak degil ayn1 zamanda sayisal olarak
da gastrointestinal boslukta, mideden baslayarak sirasiyla, duedenum, jejunum, ileum ve
kolona dogru gittik¢e bakterilerin miktar1 degigsmektedir (O’Hara & Shanahan, 2006).
Bununla birlikte epitelyal ylizeyde ve mukoza tabakasinda Clostridium, Lactobacillus ve
Enterococcus cinsine ait birtakim bakteri tiirleri bulunurken Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium,
Lactobacillus ve Ruminococcus gibi bazi cinslere ait bakteri tlirlerinin de limende
oldugu ve fecese gectigi bilinmektedir (Sekil 2.8.). Bu bakteri tiirleri epitelyal ve
mukozal alanda bulunmamaktadir (Swidsinsk, Loening-Baucke, Lochs, & Hale, 2005).
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2.4.1. Probiyotikler ve Bacillus clausii probiyotigi

Bircok caligmada, probiyotiklerin, prebiyotiklerin ve bunlarin birlikte uygunlandig:
(simbiyotik) durumlarda intestinal mikrobiyotanin aktivitesinin ve kompozisyonunun
degistirilebilecegi gosterilmistir. Diinya saghk oOrgilitine gore probiyotikler; yeterli
miktarlarda uygulandiginda konak canliya Onemli faydalar saglayan yasayan
mikroorganizmalardir (Bedani, Saad, & Sivieri, 2016). Bunlar arasinda en iyi bilenenleri
Lactobacillus  ve Bifidobacterium cinsine ait suslar1  igeren  probiyotik

mikroorganizmalardir (Saxelin, Tynkkynen, Mattila-Sandholm, & de Vos, 2005).

Amaretti ve digerleri (2013), Lactobacillus ve Bifidobacterium suslar1 ile
yaptiklar1 bir c¢alismada bu suslart farkli konsantrasyonlarda, doksorubisin ile
indiiklenmis oksidatif stres sican modelinde uygulamislar ve bu probiyotik bakterilerin
oksidatif stres lizerinde azaltict bir 6zelliginin oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni
zamanda farkli cinslere ait probiyotik bakteri suglarmin gelisim, immun sistem ve
oksidatif stres lizerine olan etkileri bilinmektedir. Bu probiyotik bakterilerin hidroksil
radikali ve siiperoksit radikallerini siipiiriicii 6zellikleri bulunurken, probiyotik Bacillus
tiirlerinin de inflamasyon ve immun sistem {izerinde pozitif yonde etkinlikleri mevcuttur

(Wang, ve digerleri, 2017).

Bacillus clausii, literatiirde Enterogermina® iiriinii ad1 altinda regetesiz satilan bir
medikal destek iiriinii olarak onaylanmistir ve sadece Bacillus clausii tiiriiniin sporlarimni
icermektedir. Bu probiyotik bakteri tiirliniin bir¢ok antibiyotige kars1 direngli oldugu da
bilinmektedir (Cutting, 2010). Yapilan baz1 ¢alismalarla Bacillus clausii sporlarmnin
herhangi bir hasar almadan dogrudan gastrointestinal boslugu gegebildigi gosterilmis,
agiz yoluyla ugulanmasindan sonra farelerin gastrointestinal boslugunda 18 giin,
insanlarda ise 12 giin boyunca kalabildigi ve burada kolonize olabildigi gosterilmistir
(Lopetusa, Scaldaferri, Franceschi, & Gasbarrini, 2016). Bir arastirma grubu, alt1 hasta
ile yaptiklar1 bir ¢alismada Bacillus clausii tedavisinin, inflamasyon, bagisiklik sistemi
ve immun yaniti, bagirsak gecirgenligi, hiicre biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, hiicreler
aras1 sinyal, apoptoz, hiicre adhezyonu gibi bir¢cok mekanizmay: ilgilendiren genler

tizerinde etkisi oldugunu ortaya koymuslardir (D1 Caro, ve digerleri, 2005).
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Asetaminofen uygulanan bir ¢alismada, Bacillus clausii tiiriniin uygulandigi sigan
grubunun bobrek dokusundaki SOD, katalaz ve GSH gibi endojen antioksidan
sistemlerin, Bacillus clausii uygulanmayan gruba kiyasla anlamli bir sekilde arttigi
bildirilmistir. Yine aymi calismada arastirmacilar, oksidatif stresin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan ve lipit peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA diizeylerinin hasta
grubunda, Bacillus clausii uygulanan gruba gore ¢ok yiiksek diizeylere ¢iktigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar Bacillus clausii tiriiniin antioksidan sistemler {izerinde
pozitif bir etkisinin oldugunu ayrica oksidatif stresi bu sistemler iizerinden azalttigini

ileri stirmiislerdir (Patel, Patel, & Acharya, 2020).

2.5. Borik Asit

Bor, periyodik tablonun besinci elementidir ve oksijen ile reaksiyonu sonucu
olusan inorganik formlar (Borik asit, boraks, vs.) halinde bulunmaktadir. Borun ana
kaynag1 diyet ve igme suyudur. Ozellikle meyveler, sebzeler ve kuru yemisler bor
bakimindan zengin kaynaklardir. Borik asit (BA), bor ile oksijen baginin koparilmasi
icin yiiksek enerji gerektirmesi nedeniyle insan ve hayvanlarda metabolize
olamamaktadir. Oral yoldan uygulanan borik asit sicanlarda, tavsanlarda ve insanlarda
tamamen gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilmekte ve degisiklige ugramadan

idrar yolu ile atilmaktadir (Murray, 1998 ).

Kar ve digerleri (2019) yayinladiklari ¢alismada borik asidin, proton dondrii olarak
gorev aldigimi ve oksidan molekiillerin aktivitelerini proton vererek etkisiz hale
getirdigini, ayrica zincirleme devam eden reaksiyonlart belirli yerlerden kirarak ya da
serbest radikalleri kendi {zerlerine alarak antioksidan Ozellik gosterdigini ileri

stirmektedirler (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Borik asidin olas1 antioksidatif etkinliginin sematik gosterimi (Kar, ve
digerleri, 2019).

Insan kam ile yapilan in vitro bir ¢alismada arastirmacilar, borik asidin farkli
dozlarmin antioksidan enzim sistemleri {izerindeki etkilerini arastirmislardir.
Arastirmacilar, insan eritrositlerinde borik asidin 15 mg/L konsantrasyonunda oldugu
gruplarin SOD, katalaz, GPx ve Glutatyon S transferaz gibi bir takim antioksidan
enzimlerin diizeylerinde artisin oldugunu, total antioksidan kapasitenin (TAC) arttigim
gostermiglerdir. Ayn1 zamanda genotoksik birtakim parametrelerle de g¢alismis olan
arastirmacilar, doz bagimli borik asidin genetik hasara yol agmadigini ileri siirerek,
eritrositler lizerinde yaptiklar1 bu ¢alismayla, borik asidin endojen antioksidan sistemler
tizerinde olduk¢a oOnemli etkilerinin oldugunu ve bu etkilerle oksidatif stresin

azaltilabilecegini belirtmislerdir (Tiirkez, Geyikoglu, Tatar, Keles, & Ozkan, 2014).

Ince, ve digerleri (2010), sicanlarla yaptiklari calismada hayvanlarin giinliik
yemine ek olarak borik asit ve boraks ilave etmislerdir. Lipit peroksidasyonunun 6nemli
bir gostergesi olan MDA diizeylerinin, kontrol grubuna goére borik asit ve boraks
suplementasyonunun oldugu gruplarda anlamli bir sekilde diismiis oldugunu
gozlemlerlerken, Tiirkez, ve digerlerinin (2014) yaptiklart ¢aligmanin aksine SOD,
katalaz ve GSH gibi 6nemli endojen antioksidan mekanizmalar tizerinde etkili

olmadigini ileri stirmiiglerdir.
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Kar ve digerlerinin (2018), sinaptozomlarda etanol ile indiikledikleri oksidatif stres
lizerine yaptiklart ¢alismada, borik asidin MDA diizeylerini 6nemli derecede
diisiirdiigiinii ve etanol kaynakli Katalaz artisinin ise yeniden kontrol grubu diizeylerine

kadar diistiigiinii ortaya koymuslardir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada borik asidin, oksidatif stresi Ozellikle endojen
antioksidan enzimler {izerinden etkileyerek antioksidatif bir etkinlik gosterdigi ortaya

koyulmustur.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (HETAB): Sigma H6269, ABD.
2,4,6-Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) : Sigma-Aldrich 92822, ABD.
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) : Sigma 88F-0060, ABD.
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) : Sigma-Aldrich 860336, ABD.

Naftiletilendiamin dihidroklorir

Tiyobarbitiirik asit (TBA)
Hidrojen peroksit (H202)
N,N-Dimetilformamid
Kadmiyum graniilleri
Potasyum kloriir (KCI)
Sodyumdodesil stilfat
Ditiotreitol (DTT)

NOS2 primer antikoru
NOS2 sekonder antiokur
B-aktin primer antikoru
[3-aktin sekonder antikoru
Bacillus clausii

Fosfat Tamponu
Stilfanilamid

Triton X-100
Borik asit

Sulfiirik asit
Asetik asit
Glisin

Tris
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: Sigma-Aldrich N9125, ABD.
: Sigma T-5500, ABD.

: Sigma-Aldrich 18312, ABD.
: Sigma D-4254, ABD.

: Fluka 20890, Almanya.

: Merck K26325335, Almanya.
: Sigma-Aldrich L6026, ABD.
: AppliChem A1101, Ispanya.

: Santa Cruz sc-7271, ABD.

: Santa Cruz sc-358914, ABD.
: ABclonal AC026, ABD.

: ABclonal AS014, ABD.

: Enterogermina, Sanofi, Italya.
: Sigma P4417, ABD.

: Sigma S-9251, ABD.

: Sigma-Aldrich X100, ABD.

: AppliChem A2940, Ispanya.

: Riedel-deHaen 07208, Almana.

: Riedel-deHaen 27225, Almanya.
- Sigma G-2879, ABD.

: AppliChem A2264, Ispanya.



3.1.2. Kullanilan cihazlar

iBlot TM 2 Dry Blotlama Sistemi : Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

Mikropleyt okuyucu
Derin Dondurucu
Hassas Terazi

ISE modiili

Isik mikroskobu
Inkiibator
Mikropleyt yikayict
Mikrotom

pH Metre

Santrifiij

Santrifiij, sogutmali
Shaker
Spektrofotometre
Su banyosu
Otoanalizor
Vorteks

Mini Gel Tank
Homojenizator

Florometre

GEN-BOX ImagER CFx

iBind Flex

: PerkinEImer2030 Multilabel reader, Victor X3
: Thermo, ULT 1386-5-V40

: Sartorius BP121S

: ROCHE/HITACHI COBAS

: Olympus

: BINDER BD53

: BioTek ELXx50

: Leica RM 2145

: HANNA pH 211

: Niive NF800

: Jouan MR22

: WiseMax

: Shimadzu, UV-1601

: Niive BM402

: ROCHE/HITACHI COBAS

: WiseMix VM-10, WISD

. Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
: Hangzhou Miu Instruments, MT-30K
: DeNovix
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3.2. Deney Hayvanlarinin Temin ve Bakim

Calismaya baslamadan 6nce, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan 13.12.2019 tarihli, 778 no’lu karar
ile onay alindi. Siganlarin bakimi ve cerrahi miidahaleler ESOGU Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi (TICAM)’nde, biyokimyasal analizler
ESOGU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda ve histolojik incelemeler ise ESOGU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Hayvanlar 12 saat
giindiiz/gece olarak ayarlanmig, 22+3°C sabit sicaklik/nemli ortamda barindirilarak ad
libitum beslenme uygulandi. Calismada 8 haftalik, ortalama 250-300 g agirliklarinda, 45
adet erkek Spraque Dawley cinsi siganlar kullanildi. Cerrahi islemler sonrasi ortaya

¢ikan tiim “tibbi atiklarin” yonetimi ESOGU TICAM tarafindan yapildi.

3.3. Deney Plam, Deney Modelinin Olusturulmasi, Deney Gruplar1 ve

Madde Uygulanmasi, Diseksiyon islemi
3.3.1. Deney plani

Toplamda alt1 giin siiren deney plan1 asagida verilmistir (Sekil 3.1.). Bu plana
gore; ilk giin anestezi altinda olan Kontrol grubu siganlara intarektal serum fizyolojik,
diger deney grubundaki sicanlara TNBS uygulandi, 24 saatlik silirenin ardindan
hayvanlara madde uygulamasi baglatildi1 ve dort giin madde uygulandiktan sonra (2. ve

5. glinler arasi) 6. giinde tiim hayvanlarin diseksiyon islemleri gergeklestirildi.

Arast
Intrarektal o i B Diseksiyon Islemleri
Oral yolla borik asit ve Bacillus clausii yon isiem
TNBS bivotigini ; ve numunelerin
Uygulanmas: probiyotiginin uygulanmasi toplanmasi

Sekil 3.1. Sicanlar tizerinde gergeklestirilen deney plani.
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3.3.2. Deney modelinin olusturulmas

Deney modelinin olusturulabilmesi icin sicanlar aksamdan 12 saatlik aglik
periyoduna tabi tutuldu. Daha sonra hayvanlarda anesteziyi saglamak i¢in Ketamin ve
analjezik/kas gevsetici olarak ise Ksilazin uygulandi (Ketamin/Ksilazin 3:1, 1,32 mg/kg

intramuskdiler).

Calismada IBH sigan modeli olusturmak igin Kankuri ve digerlerinin (1999),
uyguladiklart model kullanildi. Bu modele gore ozetle, ilk giin anestezi altindaki
siganlara, %50’lik etanol icerisinde 120 mg/kg olacak sekilde hazirlanmis olan TNBS,
plastik kaniil yardimi ile rektumdan 8 cm igeriye girilerek (yalnizca kontrol grubu haric)
enjekte edildi. Daha sonra inen (descending) kolona ulastigindan emin olmak igin 30
saniye boyunca siganlar kafa tizeri ters ¢evrilmis olacak sekilde bekletildi. 30 saniyenin
tamamlanmasiyla birlikte, hayvanlarin rektum ve kolonu igerisinde kalan fazlalik

TNBS’nin atilmasi saglanip, yeniden ayilmak iizere kafeslerine yerlestirildi.
3.3.3. Deney gruplart ve madde uygulanmasi

Deney gruplari; Kontrol, IBH, iBH + Borik Asit (BA), iIBH + Probiyotik (PB) ve
IBH + Kombine (KOM) olmak iizere toplamda 5 grup olarak diizenlenmistir (Tablo 3.1.).
Asagida gruplara yapilacak uygulamalarin detaylar1 verilmistir;

Kontrol: Rektuma 8 cm’lik kaniil ile girildi ve sadece 1 ml serum fizyolojik (SF) uygulandi.

IBH Grubu: IBH modelini olusturmak igin 120 mg/kg TNBS (%50 etanol igerisinde

¢Oziildii, toplam hacim 1 ml olarak ayarlandi) intrarektal olarak uygulandi.

BA Grubu: TNBS enjeksiyonundan 24 saat sonra baglanip 5. giine kadar 100 mg/kg olacak
sekilde her giin taze olarak 2 ml serum fizyolojik (% 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi) igerisinde

¢Oziiniip gavaj yolu ile uygulandi.

PB Grubu: TNBS enjeksiyonundan 24 saat sonra baglanip 5. giine kadar 1 x 10°
CFU/mI/100 g Bacillus clausii olacak sekilde gavaj yolu ile uygulandi.

KOM Grubu: TNBS enjeksiyonundan 24 saat sonra basglanip 5. giine kadar 100 mg/kg
borik asit ve 1 x 10° CFU/mI/100 g Bacillus clausii olacak sekilde gavaj yolu ile uygulandi.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve gruplardaki siganlara uygulanan maddeler.
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Kontrol (n:9) - - -

IBH (n:9) 120 mg/kg - -
IBH + Borik Asit (BA) (n:9) 120 mg/kg 100 mg/kg -
1x10°
, o CFU/mI/100 g
IBH + Probiyotik (PB) (n:9) 120 mg/kg -
viicut agirhigi
Bacillus clausii
1x10°
CFU/mI/100 g

IBH + Kombine (KOM) (n:9) 120 mg/kg 100 mg/kg
viicut agirlhig

Bacillus clausii

3.3.4. Borik asit ve Bacillus clausii dozlarinin belirlenmesi

Borik asit dozlar1 daha once tarafimizdan yapilan calismaya dayanilarak 100
mg/kg olarak belirlenmistir (Kar, ve digerleri, 2019). Ayni1 zamanda ¢aligma ekibimizin
borik asidin 100 mg/kg dozunu kullanildig: farkli ¢aligmalar1 da mevcuttur (Ataizi, ve
digerleri, 2019; Karimkhani, ve digerleri, 2020). Bacillus clausii’ye ait doz i¢in ise Patel
ve digerlerinin (2020), yaptiklari ¢aligma incelenmis ve uygun doz arastirmacilarin

caligmasina dayanarak belirlenmistir.
3.4. Diseksiyon Islemi

Calismanin 6. giiniinde, bir gece dnceden a¢ birakilmis olan siganlara anestezi
uyguland1 ve diseksiyonlar1 gercgeklestirildi. Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan
ornekleri jelli serum tiiplerine aktarilarak, 1000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve elde
edilen serum Orneklerinden rutin testler ayni giin yapildi. Ayni hayvanlardan ayrilan
diger serum ornekleri ise, TNF-o ve IL-35 analizleri i¢in alikotlanarak, calisma anina
kadar -80°C’de buzdolabinda saklandi. Biyokimyasal analizler i¢in alman bagirsak
dokusu ornekleri de doku posetleri icerisinde, -80°C buzdolabinda, ¢alisma giiniine

kadar muhafaza edildi.
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Ayni zamanda bagirsak dokulari, histolojik analiz prosediirlerinin uygulanacagi
zamana kadar, %10’luk formaldehid soliisyonu igerisinde, karanlik ve serin bir ortamda

muhafaza edildi.
3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Rutin biyokimya ve tam kan sayimi (CBC) analizleri

Borik asidin in vivo etkinligini belirlemek tiizere, sigan serum Orneklerinde
karaciger fonksiyonu ile iligkili testler (ALT, AST ve ALP); bobrek fonksiyonu ile
iliskili testlerin [Kreatinin ve kan tire azotu (BUN)] Sl¢limleri, ticari kitler kullanilarak
Roche Cobas 702 modiiler otoanalizérlerde gergeklestirildi. Tam kan hiicre sayimi igin

Sysmex XN1000 cihazi kullanildi.
3.5.2. Inflamatuar biyobelirteclerin analizleri
3.5.2.1. Serum TNF-a diizeylerinin analiz edilmesi

Inflamasyon belirteci olarak mukozada antijen sunan hiicrelerden ve
makrofajlardan salgilanan bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a, sigan serumunda,
ticari ELISA Kiti (Katalog No. E0764Ra, BT LAB) ile analiz edildi. Bu analiz; kantitatif
sandvi¢ enzim immiinolojik test teknigine dayanmaktadir. Standartlar, kontrol ve
ornekler kuyucuklara pipetlenerek, mevcut TNF-o immobilize antikorlar tarafindan
baglanmasi saglanir. Baglanmayanlar yikanarak uzaklastirildiktan sonra, sigcan TNF-a'ya
0zgli enzim bagl bir poliklonal antikor, kuyucuklara ilave edilir. Baglanmayan antikor-
enzim reaktiflerinin uzaklastirilmas: i¢in yapilan bir diger yikamanin ardindan,
kuyucuklara substrat ¢ozeltisi eklenir. Reaksiyon durdurma soliisyonunun eklenmesi ile
reaksiyon durdurulur. Olusan rengin siddeti, ilk adimda baglanan TNF- o miktartyla
orantilidir. Absorbanslar spektrofometrik olarak 450 nm dalga boyunda o6lgiilerek,

standart grafigi yardimiyla 6rneklerdeki TNF- o konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
3.5.2.2. Serum IL-35 diizeylerinin analiz edilmesi

T ve B hiicrelerinden salinan anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-35, sigan
serumunda, ticari ELISA Kiti (Katalog No. E2118Ra, BT LAB) kullanilarak analiz
edildi. Bu analiz; kantitatif sandvi¢ enzim immiinolojik test teknigine dayanmaktadir.

Standartlar, kontrol ve ornekler kuyucuklara pipetlenerek, mevcut IL-35 immobilize
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antikorlar tarafindan baglanmasi saglanir. Baglanmayanlar yikanarak uzaklastirildiktan
sonra, kuyucuklara sigan IL-35'e 6zgii bir biyotin konjuge antikor eklenir. Baglanmayan
antikor-enzim reaktiflerinin uzaklastirilmasi i¢in yapilan bir diger yikamanin ardindan,
kuyucuklara substrat ¢ozeltisi eklenir. Reaksiyon durdurma soliisyonunun eklenmesi ile
reaksiyon durdurulur. Olusan rengin siddeti, ilk adimda baglanan IL-35 miktariyla
orantilidir. Absorbanslar spektrofometrik olarak 450 nm dalga boyunda o6l¢iilerek,

standart grafigi yardimiyla 6rneklerdeki IL-35 konsantrasyonlar1 hesaplanmstir.
3.5.2.3. Bagwrsak dokusunda MPO aktivitesinin analiz edilmesi
Olciim prensibi:

Notrofil infiltrasyonu ve inflamasyon gdstergelerinden biri olan miyeloperoksidaz
aktivitesi bagirsak dokusunda olgtildii (Suzuki, Ota, Sasagawa, Sakatani, & Fujikura,
1993). Yontem, sentetik bir substrat olan 3,3°,5,5'-tetrametil benzidin (TMB)
molekiiliiniin, miyeloperoksidazin katalizledigi bir reaksiyon ile oksidasyonunun

Ol¢iilmesine dayanmaktadir.
Ol¢iim ve homojenizasyon sirasinda kullanilan cézeltiler:

50 mM pH 7.4 potasyum fosfat tamponu: Hazir pelletler kullanilarak 50 mM’lik

100 ml fosfat tamponu hazirlandi.

50 mM pH 6.0 potasyum fosfat tamponu: Hazir pelletler kullanilarak 50 mM’lik
pH 6.0 100 ml fosfat tamponu hazirlanip, 1 g HETAB ve 0.3722 g EDTA bu tampon

igerisinde ¢oziilerek kullanildi.

160 mM pH 5.4 potasyum fosfat tamponu: Hazir pelletler kullanilarak 160

mM’lik pH 5.4 fosfat tamponu hazirlandi.

16 mM TMB: 0.0961 g TMB 25 ml N-N-dimetilformamid i¢inde ¢oziilerek

hazirlandi. pH<S5 iken ¢6ziinmedigi i¢in NaOH damlatilarak ¢oziinmesi saglandi.

%0.06°11k hidrojen peroksit: %30’luk stoktan 0.1 ml alinip 50 mI’ye distile su ile

tamamlandi.
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Doku homojenatlarinin hazirlanmasi:

Doku 6rnekleri tartildiktan sonra %10 (w/v) olacak sekilde 50 mM pH 7.4 fosfat
tamponu pipetlendi ve homojenizatér ile buz tizerinde yaklasik 1 dk boyunca
homojenize edildi. Homojenattan 1 ml alindi, 7000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij
edildi ve siipernatantlar atildi. Pellet {izerine 1 ml 50 mM pH 6.0 fosfat tamponu
(HETAB iceren) pipetlendi ve yeniden homojenize edildi. Olgiimler icin bu homojenat
kullanildi.

Deney protokolii:

Bu asamada tiiplere sirasiyla; 500 pl potasyum fosfat tamponu pH 5.4, 350 ul kor
tip i¢in distile su ve 330 pl numune tiipleri igin distile su, numune tiiplerine 20 pl
homojenat ve 100 pl TMB pipetlenip, 2 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi her bir élciim icin kiivet icerisine aktarilan karistma 50 ul H0
pipetlenerek reaksiyon baslatildi (Tablo 3.2.). 37°C’de devam eden reaksiyon, 655
nm’de 5 dakika boyunca degisen absorbans artis1 takip edildi.

Tablo 3.2. MPO aktivitesi analiz prosediirii.

Potasyum fosfat tamponu pH

=/ 500 pl 500 pl
Distile su 350 ul 330 ul
Homojenat - 20 pl
TMB 100 pl 100 pl
H202 50 pl 50 pl

Doku MPO aktivitesinin hesaplanmasi:

Elde edilen siipernatantlardan ayrica total protein 6l¢iildii ve MPO aktivitesi U/mg
protein olarak verildi. MPO aktivitesinin {inite olarak hesaplanabilmesi i¢in asagidaki

formil kullanildi.
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A Aldakika x Vtotal

MPO (U/ml)= x DF

€ x Vornek

€: Ekstinksiyon kat sayist.
AA: Belli bir siire araligindaki absorbans degisimi.
Vornek: Kiivetler igerisine pipetlenen numune hacmi.
Vtotal: Kiivetler igerisine pipetlenen toplam hacim.
DF: Diliisyon faktorii.

3.5.2.4. Bagwrsak dokusunda NO diizeylerinin analiz edilmesi
Olciim prensibi:

Nitrik oksit Ol¢iimiinde Cortas ve Wakid (1990), olglim prensibi kullanildi.
Yontem bakir kapli kadmiyum graniilleri ile nitrat (NO®)’m nitrit (NO?)’e

doniistiiriilmesi ve nitritin dl¢lilmesi prensibine dayanmaktadir.
Olciim ve homojenizasyon sirasinda kullanilan cézeltiler:

50 mM fosfat tamponu: Hazir pelletler kullanilarak 50 mM’lik fosfat tamponu

hazirlandi.

75 mM’lik ZnSO4 ¢ozeltisi: 10.78 gr ZnSO4.7H20’dan tartildi, bir miktar distile

suda coziildiikten sonra son hacim 500 ml’ye tamamlanda.

55 mM’lik NaOH ¢o6zeltisi: 0.55 gr NaOH tartildi biraz distile su igerisinde

c¢ozildiikten sonra son hacim 250 ml’ye tamamlandi.

0.2 M Glisin-NaOH tamponu: 15 gr glisin yaklagik 100 ml distile suda ¢6ziildii.

2 M’lik NaOH ¢dzeltisi ile tamponun pH’s1 9.7°ye ayarlandi1 ve son hacim distile su ile

1000 ml’ye tamamlandi.

2 M NaOH cozeltisi: 8 gr NaOH tartilip 100 ml distile suda ¢6ziildii.

0.1 M H2SO4 ¢ozeltisi: Bir miktar distile su igerisine 2.78 ml ~%96’lik H2SOa4

pipetlendi ve son hacim 500 ml’ye tamamlanda.
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5 MM CuSOg4 c¢ozeltisi: 0.624 gr CuSO4.5H20 tartildi, bir miktar distile su

icerisinde ¢oziiliirek son hacim 500 ml’ye tamamlandi.

3 M HCI: 124.3 ml %37°1ik stok HCI bir miktar distile su igerisine pipetlendi ve

daha sonra yine distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

Stilfanilamid ¢ozeltisi: 5 gr stilfanilamid 500 ml 3M sicak HCI igerisinde ¢oziildii

ve sogutuldu.

N-Naftiletilendiamin ¢dzeltisi: 50 mg N-Naftiletilendiamin tartilip bir miktar

distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 250 ml’ye tamamlandi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Esit boyutlardaki kadmiyum graniilleri

numune ve kor tiip sayist kadar ayrildi. 3 sefer distile su ile yikanan kadmiyum
graniilleri, 5 mM CuSOs igerisinde iki dakika bekletildikten sonra glisin-NaOH tamponu
ile 3 defa yikand1 ve 10 dakika icerisinde kullanild1.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi:

Numaralandirilmig tiiplere aktarilan dokularin iizerine %10 (w/v) oraninda 50
mM’lik fosfat tamponu (pH: 7.4) pipetlendi ve homojenizatdr ile buz lizerinde yaklasik
1 dk boyunca homojenize edildi. Homojenize edilen dokular +4°C’de 20 dk boyunca

4000 x g’de santrifiij edildi ve siipernatantlar 6l¢iim i¢in kullanildi.
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Tablo 3.3. NO analiz prosediirii.

0.05 M fosfat tamponu - 0.25 ml -
Siipernatant 0.25 ml - -

55 mM NaOH 1.25 ml 1.25 ml -

75 mM ZnSOa4 1ml 1mil -

10 dakika beklendikten sonra, 3500 x g'de 10 dakika santrifiij edildi ve ikinci

siipernatant numune olarak kullanildi.

Glisin-NaOH tamponu 1ml 1ml 1ml
Ikinci
1ml 1ml 1ml
siipernatant/standart
Distile Su 2ml 2 mi 2 ml
Kadmiyum Graniilleri Eklendi Eklendi -

Oda sicakhiginda 90 dakika inkiibiibe edildi.

Siipernatant 2ml 2ml 2ml
Distile Su 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

Siilfanilamid 1ml 1ml 1ml

N-naftiletilendiamin 1ml 1ml 1ml

60 dk oda sicakhg@inda inkiibe edildi ve 545 nm’de spektrofotometrik olarak
okundu.
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Deney protokolii:

Hazirlanan homojenatlar santrifiij edildikten sonra siipernatantlar Glglim igin
kullanildi. Deneyin ilk asamasin1 deproteinizasyon asamasi olusturmaktadir.
Deproteinizasyon igin kor tiipe, 0.25 ml tampon {izerine, 1.25 ml 55 mM’lik NaOH ve 1
ml 75 mM ZnSOs pipetlendi; ornek tiiplere ise 0.25 ml ilk siipernatanttan pipetlenip 1.25
ml 55 mM’lik NaOH ve 1 ml 75 mM ZnSOs eklendi; standartlar i¢in deproteinizasyon
islemleri uygulanmadi. Pipetleme isleminden 10 dakika sonra, kor ve 6rnek tiipler, 3500
x g’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen ikinci siipernatant bir sonraki asama ig¢in
kullanildi. Bu asamada Ornek ve kor tiip icin siipernatantlardan, standartlar igin ise
hazirlanan standart ¢ozeltilerinden 1 ml alinip {izerine 2 ml distile su ve 1 ml glisin
tamponu pipetlendi. Cozeltiler vortekslendikten sonra, 6rnek ve kor tiiplerinin her birine
birer adet olacak sekilde bakir kapli (aktive) kadmiyumlar eklendi. Standart tiiplerine
aktive kadmiyumlar eklenmedi. 90 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda standart, kor ve orneklerden 2 ml alindi ve tizerlerine 1 ml N-
Naftiletilendiamin ve Siilfanilamid pipetlendikten sonra distile su ile 4.5 ml’ye
tamamlandi. 1 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilan numuneler daha

sonra kiivetler igerisine aktarilip 545 nm’de spektrofotmetrik olarak okundu (Tablo 3.3.).
Doku NO diizeylerinin hesaplanmasi:

Orneklerin konsantrasyonlarmi hesaplayabilmek igin standart ¢ozelti olarak 1.56,
3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 umol/L’lik konsantrasyonlarinda NaNO hazirlandi. Ayri
ayr1 biitiin standart tiipleri igerisine pipetlendi. Tablodaki gibi kor ve Ornek tiiplere
uygulanan asamalar uygulandi. Elde edilen absorbanslarla konsantrasyon degerleri
Microsoft Office Excel programi kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu (Sekil
3.2.). Orneklerin konsantrasyonlar: standart grafigi kullamlarak hesaplandi. Sonuglar
diliisyon faktorii ile carpildi. Daha sonra her bir dokuya ait olan homojenatlar
kullanilarak total protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Orneklerin konsantrasyonu total

protein konsantrasyonlarina oranlandi ve NO sonuglar1 pmol/mg protein olarak verildi.
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NO Standart Grafigi

0.7
y =0,0057x+0,0002
0.6 - R*=10,9996
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[NaNQ,], pmol/L

Sekil 3.2. NO standart grafigi.
3.5.2.5. Bagwrsak dokusunda Western Blot yontemi ile INOS ve f-aktin analizi

Bagirsak dokusu iNOS ve B-aktin proteinlerine ait Western Blot analizi i¢in
dokular ¢alisma anina kadar -80°C’de bekletildi. Calisma i¢in toplamda 5 adet ependorf
tiipii hazirland1 ve her bir grup (Kontrol, IBH, BA, PB ve KOM) i¢in kodlandh.

Ependorf tiiplerinde, her bir grup i¢in secilen 5 adet hayvanin doku ornekleri
aktarilarak bir havuz olusturuldu. Tiipler igerisinde 570 ul Radyoimmunopresipitasyon
(RIPA) tamponu ve her birinden 10 pul olacak sekilde sirasiyla dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde ¢Oziilmiis fenilmetilsiilfonil floriir (FMSF), DMSO’da ¢oziilmiis proteaz inhibitor
karsim1 ve sodyum ortovanadat eklendi. Ornekler 3 dakika boyunca homojenize
edildikten sonra +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Falcon tiipti i¢erisinde her bir 6rnek
icin 199 pl Qubit protein tamponu ve 1 ul Qubit protein reaktifi olacak sekilde stok
hazirlandi. Bu stoktan 198 pl siipernatantlardan ise 2 upl pipetlenerek total protein
Ol¢timii yapildi ve her bir 6rnek siipernatant 50 pg/ul protein igerecek sekilde gerekli

hesaplamalara tabi tutuldu.

Protein Ol¢limiinden sonra denatiirasyon islemi i¢in su agsamalar uygulandi: Her bir
siipernatanttan pipetlenmesi gereken miktar hesaplandiktan sonra 8’li strip tiiplere

aktarildi. Her bir gruba 5 ul lityum dodesil siiltaf (LDS) 6rnek tamponu ve 2 pl
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indirgeyici ajan eklenip son hacimleri saf su ile 20 ul’ye tamamlandi. 8’li strip icerisinde
hazirlanan ¢ozeltiler 10 dakika boyunca 70°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyondan ¢ikan Ornekler hem iNOS hem de f-aktin &lgiimlerini
gerceklestirmek icin 2 farkli poliakrilamid (%4-%12) jel tizerindeki kuyucuklara, her
grup i¢in 10 pl olacak sekilde pipetlendi. Ilk kuyucuklarda standart diger kuyucuklarda
numuneler olacak sekilde ornekler yarim saat boyunca 200 V’da yiiriitiildii. Yarim saat
sonra jeller, iBlot TM 2 cihazina alindiktan sonra yiiriitiilen proteinlerin membrana
aktarimi gergeklestirildi. Daha sonra membranlar sigir serum albiimini (BSA) igeren
bloklama soliisyonu i¢inde bekletildi. iBind Flex cihazina yerlestirilen 2 ayri membran;
biri iNOS digeri B-aktin i¢in ayarlandi ve iki buguk saat boyunca antikor ile muamele
edildi. Biri iNOS digeri B-aktin olmak iizere membran iizerine aktarilan bantlarin
goriintiilenmesi i¢in 1 ml Luminol-Enhancer soliisyonu ve 1 ml peroksit soliisyonu ile 5
dakika boyunca muamele edildikten sonra her iki membran i¢in de goriintiileme sistemi

kullanilarak fotograflandi.

Olusan bantlarin yogunluklarmin sayisal veriye doniistiiriilmesi i¢in Imagel

programi kullanildi. Sonuglar iNOS proteinlerinin goreceli ekspresyonu olarak verildi.
3.5.3. Oksidatif stres biyobelirteci ve antioksidan enzim aktivitesi analizleri
3.5.3.1. Bagwrsak dokusunda MDA diizeylerinin analiz edilmesi

Olciim prensibi:

MDA 6l¢iimii i¢in Ohkawa ve digerlerinin (1979), kullandig1 yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. Yontem lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan
malondialdehitin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile pH 3.5 ve 95°C’deki inkiibasyonu ile

verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir.
Ol¢iim ve homojenizasyon sirasinda kullanilan cézeltiler:

%1.15°1ik KCl ¢ozeltisi: 1.15 g KCl tartilip distile su ile 100 ml tamamlandi.

%8.1°1lik sodyum dodesil siilfat (SDS): 8.1 g SDS tartildi ve bir miktar distile

suda coziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanda.
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%20’lik Asetik asit (pH: 3.5): Bir miktar distile su icerisine 20 ml asetik asit

eklendi ve 90 ml’ye kadar distile su ile tamamlandi. Daha sonra NaOH ile pH 3.5’e

ayarlanip distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

%0.8’1ik Tiyobarbitiirik Asit (pH: 5.5): 0.8 gr TBA tartilip bir miktar distile suda

cozildiikten sonra pH, NaOH ve HCI kullanilarak 5.5’a ayarlanip, distile su ile 100

ml’ye tamamlandi.
MDA analizi i¢cin doku homojenatinin hazirlanmasi:

Dokular -80°C’deki derin dondurucudan c¢ikarildi ve her biri tek tek tartildi.
Tartilan her bir doku ayr1 ayri numaralandirilmis tiiplere koyuldu. Homojenizasyonu
yapilacak olan doku i¢in %10 (w/v) olacak sekilde 0,15 M’lik KCl tiiplere pipetlendi ve
15000 devir/dk hizla ortalama 1 dakika boyunca buz iizerinde homojenize edildi.
Hazirlanan homojenatlar daha sonra +4°C’de 1500 x g’de 15 dakika boyunca santrifiij

edildi. Siipernatantlar 6l¢tim i¢in kullanildi.
Deney protokolii:

Kapakl tiipler alinarak kor, standart ve ornek tiipler hazirlandi. Kor tiiptine 0.1 ml
SDS, 0.75 ml asetik asit, 0.75 ml TBA, 0.4 ml distile su koyuldu; 6rnek tiiplerine ise 0.2
ml siipernatant, 0.1 ml SDS, 0.75 ml asetik asit, 0.75 ml TBA ve 0.2 ml distile su
koyuldu; standart tiiplerine drnek tiiplerine koyulan maddelerin aynist koyuldu ancak
slipernatant yerine hazirlanan standart ¢ozeltiler eklendi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve
tiim tiipler 95°C'de 60 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda tiim tiipler
musluk suyu altinda sogutuldu. Sogutulan tiipler daha sonra 4000 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra Siipernatantlar kiivetlere pipetlendi ve 532 nm’de kore

kars1 absorbans ol¢timii yapildi (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. MDA analizi prosediirii.

Standart - - 0.2ml
Siipernatant - 0.2ml -
%8,1 SDS 0.1 ml 0.1 mi 0.1ml
%20’1lik Asetik 0.75ml 0.75ml 0.75 ml
asit
%0,8’lik TBA 0.75 ml 0.75 ml 0.75 ml
Distile Su 0.4 ml 0.2ml 0.2ml

60 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edildi.
4100 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir.

Siipernatantlar kiivetlere pipetlendi ve 532 nm’de kore kars:

absorbans ol¢iimii yapildi.

Doku MDA diizeylerinin hesaplanmasi:

Omneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin standart ¢ozelti olarak 1.56,
3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 nmol/ml’lik konsantrasyonlarinda 1,1,3,3 tetraetoksipropan
hazirlandi. Ayr ayri biitiin standart tiipleri icerisine koyuldu. Tablodaki gibi kor ve
ornek tiiplere uygulanan asamalar uygulandi. Elde edilen absorbanslarla konsantrasyon
degerleri Microsoft Office Excel programi kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu
(Sekil 3.3.). Orneklerin MDA konsantrasyonlar: standart grafigi kullanilarak hesapland:
ve yine ayni Orneklerin silipernatantlar1 kullanilarak analiz edilen total protein

konsantrasyonlari ile oranlanip, MDA i¢in sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.3. MDA standart grafigi.
3.5.3.2. Bagirsak dokusunda katalaz aktivitesinin analizi
Olciim prensibi:

Doku katalaz aktivitesi; hidrojen peroksitin katalaz tarafindan, su ve oksijene
katalizlenme hizinin, spektrofotometrik olarak 240 nm dalga boyundaki absorbans
diististintin takip edilmesi esasina dayanir (Aebi, 1984). Bir {inite katalaz, pH 7.0’da

dakikada 1 pmol H2O>’yi katalizleyen enzim miktari olarak tanimlanir.
Ol¢iim ve homojenizasyon sirasinda kullanilan cézeltiler:

50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0): Hazir pelletler kullanilarak 50 mM’lik fosfat

tamponu hazirlandi.

30 mM hidrojen peroksit: 340 ul %30’luk H>O,, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

%10’luk Triton X-100: 9 ml fosfat tamponu igerisine 1 ml stok Triton X-100

pipetlenerek hazirlandi.
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Katalaz aktivite tayini icin doku homojenatinin hazirlanmasi:

Dokular -80°C’deki derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri tek tek tartildi.
Tartilan her bir doku ayr1 ayr1 numaralandirilmis tiiplere aktarildi. Homojenizasyonu
yapilacak olan doku i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0) tiiplere pipetlendi ve 15000
devir/dk hizla ortalama 1 dakika boyunca buz iizerinde homojenize edildi. Hazirlanan
homojenatlar, hiicre pargalari ve ¢ekirdegin uzaklastirilmasi icin +4°C°de 700 x g’de 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Final konsantrasyonu 0.17 M olacak sekilde etanol
eklendi ve ornekler 30 dakika boyunca soguk su banyosunda inkiibe edildi. 30 dakika
sonrasinda, %10’luk Triton X-100 den karisim igerisindeki final konsantrasyonu %1
olacak sekilde ilave edildi. Ornek karigimlar1 1/100 oraninda soguk fosfat tamponu ile

seyreltilip 6l¢iim i¢in kullanildi.
Deney protokolii:

Kiivet igerisine, asagidaki tabloda oldugu gibi kor igin, 0,6 ml fosfat tamponu ve
0,3 ml H20. eklenip spektrofotometrede okutuldu. Daha sonra numunelerin katalaz
aktivitesi analizi i¢in 0,6 ml diliie siipernatanttan kuvartz kiivete pipetlendi ve reaksiyon
0,3 ml H2O; pipetlenmesi ile baslatildi ve 240 nm dalga boyundaki absorbans diisiisii
takip edildi (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. Katalaz aktivitesi analiz prosediirii.

Diliie Siipernatant - 0,6 ml
Fosfat tamponu (pH
P P 0,6 mi -
7.0)
H202 0,3ml 0,3 ml

Doku katalaz aktivitesinin hesaplanmasi:

Elde edilen siipernatantlardan ayrica total protein Ol¢iildii ve katalaz spesifik
aktivitesi U/mg protein olarak verildi. Katalaz aktivitesinin iinite olarak

hesaplanabilmesi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir.
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A A/dakika x Vtotal
Katalaz (U/ml)= x DF
€ x Vornek

€: H202’nin 240 nm’deki ekstinksiyon kat sayist.
A A: Belli bir siire araligindaki absorbans degisimi.
Vornek: Kiivetler igerisine pipetlenen 6rnek hacmi.
Vtotal: Kiivetler igerisine pipetlenen toplam hacim.
DF: Diliisyon faktorii.
3.5.3.3. Bagirsak dokusunda GPx aktivitesinin analizi
Olgiim i¢in GPx 6l¢iim kiti (Cayman Chemical, Cat No. 703102) kullanilmustir.
Olciim prensibi:

Bu 6l¢iimiin prensibi, GSH’in GPx enzimi aracilig1 ile okside glutatyona okside
edilmesi ve daha sonra glutatyon rediiktaz (GR) ile GSSG yeniden GSH’a rediiklenirken
bu reaksiyonda harcanan NADPH miktarina dayanmaktadir. NADPH’daki azalma GPx

aktivitesi ile dogru orantilidir.
Ol¢iim ve homojenizasyon sirasinda kullanilan cézeltiler:

50 mM pH 7.5 Tris-HCI Tamponu: 1.5142 g Tris, 0.3653 g EDTA ve 0.0386 g
DTT (1,4-Ditiotreitol) tartilip bir miktar distile su igerisinde ¢6ziildii ve HCl ile pH 7.5%¢

ayarlandiktan sonra 250 ml’ye tamamlandi.
GPx Olgiim Tamponu
GPx Numune Tamponu
GPx (Kontrol)
GPx Kosubstrat
GPx NADPH

GPx Kumen Hidroperoksit
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Doku homojenatlarinin hazirlanmasi:

Doku ornekleri tartildiktan sonra tiipler igerisine, %10 (w/v) olacak sekilde 50 mM
pH 7.5 Tris-HCI tamponu pipetlendi ve homojenizator ile buz tizerinde yaklasik 1 dk
boyunca homojenize edildi. Homojenatlar, 15000 x g’de 15 dakika +4°C’de santrifiij

edildi ve siipernatantlar 6l¢tim i¢in kullanildi.

Tablo 3.6. GPx aktivitesi analiz prosediirii.

GPx Olgiim
70 ul 50 ul 50 ul
Tamponu
GPx Kosubstrat 50 pl 50 pl 50 ul
GPx NADPH 50 ul 50 ul 50 pl
GPx (Kontrol) - 20 pl -
Numune - - 20 ul
GPx Kumen
20 ul 20 pul 20 ul

Hidroperoksit
Deney protokolii:

Bu asamada, cozeltiler dogrudan 6l¢tim kiivetleri igerisine pipetlendi ve en son
kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon baslatildi. Eklenen ¢ozeltiler sirasiyla; kor i¢in
GPx 6l¢iim tamponundan 70 pul, pozitif kontrol ve numune i¢in ise 50 pl; GPx kosubstrat
50 ul, GPx NADPH 50 pl, GPx kontrol 20 pl (sadece pozitif kontrole eklendi) ve
numune kiivetlerine ise 20 pl slipernatanttan eklendi. En son 20 pl GPx kiimen
hidroperoksit pipetlenmesi ile reaksiyon baglatildi (Tablo 3.6.). Ortamdaki NADPH’1n
azalmasi ile 340 nm dalga boyunda diisen absorbans degerleri, tiim 6rnekler ve pozitif

kontrol i¢in 5 dakika boyunca izlendi.
Doku GPx aktivitesinin hesaplanmasi:

Elde edilen siipernatantlardan ayrica total protein 6lgiildii ve GPx aktivitesi U/mg
protein olarak verildi. GPx aktivitesinin iinite olarak hesaplanabilmesi i¢in asagidaki

formiil kullanilmistir.
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A Aldakika x Vtotal
GPx (U/ml)= x DF
€ x Vornek

€: NADPH’1n 340 nm dalga boyundaki eksintiksiyon kat sayisi.
AA: Belli bir siire araligindaki absorbans degisimi.
Vornek: Kiivetler igerisine pipetlenen 6rnek hacmi.
Vtotal: Kiivetler igerisine pipetlenen toplam hacim.
DF: Diliisyon faktorii.
3.5.4. Doku total protein élgiimii
Olciim prensibi:

Doku homojenatlarinda total protein diizeyi Gornall ve digerleri (1949) tarafindan

bildirilen Biiiret yonteme gore yapildi.

Bu yontemin prensibi, alkali kosullar altinda bakir tuzlarinin iki veya daha fazla
peptit bagi igeren bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Olusan renkli kompleksin absorbansi, spektrofotometrik olarak 545 nm dalga boyunda

olgiildii. Standart olarak sigir serum albumini Kullanildi.
Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi:

Total protin 6l¢timii i¢in, MDA, NO, MPO, GPx ve katalaz aktivitesi analizi igin

kullanilan homojenatlar kullanildi.
Cozeltiler:

Biiiret reaktif: 9 g Na-K tartarat 400 ml 0.2 N NaOH i¢inde ¢6ziildiikten sonra 3
g CuSOg4 ve 5 g KI eklenip son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi ve 6lgiim igin

kullanildi.
Deney Protokolii:

Kor tiip i¢in 50 pl distile su, numune tiipleri i¢in 50 ul siipernatant ve standart
tiipleri igin 50 ul farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltilerinden pipetlendi. Her bir
tiip icerisine 1250 pl Biiiret reaktifi eklenerek 15 dakikalik inkiibasyon siireci baslatildi.

45



Inkiibasyon tamamlandiktan sonra spektrofotmetrik olarak 545 nm’de her bir érnek ve

standart i¢in kore kars1 okuma yapildi.
Sonuc¢larin Hesaplanmasi:

Ornek konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi i¢in standart ¢ozelti olarak 0, 0.125,
0.25, 0.50, 1 ve 2 mg/ml konsantrasyonlarinda sigir serum albumini kullanildu.
Yukaridaki prosediir uygulanip 6lgiilen absorbans ve konsantrasyonlar Microsoft Office
Excel programi kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.4.). Orneklerin

Konsantrasyonu standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

BSA Standart Grafigi
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Sekil 3.4. Protein standart grafigi.
3.6. Bagirsak Dokularinda Yapilan Histolojik islemler

Histolojik analizler i¢in, 6. giiniin sonunda, anestezi altindaki sicanlarin bagirsak
dokular1 c¢ikarilarak analiz giiniine kadar karanlik ortamda %10’ luk formaldehid
soliisyonunda muhafaza edildi. Fiksasyonlar1 saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini
engellemek amaciyla 3-4 saat ¢cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku
parcalari daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik, %80°lik, %90°lik ve %96’ lik
alkol  serilerinde  45’er  dakika  bekletilerek  dehidratasyonlar1  saglandi.
Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak tlizere 2 kez 20’ser dakika

ksilolde bekletildi. Bagirsak ornekleri seffaflanmalarinin ardindan etiiv iginde 65°C’de
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eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle ii¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize
edilen dokular ayr1 ayri parafin iceren kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit alinmaya
hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilan mikrotom
bigag1 buzdolabinda sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 5’er mikrometre
kalinliginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalart
saglanarak temiz lamlar iizerine alinmasindan sonra, etiiv icinde 1 saat siire ile
bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat silire ile iki ayr1 ksilolde tutulup
deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasina geg¢ildi. Kesitlerin
boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis
olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde ve distile
suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi.
Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gegirilip
dehidratasyonlar1 saglandi.  Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflastirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobik
diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve bagirsak doku
orneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflar
cekilerek skorlamalari yapildi. Skorlamalar; 0: Hasar yok; 1: Az hasar; 2: Orta diizeyde
hasar ve 3: Cok yiiksek hasar olarak degerlendirildi.

3.7. lIstatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizlerinde, GraphPad Prism 7 kullanildi. Shapiro-Wilk
normalite testine gére normal dagilan belirteglere One-Way ANOVA testi uygulanirken,
normal dagilima uymayan belirteglere Kruskal-Wallis testi uygulandi. One-Way
ANOVA testinde gruplar arasindaki farklar Tukey testine gore belirlenirken, Kruskal-
Wallis testinde Dunn’s testine gore belirlenmistir. Sonuglar ortalama (+ standart sapma)
ve medyan (%25-%75) olarak verildi. P<0.05 olan degerler i¢in anlamli, p<0.01 yiiksek
diizeyde anlamli ve p<0.001 olan degerler icin ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik

olarak degerlendirildi.

47



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Rutin biyokimya ve tam kan sayimi bulgulari
4.1.1.1. Serum AST aktiviteleri

AST aktivitesi incelendiginde; Kontrol grubuna goére kiyaslaninca BA grubunda
bir diisiis izlenmis ve bu diisiis istatistiksel agidan farkli bulunmustur (p<0.05). Kontrol
grubu ile tek tek PB ve KOM gruplari karsilagtirildiginda, aktivitede istatistiksel olarak
yiiksek diizeyde anlamli bir azalma kaydedilmistir (p<0.01). Ayni zamanda KOM
grubundaki azalismn IBH grubuna gore anlamli diizeyde farkli oldugu bulunmustur
(p<0.05) (Tablo 4.1., Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Serum AST aktiviteleri.

Kontrol 9 136.5 (103.5-178)
IBH 9 82 (78-128.5)
IBH + Borik Asit (BA) 9 72 (59.5-77.8)?
IBH + Probiyotik (PB) 9 71 (65-75)*"
IBH + Kombine (KOM) 9 67 (50.5-83)*"P

a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05).
a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.1. Serum AST aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). a*: Kontrol grubu ile arasinda
yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). b: IBH grubu ile arasinda anlaml farklilik
(p<0.05).

4.1.1.2. Serum ALT aktiviteleri

ALT aktivitesi incelendiginde; BA ile KOM gruplan tek tek Kontrol grubu ile
karsilastirilinca, aktivitede istatistiksel ag¢idan anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir
(p<0.05). PB grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda ise aktivitedeki azalma
istatistiksel agidan yiiksek diizeyde anlamli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.2., Sekil
4.2.).
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Tablo 4.2. Serum ALT aktiviteleri.

INR (VN

Gruplar
(ortalama + standart sapma)

Kontrol 9 44.57 £4.74
IBH 9 33.56 £12.99
IBH + Borik Asit (BA) 9 32 +8.602
IBH + Probiyotik (PB) 9 30.22 £5.87"
IBH + Kombine (KOM) 9 31.13 +£8.682

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

60~

ALT, U/L
N P
2 B

Sekil 4.2. Serum ALT aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). a*: Kontrol grubu ile arasinda

yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
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4.1.1.3. Serum ALP aktiviteleri

ALP aktivitesi incelendiginde; Kontrol grubu ile karsilastirilinca IBH grubunda
istatistiksel agidan yiiksek diizeyde anlamli (p<0.01) bir artig gdzlemlenmektedir. PB ve
KOM gruplar1 ile IBH grubu kiyaslandiginda ise anlamli bir diisiis bulunmustur
(p<0.05) (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).

Tablo 4.3. Serum ALP aktiviteleri.

ALP (U/L)

Gruplar
(ortalama + standart sapma)

Kontrol 9 90 £7.53
IBH 9 126.8 £33.04%"
IBH + Borik Asit (BA) 9 101.8 +19.4
IBH + Probiyotik (PB) 9 97.78 +11.45P
IBH + Kombine (KOM) 9 96.22 +20.09°

a*: Kontrol grubu ile arasinda ytiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.3. Serum ALP aktiviteleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). b: iBH grubu
ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05).
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4.1.1.4. Serum BUN diizeyleri

BUN diizeyleri icin; PB grubu, IBH ve BA gruplan ile kiyaslandiginda sonuglarda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunurken (p<0.05); Kontrol grubu ile arasinda yiiksek
diizeyde anlamli bir fark bulunmustur (p<0.01). KOM grubu ile iBH grubu karsilastirildiginda
ise BUN diizeylerinde anlamli bir artis gézlemlenmektedir (p<0.05). Ayrica, KOM grubu,
Kontrol ve BA grubu ile karsilastirildiginda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.001) (Tablo 4.4., Sekil 4.4.).

Tablo 4.4. Serum BUN diizeyleri.

BUN (mg/dL)

Gruplar N
(ortalama +standart sapma)

Kontrol 9 20.24 +£1.60
IBH 9 22.18 +3.07
IBH + Borik Asit (BA) 9 21.47 £2.59
IBH + Probiyotik (PB) 9 30.71 £7.993"b¢
IBH + Kombine (KOM) 9 33.43 +£9.563" 0™

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).

b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).

c: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).

c**: IBH + Borik Asit grubu ile arasmda ¢ok yiiksek diizeyde anlamh farklilik (p<0.001).
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Sekil 4.4. Serum BUN diizeyleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). a**: Kontrol
grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). b: IBH grubu ile
arasinda anlaml farklilik (p<0.05). c: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda anlaml1

farklilik (p<0.05). c**: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli
farklilik (p<0.001).

4.1.1.5. Serum kreatinin diizeyleri

Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda PB ve KOM gruplarinda kreatinin ¢ok
yiiksek diizeyde anlamli bir artis1 mevcuttur (p<0.001). PB grubu ile IBH ve BA gruplari

karsilagtirildiginda ise yine istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gozlenmektedir

(p<0.05) (Tablo 4.5., Sekil 4.5.).
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Tablo 4.5. Serum kreatinin diizeyleri.

Kreatinin (mg/dL)

Gruplar
(ortalama +standart sapma)
Kontrol 9 0.29 £0.03
IBH 9 0.34 +0.03
IBH + Borik Asit (BA) 9 0.35 £0.03
IBH + Probiyotik (PB) 9 0.42 +£0.072""be
IBH + Kombine (KOM) 9 0.39 £0.07%"

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
b: IBH grubu ile arasinda anlaml1 farklilik (p<0.05).
c: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.5. Serum kreatinin diizeyleri.

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.001). b: IBH
grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). c: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda
anlamli farklilik (p<0.05).
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4.1.1.6. Kan hemoglobin diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda KOM grubunda yiiksek diizeyde anlamli bir
diisiis (p<0.01) goriiliirken, IBH ve BA gruplarinda ise ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir
diisiis (p<0.001) goriilmektedir. PB grubu ile IBH grubu kiyaslandiginda yiiksek
diizeyde anlamli bir artis izlenmekte (p<0.01), yine PB grubu ile BA grubu
karsilastirildiginda ise c¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir artisin oldugu goriilmektedir
(p<0.001). KOM grubundaki azalis ise PB grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan
anlaml1 oldugu kaydedilmistir (p<0.05) (Tablo 4.6., Sekil 4.6.).

Tablo 4.6. Kan hemoglobin diizeyleri.

Hemoglobin (g/dL)

Gruplar
(ortalama + standart sapma)
Kontrol 9 16.76 +1.23
IBH 9 14.94 +0.61"
IBH + Borik Asit (BA) 9 14.29 +1.02%"
IBH + Probiyotik (PB) 9 16.52 £0.68""¢
IBH + Kombine (KOM) 9 15.1 £0.61%"4

a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.01).

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farkhilik (p<0.001).

b*: IBH grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlaml1 farklilik (p<0.01).

c**: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlaml farklihik (p<0.001).
d: IBH + Probiyotik grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.6. Kan hemoglobin diizeyleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). a**: Kontrol
grubu ile arasinda gok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). b*: IBH grubu ile
arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). ¢**: IBH + Borik Asit grubu ile

arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). d: IBH + Probiyotik grubu ile

arasinda anlaml farklilik (p<0.05).

4.1.1.7. Kirmuzi kan hiicresi (RBC) sayimi

Kirmiz1 kan hiicresi sayiminda; IBH grubu ile PB grubu karsilastirildiginda yiiksek
diizeyde anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.01). BA grubu ile PB grubu
karsilastirildiginda ise ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir artis gdozlenmektedir (p<0.001).
Buna karsilik KOM grubu ile PB grubu kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli bir
sekilde azalisin oldugu goriilmektedir (p<0.05) (Tablo 4.7., Sekil 4.7.).
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Tablo 4.7. Kirmizi kan hiicresi sayimi.

RBC (10%/uL)
Gruplar

Medyan (%25-%75)

Kontrol 9 9.31 (8.56-9.39)
iBH 9 8.51 (8.16-8.84)
iBH + Borik Asit (BA) 9 8.45 (7.07-8.67)
IBH + Probiyotik (PB) 9 9.77 (9.21-10.14)""¢*
IBH + Kombine (KOM) 9 8.73 (8.44-9.07)¢

b*: IBH grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
¢**: IBH + Borik Asit grubu ile arasinda gok yiiksek diizeyde anlamli farkhilik (p<0.001).
d: IBH + Probiyotik grubu arasinda anlaml farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.7. Kirmiz1 kan hiicresi sayimi.

b*: IBH grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlaml: farklilik (p<0.01). c**: IBH + Borik
Asit grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). d: IBH +
Probiyotik grubu arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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4.1.1.8. Beyaz kan hiicresi (WBC) sayimi

Kontrol grubunun, BA grubu ile arasinda istatistiksel agidan anlamli bir artig
goriiliirken (p<0.05); IBH grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli artis (p<0.01) ve
PB grubu ile de arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir artis goriilmektedir (p<0.001).
Ayrica KOM grubundaki diistis PB grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan
yiiksek diizeyde farklidir (p<0.01) (Tablo 4.8., Sekil 4.8.).

Tablo 4.8. Kandaki beyaz kan hiicresi sayist.

WBC (10%/uL)

Gruplar
(ortalama +standart sapma)
iBH 9 8.59 +2.96%"
IBH + Borik Asit (BA) 9 8.21 +£0.672
IBH + Probiyotik (PB) 9 9.87 £1.69%"
IBH + Kombine (KOM) 9 7.01 +£1.519

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).

a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok ytiksek diizeyde anlam farklilik (p<0.001).
o*: IBH + Probiyotik grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farkhilik (p<0.01).
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Sekil 4.8. Beyaz kan hiicresi sayisi.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05). a*: Kontrol grubu ile arasinda
yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek
diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). d*: IBH + Probiyotik grubu ile arasinda yiiksek
diizeyde anlaml farklilik (p<0.01).

4.1.1.9. Kandaki notrofil sayist

IBH grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda nétrofil sayisindaki artis
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna karsilik PB grubu Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda, artisin yiiksek diizeyde anlamli bir farkliliga sahip oldugu
goriilmektedir (p<0.01) (Tablo 4.9, Sekil 4.9).
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Tablo 4.9. Kandaki nétrofil sayisi.

Notrofil (103/uL)
Gruplar
(ortalama +standart sapma)

Kontrol 9 0.79 £0.11

IBH 9 2.25+0.812

IBH + Borik Asit (BA) 9 1.75 +0.55

IBH + Probiyotik (PB) 9 2.55+£1.78%

IBH + Kombine (KOM) 9 1.41 +0.89

a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05).

a*: Kontrol grubu ile arasinda ytiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

Nétrofil (10%/uL)

«

Sekil 4.9. Kandaki nétrofil sayisi.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). a*: Kontrol grubu ile arasinda

yuksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
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4.1.1.10. Kandaki lenfosit sayist

PB grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda lenfosit sayisinda anlamli diizeyde
bir artis oldugu goriilmektedir (p<0.05). KOM grubu ile PB grubu kiyaslandiginda ise
istatistiksel acidan cok yiiksek diizeyde anlamli bir azalis kaydedilmistir (p<0.001)
(Tablo 4.10., Sekil 4.10.).

Tablo 4.10. Kandaki lenfosit sayisi.

Lenfosit (103/uL)

Gruplar

(ortalama +standart sapma)
Kontrol 9 4.62 +£0.70
IBH 9 5.00 £0.66
IBH + Borik Asit (BA) 9 5.17 £0.91
IBH + Probiyotik (PB) 9 5.95 +0.622
IBH + Kombine (KOM) 9 4.19 +1.099

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
a**: IBH + Probiyotik grubu ile arasinda gok yiiksek diizeyde anlami farklilik (p<0.001).
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Sekil 4.10. Kandaki lenfosit sayisi.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05). d**: IBH + Probiyotik grubu ile
arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.001).
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4.1.1.11. Kandaki monosit sayist

Kontrol grubu ile IBH ve KOM gruplar tek tek karsilastirildiginda istatistiksel
acidan yiiksek diizeyde anlamli bir artis goriilmektedir (p<0.01). Bununla birlikte
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda PB grubundaki artisin ¢ok yiiksek diizeyde anlamli
oldugu kaydedilmistir (p<0.001) (Tablo 4.11., Sekil 4.11.).

Tablo 4.11. Kandaki monosit sayist.

Monosit (103/uL)
Gruplar

Medyan (%25-%75)

Kontrol 9 0.03 (0.02-0.045)
iBH 9 0.82 (0.2-2.2)*"
IBH + Borik Asit (BA) 9 0.7 (0.34-1.08)
IBH + Probiyotik (PB) 9 1.48 (1.28-2.18)*"
iBH + Kombine (KOM) 9 1.01 (0.22-1.76)*"

a*: Kontrol grubu ile arasinda yliksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.01).
a**:Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
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Sekil 4.11. Kandaki monosit sayisi.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<<0.01). a**:Kontrol
grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
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4.1.1.12. Notrofil/Lenfosit Orani

Nétrofil/Lenfosit orani i¢in Kontrol grubu ile IBH grubu kiyaslandiginda artisin
istatistiksel acidan anlamli bir fark olusturdugu goriilmektedir (p<0.05) (Tablo 4.12.,
Sekil 4.12.).

Tablo 4.12. Noétrofil/Lenfosit orani.

Notrofil/Lenfosit Orani

Gruplar
(ortalama +standart sapma)
Kontrol 9 0.18 +0.05
IBH 9 0.47 +£0.20?
IBH + Borik Asit (BA) 9 0.34+0.12
IBH + Probiyotik (PB) 9 0.43+0.31
IBH + Kombine (KOM) 9 0.344£0.19

a: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
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Sekil 4.12. Notrofil/Lenfosit orani.

a: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
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4.1.2. Inflamatuar siireclerle ilgili bulgular
4.1.2.1. Serum TNF-« diizeyleri

IBH grubu, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir artig
gozlenmektedir (p<0.001). KOM grubundaki azalma IBH grubu ile karsilastirilinca
istatistiksel agidan bir anlam ifade ederken (p<0.05); BA ve PB gruplarindaki azalma
IBH grubu ile karsilastirilinca ¢ok yiiksek diizeyde bir anlam ifade etmektedir (p<0.001)
(Tablo 4.13., Sekil 4.13.).

Tablo 4.13. Serum TNF-a diizeyleri.

TNF-a (ng/mL)

Gruplar [\
(ortalama +standart sapma)

Kontrol 9 35.50 £2.70

IBH 9 45.29 +4.57%

IBH + Borik Asit (BA) 9 35.51 +4.20°™

IBH + Probiyotik (PB) 9 36.38 +4.12°™

IBH + Kombine (KOM) 9 39.9 £2.06°

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.001).
b: IBH grubu ile arasinda anlamh farklilik (p<0.05).
b**: IBH grubu ile arasinda gok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
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Sekil 4.13. Serum TNF-a diizeyleri.

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). b: iBH
grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). b**: IBH grubu ile arasinda gok yiiksek
diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).

4.1.2.2. Serum IL-35 diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda IBH grubundaki IL-35 seviyeleri yiiksek
diizeyde anlaml farklilik olusturacak kadar diismiistiir (p<0.01). Bununla birlikte BA ve
PB gruplarindaki azalma KOM grubu ile kiyasladiginda istatistiksel agidan anlam ifade
etmektedir  (p<0.05). Ayrica KOM grubundaki yiikseklik IBH grubu ile
karsilastirildiginda ¢ok yiiksek diizeyde bir anlam ifade etmektedir (p<<0.001) (Tablo
4.14., Sekil 4.14.).
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Tablo 4.14. Serum IL-35 diizeyleri.

IL-35 (ng/mL)

Gruplar
(ortalama +standart sapma)
Kontrol 9 59.80 +8.36
IBH 9 39.27 +13.78%
IBH + Borik Asit (BA) 9 52.99 £9.59°
IBH + Probiyotik (PB) 9 51.11 +12.82°
IBH + Kombine (KOM) 9 70.09 +£12.62°™

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
b**: IBH grubu ile arasindan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
e: IBH + Kombine grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0. 05).

b**

[IL-35], ng/ml

Sekil 4.14. Serum IL-35 diizeyleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). b**: IBH
grubu ile arasindan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). e: IBH + Kombine
grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0. 05).
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4.1.2.3. Bagirsak dokusu MPO aktiviteleri

Yapilan istatistiksel analizlere gore; IBH ve PB gruplar tek tek Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, iki grubun da ¢ok yiliksek diizeyde anlamli bir fark olusturacak
sekilde arttig1 goriilmektedir (p<0.001) (Tablo 4.15., Sekil 4.15.).

Tablo 4.15. Bagirsak dokusu MPO aktiviteleri.

MPO (U/mg protein)

Gruplar

Medyan (%25-%75)
Kontrol 9 0 (0-0.0017)
IBH 9 0.0267 (0.1080-0.0426)*""
IBH + Borik Asit (BA) 9 0.0061 (0.0012-0.0084)
IBH + Probiyotik (PB) 9 0.0163 (0.0126-0.0403)*"
iBH + Kombine (KOM) 9 0.0047 (0.0033-0.0150)

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).

0.05' *% *%

13_ a
0.04- T
0.03

MPO, U/mg protein

0.02+
0.01- T T J_
0.00 = _; T = T T
AN
+O
Sekil 4.15. Bagirsak dokusu MPO aktiviteleri.

a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
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4.1.2.4. Bagirsak dokusu NO diizeyleri

Istatistiksel analizlere gore; IBH grubu, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ok
yiiksek diizeyde anlamli bi farkliliga sebep olan bir artis goriilmektedir (p<<0.001). Yine,
BA grubundaki artis Kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek diizeyde anlamli bir fark
gostermektedir (p<0.01). Bununla birlikte PB grubundaki azalma IBH grubu ile
kiyaslandiginda anlaml bir farklilik goriilmektedir (p<0.05) (Tablo 4.16., Sekil 4.16.).

Tablo 4.16. Bagirsak dokusu NO diizeyleri.

NO (nmol/mg protein)
Gruplar

Medyan (%25-%75)

Kontrol 9 5.19 (4.32-5.70)
iBH 9 7.31 (6.68-8.85)
IBH + Borik Asit (BA) 9 6.98 (6.55-7.61)%"
IBH + Probiyotik (PB) 9 5.99 (5.4-6.30)°
IBH + Kombine (KOM) 9 5.29 (5.16-6.56)

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.01).
a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001).
b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.16. Bagirsak dokusu NO diizeyleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). a**: Kontrol grubu ile
arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001). b: IBH grubu ile arasinda anlamli
farklilik (p<0.05).

4.1.2.5. Bagirsak dokusu iNOS’un goreceli protein ekspresyonu (iNOS/f-aktin Orani)

Bagirsak dokusunda Western Blot teknigi ile analizini yaptigimiz iNOS’un
goreceli protein ekspresyonu, BA ve KOM gruplarinda onemli diizeyde diisiis
gosterirken, PB grubunda daha az diizeylerde diisiis gostermektedir. iINOS/B-aktin orani
en yiiksek kontrol grubunda bulunmustur (Tablo 4.17., Sekil 4.17.).

Tablo 4.17. Bagirsak dokusu iNOS/B-aktin Orani.

Gruplar \ iNOS/B-aktin Oram
Kontrol 5 1

IBH 5 0,833847

iBH + Borik Asit (BA) 5 0,395881

IBH + Probiyotik (PB) 5 0,66517

IBH + Kombine (KOM) 5 0,311876
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Sekil 4.17. iNOS ve B-aktin Western Blot analizi. A. Bagirsak dokusunda 6l¢iilen
iNOS’un Western Blot goriiniitiisii. B. iNOS’ un goreceli protein ekspresyonu (iNOS/j-

aktin Orani).
4.1.3. Oksidatif stres biyobelirteci ve antioksidan enzim aktivitesi bulgular

4.1.3.1. Bagwsak dokusu MDA diizeyleri

Calismamizda, IBH grubu Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde bir artig goriilmektedir; ancak bu artis istatistiksel acgidan anlamlhi
bulunmamustir. BA grubundaki diisiis IBH grubuna kiyasla yiiksek diizeyde anlamli
bulunurken (p<0.01); PB ve KOM gruplarindaki diisiis IBH grubu ile karsilastirildiginda
sadece anlamli olarak farkli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.18., Sekil 4.18.).
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Tablo 4.18. Bagirsak dokusu MDA seviyeleri.

MDA (nmol/mg protein)

(ortalama tstandart sapma)

Kontrol 9 17.57 £2.96
IBH 9 21.51 £7.65
IBH + Borik Asit (BA) 9 13.37 £5.20°
IBH + Probiyotik (PB) 9 14.02 +2.89°
IBH + Kombine (KOM) 9 13.68 +4.07°

b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05).
b*: IBH grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

[MDA], nmol/mg protein
s 8

Sekil 4.18. Bagirsak dokusu MDA diizeyleri.

b: IBH grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05). b*: IBH grubu ile arasinda yiiksek
diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

71



4.1.3.2. Bagirsak dokusu katalaz aktiviteleri

IBH ve BA gruplar1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢ok yiiksek diizeyde
anlamli bir farklilik olusturan artis gozlenmektedir (p<<0.001). Buna karsihk KOM
grubundaki artis Kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek diizeyde anlamli bir farklilik
goriilmektedir (p<0.01). PB grubundaki azalma IBH grubu ile karsilastirildiginda ise
yiiksek diizeyde anlamli bir farklilik gézlenmektedir (p<0.01) (Tablo 4.19., Sekil 4.19.).

Tablo 4.19. Bagirsak dokusu katalaz aktiviteleri.

Katalaz (U/mg protein)

Gruplar
(ortalama +standart sapma)
Kontrol 9 1774 £733.2
IBH 9 5322 £668.13"
IBH + Borik Asit (BA) 9 4911 £1392%
IBH + Probiyotik (PB) 9 3271 1339
IBH + Kombine (KOM) 9 3958 +1387%"

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).
b*: IBH grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlaml1 farklilik (p<0.01).
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Sekil 4.19. Bagirsak dokusu Katalaz aktiviteleri.

a*: Kontrol grubu ile arasinda yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.01). a**: Kontrol
grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamh farklilik (p<0.01). b*: IBH grubu ile arasinda
yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01).

4.1.3.3. Bagwsak dokusu GPx aktiviteleri

[statistiksel ~analizlere gére; IBH ve PB gruplart Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir diisiis goriilmektedir (p<0.05). PB grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda diisiis ¢cok yiiksek diizeyde anlamli farklilik gostermektedir (p<0.05)
(Tablo 4.20., Sekil 4.20.).
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Tablo 4.20. Bagirsak dokusu GPx aktiviteleri.

GPx (U/mg protein)

Medyan (%25-%75)

Kontrol 9 12.06 (9.68-12.25)
iBH 9 5.8 (5.33-6.99)?
IBH + Borik Asit (BA) 9 6.7 (5.64-7.05)
IBH + Probiyotik (PB) 9 5.18 (4.27-5.95)%"
IBH + Kombine (KOM) 9 6.18 (3.99-7.47)2

a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml farklilik (p<0.05).
a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farkhilik (p<0.001).
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Sekil 4.20. Bagirsak dokusu GPx aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklihik (p<<0.05). a**: Kontrol grubu ile arasinda gok
yiiksek diizeyde anlamh farklilik (p<0.001).
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4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Bagwrsak dokusu Hematoksilen-Eosin incelemeleri

Kontrol grubuna ait bagirsak dokusu kesitlerinin incelenmesinde histolojik yapinin

normal oldugu gozlendi (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. Kontrol grubuna ait histolojik gortintii.

Deney hayvanlarinin kalin bagirsaklarmin tek katli ¢izgili kenarli prizmatik epitel
yapisindaki (B>) ve goblet hiicrelerinden zengin (—) lamina epitelyalisi (Ie), lamina
propriasi (Ip) ve lamina muskularis mukoza (Imm) tabakalarin1 igeren tunika mukoza

tabakasi (TM) (}), submukoza (TSM), muskular tabaka (TMS) ve tunika

adventisya/seroza (TA) tabakalari normal morfolojik yapida gozlendi.
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IBH grubuna ait bagirsak dokusu kesitlerinin incelenmesinde yogun inflmasyon ve

hasar gozlendi (Sekil 4.22.)

Sekil 4.22. IBH grubuna ait histolojik goriintii.

Sigan kalin bagirsak (kolon) mukozasinda yogun hasar (P), goblet hiicre kaybi,
lamina propriasinda yogun hasar, 6dem (—) ve damar kongesyonu (c), submukoza
tabakasinda yogun 6dem (%), inflamasyon (inf) ve damar dilatasyonu (d), muskuler
tabakada inflamasyon (inf) gozlendi (HE, scale bar: 200pum, 100um, 50.0um).
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Borik asit grubuna ait bagirsak dokusu kesitlerinin incelenmesinde, IBH’de olusan

hasara kars1 normale biraz daha yakin morfolojik yap1 gozlendi (Sekil 4.23.).

P g G |

Sekil 4.23. Borik Asit (BA) grubuna ait histolojik groiintii.

Deney hayvanlarinin kalin bagirsaklari, goblet hiicrelerinden zengin (—) ve tek katl
cizgili kenarli prizmatik epitel yapisi (B) bazi1 bolgelerde kismi hasar (0) gozlense de
genelde azalmig hasar izlendi. Tunika submukoza (TSM) tabakasinda kismi 6dem (%)

ve inflamasyon goriilmesine ragmen hasarli gruba gore normale biraz daha yakin

morfolojik yapida gozlendi.
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Probiyotik grubuna ait bagirsak dokusu kesitlerinin incelenmesinde, IBH’de

olusan hasara kars1 ¢ok az iyilesmis morfolojik yapr gozlendi (Sekil 4.24.).

Sekil 4.24. Probiyotik (PB) grubuna ait histolojik goriintii.

Deney hayvanlarinin kalin bagirsak (kolon) epitelinde yogun hasar (P) ve hiicresel
kayiplar, lamina propriasinda yogun hasar, ddem (—) ve submukoza tabakasinda 6dem

(#), inflamasyon (inf) ve damar dilatasyonu (d) gézlendi.
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Kombine grubuna ait bagirsak dokusu kesitlerinin incelenmesinde, IBH’de olusan

hasara kars1 ¢ok az iyilesmis morfolojik yap1 gézlendi (Sekil 4.25.).

Sekil 4.25. Kombine grubuna ait histolojik inceleme.

Deney hayvanlarinin kalin bagirsak (kolon) epitelinde yogun hasar (P) ve hiicresel
kayiplar, lamina propriasinda yogun hasar, ddem (—) ve submukoza tabakasinda 6dem

(#), inflamasyon (inf) ve damar dilatasyonu (d) gézlendi.
4.2.2. Bagwsak dokusu histolojik skorlama bulgular

Bagirsak dokusuna ait histolojik skorlamalar incelendiginde kontrol grubu igin
epitel hasar, inflamasyon, 6dem, damar dilatasyonu ve konjesyonu goriilmemektedir.
IBH grubunda ise tiim parametrelerin skorlamasi kontrol grubuna kiyasla artmis ve
istatistiksel agidan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik gostermektedir (p<0.001) (Sekil
4.26.).

Borik asit grubunun skorlamalar1 IBH grubuna gére kiyaslandiginda; epitel hasar,
damar dilatasyonu ve konjesyonu anlamli diizeyde azalirken (p<0.05); 6dem skorlamasi

cok yiiksek diizeyde anlamli (p<0.001) bir azalis gostermistir (Sekil 4.26.).
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Probiyotik grubunun skorlamalari incelendiginde ise IBH’ye kiyasla tiim

parametrelerde bir azalma gozlenmis, ancak istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir.

Odem, damar konjesyonu ve dilatasyonu skorlamalar1 Kontrol grubuna gére gok yiiksek

diizeyde anlaml1 (p<0.001) bir artis gozlenirken; epitel hasar ve inflamasyonda yiiksek

diizeyde anlamli bir artig (p<0.01) gézlenmistir (Sekil 4.26.).

Kombine grubundaki skorlamalar incelendiginde ise PB grubundan cok farkli

goziikmemektedir. Epitel hasar ve inflamasyon skorlamalar1 c¢ok yliksek diizeyde

anlamli (p<0.001) bir artig gosterirken; damar dilatasyonu ve konjesyonu yiiksek

diizeyde (p<0.01) artis, 6dem ise sadece anlamli bir artis gostermektedir (p<0.05) (Sekil

4.26.).
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Sekil 4.26. Bagirsak dokusuna ait epitel hasar, inflamasyon, 6dem, damar dilatasyonu ve

konjesyonuna ait skorlama analizleri.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik (p<0.05). a*: Kontrol grubu ile

arasinda ytiksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.01). a**: Kontrol grubu ile arasinda ¢ok

yiiksek diizeyde anlaml farklilik (p<0.001). b: IBH grubu ile arasinda anlamli farklilik
(p<0.05). b**: IBH grubu ile arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlaml1 farklilik (p<0.001).
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5. TARTISMA

Inflamatuar bagirsak hastaliklari, ince bagirsak distali ve mukozasiin kronik ve
idiopatik hastaliklar1 olup, Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olmak iizere iki klinik
fenotipi ile karakterizedir (Abad, ve digerleri, 2003). Inflamasyon, UC’de yalnizca
kolonda goriiliirken, CD’de agizdan baslayarak aniise kadar, gastrointestinal sistemin

herhangi bir bolgesinde bulunabilmektedir (Rubin & John, 1999).

Ulkemizde ve diinyada insidanst artan bu hastalikla ilgili birgok calisma
mevcuttur. Bu c¢alismalardan biri de Amerika’da yapilmis olan bir prevalans
calismasidir. Bu ¢alismaya gore IBH nin Amerika’da goriilme siklig1 100000 kiside 439
oldugu belirtilmistir (Kappelman, ve digerleri, 2007). Tiirkiye’de, 2001-2003 yillar
arasinda on iki merkezin yliriittiigii ¢aligmaya goére, UC vakalarimin insidans: 100000
kiside 4.4 oldugu bildirilirken, CD hastalar1 i¢in insidans 100000 kiside 2.2 olarak
bildirilmistir (Nurdan, ve digerleri, 2009).

Yasam kalitesi oldukca diisen UC hastalarinda distal kolonda daha fazla olmak
lizere tiim kolonda iilserasyonlarin meydana gelmesi ve ozellikle ileri sathalarda
mukozadan psddopolip olusumlarinin gozlenmesi séz konusudur (Robbins, 1997),
hastaligin aktif donemlerinde ishal ve kanli ishale, inaktif donemden daha sik

rastlanabilmektedir.

Bu hastaliklara kars1 anti-inflamatuar ilaglar, antibiyotikler ve ayrica
glikokortikoid gibi steroid ilaglar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle streoid
ilaglarin zorunlu uzun siire kullanimina bagl olarak, immun sistemin asir1 baskilanmasi,
yiiksek enfeksiyon riski gibi bir takim yan etkilerin de ortaya ¢ikmasi 6nemli bir sorun
teskil etmektedir (de Mattos, ve digerleri, 2015). Bu yan etkilerin giderilebilmesi i¢in
ilave tedavilerin gerekmesi de s6z konusu olabilmektedir. Bu dogrultuda, IBH’ nin
tedavisine yonelik yan etkisi minimal olan ideal bir ajanin tespit edilmesi ve en dogru

dozun belirlenebilmesi i¢in deneysel arastirmalara ihtiyag duymaktadir.

Glinlimiize kadar inflamatuar bagirsak hastaliklarina neden olan patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve iliskili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine temel
olusturulabilmesi amaciyla, ¢ok sayida kolit hayvan modeli gelistirilmis ve karakterize

edilmistir (Wirtz & Neurath, 2000). Bu modeller arasinda en yaygin kullanilan ve
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bizimde (Cengiz ve digerleri, 2012; Bayramoglu, ve digerleri, 2020) basariyla
uyguladigimiz model TNBS’nin intrarektal uygulandig1 sican iBH modelidir (Kankuri
ve digerleri, 1999). TNBS, kolonik mukozanin nétrofil ve makrofajlarla infiltrasyonu ile
karakterize olan, koliti indiikleyen ve boylece inflamatuar mediyatorlerin artisina yol
acan bir hapten olarak etki gdstermektedir ve insan IBH kosullarmi taklit eden bir model

olusumunu saglamaktadir (Kankuri ve digerleri, 1999).

TNBS ile iIBH modeli olusturdugumuz bu tez ¢alismasinda, borik asit, B. clausii
probiyotigi ve bunlarin kombinasyonu gavaj yolu ile ti¢ ayr1 tedavi grubuna uygulanda.
Yan etkisi daha az olabilecek, etkin bir tedavi stratejisi gelistirmek i¢in tasarlanan bu
calismada, siganlara uygulanmis olan maddelerin etkinlikleri biyokimyasal analizler ve

histolojik incelemelerle arastirilip tartisildi.
5.1. Karaciger Fonksiyon Testlerinin Degerlendirilmesi

Karaciger fonksiyon testleri olarak bilinen serum ALT, AST ve ALP aktiviteleri,
TNBS ile kolit modeli olusturulmus bir¢ok calismada 6nemli bir biyobelirte¢ olarak

analiz edilmistir.

Bizim de toplamda alt1 giin siiren, TNBS (%50 etanol iginde 120 mg/kg) ile
olusturdugumuz kolit modeli ¢alismamizda, karaciger fonksiyon testleri olarak ALT,
AST ve ALP aktiviteleri analiz edildi. Kontrol grubuna kiyasla IBH grubunda meydana
gelen disiis, istatistiksel analizlere gore anlamli bulunmamustir. Literatiirdeki ilgili
caligmalar incelendiginde, ALT ve AST aktiviteleri i¢in birgok calismada anlamli bir
artis goriilirken (Cengiz, ve digerleri, 2012; Mateus, ve digerleri, 2018), bazi
caligmalarda da azalma gozlemlenmis (al-Qayim & Abass, 2014) ve bu azalmanin

istatistiksel agidan anlam ifade etmedigi bildirilmistir (Weidenbach, ve digerleri, 2000).

Calismamizda Kontrol grubu ile IBH grubu arasinda istatistiksel olarak farkin
anlamli bulunmamasi (p>0.05), ozellikle 6rnek hacmimizin dar olmasi ve gruplar
icerisindeki ALT ve AST aktivitelerinin ¢ok fazla degiskenlik gostermesi ile ortaya
¢ikan genis standart sapma araliginin bir sonucudur. Ayrica TNBS grubunun serum ALT
ve AST aktivitelerinin artmamis olmasi, karacigerde herhangi bir hasar olugsmamis
olmasinin bir gdstergesidir. ALT ve AST aktivitelerindeki bu azalmaya karsmn IBH

grubunun ALP aktivitesinde istatistiksel acidan anlamli bir artis gozlemlenmektedir.
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Bununla ilgili Malo ve digerlerinin (2014) yayinladiklar1 makalede, intestinal ALP’nin,
normal bagirsak mikrobiyotasinin homeostazin1 sagladig: ile ilgili yaptiklar1 ¢alisma
oldukca dikkat cekmektedir. Bagirsaklarin mukozal defansinda gorev alan ve bagirsagin
firgams1 yiizeyinin bir enzimi olan intestinal alkalen fosfataz lipopolisakkaritleri
defosforile ederek bu etkinligini gostermektedir (Malo, ve digerleri, 2010).
Calismamizda, TNBS uygulayarak olusturdugumuz bagirsak hasarmin bir sonucu
olarak, enterositlerin yiizeyinde bulunan ALP enziminin serbestleserek kan dolagimina

gectigi ve serum ALP diizeylerini arttirdigi diistiniilmektedir.

Tedavi edici olarak uyguladigimiz borik asit grubunda ise TNBS ile
olusturdugumuz bagirsak hasarma karsilik; serum ALT, AST ve ALP aktivitelerinde bir
diistis oldugu goriilmistiir. Bu enzimlerin aktivitelerinde artis olmamasi, takviye olarak
uyguladigimiz 100 mg/kg borik asidin karaciger fonksiyonlarinda kotii bir etkiye neden
olmadigini ortaya koymustur. Literatiirde de calismamizi destekler nitelikte olan, borik
asidin 50, 100 ve 200 mg/kg’lik dozlarinin gavaj yolu ile uygulandigi durumlarda,
karaciger fonksiyon testleri iizerinde herhangi bir kotii etkiye neden olmadigi ve hatta
bir iyilesmeye sebep oldugu yoniinde ¢alismalar mevcuttur (Ince, ve digerleri, 2011,

Cengiz, ve digerleri, 2019).

Calismamizda, probiyotik olarak gavaj yoluyla uyguladigimiz Bacillus clausii’nin,
ALT, AST ve ALP aktivitelerini arttirmadig hatta IBH grubuna kiyasla aktivitelerini
azalttig1 goriilmektedir. Bu sonuglar, borik asidin ve B. calusii’nin birlikte uygulandig:
KOM grubunda da ayni sekilde azalma yoniindeydi.

5.2. Bobrek Fonksiyon Testlerinin Degerlendirilmesi

Birer bobrek fonksiyon testi olarak tahlili yapilan BUN ve kreatinin seviyeleri,
bizim ¢alismamizda da analiz edilmistir. Istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
(p>0.05) goriilmemesine ragmen Kontrol grubu ile karsilastirildiginda iBH grubunda
minimal diizeyde bir artma mevcuttu. BA grubunda ise yine hem BUN hem de kreatinin
icin farklilik Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05), bu da
100 mg/kg borik asidin bobrek fonksiyonlart lizerinde negatif bir etkisinin olmadiginin

bir gostergesidir. Bunun aksine, Kontrol, IBH ve BA gruplarina karsilik PB ve KOM

83



gruplarindaki artig her iki biyobelirte¢ i¢in de anlamli bir fark olusturacak (p<0.05)
sekilde yiiksekti.

2001 yilinda Bacillus subtilis probiyotigi ile yapilan bir ¢alismada, probiyotik,
farelere agiz yoluyla uygulanmis ve sporlarin, farkli saatlerdeki, dolasima ve diger
organlara yayilimi takip edilmistir. Arastirmacilar, saglikli farelerde yiirtttiikleri bu
arastirma ile B. subtilis sporlarinin 84. saatte bobreklerdeki sayisinin alti adet oldugunu
bildirmislerdir (Hoa, ve digerleri, 2001). Calismamizda, B. clausii sporlarini1 gavaj yolu
ile uyguladigimiz iki grupta da (PB ve KOM) BUN ve kreatinin diizeylerinin artiginin,
kolit modeli ile ilgili olabilecegini diistinmekteyiz. Bu baglamda, bagirsak bariyer
biitiinliigiiniin bozuldugu inflamatuar bagirsak hastaliklarinda, B. calusii sporlar1 ya da
vejetatif formlari, dolasimla bobrek dokusuna ulasip fonksiyonlarini negatif yonde

etkilemis ve serum BUN ve kreatinin diizeylerini arttirmis olabilir.
5.3. Kan Hiicre Saymiminin (CBC) Degerlendirmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda hemoglobin (Hb) diizeylerinin teshisi, ayrica kan
hiicre sayimi analizleri; eritrosis (RBC), akyuvar (WBC), lenfosit, monosit ve nétrofil

sayimi gergeklestirilmistir.

Sonuglarimiza goére IBH grubunun, Hb diizeylerinde (p<0.001) ve eritrosit
sayisinda, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda bir diisiis mevcuttu. Bu diisiisiin 6nemli
sebeplerinden biri, kolit modeli olusturulan grupta gériilen kanamali ishaldir. Herias ve
digerlerinin (2005), dekstran sodyum siilfat (DSS) ve Soliman ve digerlerinin (2018),
asetik asit ile olusturduklari sican kolit modeli ¢aligmalarinda ayr1 ayr1 bizim
sonuglarimizi destekler nitelikte hem Hg diizeylerinde hem de eritrosit sayisinda

azalmanin oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmacilar, DSS ile olusturduklar1 kolit modeli c¢alismasinda, probiyotik
gruplarinin 7. ve 17. glinlerdeki sonuglari incelediklerinde, kolit grubuna kiyasla
hemoglobin seviyelerinde ve eritrosit sayilarinda artis tespit etmislerdir (Herias, ve
digerleri, 2005). Bizim ¢alismamizda da probiyotik uyguladigimiz grubun, Hg diizeyi
ve eritrosit sayisindaki artis, IBH grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farka (p<0.01)
sahiptir. Buna karsilik PB grubu, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark gostermemektedir. Bu sonuglara gore probiyotik grubunun Hb
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seviyeleri ve eritrosit sayilart lizerindeki iyilestirici etkinliginin, kombine ve borik asit

gruplari ile karsilastirildiginda daha iyi oldugu soylenebilir.

TNBS ile olusturulan kolit modelinde ortaya ¢ikan inflamatuar siireglerin bir
parcasi olarak, WBC, lenfosit, monosit ve notrofil gibi immun yanit ile ilgili hiicrelerin
sayisinin kandaki artisi beklenen bir sonugtur. Ayrica nétrofil/lenfosit (N/L) oran,
viicudun toplam inflamatuar statiisii hakkinda bilgi vermekte, 6zellikle Ulseratif kolit

hastalarinin aktif donemlerinde pik yapmaktadir (Celikbilek, ve digerleri, 2013).

Liu ve digerleri (2009), Sprague-Dawley tiirii sicanlarda TNBS ile indiikledikleri
kolit modeli ¢aligmalarinda, WBC, nétrofil ve lenfosit hiicre sayilarinin, hasta grupta
oldukca yiikseldigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, akut inflamasyonun bir gostergesi
olarak MPO aktivitesi Ol¢iimii de yapmis ve MPO aktivitesinin dogrudan notrofil
inflitrasyonunun derecesi ile baglantili oldugunu agiklamiglardir. Literatiirde bu
sonuglar1 destekleyen benzer calismalara rastlanmaktadir (Togawa, ve digerleri, 2002;
Larrosa, ve digerleri, 2009). Bizim calismamizdaki bulgular da literatiirdeki sonuglara
paraleldir. Buna gore ¢alismamizin, IBH grubundaki, N/L orani (p<0.05), beyaz kan
hiicresi (WBC) (p<0.01), lenfosit (p>0.05), notrofil (p<0.5) ve monosit (p<0.01) hiicre
sayist artisi, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli  derecede farklilik
gostermektedir. Bu sonuglar hasta grubunda, inflamatuar siireglerin baslamis oldugunun

onemli bir gostergesidir.

Tedavi edici olarak borik asidin uygulandigi BA ve KOM gruplari, IBH grubu ile
karsilastirildiginda ise hiicre sayilarinda, istatistiksel agidan anlamli bir azalmanin
oldugu goriilmektedir; ancak, probiyotik grubu incelendiginde sonuglarin neredeye IBH
grubu ile es diizeyde oldugu anlasilmaktadir. inflamatuar siireclerle yakindan iliskili
olan WBC, monosit, lenfosit ve notrofil hiicrelerinin kandaki sayilarinin azalip, kontrol
grubu seviyesine kadar yaklasmasinda, 100 mg/kg borik asit igeren gruplarin (BA ve
KOM gruplari), PB grubuna gore daha etkili oldugu anlagilmaktadir.

Idiz ve digerleri (2019) yilinda yaptiklar1 ¢alismada bizim sonuglarimiza benzer
bir sonu¢ paylasmistir. Arastirmacilarin, sepsis modeli olusturduklart bu ¢aligmada, 5
giin boyunca borik asit (50 mg/kg) ve ampicillini birlikte uyguladiklari grupta WBC

sayisinin %18 oraninda diistiiglinii bildirmislerdir. Buna karsilik baska bir arastirma
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grubunun, DSS ile indiikleri kolit modeli ¢alismasinda, uzun ve kisa donem probiyotik
uyguladiklar1 gruplardaki WBC, lenfosit ve nétrofil sayisinin kolit modeli grubu ile
kiyaslandiginda hiicre sayilarinin daha yiiksek oldugunu agiklamiglardir (Herias, ve
digerleri, 2005). Asetik asit ile olusturulan bir baska kolit modeli ¢alismasinda ise, 5.
giinde, probiyotik verdikleri grubun, bizim calismamizin aksine, WBC ve lenfosit
sayilarinda ¢ok az miktarda bir diisiis; notrofil ve monosit sayilarinda ise artis oldugunu
belirtmislerdir. Ayni zamanda arastirmacilar, N/L orani vermisler ve probiyotik
uyguladiklar1 grupta bir miktar seviyelerinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir (Qayim
& Bakhit, 2016).

TNBS uygulandiktan sonra dort giinliik, borik asit ve probiyotik tedavisini igeren
sican kolit modeli ¢alismamizda, 6nemli bir akut kolit belirteci olan N/L orami 6zellikle
IBH grubunda ¢ok fazla artarken (p<0.05), BA ve KOM gruplarindaki azalis, PB grubu
ile karsilastirildiginda nispeten daha fazlaydi. Bu bulgular, borik asitle birlikte
probiyotik uygulanmasinin da inflamatuar siiregler {izerine iyilestirici etkinliginin

olabilecegini diisiindiirmektedir.
5.4. Serum TNF-a Diizeylerinin Degerlendirilmesi

TNF-0, cesitli otoimmun veya inflamatuar hastaliklarda Th-1 hiicrelerinin
aktivasyonu ile indiiklenen inflamatuar kaskatin en Onemli efektér molekiillerinden
biridir. IBH ile iliskili bir¢ok farkli proinflamatuar sitokin (IL-1, IL-6, TNF-a) olmasina
ragmen, Crohn olan hastalarda artan seviyelerinin kesfedilmis olmasindan bu yana en
cok dikkati ve ilgiyi lizerinde TNF-a toplamistir. Aym1 zamanda fare ve siganlarda
yapilan tim IBH modellerinde TNF-a’nm artiyor olmast bu modellerin ortak

ozellikleridir (Garside, 1999).

Literatiirde, Siganlar ve farelerde TNBS ile olusturulmus kolit modellerinde serum
TNF-a diizeylerinin arttigini belirten farkli ¢alismalar mevcuttur (Neurath, ve digerleri,
1997; Soyturk, ve digerleri, 2012; Xu, ve digerleri, 2018). d’Alessio ve digerleri (2013)
yaptiklar1 calismada serum TNF-o diizeylerinin, TNBS uygulandiktan 24 saat sonra,
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda neredeyse doksan kat arttigini gosterirken; bir
bagka arastirma grubu, sekizinci giiniin sonunda, kolit olusturduklar1 gruptaki TNF-a

diizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir artis
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(p<0.001) gosterdigini bildirmistir (Liu, ve digerleri, 2011). Bu ¢alismalara karsin,
Ameho ve digerleri (1997), TNBS uyguladiklar1 ve toplamda on dort giin siiren
calismada, hasta grubunun ilging bir sekilde serum TNF-a diizeylerinin anlamli bir

farklilik gostermedigini belirtmislerdir.

Dikkat ¢eken calismalardan biri Cury ve digerlerinin (2013), yayinladiklari
calismalar1 olmustur. Arastirmacilar, TNBS ile kolit olusturulan grubun TNF-a
diizeylerinin kontrol grubuna gore ¢ok yiliksek seviyelerde basladigini ancak giinden
gline azalarak on ikinci giinde neredeyse yar1 seviyelerine kadar diistiigilinii bildirmistir.
Dogrudan nétrofiller, monositler ve erken farklilasmig makrofajlar tarafindan salinan bir
protein olan ve yarilanma omrii 5 saat (Fagerhol, ve digerleri, 2005) olan kalprotektin
seviyeleri de analiz edilmis olan bu ¢alismada on iki giin boyunca neredeyse stabil
kaldig1 gosterilmistir (Cury, ve digerleri, 2013). Bu ¢aligmalardan ¢ikarilabilecek 6nemli
sonuglardan biri, ndtrofil ve monosit gibi hiicre sayilarinin kanda yiiksek seyretmeye
devam ettigi, ancak buna karsilik TNF-a diizeylerinin ilk giinden itibaren baglayarak

azalmaya devam ettigidir.

Bu tez calismasi1 kapsaminda da IBH i¢in énemli bir biyobelirte¢ olan TNF-a’nin
serumdaki seviyeleri analiz edilmistir. Literatiirdeki birgok ¢alismada oldugu gibi bizim
de ¢alismamizda, kolit modeli olusturdugumuz IBH grubunun TNF-a diizeyleri kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda cok yiliksek diizeyde anlamli (p<0.001) bir artis

gostermektedir.

Daha 6nce yaymladigimiz si¢an kalp krizi modeli ¢aligmamizda borik asidin (100
mg/kg) uygulandig1 grupta, hasta grup ile kiyaslandiginda, serum TNF-a diizeyleri daha
diisiik seyretmekteydi (Karimkhani, ve digerleri, 2020). Bir diger ¢calismamizda ise borik
asidin farkli dozlarmi (50, 100, 200 mg/kg) renal iskemi/reperfiizyon modeli
olusturdugumuz sicanlara uyguladik. Borik asidin 100 mg/kg uygulandigi gruptaki
serum TNF-a seviyeleri, hasta grubu ile karsilastirildiginda neredeyse iki kat1 oraninda
daha disiiktii (Kar, ve digerleri, 2019). Borik asit ile yapilan in vitro bir ¢alismada,
arastirmacilar; Thp-1 hiicrelerini LPS ile stimiile etmisler ve uyarmin sonucunu test
etmek i¢in ortamdaki TNF-a diizeyleri ile TNF-a’nin mRNA ekspresyonunu analiz
etmiglerdir. Kiiltiir ortaminda, LPS ile indiiklenmis olan hiicrelerin hem TNF-a

diizeylerinin hem de ekspresyonunun arttigini bildiren ¢alisma ekibi, ayn1 zamanda borik
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asit uygulanmasinin (5, 10, 25 pmol/L) anlamh bir sekilde TNF-a sekresyonunu ve

ekspresyonunu inhibe ettigini belirtmislerdir (Cao, ve digerleri, 2008).

Borik asidin 100 mg/kg dozunu gavaj yolu ile uyguladigimiz bu tez ¢alismasinda,
kolitte artan (IBH grubu) serum TNF-a seviyelerinin BA grubunda 6nemli derecede
azaldig1 (p<0.001) ve hatta kontrol grubu seviyelerine kadar diistiigii goriilmektedir. Biz
de borik asidin, ozellikle TNF-o’nin sekresyonunda ve ekspresyonunda onemli bir
konumda olan Thp-1 hiicreleri iizerindeki baskilayici etkinligi araciligi ile anti-
inflamatuar 6zellik gosterdigini diisiinmekteyiz. Bunun yani sira inflamatuar siireglerde
onemli bir etkinligi olan monosit hiicreleri, inflamasyonun oldugu bdlgeye goc edip,
TNF-a salgilayan makrofajlara doniismektedir. Borik asidin, TNF-a seviyelerini 6nemli
oranda azaltarak anti-inflamatuar etkinlik géstermesinin bir diger mekanizmasinin, BA
grubunda azalan monosit hiicre sayist ve buna bagli olarak azalan makrofaj sayisi

oldugunu tahmin etmekteyiz.

Yapilan caligsmalar, probiyotiklerin, probiyotik susuna/suslarina ve hastalik
patofizyolojisine 6zgii hiicresel (Thl, Th2, Th17, Treg, T hiicreleri) ve humoral (B
hiicreleri) bagisiklik tepkilerini farkli sekilde modiile ederek, bagisiklik sistemini kontrol
altinda tuttugunu gostermektedir (Dargahi, Johnson, Donkor, Vasiljevic, &
Apostolopoulos, 2019). Dar ve digerlerinin (2018) yayinladiklar1 postmenepozal
osteoporotik fare modeli ¢alismasinda, B. clausii (10° CFU/ml) probiyotigini igme suyu
ile birlikte uygulamiglar ve probiyotik uyguladiklari grubun TNF-a, IL-6 ve IL-17 gibi
proinflamatuar sitokinlerin seviyelerinin hasta grubuna kiyasla daha diisiik seviyelerde

oldugunu bildirmislerdir.

B. clausii probiyotigini (1 x 10° CFU/mI/100 g) gavaj yolu ile uyguladigimiz PB
grubunun TNF-a seviyeleri, IBH grubu ile karsilastirildiginda, tipki BA grubunda
oldugu gibi yiiksek derecede onemli bir diisilis sergiledigi goriilmektedir (p<0.001). B.
clausii probiyotigi, bazi anti-inflamatuar sitokin salgilayan hiicreler {izerinde etki
gostererek inflamatuar siiregleri baskiladigini ve boylelikle TNF-a diizelerinde bir

azalmaya sebep oldugunu diisiinmekteyiz.

Borik asit ile probiyotigi kombine olarak uyguladigimiz grubun TNF-a diizeyleri,
tipki diger iki tedavi grubunda oldugu gibi disiis gostermektedir (p<0,05), ancak
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buradaki diisiis ilging bir sekilde borik asit ve probiyotik grubundaki diisiis kadar yiiksek

diizeyde anlamli bir farklilik gdstermemektedir.
5.5. Serum IL-35 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

CD4" hiicrelerinin bir alt popiilasyonu olan énemli diizenleyici T hiicreleri (Treg
hiicreleri), organizmayi otoimmuniteden korur, ayrica asttim ve IBH gibi kronik
inflamatuar hastaliklarin engellenmesinde gorev alir. Daha ¢ok Treg hiicreleri tarafindan
tretilen IL-35, bu hiicrelerin immun baskilayici aktivitelerinde O6nemli bir rol
oynamaktadir. Bilinen diger tiim IL-12 ailesinden farkli olarak T hiicrelerinden salinan
IL-35, bir immun stimiilator ya da bir pro-inflamatuar sitokin olarak degil bir inhibitor

sitokin olarak gdrev yapar (Collison, ve digerleri, 2007).

Zhang ve digerleri (2018), farelerde DSS ile indiikledikleri kolit modelinde bir
pro-inflamatuar olan IL-6 ve bir anti-inflamatuar olan IL-10 ile birlikte IL-35
seviyelerini de analiz etmislerdir. Arastirmanin sonuglarina gore serum IL-35 ve IL-10
seviyeleri, kontrol grubuna gore kiyaslaninca DSS grubunda azalirken, IL-6 seviyeleri
bu grupta artmaktadir. TNBS ile siganlarda olusturulmus bir baska kolit modeli
caligmasinda ise kolon dokusundaki IL-35’in ekspresyonu ile diizeylerini analiz etmisler
ve hem ekspresyonunda hem de seviyelerinde kontrol gurbuna kiyasla yiiksek diizeyde

anlamli (p<0.01) bir azalis tespit etmislerdir (Nan, ve digerleri, 2018).

Bizim de ¢alismamizda bir anti-inflamatuar sitokin olarak serum IL-35 seviyeleri
analiz edilmistir. Kolit olusturdugumuz gruptaki IL-35 seviyesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda dists, istatistiksel agidan yiiksek diizeyde (p<0.01) anlamli bir fark
gostermektedir. TNBS uygulanan grupta inflamatuar siireglerin baslamasiyla birlikte
anti-inflamatuar etki gosterecek olan mekanizmalarin diisiise gegmesi beklenilen bir
sonugtur. TNBS’nin olusturdugu hasarda, IL-35’in sentezlenmesinde onemli bir role

sahip olan Treg hiicrelerinin de yiiksek diizeyde etkilenmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Genis capl bir literatlir taramasimin ardindan, borik asidin uygulandigi ve 1L-35
seviyelerinin Ol¢iimiiniin gergeklestirildigi herhangi bir calismaya rastlanmamaistir.
Ancak 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, saglikli hayvanlara uyguladiklari borik asidin,
bir bagka anti-inflamatuar sitokin olan IL-4’lin serumdaki seviyelerini ve dalaktaki IL-

10’un ekspresyonunu analiz etmislerdir. Arastirmacilar, borik asit grubunda bu
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sitokinlerin seviyelerinin ve ekspresyonlarmin arttigini belirtmisler ve borik asidin

immun baskilayici 6zellik gosterdigini bildirmislerdir (Abd-Elhakim, ve digerleri, 2020).

Benzer sekilde B. clausii probiyotiginin uygulandigi ve IL-35 seviyelerinin
analizinin yapildig1 bir arastirma ile de karsilagiilmamistir. Bagka bir probiyotik olan
Bifidobacterium infantis’in koruyucu olarak uygulandigi bir ¢alismada, kemik iligi
kaynakli dentritik hiicrelerde 1L-35 ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir (Xue, ve
digerleri, 2019). Ashraf ve digerleri (2014) yaymladiklar1 ¢alismalarinda, bazi
Lactobacillus tiirlerinin periferal mononiikleer hiicreler (PMNC) tizerindeki in vitro
etkilerini arastirmiglardir. Arastirmanin sonuglarina gore, birer anti-inflamatuar sitokin
olan ve dogrudan Treg hiicrelerinin fonksiyonlartyla iligkili olan IL-10 ve TGF-$
seviyelerinin artmis oldugunu bildirmislerdir. Ayni1 zamanda Trg hiicrelerinin
aktivitesini analiz etmisler ve bu probiyotiklerin uygulandigi gruplarda hiicrelerin

aktivitesinin artmis oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda, 100 mg/kg borik asit ve 1 x 10° CFU/mI/100 g B. clausii
uyguladigimiz gruplarin serum IL-35 seviyesinin, IBH grubuna kiyasla énemli derecede
artt1ig1 ve hatta neredeyse kontrol grubunun seviyelerine kadar yeniden yiikselmis oldugu
goriilmektedir. Bu maddelerin kombine olarak uygulandig1 grupta ise IL-35’in seviyesi
IBH grubuna gore neredeyse 1,5 kat1 kadar artarak istatistiksel agidan ok yiiksek
diizeyde anlamli bir farklilik (p<0.001) gostermektedir. Daha ¢ok Treg hiicreleri
tarafindan sentezlenen IL-35’in, IBH grubuna kiyasla tedavi gruplarinda artmis
olmasmin sebebi olarak, bu maddelerin sadece intestinal mukoza hiicreleri iizerinde
degil ayn1 zamanda Treg hiicreleri lizerinde 1yilestirici bir etkinlige sahip olmasi ya da bu
hiicrelerin  aktiviteleri lizerinde pozitif yonde bir etki yaratmis oldugunu

diistindiirmektedir.
5.6. Bagirsak Dokusu MPO Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Bir yanit olarak, immun hiicrelerinin bagirsak mukozasina infiltre olmasi IBH nin
histolojik &zellikleri igerisinde anahtar role sahiptir. IBH nin her iki formunda da
ozellikle notrofil ve monosit hiicrelerinin bagirsak epitelinde belirgin inflitrasyonu ve

birikimi s6z konusudur. Dolayist ile hasarlanan bu dokuya infiltre olan nétrofil ve
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monositler, MPO’nun salgilanmasinda ve iki elektronlu halojenlenmis oksidanlarin

(HOCI) sentezlenmesinden sorumludurlar (Chami, Martin, Dennis, & Witting, 2018).

TNBS ve DSS ile olusturulmus kolit modellerinde, inflamasyonun ¢ok 6énemli bir
gostergesi olan MPO aktivitesinin artmis oldugu gosterilmistir (Hans, ve digerleri, 2000;
Barreau, ve digerleri, 2004; Endharti & Permana, 2017). Insanlar iizerinde yapilan
arastirmalarda, hastaligin 6zellikle aktif donemlerinde fekal MPO aktivitesinin artmis
olmasi, hayvan caligmalarina paralellik gostermektedir (Saiki, 1998); (Masoodi, ve

digerleri, 2012).

Bu tez calismasinda, TNBS ile (100 mg/kg) kolit modeli olusturulan sicanlarin
bagirsak dokusundaki MPO aktiviteleri, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda neredeyse 28
kat1 kadar daha yiliksek oldugu teyit edilmistir ve sonuglar istatistiksel olarak analiz
edildiginde ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik goriilmektedir (p<0.001). Kan sayimi
sonuglarinda belirtmis oldugumuz gibi TNBS uygulanmis gruptaki si¢anlarin artan
noétrofil ve monosit sayilari, aynt zamanda hasarli bolgeye infiltre olmus ve bagirsak

dokusunda MPO aktivitesinin artmasina neden olmustur.

Literatiirde borik asidin uygulanip MPO aktiviteleri tizerindeki etkinliklerinin
incelenmis oldugu tek bir ¢aligmaya rastlanmistir. Geyikoglu ve arkadaglarinin (2019)
yaptiklar1 bu ¢alismada, over isekmi-reperfiizyon hasarini olusturmadan bir saat 6nce
oral borik asit (7 mg/kg) uygulamas: yapmislar ve borik asidin over dokusu MPO

aktivitesinde anlamli bir diisiise neden olmadigini bildirmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda ise borik asidin dort giin boyunca oral yolla 100 mg/kg dozu
uygulanmis ve sican kolit modelindeki olas1 iyilestirici etkinligi analiz edilmistir. Bu
kapsamda aktivitesi 6lgiilmiis olan MPO’nun, IBH grubuna kiyasla BA grubunda
yaklasik 4 kat1 kadar azalmis oldugu ve yine BA grubunun kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel ac¢idan bir farkin bulunmadigi goriilmektedir. Bulgularimiz géstermektedir ki
borik asit, kandaki nétrofil ve monosit sayisini azaltmakta ve TNF-o seviyelerini
diislirerek inflamatuar hiicrelerin bagirsak dokusuna infiltre olmasini engellemektedir.
Dolasimdaki bu inflamatuar hiicrelerin bagirsak dokusuna gogiiniin azalmasi ile birlikte

MPO aktivitesinde de bir azalma meydana gelmektedir.
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Literatiirdeki kaynaklar incelendiginde B. claussii sporlarinin tedavi edici olarak
uygulandigt ve MPO aktivitesi analizinin gerceklestirildigi herhangi bir makaleye
ulagilmamistir. Ancak portekizce yayinlanan bir tez ¢alismasinda B. clausii uygulanmis
ve duedenum, jejunum ve ileum dokularinda MPO aktiviteleri analiz edilmistir. Bu
calismaya gore hasta grubunda artan MPO aktiviteleri probiyotigin uygulandigi grupta
istatistiksel acidan azalmistir (Lima, 2018). Ayrica ot sazanlarinda yapilan bir
calismada, Bacillus’un iki farkli tiirii probiyotik olarak diyetlerine eklenmis ve bu
probiyotiklerin serum MPO aktivitesini diisiirdiigii bildirilmistir (Li, ve digerleri, 2012).
Hegazy ve El-Bedewy’nin (2010) yaptiklari, 10’u kontrol 30’u hasta (UC) olmak iizere
toplam kirk kisinin katildigi klinik bir arastirmada, hastalar arasinda siilfasalazin ve
probiyotik gruplari olusturulmus ve bu gruplarin MPO aktiviteleri analiz edilmistir.
Probiyotik olarak Lactobacillus’un iki farkli tiiriiniin kullanildigi ¢alismada, hasta

grubuna gore, probiyotik grubunun MPO aktivitelerinde azalma oldugu belirtilmistir.

B. clausii probiyotigini (Enterogermina®) tedavi edici olarak uyguladigimiz bu tez
calismasinda, kolit modeli lizerinde bir miktar iyilestirici etkisinin olmasinin yani sira
borik asit kadar etkili olmadigin1 gosterdik. PB grubunun MPO aktivitesi incelendiginde
IBH grubuna gére ortalamasi biraz daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel agidan bir
anlam ifade etmemektedir. PB grubu ile Kontrol grubu kiyaslandiginda ise sonuclar bize

cok yiiksek diizeyde anlamli (p<0.001) bir artigin oldugunu gostermektedir.

Caligmamizin kombine grubunun MPO aktivitesi incelendiginde, aktivitedeki
azalma neredeyse borik asit grubundaki kadar oldugu goriilmektedir. KOM grubu ile
Kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmazken, ortlamas: IBH ve PB grubuna

gore ¢ok daha diisiiktiir.

MPO aktiviteleri incelendiginde borik asit ve kombine grubun anti-inflamatuar
etkinligi daha 6n planda oldugu, buna karsilik PB grubunun iyi bir anti-inflamatuar
etkinlik gostermemis oldugu sdylenebilir. MPO ile ilgili bu sonuglarimiz, 6zellikle
monosit ile nétrofil sayisi, TNF-a seviyeleri ve N/L orani bulgularimizi yiiksek oranda

desteklemektedir.
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5.7. Bagirsak Dokusu NO Diizeyleri ile iNOS’un Goreceli Protein

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

L-arjinin’den, nitrik oskit sentaz aracilifi ile sentezlenen ve yapisinda eslesmemis
elektrona sahip olan NO, endotel-bagimli kan akiminin ve basincinin diizenlenmesinde,
ayrica norotransmitter ve mikroorganizmalara karsi ilk savunmay1 gergeklestirmek gibi
onemli fizyolojik rolleri iistlenmektedir (Bruckdorfer, 2005). NO, gastrointestinal
mukozada yeterli perfiizyonu saglamak, mikrovaskiiler/epitelyal gegirgenligi ve immun
yanit1 diizenlemek gibi O6nemli fonksiyonlara sahiptir. Bunlarin yani sira, NO’nun
yiiksek konsantrasyonlara ulasmast durumunda; nétrofillerin  aktive olmasi,
vazodilatasyon, nitrozamin iretiminin artmasi ve siiperoksit radikali ile reaksiyona
girerek olduk¢a toksik bir bilesik olan peroksinitrit radikaline doniisebilmesi sz

konusudur (Kolias, Valatas, & Ward, 2004).

Yapilan IBH modeli (in vitro/in vivo) ve klinik calismalarda, hastaligin aktif
doneminde NO’in arttigina yonelik sonuglar mevcuttur. Arastirmacilarin goguna gore
yiikselmis olan NO diizeyleri, iNOS aktivitesindeki artistan kaynaklanmaktadir (Kimura,
ve digerleri, 1997; Mei, ve digerleri, 2005; Ancha, ve digerleri, 2009; Avdagi¢, ve
digerleri, 2013). Cooke ve Davidge (2001) yayinladiklari makalede, NO’in yiiksek
konsantrasyonlarinda olusan ve oldukca reaktif bir molekiil olan peroksinitrit anyonunun

NF-kB’yi1 aktive ederek iNOS un ekspresyonunu arttirdigini belirtmislerdir.

Bu c¢aligmada, Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, TNBS (120 mg/kg)
uygulanan grubun NO diizeyleri istatistiksel acidan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli olacak
sekilde artmistir. Buna karsilik Western Blot iNOS analizinde, iNOS’un gdéreceli protein
ekspresyonu (iNOS/B-aktin orani) IBH grubuna gore kiyaslandiginda Kontrol grubunda
daha yiiksek goriilmektedir. Western Blot dl¢iimiiniin 2 kere denenmis olmasina ragmen
IBH grubundaki iNOS protein ekspresyonunun artmamus hatta bir miktar diisiik
bulunmus olmasi ilging bir bulgudur ve literatiir ile ¢elismektedir. Bunun nedenlerinden
biri olarak IBH grubunda iNOS’un up-regiilasyonu gergeklestikten hemen sonra geri
bildirim mekanizmalari ile yeniden down-regiile oldugunu ve bu sebepten Otiirii dogru

zaman araliginda artigini tayin edememis olabilecegimizi diislinmekteyiz.
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CCly ile farelerde hepatoksisite olusturulmus bir ¢alismada 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarda borik asit uygulanmis ve NO seviyeleri ile iNOS/B-aktin orani analiz edilmistir.
Arastirmacilar, hasta grubuna karsi tiim borik asit gruplarini karsilastirdiklarinda, hem
NO seviyelerinde hem de iNOS’un goreceli protein ekspresyonunda herhangi anlamli
bir degisimin olmadigini bildirmislerdir (Ince, ve digerleri, 2011). Simsek ve digerleri
(2019) gogiis kanseri hiicreleri tizerinde yaptiklart in vitro bir ¢aligmada borik asit,
boraks ve boronu tedavi edici olarak uygulamislardir. immunohistokimyasal boyama
sonuglara gore, boron tiirevlerinin oldugu gruplarda iNOS’un yiizde olarak seviyeleri
azaldigi belirtilmistir. Makrofajlar ile yapilmis olan bir baska in vitro ¢alismada ise borik
asidin 15, 20, 100 ve 200 pg/ml dozlar1 kullanilmistir. Makrofajlari LPS ile
indiikledikleri gruba kiyasla, diger tiim doz gruplarinda hem NO seviyelerinde hem de
INOS’un goreceli ekspresyonunda bir azalma oldugunu gostermislerdir (Demirci, ve

digerleri, 2016).

Bu tez c¢alismasinda BA grubunun NO diizeylerinde anlamli bir azalma
goriilmezken, Western Blot analizi ile elde ettigimiz iNOS’un goreceli protein
ekspresyonu IBH grubuna gére BA grubunda oldukea diisiik seviyelerdeydi. Bu noktada
literatiir bilgilerine dayanarak borik asidin, NF-kB’ye etki ederek iNOS ekspresyonunu
azaltigini diisiinmekteyiz. Buna karsilik, NO seviyelerinin azalmamis olmasini ise borik
asidin iNOS aktivitesi iizerinde herhangi inhibe edici bir etkiye sahip olmamasina

baglamaktay1z.

Aktif peritonal hiicreler iizerinde yapilan in vitro bir aragtirmada Bacillus
clausiinin tiim suslarinin nitrit Giretimini arttirdigini teshis etmislerdir. Bunu 6zellikle
iINOS indiiksiyonuna baglayan aragtirmacilar, iNOS’un indiiklenme nedeni olarak artan
IFN-y seviyelerini one siirmislerdir. Arastirmacilar ayrica Bacillus clausii’nin en az T
susu (Enterogermina®) olmak iizere geriye kalan diger ii¢c susunun da (O/C, N/R ve SIN
suslart) CD4" T hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile ettigini belirtmiglerdir (Urdaci,
Bressollier, & Pinchuk, 2004). IFN-y, hiicre igerisindeki ilgili genlerin ekspresyonunda
gorev alan NF-kB sinyal yolagmi aktive etmektedir (Pfeffer, 2011). Dolayisi ile
Bacillus clausii, CD4" T hiicrelerinin proliferasyonunu arttirarak, IFN-y seviyelerini
yukselmesine ve bunun etkisiyle NF-kB sinyal yolagimin aktive edilerek iNOS

ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir.
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Bu tez c¢alismasinda uyguladigimiz Bacillus calusii probiyotiginin, iNOS’un
goreceli protein ekspresyonunda, cok fazla olmasa da bir miktar azalmaya neden
oldugunu; ancak, borik asit kadar etkili olmadigin1 goézlemledik. Buna karsin PB
grubunun NO seviyelerindeki azalma BA grubundakinden daha fazladir ve istatistiksel

acidan IBH grubu ile arasinda anlamli bir farklilik (p<0.05) goriilmektedir.

Kombine grubu incelendiginde, NO seviyelerinin PB grubundaki kadar bir
azalmaya neden oldugu; iNOS/B-aktin oranlarinin ise diger tim gruplar arasindan KOM
grubunda en diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir. Bu noktada kombine grubun
anlamli bir farklilhik goriilmemesine ragmen hem NO seviyelerini hem de iNOS’un
goreceli protein ekspresyonunu azaltmada daha etkin oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. Sonug olarak iNOS’un protein ekspresyonunun azalmasinda, KOM grubu

basta olmak {izere {i¢ tedavi grubunun da iyilestirici bir etkinlige sahip oldugu sdylenebilir.
5.8. Bagirsak Dokusu MDA Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Hiicre membranlarinin yapisint olusturan fosfolipitler ve kolesteroller, coklu
doymamis yag asidi igermektedirler. Oksidatif stres sirasinda serbest radikallerin
dogrudan bu yag asidi zincirlerine saldirmasi ve degredasyonuna sebep olmasi kisaca
lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilmektedir (Girotti, 1985). MDA, lipit
peroksidasyonunun bir son {riinii olarak olusan ve fotometrik ydntemlerle tayini
yapilabilen bir molekiildiir (Halliwell & Chirico, 1993). Dolayis1 ile MDA diizeyleri,
hem lipit peroksidasyonu hem de oksidatif stresin durumu ile ilgili dogrudan bilgi

vermekte kullanilan 6nemli bir biyobelirtegtir.

TNBS ile olusturulmus birgok hayvan modelinde; kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, hasta gruplarin MDA diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli/anlamsiz
bir artisin oldugu bildirilmistir (Zhou, ve digerleri, 2006; Giris, ve digerleri, 2007; Li,
ve digerleri, 2008; Liu & Wang, 2011). Ayn1 zamanda, baz1 klinik arastirmalarda da
IBH’ye sahip olan bireylerle kontrol grubu Kkarsilastirildiginda MDA diizeylerinin
yiiksek oldugu belirtilmistir (Tabari, ve digerleri, 2017; Xu, ve digerleri, 2020).

Bu tez calismasi kapsaminda IBH grubunun MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore yaklasik %22’lik bir artisla daha yiiksek seviyelerde oldugu gosterilmistir. Bu

baglamda sonuglarimiz literatiir sonuglari ile tutarlilik gostermektedir. TNBS’nin

95



olusturdugu hasara bagli olarak serbest radikal diizeyleri de artmaktadir. Artmis serbest
radikal diizeylerinin hiicre i¢inde sebep oldugu sonuclardan biri de lipit
peroksidasyonudur. Dolayis1 ile IBH grubunda istatistiksel agidan anlamli fark

goriilmemesine ragmen artmis olan MDA seviyeleri beklenen bir sonugtur.

Daha once farkli hayvan modelleri ve in vitro olarak yirittigimiz
caligmalarimizda da borik asidin, MDA diizeylerinin azalmasinda 6nemli bir etkiye
sahip oldugunu ortaya koyduk (Sogut, ve digerleri, 2015; Kar, ve digerleri, 2018; Kar,
ve digerleri, 2019; Ataizi, ve digerleri, 2019). Karbon tetrakloriir ile indiiklenmis bir
hepatoksisite calismasinda tedavi edici olarak borik asidin 50, 100, 200 mg/kg dozlart
uygulanmis ve MDA diizeyleri analiz edilmistir. Arastirmacilar, borik asit uygulanan
gruplardaki MDA seviyelerinin istatistiksel a¢idan azalmasini 6zellikle artan GSH
(endojen antioksidan) seviyelerine baglamislardir (Ince, ve digerleri, 2011). Bir bagka
calismada ise siklofosfamid ile olusturulan hasara karsilik uygulanan borik asidin MDA
seviyelerinde bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Aragtirmaci bu sonucu, ozellikle

borik asidin ROT siipiiriicii 6zelligine dayandirmistir (Cengiz, 2018).

Calismamizda, borik asit uygulanan grup ile IBH grubu karsilastirildiginda BA
grubunun MDA seviyelerinde istatistiksel acidan yiiksek diizeyde (p<0.01) anlamli bir
diistis oldugu gorilmektedir. Oksidatif stresin Onemli gostergelerinden biri olan
MDA’nin BA grubunda azalmasinin nedeni olarak, borik asidin serbest radikal siipiiriicii

ozellige sahip olmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz.

Sepsis modelinin olusturuldugu bir ¢alismada, Bacillus clausii probiyotigi tedavi
edici olarak uygulanmis ve MDA diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (Erel &
Yilmaz, 2018). Asetik asit (%4) ile olusturulmus bir kolit modeli ¢alismasinda ise
Bacillus clausii de dahil olmak tizere farkli Bacillus tiirlerinin bulundugu hazir preparat
tedavi edici olarak uygulanmis ve MDA diizeylerinin bu grupta azaldigi bildirilmistir.
Arastirmacilar bunun sebebini, Bacillus tiirlerinin bir immunoregiilator ve antioksidan
olarak gorev yapan ekzopolisakkarit (EPS) sentezliyor olmasina baglamislardir.
Boylelikle EPS’nin hiicrelerin ROT seviyesi ile antioksidan mekanizmalar1 arasindaki

dengeyi sagladigi belirtilmistir (Catinean, ve digerleri, 2020).
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Literatiirdeki sonuglar1 destekler nitelikte olan ¢alisgmamizda, PB grubunun MDA
seviyelerinde anlamli (p<0.05) bir azalmaya sebep oldugunu gosterdik. PB grubundaki
MDA seviyelerinin diistisiini, literatiirde belirtildigi gibi B. calusii probiyotiginin EPS

araciligi ile antioksidatif etkinlige sahip olmasina baglamaktayiz.

Calismamizda, kombine grubun MDA diizeyleri IBH grubu ile kiyaslandiginda
tipki1 PB grubunda oldugu gibi diisiis istatistiksel acidan anlamli (p<0.05) farklilik

gostermektedir.

PB (p<0.05) ve KOM (p<0.05) gruplariin MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis
goriilmekle birlikte, BA (p<0.01) grubundaki azalis istatistiksel agidan yiiksek diizeyde
anlamli farkliliga sahiptir.

5.9. Bagirsak Dokusu Katalaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Endojen bir antioksidan enzim olan katalaz, H>O2’nin artan konsantrasyonlarina
kars1 bir yanit olarak 6nemli gorevler istlenir (Izawa, Inoue, & Kimura, 1996). Bir
diger anitoksidan enzim olan GPx ile birlikte katalaz enzimi; {irik asit, GSH ve E ile C
vitaminleri gibi antioksidan molekiillerin hemen ardindan seviyeleri artan ROT’lara

kars1 ikinci savunma duvarimi olusturmaktadir (Tehrani & Moosavi-Movahedi, 2018).

Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalar, ROT ve RAT larin Ulseratif kolit ve Crohn
hastaliginin patomekanizmasinda potansiyel bir role sahip oldugunu goéstermektedir.
[BH’de, aktivasyonu asiri artmis olan makrofajlar ve polimorf niikleer Idkositlerin
mukozaya infiltrasyonu serbest radikallerin bdlgesel artisina neden olmaktadir
(Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). Bu nedenle antioksidan kapasitenin
korunmasinda intestinal mukozadaki endojen antioksidan enzimlerin aktiviteleri bir kez

daha 6n plana ¢ikmaktadir.

TNBS ile indiiklenmis kolit, oksidatif stres ve inflamatuar hiicrelerin mukozal
infiltrasyon ile karakterizedir (Morris, ve digerleri, 1989). TNBS ile indiiklenmis kolit
modeli caligmalarinda, kontrol grubuna kiyasla hasta grupta katalaz aktiviteleri
azalmaktadir (Lee, ve digerleri, 2010a; Lee, ve digerleri, 2010b; Yildiz, ve digerleri,
2015). Klinik bir arastirmada ise Crohn hastaligina sahip bireylerin, hastaligin aktif yada
inaktif olmasma bagli olmadan, katalaz aktivitesinde kalict bir inhibisyon oldugunu

belirtmislerdir (Beltran, ve digerleri, 2010).
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TNBS ile IBH modeli olusturdugumuz bu ¢alismada, siganlarin bagirsak dokusu
katalaz aktivitesi analiz edilmistir. Literatiirde genel olarak kolit gruplarinda katalaz
aktivitesinin diismiis oldugu bildirilmisse de bizim ¢alismamizda tam aksine IBH
grubunun katalaz aktivitesinde istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farklilik
(p<0.001) olusturan bir artis tespit edilmistir. Colares ve digerleri (2016), kolit modeli
olusturduklar1 ¢alismada, hasta grubun katalaz aktivitesinin istatistiksel agidan kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.05) bir artisa neden oldugunu géstermislerdir. Arastirmacilar,
kolit modelinde meydana gelen degisimlerin kompanse edilmesi i¢in aktive edilen bir
mekanizma araciligi ile katalaz aktivitesinin arttigini ileri siirmektedirler (Colares, ve

digerleri, 2016). Bizim de sonuglarimiz bu ¢aligmay1 destekler niteliktedir.

Daha 6nce yapmis oldugumuz ve borik asidin 100 mg/kg dozunu uyguladigimiz
farkli hayvan modeli galismalarinda ve sinaptozomlar {izerinde yaptigimiz in vitro bir
aragtirmada, borik asidin katalaz aktivitesi tizerinde iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu

bildirdik (Kar, ve digerleri, 2018; Kar, ve digerleri, 2019; Ataizi, ve digerleri, 2019).

Bu tez calismasinda, IBH grubuna gére kiyaslandiginda, BA grubunun Kkatalaz
aktivitesinde bir diisiis gozlenmektedir; ancak bu azalma istatistiksel agidan anlam
(p>0.05) ifade etmemektedir. Oksidatif stresin artmasi sonucu yiikselen H>O2’nin
elimine edilmesinde gorev alan katalazin aktivitesi artmaktadir. Borik asidin uygulandigi
grupta Kkatalaz aktivitesinin azalmis olmasi borik asidin antioksidatif etkinliginin bir
gostergesidir. Borik asit bir serbest radikal siipiiriiciisii gibi gorev yaparak H20:
seviyelerinin azalmasina ve dolayisi ile katalaz aktivitesinin azalmasina neden olarak
IBH’de olusan oksidatif hasara kars: hiicreleri korumaktadir. Bazi arastirmacilara gore;
borik asit bu etkisini, bir bagka antioksidan molekiil olan rediikte glutatyon diizeylerini

arttirarak gostermektedir (Ince, ve digerleri, 2011; Sogut, ve digerleri, 2018).

Patel ve digerleri (2020), asetaminofen ile indiikleri hasarda tedavi edici olarak
Bacillus calusii  probiyotigi kullanmislar ve SOD, katalaz ve GSH gibi endojen
antioksidan enzimler ve molekiillerin analizlerini gergeklestirmislerdir. Probiyotigin
MDA diizeylerinde azalmaya sebep olurken, endojen antioksidan mekanizmalarin da
iyilesmesine katkida bulundugunu bildirmislerdir. Bulgularimiza gére, PB grubu IBH
grubu ile karsilagtirildiginda azalma istatistiksel agidan yiiksek diizeyde anlamli farklilik
(p<0.01) gostermektedir.
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PB grubunun, diger iki tedavi grubuna kiyasla katalaz aktivitesi lizerinde daha

fazla iyilestirici etkinlik gostermis oldugu bulgularimizla ortaya koyulmustur.

KOM grubunda IBH grubuna gore katalaz aktivitesinde azalmanin (p>0.05)
oldugu gériilmektedir. Ug tedavi grubunda (BA, PB ve KOM) da katalaz seviyeleri IBH
grubuna kiyasla diismiis olmakla birlikte, istatistiksel acidan anlamli olarak azalmig ve

iyilestirici etkinligi 6n planda olan tek grup PB tedavi grubudur.
5.10.Bagirsak Dokusu GPx Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Diger bir endojen antioksidan enzim olan GPx, tipki katalaz gibi hidrojen
peroksitin ve hidroperoksitlerin suya indirgenmesinde rol oynamaktadir (Margis, ve
digerleri, 2008). Yapilan genetik aragtirmalar GPx enziminin eksikliginin dogrudan IBH
patogenezi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Esworthy, ve digerleri, 2003; Héuser, ve

digerleri, 2015).

TNBS ile indiiklenmis bazi kolit modeli ¢alismalarinda arastirmacilar, hasta
grubun GPx aktivitelerinde anlamli bir azalis oldugunu belirtitken (Watanabe, ve
digerleri, 1998; Prakash, ve digerleri, 2008; Maurer, ve digerleri, 2020) bunlarin tersine,
TNBS ile kolit modeli olusturulmus bir baska ¢alismada; arastirmacilar, birinci hafta ve
ikinci hafta i¢in iki farkli deney diizenegi olusturmuslar ve her iki durum i¢in de GPx
aktivitesinin hasta grubunda artiyor oldugunu bildirmislerdir (Nieto, ve digerleri, 2000).
Catana ve digerleri (2018) yayinladiklar1 makalelerinde, DSS ve TNBS ile olusturulmusg
kolit modelini karsilagtirmiglardir. Sonuglarina gore DSS grubunda GPx aktiviteleri

artarken, TNBS grubunda ise GPx aktiviteleri kontrole gore azalmaktadir.

Bizim de kolit modeli olusturdugumuz c¢alismamizda, bagirsak dokusu GPx
aktiviteleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda IBH grubunda azalmistir (p<0.05) ve bu
acidan literatiirdeki bir ¢ok calismayla uyumlu géziikmektedir. TNBS ile indiikledigimiz
kolit modeli, bagirsak dokusunda, sadece inflamatuar siireclerle degil ayni zamanda
ROT’un artarak oksidatif stresi olusturmasi ile de ilgilidir. GPx aktivitesinin hasta
grubunda azalmasinin nedeni olarak, kolitte artan hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin
siiptiriilmesinde gorev alirken bir siire sonra yasanan aktivite kayiplari oldugunu

diistinmekteyiz.
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Borik asit ile yapilan farkli hayvan modeli ¢aligmalari, hasta gruplarinda diisen
GPx aktivitesinin, borik asit uygulanan tedavi gruplarinda yeniden artmis oldugunu
gostermektedir (Sogut, ve digerleri, 2015; Sogut, ve digerleri, 2018; Hazman, ve
digerleri, 2018; Cengiz, 2018).

Borik asit uyguladigimiz grubun, iIBH grubuna gore GPx aktivitesindeki artis
istatistiksel agidan anlamli bulunmamakla birlikte minimal diizeyde bir iyilestirici
etkisinin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte BA grubundaki GPx aktivitesinin

kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark géstermemesi de 6nemli bir bulgudur.

Erel ve Yilmaz (2018), sepsis modeli olusturduklari ¢calismada tedavi edici olarak
B. calusii probiyotigini uygulamislardir. Serum GPx aktivitesini 6lgtiikleri arastirmada,
probiyotigin uygulandigi grupta az bir miktar iyilesme goriilmekle birlikte istatistiksel
acidan anlaml bir fark bulmadiklarimi bildirmislerdir. Bununla birlikte farkli deney
hayvanlar1 ve modelleri ile yiiriitiilen ¢aligmalarda, diger Bacillus (B. subtilis ve B.
licheniformis) probiyotik bakteri tiirlerinin, GPx aktivitesi iizerinde 1iyilestirici
etkinliginin bulundugu belirtilmektedir (Bai, ve digerleri, 2017; Chen, ve digerleri,
2020)].

Calismamizda PB grubunun GPx aktivitesi incelendiginde; IBH grubuna kiyasla
aktivitenin daha da azaldig1 goriilmektedir. PB grubunun GPx aktivitesi Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda ise azalma istatistiksel acidan ¢ok yliksek diizeyde anlamli
farklilik (p<0.001) gostermektedir. PB grubu tiim gruplar arasinda GPx aktivitesinin en

diisiik bulundugu gruptur.

Borik asit ve probiyotigin birlikte uygulandigt KOM grubunun GPx aktivitesi,
IBH grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bulunmamis olsa bile bir
miktar daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ug tedavi grubunun da GPx aktivitesi
tizerinde net bir sekilde etkili olmadigi, buna ragmen BA ve KOM gruplarimin PB

grubuna gore nispeten daha etkili oldugu sdylenebilmektedir.
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5.11.Bagirsak Dokusu Histolojik Incelemeleri ve Skorlamalarin

Degerlendirilmesi

Calismamizda bagirsak dokusu ig¢in histolojik incelemeler ile epitel hasar,
inflamasyon, 6dem, damar dilatasyonu ve damar konjesyonu olmak {izere bes farkl

parametrenin skorlamasi yapilmstir.

Kontrol grubunun dokular incelendiginde, normal yapidaki epitel hiicreleri ile
birlikte goblet hiicrelerince zengin bir mukoza tabakasi goriilmektedir. Tunika mukoza
tabakasi, submukoza, muskular tabaka ve tunika adventisya tabakasi normal morfolojik
yap1 gostermektedir. Skorlama sonuglari incelendiginde ise bes parametrenin ortalamasi

olacak sekilde “0” yani hasar yok olarak bulunmustur.

TNBS ile kolit indiiklenmis olan IBH grubunun histolojik gdriintiileri
incelendiginde; mukozada yogun bir hasar, goblet hiicre kaybi, 6dem, damar
konjesyonu ve ¢ok yogun bir inflamasyon gozlenmektedir. Bes parametre i¢in skorlama
sonuglar1 incelendiginde ortlama histolojik skorun “3” skorlamasina yakin yani ¢ok

yiiksek hasar oldugu goriilmektedir.

TNBS’nin olusturdugu hasara karst borik asit uyguladigimiz tedavi grubunun
histolojik incelemelerinde ise azalmig mukozal hasar, azalan goblet hiicre sayisinda
yeniden artis ve bazi bolgelerde kismi hasar olmasina ragmen normale biraz daha yakin
bir goriinim gozlenmektedir. Epitel hasar, inflamasyon, 6dem, damar dilatasyonu ve
konjesyonu i¢in yapilan skorlama sonuglarina goére ortalama “2”ye yakin bir sonug yani

orta diizeyde hasar oldugu gortilmektedir.

Kolit modelinde olusan hasar kars1 uygulamis oldugumuz probiyotik ve kombine
(borik asit + B. clausii) gruplarindaki histolojik incelemelerde, IBH grubunda oldugu
kadar olmamakla birlikte mukozada yogun hasar, goblet hiicre kaybi, 6dem ve
inflamasyon gozlenmektedir. Skorlama sonuclar1 incelendiginde ise ortalama “2,5”

olarak bulunmus, yani hasarin orta diizey ile ¢ok yiiksek arasinda oldugu goriilmektedir.

Histolojik inceleme ve skorlama sonuglarina gére IBH’de olusan hasara karsilik
borik asidin, probiyotik ve kombine grubuna gore daha ¢ok iyilestirici 6zellige sahip

oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinya ¢apinda insidansi ve prevalansi giderek aratan inflamatuar bagirsak
hastaliklari, gastrointestinal sistemdeki kronik inflamatuari, oksidatif stresi ve apoptotik

stirecleri iceren idiopatik bir rahatsizliktir.

Genetik yatkinlik, cevresel etkiler ve beslenme gibi birgok degiskene bagli olarak
gelisen IBH oldukga karmasik bir patogeneze sahiptir. Bu durumlar biitiinii, hastaligin
arastirilmasinda ve kesin tedavi ¢ozlimlerinin iiretilmesinde kisitlayici bir etken olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda TNBS ile olusturulan sican IBH modelinde; serum, tam kan
ve bagirsak dokusu Orneklerinin biyokimyasal ve histolojik bulgular1 dogrultusunda,

mukozal hasar, inflamasyon ve oksidatif hasar tespit edildi.

Olusturdugumuz bu modeldeki hasara karsilik; borik asit, probiyotik (B. clausii)
ve bunlarin kombinasyonlar1 tedavi edici olarak uygulandi. Kapsamli bir literatiir
taramas1 ardindan, B. clausii’nin IBH iizerinde uygulandig1 ve tedavi edici etkinliginin
arastirildigi kisith sayida galismaya rastlanirken; borik asidin, hem tek basina hem de B.
clausii probiyotigi ile kombine olarak uygulandigi higbir ¢alismaya rastlanmamig olmasi

bu tez arastirmasini 6zglin kilmaktadir.

Bu calismada borik asit; MPO aktivitesini, TNF-a seviyesini ve iNOS’un protein
ekspresyonunu azaltip, IL-35 seviyesini artirmis ve bdylece anti-inflamatuar bir etkinlik
gostermistir. Bununla birlikte NO seviyeleri iizerinde 6nemli bir degisiklige neden
olmamistir. Ayrica borik asit, MDA seviyelerinde azalmaya ve minimal diizeylerde olsa
da GPx ve katalaz gibi enzimlerin aktivitesinde iyilesmeye neden olarak antioksidatif bir

etki gostermistir.

B. clausii uyguladigimiz grupta, MPO aktivitesinin, TNF-a ile NO seviyesinin ve
INOS’un protein ekspresyonunun azalmis, IL-35 seviyesinin artmis oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte probiyotik, MDA seviyelerinin azalmasina neden olurken,
katalaz aktivitesi lizerinde yliksek diizeyde etkili oldugu ortaya koyulmustur. Buna

karsilik probiyotik grubunun GPx aktivitesinde bir miktar diisiis belirlenmistir.
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Ulseratif kolitin akut inflamasyon siirecini arastirdigimiz bu calismadan elde
edilecek c¢ikarimlardan biri, hem inflamatuar siire¢lerin hem de oksidatif hasarin
azalmasinda, borik asit tedavisinin, probiyotik ve kombine tedavi gruplarina gére daha
on planda oldugudur. Bununla birlikte probiyotik ve kombine grubunun da iyilestirici bir
etkinligi oldugu agiktir. Bu sonuglar hem biyokimyasal hem de histolojik analizler ile

desteklenmistir.

IBH modellerinde, borik asidin ¢alisilmamis ve B. clausii probiyotigi ile yapilmis
kisitli ¢alismanin olmasi, literatiirde doldurulmasi gereken bir alandir. Bu kapsamda

borik asit tedavisi ile ilgili ilk bilgiler bu tez ¢alismasinda ortaya konmustur.

Borik asit ve B. calusii probiyotiginin hem IBH iizerindeki etkilerinin hem de
dogrudan IBH’nin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi igin inflamatuar
yanit1 taklit edebilen ko-kiiltiir c¢aligmalar1 ile desteklenmesi oOnerilebilir. Bununla
birlikte, klinik arastirmalar i¢in biiyiilk 6nem teskil eden deney hayvani modelleri
tizerinde, borik asit ve probiyotigin farkli dozlarmin uygulanacag: pre-tedavi ve post-
tedavi galigsmalar, ayrica borik asitle uygulanacak farkli kombine ¢aligsmalar tasarlanmasi

Onerilebilir.
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