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OZET

Ulseratif kolit, gastrointestinal sistemin kronik bir inflamasyonudur. inflamasyon ve doku
hasarini iyilestirmek amaciyla yapilan tedavilerin yani sira bagirsak mikrobiyotasindaki
dengesizligin giderilmesi dnemlidir. Bu tez konusunda, rat ilseratif kolit modelinde alfa
lipoik asitin tek bagina veya mesalamin kombinasyonuyla antioksidan, anti-inflamatuvar,
propitoz ve bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki etkileri incelenmistir. Arastirmamizda, ratlar
kontrol, kolit, mesalamin, alfa lipoik asit ve mesalamintalfa lipoik asit gruplarina
ayrildi. Kontrol grubuna kolit modeli uygulanmadi. Diger gruplarda, kolit asetik asitin
intrarektal uygulanmasiyla indiiklendi. Hastalik aktivite indeksinin en yiiksek kolit
grubunda, tedavi gruplar1 arasinda ise en diisiik mesalamin+alfa lipoik asit grubunda oldugu
saptandi. Kolit, mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarindaki makroskobik skorun kontrol
grubuna gdre anlamli olarak artig gosterdigi belirlendi. OSI degeri en yiiksek kolit grubunda
belirlenirken, kontrol, alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarina gore yiiksek
seviyede olmasi anlamli bulundu. Nitrotrozin seviyesi en yiiksek kolit grubunda
belirlenirken, kontrol, mesalamin, alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarina
gore yiiksek seviyede olmast anlamli bulundu. NLRP3 inflamazomu ve GSDMD diizeyi
kolit grubunda kontrol grubuna gore anlamh artis gosterdi. GSDMD protein diizeyi,
mesalamintalfa lipoik asit grubunda kolit grubuna gore anlamli olarak azaldi. Kolit
grubunda histopatolojik skorun arttig1; siki baglanti proteinlerinin ise azaldigi, alfa lipoik
asit uygulamasinin bu parametreler iizerinde iyilestirici etkilerinin anlamli oldugu goriildii.
Kolitin bagirsak disbiyozisine neden oldugu, alfa lipoik asitin mikrobiyota diizenlenmesine
katkida bulundugu belirlendi. Sonuglarimiz, alfa lipoik asitin kolite bagli kolon dokusunda
artan inflamasyon, oksidasyon ve inflamazom parametreleri ile birlikte mikroskobik skora;
azalan siki baglanti1 proteinlerine; bagirsak mikrobiyotasindaki disbiyozise karsi olumlu
etkileri oldugunu gostermektedir.

Bilim Kodu :1064.1
Anahtar Kelimeler : Alfa lipoik asit, kolit, mikrobiyota, oksidasyon, rat.
Sayfa Adedi : 153

Danigsman . Prof. Dr. Miirside Ayse DEMIREL
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ABSTRACT

Ulcerative colitis is a chronic inflammation of the gastrointestinal system. In addition to
treatments aimed at healing inflammation and tissue damage, addressing the imbalance in
the intestinal microbiota is crucial. The aim of the thesis is to investigate the effects of alpha-
lipoic acid, either alone or in combination with mesalamine, on antioxidant activity, anti-
inflammatory responses, proptosis, and gut microbiota in a rat model of ulcerative colitis. In
our study, rats were divided into control, colitis, mesalamine, alpha-lipoic acid, and
mesalamine+alpha-lipoic acid groups. The control group did not undergo colitis induction,
while colitis was induced in other groups by intrarectal administration of acetic acid. The
disease activity index was the highest in the colitis group and the lowest in the
mesalamine+alpha-lipoic acid group among the treatment groups. Macroscopic scores in the
colitis, mesalamine, and alpha-lipoic acid groups were significantly elevated compared to
the control group. The OSI was the highest in the colitis group, with significantly elevated
levels compared to the control, alpha-lipoic acid, and mesalamine+alpha-lipoic acid groups.
The nitrotyrosine level was also highest in the colitis group, and significantly elevated
compared to the control, mesalamine, alpha-lipoic acid, and mesalamine+alpha-lipoic acid
groups. NLRP3 inflammasome and GSDMD levels showed significant increases in the
colitis group compared to the control group, while GSDMD protein levels were significantly
reduced in the mesalamine+alpha-lipoic acid group compared to the colitis
group. Histopathological scoring in the colitis group increased, while tight junction proteins
decreased; alpha-lipoic acid administration significantly ameliorated these parameters. It
was determined that colitis caused intestinal dysbiosis and that alpha-lipoic acid contributed
to the regulation of microbiota. Our results indicate that alpha-lipoic acid has beneficial
effects on increased inflammation, oxidative stress, inflammasome parameters, and
microscopic scores, as well as on the reduction of tight junction proteins and dysbiosis of
the intestinal microbiota associated with colitis.
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Key Words . Alpha lipoic acid, colitis, microbiota, oxidation, rat.
Page Number : 153

Supervisor . Prof. Dr. Murside Ayse DEMIREL



Vi

TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢alismalarima, A Grubu Acil Ar-Ge Proje Destek Programi (2023-A4-
01/31742) ile finansal destek saglayan Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanligi’na (TUSEB)

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez galismasi siiresince, yardim ve deneyimlerinden yararlandigim bilgi, destek, anlayis,
tecriibe ve katkilariyla her zaman yanimda olan, insanligin1 6rnek aldigim yiiksek lisans tez

danismanim Sayin Prof.Dr. Miirside Ayse DEMIREL ’e, minnetle sonsuz tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimime katkilar1 ve tez calismalarim boyunca gosterdikleri destek ve
imkanlari i¢in Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim
Dali Baskan1 Saym Prof. Dr. Buket ER DEMIRHAN ve Ogretim Uyesi Dog. Dr. Burak
DEMIRHAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Histopatoloji ve immunohistokimyasal
calismalardaki destekleri igin izmir Bakircay Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Saadet Ozen DIZAKAR AKARCA ya;
Western Blot analizlerinin yapilmasinda tezime destek veren Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Nur Banu BAL’a ve
mikrobiyota analizlerinin degerlendirmesinde deneyimlerinden yararlandigim Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyometri ve Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Ogr.

Uyesi Veysel BAY a tesekkiirlerimi ve minnetlerimi sunarim.

Hayvan deneyi ¢aligmalarimda, hayvanlarin bakimini yapan ve giiler yiiziinii esirgemeyen
Hacer SIRIN’e yardimlar i¢in tesekkiir ederim. Tez ¢alismalarima yardimci olan Giilbeyaz

OZKAN ve Derya DEMIR e tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siire¢ boyunca maddi ve manevi destegini her zaman yanimda hissettigim, beni her
kosulda cesaretlendiren annem Raziye CEVIK ve babam Selim CEVIK e, kiz kardeslerim
Uzm. Dr. Hilal CEVIK ve Dr. Elif SEYMOUR ’a tesekkiirii bir borg bilirim. Bana her zaman
giic veren sevgili kizim Melis Mila TANER e tesekkiir ederim. Beni her zaman motive edip
en zor anlarimda yanlarinnda hissettiren sevgili Neriman YASAR ve Hiiseyin YASAR’a
tesekkiirii borg bilirim. Hayat tecriibelerinden faydalandigim ve bilgisine giivendigim sevgili

esim merhum Prof. Dr. Mustafa Ender TANER e de sevgiyle ve 6zlemle tesekkiir ederim.


https://www.tuseb.gov.tr/

ICINDEKILER

ABSTRACT .ottt ettt ettt n et a et s et en et ene et
TESEKKUR .....ocouivititieiisieeesisseteste st st ests s ses st ensssessesss s ssnsssssssssssssssssansnssnsassnssnsssans
(00 11D 21 1525 2 TR
(@) VA €12 52528 0\ 0 ) 153 1 2 (R
SEKILLERIN LISTESI .....oiuitiiiiieceetetees et es ettt en ettt en st sn s
RESIMLERIN LISTEST ..ottt

SIMGELER VE KISALTMALAR..........ccoiiiieiieseeieteeee e,

2.1.1. EPIAemMIYOI0fi.cucceiieiiiiieie et
2.1.2. EUYOIOJi.iiiiiiiieiceee e
2.1.3. PALOQENEZ ...ttt
2.1.4. Klinik ve laboratuvar bulgular ...
2.1.5. TedaVi YONTEMICT ...veveveiviiieiiieieeiieie ettt
2.1.6. DeSteK teUAVIIET ..o
2.2, AlTa LIPOIK ASIt ...ttt
2.2.1. Alfa lipoik asitin tarithCesi ........ccvveriiiiiieiiiie e
2.2.2. Alfa lipoik asitin kimyasal yapis1 ve formlart...........ccccoovreniieninnnnnnnn.
2.2.3. Alfa lipoik asit sentezi ve emilimi ........cccoevvveiiiiicie e,
2.2.4. Alfa lipoik asit kaynaklart..........cccooviiiiniiiiee

2.2.5. Alfa lipoik asitin biyolojik iSlevIeri ........c.ccocvviiiiiiiiiiii
3. GEREC VE YONTEM ....ccoooosmiviieroiseeeiseeeesseieneseesseessseessssssssssssssssesssnesen

vii

Sayfa

Vi

vii

Xi

Xiii

Xiv



Sayfa

T R € 1S <SPS 41
3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve antikorlar............ccc.cooviiiiiiiiiic 41
3.1.2. CHNAZIAN ... 42

R I 0] 1115 1 1 BT O O P PP P T PP UPRUPIN 43
3.2.1. INVIVO GalISMAIATL.........coiiiiiriiiiecrec ettt be e beerees 43
3.2.2. Biyokimyasal parametreler ... 46
3.2.3. Western blot incelemeleri ... 48
3.2.4. Histopatolojik ve immunohistokimyasal ¢alismalar...........cccccoeevvrnuennnn. 49

3.2.5. Fekal mikrobiyotanin yeni nesil sekanslama (YNS) yoOntemi ve

metagenomik yaklasim ile belirlenmesi..........cc.ccovveiiriiiieiiiiiciiene 52

3.2.6. IStatiStKSEl ANAIZ ......cvvvevrecveiirceeieeeiesce e 54

A, BULGULAR ...cooii et 55
4.1. Ratlarin Beden Agirliklari, Yem ve Su Tiketimleri........ccooovviiiiiiiiiiiicnennne, 55
4.2. Hastalik AKtivite INAeKSI........cocoviveviriiiiiieiiiieee e 58
4.3. Kolonun Makroskobik Skor Bulgulart..........ccccoeviiiiiniiiniccee 59
4.4. Kolon Dokusu Biyokimya Bulgulart ..........c.ccoceiiiiiiiiiiii 61
4.4.1. TAS, TOS ve OSI dUZEYIETI.......ccoviirieiiiiiieie e 61

4.4.2. NItrotiroZin dUZEY1 .....cccvviveriiiiiiieiiie s 63

4.4.3. Kolon dokusunda NLRP3 ve GSDMD protein ekspresyonlari ................ 64

4.4.4. Histopatolojik ve immunohistokimyasal analiz bulgulart........................ 66

4.4.5. Bagirsak mikrobiyota bulgulart...........c.cccooviiiiiiinii 73

0. TARTISMA ..o 91
6. SONUC VE ONERILER ......ccoooooiiviiiioiieeoeeeceeseee e 113
KAYNAKLAR L. 115
EILER ...t 149



OZGECMIS



CIZELGELERIN LiSTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Ulseratif kolitin klinik bulgulara gdre siniflandirilmast ..........c.ccevevevvenene. 21
Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve primer antikorlar................. 41
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar...........ccccoovviiiiiiii e 42
Cizelge 3.3. Kolit hastalik aktivite indeksinin skorlanmast.............c.ccoceviviiiiiiiiinnnn. 46
Cizelge 3.4. Kolonun Makroskopik Degerlendirilmesi.........ccccoeevveiiiiiiciiiiiicnieniiens 46
Cizelge 3.5. Mikroskobik SKorlama ............cccooviiiiiiiiiiiiic e 50

Cizelge 4.1. Ratlarin deney Oncesi ve sonrasi beden agirliklart ...........ccceviiiieninnnnnns 55



Sekil

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Xi

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa
Kolon epitelinin inflamasyonla birlikte degisimi ..........cccovvvveiiiieiiiiieiiienns 10
Normal ve kolitli bagirsak epiteli gOrintlisti ........ccoovvvrvrveiieieieiesiseee 20
Alfa lipoik asitin formlari ve birbirine dontisimleri..........ccccvvviveiiiiiiniinnns 34
Alfa lipoik asit/DHLA’nin antioksidan etki $emast ............c.ceovvevviivenennnne 38
Ratlarin deneyin 1. ve 14. giinlerindeki beden agirliklari. ... 56
Ratlarin deneyin baslangi¢ ve sonundaki agirlik degisim farklari................ 57
Ratlarin deney siiresince tiikettikleri yem miktarlart...........ccccoeiiiiiennnn 58
Ratlarin deney siiresince tiikettikleri su miktarlart. .........cccoooeveviiiiiniininnns 58
Gruplara gore hastalik aktivite indeksi. ..........cccoviiiiiiiiiiii 59
Gruplara gore kolon dokusunun makroskobik goriiniimii ve skoru. ............ 60

Deney protokolii sonrasi elde edilen kolon dokularinda TAS (a) ve TOS

() ISV L1 L o SRR 62
Deney protokolii sonrast elde edilen kolon dokularinda OSI degerleri........ 63
Deney sonrast ratlarin kolon dokularinda nitrotirozin (3-NT) seviyesi........ 64
Ratlarin kolon doku 6rneklerinde NLRP3 protein diizeyi ve temsili bant

GOTUNTUSTL +eeiuvtie ettt e et e et e e e b e e e sbneeanneeen 65
Ratlarin kolon doku drneklerinde GSDMD protein diizeyi ve temsili bant

GOTUNTUSTL +eeiuvtie ittt ss e et e e et e e e bn e e e nneeen 66
Alfa gesitlilik indeksinin a) Chaol, b) Shannon ve c¢) Simpson’a gore

SINTFlANAITTIMAST ..o 76
Beta ¢esitlilik analizZi..........coocveeiiieiiiie e 77

Beta cesitlilik analizinin Pcoa weighted (a) ve Pcoa unweighted (b)
AZIIMILL Lo 78

Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin smif taksonomisine gore
2OTECEll DOITUGUL ..ot 79

Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin aile taksonomisine gore
2OTeCell DOITUGU. ..ot 80



Sekil

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.
Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Xii

Sayfa

Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin genus (cins) taksonomisine
g0re gOrecell DOIUGU. .....oovviiiiiiiic e

Tim gruplarda en yaygin bakteri tlirlerinin takim taksonomisine gore
OTECEll DOITUGUL ..o

Tim gruplarda en yaygin on bakteri phylum (sube) goreceli bollugu.. .......
Tiim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin (Species) goreceli bollugu. ......

ALA ve kolit grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi ve
LDA SKOT. ..o

Kolit ve mesalamin+alfa lipoik asit grubunda yiiksek oranda saptanan
bakteriler: Lefse analizi ve LDA SKOT. ..o,

ALA ve kontrol grubunda ytiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi
VE LDA SKOF. ..o

Kolit ve kontrol grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi
VE LDA SKOF. ..o

Mesalamin+alfa lipoik asit ve kontrol grubunda yiiksek oranda saptanan
bakteriler: Lefse analizi ve LDA SKOT. ..o,

81

82
83

84

85

86

87

88

89



Resim

Resim 3.1.
Resim 3.2.
Resim 3.3.

Resim 4.1.

Resim 4.2.

Resim 4.3.

Resim 4.4.

Resim 4.5.

Resim 4.6.

Resim 4.7.

Xiii

RESIMLERIN LISTESI
Sayfa
Asetik asit soliisyonunun intrarektal uygulanmasi .........cccocvviviieiiiieniinnns 44
Gavaj yoluyla oral yoldan test materyallerinin verilmesi...........ccccccoevvenee. 45
Steril sartlar altinda feges drneginin toplanmasi.........ccccocveeviiveniiieniieeniinnn. 53

Kolit grubunda kolonun perforasyonu (a) ve mesalamin grubunda kolonun
AAEZYONU (10) vevveieieie et et 61

Deney gruplarina ait Hematoksilen-Eosin ile boyanmis kolon kesitlerine
A1t @OTUNTULET. ... 68

Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve
Mesalamint+Alfa lipoik asit (E) deney gruplarina ait Masson’ un igli
boyama protokolii ile boyanmis kolon kesitleri ..........cccocevviiiiniinniennnnn. 69

Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve
MesalamintAlfa lipoik asit (E) deney gruplarina ait Alcian Blue ile
boyanmis kolon kesitlerine ait gorintiler ............ccooveviiiiiiiiiicieeee, 70

Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve
MesalamintAlfa lipoik asit (E) deney gruplarina ait Zonulin-1
immunohistokimyasal analizine ait gOrintiler .............ccccvvieriiiiicniinieens 71

Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve
MesalamintAlfa lipoik asit (E) deney gruplarina ait Okludin
immunohistokimyasal analizine ait gorintller ..........ccccceoviiiiiiiiiiiienns 72

Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve
MesalamintAlfa lipoik asit (E) deney gruplarina ait Klaudin-1
immunohistokimyasal analizine ait gOrintiler ............cccccvviiiiiiieniinieens 73



Xiv

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

AU

rpm
di

kcal
mg
ml

ng
mm
ng/ml
mmol/L
VIV
°C
cm
%

Kisaltmalar

a-LA
3-NT
5-ASA
ABD

Aciklamalar

Alfa

Arbitrary Unit
Beta

Dakikadaki devir sayisi/revolutions per minute
Desilitre

Epsilon

Gama

Gram

Kappa

Kilokalori
Miligram

Mililitre
Mikrogram
Milimetre
Nanogram/Mililitre
Milimol/ Litre
Hacimce yiizde
Santigrat Derece
Santimetre

Yiizde

Aciklamalar

Alfa lipoik asit
3-Nitro-L-tirozin
5- Amino salisilik asit

Amerika Birlesik Devletleri



Kisaltmalar Aciklamalar

ABTS 2,2’-azino-bis 3- etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit
ANOVA Analysis of Variance

ASC Apoptoz iliskili benek benzeri protein
ATG16L1 Otofaji iliskili 16-benzeri-1

ATP Adenozin niikleotid fosfat

BSA Si1gir Serum albiimini (Bovine Serum Albumini)
Caco-2 Insan kolorektal karsinoma hiicreleri

CAT Katalaz

CDC2-kinaz Siklin bagiml 2- kinaz

Cmv Sitomegalovirus

COX Siklooksijenaz

CRP C-Reaktif Protein

DAB Diamino benzedin

DHLA Dihidrolipoik asit

DNA Deoksiriboniikleik asit

DSS Dekstran Siilfat Sodyum

ECCO European Crohn's and Colitis Organisation
ECH Epiklorohidrin

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

GR Glutatyon rediiktaz

GSDMD Gasdermin D

GPx Glutatyon peroksidaz

H202 Hidrojen peroksit

HIV Insan bagisiklik yetmezlik viriisii

HO-1 Hem oksijenaz-1

HOCI Hipoklordz asit

HPV Human Papilloma Virus

HRP Horseradish peroksidaz

HSV Herpes Simplex Virus

JAK?2 Janus kinaz-2
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Kisaltmalar Aciklamalar

Keapl Kelch benzeri ECH ile iliskili protein-1
KZYA Kisa zincirli yag asitleri

LA Lipoik asit

Lefse Linear discriminant analysis effect size
LDA Linear Discriminant Analysis

Ig Immunoglobin

IKK2 IxB kinaz-2

IL-1p Interldkin 1 beta

IL-2 Interlokin 2

IL-6 Interlokin 6

IFN-y Interferon-gama

i.p Intraperitoneal

iINOS Nitrit Oksit Sentazin Indiiklenebilir Formu
MAPK Mitojenle aktive olan protein kinazlar
MDA Malondialdehit

MPO Myeloperoksidaz

MRNA Mesajci riboniikleik asit

NaNO?2 Sodyum Nitrit

NADPH Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NCM460 Insan Kolon Epitel Hiicreleri

NDF Notral Deterjan Lifi

NF-kB Niikleer faktor kappa B

NLRP3 Nod-like receptor pyrin domain-containing 3
NO2 Nitrojen dioksit

NOD?2 Niikleotid baglanma ve oligomerizasyon domeyn-2
NP-40 Nonil fenol-40

Nrf-2 Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili Faktor 2
O2- Singlet oksijen

O2e Stiperoksit anyon radikali

OH Hidroksil/ Hidroksit

ONOO- Peroksinitrit

oSl Oksidatif Stres Indeksi



Kisaltmalar

PCA
PEM
PMSF
PVDF
PZR
RNS
ROS
rRNA
SDS-PAGE
SEM
SOD
STAT3
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1. GIRIS

Ulseratif kolit, kolon mukozasini tutan ve tekrarlayan ataklarla seyreden inflamatuvar bir
bagirsak hastaligidir.  Ulseratif kolitin insidans1 diinya c¢apinda 10/100000 olarak
gosterilmistir. Ozellikle, gelismis iilkelerdeki kentsel yasam tarzinin hastaligin
goriilmesindeki artista 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada ve Avrupa iilkeleri en yliksek hastalik insidansina sahip olan iilkeler iken, Asya ve
Afrika gibi gelismekte olan iilkelerde insidansin diger iilkelere gore daha diisiik oranda
oldugu belirlenmistir (McDowell, Farooq ve Haseeb, 2023). Ulseratif kolit, her yas
araliginda goriilmekle birlikte, en sik 15-30 ve 60-80 yas araligindaki bireylerde dikkati
cekmektedir. Bununla birlikte, kadinlarda ve erkeklerde hastaligin goriilme sikliginin benzer

oranlarda oldugu tespit edilmistir (Blagov, Orekhova, Sukhorukov, Melnichenko ve

Orekhov, 2023). Tim diinyada oldugu gibi tilkemizde de tilseratif kolit insidansinin arttigi
bilinmektedir. Tiirkiye verilerine gore, hastaligin insidansi 1-4,4/100000 olarak bildirilmistir
(Ulker ve Akbulut, 2017). Hastaligin etiyolojisinde, genetik, immunolojik ve cevresel
faktorler rol oynamakla birlikte son yillarda yapilan arastirmalarda, tlseratif kolitin
etiyopatogenezinde bagirsak mikrobiyotasinin énemli bir yeri olabilecegi yoniinde bilgiler
de bulunmaktadir. Bu konuda az sayida bilimsel c¢alisma olmasina ragmen bagirsak
mikrobiyotasinin total bakteri sayisinda degisiklik ve bakteriyel cesitlilikte azalma
goriilebildigi bildirilmistir. Ancak bu konuda halen kesin bilgiler bulunmadigi ig¢in

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (R. Zhu ve digerleri, 2022).

Ulseratif kolitte klinik olarak, diyare, abdominal agri ve kramplar, rektal kanama, kilo kaybx,
dehidrasyon ve kanli digkilama gibi semptomlar goriilmektedir. Bu hastalarda, yetersiz besin
alimi1 ve emilimi, tedaviye yonelik gida kisitlamalari ve alinan besinlerin diyareye yol agmasi
malniitrisyona neden olmaktadir. Tedaviye yanitin alinamadig1 veya tedavi edilmekte geg
kalinan olgularda bagirsak kanamasi veya perforasyonu, sepsis ve kolon kanseri goriilme
riski de artmaktadir. Ulseratif kolitin mevcut tedavisinde kullanilan bir¢ok ajan olmasina
karsin halen istenilen yanitlar alinamamakta ve tedaviye direncli olgularda ciddi maddi
kayiplara yol agmaktadir (Zhao, Nakatsu, Jones-Hall ve Jiang, 2022). Tedavide temel olarak,
mesalamin/mesalazin yani diger bir adiyla 5-aminosalisilik asit bazli oral ilaglar siklikla
tercih edilmektedir. Hastaligin siddetine gore ve alevlenme donemlerinde tedaviye steroidler

de eklenebilmektedir. Ayrica, giiniimiizde kullanilan ilaglara bagh olarak deri dokiintiisi,



bas ve mide agrilari, sperm sayisinda azalma, diyare, bulanti ve kansizlik gibi yan etkiler de
goriilebilmektedir (Zhao ve digerleri, 2022). Ayrica, iyilesmeye direngli olgularda timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) inhibitorlerinin ve immiinomodiilator ilaglarin kullanilmasiyla
hastaligin kontrol altina alinmasi da saglanabilmektedir (Raine ve digerleri, 2022). Son
yillarda, inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisindeki ilerlemelere ragmen anti-TNF-a
tedavisine hastalarin yaklasik olarak %30' unun ilk etapta yanit vermedigi, hatta yanit veren
hastalarin da her yil %10 unun ilaca olan yanitlarin1 kaybettigi belirtilmistir. Tedavide
kullanilan bu ilaglarin enfeksiy6z ve neoplastik siiregleri de iceren agir yan etkilerinin
olmasi, etkili ve glivenli yeni ilaglarin ortaya ¢ikarilmasinin gerekli oldugunu gostermektedir

(Hazel ve O’Connor, 2020).

Ulseratif kolit tedavisinde karsilagilan bu olumsuzluklar nedeniyle, son yillarda, tedavi
etkinliginin artirtlmasina yonelik yapilan ¢alismalara gosterilen ilgi hizla artmaktadir. Bu
amagla, anti-inflamatuvar ve antioksidan etkinligi oldugu bilinen ajanlarin ilseratif kolit
iizerindeki etkinlikleri farkli yolaklar iizerinden arastirilmig, tedavide bu yolaklarin
diizenlenmesi hedeflenmistir. Anti-inflamatuvar ve antioksidan ajanlarin tedavi edici
yonlerini bildiren az sayida bilimsel arastirma bulunmakla birlikte etkinligi tizerine daha
fazla galismalara ihtiya¢ duyuldugu icin heniiz rutin uygulamalarda kullanilabilir asamaya
ulagilamamistir. Bu nedenle, iilseratif kolitin tedavisinde etkinligi yiiksek, maliyeti diisiik ve
yan etki gelistirmeyen ajanlarin arastirildigi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmakta, bu konu ile
ilgili her ¢aligma 6zel 6neme sahip ve diger aragtirmalara yol gosterici nitelikte olmaktadir

(Zhao ve digerleri, 2022).

Bir serbest radikal olan reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen (RNS) tiirlerinin {iretiminin
artmas1 ve/veya bozulmus inaktivasyonu oksidatif strese yol agmakta, ROS ve RNS
tirlerinin Uretimi asir1 miktarda arttiginda ve antioksidan bilesiklerin sayis1 diisiik
kaldiginda, atilamayan ROS ve RNS tiirleri makromolekiillere zarar vererek inflamatuvar
medyatdrlerin aktive olmasina neden olmaktadir. Ulseratif kolit olgularinda meydana gelen
oksidatif stresin, kolonik mukozal tabakay1 bozarak bakterilerin daha fazla yayilmasina yol
actig1 ve hastaligin patogenezini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bununla birlikte, tilseratif
kolit tedavisinde inflamasyona engel olan ila¢ uygulamalari ile ortaya ¢ikacak veya ¢ikmig
olan ROS ve RNS dengesizliginin geri ¢evrilmesi de amaglardan biri olmalidir. Evrensel
antioksidan olarak bilinen alfa lipoik asitin, hem rediikte hem de okside formunun

antioksidan etki gostermesi, diger antioksidanlari rejenere etmesi, suda ve yagda ¢oziinebilir



olmasi, metallerle selat olusturma yetenegi, oksidatif strese bagli hastaliklart 6nlemesi
ve/veya ilerlemesini engellemesi ve bu baglamda, anti-inflamatuvar etkili olmasi1 gibi
ozellikleri bulunmaktadir. Alfa lipoik asitin iilseratif kolit tedavisinde kullanildig1 az sayida
preklinik ¢alismalara rastlansa da olasi1 yararli etkilerini hangi mekanizmalar {izerinden
gosterdigi halen arastirllmaktadir (Laukoetteri, Nava ve Nusrat, 2008; Porter, Kalla ve Ho,
2020).

Son yillarda yapilan arastirmalarda, bir¢cok hastaligin etiyopatogenezinde bagirsak
mikrobiyotasindaki disbiyozisin 6nemli bir etken oldugu ortaya konulmustur. Genel olarak,
disbiyozis terimi, patojenik mikroorganizma sayisindaki artis ile birlikte yararli bakteri
tiirleri toplulugundaki es zamanli azalmay1 ifade etmektedir. Disbiyozis, faydali bakterilerin
eksikligi, patojenik mikroorganizmalarin bollugu ve mikrobiyal tiirlerdeki g¢esitliligin
eksikligi olarak {i¢ sekilde siniflandirilmaktadir. Bu degisiklikler ayr1 ayr1 goriilebildigi gibi
bir arada da ortaya c¢ikabilmektedir. Antibiyotiklerin kullanilmasi ve/veya kotii beslenme
aligkanliklar ile akut ve kronik hastaliklar ve genetik varyasyonlar, bagirsaginbakteriyel
homeostazisinibozarak disbiyozise neden olabilmektedir (Mahdavi-Roshan, Salari,
Kheirkhah ve Ghorbani, 2022). Disbiyozisli bireyler hem ekzojen hem de endojen
kaynaklardan gelen enfeksiyona kars1 daha duyarli hale gelebilir veya immiin toleransin
etkilenmesiyle otoimmiinite, alerji ve/veya kronik inflamasyon gelisebilir (Gotschlich,
Colbert ve Gill, 2019). Ulseratif kolit olgularinda, bagirsak mikrobiyotasinin total bakteri
sayisinda degisiklik ve bakteriyel cesitlilikte azalma goriilebilmektedir (S. Zhu ve digerleri,
2022). Bu nedenle, son yillarda, hastaligin tedavisinde bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesinin 6nemi vurgulanmistir. Yapilan calismalarda da, alfa lipoik asitin
mikrobiyal ¢esitliligi azaltmadan bagirsak mikrobiyotasini modiile ettigi bildirilmistir

(Yadav, Dwivedi, Tripathi ve Tripathi, 2022; Tripathi ve digerleri, 2023).

Glinlimiizde oldukga sik goriilen ve yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen ilseratif
kolitin 6nemli bir saglik sorunu olmasi tedavisinde yeni yaklagimlarin arastirilmasina
yonlendirmistir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda, giiclii bir antioksidan 6zellige sahip alfa
lipoik asitin ayn1 zamanda, anti-inflamatuvar ve bagirsak disbiyozis diizenleyici olmasi kolit
tedavisinde bu yolaklar {izerinden potansiyel etki gosterebilecegi hipotezini dogurmustur.
Bu tez calismasinda, ratlarda asetik asit nedenli iilseratif kolit modelinde kolon mukoza
hasari, inflamasyonu, oksidasyonu ve bagirsak mikrobiyota iligkisinin ortaya konulmasi ve

alfa lipoik asit tedavisinin bu sistemler {izerine olan etkilerinin arastirmasi amaglanmustir.



Ulseratif kolit olgularinda, alfa lipoik asitin bagirsak mikrobiyotasi iizerine etkinligi ile ilgili
bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu tez ¢aligmasi, iilseratif kolitte tam olarak aydinlatilmamis
patofizyolojik mekanizmalarin ortaya konulmasina ve alfa lipoik asit tedavisinin potansiyel

etkilerinin belirlenmesine katki saglamstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ulseratif Kolit

Gastrointestinal sistemin kronik inflamasyonu ile karakterize edilen inflamatuvar barsak
hastaliginin, klinik, endoskopik ve patolojik Ozelliklerine gore iilseratif kolit ve Crohn
hastaligr olmak tizere baslica iki formu vardir (Peterson ve Wu, 2018: 1159-62; Démaris ve
digerleri, 2022). Crohn hastaligi, agizdan aniise kadar tiim gastrointestinal sistemi
etkileyebilen ve belirli donemlerde alevlenmeleri olan kronik bir inflamatuvar bagirsak
hastaligidir. Gastrointestinal sistemin lamina propriya tabakasinda kazedzsiiz graniilom ve
cok cekirdekli dev hiicrelerin goriilmesi bu hastalik i¢in karakteristiktir. Ulseratif kolit ise,
rektumdan baglayarak proksimale dogru uzanan ve kolonla smirli olup kolonun tiim
segmentinin mukozal ve submukozal tabakalarini tutabilen bir hastaliktir (Ng ve digerleri,
2017). Ulseratif kolitte, ince bagirsaklarda meydana gelen tutulumlarda graniilomlarin
olmamasi ile birlikte tipik bir mukozal inflamasyon tablosu dikkati ¢eker (Day, Leach ve

Lemberg, 2017; Ng ve digerleri 2017).

Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit birbirlerinden farkli olgular olsa da, bazi hastalarda bu
hastaliklarin ayirici tanisi yapilamamakta ve kolit olarak adlandirilmaktadir (Paredes-
Mendez ve digerleri, 2021). Hastanin yasam Kkalitesini olumsuz yonde etkileyen
inflamatuvar bagirsak hastaliginin etiyopatogenezi hala tam olarak ortaya konulamamais olsa
da, genetik ve ¢evresel (sigara kullanimi, fiziksel aktivite diizeyi, beslenme aligkanliklari,
alerjenler, giinliik uyku siiresi, bazi ilaglarin kullanim1 ve psikolojik) faktorlerin, bagirsak
mikrobiyal florasinin, bagirsak bariyer disfonksiyonunun ve immiinolojik (immiin hiicrelerin
asirt veya yetersiz aktivasyonu) bozukluklarin etkisi oldugu bilinmektedir (Kucharzik ve
digerleri, 2006; Mehta ve Silver, 2013; Nagib, Tadros, ElSayed ve Khalifa, 2013; Ng ve
digerleri, 2017).

2.1.1. Epidemiyoloji
Ulseratif kolitin tiim diinyada gériilme orani, toplumlara ve cografik alanlara gore degisiklik

gostermektedir. Diinya ¢apinda endiistrilesmeyle birlikte hastaligin goriilme sikliginda artis

oldugu bildirilmistir (Ek, D’Amato ve Halfvarson, 2014; Fumery, Dauchet, Vignal ve
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Gower-Rousseau, 2014). Ulseratif kolitin y1llik insidans1 100000 kiside 9-20 kisi arasinda,
prevalanst ise 100.000 kiside 156 ile 291 vaka arasinda degismektedir. Ayrica, yetiskinlerde
tilseratif kolitin prevalansinin Crohn hastaligina gore daha fazla oldugu bildirilmistir (Lynch
ve Hsu, 2023). 2023 yil1 verilerine gore, tilseratif kolit insidansinin diinya ¢apinda giderek
artig gosterdigi ve prevalansinin yaklasik 5 milyon vaka oldugu tahmin edilmektedir (Le
Berre, Honap ve Peyrin-Biroulet, 2023). Kadin ve erkeklerde hastaligin insidansinin benzer
oranlarda oldugu bildirilmistir. Her yas araliginda goriilebilen iilseratif kolite 15-30 ve 60-
80 yas araliginda daha sik karsilasildig1 saptanmistir (Ispiroglu, Kantargeken, Ciralik ve
Biilbiiloglu, 2021). Ulkemizde iilseratif kolit insidans1 2,6/100000 ve prevalanst %66,6;
Crohn hastalig1 i¢in ise, insidans 1,4/100 ve prevalans %33,3 olarak raporlanmistir (Yiiksel,
Bayram, Cindoruk ve Kiiciik, 2022). Ulkemizde Bati Karadeniz bdlgesinde yapilan bir
calismada, tilseratif kolitin insidans1 4,87/100000; Crohn hastalig1 i¢in 2,09/100000 olarak
bulunmustur (Can ve digerleri, 2019). Cok merkezli yapilan bir ¢alismada ise, inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinin Tiirkiye’de en ¢ok erkeklerde ve 20-30 yas araliginda goriildiigii
bildirilmistir (Akyiiz ve digerleri, 2024). Ulseratif kolitin goriilme sikliginin artigtyla birlikte
saglik ve maliyete bagl kiiresel yiikii de giderek artmaktadir. Yalnizca Amerika Birlesik
Devletleri’'nde, iilseratif kolit ile ilgili dogrudan ve dolayli maliyetlerin yillik 8,1 milyar -
14,9 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Cohen ve digerleri, 2010, Pakdin, Zarei,
Bagheri- Lankarani ve Ghahramani, 2023).

Ozellikle, bat1 diyeti ile beslenen gelismis toplumlarda inflamatuvar bagirsak hastaliginin
goriilme sikligindaki artis ve bu olgularda kolorektal kanser goriilme riskinin olmasi
hastaligin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir. Sporadik kolorektal kanser hastalariyla
karsilastirildiginda, kolit iligkili kolorektal kanser hastalarinin daha geng¢ yasta oldugu ve
mortalite oraninin daha yiiksek seyrettigi, multipl kanser 6zellikleri tasidigi ve daha fazla

invaziv lezyonlar goriildiigi belirlenmistir (Zhao ve digerleri, 2022).

2.1.2. Etiyoloji

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin spesifik nedeni bilinmemekle birlikte, iilseratif kolitte
en onemli bagimsiz riskin aile 6ykiisii olmasi, hastaligin birincil olarak genetik bir bileseni
oldugunu diisiindiirmektedir. Ulseratif kolitli bireylerin birinci derece yakinlarinda, kolit
goriilme olasilig1 diger popiilasyona gore dort kat daha fazladir. Ayrica hastaligin goriilme

sikliginin Yahudi popiilasyonunda, diger etnik kokenlere gore daha fazla oldugu da



bildirilmistir (Lynch ve Hsu, 2023). Eriskinlerde kolit; stres, sigara ve alkol tiikketimi, genetik
faktorler, yanlis beslenme aligkanliklari, mikrobiyal etkenler, iskemi, ilaglar, immiin
yetmezligin sekonder bozukluklar1 veya radyasyon kaynakli meydana gelebilmektedir.
Enfeksiyon kaynakli kolit, psédomembranéz kolitten sorumlu Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Mycobacterium tuberculosis ve
Clostridium difficile gibi bakteriyel ya da Entamoeba histolytica gibi parazitler ve
sitomegaloviriis gibi viriis nedenli olabilir. Mikroskobik kolitin, 6zellikle yaslilarda kronik
diyarenin yaygin bir nedeni oldugu ve klinik olarak birbirine ¢ok benzeyen kollajendz ve
lenfositik kolit olmak {izere iki ana alt tipi bulundugu bildirilmistir. Mikroskobik kolitin
kesin tanist histolojik olarak kalinlagsmis bir subepitelyal kollajen bandinin varligi
(kollajendz kolit) veya yoklugunun ortaya konulmasiyla yapilmaktadir. Colyak hastaligy, tip
1 diyabet, tiroid fonksiyon bozuklugu ve sedef hastaligi gibi otoimmun hastaliklarda
sekonder nedenli olarak da kolit goriilebilmektedir. Iskemik kolitte, kolonik mukozal
inflamasyon, iilserasyon ve kanama nedeniyle dokuya kan akisinin yeterli saglanamamasi
(hipoperfiizyon) sonucu kolonun metabolik ihtiyaclar1 karsilanamamaktadir. flaca baglh
gelisen kolite, nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar, proton pompasi inhibitorleri, H2
reseptOr antagonistleri, beta blokerler, statinler, immiinstipresif ilaclar ve vazopresorler gibi
ilaglarin uzun siireli kullanimlari sonucu rastlanmaktadir. Radyasyon koliti, jinekolojik,
iirolojik ve rektal kanserler icin pelvik radyoterapide ikincil olarak ortaya ¢ikabilmektedir

(Azer ve Sun, 2022).

2.1.3. Patogenez

Ulseratif kolitte meydana gelen inflamasyonun patogenezinde, genetik (anormal x
kromozomu ile daha sik inflamatuvar bagirsak hastalig1 goriilmesi), etnik koken (Yahudilikte
kat1 beslenme kurallarinin olmasi, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi), ¢evresel
faktorler (sigaranin musin yapimini ve intestinal permeabiliteyi degistirmesi), immiinolojik
mekanizmalar (humoral ve hiicresel faktorlerin) birer etken olabilmektedir (Chen ve
digerleri, 2022).

Genetik faktorler arasinda 215 gendeki mutasyonlarin inflamatuvar bagirsak hastaliginin
gelisme riskini artirdig1 tespit edilmistir. Interlokin (IL)-23 reseptdr, Janus kinaz-2 (JAK2)
veya sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) gibi bazi lokuslar hem

tilseratif kolit hem de Crohn hastaligi i¢in ortaktir. IL-10, IL-22 veya interferon-gama (IFN-



y) ilseratif kolite, niikleotid baglanma ve oligomerizasyon domeyn-2 (NOD2) ve otofaji
iliskili 16-benzeri-1 (ATG16L1) ise Crohn hastaligina spesifiktir (Guan, 2019).
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda en 6nemli defektlerden birisi bagirsak epitel
gecirgenliginin artmasidir. Cevresel risk faktorleriyle ilgili olarak beslenme aligkanliklari,
titiin, alkol ve uyusturuculara maruz kalma, antibiyotiklerin ve nonsteroidal anti-
inflamatuvar ilaglarin kullanimi ve stres, anksiyete veya depresyon gibi faktorler
inflamatuvar bagirsak hastaliginin seyrini olumsuz etkilemektedir (Serrano-Fernandez ve

digerleri, 2024).

Inflamatuvar yanitta miktar1 artan ve bu yanitin devamliligin1 saglayan sitokinler, yardimei
T1 hiicreleri [proinflamatuvar sitokinler; TNF-a, IL-1beta (IL-1pB), -2, -6, -8, -12, IFN-v]
tarafindan, inflamasyonu azaltan sitokinler (anti-inflamatuvar sitokinler; 1L-4, -10, -11, -13)
ise yardimci T2 hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Proinflamatuvar sitokinler inflamasyonu
alevlendirirken, anti-inflamatuvar sitokinler yangisel reaksiyonu yatistirmaktadir. Ulseratif
kolit olgularinda inflamatuvar siireg, yardimct1 T (Th)l ve T2 Ienfositlerinin
aktivasyonundaki diizensizlik sonucu sitokin dengesizligine bagl olarak degisebilmektedir
(Ispiroglu, Kantar¢eken, Ciralik ve Biilbiiloglu, 2021). Bu faktorlerin etkisi sonucu,
bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonunun artmasiyla, yogun miktarda sitokin ve inflamatuvar
medyatoriin agiga cikmasiyla bagirsak dokusunda mukozal hasar meydana gelmektedir.
Normal sartlarda bu bariyeri gecemeyen antijenler ve proinflamatuvar molekiiller hastalikla

birlikte bagirsak gecirgenliginin artigiyla epiteli gecebilmektedir (Chen ve digerleri, 2022).

Ulseratif kolitte inflamatuvar yamitin uyarilmasiyla, bagisiklik mekanizmalarmin dogal
tepkileri sonucu serbest radikaller meydana gelmektedir. Ortamda yeterli diizeyde diizeyde
olmayan antioksidanlar serbest radikaller {izerinde siipiiriicii etki gdsteremez ve biriken
oksidasyona bagli olarak bagirsak dokusunda hasar meydana getirmesine neden olur. Doku
hasariyla da inflamatuvar siirecler daha da siddetlenmektedir (Ispiroglu ve digerleri, 2021).
Ulseratif kolit hastalarinda, kolon epitelinin mukoza, submukoza ve seroza tabakalarinda

antioksidan enzim ekspresyonlarinda bir azalma oldugu belirlenmistir (Jawhara, 2024).

Bagisiklik  sisteminin  temellerinin  olugmasinda biiyiik katkis1i  olan  bagirsak
mikrobiyotasinin bilesenlerinde degisikliklerin olmas1 bagirsakta immunolojik faktorlerin
azalmasina ve iilseratif kolite yakalanma riskinin artmasina neden olmaktadir (Eminler,

Toka ve Uslan, 2017). Ayrica, genetik olarak dogal immun savunmadaki birtakim



anormalliklerin sonucunda bagirsak mikrobiyotasinin degismesine bagli olarak da iilseratif
kolite yakalanma olasilig1 artmaktadir. Hastaliktaki anormal immun yanitin, normal olan
bagirsak mikrobiyotasina m1 yoksa anormal bagirsak mikrobiyotasina 6zglin immun bir
yanit m1 gelistigi konusunda calismalar devam etmektedir Bu konu, yillardir arastirilmakta
olup in vivo galismalara gore, her iki durumda da kolit gelisebilecegi ya da iki durumun ayn1

anda birlikte goriilerek, kolite neden olabilecegi belirtilmektedir (Butto ve Haller, 2016).

Inflamatuvar siirecler

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, intestinal mukozada meydana gelen inflamasyon,
bakteriyel toksinler ya da taninmayan bir antijen tarafindan yapilan uyariya yanit olarak
gelismektedir. Ulseratif kolitte, bagirsak epitelinde meydana gelen hasarim iyilesmesi, gok
faktorlii mekanizmalarla diizenlenen dinamik bir biyolojik siiregtir (lizuka ve Konno, 2011).
Bagirsak mukoza bariyerindeki hasar, gecirgenliginin artisina, bakteriyel antijenlerin
gastrointestinal liimene gecisine, proinflamatuvar sitokinlerin (IL-18, IL-2, IL-6, IL-12 ve
TNF-a) ve IFN-y’nin asir1 miktarda salinmasina neden olmaktadir (Neurath, 2014). Bu
baglamda, mukozal tabakada koruyucu bariyer faktorlerinin dengesindeki bozulma,
bakteriyel proliferasyon, sitokin ve inflamatuvar medyatorlerdeki degisim (Sekil 2.1.)
hastaligin patogenezini etkilemektedir (Dieleman ve digerleri, 1994; Privireta ve digerleri,

2021; Y. Chen ve digerleri, 2024).

Yapilan ¢calismalar, serumdaki IL-6 diizeyi ile inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin siddeti
arasinda dogrudan bir baglant1 oldugunu gostermektedir. IL-6 ve IL-23, Th17 hiicrelerini
aktive etmek i¢in sinerjik olarak ¢alismaktadir. Enterokolit ve kolit olusturulmus fare deneyi
modellerinde, IL-23 ile aktive olan Th17 hiicrelerinin onemli miktarlarda IL-17 ve IL-6
drettigi bulunmustur, bu da bu sitokinlerin inflamatuvar siiregte sinerjistik bir etki
gosterdigini gostermektedir. Ayrica, 1L-17 ve IL-23" iin kronik bagirsak inflamasyonu
gelisimine neden oldugu vurgulanmaktadir (Repici ve digerleri, 2024). IL-6, IL-17 ve IL-
23 iiretiminden sorumlu olan patojenik T hiicrelerinin gelisimi ve artisinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Korta, Kula ve Gomutka, 2023).
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Saghkh Inflamasyonlu

. . .
Bagirzak epiteli . '

Lamina propriya

Muskularis mukoza

Submukoza

Sekil 2.1. Kolon epitelinin inflamasyonla birlikte degisimi (BioRender programi
kullanilarak ¢izilmistir).

Ulseratif kolit de dahil olmak iizere biitiin inflamatuvar bagirsak enfeksiyonlarindaki
yangiya, eikosanoidler (prostaglandinler, 16kotrienler ve tromboksanlar) olarak bilinen bir
dizi bilesigin de etken oldugu ifade edilmektedir. Eikosanoidlerin biyosentezinde merkezi
bir ara iriin olan arasidonik asit, fosfolipaz A2'nin etkisiyle hiicre zarindan salinir.
Fosfolipaz A2 inflamasyon sirasinda daha fazla iiretilerek prostaglandinler/tromboksanlar
(siklooksijenaz araciligiyla) ve lokotrienler (lipooksijenaz araciligiyla) adi verilen bir veya
daha fazla benzer bilesik grubuna donistiiriilmektedir. Prostaglandinler, gastrointestinal
sistem mukozasinin korunmasinda hayati 6neme sahiptir. Prostaglandinlerin olugmasinda
temel bir enzim olan siklooksijenaz (COX)-1 ve -2, arasidonik asitin pargalanmasini
saglamaktadir. COX-1 etkisiyle olusan prostaglandinler, damar endotel yapisini ve mide-
bagirsak mukozasin1 korumaktadir. Ayrica, prostaglandinler, pithtilasma mekanizmasini da
diizenleyerek trombus olusumunu engellemektedir. Lokotrienler, diiz kaslarin yavas ve uzun
stireli kasilmasindan ve siddetli inflamatuvar yanittan sorumludurlar. Ancak, g¢esitli
uyaranlar sonucu prostaglandin sentezinin artis1 inflamasyon bulgularinin ortaya ¢ikmasina
aracilik etmektedir. Inflamasyonun ilerlemesiyle birlikte COX-2 etki gostermeye baslayarak
yangi belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Crittenden ve digerleri, 2021;
Sztolsztener, Hodun ve Chabowski, 2022; Niu, Li, Yang ve Sun, 2024; Shao, N. Zhao ve Y.
Chen, 2024).
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Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, inflamasyonun aktivasyonuna yol agan diger bir
faktor mast hiicreleridir. Mast hiicreleri, heparin ve histamin agisindan zengin bagisiklik
sisteminde gorev alan beyaz kan hiicreleridir. Yiizeylerinde alerjik durumlarda sayis1 artan
immunoglobulin (Ig) E’ye baglanabilen ¢ok sayida reseptér bulunmaktadir. IgE ile mast
hiicresi, alerjik antijen varliginda bir araya gelerek kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks,
zar gegirgenligini artirarak salgi hiicrelerini, l6kositleri ve trombositleri harekete
gecirmesiyle inflamatuvar siireci desteklemektedir. Inflamasyonlu bagirsak mukozasinda
mast hiicrelerinin sayis1 da artmaktadir. Prostaglandin kaynaklarindan biri, mast hiicreleri

olup digerleri makrofajlar ve endotel hiicreleridir (Y. Guo ve digerleri, 2023).

Mast hiicrelerinin sayist dokudaki histamin seviyeleriyle giiclii bir korelasyon
gostermektedir. Mast hiicrelerinin degraniilasyonu sirasinda, histamin, prostaglandin D2,
l6kotrien C4, trombosit aktive edici faktor, heparin ve notr proteazlar dahil olmak tizere
cesitli aracilar salinir. Vaskiiler gecirgenligi, l6kosit infiltrasyonunu ve diiz kas kasilmasini
arttirdig1 bilinen ana mast hiicre aracisi olan histaminin, bagirsaklardaki inflamasyonda rolii
oldugu diistiniilmektedir. Mast hiicreleri, proinflamatuvar sitokinleri artirirken bir yandan da
doku iyilesmesini regilile etmektedirler. Yapilan ¢alismalarda, indiiklenen kolit
modellerinde, mast hiicrelerinin bagirsak inflamasyonu ve fibrozisiyle iliskili oldugu
saptanmistir (Luchini, de Oliveira, Pellizzon, Di Stasi ve Gomes, 2009; Mischopoulou ve
digerleri, 2022). Asetik asitle indiiklenen rat kolit modelinde, kolon dokularinda
myeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesi, mast hiicresi degraniilasyonu ve proinflamatuvar
sitokin (IL-1B, -4, -6, TNF-o ve IFN-y) diizeylerinde artis gosterdigi bulunmustur
(Bitencourt ve digerleri, 2023).

Yapilan deneysel ¢aligmalarda, alfa lipoik asitin inflamasyon durumlarinda proinflamatuvar
sitokinlerden IL-1pB, IL-6 ve TNF-a azalmasina, anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-4, IL-5,
IL-10, IL-13 artisina katki sagladigi belirlenmistir (Zwierz, Chabowski ve Sztolsztener,
2023; Roy ve digerleri, 2024; Ruchika, Bhardwaj ve Saneja, 2024). Yapilan bir ¢calismada,
alfa lipoik asit uygulamasinin, metabolik disfonksiyon iliskili steotatik karaciger hastaligi
modeli olusturulmus ratlarda, sitokinleri modiile ederek COX-1 ve COX-2 ekspresyonunu
azalttig1 saptanmistir (Zwierz, Chabowski ve Sztolsztener, 2023). Yiiksek yagl diyetle
beslenen ratlar iizerine yapilan bir ¢aligmada, alfa lipoik asit tedavisinin sol ventrikiildeki
eikosanoid ve prostaglandin sentez yollarindaki proteinlerin ekspresyonu lizerine etkisine

bakilmigtir. Alfa lipoik asit ile tedavinin kardiyak niikleer faktor kappa B (NF-xB)
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ekspresyonunu inhibe ederek IL-1p ve IL-6 diizeylerini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, COX-
2 ckspresyonunu azaltarak arasidonik asitten prostaglandin E2 olusumunu da azalttii

gosterilmistir (Sztolsztener, Hodun ve Chabowski, 2022).

Oksidasyon

Ulseratif kolit olgularmin nedeni ne olursa olsun inflamatuvar yanit uyarilmakta,
makrofajlardan salinan sitokinler (TNF—a, IL-2 gibi) artmakta ve T hiicrelerinin
proliferasyonlart ile birlikte sitotoksik hale gelmektedir. Bu inflamatuvar yanit sonucu,
lenfosit ve l6kositlerin katkistyla arasidonik asit metabolizmasindaki iiriinler ve serbest
oksijen radikallerinin aciga c¢ikmasiyla doku yikimlanmasi baglamaktadir. Viicutta
metabolik yan iiriin olarak sentezlenen serbest oksijen radikalleri detoksifiye edilemezse
zararli etki olusturmaya baslayarak hiicre hasarma yol agmaktadir (Ispiroglu ve digerleri,
2021). ROS birikimi dokuda lipit, protein ve niikleik asitlerde hasara neden olmaktadir. ROS
stiperoksit, hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri ve singlet oksijen (O2-) dahil olmak
iizere radikal olmayan reaktif bilesiklerden olugmaktadir (Schieber ve Chandel, 2014).
Oksidatif stres, fazla miktarda ROS iiretimine bagli olarak biyomolekiillerin hasar
gormesine, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina,
epitel hiicre hasarma, antioksidan savunma sisteminin bozulmasina ve inflamatuvar
yolaklarin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu faktorlerin, iilseratif kolit etiyopatogenezinde

rol aldig1 bilinmektedir (Muro ve digerleri, 2024).

Serbest radikallerin, hiicre zarlarindaki yag asitleri ile reaksiyona girerek zar biitlinliigiiniin
bozulmasi olay1 “lipit peroksidasyonu” olarak bilinir ve bu reaksiyonun son iirlinii olan
“malondialdehit” (MDA) oksidatif hasarin degerlendirmesinde kullanilir. Serbest oksijen
radikallerinin iiretimi ve siipiiriilmesi superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan sistemin koruma mekanizmalar1 ile kontrol altina
alinabilmektedir. Inflamasyona kars1 miicadelede bir diger faktor de fagositozdur. MPO
enzimi, notrofillerin fagosite ettigi bakterileri sindirecek {irlinlerin yapimini katalizlemektir
(Ispiroglu ve digerleri, 2021). Bu bilgiler 1s131inda yapilan preklinik ve klinik ¢alismalarda,
oksidatif stresin iilseratif kolit patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir (Piechota-Polanczyk
ve Fichna, 2014; Rana, Sharma, Prasad, Sinha ve Singh, 2014; Z. Wang, Dong, Zhang, Zhai
ve Ge, 2016). Uzun siire devam eden oksidatif stresin ise, kolonik mukozal tabakay1 bozarak

bakterilerin daha fazla yayilmasina yol actig1 ve hastalifin patogenezine olumsuz yonde
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etkiledigi bilinmektedir (Tian, Wang ve Zhang, 2017). Ulseratif kolitte, ROS/RNS diizeyinin
artmas1 ve hastaligin patofizyolojisinde kritik bir 6neme sahip olmasi nedeniyle, tedavide
antioksidanlarin kullanilabilirligi arastirilmakta, bu ajanlarin oksidatif stres ve redoks
modiilasyonunu saglayarak etkili olabildigi diisiiniilmektedir (Pravda, 2005; Rana ve
digerleri, 2014). Ayrica, ROS/RNS, deoksiriboniikleik asite (DNA) dogrudan saldirarak
tilseratif kolitte oksidatif DNA hasarina neden olabilmektedir. Uzun siireli oksidatif strese
maruziyet sonucu hiicresel onarim sistemleri islevlerini yerine getiremeyecegi i¢in zaman
icerisinde iyilestirilemeyen DNA hasar1 meydana gelmektedir. Oksidatif DNA hasari
hiicrelerin dongiisiinii etkileyip mutasyonlara ve kansere yol acabileceginden hiicreler i¢in
tehlikelidir. Ulseratif kolitte, bagirsak lenfositlerinde oksidatif stresin artmasina bagl olarak
DNA hasarlari olusabildigi ve bagirsak kanseri i¢in predispozisyon yarattigi rapor edilmistir

(Muro ve digerleri, 2024).

Oksidatif stres ve inflamasyona karst hiicresel reaksiyonlari kontrol eden iki ana
transkripsiyon faktdrii bulunmaktadir. Bunlar, niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili Faktor 2
(Nrf-2) ve NF-xB yolaklaridir (Park, Cha, Lee Kim ve Choi, 2021). Kolon mukozasinda
oksidan/antioksidan dengesizliginin sonucunda oksidatif stresin artmasiyla, iilseratif kolitte
inflamatuvar yanitlar1 artiran NF-xB yolaginin aktivasyonu tetiklenmektedir. NF-xB, belirli
DNA dizilerine baglanarak adezyon molekiillerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin gen
transkripsiyonunu uyarmaktadir. Proinflamatuvar genlerin transkripsiyonu, bagirsak
mukozasindaki inflamatuvar yanita neden olan inflamatuvar sitokinlerin ve diger
molekiillerin tiretimine yol agmaktadir. Notrofiller ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri,
bu inflamatuvar sinyaller tarafindan bagirsak dokusu inflamasyon alanina ¢ekilerek kronik
inflamasyon, doku hasar1 ve iilserasyonla karakterize iilseratif kolite neden olabilmektedir.
Nrf-2, fazla ROS iiretimini inhibe ederek mukozal dengenin korunmasinda &nemli rol
oynayan ve normal kosullar altinda kendisinin inhibitér proteini Kelch benzeri ECH ile
iligkili protein-1 (Keapl) tarafindan sitoplazmada tutulan bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf-
2, antioksidan etkileri sayesinde inflamatuvar yanit1 ve mukozal hasar1 azaltic1 bir etkiye
sahiptir. Nrf-2, ROS seviyelerini modiile ederek redoks dengesinin ve hiicresel homeostazin
korunmasinda hayati 6nem tasiyan SOD, CAT, GPx ve hem oksijenaz-1 (HO-1) gesitli
enzimatik antioksidanlarin ekspresyonunu kontrol etmektedir. Hiicreler oksidatif strese
maruz kaldiginda Keapl' den Nrf-2 salinir ve ¢ekirdegine dogru yer degistirir. Cekirdege

girdikten sonra Nrf-2, hedef genlerin promotoér bdlgelerindeki antioksidan yanit
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elemanlarina baglanarak detoksifikasyon, antioksidasyon ve anti-inflamatuvar yanitlarda

gorev alan genlerin transkripsiyonuna yol agmaktadir (Muro ve digerleri, 2024).

Rat kolit modellerinde, tek basma veya tedavilerle kombine sekilde antioksidan ajan
uygulamasinin proinflamatuvar sitokinlerin diizeyinde anlamli sekilde azalmay1 sagladig:
belirtilmektedir (Ariturk ve digerleri, 2024; HosseiniRavesh ve digerleri, 2024; Liu, 2024).
Kolit modeli indiiklenmis ratlarda yapilan bir ¢alismada, alfa lipoik asit uygulamasinin
Keapl ve Nrf-2 sinyal yolaklarin1i modiile ederek oksidatif stresi ve inflamasyonu azalttigi
gosterilmistir (Jiang, Zhai, Zhao, Zhang ve Duan, 2024). Ulseratif kolit indiiksiyonu yapilan
farelerde, alfa lipoik asitin, p53/kaspaz-3 yolu ile iligkili proteinin ekspresyon seviyelerini
diizenleyerek bagirsak hiicresi apoptozunu inhibe ettigi ve bdylece, kolonik oksidatif stres
ve ferroptoz (bilinen apoptoz ve nekrozdan farklilik gésteren, demir bagimli lipid peroksit
birikiminden kaynaklanan hiicre oliim sekli) {izerindeki onleyici etkilerinin oldugu

gosterilmistir (Jiang ve digerleri, 2024).

3- Nitrotirozin

3-Nitro-L-tirozin (3-NT), nitrojen tiirlerinin, protein igermeyen veya proteine bagl tirozin
kalintilar1 ile reaksiyonundan olusmaktadir. Protein nitrasyonu olarak bilinen bu durum,
oksidatif stresin eslik ettigi inflamatuvar hastaliklar, aterosklerotik lezyonlar, romatolojik,
norodejeneretif ve otoimmun hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta gézlenmektedir. Tirozinin 3-
NT’ye olan oksidasyonu geri doniisiimsiiz oldugu i¢in bu karakteristik 6zelliginden dolay1
3-NT, hastaliklarin patogenezinin tanimlanmasinda ve tedavi etkinliginin belirlenmesinde
onemli rol oynayan oksidatif stres i¢in bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir (Calderon-
Torres, Sarabia-Curz, Ledesma-Soto, Murguia-Romero ve Terrazas, 2019; Senturk, Alver,
Karkucak, Kiigiik ve Ahmadi Rendi, 2023; Anh, Huynh, Nguyen, Nguyen ve Doong, 2024;
Zheng, ve digerleri, 2024).

Tirozin, diger adiyla hidroksifenilalanin, aromatik aminoasit grubundan esansiyel olmayan
bir aminoasittir. Cogu protein, dogal olarak %3 oraninda tirozin kalintilar1 icermektedir.
Tirozin nitrojen dioksit bir hidroksil grubu tasiyan hafif hidrofilik karakterdedir. Tirozin,
genellikle proteinlerin yilizeyinde bulundugu i¢in nitrasyona acgiktir. Ortamda bulunan
nitrojen dioksit (NO2) varliginda protein-tirozin nitrasyonu ve proteinlerin translasyonu

sonrast  (2-Amino-3-(4-hidroksi-3-nitrofenil)  propanoik  asit) 3-NT  meydana
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gelmektedir. Protein veya tirozin kalintilarinin nitrasyonu, proteinin yapisini ve igerigini
degistirerek fonksiyonlarmi da farklilastirabilmektedir (Bandookwala, Thakkar ve
Sengupta, 2020a).

Reaktif nitrojen tiirlerinden peroksinitrit (ONOO-) 6nemli bir nitratlayici ajandir. Diger RNS
tirlerinden NO2, nitrdz asit, nitril klorit ve inflamasyon hiicrelerinden {iretilen bazi
peroksidazlar, tirozinin nitrasyonuna aracilik ederek 3-NT olusumuna neden olmaktadir
(Ghosh ve digerleri, 2024; Masahiro, Suzuki, Kassai ve Konishi, 2024). Glutamin-sentaz
(karaciger hastaliklar1 ile iliskili), manganez-siiperoksit dismutaz (ndrodejeneretif
hastaliklarla iliskili), fosfatidilinositol 3-kinaz, tirozin hidroksilaz, sigir serum albumini ve
siklin bagimli 2- kinaz (CDC2-kinaz) gibi proteinler tirozin kalintilariyla nitratlanmaktadir.
Proteomik bir yaklagima gore, inflamatuvar yanit sonucu modifiye edilen 40’tan fazla NT
tagtyan protein oldugunu bildirilmistir. ONOO- ve ilgili reaktif nitrojen tiirleri,
proteinlerdeki triptofan ve tirozinin aromatik yan zincirlerinin nitrozatif stres adi verilen
oksidasyon ve nitrasyonundan sorumludur. Oksidatif stres kosullar1 altinda meydana gelen
protein hasari, protein yan zincirlerinin ROS veya RNS tarafindan direk oksidasyonu veya
lipit peroksidasyonu ve glikozidasyonu sonucu olusan ikincil iirlinlerin olusmasiyla
belirlenmektedir. Nitrotirozin tek basina muhtemelen ONOO- i¢in bir belirte¢ olmamakla
birlikte daha genel olarak nitrozatif stresin bir gostergesidir. Biyolojik sistemlerde protein-
tirozun nitrasyonu, ONOO- olusumunun biyobelirteci, 3-NT olusumunun ise
ONOO-varliginin biyobelirteci oldugu diisliniilmekteydi. Ancak, daha sonra yapilan bazi
caligmalarda, hemoglobin ve miyoglobin gibi hemoproteinlerin sodyum nitrit/hidrojen
peroksit (NaNO2/H202) bagimli olarak tirozinin nitratlanmasini katalize ettigi ve 3-NT’yi
olusturabildikleri gézlemlenmistir (Ahsan, 2013; Wang ve digerleri, 2021).

Klasik reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine ek olarak proteinlerdeki oksidatif hasar,
hipokloréz asit (HOCI) gibi oksidanlar ve dolasimda bulunan MPO gibi metallo-enzimler
tarafindan {iretilen tirozin radikalleri gibi oksitlenmis aminoasitler tarafindan da meydana
gelebilmektedir. Protein tirozin nitrasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA zinciri kirilmalart,
hiicre membran hasari, fonksiyonel enzimlerin inaktivasyon, kademeli hiicre 6liimiiniin
sinyal yanitlarinin aktivasyonu gibi durumlarla sonuglanabilmektedir. Bu temel biyolojik
islevlere gore, nitrozatif stres, hiicrelerde sinyal iletimi, mitokondriyal enerji metabolizmast,

haberci riboniikleik asit (mMRNA) transkripsiyonu, post-translasyonel protein modifikasyonu
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ve iyon kanal fonksiyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla hastaliklarin olugsmasini etkilemektedir

(Wang ve digerleri, 2021).

Insanlarda bir ¢ok patolojik durumlarda, 3-NT’ nin immiinoreaktivitesi rapor edilmistir.
ONOO- ve ¢esitli RNS tiirleri tarafindan saldirtya ugrayan serbest/proteine bagli tirozinin,
serbest/proteine bagli 3-NT formuna doniismesi hastaliklarin siddet aktivitesinin
mekanizmas: hakkinda fikir verebilmektedir. RNS, esas olarak nitrik oksit, NO2 ve
ONOO- ‘dan olusur (Di Meo, Reed, Venditti ve Victor, 2016). ONOO- ¢ok hizl1 bir sekilde
proteinlerin tirozin rezidiileri ile reaksiyona girerek 3-NT bilesigini olusturur. Proteinlerde
meydana gelen bu oksidatif hasar kolit gibi dejeneratif hastaliklarin gelisimine yol agar.
Daha once farkli kolit modellerinde kolon dokusunda oksizide bilesik 3-NT diizeylerinin
arttigr bildirilmistir (Almasi ve digerleri, 2020; DE Angelis, Dong, Pham ve Andersen,
2021). Indiiklenebilir nitrik asit sentazin ekspresyonu ve tirozin nitrasyonunun kolon kanser
gelisimi ve ilerlemesini gosteren bir belirte¢ olabilecegi de bildirilmistir (Gochman ve

digerleri, 2012).

Insanlarda aterosklerozis, multiple skleroz, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ile hayvan
modellerinde kistik fibrozis, astim, akciger hastaliklari, miyokardiyal fonksiyon
bozukluklari, felg, amyotrofik lateral skleroz, kronik hepatit, siroz, diyabet gibi patolojilerde
3-NT degerlerinin yiikseldigi belirlenmistir (Gurung ve Bhattacharjee, 2018; Wang ve
digerleri, 2021).

Inflamazomlarin rolii

Inflamazomlar bircok ekzojen ve endojen tehlikeli uyaranlara karsi inflamatuvar yaniti
tetikleyen dogal bagisiklik sisteminin aracilar1 olarak kabul edilirler. Bilinen dort
inflamazom bulunmaktadir ve Nod-benzeri reseptor proteini-3 (NLRP3) inflamazomunun
en ¢ok arastirilan inflamazom kompleksi oldugu bilinmektedir. Bu kompleks, immiin sistem
hiicrelerine ulasan tehlike sinyallerini taniyan sitozolik NLRP3 proteini, kaspaz aktive edici
bolge iceren apoptoz iligkili benek benzeri protein (ASC) ve pro-kaspaz-1’den olusmaktadir.
Cesitli endojen ve ekzojen uyarilar (reaktif oksijen tiirlerinin artigi, fazla ATP {iretimi,
endoplazmik retikulum stresi, bakteri, viriis ve ¢evresel irritanlar gibi) NLRP3 inflamazom
kompleksinin olusumunu tetiklemektedir. Aktive edildiginde, NLRP3 bu ii¢ bileseni bir
araya getirmekte ve pro-kaspaz-1 kesilerek aktif kaspaz-1 formuna doniismektedir. Aktif



17

kaspaz-1, pro-IL-1B ve pro-IL-18'"i biyolojik olarak aktif formlarina (IL-1p ve pro-1L-18)
doniistiirerek inflamatuvar yanit1 siddetlendirmektedir (Ge, Chen, Zhao, Mu ve Zhang,
2021). Aymi zamanda, efektor protein kaspaz-1 Gasdermin-D (GSDMD)’i N terminal
bolgesinden kesmektedir. GSDMD hiicre membranindaki fosfolipitlere zarar vererek ve lipit
zarlara polimerize olarak gozenekler olusturmaktadir. Boylece, ¢cok sayida proinflamatuvar
sitokinin salgilanmasina aracilik etmekte, ardindan ozmotik sisme ve piroptoza
(inflamasyonla tetiklenen hiicre 6liim sekli) yol agmaktadir (Shi ve digerleri, 2015).
Deneysel iilseratif kolit modellerinde ve inflamatuvar barsak hastaligi olan bireylerin kolon
mukozasinda NLRP3 inflamazomunun aktive oldugu ve hastaligin patogenezinde rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2017; Serrya, El1-Sheakh ve Makled, 2021,
Xue ve digerleri, 2022; Dai ve digerleri, 2023). Asirt ROS iiretimi veya antioksidan savunma
sisteminin yetersiz olmast oksidatif stresi tetikleyerek NLRP3 inflamazomunu aktive
edebilmektedir (Zhen ve Zhang, 2019). Ayrica, bagirsak florasindaki degisiklikler NLRP3
inflamazomunu aktive ederek bagirsakta inflamatuvar hasart da siddetlendirebilir. Bu
bilgilerden hareketle, NLRP3 inflamazomu ve bununla iligkili olan piroptozun ortaya
konulmas: iilseratif kolitin tedavisinde umut verici bir hedef olarak goriilmektedir (De la
Fuente ve digerleri, 2014; Seo ve digerleri, 2015; X. Li ve digerleri, 2022; Xue ve digerleri,
2022).

Bagirsak mikrobiyotasi

Diski mikrobiyomunun karakterizasyonu, orneklerin noninvaziv olarak kolay yoldan
toplanabilmesi nedeniyle bir¢ok bagirsak hastaliklar1 ¢alismalarinin odagi olmustur. Kolit
gibi inflamatuvar barsak hastaliklar1 {izerine yapilan c¢alismalarda, bagirsak
mikrobiyotasinin ¢esitliligi ve bilesimindeki degisiklikleri ifade eden disbiyozisin
hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Ahmed, Roy, Khan, Septer
ve Umar, 2016; S. Zhu ve digerleri, 2022). Ulseratif kolitli olgularda aktif ve iyilesme
donemlerinde bagirsak mikrobiyotasinin nasil degistigi ile ilgili cok az sayida bilimsel
makaleye rastlanmis ve konu ile ilgili fikir birligine varilmadigr gortilmistiir (S. Zhu ve
digerleri, 2022). Inflamatuvar bagirsak hastaliginin tam olarak nasil gelistigi halen
belirsizligini koruyor iken, bagirsak mikrobiyotasi ile mukozal bagisiklik sistemi arasindaki
homeostaz dengesizliginin hastaliga dnemli bir katkida bulundugu bildirilmistir (Zhang , L1,

Wang, Wang ve Bi, 2019; M. Li ve digerleri, 2022).
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Ulseratif kolit dahil inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda bagirsak mikrobiyotasmin
dengelenmesi, sitokinlerin iiretimini etkileyerek, diizenleyici T hiicrelerinin saliimini
uyararak ve boylece, bagirsak hiicrelerinin hayatta kalmasina yardimci olarak bagirsak
bariyer fonksiyonunu gii¢lendirebilecegi yoniinde bilgiler de bulunmaktadir. Bagirsak
mikrobiyotasinin diizenlenmesiyle immiinositler tarafindan iiretilen proinflamatuvar ve anti-

inflamatuvar sitokinlerin de modiile edildigi goriilmiistiir (Zhang ve digerleri, 2019).

Normal sartlarda bagirsak liimeninin yapisinda kommensal (yararli) bakteriler
bulunmaktadir. Bacteroidetes sp., Firmicutes sp., Proteobacteria sp. ve Actinobacteria sp.
gibi yaklagik bin ¢esit mikroorganizma tiirii bagirsakta bulunan kommensal bakterilerdir.
Ayrica protistalar, mantarlar ve viriisler de bagirsak mikrobiyatasinda bulunan diger grup
mikroorganizmalardir. Bagirsak mikrobiyal bariyerinin potansiyel enfeksiyoz patojenler
tarafindan homeostazi bozuldugunda bagirsak disbiyozu meydana gelmektedir (Bayir ve

Elgin-Cebe, 2024).

Yapilan caligmalarda, inflamatuvar bagirsak hastalig1 olgularinda
Firmicutes/Proteobacteria bakteri g¢esitliligi ve bollugunun saglikli kisilere gore azaldigi
bildirilmistir. Ayrica, bagirsak mikrobiyotasindaki anormalliklerin inflamatuvar bagirsak
hastaligina kars1 genetik yatkinlig1 ve inflamatuvar reaksiyonlarin devamliligini sagladigi da
belirlenmistir. Bagirsagin yararli bakterileri olarak bilinen probiyotikler iizerine yapilan
caligmalarda, farkli bir¢ok yararl etkileri oldugu ve inflamatuvar bagirsak hastaliginda da
mukozal bagisiklik sistemini uyararak potansiyel etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak, hangi
probiyotiklerin inflamatuvar bagirsak hastaligina karsi etkili olabilecegi yoniinde bilgiler
kisithh kalmistir (Zhang ve digerleri, 2019). Son yillarda, iilseratif kolite kars1 uygulanan
tedaviye direncli olgularda fekal mikrobiyota transplantasyonu yapilarak da iyi sonuglar
alindig1 belirlenmistir (Lleal ve digerleri, 2019; R. Zhu ve digerleri, 2022). Diyetle alinan
antioksidan 6zellik gosteren polifenollerin, obez farelerde azalan Akkermansia muciniphila
(bollugu bagirsaklarda ekstraseliiler ROS azalmasiyla iligkili) bakterisinin sayisini artirarak
ve ROS’lar1 temizleyerek bagirsaklardaki disbiyozisi baskilayabilmektedir. Ozellikle C
vitamini, beta-karoten ve iliziim polifenolleri bagirsaklardaki ROS miktarini1 azaltarak
Akkermansia muciniphila nin ¢ogalmasini desteklemektedir (Van Buiten, Seitz, Metcalf ve
Raskin, 2024). Alfa lipoik asitin mikrobiyal gesitliligi azaltmadan bagirsak mikrobiyotasini
modiile ettigi de saptanmistir (Tripathi ve digerleri, 2023).
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Bagirsak gecirgenligi

Bagirsak mukozal bariyeri; kimyasal, mekanik ve immiin bariyer olmak {izere ti¢ kistmdan
olugsmaktadir (Agrawal, Allin, Petralia, Colombel ve Jess, 2022). Bagirsaktaki epitel
hiicrelerini  kaplayan mukus tabakasi ve igerigindeki miisinler kimyasal bariyeri
olusturmaktadir. Bu bariyer bagirsagi dis etkenlerden korumakta ve bagirsak ortaminin
dengesini saglamaya yardimci olmaktadir (Y. Zhang ve digerleri, 2022). Mekanik bariyer,
epitel hiicreleri arasinda hiicre i¢i sinyal yolaklarmi ve transkripsiyonunu diizenleyerek,
bariyer fonksiyonunu kontrol etmektedir. Bagirsak liimeninin yapisinda normal
sartlarda kommensal bakteriler olan gram-negatif bakterilerden Bacteroidetes vb. ve gram-
pozitif bakterilerden Firmicutes vb., Proteobacteria (Escherichia ve Helicobacter) ve
Actinobacteria ile protistalar, mantarlar ve viriisler bulunmakta ve patojenlere karsi bariyer
olusturmaktadir. Potansiyel enfeksiydz patojenler nedeniyle homeostazi bozulan bagirsak
mikrobiyal bariyeri, bagirsak disbiyozu ile agike¢a iliskilidir (Bayir ve Elgin Cebe, 2024).
Immun bariyer ise, bagirsak lenfoid dokusu, konjenital lenfoid hiicreleri, IgA iireten B
hiicreleri, T hiicreleri, lamina propriya’daki yerlesik makrofajlar ile dendritik hiicrelerden
olusmaktadir (Assimakopoulos, Triantos, Maroulis ve Gogos, 2018). Bu kisimlardan
herhangi birinin hasar gormesi durumunda bagirsak mukozal bariyerinin fonksiyonu
bozulabilmekte ve bunun sonucunda inflamatuvar bagirsak hastaliklarina neden olabilecek

enterik kaynakli enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Agrawal ve digerleri, 2022).

Kolonun mukozal bariyerinin korunmasinda, bakteri ve toksin invazyonunun 6nlenmesinde
sik1 baglant1 proteinlerinin (okludin, zonula okludens-1 ve klaudin-1) 6nemli gorevi
bulunmaktadir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda meydana gelen epitel bariyer
fonksiyonu bozuklugu, bagirsak epitel biitiinliigiinii koruyan siki baglanti proteinleri ile
iliskili olup mukozal inflamasyonun patogenezinde olduk¢a 6nemlidir (Porter, Kalla ve Ho,
2020). Lamina propria’da mononiikleer inflamasyon hiicrelerinin artisiyla birlikte kript
distorsiyonu, kript sayisinin azalmasi ve atrofisi ile yiizeyde villiform degisiklikler
olusmaktadir (Sekil 2.2.). Yapilan preklinik ve klinik c¢alismalar, bagirsak bariyer
fonksiyonunun bozulmasiyla zararli molekiillerin kolonik mukoza altindaki lamina
propria’ya gecisine izin verdigini ve mukozal bagisiklik sisteminin siirekli uyarilmasi
yoluyla bagirsak inflamasyonuna neden oldugunu gostermistir. Bu nedenle, son yillarda
mevcut tedavilerin alternatifi veya destekleyicisi olabilecek anti-inflamatuvar ve antioksidan

ajanlar kullanilarak bagirsak epitel bariyer fonksiyonunun korunmasina yonelik arastirmalar
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yapilmaktadir (Laukoetteri, Nava ve Nusrat, 2008; Porter ve digerleri, 2020; H. M. Zhang
ve digerleri, 2022).

Saghkh kolon epiteli Lamina propriya-Villuslar Ulseratif kolitte kolon epiteli

° <
-

Muskularis mukoza
—» Submukoza
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Ulserasyon alanlart

Sekil 2.2. Normal ve kolitli bagirsak epiteli goriintiisii (Biorender programiyla ¢izilmistir).

2.1.4. Klinik ve laboratuvar bulgular

Ulseratif kolitli olgularda, hayat kalitesini 6nemli 6l¢iide azaltan diyare, abdominal agr1 ve
kramplar, rektal kanama, kilo kaybi, dehidrasyon ve kanli digkilama gibi semptomlar
goriilmektedir (Y. Zhang ve digerleri, 2022). Bu klinik semptomlar hastaligin siiresine ve
tutulum yerine gore farklilik géstermekte olup, hastaligin siddetine gore de semptomlarin
siddeti degismektedir. Klinik olarak {iilseratif kolit, hafif-orta, orta-agir ve akut siddetli
olmak iizere siniflandirilmaktadir. Hafif-orta siddetli iilseratif kolit, giinde <4-6 digskilamaya
eslik eden rektal kanama ile seyretmektedir. Bu olgularda, ates ve tasikardi gibi
semptomlarin goriilmedigi ve laboratuvar bulgularinin degismedigi bilinmektedir. Ancak,
kolonoskopik tanida, mukozal eritem, vaskiilarizasyonun azalmasi veya yoklugu ile .dokuda
erozyonlar goriilebilmektedir. Orta-agir siddetli ilseratif kolit olgularinda, giinde 4-6
diskilamaya eslik eden rektal kanama sikayetleri goriilmektedir. Kolonoskopide, belirgin
mukozal eritem, vaskiilarizasyon yoklugu, dokunun kirilgan ve kanamaya meyilli oldugu,
graniilasyon ve iilserasyonlar goriildiigii dikkati cekmektedir. Akut siddetli iilseratif kolit
olgular ise, giinde >6 kanli digkilama, tasikardi, ates ve anemi tablosu ile hastaneye yatisin

gerekli oldugu hayati tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir. (Cizelge 2.1.). Uzun
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stireli devam eden siddetli kolit hastalar1, bagirsak perforasyonu, toksik megakolon veya

kolektomi riski altindadir (Kayal ve Shah, 2019).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, tek bir spesifik bulguya dayanmadig1 ve ayirt edici kesin
tan1 Ozellikleri bulunmadig1 i¢in hastaligin aktivitesinin, siddetinin ve tedavi sonucunun
degerlendirilmesi zor olabilmektedir. Bu nedenle, klinik Oyki, fiziki ve laboratuvar
muayene, fekal biyobelirtecler i¢in serolojik testler, radyolojik goriintiileme ve biyopsi
orneklerinin histolojik degerlendirmesi gibi tamamlayici tani testlerinin birlikte kombine

edilmesi gerekmektedir (Yiiksel ve digerleri, 2022).

Hematolojik parametreler, inflamatuvar bagirsak hastaliginin klinik oykisiiyle birlikte
degerlendirilerek hem hastaligin siddetinin belirlenmesi hem de kisa siirede tedavi
protokoliine baglanmasin1 saglayabilmektedir. Bdylece, hematolojik parametrelerin
sonucuna gore ileri tan1 yontemlerine gerekliligin olup olmadigina karar verilmektedir. C-
reaktif protein (CRP), sedimantasyon hizi ve tam kan sayimi, infeksiy6z ve inflamatuvar
hastaliklarin  tanisinda, hastalik siddetinin belirlenmesinde ve tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde kullanilan rutin laboratuvar tetkiklerinin basinda gelmektedir (Yiiksel
ve digerleri, 2022). Ulseratif kolitli hastalarin aktif doneminde CRP ve sedimantasyon
hizinin remisyon dénemine gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Hemoglobin
ve hematokrit degerlerinin ise, aktif donemde anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir
(Giirler ve digerleri, 2020). Yapilan bagka bir ¢aligsmada, iilseratif kolitli olgularda hastalik
aktivitesi arttikca CRP ve sedimantasyon hizinin anlamli derece arttig1; hemoglobin ve
hematokrit degerlerinin ise anlamli derecede azaldigi bildirilmistir (Yiksel ve digerleri,

2022).

Cizelge 2.1. Ulseratif kolitin klinik bulgulara gére siiflandiriimasi

Semptom Hafif- orta Orta-agir Siddetli (Akut)
Digkilama sayisi/giin <4 4-6 >6

Diskida kan Az Normal Cok

Ates Normal Normal >375°C
Tagikardi Yok Yok Nabiz >90/dakika
Anemi Yok Hafif <10 gr/dl
Sedimantasyon Normal < 30 mm/saat >30 mm/saat
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Preklinik ve klinik ¢alismalarda, iilseratif kolitte tek basina ya da tedaviye destek amaciyla
antioksidan kullaniminin klinik semptomlar1 dolayistyla hastalik aktivite indeksini azaltarak
hastaligin iyilesmesinde olumlu etkiler gosterdigi saptanmistir (Al-Rejaie ve digerleri, 2013;
Dizakar-Akarca ve Demirel, 2022; Agista ve digerleri, 2024; Erol-Dogan ve digerleri, 2024;
Farid, Shafique, Xu, Lopusiewicz ve Zhao, 2024; Jawhara, 2024). Kolitli farelerde yapilan
bir ¢aligmada, alfa lipoik asitin proinflamatuvar sitokinlerin asir1 {iretimini énemli ol¢lide

azaltarak hastalifin semptomlarini hafiflettigi bildirilmistir (Jiang ve digerleri, 2024).

2.1.5. Tedavi yontemleri

Kolit olgularinda bagirsak mukozasinin iyilestirilmesi tedavide oncelikli bir kriter olarak
kabul edilmektedir. Ulseratif kolit dahil inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde
semptomlarin ve mukozal inflamasyonun azaltilmasi amaciyla 5-aminosalisilatlar
(mesalamin,mesalazin), steroidler, tiopiirinler gibi piirin analoglari, takrolimus, metotreksat
ve uygun antibiyotik (siklosporin, metronidazole,rifaksimin gibi) ilaglar tercih edilmektedir
(Dignass ve digerleri, 2012; Nitzan, Elias, Peretz ve Saliba, 2016; Tripathi ve Feuerstein,
2019). Tedaviye yanitin alinamadig1 olgularda kortikosteroidler de kullanlir. Steroid igerikli
ilaglar, polimorfoniikleer 16kositlerin migrasyonunu baskilayarak ve kapiller permeabilite
artisin1 geri ¢evirerek inflamasyonu azaltmaktadir. Ancak, yan etkileri nedeniyle idamede
degil akut durumlarda tercih edilirler. Kortikosteroidlere karst da yanit alinamadigi
durumlarda  6-merkaptoprin  veya azatioprin  gibi immiinomodiilatér ilaglar
kullanilabilmektedir. Ancak, immunomodiilatér ajanlarin uygulandiktan 2-3 ay gibi bir
zaman diliminde etkileri goriilmeye baslayacagi igin igin akut alevlenme déneminde tercih
edilmeleri uygun degildir. Son yillarda, 6zellikle direngli ve siddetli seyreden kolit
vakalarinda monoklonal TNF-a inhibitorleri en etkili tedavi segenegi olarak kabul edilmistir
(Reinisch ve digerleri, 2011). Bu amagla kullanilan halihazirda kolitte onaylanmis ajanlar
biyolojik infliximab, adalimumab, golimumab, vedolizumab, kiigiik molekiillii Janus kinaz
inhibitori olan tofacitinib veustekinumab’dir. Ancak, kortikosteroid tedavisi ile yaklagik
%30, anti-TNF tedaviler ile hastalarda ancak %60 mukozal iyilesme elde edilebildigi
bildirilmistir (Sandborn ve digerleri, 2005; Rutgeers, Vermeire ve Van Assche, 2007). Bu
hastalarin yaklasik %20'si anti-TNF tedaviye cevap vermemekte ve cerrahi tedaviye
gereksinim gostermektedir (Peyrin-Biroulet ve digerleri, 2011). Anti-TNF tedavisi
esnasinda tiiberkiiloz human papilloma viriis (HPV), hepatit B ve C, Varisella zoster viriis

(VZV), Herpes simplex viriis (HSV), sitomegaloviriis (CMV), insan bagisiklik yetmezlik
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virisii (HIV) gibi firsat¢c1 enfeksiyonlara karsi duyarlilik artmaktadir. Ayrica, TNF
inhibitorlerinin mikobakteri insidansini arttirdig1 gesitli calismalarla kanitlanmigtir. Bunlarin
yani sira, enjeksiyon bolgesi reaksiyonlari, demiyelinizan hastalik, hepatik disfonksiyon
komplikasyonu, konjestif kalp yetmezligi, lupus benzeri klinik tablo, vaskiilit, iiveit,
otoimmdiin hepatit ve lenfoma gibi maligniteler de bu ilaglarin diger yan etkileri arasindadir
(Ozgiirsoy-Uran , Basak ve Saritas Yiiksel, 2020; Basak, Ozgiirsoy-Uran ve Saritas Yiiksel,
2022). Mevcut tedavide kullanilan bu ilaglarin ciddi yan etkilerinin olmas1 yeni tedavi
ajanlar1 arayisini da beraberinde getirmektedir (Barber ve Gubatan, 2023). Giinlimiizde
inflamasyon iliskili birgok hastalik i¢in etkin bir tedavi yontemi bulunmadigi bilinmektedir.
Bu nedenle, inflamasyon nedenli kolon hastaliklarinin tedavisi i¢in de etkili ve giivenilir

ajanlarin gelistirilmesi 6nem tegkil etmektedir (Démaris ve digerleri, 2022).

Son yillara kadar, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisi i¢in en dnemli nokta klinik
yanit veya remisyonun saglanmasiydi. Ancak, giiniimiizde kabul edilen tedavi paradigmast,
hedefe yonelik objektif bir son nokta karsilanana kadar tibbi tedaviye devam etmektir.
Bununla birlikte, bu tedavi protokoliiniin kullanilmasi, en azindan kisa vadede test ve tedavi
artisinda daha fazla maliyete sebep olsa da uzun vadede klasik tedavi yontemlerinden daha
etkili olacagi diistiniilmektedir (Barber ve Gubatan, 2023). Bu nedenle maliyeti diisiik kolay
ulagilabilir, yan etkileri az ve kisa siirede etki gosterebilen ajanlarin klinikte kullanima

sunulmalar1 i¢in arastirmalar devam etmektedir.

Mesalamin

Klinikte yaygin olarak kullanilan 5-aminosalisilik asit bilesikleri, reaktif tiirlerin 6nemli
temizleyicileri olduklari icin terapétik etkilerini biiyiik dl¢lide antioksidan mekanizmalar
yoluyla gostermektedirler. 5-aminosalisilik tiirevlerinin, ONOO— araciligiyla meydana
gelen reaktif tiirlerin olusumunu inhibe ettigi bilinmektedir (Bourgonje ve digerleri, 2020).
5-aminosalisilik asit tiirevi olarak bilinen mesalamin, hafif ve orta dereceli iilseratif kolit
tedavisinde ilk basamak tedavi secenegidir. Mesalamin/mesalazin 06zelikle kolon
mukozasinda dokuya 0©zel olarak anti-inflamatuvar etki gostermektedir. Bu etkisini,
aragidonik asit metabolizmasindaki, siklooksijenaz yoluyla prostaglandin, lipooksijenaz
yoluyla lokotrien biyosentezini ve MPO aktivitesini inhibe ederek, inflamatuvar yanitin
modiile olmasini saglayarak, ndtrofillerin doku hasari yapmasina ve serbest radikal

olusumuna engel olarak gostermektedir (Iacucci, de Silva ve Gosh 2010; Nakashima, Patel
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ve Preuss, 2024). Diger potansiyel mekanizmalar1 ise, NF-kB aktivitesini azaltarak ve
inflamatuvar sitokinlerin {iretiminini, mukozal lenfositler, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii
hiicrelerin hiicresel fonksiyonlarini inhibe ederek etki etmesidir (Nakashima, Patel

ve Preuss, 2024).

Mesalaminin, klinikte oral ve rektal yoldan uygulanabilen formlari mevcuttur. Oral yolla
aliman mesalaminin %20-30’u, rektal yolla alinanin ise %10-35’1 emilerek bagirsak mukoza
duvari ve karaciger tarafindan metabolize edilmektedir. Hafif-orta dereceli tlseratif kolit
tedavisi i¢in rektal 5-aminosalisilik asitin oral 5-aminosalisilik asit ile kombinasyonu
onerilmektedir. Hastaligin ilk donemlerinde, oral ve rektal 5-aminosalisilik asit
kombinasyonunun kortikosteroidlere veya immiinosupresif tedaviye gecmeyi Onleyerek
iyilesmeyi saglayabildigi yoniinde bilgiler mevcuttur. Dort haftalik topikal 5-aminosalisilik
asit tedavisinden sonra, hastaligin siddetine gore oral 5-aminosalisilik asit, topikal veya oral
glukokortikoid, budesonid ¢oklu matris veya bir TNF-o inhibitorii eklenerek hastaligin
tedavisi desteklenebilmektedir. Topikal 5-aminosalisilik asit kullanimi relaps riskini belirgin
sekilde azaltmaktadir. Ayrica, 5-aminosalisilik asit yi1lda birden fazla atak veya alevlenme
yasayan liilseratif proktosigmoidit veya sigmoid kolona uzanan iilseratif kolit hastalarinin
idame tedavisinde de kullanilmaktadir (Nakashima, Patel ve Preuss, 2024). Yapilan bir
calismada, oral-rektal yolla kombine olarak verilen mesalaminin, sadece oral yolla verilen
mesalamine gore ilseratif kolit hastalik aktivite indeksini anlamli olarak diigiirdiigi
gosterilmistir. Mesalamin lokal olarak da iyi tolere edildigi i¢in kombine kullaniminin daha

etkili oldugu diistiniilmistiir (Probert, Dignass, Lindgren, Oudkerk Pool ve Marteau, 2014).

Hafif-orta dereceli aktif kolitte yetiskin dozu olarak giinde ii¢ kez 800 mg olmak iizere alt1
hafta tedavi dozu bulunmaktadir. Ulseratif kolit remisyonunun siirdiiriilmesinde, ilacin

giinde iki veya dorde boliinerek toplamda 1,6 g olacak sekilde kullanilmasi dnerilmektedir.

Mesalamin kullanimina bagli olarak, bulanti, gastrointestinal rahatsizliklar, karin agrisi, basg
agris1, nazofarenjit, deri dokiintiisii, artralji, agraniilositoz, aplastik anemi, miyalji, kemik
iligi baskilanmasi, oligospermi, hematiiri ve kolestatik hepatit gibi yan etkiler
goriilebilmektedir. Ayrica, interstisyel nefrit, nefrotik sendrom ve bobrek yetmezligi gibi
bobrek bozukluklari da goriilebildigi i¢in hastalar dikkatle izlenmelidir. 5-aminosalisilik asit
kullanim1 sonrast, perikardit, miyokardit, hepatit, nefrit, pndmonit ve hematolojiyle iliskili

reaksiyonlara iligkin raporlar da bildirilmistir. Ayrica, mesalaminin bir diger yan etkisi de
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nefroliatazisin gelismesidir. Norepinefrinin bir metaboliti olan normetanefrinin laboratuvar
testlerinde diizeylerindeki artigi nefroliatazis tanisini1 dogrulamaktadir. Mesalaminin bdbrek
ve karaciger yetmezligi olan hastalarda, idrar yolu tikanikliklarinda, bebeklerde ve mide
veya duodenal iilseri olanlarda kullanimi kontraendikedir (Nakashima, Patel ve Preuss,
2024). Mesalaminin belirtilen yan etkilerinin olmasi ve tilseratif kolit tedavisinde kesin etkili

olmamas1 nedeniyle potansiyel etkili olabilecek farkli ajanlar arastirilmaktadir.

2.1.6. Destek tedaviler

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin 6nlenmesinde, tedaviye yanitin alinmasinda ve niiksiin
onlenmesinde beslenme tedavileri, antioksidan ve prebiyotik-probiyotik kullaniminin etkili
olabilecegi bilinmektedir (Dzigbowska-Grabias ve digerleri, 2021; Melton, Day, Bryant ve

Halmos, 2024).

Beslenme tedavisi

Tim diinyada sanayi devrimiyle beraber iglenmis ve rafine edilmis gidalar tiikketime
sunulmustur. Ancak, beslenme diizenindeki bu degisimin adaptasyonu c¢esitli kronik
hastaliklara zemin hazirlamistir. ABD'de yapilan bir arastirmada, 20 yas ve
iizeri yetiskinlerin yaklagik %65'inin asir1 kilolu veya obez oldugu bildirilmis ve yilda
sadece obezite iliskili 6liimlerin sayisinin 280,184 vaka oldugu saptanmistir ( Balta ve Akin,
2013; Magen-Rimon, Day ve Shaoul, 2023). Tiirkiye’de Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK)’nun 2022 verilerine gére, 15 yas ve iistii bireylerde obezite sikhiginin %20,2;
kadinlarda % 23,6 iken, erkeklerde bu oranin %16,8 oldugu gosterilmistir (TUIK, 2023).
Bati tarz1 beslenme nedenli obezite, kanser vakalarinin tigte birini olusturdugu i¢in zararh
etkilerinin g6z ardi edilmemesi gerekmektedir. Bati tarz1 beslenme, tipik olarak enerjisi
yogun, besin degeri diisiik, yliksek oranda ilave seker, tuz ve doymus yag igeren islenmis
ve rafine gidalarin (fast food ve alkolsiiz igecekler gibi) tiikketimi olarak tanimlanmaktadir.
Akdeniz diyetinin aksine bat1 diyeti tam tahil tlirlinleri, saglikli yaglar, kuru baklagiller ve
meyve-sebze yoniinden oldukga eksik kalmaktadir (Radziszewska, Smarkusz-Zarzecka,
Ostrowska ve Pogodzinski, 2022).

Gastrointestinal sistemin mikrobiyota ¢esitliligini beslenme basta olmak {izere bir¢cok faktor

sekillendirmektedir. Bat1 tarz1 diyetin yan1 sira tarim zararlilarina karsi direnci ve mahsul
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verimliligini artirmada kullanilan katki maddelerinin bagirsak mikrobiyotasini disbiyozis
yoniinde etkiledigi bilinmektedir (Benninghoff ve digerleri, 2020; Majumder ve Bano,
2024). Yiiksek miktarda yag ve seker igeren beslenme rejiminin gastrointestinal sistemdeki
proinflamatuvar bakterilerde artis ve koruyucu bakterilerde azalma meydana getirerek
mukozal dokularda disbiyozise neden oldugu belirlenmistir (Ahadi, Rouhbakhsh
Zahmatkesh, Ebrahimi ve AkbariRad, 2024). Boylece, yiiksek yagli ve sekerli bir diyet
sonrast bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozise gitmesiyle de iilseratif kolit gelisme riski
artmaktadir (Magen-Rimon, Day ve Shaoul, 2023). Avrupa’da yasayan ¢ocuklarin bagirsak
mikrobiyotalari, farkli beslenme aligkanliklari nedeniyle Afrika’nin kirsal bolgelerinde
yasayan ¢ocuklarin mikrobiyotalarma gore daha yiiksek sayida Firmicutes ve
Enterobacteriaceae ile daha diisiik sayida Bacteroidetes icermektedir (Majumder ve Bano,
2024). Firmicutes’ler, Bacteriodes grubuna gore, kilo artisina neden olan daha ¢ok kalori
olusumuyla iligkili olup obezitenin olugmasina katkida bulunmaktadir (Magne ve digerleri,
2020). Yapilan ¢aligmalarda, Firmicutes/Bacteriodes oraninin homeostaz ile iligkili oldugu
ve bu oranin azalmasmin inflamatuvar bagirsak hastaliklariyla, artmasinin ise obeziteyle

iliskili oldugu gosterilmistir (Stojanov Berlec ve Strukelj, 2020).

Beslenme aligkanliklarindaki 6nemli degisikliklerin (Benninghoff ve digerleri, 2020),
ozellikle de meyve ve sebze tiiketiminin azaldigi, yag oram yiiksek diyetler, kizartilmig
besinler, yiiksek miktarda ve rafine edilmis karbonhidratlar ile hayvansal gidalarin
tiiketimi tlseratif kolit goriilme riskini artirmaktadir (Balta ve Akin, 2013; Radziszewska,
Smarkusz-Zarzecka, Ostrowska ve Pogodzinski, 2022). Bati tarzi beslenmenin kolit
etiyopatogenezinde rol almasi nedeniyle diyet rejiminin degistirilmesi tedaviye katki
saglamaktadir. Bu amagla, ¢0ziiniir ve ¢dzlinmez posa igerigi yiiksek besinlerle beslenme,
yeterli sebze ve meyve tiiketimi kolitin goriilme riskini ve ilerlemesini azaltmaktadir (Amre
ve digerleri, 2007; Benninghoff ve digerleri, 2020). Meyve ve sebzeler, tam tahil iirlinleri,
kurubaklagiller ve yagli tohumlar diyet lifinin en zengin kaynaklari olup antioksidan
icerikleri de yliksektir. Bu nedenle, hem sagligin devam ettirilmesi hem de bir ¢ok hastaligin
tedavi stlirecinde iceriginde bol lif bulunduran Akdeniz modeli beslenme rejiminin

uygulanmasi oldukga 6nemlidir (Benninghoff ve digerleri, 2020; Majumder ve Bano, 2024).

Beslenme diizeni, gastrointestinal sistemde, sadece mikrobiyal kompozisyonu degil, aym

zamanda, mikroorganizmalarin metabolik fonksiyonlarini da etkilemektedir. Formik asit,
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asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve valerik asit gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA),
diyet lifleri kismen sindirildiginde kommensal bakteriler tarafindan {retilmektedir.
Bagirsaktaki KZY A'larin %95'inden fazlasi1 dortten az karbona sahip asetat, propiyonat ve
biitirattan olugmaktadir. Bu KZYA'lar, immiinitenin modiilasyonunda 6nemli bir rol
oynamalariin yani sira, gastrointestinal sistemin mukozal bariyer fonksiyonunu kontrol
ederek bagirsak bariyer biitlinliigiinii korumaktadir. Gen ekspresyonunun degistirilmesi,
hiicresel farklilasma, apoptoz ve kemotaksis gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar ile epitelyal
ve/veya immiin hiicrelerin diger fonksiyonlari KZYA'lar tarafindan siki bir sekilde
diizenlenmektedir. Bati tilkelerinde, fazla miktarda seker ve az miktarda lif tiiketimine baglh
olarak KZYA iireten probiyotik bakterilerin sayis1 azaldig: i¢in tlseratif kolit hastaliginin
gelisme riski artmaktadir. Bazi {ilseratif kolit hastalarinda, KZY A {ireten ve temel bir bakteri
olan Faecalibacterium prausnitzii'nin seviyelerinin azaldigi ve aktivitesinin hastaligin
siddeti ile ters orantili oldugu bulunmustur. Bagirsak mikrobiyotasi, kiiciik organik asitler,
safra asitleri, vitaminler, kolin metabolitleri ve lipitler dahil olmak iizere, dolasimda tespit
edilebilen ¢esitli metabolitler {iretmektedir. Diyetteki poli- ve oligo-sakaritlerin
sindirilmeyen lifleri distal bagirsaga gecerek bagirsak bakterileri icin karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasi, fermantatif reaksiyonlar yoluyla
kompleks karbonhidratlar1 metabolize ederek, asetat, propiyonat ve biitirat gibi
KZY A'lardan (>%95) olusan kiiciik organik asitleri tiretebilmektedir (Thomas ve Denu,
2021; Stein ve Riber, 2023). Farkli preklinik c¢alismalar, bagirsaktaki kommensal
bakterilerin, DNA metilasyonu, histonlarin translasyon sonras1 modifikasyonu ve kodlayici
olmayan RNA'larin diizenlenmesi iizerine etkili olan metabolitler gondererek konakcilariyla
iletisim kurdugunu bildirmistir. Bdylece, kolondaki ve viicudun diger dokularindaki
metabolizma ve immun sistemle ilgili gen ekspresyonlarinin olumlu yonde etkilendigini

gosterilmistir (Stein ve Riber, 2023).

Kolitin beslenme tedavisindeki en 6nemli amaci, klinik semptomlara ve hastaligin siddetine
gbre beslenme rejiminin diizenlenmesi ve remisyonun siirdiiriilmesidir. Kolitte siklikla
protein-enerji malniitrisyonu (PEM) goriilebilmektedir. Bunun en biiyiik nedeni, mukozanin
inflamasyonu ile baslayan, metabolik yolaklarda olusan bir dizi degisim ve katabolik
stireclerin olmasidir. PEM olugmasiyla birlikte bagirsak mukozasinin biitiinliigii bozularak
bakteriyel translokasyon gelismekte ve villuslar atrofiye olmaktadir. Bu durum, antioksidan
savunma mekanizmasini bozarak lipit peroksidasyonuna olan yatkinlig1 artirmakta, anormal

uzun zincirli yag asitleri ve eikosanid sentezleri olusarak remisyonu baskilamaktadir
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(Koseler, 2016). PEM’i diizeltmek amaciyla bireyin durumu ve semptomlar1 géz oniinde
bulundurularak yiiksek enerjili (yetiskinlerde 25-35 kcal/kg/giin), bol proteinli (enerjinin
%15-20’si ve 1-1,5 gr/kg/giin), az posali, az yagli, vitamin ve minerallerden zengin bir
beslenme rejimi diizenlenmektedir. Kolitin diyet programinda, biiyiik 6gilinlerden ziyade
daha iyi tolere edilecegi i¢in az ve sik beslenme Onerilmektedir. Bununla birlikte, kolitli
hastalarda laktoz intolerans1 geligmisse siit ve siit Urilinleri diyetten ¢ikarilir, yerine bir
fermente {iriin olan yogurt tiiketimi onerilir. Béylece, bagirsak mikrobiyotasinda probiyotik
bakteri sayisinin artirtlmasi desteklenmektedir (Dumlu-Bilgin ve Simsek, 2023: 37-46).
Akut donemde diyare gelismisse, hastada siv1 ve elektrolit kayiplart yerine konulmalidir.
Ozellikle, potasyum, magnezyum, kalsiyum ve fosfat destegi ile ¢inko ve selenyum
verilmesi 6nem arz etmektedir. Yag malabsorbsiyonu ve steatore varsa yagda eriyen
vitaminlerin takviyesi gerekebilir. Orta zincirli yag asitlerinin diyete eklenmesi yaglarin
emilimini, omega 3 takviyesi ise, inflamatuvar siiregleri azaltarak kolon doku hasarinin
iyilesmesine katki saglamaktadir. Kolitli hastalarin yarisindan fazlasinda 25 (OH)-vitamin
D diizeylerinin diisiik oldugu bildirilmistir. Yine, ¢ogunlukla steroid kullanimu,
malabsorbiyonlar, vitamin, mineral ve kan kayiplar1 ile inflamatuvar sitokinlerin artis
hastalarda kemik mineral yogunlugunu azaltarak K vitaminin de eksilmesine neden olur
(Umit ve Firat, 2012). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda besinlerin yetersiz alim ve
emilimi, kanli diyare nedenli kan kayiplar1 ile besin ila¢ etkilesimlerine bagli olarak
meydana gelen demir, folat ve B grubu vitaminlerinin (6zellikle B12 vitamini) eksikligi
siklikla goriilmektedir. Bu nedenle, beslenme tedavisinde, belirtilen vitaminlerden yiiksek
gidalarin tliketilmesi ve gerekirse takviye yapilmasi onerilmektedir. Sonug olarak, besin
cesitliliginin fazla oldugu Akdeniz modeli beslenme icerdigi yliksek posa, doymamis yag
asitleri, antioksidanlar ve biyoaktif bilesenleri sayesinde hastaligin 6nlenmesinde oldugu
kadar remisyonunda da onemli katkilar saglamaktadir (Ulker ve Akbulut, 2017; Erol
Dogan, Karaca Celik, Bas ve Alan, 2024).

Obeziteli hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada, alfa lipoik asit ve probiyotik kombine
kullaniminin, tek baglarina kullanimlarina oranla bagirsak mikrobiyotasin1 daha iyi
diizenleyerek ve inflamasyonu azaltarak kilo verilmesine daha fazla yardimeci oldugu
gosterilmistir (Nasiri ve digerleri, 2021). Burada alfa lipoik asitin gili¢li bir
antioksidan etkisiyle bagirsaklardaki inflamasyonu azalttig1 diisiiniilmektedir. Ulseratif
kolit hastalarinin cogunda obezite de goriilebildigi (Kugathasan ve digerleri, 2007; Besharat

ve digerleri, 2024), ancak, obezitenin mi inflamatuvar bagirsak hastalifina neden oldugu,
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inflamatuvar bagirsak hastalifinin m1 obeziteye yol actigi konusu hala tam olarak
bilinememektedir (Dryden ve Seidner, 2014: 1080-8). Bu nedenle, inflamatuvar bagirsak
hastalig1 insidansinin obezite insidansi ile iligkili olabilecegi de diistiniilmektedir (Flores,
Burstein, Cipher ve Feagins, 2015). Bu bilgilerden hareketle, lilseratif kolitli olgularda alfa
lipoik asit gibi antioksidanlarin besin takviyesi olarak kullanimina da 6nem verilmektedir

(Yapar ve Eskiocak, 2014).

Antioksidan kullanimi

Antioksidanlar, ROS’a bagli doku hasarin1 6nleyen ve detoksifikasyonu saglamak iizere
viicutta gorev yapan maddelerdir. Organizmada endojen ve ekzojen olarak bulunan
antioksidanlar, serbest radikal siipiiriicli olarak etki gostermektedir. Normal sartlarda canli
metabolizmast homeostazda iken antioksidanlarla birlikte serbest radikaller denge
halindedir. Genetik faktorler, kotii beslenme, otoimmun hastaliklar, alkol-sigara kullanimi,
ultraviyole 1s1nlar1 ve radyasyon gibi faktorlerin etkisiyle serbest radikaller artisa gecerek
oksidatif stres kaynakli hastaliklara sebep olabilmektedir. Serbest radikallerin artmasiyla,
endojen antioksidanlar yetersiz kalabilmekte ve bu da ekzojen antioksidanlarin alinmasini
gerektirebilmektedir (Zehiroglu ve Oztiirk Sarikaya, 2019).

Endojen antioksidanlardan, SOD, CAT, GPx ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimsel
savunmada yer alan enzimatik antioksidanlar; glutatyon, melatonin, {rik asit, bilurubin,
albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin ise
nonenzimatik antioksidanlar arasindadir. Alfa tokoferol (vitamin E), B-karoten (vitamin A),
askorbik asit (vitamin C) ve folik asit (vitamin B9) disardan alinan (ekzojen) vitamin
antioksidanlardan olup, ksantin oksidaz inhibitdrleri, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz inhibitorleri, barbitiiratlar, demir selatorleri ve rekombinant siiperoksit
dismutaz ilag olarak kullanilan bazi ekzojen antioksidanlardandir (Dzigbowska-Grabias ve

digerleri, 2021).

Fitokimyasallar ailesinin {iyelerinden olan polifenollerin, bitkisel organizmalarda bulunan
flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenler seklinde formlar1 mevcuttur.
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin erken evrelerinde yapilan caligmalar, dogal
polifenollerin (resveratrol, kurkumin, kersetin, katesin, antosiyanin, silimarin) ve

karotenoidlerin (beta karoten, likopen, lutein, zeaksantin) ve diger dogal fitokimyasallarin
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(hesperidin, genistein, krisin vb) intestinal inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigini
gostermektedir. Bu baglamda, yiiksek polifenol igeren maddelerin asir1 ROS {iretiminin
neden oldugu hastaliklarin patofizyolojik kosullarini iyilestirebildigi ortaya konulmustur
(Zehiroglu ve Oztiirk Sarikaya, 2019; Muro ve digerleri, 2024).

Antioksidan kullaniminin  gastrointestinal, enfeksiydz, kardiyometabolik, norolojik,
hastaliklar ve kanserlerin 6nlenmesi agisindan 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir (Ginter ve
Simko, 2015; Demirel ve digerleri, 2019). Yapilan galismalarda, antioksidanlarin tilseratif
kolitin alternatif veya destekleyici tedavisinde de iyilestirici 6zellik gosterdigi bildirilmigtir
(Al-Rejaie ve digerleri, 2013; Aleisa ve digerleri, 2014; Siracusa ve digerleri, 2020). Bu
konuda yapilan deneysel ¢alismalarda, antioksidan etkinligi oldugu bilinen beta glukan,
koenzim Q10, proantosiyonidin, sinapik asit, kersetin ve resveratrol gibi ajanlar kullanilarak
etkili sonuglar alindig1 belirlenmistir (Tokmak, Sirinyildiz ve Ek, 2021; Dizakar-Akarca ve
Demirel, 2022; Kottakis ve digerleri, 2022; Shahid ve digerleri, 2022; J. Liu ve digerleri,
2024; Xia ve digerleri, 2024). Bir ¢alismada, liziim, yer fistig1 ve orman meyvelerinde dogal
olarak bulunan ve fenolik bir bilesik olan resveratrol (500 mg/giin), kolitli hastalara takviye
olarak wverildiginde hastaligin klinik aktivite indeks skorlarini, serum inflamasyon
faktorlerini ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde NF-kB aktivitesini azalttig
goriilmiistiir (Samsami-Kor, Daryani, Asl ve Hekmatdoost, 2015). Kolit modeli {izerine
yapilan preklinik bir ¢aligmada da, 40 mg/kg/giin resveratrol uygulanan farelerde kolit
semptomlarmin anlamli derecede azaldig1 saptanmistir (Yu ve digerleri, 2024). Ayrica,
dogal antioksidanlardan kersetin, melatonin ve kurkumin ile yapay antioksidanlardan N-
asetilsistein ile siliperoksit dismutaz takviyesinin kolitteki oksidatif stres diizeylerini
azaltarak hastaligin iyilesme siirecine katkida bulunabilecegi belirtilmistir (Blagov,

Orekhova, Sukhorukov, Melnichenko ve Orekhov, 2023).

Ratlarda kolit modeli {izerine yapilan bir ¢alismada, alfa lipoik asit uygulamasinin kolon
dokusu MPO ve glutatyon seviyelerini arttigi, MDA diizeyini ise anlamli bir sekilde
azalttig1 belirlenmistir (Kolgazi, Jahovic, Yiiksel, Ercan ve Alican, 2007). Asetik asitle
indiiklenen rat kolit modeli ¢alismasinda, alfa lipoik asit uygulamasinin, hastalik aktivite
indeksini ve inflamatuvar sitokinlerin (TNF-o ve IL-1p) diizeyini anlamli sekilde azaltarak
iyilesme siirecine katkida bulundugu gosterilmistir. Ayrica lipoik asitin oksidatif stres
belirteci olan MDA diizeyini de azalttig1 saptanmistir (Ergiil ve digerleri, 2019). Alfa lipoik

asitin, insan kolon epitel (NCM460) ve insan kolorektal karsinoma hiicreleri (Caco-2)
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tizerine etkilerinin arastirildigt in vitro bir ¢alismada, alfa lipoik asitin yiiksek dozlarinin
epitel hiicre gogiinii saglayarak, yara iyilesmesini destekledigi ve intestinal epitel hiicre
hasarmi geriye ¢evirdigi belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2022). Ozellikle, yara
iyilesmesiyle iligkili, mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK), proliferasyon,
diferansiyasyon, apoptoz, inflamasyon ve oksidatif stres durumlarindaki c¢esitli hiicresel
cevaplardan sorumludurlar. ROS’lar c¢esitli gevresel streslerin 6nemli bir belirteci olup
bircok MAPK tiiriinii aktive etmektedir. Alfa lipoik asit, ROS fazlaligini ortadan kaldirarak
MAPK aktivitesi regiilasyonunun saglanmasi yoluyla da hiicresel yenilenmeyi
saglamaktadir (Yu ve digerleri, 2022). Bu bilgiler dogrultusunda, alfa lipoik asit
uygulamasimin oksidan parametrelerden MDA, NO, nitrit oksit sentazin indiiklenebilir
formu (iNOS) ve 3-NT seviyelerini azaltabildigi, antioksidan aktivite gésteren SOD, MPO,
glutatyon ve CAT gibi enzimlerin artisin1 saglayabildigi ortaya konulmustur (Sun, Zhang,
Guan, Zhou ve Sun, 2015; Moura ve digerleri, 2016; Ozbeyli ve digerleri, 2017; X. Chen ve
digerleri, 2024; Dugbartey, Atule, Alornyo ve Adams, 2024).

Probivotik ve prebiyotik kullanimi

Yararl bakteriler olarak bilinen probiyotikler, bagirsaklarin mukozal bariyer fonksiyonlarim
tyilestirerek, mukus {retimini artirarak, bagirsak hareketlerini diizenleyerek ve
inflamasyonu azaltarak gastrointestinal sistem bozukluklarimin tedavisinde etkili
olabilmektedir. Ayrica, bir¢ok diyare tiirlerinin dnlenmesi ve tedavisinde de etkili oldugu
bilinmektedir. Bu amagla, probiyotik bakterilerin sus tipleri ve dozlari, bakterilerin
antimikrobiyal ve anti-inflamatuvar etkinlikleri inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde  Onemlidir.  Son  yillarda, inflamatuvar  bagirsak  hastaliklarinin
etiyopatogenezinde mikrobiyota kompozisyonunun degismesi nedeniyle tedavide
probiyotik bakterilerin kullanilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir (Huang, Hao, Wang,
Zhou ve Lin, 2023; Guo ve Lv, 2024; Sulaimany, Farahmandi ve Mafakheri, 2024). Kolitli
farelerde, Faecalibacterium prausnitzii’den tiiretilen iriinlerin  bagirsak bariyeri
gecirgenligini iyilestirdigi gosterilmistir (Carlsson ve digerleri, 2013). Hayvan modelleri
tizerinde yapilan diger ¢alismalar, Bifidobacterium infantis ve Bifidobacterium bifidum
probiyotik bakterilerin immunomodulator aktiviteleri yoluyla inflamasyonu ve kolitin klinik
semptomlarini azaltabilecegini bildirmistir (Kumar ve digerleri, 2014; Durant1 ve digerleri,
2016). Ayrica, ilseratif kolit hastalar1 i¢in “Avrupa Crohn ve Kolit Organizasyonu

[European Crohn's and Colitis Organisation (ECCO)]” Escherichia coli Nissle 1917 igeren
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probiyotik takviyesini Onermektedir (Dignass ve digerleri, 2012). Hastalarda
remisyonun idamesi i¢in kullanilan mesalamin preparatlarinin yan etkileri goriiliirken,
herhangi bir yan etkisi olmayan Escherichia coli Nissle 1917 probiyotik tedavisinin
mesalamin kadar kolit olgular1 iizerine etkili oldugu da bildirilmistir (Kane, Hou ve

Magmanti, 2003).

Prebiyotikler, bagirsaktaki faydali bakteriler i¢in besleyici, sindirilmeyen karbonhidrat
yapisinda besin bilesikleridir. Ulseratif kolitte prebiyotik kullaniminin, probiyotik etkisini
arttirici, hastaligin semptomlarini iyilestirici ve hastalarin remisyon déneminde kalmasini
saglayici etkilerinin olabilecegi bildirilmistir. Ancak, prebiyotiklerin kolit izerine etkileriyle
ilgili yapilan caligsmalar, probiyotiklerle ilgili yapilan ¢aligmalara gore daha az sayidadir
(Derikx, Dieleman ve Hoentjen, 2016). Bir calismada, hastalara iki hafta boyunca
mesalamin ve iniilin-oligofruktoz prebiyotik kombinasyonu verilmesinin, hastalarin
digkilarinda  bagirsaklardaki inflamasyonun siddetini gosteren fekal kalprotektin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugu gosterilmistir. Ancak, calismanin kisa
stireli olmasi1 nedeniyle hastalik aktivasyonu net olarak degerlendirilememistir (Fujimori ve

digerleri, 2009).

Yapilan deneysel calismalarda, alfa lipoik asitin bagirsak mikrobiyotasin1 mikrobiyal
cesitliligi azaltmadan modiile ettigini gdstermektedir (Xiong ve digerleri, 2022, Yang ve
digerleri, 2022). Ayrica, alfa lipoik asitin Salmonella bakterisinin de ig¢inde bulunan
Enterobacteriaceae etkinligini azalttigi, Lactobacillaceae tiirlerinin  biiylimesinin
stimiilasyonunu saglayarak mikrobiyotay1r modiile ettigi bildirilmistir. Boylece, alfa lipoik
asitin, Salmonellazis tedavisinde antibiyotiklerle birlikte kullanilabilecegi gosterilmektedir
(Han ve digerleri, 2022). Broyler tavuklarda yapilan bir caligmada da, sicaklik stresine karsi
alfa lipoik asitin ¢ok yonlii etkisinin yani sira bagirsak mikrobiyotasini da diizenledigi

bildirilmistir (Wasti, Sah, Lee, Jha ve Mishra, 2021).

2.2. Alfa Lipoik Asit

Tiim 6karyotik ve prokaryotik hiicrelerde bulunan alfa lipoik asit (1,2-ditiolan-3- pentanoik
asit, a-LA), okaryotik hiicrelerde mitokondriyal diizeyde oktanoik asit ve sisteinden {iretilen,
birgok bitki ve hayvansal gida kaynaginda dogal olarak bulunan endojen bir organosiilfiir

bilesigidir. Alfa lipoik asit iki kiikiirt molekiilii iceren dogal bir kisa zincirli yag asiti olarak
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da tanimlanir. Ayn1 zamanda, tiyoktik asit olarak da bilinen alfa lipoik asit, son otuz yildir
gida takviyesi bileseni olarak kullanilmaktadir (Esposito ve digerleri, 2021; Shanaida ve
digerleri, 2024).

2.2.1. Alfa lipoik asitin tarihgesi

Viicutta dogal olarak firetilen alfa lipoik asit 1930 yilinda tanimlanmis olup 1951 yilinda
Lester Reed ve meslektaslar1 tarafindan karacigerden saflastirilmistir. Alfa lipoik asitin
molekiiler formiilii ise, 1980 yilinda 1,2 ditiolan -3 pentotenik asit olarak tanimlanmistir
(Yirik ve Ayaz, 2014). Alfa lipoik asitin (1, 2-ditiolan-3 pentanoik asit; 1, 2- ditiolan-3
valerik asit; ve 6,8-tioktik asit) insanlar ve hayvanlar tarafindan sentezlendigi bulunmadan
once bir vitamin oldugu diisiiniilmekteydi (Packer, Witt ve Tritschler, 1995; Solmonson ve
De Berardinis, 2018). 1960’11 yillarda Almanya’da, karaciger sirozu, agir metal
zehirlenmesi, mantar zehirlenmesi ve diyabetik polindropati gibi hastaliklarda lipoik asit
seviyelerinin diisiik oldugu belirlenmis ve ilk kez alfa lipoik asit bir tedavi olarak

kullanilmistir (Billgren, Cicchillo, Nesbitt ve Booker, 2010).

2.2.2. Alfa lipoik asitin kimyasal yapisi ve formlari

Alfa lipoik asit kimyasal olarak 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit (C8H1402S2) olarak bilinen
bir biyomolekiildiir. Molekiil agirligi1 206.35 g/mol olup ditiolan halka yapisina sahip iki
stilfir atomu ve sekiz karbon igeren bir bilesiktir (Billgren, Cicchillo, Nesbitt ve Booker,
2010; Rochette, Ghibu, Muresan ve Vergely, 2015; Ergene, 2018). Alfa lipoik asit ve
indirgenmis formu olan dihidrolipoik asit (DHLA), beyin ve diger dokularda tiyol grubu
tasiyan biyolojik antioksidanlar olarak antioksidan savunmanin merkezinde yer alirlar. Alfa
lipoik asit/DHLA cifti “evrensel antioksidan” olarak adlandirilmistir (Rochette ve digerlert,
2015). Ayrica, alfa lipoik asit ve DHLA hem hidrofilik hem de lipofilik ortamlarda
antioksidanlar olarak islev gorebilirler. Oksidatif stres kosullarinda diger antioksidanlarla

sinerjistik etki gosterebilme yetenegine sahiptir.

Alfa lipoik asit, kan beyin bariyerini kolayca gecerek lipoamid dehidrojenaz yoluyla hiicreler
tarafindan substrat olarak kabul edilen metabolik antioksidan olarak DHLA'ya indirgenir
(Toklu ve digerleri, 2010, Rochette ve digerleri, 2015). (Sekil 2.3.). Alfa lipoik asit, kan-

beyin bariyerini gegcme potansiyeli sayesinde beyin antioksidani ve terapotik ajan olarak
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gorev alabilmektedir. Alfa lipoik asit molekiilii direkt olarak reaktif oksijen tiirleri ile
reaksiyona girerken, indirgenmis formu olan DHLA ise diger endojen antioksidanlarla
etkilesime girerek intraselliiler glutatyonu arttirmasi yoluyla etki etmektedir (Teichert ve

digerleri, 2005).

9
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Sekil 2.3. Alfa lipoik asitin formlar1 ve birbirine doniisiimleri (Shaniada ve digerleri, 2024)

Alfa lipoik asit, “R-alfa lipoik asit” ve “S-alfa lipoik asit” olmak iizere iki ayr1 enantiyomer
formda bulunur. Bu iki form, aymi sayr ve pozisyonda atomlari olmasina ragmen
molekiillerinde atomlarinin farkli diizenleri bulunmaktadir. R-enantiyomeri, alfa lipoik
asitin dogal formu olup farkli mitokondriyal proteinlerin lizin kalintilarinin €-amino
gruplarina kovalent bag1 ile baglanmakta ve hiicre i¢inde bu formda bulunmaktadir. S-
enantiyomeri ise, alfa lipoik asitin sentetik tiriinlerinde bulunmaktadir. Digaridan takviye
olarak alinan alfa lipoik asit formu, S ve R formlarinin rasemik karigimindan olusan, proteine
bagli olmayan formudur. R-enantiyomer, S-enantiyomerden biyolojik olarak daha aktiftir.
(Ergene, 2018). Mitokondride, alfa lipoik asitin DHLA’ya doniistimiinden dihidrolipoil
dehidrojenaz enzimi sorumludur, sonrasinda sitozolde GR enzimi DHLA’nin alfa lipoik
asite oksidasyonunu hizlandirmaktadir. Alfa lipoik asiti DHLAya indirgeyen bu enzimler,
alfa lipoik asitin R-enantiyomerine baglanan lipoamid dehidrojenaz; S-enantiyomerine

baglanan GR ve tiyoredoksin rediiktazdir (Yaman, Ozdemir, Sit, Ozer ve Catal, 2018).



35

Lipoik asit, karbonhidrat, protein ve lipit kullanarak enerji liretmek i¢in mitokondriyal
oksidatif metabolizmada rol oynayan enzim kompleksleri igin gerekli bir
kofaktordiir. Yalnmizca R formu kofaktor olarak gorev yapabilmektedir. Alfa lipoik asit
proteinlerle kovalent bag olusturarak Krebs dongiisiinde hayati bir rol oynamaktadir. Lipoik
asit, de novo olarak sentezlenir ve mitokondriyal a-keto asit dehidrojenazlarin (piruvat
dehidrojenaz, 2-okso-glutarat dehidrojenaz, dalli zincirli keto asit dehidrojenaz ve o-
ketoglutarat dehidrojenaz) oksidatif dekarboksilasyonunu ve glisinin pargalanmasini
katalizlemektedir. Lipoik asit, hiicre biiylimesinde ve sinyallesmesinde, mitokondriyal
aktivite ve metabolizma diizenlemesinde 6nemli rol oynayan bu ¢oklu enzim komplekslerini
modiile etmektedir. Ayn1 zamanda, serbest radikal eliminasyonu, metallerin selatlanmasi,
oksidan olusumunun inhibisyonu, mitokondriyal enzim aktivitesinin uyarilmasi, antioksidan
enzimlerin ekspresyonlarinin artirilmasi, endotel disfonksiyonunun ve egzersiz sonrasi
oksidatif stresin azaltilmasi, aterosklerotik plak olusumunu 6nlenmesi, insiilin duyarliliginin
artirllmasi, oksitlenmis proteinlerin ve antioksidanlarin (E ve C vitaminleri, glutatyon)
yeniden yapilanmasi gibi bir ¢cok yolla dogrudan veya dolayli olarak oksidatif strese karsi
etki etmektedir. Bu nedenle, alfa lipoik asit, mitokondriyi oksidatif hasarlardan
koruyarak mitokondriyal fonksiyonlari ve biyogenezleri iyilestirebilmektedir (Tripahti ve
digerleri, 2023; Shaniada ve digerleri, 2024).

2.2.3. Alfa lipoik asit sentezi ve emilimi

Alfa lipoik asit, insan ve hayvanlarda kalp, bobrek ve karaciger dokularinda, bitkilerde ve
bakterilerde, oktanoik (kaprilik) asit veya sisteinden sentezlenmektedir (Solmonson ve
Debardinis, 2018). Diisiik redoks potansiyeli ve yiiksek indirgeme kapasitesi nedeniyle alfa
lipoik asit reaktif oksijen tiirlerinin tutulmasindan ve diger oksitlenmis formlarinin
indirgenmesinden sorumludur. Bu nedenle, “antioksidanlarin antioksidani” olarak da
adlandirilir. Mikroorganizmalardan insana kadar olan biitlin canlilarda sentezlenen alfa

lipoik asit giiclii bir antioksidandir. (Karaca, 2008; Tetik¢ok ve digerleri, 2015).

Alfa lipoik asit, hem lipoik asit sentaz ad1 verilen bir enzim tarafindan mitokondride de novo
olarak iiretilmekte hem de bitkisel ve hayvansal besinler araciligiyla alinabilmektedir. Suda
ve yagda ¢oziilebilme kapasitesiyle birlikte kolayca emilme 6zelligi de bulunmaktadir.
Y apisindaki kiikiirt atomunun kaynag sisteindir ve ditiyol bilesigi 6zelligini kazanmaktadir.

Oktanoik (kaprilik) asit, oktanoil-transferaz enzimi ile agil tastyici proteinin tiyoesteri olarak
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lipoil alan proteinin amidine, yag asidi sentez yolundan transfer edilmektedir. Sonraki
asamada, lipoik asit sentaz tarafindan yapisinda bulunan 2-hidrojen S-adenozil
metionin silfiir gruplariyla degistirilmektedir. R-Alfa lipoik asit, kofaktor olarak gorev
yaparken ilgili enzimin lipoil alanindaki terminal lizin kalintisina lipoil transferaz ile

kovalent olarak baglanmaktadir (Kastaniotis ve digerleri, 2017).

Oral yoldan alindiginda, %93’den fazlasi hizli bir sekilde ince bagirsaktan emilerek,
hiicrelere tasindiktan sonra ¢esitli sitozolik ve mitokondrial enzimler (GR ve tiyoredoksin
rediiktaz ve mitokondrial enzim E3) tarafindan DHLA’ya indirgenmektedir. Kan-beyin
bariyerini gectikten sonra yaklasik olarak %80°1 idrarla atilir (Karaca ve Sozbilir, 2007;
Yapar ve Eskiocak, 2014; Ergene, 2018).

2.2.4. Alfa lipoik asit kaynaklar:

Alfa lipoik asit, mitokondriyal kompleksleri yogun olan bitki (1spanak, brokoli, patates, yer
elmasi,domates, bezelye, piring, havug, pancar) ve hayvansal gidalarda (kirmiz1 et, yumurta,
kalp,bobrek, karaciger) yogun miktarda bulunmaktadir. Alfa lipoik asitin, (ug/g) bezelye
0,39+0,07; piring 0,16+0,02; yumurta 0,05+0,07; bobrek 2,64+1,23; kalp 1,51%0,75;
karaciger 0,86+033; dalak 0,36+0,08; beyin 0,27+0,08; pankreas 0,12+0,05; akciger
0,12+0,08; 1spanak 3,15+1,11; brokoli 0,9440,25; domates 0,56+0,23 gibi besinlerde
bulundugu belirlenmistir (Uygur, Singirik ve Yiicel, 2019).

2.2.5. Alfa lipoik asitin biyolojik islevleri

Evrensel antioksidan olarak da bilinen alfa lipoik asitin hem yagda hem suda ¢oziinebilme
ozelligi gosteren “tek antioksidan” olmasi, metallerle selat olusturmasi 6zelliklerine bagl
olarak oksidatif strese nedenli hastaliklarin 6nlenmesi veya ilerlemesinin engellemesinde
kullanilmaktadir (X. Guo ve digerleri., 2023). Alfa lipoik asitin islevleri arasinda,
indirgenmis glutatyon, C ve E gibi diger antioksidan ozellik gosteren vitaminlerin
rejenerasyonu, serbest radikallerin uzaklastirilmasi, lipit peroksidasyonuna kars1 koruma,
SOD ve CAT enzimlerinin aktivitesinin arttirilmasi, metal selasyonu yaparak mangan,
cinko, bakir, kursun gibi agir metallerin bu yolla eliminasyonu, immiin sistem ve
metabolizma ilgili gen ekspresyonu, kolin asetiltransferaz aktivasyonu ile asetilkolin

(merkezi sinir sisteminde bir ndrotransmitter) liretiminin arttirimi, molekiiler hasar onarimi
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sayilabilmektedir. Ayrica, hem metabolik siire¢lerde koenzim olarak gorev yapmasi hem de
antioksidan 6zelligi olmasi nedeniyle hiicre ici sinyal iletim yollarin1 etkileyerek anti-

inflamatuvar etki gosterdigi bilinmektedir (Ergene, 2018).

Alfa lipoik asit ve onun indirgenmis formu DHLA, hiicreleri korumak i¢in dogrudan
veya dolayli olarak ROS’lar1 temizleyebilmektedir. Ayrica oksidatif stresi azaltarak ve
oksidatif stresin s6z konusu oldugu kosullara karsi hiicre direncini artirarak hiicre
yaslanmasin1 6nlemektedir. ROS’larin detoksifikasyonunu saglayan alfa lipoik asit
homeostazin korunmasinda rol oynamaktadir. Antioksidan kapasitesine bagl olarak in vivo
ve in vitro kosullarda ROS seviyelerini ve ROS baglantili DNA hasarin1 azaltmaktadir.
Ayrica, oksidatif hasarin bir biyobelirteci olan ve immun sistem hastaliklarinda yiikselen 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin seviyelerini diisiirmektedir. Hiicre i¢i redoks durumunun
diizenlenmesi, inflamasyonun ve tiimor biiyiimesinin engellenmesi de gorevleri arasindadir.
Bu nedenle, alfa lipoik asit gibi antioksidanlar potansiyel antikanser maddeler olarak
diistiniilmektedir. Ayrica, alfa lipoik asit hiicre igindeki glutatyon seviyelerinin geri
kazanilmasma yardimci olarak, hiicrelerin serbest radikal temizleme kapasitelerinin
artirilmasmi  saglamaktadir Alfa lipoik asit ve DHLA inflamatuvar aktiviteyi,
proinflamatvuar sitokinlerden TNF-a, IL-1fB, IL-6, IL-17 ve IL-18, IFN-y ve bazi
antioksidanlarin oksidasyonunu azaltarak etki gostermektedir. NF-kB yolunun 6nemli bir
aktivatorii olan TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler tarafindan aktive edilen molekiiler
sinyal yolaklarin1 inhibe ederek inflamatuvar yaniti baskilamaktadir. ROS dahil olmak
tizere, ¢ogu hiicrede ¢esitli uyaranlar tarafindan NF-xB aktive edilebilmektedir. Bu yolak,
inflamatuvar yanitlara aracilik ederken; diger yandan kemokinler, sitokinler ve sitokin
reseptorleri gibi inflamatuvar aracilarin ekspresyonunu regiile etmektedir. Bununla birlikte,
NF-kB’nin IL-1p ve IL-6 gibi farkli inflamatuvar sitokinleri modiile ettigi de bilinmektedir
(Zhang ve Frei, 2001; Goraca ve digerleri, 2011, Shanaida ve digerleri, 2024).

Alfa lipoik asit (LA/DHLA ifti), stiperoksit anyon radikali (O2 «—), HOCI, ONOO— ve *NO
temizleyicisidir. Yapilan in vitro ¢alismalar, lipoik asitin bir IkB kinaz-2 (IKK2) inhibitori
olarak gdrev yaptigin1 ve ardindan NF-kB'nin salinimini sagladigini gostermektedir. Diger
bir anti-inflamatuvar etkisi ise, Nrf-2 ve Keap 1 arasindaki baglar1 kirarak, bagimsiz
mekanizmalar yoluyla ortaya cikan Nrf-2’nin hiicre i¢i seviyelerini yiikseltmesidir.
Oksidatif stres durumunda, normalde sitozolde inaktif olarak bulunan Nrf-2 aktif hale

gelerek niikleusa transloke olarak antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini artirmaktadir
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(Villavicencio Tejo ve Quintanilla, 2021). Alfa lipoik asit, bu etkisiyle birgok
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun azalmasina, GPx ve SOD gibi enzimatik
antioksidanlarin ekspresyonunun artmasina yol agmaktadir (Moura ve digerleri, 2016; Guo

ve digerleri, 2023).

Mitokondriyal ¢oklu enzim komplekslerinin kofaktorii olarak gérev yapan R-Alfa lipoik
asit, enzimlerdeki proteinlerin lizin kalintilarina kovalent baglanarak prostetik grup
ozelligine sahip olmaktadir. Kofaktor ve apoenzim kompleksinden olusan bu ozelligi
sayesinde sikica birbirine bagli yapisal stabilitesini korumaktadir. Alfa lipoik asit, agil
tastyici olarak, piriivat dehidrojenaz, dalli zincirli a-keto asit dehidrojenaz, a-keto-glutarat
dehidrojenaz ve 2-oksoadipat dehidrojenaz enzim komplekslerinin temel kofaktoriidiir
(Packer, Witt ve Tritschler, 1995; Jin, Sato, Hachisuka ve Atomi, 2022). Coklu enzim
komplekslerinden olusan bu aile, karbonhidrat metabolizmasinda (piruvat dehidrojenaz
kompleksi), sitrik asit dongiisiinde (a-ketoglutarat dehidrojenaz kompleksi) ve amino asit
katabolizmasinda (dalli zincirli o-keto asit dehidrojenaz kompleksi, a-ketoadipat
dehidrojenaz kompleksi), glisinin bdliinme ve lizin, hidroksilin, triptofanin katabolik
yolunda (2-oksoadipat dehidrojenaz enzim kompleksi) yer almaktadirlar. Ayrica, enzim
komplekslerin timii stratejik noktalarda islev goérmekte ve bu metabolik yollardaki
diizenlemelere katilmaktadirlar (Solmonson ve DeBerardinis, 2018; Szabo ve digerleri,

2024).

Aterosklerozis Norodejenarasyon Nefropati
Diyahet Alfa lipoik asit/ DHLA'nin antioksidan etkileri infertilite
Obezite intoksikasyon | ‘ Cilt yaslanmas1 Kanser

Sekil 2.4. Alfa lipoik asit/DHLA nin antioksidan etki semasi

Alfa lipoik asitin anti-kanser, anti-oksidatif, anti-inflamatuvar ve anti-viral olmak {izere

bircok farmakolojik 6zelligine bagl olarak (X. Guo ve digerleri, 2023), AIDS, renal litiazis,
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etanol intoksikasyonu, beyin iskemisi, inme, Parkinson hastaligi, kutan6z inflamasyon,
gastrik iilser, diyabetik noropati, radyasyon yaralanmalar1 ve katarakt gibi pek ¢cok hastaligin
klinik 6ncesi ¢alismalarda ve klinik tedavisinde de kullanilmistir (Biewenga, Haenen ve
Bast, 1997; Bilska ve Wlodek, 2005; Karakoyun, Yuksel, Ercan, Erzik ve Yegen, 2009).
(Sekil 2.4.). Ayrica, alfa lipoik asit, bir inflamatuvar transkripsiyon faktorii olan NF-xB
aktivitesini de diisiirdiigli i¢in inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda inflamatuvar
yanitlari/faktorleri belirgin sekilde azaltir (Moeinian ve digerleri, 2019; P. Zhao ve digerleri,
2024). in vitro Caco-2 hiicre modeli kullanilarak 1siya bagh stresle indiiklenen bagirsak
epitel hasarinda alfa lipoik asitin etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, alfa lipoik asit
uygulamasinin COX-2 mRNA ekspresyonunu azaltarak inflamatuvar yaniti modiile ettigi
saptanmustir (Varasteh, Fink-Gremmels, Garssen ve Braber, 2018). Ulseratif kolit modeli
olusturulmus farelerde, tedavide alfa lipoik asit uygulamasinin NF-xB, COX-2, IL-17 ve
Nrf-2 gibi molekiiler hedeflerin modiilasyonunu saglayarak, kolon dokusundaki
sitotoksisite, DNA hasari, fibrosiz, oksidatif stres ve inflamasyonu azalttig1 ve bu sayede
hastaligin siddetini de azalttig1 gosterilmistir (Trivedi ve Jena, 2013; P. Zhao ve digerleri,
2024).

Dekstran siilfat sodyumla indiiklenen fare kolit modelinde alfa lipoik asitin inflamasyon,
oksidatif stres, DNA hasar1 ve fibrozisi modiile ettigi gosterilmistir (Trivedi ve Jena, 2013).
2,4,6- trinitrobenzenosulfonik asit (TNBS) ile indiiklenen kolitli ratlarda 80 mg/kg/giin
olacak sekilde bir hafta boyunca oral yoldan alfa lipoik asit verildiginde hastalik aktivite
indeksini anlamli sekilde azalttig1 gézlemlenmistir (J. Sun ve M.J. Sun, 2016). Yapilan bagka
bir calismada, pasif sigara dumanina maruz kalan, asetik asitle indiiklenen kolitli geng

ratlarda alfa lipoik asitin koruyucu etkilerinin oldugu belirlenmistir (Ozbeyli ve digerleri,
2017).

Bu bilgilerden hareketle, bu tez konusunda, ratlarda asetik asitle indiiklenmis deneysel kolit
modelinde meydana gelen kolon mukozasi1 hasari, inflamasyonu ve oksidasyonuna karsi alfa
lipoik asitin tek basmna veya mesalaminle olan kombine kullanimimin etkinligi
degerlendirildi. Bununla birlikte, kolitin neden olabilecegi bagirsak mikrobiyota profili
degisiklikleri ile alfa lipoik asitin diizenleyici etkileri karsilastirmali olarak arastirildi.
Boylece, gerek kolitin etiyopatogenezi gerekse de alfa lipoik asitin etkinliginin bir¢ok yolak
lizerinden aydinlatilmasi hedeflenmis ve ileride yapilacak ¢alismalara farkli bir bakis agisi

kazandirilacagi diistiniilm{stiir.
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Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar ve primer antikorlar Cizelge 3.1.°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve primer antikorlar

Kimyasal Madde ve Antikorlar

Marka - Katalog Numarasi

Asetik asit Tekkim, TK.010030.02501
Mesalamin MedChem Express, HY-15027
Alfa lipoik asit MedChem Express, HY-N0492
Formaldehit Tekkim, TK.060161.02501

Fosfat tamponlu salin tablet

Bioshop Canada, PBS404.100

Hematoksilen

Bio-Optica, 05-06002/L

Eozin

Bio-Optica, 05-10007/L

Diaminobenzedin Kiti

PatoLab, PL-060-HDX

Ultravision Detection System Kit

Epredia, TP-125-HL

Sitrat tamponu

PatoLab, PL-125-CTB

Hidrojen peroksit

PatoLab, PL-060-HP

Glasiyel asetik asit

Merck, M100063.2500

Ksilen

Tekkim, TK.090270.05003

Absolut Etanol (%99)

Honeywell, 64-17-5

Masson’s Trichrome boya Kiti

Bio-Optica, 04-010802

Alcian Blue Kiti

ScyTek, APS-1

Nitrozin

Elabscience, E-EL-0040

Total Antioksidan Status Kiti

RelAssay, RL0017

Total Oksidan Status Kiti

RelAssay, RL0024

OKludin primer antikoru

Bioss-USA, bs-1495R-20ul

Zonula okludens-1 primer antikoru

Elabscience, E-AB-52081-60ul

Klaudin-1 primer antikoru

Elabscience, E-AB-30939-60ul

NLRP3 primer antikoru

Elabscience, E-AB-93112-60ul

Gasdermin primer antikoru

MedChem Express, HY-P81230-100ul
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3.1.2. Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2.’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar

Marka

Hassas terazi

Necklife

Santrifiij LW Scientific Zip-IQ TT

-85°C derin dondurucu Sanyo

-20°C derin dondurucu Sanyo

+4°C buzdolab1 Argelik

Mikrotom cihazi Slee

Distile su cihazi Niive

Saf su cihazi Simsek Laborteknik

pH metre AD1000 ph/mV&Temperature Meter
Homojenizator Miccra D-1

Vorteks MS2 Minishaker IKA

Mikroplaka okuyucu

Bio-Tek EL X 800-Aotu strip washer:Bio Tek
EL X 50

Kolorimetri

Mindray-BS400

Western blot jel dokme modiilii

Bio-Rad

Otomatik pipet seti

Thistle Scientific

Dikey elektroforez sistemi

Bio-Rad

Western Blot Cihazi

Trans-Blot Turbo, Bio-Rad Laboratories

Kemilimunesan Gorintilleme Cihazi

ChemiDoc MP, Bio-Rad

Mikroskop

ZEISS Axiolab 5

Yeni nesil sekanslama cihazi

Miseq, Illumina
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3.2. Yontem

3.2.1. in vivo ¢alismalar

Hayvanlar

Arastirmamizda 8-10 haftalik 200-250 g agirliginda pubertasa ulagmis saglikli 34 adet erkek
Wistar Albino 1rki rat kullanildi. Hayvanlar 12 saat gece/giindiiz periyodunda, 21-24 °C ve
%45-55 nem orani olan barinma yerlerinde, standart rat yemi (%5,5 ham yag, %23 ham
protein, %3,5 ham seliiloz, %8 ham kiil, %11 NDF; 12,5 kJ/g) ve musluk suyuyla ad libitum
beslendiler. Hayvanlarda yapilacak tiim islemler ve deneklerin izlenmesi Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan izin alindiktan sonra (G.U.ET-23.078) Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Arastirma Unitesinde yapildi.
Uniteye kabul edilen hayvanlar, bir hafta adaptasyona maruz birakildi ve bu siire igerisinde
0zel olarak iretilmis antiparaziter yem ile beslendi. Daha sonra kontrol grubunda 6, deney

gruplarinda 7 hayvan olacak sekilde asagida belirtildigi gibi 5 gruba ayrildu.

Deney gruplari

Grup I: Kontrol Grubu (n=6): intrarektal herhangi bir uygulama yapilmayan, 14 giin
boyunca oral 1 mL distile su uygulanan grup

Grup II: Kolit Grubu (n=7): % 4 asetik asit ile kolit olusturulan ve 14 giin boyunca oral 1
mL distile su uygulanan grup

Grup I11: Mesalamin (Referans Madde) Grubu (n=7): % 4 asetik asit ile kolit olusturulan ve
14 giin boyunca 1 mL oral mesalamin 50 mg/kg/giin dozda uygulanan grup

Grup IV: Alfa Lipoik Asit Grubu (n=7): % 4’ liik asetik asit ile kolit olusturulan ve 14 giin
boyunca 1 mL oral alfa lipoik asit 100 mg/kg/giin dozda uygulanan grup

Grup V: Mesalamin + Alfa Lipoik Asit Grubu (n=7): % 4’ liik asetik asit ile kolit olusturulan
ve 14 giinboyunca 1 mL oral mesalamin 50 mg/kg/giin ile 1 mL oral alfa lipoik asit 100
mg/kg/glin dozda uygulanan grup

* 3R kurali ilkesine uyarak kontrol grubu 6 hayvandan, kolit indiiksiyonu yapilacak gruplar
ise kayiplarin olmasi goz ontinde bulundurularak 7 hayvandan olusacak sekilde dizayn

edilmigtir.
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Kolit indiiksiyonu

Grup I digindaki hayvanlarda kolit indiiksiyonu amaciyla % 4 asetik asit intrarektal olarak
uygulandi (Resim 3.1.). 12 saat boyunca yiyecekten yoksun birakilan ratlara ksilazin (8
mg/kg/i.p.) ve ketamin (75 mg/kg/i.p.) anestezisi uygulandi. Ratlara rektal yoldan
yerlestirilen bir sonda 6 cm ileriye ulasacak sekilde ilerletildi. Hayvanlar bu islem sirasinda
trendelenburg pozisyonuna getirilerek, 2 mL voliimde %4 asetik asit ¢ozeltisi yavas sekilde
intrarektal yolla verildi. Daha sonra verilen maddenin aniisten disariya ¢ikmasini 6nlemek
amaciyla ratlar 2 dakika trendelenburg pozisyonunda bekletildiler (Shahid ve digerleri,
2022).

Resim 3.1. Asetik asit sollisyonunun intrarektal uygulanmasi

Tedavi protokoli

Asetik asit uygulamasindan 24 saat sonra tedavi protokoliine basland1 ve 14 giin siireyle
devam edildi. Tedavi amaciyla uygulanan tiim test materyalleri gavaj yardimiyla oral yoldan

verildi (Resim 3.2.). Kolit modeli indiiksiyonu yapilmayan Grup I-Kontrol Grubu
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hayvanlarina herhangi bir tedavi uygulanmayip 1 mL distile su verildi. Grup II-Kolit Grubu
hayvanlarina kolit modeli sonrast 1 mL distile su uygulandi. Grup III-Referans Madde
Grubu hayvanlara kolit indiiksiyonu sonrast 1 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilen 50
mg/kg/giin dozda mesalamin (Rao ve digerleri, 2022) uygulandi. Grup IV-Alfa Lipoik Asit
Grubu hayvanlarina kolit modeli sonras1 1 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilen alfa lipoik
asit 100 mg/kg/giin (Moura ve digerleri, 2016) dozda verildi. Grup V-Mesalamin+Alfa
Lipoik Asit Grubu hayvanlarina kolit modeli sonras1 1 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriilen

50 mg/kg/gilin dozda mesalamin ile alfa lipoik asit 100 mg/kg/giin dozda uygulandi.

Resim 3.2. Gavaj yoluyla oral yoldan test materyallerinin verilmesi

Hastalik aktivite indeksi

Deney 6ncesi ve deneysel prosediiriin sonuna kadar hayvanlar giinliik olarak tartildi ve disk1
muayenesi yapildi. Hayvanlarin diski muayenesinden elde edilen sonuglar dogrultusunda
kolit hastalik aktivite indeksi Cizelge 3.3.’de belirtildigi gibi skorland1 (Lleal ve digerleri,
2019).
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Cizelge 3.3. Kolit hastalik aktivite indeksinin skorlanmasi (Lleal ve digerleri, 2019)

Kilo Kaybi Skor | Diskida kan Skor Diski yapisi Skor
< %1 0 Yok 0 Normal 0
% 1-5 1 1 Yumusak Parcali 1
% 5-10 2 Hafif Kanama 2 Daginik Pargali 2
% 10-15 3 3 Orta Diyare 3
> 0515 4 Biiyiik Kanama 4 Sulu Diyare 4

Deneysel prosediiriin sonlanmasi

Kolit indiiksiyonu sonrast 14 giinliik tedavi prosediiriinii takiben tiim hayvanlar genel
anestezi altinda (8 mg/kg/i.p. ksilazin ve 75 mg/kg/i.p. ketamin) eksanguinasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Hayvanlarin sakrifikasyonundan hemen sonra aniisten 8§ cm uzakta olacak
sekilde distal kolon uygun diseksiyon yontemi ile ¢ikarildi ve ayri ayrn tartilip agirliklar
kaydedildi. Distal kolon uzunlamasma acildi ve Cizelge 3.4.’de belirtilen kolorimetrik
degerlendirme kullanilarak ii¢ alan (normal, orta ve siddetli inflamasyon) kolonik hasarin
Ol¢iilmesi icin fotograflandi (Wang ve digerleri, 2016). Kolonun uzunlamasina kesitinin
yarist histopatolojik ve immunohistokimyasal analizler i¢in, diger yarisi1 ise biyokimyasal

parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla kullanildi.

Cizelge 3.4. Kolonun Makroskopik Degerlendirilmesi (Wang ve digerleri, 2016)

Skor | Makroskopi
0 | Hasar yok
Hiperemik, tilser yok
Belirgin inflamasyon gdstermeyen lineer iilser
Bir bolgede inflamasyonlu lineer iilser
Iki yada daha fazla yerde <1 cm iilserasyon / inflamasyon

Ol B~ |WIN|F-

Iki yada daha fazla yerde kolon boyunca genis > 1 c¢m iilserasyon / inflamasyon

3.2.2. Biyokimyasal parametreler

Deney protokolii sonrasi eppendorf tiiplerine alinan kolon doku 6rnekleri analizler yapilana
kadar -80°C’de saklandi. Elde edilen 6rnekler homojenize edildikten sonra total oksidan,
total antioksidan ve nitrotirozin diizeyleri degerlendirildi. Spektrofotometrik ve
kolorimetrik yontemle yapilacak analizlerde homojenizasyon amaciyla; 1 g doku 9 mL

caligma soliisyonunda (50 mmol; pH:7,4 Fosfat Tamponu) homojenizatér yardimiyla
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homojenize edildi. Daha sonra, elde edilen homojenat 3,000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika
boyunca santrifij edilerek siipernatantlari toplandi. Doku agirliginin degismesi durumunda
caligma soliisyonu orantil1 bir sekilde degistirildi. Siipernatantlar her bir analizde serum gibi

calisildi.

Total oksidan status (TOS) ve total antioksidan status (TAS) diizeyinin belirlenmesi

Ulseratif kolit olgularinda meydana gelen inflamasyon, oksidatif strese neden olmakta ve bu
durum iyilesme siirecini olumsuz ydnde etkilemektedir. Bu nedenle tedavi edilen
dokulardaki iyilesme oraninin belirlenmesinde oksidatif stres indeksi ©onemli bir
parametredir. Bu amagla, doku TOS ve TAS diizeyleri ticari kitler kullanilarak (Relassay,
Turkiye) firmanin talimatlarina gore kolorimetrik olarak analiz edildi. Hazirlanan
homojenize kolon dokusu orneklerinde TAS diizeyi i¢in doku antioksidanlarinin ABTS
(2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonu tizerindeki siipiiriicii
etkileri degerlendirildi (Erel, 2004). TOS diizeyi ise, numunelerde bulunan doku
oksidanlariin ferroz iyon-O-dianizidin’i ferrik iyona okside etme kapasiteleri 6l¢iildii. Bu

parametreler kullanilarak OSI diizeyi hesaplandi (Erel, 2005).

Oksidatif Stres Indeksi: TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak
ifade edilen OSI hesaplanirken, TAS diizeyinin birimindeki mmol degeri TOS degerinde
oldugu gibi pmol birimine ¢evrildi (Erel, 2005). Sonugclar “arbitrary unit” (AU) olarak ifade
edilerek OSI degeri hesapland1 (OSI= TOS, umol H.O; equiv./L / TAS, umol Trolox equiv./L
X 10).

Nitrotrozin diizevinin belirlenmesi

Nitrotrozin (3-NT), oksidatif stresle iliskili doku hasarmin en 6nemli gostergelerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Kolon dokusunda 3-NT diizeyi 6l¢limii hazir ticari bir kit
kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak yapildi. Bu amagla, 50 pl siipernatan
ve 50 ul Biotinylated Detection Antibody antikor kapli mikroplaka kuyucuklarina
eklendikten sonra yavasca karistirildi ve 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
mikroplaka igindeki sivi bosaltildiktan sonra 3 kez yikama soliisyonu (wash buffer) ile
yikand1 ve 100 ul HRP (Horseradish Peroxidase)-Streptavidin Conjugate mikroplakaya
yuklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan mikroplaka i¢indeki sivi
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bosaltildiktan sonra 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve 90 ul TMB (3, 3', 5, 5'-
Tetramethylbenzidine) Substrate mikroplakaya yiiklenerek 1siktan korunacak sekilde
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Son olarak, 50 pl stop soliisyonu tiim kuyulara eklendi ve
spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda 450 nm’de absorbans degerinde okundu.

Omnekteki protein konsantrasyonuna oranlanarak 3-NT diizeyi (ng/mL) hesaplandi.

3.2.3. Western blot incelemeleri

Kolon doku orneklerinde NLRP3 ve GSDMD protein ekspresyonlart Western blot
yontemiyle incelendi. Kolon dokusu homojenizasyon tamponu ig¢inde (50 mM Tris, 2 mM
EDTA (Etilendiamintetra asetik asit), %1 NP-40 (Nonil fenol) (v/v), 1 mM PMSF
(Phenylmethanesulfonyl  Fluoride), %10 siikroz ve proteaz-fosfataz inhibitor
tablet/sollisyon) homojenizator yardimiyla (Miccra D-1 Homojenizator) homojenize edildi.
Doku homojenatinda bulunan toplam protein miktart Lowry ve digerleri (1951)’nin
yontemiyle dl¢iildii. Calismanin 6ncesinde, her bir antikor i¢in optimizasyon caligmalari
yapilarak yiiklenecek protein miktar1 ve antikor konsantrasyonlar1 belirlendi. Esit miktarda
protein karigimini igeren doku homojenati %’4’liikk sikistiric, %10-12’lik ayirict jelde
yiiriitiilip SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi) yontemiyle
ayrildi. Ardindan sabitlenmek ve antikorlarla isaretlenmek {izere Western Blot teknigi ile
PVDF (polivinilidin difloriir) membranlara Trans-blot TurboTM (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, ABD) cihaz1 kullanilarak aktarildi (Towbin, Staehelin ve Gordon, 1979).
PVDF membrana aktarildiktan sonra membranlar TBS-T (0,5 M NaCl, 20 mM Tris pH:7,4,
%0,05 h/h Tween-20) ile yikandi. Ardindan TBS-T iginde hazirlanmis %5°lik siit tozu veya
sigir serum albumini (BSA) ile oda sicakliginda bir saat bloklandi. Bloklama sonrasi
membranlar primer antikorlarla 4°C’de bir gece bekletildi ve membranlar TBST tamponu
ile yikandiktan sonra, Horseradish Peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis ikincil antikorlar
ile oda sicakliginda bir saat daha muamele edildi. Ardindan, Clarity™ (BioRad Laboratories)
Enhanced Chemiluminescence (ECL) goriintiileme soliisyonu ile 3-5 dk inkiibe edilerek
membranlarin kemiluminesan goriintiileri ChemiDocTM MP goriintiileme sistemi (Bio-
Rad) ile alindi. Ayn1 zamanda, normalizasyon i¢in ayni drnekler ve membranlar f-actin
(internal kontrol) antikoru ile muamele edildi. Image Lab4.1 Programi yardimi ile bant
yogunluklar 6lgiildi. Protein ekspresyonlari, S -actin proteini ile oranlanarak normalize
edildi.
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3.2.4. Histopatolojik ve immunohistokimyasal calismalar
Distal kolonun ilgili boliimii %10 tamponlu formaldehit igerisine alinarak fikzasyon islemi
gergeklestirildi. Parafin bloklama sonrasinda histopatolojik ve immunohistokimyasal

analizlerlere baslandi.

Hematoksilen&eosin (H&E) boyama protokolii

Rutin histolojik iglemlerden gegirilerek parafin bloklardan elde edilen 4 um kalinligindaki
kesitler, deparafinizasyon isleminin ardindan, rehidratasyon islemi ic¢in azalan etil alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70 ve %50) 10’ar dakika tutuldu. Kesitler havada kurutma
islemi tamamlandiktan sonra, 10 dakika akan musluk suyu ile yikanip alkolden
uzaklagtirildi. Yikama isleminin ardindan 10 dakika Harris Hematoksilen boya
soliisyonunda tutulan kesitler, daha sonra akan musluk suyu altinda 10 dakika, glasiyel asetik
asit ile alkol karisimi olan soliisyona 2-3 kez batirilip ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda
tekrar 10 dakika siireyle yikandi. Bu islemi takiben, 10 dakika Eosin boya soliisyonunda
bekletilerek tekrar 10 dakika akan musluk suyu ile yikamanin ardindan dehidratasyon islemi
i¢in sirastyla % 50, %70, %80, %90 ve %100’lik artan etil akol serilerinden hizlica gegirildi.
45 dakika ksilolde bekletilip lamlar entellan ile kapatildi. Hazirlanan kesitlerden, ZEISS
Axiolab 5 (Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Zen
Blue 3.4 programinda degerlendirilerek semikantitatif histopatolojik skorlama yapildi

(Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3.5. Mikroskobik Skorlama (Wang ve digerleri, 2016)

Skor | Parametre

0 Normal kolon dokusu

1 Mukoza tabakasinda sinirli inflamasyon ya da fokal {ilserasyon

2 Mukoza ve submukoza tabakalarinda smirli fokal ya da yaygin iilserasyon ve
inflamasyon

3 Muskularis propria ile sinirli fokal ya da yaygin iilserasyon ve inflamasyon

4 Seroza ile sinirli fokal ya da yaygin iilserasyon ve inflamasyon

5 Serozay1 igeren yaygin iilserasyon ve transmural inflamasyon

Masson’un uc¢li boyama protokolii

Deney gruplarina ait doku bloklarindan alinan 4 pm kalinligindaki kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in, 37 °C’lik etiivde bir gece kaldiktan sonra deparafinizasyonun devaminda etiiv
1s1s1 57 °C’ye cikarilarak bir saat daha bekletildi. Daha sonra, kesitler, iki kez beser dakika
ksilole alinarak deparafinizasyon islemi sonladirildi. Iki kez {i¢ dakika %100’liik etil
alkolden gecirildikten sonra sirastyla %90, % 80, % 70 ve % 50 azalan etil alkol serilerinden
gecirildi. Kesitler, akan musluk suyunda yikanarak boyamaya hazir hale getirildi ve Masson
Trichrome boyama kitine maruz birakildi. Weigert Iron Hematoxylin A ve B soliisyonlarinin
karisiminda yaklasik 20 dk bekletilen kesitler distile sudan gecirildi. Pikrik asit alkolik
soliisyonunda bes dk tutulduktan sonra kesitler tekrar distile su ile yikandi. Ponceau asit
Fuksin soliisyonu kullanilarak 15 dk boyanan kesitlerin tekrar distile su ile yikama islemi
gergeklestirildi. Phosphomolybdic asit soliisyonunda yaklasik bes dakika tutulan kesitler
yikama islemi yapilmadan Anilin Blue soliisyonuna etkin birakildi. Kesitler distile su ile
yikama sonrasinda alkol serilerinden gecirilerek kapama medyumu entellan ile kapatildi.
Masson’s Trichrome boya kiti kullanarak boyanan kolon kesitlerinde Image J programu ile
fibrotik alan yiizdesi degerlendirildi (Alattar, Alshaman ve Al-Gayyar, 2022).

Alcian Blue boyama protokolil

Deparafinize edilen kesitler alkollerden gecirilerek akar suda yikandi. Boyama igin Alcian

Blue Kiti (pH:2,5) kullanildi. % 1 Alcian Blue soliisyonunda 30 dk boyandiktan sonra
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%?3’liik asetik asitte 10-20 saniye yikandi. Akar su altinda bes dakika yikamanin ardindan
ti¢c dakika neutral red ile zemin boyasi yapildi. Yikama ve dehidratasyon sonrasinda ksilole
alinarak kapama mediumu ile kesitler kapatildi. ZEISS Axiolab 5 (Germany) bilgisayar
destekli 1s1k mikroskobunda elde edilen goriintiler, Zen Blue 3.4 programinda
degerlendirildi. Alcian Blue Boyama sonrast deney gruplarina ait kolon kesitlerinde farkli

kriptlerde Goblet hiicre sayilari degerlendirildi (Ma, Yeom ve Lim, 2020).

Immunohistokimyasal analizler

Immunohistokimyasal yontem, UltraVision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (RTU) ve Ultra Vision Detection System DAB Substrat System
immunohistokimya kitleri kullanilarak gerceklestirildi. Immiinohistokimyasal boyama igin
parafin bloklardan polilizinli lamlara 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler,
deparafinizasyon igleminin ardindan azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90, %80 ve %
70) gecirildi. Dehidrate edilen dokular alkolden uzaklastirilmak i¢in iki kez beser dakika
distile sudan gegirildi, daha sonra, dokulara sitrat tamponu (pH:6,0) ile retrieval islemi
uygulandi. Dokulart sitrattan arindirmak igin iki kez beser dakika distile sudan gegirildi.
Dokularin ¢evresi PAP-pen ile c¢evrilerek nemli ortam olmasina dikkat edilen
immiinohistokimya barina dizildi. Dokular ti¢ kez tiger dakika siireyle fosfat tampon
soliisyonu (pH:7,4) ile yikandi. Daha sonra, 15 dakika %3’liikk hidrojen ile etkin birakildu.
Islem sonrasinda, fosfat tampon soliisyonu ile lamlar yikandi, yikanan lamlara bes dakika
UltraV block uygulandi, 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden
sonra, dokular yikanmadan primer antikor asamasina gecildi. Kesitler uygun diliisyonda
Okludin, Zonula Okludens-1 ve Klaudin-1 primer antikorlarina etkin birakilarak inkiibe
edildi. Primer antikordan sonra lamlar ii¢ kez iicer dakika fosfat tampon soliisyonu ile
yikandi. Yikamanin ardindan lamlara 10 dakika biyotinli sekonder antikor uygulandi. Tekrar
fosfat tampon soliisyonu ile yikandiktan sonra dokular 10 dakika streptavidin
peroksidazenzim kompleksine etkin birakildi. Islem sonrasinda dokular yine ii¢ kez iiger

dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikandu.

Diaminobenzedin igeren (DAB) substrati igeren kromojen DAB eklenerek bekletildi ve
gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi olarak Mayer’in
hematoksilen’i kullanildi. DAB ile boyanan lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi. 20

dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan ile kapatilan kesitler ZEISS Axiolab 5
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(Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda, Zen Blue 3.4 programi kullanilarak
degerlendirildi. Image J programi kullanilarak her kesitte randomize secilen dort farkli
alanda primer antikorlara ait immunoreaktivite yogunlugu 6l¢iildii (Shastri, Shinde, Sohal,
Gueven ve Eri, 2020).

3.2.5. Fekal mikrobiyotanin yeni nesil sekanslama (YNS) yontemi ve metagenomik
yaklasim ile belirlenmesi

Deney sonrasinda ratlardan steril kosullar altinda feges ornekleri alindi (Resim 3.3.).
Ornekler, igerisinde steril Tris-EDTA tamponu bulunan tiiplere aktarildi. Bir saat kadar
soguk ortamda hizli bir sekilde karistirilarak elde edilen ¢ozelti, oncelikle Okaryotik
hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in 5,000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, supernatant
toplanarak 15 dakika 13,000 g’de santrifiij edildi. Elde edilen pellet tekrar ¢ozdiiriildiikten
sonra {iretici firmanin talimatlarina uygun olarak DNA izolasyon kitleriyle DNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi. DNA konsantrasyonlart Qubit 2.0 Fluorometer kullanilarak
tespit edildi ve DNA o6rnekleri kullanima kadar -20°C’de saklandi. Kiitiiphane olusturulmasi
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) programi ve sekanslama Illumina’nin talimatlarina
uygun sekilde gergeklestirildi. Tekrar PZR tirtinlerinin kaliteleri Qubit cihazi kullanilarak
kontrol edildi. PZR iiriinleri serbest primerler ve primer dimerlerinden temizlendi ve DNA
konsantrasyonu hesaplandiktan sonra 16S dizileri MiSeq v3 dizileme kiti ve i¢ kontrol olarak
%5 PhiX kullanilarak MiSeq (Illumina, ABD) sistemi ile 2x250 pair-end olarak belirlendi.
MiSeq raporter 2.4 igeren MiSeq Kontrol Yazilimi (versiyon 2.4) onciil analizler ve ham

okumalarin de-multipleksi i¢in kullanildi.
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Resim 3.3. Steril sartlar altinda feces drneginin toplanmasi

Biyoinformatik

YNS sonrasi elde edilen sekanslardan belirsiz olanlar, uzunlugu 100 bp’den kisa olanlar,
8bp uzunlugundan daha uzun homopolimer i¢erenler elendi. Kalan sekanslardan adaptor ve
primer kisimlari kesildi. FastQC yazilimi kullanilarak kalite filtrelemesi yapildi. Elde edilen
okumalar, MiSeq reporter yazilimi ve agik kaynak yazilim paketi olan QIIME, kullanilarak
Greengenes ve SILVA veri bankalariyla eslestirmeleri yapilarak operasyonel taksonomik
birimler (Operational Taxonomic Units, OTUSs) tespit edildi ve mikrobiyal gesitlilik ve
dagilimlar1 belirlendi. Bu asamada, ek olarak online olarak kullanilabilen Segmatch yazilim1
(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) kullanilarak elde edilen sekanslar

Ribosomal Database Project Il (RDPII) veri bankasiyla da karsilastirildi.

Mikrobiyota analizinin degerlendirilmesinde, bir 6rneklemde ilgili taksonomik birimlerin
cesitliligini degerlendirmek i¢in alfa gesitlilik degerlendirmesi, Chaol, Shannon ve Simpson
olmak iizere ii¢ farkli indeks kullanilarak yorumlandi. Bireyler arasindaki taksonomik
farkliliklar1 degerlendirmek igin kullanilan beta ¢esitlilik analizi, Jaccard, Bray-Curtis,
Agirlikli ve Agirliksiz unifrac temel alinarak hesaplandi. Gruplar arasindaki spesifik

farkliliklar, diferansiyel bolluk analizi, Deseq2 R paketi ile ortaya konuldu. Dogrusal
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diskriminant analizi Etki Biyiikligi (LEFSe) analizi, istatistiksel olarak anlamli

taksonomileri gostermek i¢in gruplar arasinda yapildi.

3.2.6. istatistiksel analiz

Calisma sonunda elde edilen veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi.
Gruplar arasi1 karsilagtirmanin istatiksel analizlerinde, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve Bonferroni post-hoc testi kullanildi. Istatistiksel farkin belirlenmesinde p<0,05 diizeyi
dikkate alindi. Verilerin analizi ve grafiklerin elde edilmesi i¢in GraphPad Prism 8.0

Software programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Beden Agirhiklary, Yem ve Su Tiiketimleri

Ratlarin deney Oncesi ve sonrasi beden agirliklar1 Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.’de verilmistir.
Kontrol ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarinda deneyin 1. giin ve 14. giin arasindaki
beden agirhigindaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Deneyin 14. giliniinde kontrol grubu hayvanlarinin beden agirhigindaki artisin kolit,
mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarina gére anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,0001). Kolit
grubu hayvanlarinin 14. giiniinde beden agirliginin alfa lipoik asit ve mesalamin gruplarina
gore anlamli olarak azaldig1 dikkati ¢ekmistir (p<0,001). Mesalamin+alfa lipoik asit grubu
ratlarda ise, 14. glinde beden agirliginin mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarina gére anlamli

olarak arttig1 belirlenmistir (p<0,001).

Cizelge 4.1. Ratlarin deney Oncesi ve sonrasi beden agirliklar

Gruplar 1. Giin (g) 14. Giin (g)
Kontrol 262,33 £ 6,10 366,01 £ 10,012
Kolit 266,00 £ 6,02 238,10 £9,92*
Mesalamin 240,33 £8,11 288,40 £9,91"
Alfa Lipoik Asit 253,16 421 288,50 % 9,50"
Mesalamin+Alfa Lipoik Asit 281,50 £ 8,40 351,83 £ 18,21

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.  Ayn1 satirda bulunan ortalamalar arasi farklilik
dnemlidir (p<0,05); *p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; #p<0,001, Kolit
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; $p<0,001,mesalamin grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farkliligi; Pp<0,001, Alfa lipoik asit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliig1 gdstermektedir.
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Sekil 4.1. Ratlarin deneyin 1. ve 14. giinlerindeki beden agirliklari. M: Mesalamin, ALA: Alfa
lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade
edilmistir. Deneyin 14. giinleri arasi istatistiki anlamhliklar verilmistir. *p<0,0001, Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; *p<0,001, Kolit grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farkliligi; #p<0,001,mesalamin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligs;
Pp<0,001, Alfa lipoik asit grubuna gére istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir.

Deney prosediirii boyunca hayvanlarin giinliik olarak olgiilen beden agirliklar1 sonucuna
gore deneyin ilk ve son giinleri arasindaki agirlik farkinin 14. giinde kolit grubunda en diisiik
(27,90 g), daha sonra sirasiyla alfa lipoik asit (35,34 g) ve mesalamin (48,07 g) gruplarinda
oldugu belirlenmistir. Agirlik farkinin kontrol (103,684 g) ve mesalamin+alfa lipoik asit
(70,33 g) gruplarinda daha fazla oldugu dikkati cekmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Ratlarin deneyin baslangi¢ ve sonundaki agirlik degisim farklari. M: Mesalamin,
ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.

Hayvanlarin deney prosediirii olan 14 giin boyunca giinliik olarak 6l¢iilen yem ve su miktari
Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’te sunulmustur. Kolit indiiksiyonu yapilan gruplarda yem ve su
tiiketim miktarinin kontrol grubuna goére anlamli olarak degismedigi gortilmistiir (p>0,05).
Ancak, tedavinin ilk giinleri kolit indiiksiyonu yapilan gruplarda yem ve su tliketiminin
azaldig1, tedavinin devam etmesiyle artmaya basladig belirlenmistir. Mesalamin+alfa lipoik
asit grubunda ise bu artisin diger gruplara gore daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu

bilgiler dogrultusunda, hayvanlarin beden agirligndaki degisimin yem ve su tiiketim

miktarlara bagh olmadig goriilmustiir.
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Sekil 4.3. Ratlarin deney siiresince tiikettikleri yem miktarlari. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik
asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.
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Sekil 4.4. Ratlarin deney siiresince tiikettikleri su miktarlari. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit,
M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.

4.2. Hastahk Aktivite indeksi

Ratlarin hastalik aktivite indeksi sonuclar1 Sekil 4.5.°te verilmistir. Deney prosediirii
boyunca hayvanlarin agirlik kaybi, diskida kan varlig1 ve digk1 yapisindan elde edilen veriler
dogrultusunda elde edilen hastalik aktivite indeksi skoruna gore kolit grubunda mesalamin

(p<0,05), alfa lipoik asit (p<0,01) ve mesalamin+alfa lipoik asit (p<0,0001) gruplarina gore
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anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, hastalik aktivite indeksi skorunun
kolit (p<0,0001), mesalamin (p<0,01) ve alfa lipoik asit (p<0,01) gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriilmistiir. Skor degerlendirmesinde kontrol ve
mesalamin+alfa lipoik asit gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 dikkati ¢ekmistir

(p>0,05).
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Sekil 4.5. Gruplara gore hastalik aktivite indeksi. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA:
Mesalamin+talfa lipoik asit. Sonuglar ortalama +standart hata olarak ifade edilmistir. *p<0,0001,
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig:; #p<0,01, Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkliligi; “p<0,05, Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
farklilig1; Pp<0,01, Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; %p<0,0001, Kolit
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir.

4.3. Kolonun Makroskobik Skor Bulgular:

Ratlarda asetik asit ile indiiklenen kolit modelinde iilserasyon, hiperemi ve mukozal 6deme
bagli meydana gelen kolon doku hasarmin makroskobik goriiniimii ve skoru Sekil 4.6.’da
sunulmustur. Kolit, mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarindaki makroskobik skorun kontrol
grubuna gore anlamli olarak artis gosterdigi belirlenmistir (p<0,01). Mesalamin+alfa lipoik
asit grubunda makroskobik skorun diger kolit indiiksiyonu yapilan gruplara gore azaldigi

dikkati ¢ekse de diger gruplara gore farkliliginin anlamli olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).
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Sekil 4.6. Gruplara goére kolon dokusunun makroskobik goériiniimii ve skoru. M: Mesalamin,
ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: mesalamin+alfa lipoik asit. *p<0,01, Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklihig1 gostermektedir. a) Kontrol, b) Kolit, ¢) Mesalamin, d) Alfa
lipoik asit, €) Mesalamin+alfa lipoik asit
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Kolit grubunda kolon dokusunun olduk¢a inceldigi ve biitiinliigiiniin bozuldugu, iki
hayvanin kolonunda perforasyon oldugu dikkati ¢ekmistir. Ayrica, mesalamin grubunda bir

hayvanin kolon dokusunda adezyon meydana geldigi goriilmiistiir (Resim 4.1.).

Resim 4.1. Kolit grubunda kolonun perforasyonu (a) ve mesalamin grubunda kolonun
adezyonu (b)

4.4. Kolon Dokusu Biyokimya Bulgular1

4.4.1. TAS, TOS ve OSI diizeyleri

Deney protokolii sonrasi elde edilen kolon dokularinda TAS ve TOS seviyeleri
belirlendikten sonra OSI degeri hesaplanmistir. TAS seviyesi en disiik kolit grubunda
(0,91+0,02 mmol/L) belirlenirken, kontrol (1,35+0,07 mmol/L) grubuna gore farkliligin
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001). Ayrica, (kolit grubunda TAS seviyesinin
mesalamin (1,37+£0,06 mmol/L; p<0,001), alfa lipoik asit (1,53+0,03 mmol/L; p<0,0001) ve
mesalamintalfa lipoik asit (1,38+0,07 mmol/Lp<0,0001) gruplarina gore diisiik seviyede

olmasi da anlamli bulunmustur (Sekil 4.7.a).

TOS seviyesi en yiiksek kolit grubunda (5,02+0,24 umol/L) belirlenirken, kontrol
(3,39+0,16 umol/L) grubuna gore farkliligin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001).
Ayrica, kolit grubunda TOS seviyesinin mesalamin+alfa lipoik asit (3,55+0,19 pmol/L;
p<0,01) ve alfa lipoik asit (4,01+£0,28 umol/L; p<0,05) gruplarina gore yiiksek seviyede
olmasi da anlamli bulunmustur. Mesalamin (4,4+0,33 pmol/L; p>0,05) grubundaki

farkliligin gruplar arasi anlamli olmadigi saptanmistir (Sekil 4.7.b).
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Sekil 4.7. Deney protokolii sonrasi elde edilen kolon dokularinda TAS (a) ve TOS (b)

seviyeleri. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik
asit. *p<0,001, Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli farklilig1; #p<0,001, Mesalamin
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkliligi; #p<0,0001, Alfa lipoik asit ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml farklihigi; “p<0,05, Alfa lipoik asit grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml farklihgi; Pp<0,01, Mesalamin+Alfa lipoik asit grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

OSI degeri en yiiksek kolit grubunda (9,1440,49 AU) belirlenirken, kontrol (5,44+0,34 AU)
grubuna gore farkliligin anlamli oldugu belirlenmistir (p<<0,001). Ayrica, kolit grubunda OSI
degerinin alfa lipoik asit (6,49+0,56 AU; p<0,01) ve mesalamin+alfa lipoik asit (5,73+0,42
AU; p<0,001) gruplarina gore yiiksek seviyede olmasi da anlamli bulunmustur. Mesalamin
(7,52+0,68 pmol/L; p>0,05) grubundaki farkliligin gruplar arasi anlamliliginin olmadig:
saptanmustir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Deney protokolii sonrast elde edilen kolon dokularinda OSI degerleri. M:
Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit. *p<0,001, Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklihg:; #p<0,01, Alfa lipoik asit grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkliligi; ¥p<0,001, Mesalamin+Alfa lipoik asit grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.4.2. Nitrotirozin diizeyi

Deney sonrasi

ratlarin  kolon dokularinda nitrotrozin seviyesi

degerlendirilmistir.

Nitrotirozin seviyesi en yiiksek kolit grubunda (34,27+2,4 ng/mL) belirlenirken, kontrol

(15,24+0,84 ng/mL; p<0,0001),

alfa lipoik asit (22,27+42,0 ng/mL; p<0,01) ve

mesalamin+alfa lipoik asit (16,80+1,9 ng/mL; p<0,0001) gruplarina gore yiiksek seviyede

olmasi da anlamli bulunmustur. Ayrica, nitrotirozin diizeyinin, mesalamin (31,31+3,5

ng/mL) grubunda kontrol (p<0,001) ve mesalamin+alfa lipoik asit (p<0,01) gruplarina gore

anlamli olarak artig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Deney sonrasi ratlarin kolon dokularinda nitrotirozin (3-NT) seviyesi. M:
Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: mesalamin+alfa lipoik asit. *p<0,0001, Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligs; #p<0,001, Kolit grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli farkliligi; €p<0,01, Mesalamin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihig
gostermektedir.

4.4.3. Kolon dokusunda NLRP3 ve GSDMD protein ekspresyonlari

Deney sonrasi ratlarin kolon dokularinda NLRP3 ve GSDMD protein ekspresyonlarinin
seviyesi degerlendirilmistir. NLRP3 protein ekspresyonu seviyesi en yiiksek kolit grubunda
(1,97+0,40) belirlenirken, kontrol grubuna (1,00+0,12) gore farkliligimnin anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05). Kolit indiiksiyonu sonrasi tedavi gruplarinda NLRP3 protein
ekspresyon seviyesinin azaldigi dikkati gekmistir. Ancak, mesalamin (1,38+0,14), alfa lipoik
asit (1,05+0,19) ve mesalamin+alfa lipoik asit (1,31+0,14) gruplarindaki farkliligin gruplar
aras1 anlamliliginin olmadig1 (p>0,05) saptanirken, NLRP3 protein ekspresyon seviyesinin

alfa lipoik asit grubunda diger tedavi gruplarina gore azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Ratlarin kolon doku o6rneklerinde NLRP3 protein diizeyi ve temsili bant
goruntiisi. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.
*p<0,05, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir

GSDMD protein ekspresyonu seviyesi en yliksek kolit grubunda (1,57+0,22) belirlenirken,
kontrol grubuna (1,00+0,02) gore farkliliginin anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).
Tedaviyle birlikte kolon dokusu GSDMD protein ekspresyon seviyesinin azaldigi ve
mesalamin+alfa lipoik asit (0,75+0,07) grubundaki azalmanin kolit grubuna gore
farkliliginin anlamli oldugu goriilmistiir (p<0,01). Mesalamin (1,19+0,18) ve alfa lipoik asit
(1,15+0,13) gruplarindaki GSDMD protein ekspresyonu seviyesi farkliliginin ise gruplar
arast anlamli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Ratlarin kolon doku 6rneklerinde GSDMD protein diizeyi ve temsili bant
goruntusi. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.
*p<0,05, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; #p<0,01, Kolit grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml farkliligi gostermektedir

4.4.4. Histopatolojik ve immunohistokimyasal analiz bulgular

Histopatolojik analiz

Mikroskobik Skorlama

Deney gruplarina ait kolon dokularinin Hematoksilen&Eozin ile boyanmasi sonrasi
mikroskobik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait kesitlerde kolon dokusu
normal histolojik yapida oldugu goriilmiistiir. Kolon duvari olusturan Tunika mukoza, t.
submukoza, t. muskularis ve t. serosa katmanlar: belirgin olarak ayirt edilmistir. Tunika
mukoza tabakasinda, kolon epiteli goblet hiicrelerinin ayirt edildigi tek katli prizmatik epitel
ozelliginde olup kript yapilar1 diizenli goriiniime sahip oldugu saptanmistir. Kontrol grubu

kolon kesitlerinde doku hasarina rastlanmamistir (Resim 4.2.).

Kolit grubuna ait kolon kesitlerinde t. mukoza, t. submukoza ve t. seroza katmanlarini i¢eren
inflamatuvar hiicre infiltasyonu, submukozal 6dem, iilserasyon, hemoraji ve lokal nekrotik
degisimler izlenmistir. Buna bagli olarak, baz1 alanlarda epitel erozyonunun yani sira kript

biitiinligiinde bozulma dikkati ¢ekmistir. Mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarinda
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histopatolojik degisimlerin azaldig1 goriilirken, bazi alanlarda epitel ve kript biitiinliik
kaybinin devam ettigi goriilmiistiir. Mesalamin+alfa lipoik asit grubunda ise inflamasyonun
diger gruplara gore azaldigi, epitel ve goblet hiicre yapisinin korundugu, kript yapilarinin

normal histolojik yapida oldugu izlenmistir (Resim 4.2.).

Cizelge 3.5.°de belirtilen parametrelere gore yapilan mikroskobik degerlendirme sonrasinda
Kolit grubuna (9,8 £1,2) ait histopatolojik skor, Kontrol (0,44 +0,18), Mesalamin (5,9 +1,6),
Alfa lipoik asit (6,2 = 1,3) ve Mesalamin+alfa lipoik asit (5,2 +0,8) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (sirasiyla, p<0,0001; p<0,05; p<0,01
ve p<0,05). Mesalamin+alfa lipoik asit grubu Kolit grubu ile karsilastirildiginda
histopatolojik skorun Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigii dikkati
cekmistir (p<0,05). Diger deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
gozlenmemistir (p>0,05) (Resim 4.2.).
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Resim 4.2. Deney gruplarina ait Hematoksilen-Eosin ile boyanmis kolon kesitlerine ait
goriintiiler. Goblet hiicrelerinin (4) net olarak ayirt edildigi epitel (<), Kolit
grubunda epitel erozyonu (%), mukozal iilserasyon (') lenfosit infiltrasyonu (*)
ve hemoraji («) izlenmektedir. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA:
Mesalamin+Alfa lipoik asit. *p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
farklihig1; #p<0,05, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihig1; “p<0,01, Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklihg:; Pp<0,05, Kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamh farkhiligi; %¥p<0,05, Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkliligi
gostermektedir.

Fibrotik Alan (%)

Kesitlere uygulanan Masson 'un tiglii boyama protokolii sonrasinda ise, boya igerigindeki

anilin mavisi ile boyanan alanlar Image J programi ile belirlenerek deney gruplarindaki
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kolon dokusunun fibrotik alan yiizdesi degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonrasinda, Kolit (9,2 £+ 0,75) ve Mesalamin (4,8 + 0,40) gruplarinda Kontrol grubuna (2,1
+0,24) gore istatistiksel olarak anlamli artig gozlenmistir (p<0,0001). Mesalamin, Alfa lipoik
asit (3,0 = 0,30) ve Mesalamin+Alfa lipoik asit (3,0 + 0,31) gruplarinda ise fibrotik alan
ylizdesinin Kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiis gosterdigi

izlenmigtir (p<0,0001). Alfa lipoik asit ve MesalamintAlfa lipoik asit gruplarinda

Mesalamin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalis dikkati ¢ekmistir (p<0,05) (Resim
4.3).

Resim 4.3. Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit (E) deney gruplarina ait Masson’ un Uglii boyama protokolii ile
boyanmis kolon kesitleri (Masson’un li¢lii boyasi, X400). Fibrotik Alan (%)

Grafigi (F). M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.
*p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; #p<0,0001, Kolit
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; “p<0,05, Mesalamin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Goblet Hiicre Sayisi/Kript

Goblet hiicre sayisi, kolon kesitlerinin Alcian Mavisi ile boyanmasi sonucu
degerlendirilmistir. Kriptlerdeki goblet hiicre sayisinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
sonucunda Kontrol grubuna (19 +0,29) ait goblet hiicre sayisv/kript diger deney gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Mesalamin (14
+0,40), Alfa lipoik asit (13 = 0,42) ve Mesalamin+Alfa lipoik asit (15 + 0,41) gruplarindaki
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goblet sayisinin uygulanan tedaviler sonrasinda Kolit grubuna (11 + 0,42) gore istatistiksel
olarak anlamli artis gosterdigi dikkati ¢ekmistir (p<0,0001). Mesalamin+Alfa lipoik asit
grubu, Mesalamin ve Alfa lipoik asit gruplarina gére daha yiiksek sayida goblet hiicresine

sahipti, ancak, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p>0,05) (Resim 4.4.).

@

Goblet Hucre Sayisv/Kript

Resim 4.4. Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit (E) deney gruplarina ait Alcian Blue ile boyanmis kolon kesitlerine ait
gortintiiler Goblet hiicreleri () (Alcian Blue, X400). Goblet hiicre sayisi/Kript

grafigi (F). M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.
*p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; #p<0,0001, Kolit
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi1 géstermektedir.

Immunohistokimyasal Analiz

Zonulin-1, Okludin ve Klaudin-1 immunohistokimyasal analizleri sonrasinda, antikorlara ait
immunopozitif alan yiizdesi Image J programinda degerlendirilerek gruplar arasinda

istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

Zonulin-1 immunopozitif alan yiizdesi, kontrol grubunda (25+1,0) diger deney gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Mesalamin
(6,6£0,71) ve Alfa lipoik asit (6,1£0,74) gruplari, Kolit grubuna (3,8+0,34) gore yiiksek
Zonulin-1 immunoreaktivitesine sahip olsa da bu artig istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0,05). MesalamintAlfa lipoik asit (7,2+0,57) grubunda kolit grubuna
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gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olan Zonulin-1 immunopozitif alan yiizdesi
dikkati ¢gekmektedir (p<0,01) (Resim 4.5.).

Zonulin immunopozitif alan (%)

Resim 4.5. Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit (E) deney gruplarina ait Zonulin-1 immunohistokimyasal analizine ait
goriintiiler (DAB&Hematoksilen, X400) Zonulin-1 immunopozitif alan yiizdesi

(%) Grafigi (F). M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.
*p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkliligt; #p<0,01, Kolit grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir.

Okludin immunoreaktivitesi degerlendirildiginde, kontrol grubu (23+0,93) diger deney
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli gsekilde artis gOsteren immunopozitif alan
ylizdesine sahip oldugu goriilmektedir (p<0,0001). Mesalamin grubu (13+0,60), Kolit
(8,5+0,89) ve Alfa lipoik asit (8,0+0,86) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek izlenen Okludin immunopozitif alan yiizdesine sahip oldugu gosterilmistir (sirasiyla,
p<0,01 ve p<0,0001). Mesalamin+Alfa lipoik asit grubunda (9,6+0,89) Kolit grubuna gore
daha yiiksek immunoreaktivite goriilse de bu durum istatistiksel olarak anlamh

bulunmamustir (p>0,05) (Resim 4.6.).
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Okludin immunopozitif alan (%)

Resim 4.6. Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit (E) deney gruplarina ait Okludin immunohistokimyasal analizine ait
goriintiiler (DAB&Hematoksilen, X400) Okludin immunopozitif alan yiizdesi

(%) Grafigi (F); M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit.
*p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkliligi; #p<0,01, Kolit grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi; *p<0,0001, Alfa lipoik asit grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Klaudin-1 immunopozitif alan yiizdesi ise benzer sekilde Kontrol grubunda (24+0,80); Kolit
(11£1,1), Mesalamin (12+0,87), Alfa lipoik asit (9,1+0,77) ve Mesalamin+Alfa lipoik asit
(12+0,73) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,001).
MesalamintAlfa lipoik asit grubu Kolit grubuna gore artig gosteren Klaudin-1
immunoreaktivitesine sahip olsa da bu yiikselis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05) (Resim 4.7.).
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Resim 4.7. Kontrol (A), Kolit (B), Mesalamin (C), Alfa lipoik asit (D) ve Mesalamin+Alfa
lipoik asit (E) deney gruplarina ait Klaudin-1 immunohistokimyasal analizine ait
goriintiiler (DAB&Hematoksilen, X400). Klaudin-1 immunopozitif alan yiizdesi

(%) Grafigi (F) M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.
*p<0,0001, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 géstermektedir.

4.4.5. Bagirsak mikrobiyota bulgular:

Asetik asit nedenli kolit modelinde alfa lipoik asitin tek basina ve mesalaminle olan
kombinasyonunun bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki yararl etkilerinin belirlenmesi igin
yeni nesil sekanslama yontemi kullanilmistir. Mikrobiyota analiz sonuglari sunulurken

kullanilan bazi ifadelerin aciklamalar asagidaki gibidir:

« Bray-Curtis Dissimilarity:

e Tiir: Bolluk temelli metrik.

« Aciklama: Iki toplulugun bilesimini, paylasilan tiirlerin bolluguna dayali olarak
karsilagtirir. Bu metrik, O (tamamen ayni topluluklar) ile 1 (tamamen farkl
topluluklar) arasinda degisir.

e (Odak: Paylagilan tiirlerin sayisini ve bolluklarini dikkate alir, ancak her iki toplulukta
da bulunmayan tiirleri géz ard1 eder.

o Kullanim Durumu: Tiirlerin goreli miktarinin 6nemli oldugu bolluk temelli

karsilastirmalar i¢in en uygun olanidir.
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o Jaccard Indeksi:

o Tiir: Varlik/yokluk temelli metrik.

o Aciklama: Iki topluluk arasindaki benzerligi yalnizca tiirlerin varlig1 veya yoklugu
temelinde karsilastirir, bolluklar dikkate almaz. Indeks, paylasilan tiirlerin toplam
tiir say1sina orant olarak hesaplanir.

o Odak: Bollugu goz ardi eder ve yalnizca topluluklar arasinda paylasilan tiirleri
dikkate alir.

o Kullanim Durumu: Tiirlerin varligi/yoklugu bolluktan daha 6nemli oldugunda,
ornegin nadir tiirlerin tespitinde idealdir.

e Agirlikli UniFrac:

o Tiir: Filogeni temelli, bolluk agirliklt metrik.

o Aciklama: Tiirler arasindaki evrimsel mesafeleri (filogeni) ve bu mesafeleri her
ornekteki goreli bolluklariyla agirliklandirir. Filogenetik olarak daha iliskili tiirleri
paylasan topluluklar, bu metrik agisindan daha yakin kabul edilir.

o Odak: Hem filogenetik iligkileri hem de tiirlerin bolluklarin1 dikkate alir.

o Kullanim Durumu: Hem evrimsel iliskilerin hem de tiir bolluklarinin 6nemli oldugu,
genellikle daha ayrintili ekolojik ¢aligmalarda en iyi sonuglari verir.

o Agirliksiz UniFrac:

o Tiir: Filogeni temelli, varlik/yokluk metrik.

o Aciklama: Iki topluluk arasindaki filogenetik mesafeyi, filogenetik agagtaki
paylasilan dal uzunluklarina dayali olarak 6lger, ancak tiirlerin bolluklarin1 dikkate
almaz.

o Odak: Sadece tiirlerin var olup olmadigini ve evrimsel iligkilerini géz niine alir,
bollugu goz ardi eder.

o Kullanim Durumu: Filogenetik iliskiler lizerine odaklanirken bollugu g6z ardi eden,

ozellikle nadir tiirlerin tespiti i¢in kullanilir.

Temel Farkliliklar:

o Bray-Curtis ve Jaccard: Daha geleneksel ekolojik dl¢timler olup, tiir bilesimine
odaklanir.
e UniFrac Metrikleri: Filogenetik iliskileri icerir, bu da topluluklarin evrimsel yapisi

hakkinda daha fazla bilgi saglayabilir.
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o Agirlikli vs Agirliksiz: Agirlikli metrikler tiirlerin bolluklarini dikkate alirken, agirliksiz
metrikler yalnizca tiirlerin varligr/yokluguna odaklanir.

e Metrik Segimi: Belirli ekolojik soruya bagl olarak, bolluk, varlik/yokluk veya
filogenetik iligkilerle ilgili olup olmadigina gore degisir.

Feces mikrobiyota verilerinin ortaya konulmasi amaciyla, alfa ve beta ¢esitlilik analizleri,
LDA ve LEfSe analizi ile taksonomik ayristirict analiz degerlendirilmistir. Alfa gesitlilik,
her bir 6rnegin mikrobiyal ¢esitliligini gostermektedir. Alfa ¢esitlilik analizinde, Chaol
(toplam tiir tahmini igin), Shannon (belirli bir érnekteki mikrobiyal tiirlerin ¢esitliligini
tahmin etmek i¢in) ve Simpson (mevcut tiir sayisini ve her tiiriin géreceli bollugunu) gesitlilik
indeksleri degerlendirilmistir. Bu indekslere gore, gruplar arasindaki azalan veya artan
cesitlilik gosterilmektedir. Tez kapsaminda yapilan analizlerde, alfa ¢esitlilik indeksleri
(Chaol, Shannon ve Simpson) Sekil 4.12.’de sunulmustur. Chao indeksine gore, bagirsak
mikrobiyotasinin kontrol ve kolit gruplar1 arasindaki farkliligimin (p<0,05) anlamli oldugu
goriilmistiir. Bununla birlikte, kontrol ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplari arasinda da

Chao indeksine gore bakteri dagiliminin anlamli oldugu (p<0,05) belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Alfa ¢esitlilik indeksinin a) Chaol, b) Shannon ve c) Simpson’a gore
siniflandirilmasi M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit

Beta cesitlilik, ornekler arasindaki mikrobiyal cesitlilik farkliliklarinin 6l¢tilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bir baska ifadeyle, iki kiime arasindaki kesisim kiimesi disinda kalan
tirlerin oranin1 gostermektedir. Beta c¢esitliligin degerlendirilmesinde, ii¢ boyutlu temel
koordinat analizi grafigi (PCoA) kullanilmaktadir. Bu grafik, amplikon sekans1 varyantlari
kullanilarak Bray-Curtis farkliligi ile hesaplanan ornekler arasindaki mesafenin matrisi
kullanilarak olusturulmaktadir. Beta ¢esitlilik grafiginde goriilen her nokta, tiim mikrobiyal
kompozisyon profilini temsil etmekte, benzer mikrobiyal bilesim profillerine sahip 6rnekler
birbirine daha yakin, farkli profillere sahip 6rnekler ise birbirinden daha uzaktadir. Beta
cesitliligin agirlikli UniFrac dagilimma gore, mikrobiyal cesitliligin hem filogenetik

iliskileri hem de tiirlerin bolluklar1 dikkate alinirken, agirliksiz UniFrac dagilimda sadece
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tiirlerin var olup olmadig1 ve evrimsel iliskileri géz Oniine alinir, analiz bollugu g6z ardi

edilir.

Kontrol, kolit ve tedavi gruplarindaki ratlardan elde edilen feces drneklerinin mikrobiyota
analizlerinde beta ¢esitlilik seviyelerini belirlemek icin temel bilesen analizi (PCA)
kullanilarak yapilan degerlendirmede bakteriler arasindaki iliskinin tespit edildigi grafikler
Sekil 4.13. ve 4.14.°de verilmistir. Saglikli hayvanlardan olusan kontrol grubu mikrobiyal
yonden diger gruplardan ayrisirken, kolit grubundaki bakteri ¢esitliliginin tedavi gruplarina
gore birbirlerinden uzak oldugu dikkati ¢ekmistir. Ayrica, alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa

lipoik asit gruplar1 arasindaki bakteri iliskisine bakildiginda farklilik oldugu goriilmiistiir.

Individuals - PCA

ALA
Kolit

M
M+ALA
Kontrol

Dim2 (6.3%)

Dim1 (10.8%)

Sekil 4.13. Beta ¢esitlilik analizi. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa
lipoik asit
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Sekil 4.14. Beta gesitlilik analizinin Pcoa weighted (a) ve Pcoa unweighted (b) dagilim1. M:
Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Taksonomik smifandirmanin analizinde, ilgi konusu bir takson daha sonraki analizleri
kolaylastirmak icin amplikon sekanslarina ayrilabilmektedir. Program ayristiricisinin
ciktilar1 taksonomi siniflandirmalar1 (Sinif, Aile, Cins, Takim, Sube ve Tiirler) tarafindan
diizenlenmektedir. Tez kapsaminda elde edilen mikrobiyota sonug verilerinin bolluk dagilim
bar grafikleri sunulmustur. Bu grafikler, her bir taksonomik siniflandirmada en ¢ok bulunan
12 dizinin bar grafigi dagilimini1 géstermektedir. Taksonomik siniflandirmanin gruplar arasi
bakteri cesitliliginin “Sinif, Aile, Cins, Takim, Sube ve Tiirler” seviyesindeki dagilimlar

sirastyla Sekil 4.15., 4.16.,4.17.,4.18., 4.19. ve 4.20.’de verilmistir.
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100-

Class
Clostridia_
Eactetljo!dlat
o egativicutes
s B Bacill
B Spirochaetia
B Verrucomicrobiae
PS-2

N Vampirivibrionia

B Gammaproteobacteria

B Desulfovibrionia
Campylobacteria

50- B Others

Abundance

25-

0.

ALA Kolit M M+ALA Kontrol

Sekil 4.15. Tiim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin siif taksonomisine gore goreceli
bollugu. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Sinif seviyesinde, tiim deney gruplarinda Clostridia ve Bacteroidia siifi bakterilerinin
cogunlukta oldugu belirlenmistir. Clostridia’nin en ¢ok bulundugu grup kontrol grubu iken,
diger gruplarda benzer bollukta oldugu saptanmistir. Alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa
lipoik asit gruplarinda Clostridia bollugunun kolit ve mesalamin gruplarina gére daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bacteroidia bakterilerinin en fazla mesalamin grubunda, en az
kontrol grubunda oldugu bulunmustur. Negativicutes sinifi bakterilerinin kontrol grubunda
olmadigi, en fazla kolit grubunda en az ise mesalamin grubunda oldugu belirlenmistir.
Bacilli sinifi bakterilerinin en ¢ok mesalamin+alfa lipoik asit grubunda, en az ise kolit
grubunda oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda goriilmeyip diger gruplarda olan bir diger
bakteri sinifinin Spirochaetia oldugu tespit edildi. Bu bakteri sinifina en ¢ok alfa lipoik asit
grubunda, en az ise mesalamin grubunda rastlanmigtir. Verrucomicrobiae ve
Gammaproteobacteria sinifi bakterilerine sadece kontrol grubunda rastlanmigtir. WPS-2
siifi bakteriler ise, sadece alfa lipoik asit grubunda bulunmustur. Vampirivibrionia
bakterileri kontrol grubu hari¢ diger gruplarda saptanmistir. Ayrica, Campylobacteria

bakteri sinifinin sadece alfa lipoik asit grubunda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15.).
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100-

Family
Prevotellaceae
Lachnospiraceae
Clostridia UCG-014

B Muribaculaceae

M Oscillospiraceae

B Selenomonadaceae

B Ruminococcaceae

B Spirochaetaceae

B Lactobacillaceae

8 Peptostreptococcaceae
Monoglobaceae

B Akkermansiaceae

B Erysipelotrichaceae
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group

B Bacteroidaceae
WPS-2

75-

Abundance
w
o

B Christensenellaceae

B Gastranaerophilales

B Rikenellaceae
p-2534-18B5_gut_group

B Clostridiaceae

Enterobacteriaceae
B Desulfovibrionaceae
5 Peptococcaceae

I Helicobacteraceae

Others

253

ALA Kolit M M+ALA Kontrol

Sekil 4.16. Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin aile taksonomisine gore goreceli
bollugu. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Aile seviyesinde, deney gruplarinda en yaygin bakteriler Prevotellaceae iken, kontrol
grubunda en yaygin Lacnospiraceae bakterilerinin baskin oldugu goézlemlenmistir.
Prevotellaceae en yogun olarak mesalamin grubunda, Lacnospiraceae en az alfa lipoik asit
grubunda bulunmaktadir. Clostiridia UCG-014 en fazla kontrol grubundayken, kolit, alfa
lipoik asit, mesalamin ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarinda daha az seviyede tespit
edilmistir. Selenomonadaceae bakteri ailesi kontrol grubunda goriilmezken, kolit ve tedavi
gruplarinda benzer miktarlarda saptanmistir. Kolit grubunda Selenomonadaceae ailesi en

fazla iken, mesalamin grubunda en az sayida belirlenmistir (Sekil 4.16.).
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Genus
Clostridia_UCG-014 M Escherichia-Shigella
Prevotella [Eubacterium]_Siraeum_group
Muribaculaceae B uncultured
B Quinella B Colidextribacter
B UCG-005 Lachnospiraceae_UCG-006
B Lachnospiraceae_NK4A136_group Rikenellaceae RC9_gut_group
l Alloprevotella B [Eubacterium]_xylanophilum_group
B Prevotellaceae_UCG-003 B Helicobacter
B Prevotellaceae"UCG-001 B Acetatifactor
B Prevotellaceae_"NK3B31_group B U29-B03
Ruminococcus UCG-001
B Treponema Others
B Lactobacillus

Romboutsia
B Monoglobus
Akkermansia :
B [Eubacterium]_coprostanoligenes_group
M [Eubacterium]_ruminantium_group
B Turicibacter
Bacteroides
WPS-2

Abundance

HlIncertae_Sedis
Christensenellaceae_R-7_group
B Gastranaerophilales
Roseburia
R‘-2534-1885_gut_group
K4A214 _group
RF39
B Clostridium_sensu_stricto_1
Oscillibacter

ALA Kolit M M+ALA Kontrol

Sekil 4.17. Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin genus (cins) taksonomisine gore
goreceli bollugu. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin-+alfa lipoik asit.

Genus (cins) seviyesinde, kontrol grubunda Clostridia UCG-014 ve Muribaculaceae
bakterileri diger gruplara gore baskin olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda goriilmeyen
Prevotella ve Quinella bakterileri kolit ve tedavi gruplarinda tespit edilmistir. Kontrol
grubunda yogun olarak bulunan Muribaculaceae bakterileri diger gruplarda benzer oranda
azaldig1 goriilmistiir. UCG 005 bakterileri en yogun kontrol grubunda en diisiik miktarda
ise mesalamin grubunda go6zlemlenmistir. Lachnospiraceae NK4A136 bakterilerine
mesalamin grubunda rastlanmamistir. Bu bakteriler, en fazla kontrol grubunda belirlenirken,
diger gruplarda kontrole gore agag1 seviyede bulunmustur. Kontrol grubunda diisiik seviyede
bulunan diger bir bakteri cinsinin ise, Alloprevotella iken, kontrol grubuna gore diger
gruplarda oldukga yogun oldugu tespit edilmistir. Prevotellaceae UCGO003, Prevotellaceae
NK3B31 ve Treponema bakterileri kontrol gruplarinda bulunmayip, diger gruplarda benzer
seviyelerde bulunan diger bakterilerdir. Mesalamin+alfa lipoik asit grubunda bulunmayip en
yaygin kontrol grubunda olmak tizere diger gruplarda da goriilen diger bir bakteri cinsi
Monoglobus olarak saptanmistir. Akkermansia bakteri cinsine kontrol grubu hari¢ diger
gruplarda rastlanmamistir.  Lactobacillus bakterilerine en c¢ok tedavi gruplarindan
mesalamin ve mesalamin+ alfa lipoik asit gruplarinda rastlandi. Akkermansia bakterileri

sadece kontrol grubunda saptanmustir. [Eubacterium]-coprostoligenes-group bakterileri,
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kontrol ve mesalamin+ alfa lipoik asit grubunda benzer bollukta, daha az olarak mesalamin
grubunda goriilmiis olup diger gruplarda bu bakterilere rastlanmamistir. [Eubacterium]-

ruminantium-group bakterileri sadece kontrol grubunda saptanmustir (Sekil 4.17.).
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Abundance
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Sekil 4.18. Tiim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin takim taksonomisine gore goreceli
bollugu. M: Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Takim diizeyinde bakildiginda, kontrol grubunda Bacteriodales, Lachnospirales,
Oscillospirales ve Clostridia UCG-014 bakterilerinin yaygin oldugu belirlenmistir. Kolit ve
tedavi gruplarinda Bacteriodales takim bakterilerinin kontrol grubuna gore baskin oldugu
dikkati ¢ektmistir. Ayrica, Lachnospirales ve Oscillospirales takim bakterilerinin kontrol
grubuna gore diger gruplarda azaldigi belirlenmistir. Clostridia UCG-014 bakterilerinin
sayica en fazla kontrol grubunda, diger gruplarda ise benzer diizeylerde oldugu tespit
edilmigtir. Veillonellales-Selenomonadales bakterilerinin kontrol grubunda bulunmadigi,
alfa lipoik asit ve kolit gruplarinda benzer diizeyde, en az miktarin ise mesalamin grubunda
oldugu saptanmistir. Lactobacillales bakterilerinin sayica en ¢ok mesalamin, en az alfa
lipoik asit grubunda oldugu, diger gruplarda ise diizeylerin benzer oldugu goriilmiistiir.

Kontrol grubunda Spirochaetalles bakteri tiirliniin bulunmadig1 belirlenmistir. Bu bakteri
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takimina, en ¢ok alfa lipoik asit grubunda, en az ise mesalamin grubunda rastlanmistir.
Peptostreptococcales-Tissierellales bakterilerinin bollugu en fazla alfa lipoik asit+
mesalamin grubunda iken, alfa lipoik asit ve kolit gruplarinda diger gruplara gore daha az

miktarda bulunmustur (Sekil 4.18.).

100-

Phylum
Firmicutes
Bacteroidota
75- Spirochaetota
B Verrucomicrobiota
BWPS-2 .
B Cyanobacteria
B Proteobacteria
M Desulfobacterota
B Campilobacterota
M Others

50-

Abundance

25

I T seeesees DN SRR
0.

ALA Kolit M M+ALA Kontrol

Sekil 4.19. Tiim gruplarda en yaygin on bakteri phylum (sube) goreceli bollugu. M:
Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Sube diizeyinde degerlendirme yapildiginda, tiim gruplarda Firmicutes ve Bacteroidota
bakterilerinin yogunlukta oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda, diger gruplara gore
Firmicutes bakteri subesi fazla sayida, Bacteroidota ise daha az sayida oldugu dikkati
¢ekmistir. Spirochaetota subesi kontrol grubunda bulunmazken, diger gruplarda sirasiyla en
cok alfa lipoik asit, kolit, mesalamint+ alfa lipoik asit gruplarinda gorilmiistiir.
Verrucomicrobiota subesine sadece kontrol grubunda rastlanmistir.  WPS-2 subesi
bakterileri sadece alfa lipoik asit ve kontrol grubunda saptanmustir. Alfa lipok asit, kolit,
mesalamin ve mesalamintkolit gruplarinda benzer diizeylerde Cyanobacteria subesi

gozlemlenirken, kontrol grubunda daha az miktarda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.20. Tim gruplarda en yaygin bakteri tiirlerinin (species) goreceli bollugu. M:
Mesalamin, ALA: Alfa lipoik asit, M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit.

Deney gruplart bakteri tiirleri agisindan karsilagtirildiginda, tim gruplarda Uncultured
bacterium ve diger bakteri tiirlerinin yogunlukta oldugu goriilmektedir. Uncultured
bacterium tiirlerinin en az oldugu grup kontrol grubu iken, bu bakteri tiiriiniin en fazla
mesalamin grubunda oldugu belirlenmistir. Prevotellaceae bacterium tiirlerinin kontrol
grubunda goriilmedigi, diger gruplarda da benzer miktarlarda oldugu saptanmustir.
Akkermansia muciniphila sadece kontrol grubunda saptanmustir. Lactobacillus intestinalis
bakteri tiiriinlin kontrol grubunda diger gruplara gore fazla oldugu gorilmiis; kolit
ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarinda da diisiik miktarda belirlendigi dikkati cekmistir.
Mesalamin grubunda Lactobacillus intestinalis tiirlerine rastlanmamistir. Uncultured
Rikenellaceae tiirlerinin kontrol grubunda goriilmedigi, mesalamin grubunda ise, diger

gruplara gore fazla sayida bulundugu saptanmistir (Sekil 4.20.).

Tez caligmasinda yer alan gruplarin ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak farkli
taksonlar1 tanimlamak icin Lineer Diskriminant Analizi (LDA) kullanilmistir. Ayrica, elde
edilen farkliliklarin taksonlarina odaklanmak i¢in de “Linner Diskriminant Analizi Etki

Biiytikligi (LEfSe)” degerlendirilmistir. Deney gruplarinin istatistiksel olarak ikili
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karsilagtirmalarinda kullanilan Lefse grafiklerinde LDA skorunun ikiden biiyiik oldugu

(LDA > 2) veriler anlamli olarak kabul edilmistir (p < 0,05). Taksonomik siniflandirmaya

gore genus (cins) seviyeleri dikkate alinarak sunulmustur.
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Sekil 4.21. ALA ve kolit grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi ve LDA

skor. ALA: Alfa lipoik asit

Bu karsilastirmaya gore, genus (cins) diizeyinde alfa lipoik asit grubu hayvanlarin

mikrobiyotalarinda Erysipelatoclostridium bakterileri, kolit grubunda ise Eubacterium

xylanophilum group cinsi bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek
saptanmistir (p<0.05 ve LDA skoru>2) (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.22. Kolit ve mesalamin+alfa lipoik asit grubunda ytiksek oranda saptanan bakteriler:
Lefse analizi ve LDA skor. M+ALA: Mesalamin+alfa lipoik asit

Kolit ve mesalamin+alfa lipoik asit grubundaki hayvanlarin tiir diizeyinde bakteri profili
karsilagtirildiginda, kolit grubunda bakteri yogunlugunun daha az oldugu ve Ruminococcus
flavefaciens ve p-2534-18B5 gut group uncultured bacterium bakterileri istatistiksel olarak
anlamli oranda daha yiiksek saptanmistir (p<0.05 ve LDA skoru>2). Mesalamin+alfa lipoik

asit grubunda ise, bakteri yogunlugunun daha fazla oldugu ve genus diizeyinde

Bifidobacterium,

A2 bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmustir (p<0.05 ve LDA

skoru>2) (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.23. ALA ve kontrol grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi ve
LDA skor. ALA: Alfa lipoik asit

Alfa lipoik asit ve kontrol grubundaki hayvanlarin mikrobiyotalarina bakildiginda, alfa
lipoik asit grubundaki bakteri ¢esitliliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu dikkati
cekmigstir. Alfa lipoik asit grubunda yogunluk sirasina gore; Prevotella, Quinella,
Prevotellaceae UCG-003, Treponema, Alloprevotella, Prevotellaceae NK3B31 group, p-
2534-18B5 gut group bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmistir
(p<0.05 ve LDA skoru>2). Kontrol grubunda ise yogunluk sirasina gore; Clostridia UCG-
014, Incertae-Sedis ve Akkermansia bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha
yliksek saptanmistir (p<<0.05 ve LDA skoru>2) (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.24. Kolit ve kontrol grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: Lefse analizi ve
LDA skor.

Kolit grubundaki bakteri ¢esitliliginin, kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Kolit grubunda yogunluk siralamasina gore; Prevotella, Quinella, Prevotellaceae UCG-003,
Treponema, Prevotellaceae NK3B31group, p-2534-18B5 gut group bakterileri istatistiksel
olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmistir (p<0.05 ve LDA skoru>2). Kontrol
grubunda ise, yogunluk siralamasina gore; Incertae-Sedis ve Akkermansia bakterileri
istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmistir (p<0.05 ve LDA skoru>2) (Sekil
4.24).
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Sekil 4.25. Mesalamin+alfa lipoik asit ve kontrol grubunda yiiksek oranda saptanan
bakteriler: Lefse analizi ve LDA skor. M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit

Mesalamin+alfa lipoik asit grubunun bakteri ¢esitliliginin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu  saptanmistir.  Mesalamin+alfa  lipoik  asit  grubundaki  hayvanlarin
mikrobiyotalarindaki bakterilerin yogunluk sirasia gore; Prevotella,
Quinella, Prevotellaceae UCG-003, Prevotellaceae NK3B3l1group, Alloprevotella ve
Treponema cins bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmigtir
(p<0.05 ve LDA skoru>2). Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin mikrobiyotalarindaki
bakterilerin yogunluk sirasina gére; Clostridia UCG-014, Incertae_Sedis ve Akkermansia
cins bakterileri istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek saptanmistir (p<0.05 ve LDA
skoru>2) (Sekil 4.25.).
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5. TARTISMA

Ulseratif kolit, kolonda inflamasyon ve oksidasyon siireglerinin yol a¢tig1 bir hastalik olup,
hayat kalitesini 6nemli 6l¢iide diisiiren abdominal agri, diyare, rektal kanama, kilo kaybz,
dehidrasyon ve kanli digkilama gibi semptomlarla seyreden agir bir klinik tablo
olusturmaktadir. Tedaviye gec kalinan veya yanit alinamayan olgularda, yasam kalitesinin
bozulmasindan bagirsak perforasyonu, sepsis ve kolorektal kanserlere kadar gidebilen
durumlar goriilebilmektedir (S. Zhang, Liang, Yao, Li ve Wang, 2022). Kolitin giincel
tedavisinde, 5-aminosalisilatlar, glukokortikoidler, immunomodiilatorler ve biyolojik
ajanlarin kullanildig1 kademeli tedavi semalar1 olmasina ragmen halen etkili bir yaklagim
bulunmamakta ve bir¢cok yan etkilere (deri dokiintiileri, bas ve mide agrilari, kansizlik,
kabizlik, diyare, sperm sayisinda azalma, akciger enfeksiyonu, pankreas iltihabi, bobrek
hasar1 vb) yol agtig1 bilinmektedir (Bruner, White ve Proksell, 2023). Ulseratif kolitte tedavi
etkinliginin artirilmasina yonelik yapilan calismalara gosterilen ilgi hizla artmakta olup anti-
inflamatuvar ve antioksidan etkinligi oldugu bilinen ajanlarin potansiyel 6zellikleri farkli
yolaklar iizerinden arastirilmaktadir. Bu baglamda, iilseratif kolitin tedavisinde etkinligi
yliksek, maliyeti diisiik ve yan etkiler gelistirmeyen ajanlarin preklinik olarak arastirilmasi
biiylik 6nem arz etmektedir (Hazel ve O’Connor, 2020; Siintar, Cevik, Ceribas1 ve Gokbulut,
2020; Dizakar Akarca ve Demirel, 2022; Zhao ve digerleri, 2022; Zhu ve digerleri,
2022; Farid ve digerleri, 2024 ).

Ulseratif kolit tedavisinde potansiyel etkinligi oldugu diisiiniilen ajanlarin arastirildig1
preklinik calismalarda, kolon mukozasinin asetik asit, dekstran siilfat sodyum (DSS), 2, 4,
6-trinitrobenzen siilfonik asit 34 (TNBS), oksazolon, cartagena iyodoasetamid ve
indometasin gibi kimyasallara maruz birakilmasindan sonra kolit gelistigi gosterilmistir.
Deneysel arastirmalarda, %4 asetik asitle intrarektal yoldan indiiklenen kolit modelinin
mukozal inflamasyondan bagirsak fibrozuna kadar insan ilseratif kolitinin tiim patolojik
spektrumunu incelemek igin kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Hartmann, Martins,
Tieppo, Fillmann ve Marroni, 2012; Al-Rejaie ve digerleri, 2013; Subramanian, Du ve
digerleri, 2020). Bu tez kapsaminda da, deneysel kolit modelinin indiiksiyonu amactyla %4
asetik asitin intrarektal yoldan uygulanmasi tercih edilmistir. Asetik asit indiiksiyonu sonrasi

tiim hayvanlarda hastalik aktivite indeksi bulgularina gére kolit modeli gelistigi gozlenmis,
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literatiirde belirtildigi gibi, kolit modelinin ratlarda %4 asetik asit ile basarili bir sekilde

olusturuldugu belirlenmistir.

Alfa lipoik asit, organizmada kan-beyin bariyerini gegebilen ve hiicresel metabolizma
enzimlerinin kofaktorii olan biyolojik bir antioksidandir. Bu evrensel antioksidanin serbest
radikalleri notralize edici ve hiicresel oksidorediiktif dengeyi saglayici yetenekleri oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, alfa lipoik asitin anti-inflamatuvar, antioksidan, anti-kanser
ve antiviral gibi farmakolojik 6zellikleri nedeniyle birgok hastaligin tedavisindeki etkinligi
de arastirilarak etkinligi kanitlanmistir (X. Guo ve digerleri, 2023; N. Zhao ve digerleri,
2024). Ayrica, yapilan preklinik arastirmalar dogrultusunda, alfa lipoik asit, 6zellikle diyabet
ve norolojik hastaliklarin klinik tedavisinde de kullanim alan1 bulmustur (Dugbartey, Atule,
Alornyo ve Adams, 2024; Giilsah ve Bekir, 2023).

Alfa lipoik asit lizerine yapilmis ¢aligmalardan hareketle, bu tez kapsaminda, kolit modeli
uygulanan ratlarda alfa lipoik asitin bir¢cok yolak iizerinden etkili olabilecegi hipotezine
varilmistir. Calisgmamizda, asetik asit ile kolit modeli olusturulduktan sonra ratlara 14 giinliik
tedavi uygulanmis ve hayvanlar 15. giinde sakrifiye edilmistir. Asetik asit uygulandiktan
sonra ratlarin gilinliik olarak beden agirliklari, yem ve su tiiketimleri ile hastalik aktivite
indeksleri takip edilmis ve her bir veri kaydedilmistir. Kolit indiiksiyonu yapilan gruplarda,
ozellikle deneyin ilk gilinlerinde, hayvanlarin beden agirliklari ile yem ve su tiiketimlerinin
kontrol grubuna (saglikli) gore azaldig: dikkati ¢ekmistir. Tedavi almayan kolit grubunda,
deneyin {igiincii giiniinden itibaren beden agirlig1 artis1 baslamasina ragmen, devam eden
klinik semptomlarin siddetine bagli olarak ilerleyen giinlerde beden agirliginda kayiplarinin
tekrar bagladigi saptanmistir. Deneyin {iglincili giiniinden sonra, tedavi alan gruplarda yem
ve su tiiketiminin baslamasiyla birlikte beden agirliginda artis oldugu goriilmiistiir. Deney
protokoliiniin sonunda, beden agirligindaki artisin kontrol ve mesalamin+alfa lipoik asit
gruplarinda diger gruplara gore daha fazla oldugu, deneyin 1. giin ve 14. giinleri arasindaki
artigin istatistiksel olarak anlamlilik gdsterdigi belirlenmistir. Yapilan bir calismada, asetik
asitle indiiklenen kolit modelinde, tiim hayvanlarda diyare ve rektal kanama goriildiigi,
agirhik kaybinin ise yaklasik % 4 civarinda oldugu bildirilmistir (HosseiniRavesh ve
digerleri, 2024). Benzer ¢alismalarda da, asetik asitle kolit olusturulan ratlarda beden
agirliginin tedavi alan gruplara gore azaldigi belirtilmistir (Osafo, Obiri, Danquah, Essel ve
Antwi, 2019; Tanideh ve digerleri, 2020; Minaiyan, Abolhasani, Sima ve Yegdaneh, 2024).

Bu caligmada da, literatiir bulgularina paralel olarak, asetik asit ile kolit indiiksiyonu sonrasi
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hayvanlarda beden agirlik kayb1 goriilmiis, tedavi almayan grupta agirlik kazaniminin diger
gruplara gore daha az oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, tedavi almayan grupta deney
prosediirii boyunca devam eden siddetli diyare tablosuna bagli dehidrasyon nedeniyle

oldugu diistiniilm{stir.

Calismamizda, kolit indiiksiyonu yapilan gruplarda yem ve su tiiketim miktarinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak degismedigi goriilmiistiir. Ancak, tedavinin ilk giinleri kolit
indiiksiyonu yapilan gruplarda yem ve su tiiketiminin azaldigi, tedavinin devam etmesiyle
3. giinden itibaren artmaya basladigi belirlenmistir. Tedavi gruplari arasinda mesalamin+alfa
lipoik asit grubunda, bu artigin diger gruplara gore daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda, hayvanlarin yem ve su tiikketim miktarlar1 artsa bile beden
agirhigindaki degisimi etkilemedigi goriilmiistiir. Ratlarda asetik asitle olusturulan iilseratif
kolitte Aloe vera jelinin koruyucu ve tedavi edici etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
hayvanlar kolit indiiksiyonundan yedi giin 6nce koruyucu tedaviye baslanan dort grup ve 72
saat sonra tedaviye baslanan dort grup olmak iizere sekiz gruba ayrilmistir. Tedavide
stilfasalazin ve Aloe vera jeli (50 mg/kg ve 300 mg/kg) uygulamasinin, hayvanlarin yem ve
su tiiketimlerindeki gruplar arasi farkliliginin anlamli olmadigi belirtilmis (Bahrami ve
digerleri, 2020), sonuglar bizim ¢alismamizla paralellik gostermistir. Bu bilgiler
dogrultusunda, kolit deney prosediiriinde, semptomlar iyilesmedigi silirece yem ve su

tiiketiminde artis goriilmesinin hastaligin siddetini degistirmeyecegi kanaatine varilmistir.

Deney hayvanlarinda kolondaki hasarin degerlendirilmesini saglayan hastalik aktivite
indeksi onemli bir klinik parametre olarak kullanilmaktadir. Hastalik aktivite indeksine
(agirhik kaybi, digkida kan varligi ve diski yapisi) gore hastaligin siddetini degerlendirmek
miimkiin olmaktadir (J. Li, Zhang, Xu ve Yang, 2024). Dogal antioksidan ve anti-
inflamatuvar bir mikroorganizma olan Aspergillus awamori nin asetik asitle indiiklenen
kolitli ratlarda referans madde olan siilfasalazinle birlikte hastalik aktivite indeksi lizerine
etkileri arastirilmigtir. Tedavi almayan grupta, hastalik aktivite indeksinin tedavi alan
gruplara gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (Abd-Ellatieff ve digerleri,
2024). Kolitli ratlarda alfa lipoik asitin etkinligi {izerine yapilan bir ¢alismada, kolit
grubunda hastalik aktivite indeksi kontrol, alfa lipoik asit ve kolit+alfa lipoik asit gruplarina
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Alfa lipoik asit uygulamasinin kolitli hayvanlarda
hastalik aktivite indeksinin azalmasim sagladigi goriilmiistiir. Kontrol, alfa lipoik asit ve

kolit+alfa lipoik asit gruplar1 arasinda hastalik aktivite indeksi acisindan anlamli fark
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bulunmamustir (Ergiil ve digerleri, 2019). Avokado ve narin kolitli ratlar tizerine etkilerinin
arastirildigi bir caligsmada ise, asetik asitle indiiksiyonu sonrasi tedavi almayan hayvanlarin
hastalik aktivite indekslerinin tedavi alan gruplara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(ElI-Ashmawy, Khedr, EI-Zamarany ve Ahmed, 2024). Origanum majorana polifenollerinin
kolit izerine etkilerini gosteren bir ¢alismada, kolit + O. majorana grubunda hastalik aktivite
indeksinin tedavi almayan gruba gore diisiik oldugu ve polifenol tedavisiyle hastalik
siddetinin azaldig1 belirlenmistir (Taha ve digerleri, 2023). Bu tez kapsaminda
da, hayvanlarin agirlik kaybi, diskida kan varligi ve digski yapisindan elde edilen veriler
dogrultusunda, kolit grubu hastalik aktivite indeksi skorunun tedavi alan gruplara gore
anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, hastalik aktivite indeksi skorunun kolit,
mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig
goriilmistiir. Tedavi gruplar1 arasinda hastalik aktivite indeksi en diisiik mesalamin+alfa
lipoik asit grubunda oldugu belirlense de kontrol grubu arasindaki farkliligin anlamli
olmadig1 goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda, % 4 asetik asit ile indiiklenen kolit
modelinde, tedavi almayan hayvanlarda hastalik aktivite indeksinin deney prosediirii
boyunca yiiksek kaldigit ve tedavi alan gruplarda bu indeksin diismeye basladigi
goriilmustiir. Sonug olarak, kolitin tedavisinde mesalamin ve alfa lipoik asitin birlikte
kullannminin kolit hastalik aktivite indeksinin azalmasinda olumlu etkilerinin oldugu
saptanmistir. Ratlarda kolit modeli tizerine yaptigimiz bu tez kapsaminda, hayvanlarin beden
agirhigl, yem ve su tiiketimleri ile hastalik aktivite indeksleri birlikte degerlendirildiginde,
beden agirligindaki degisimin yem ve su tiilketim miktaria bagli olmadigi, hastalik aktivite

indeksinin beden agirlig tizerindeki etkisinin daha 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

Ratlarda indiiklenen kolit modelinde, iilserasyon, hiperemi ve mukozal deme bagl olarak
kolon doku hasar1 meydana gelmektedir. Bu nedenle, deneysel kolit modeli sonrasi
hastaligin siddeti ve tedavi etkinliginin belirlenmesi amaciyla makroskobik hasar skorlamasi
yapilmaktadir. Bu skorlamaya gore, kolon dokusundaki {ilserasyon, inflamasyon ve
erozyonlarin varligi, uzunlugu ve siddetleri degerlendirilmektedir (Y. H. Wang ve digerleri,
2016; Lleal ve digerleri, 2019). Safranda bulunan ve karotenoid grubundan bir etken madde
olan krosin ile mesalazinin kolit tizerindeki etkinliginin karsilastirildig1 bir calismada,
yliksek dozlarda kullanilan krosin grubu ve yiiksek doz mesalazin kullanilan grubun
mukozal iilser ve makroskobik hasar skorlarmin azalttigi, ancak, en diisiik skorun
mesalazintkrosin kombinasyonu uygulana grupta oldugu saptanmistir (Faramarzpour,

Tehrani, Tamaddonfard ve Imani, 2019). Acacia arabica ve Ocimum basilicum'un iilseratif
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rat kolit modeli iizerine iyilestirici etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, Acacia arabica ve
Ocimum basilicum birlikte uygulandig1 grupta makroskobik skorun sulfalazin verilen gruba
gore anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir (Bejeshk ve digerleri, 2023). Calismamizda,
kolit, mesalamin ve alfa lipoik asit gruplarindaki makroskobik skorun kontrol grubuna
(saglikll) gore anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir. Mesalamin+alfa lipoik asit grubunda ise,
kolon dokusundaki makroskobik skorunun kolit ve diger tedavi gruplarina gore anlamli
olarak azaldigi dikkati ¢ekmistir. Bdylece, mesalamin ve alfa lipoik asitin birlikte
kullannminin kolon dokusu mukozasimin iyilesmesinde alfa lipoik asitin tek basina

kullanimina gdre daha etkili olabilecegi goriilmiistiir.

Ulseratif kolit olgularinda meydana gelen inflamasyon, oksidatif strese neden olmakta ve bu
durum iyilesme siirecini olumsuz yonde etkilemektedir. Hastaligin patogenezinde ve tedavi
edilen dokulardaki iyilesme oraninin belirlenmesinde oksidatif stres indeksi onemli bir
parametredir. Bu nedenle, deneysel kolit ¢calismalarinda kolon dokusundaki oksidasyon
diizeyi ve uygulanan tedavinin etkinligi bu parametreler lizerinden siklikla arastirilmaktadir
(Yuksel ve digerleri, 2017; Jawhara, 2024). Kolit modeli uygulanan farelerde yapilan bir
caligmada, prednisolon ile kurkuminin etkinligi karsilastiritlmis, TAS seviyesi en yiiksek
kurkuminle tedavi edilen grupta, en diisiik ise tedavi almayan kolit grubunda goriilmiistiir.
Yine ayni ¢alismada, TOS ve OSI degerlerine bakildiginda, en yiiksek degerlerin tedavi
almayan kolit grubunda oldugu, sadece kurkumin kullanildiginda bile TOS ve OSI

degerlerinin anlaml1 derecede diistiigii tespit edilmistir (Hales ve digerleri, 2022).

Yapilan ¢alismalarda, SOD diizeyindeki azalmanin tilseratif kolit derecesi ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Ulseratif kolitin temel sebeplerinden biri, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
fazla olmas1 ve buna bagli olarak SOD diizeyinin azalmasiyla oksidatif stresin artmasidir
(Hwang ve digerleri, 2020; Ashique ve digerleri, 2023). Bu bilgiler 15181nda, tilseratif kolitte
antioksidan ajanlar kullanilarak azalan SOD seviyesinin artirilmasi yoluyla tedaviye katki
saglayacag1 ortaya konulmustur (Zhou ve digerleri, 2006; Ispiroglu ve digerleri, 2020;
Ashique ve digerleri, 2023; Blagov ve digerleri, 2023; W.Y. Li ve digerleri, 2023). Rat kolit
modeli lizerine yapilan bir ¢alismada, alfa lipoik asit tedavisinin, kolon dokusunda MDA,
NO ve iNOS diizeylerini 6nemli 6lgiide azalttigi, glutatyon seviyesi ve SOD aktivitesinin de

anlamli gekilde artirdig1 saptanmstir (J. Sun, Zhang, Guan, Zhou ve Sun, 2015).
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Alfalipoik asitin ratlarda radyasyon kaynakli beyin sap1 hasarindaki ndroprotektif etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada, radyasyon indiiksiyonu dncesinde koruyucu olarak alfa lipoik asit
uygulanmis, diger gruba ise radyasyon indiiksiyonu ile birlikte alfa lipoik asit verilmistir.
Alfa lipoik asit uygulamasi yapilan gruplarda, tedavi almayan gruba gore beyin sapi
dokusunda bir oksidasyon parametresi olan MDA diizeyinin anlamli derecede diisiik oldugu;
TAS seviyesinin ise anlamli derecede yiikseldigi belirlenmistir (Motallebzadeh, Aghighi,
Vakili, Talaei ve Mohseni, 2023). Iyonize radyasyon ile hepatotoksisite modeli uygulanan
ratlarda, hayvanlarin karaciger dokularindaki SOD seviyesinin anlamli olarak azaldigi, alfa
lipoik asit uygulamasiyla bu degerin arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, oksidatif stresin
bir belirteci olan MDA degerinin iyonize radyasyon uygulanan ratlarin karaciger dokusunda
anlamli olarak arttig1; alfa lipoik asit tedavisiyle bu degerin anlamli olarak azaldigi

bildirilmistir (Gezer, Laloglu ve Kirli-Boliikbas, 2023).

Bu tez calismasinda, deney protokolii sonrasi elde edilen kolon dokularinda tiim oksidan ve
antioksidan parametreleri yansitan TOS ve TAS seviyeleri belirlendikten sonra OSI degeri
hesaplanmigstir. Kolit grubunda, TOS ve OSI degerlerinin diger gruplara gore en yiiksek
seviyede oldugu goriilmiistiir. Diger gruplarda, tedaviyle birlikte TOS ve OSI degerlerinin
kolit grubuna gore anlamli olarak azaldig belirlenirken, mesalamin+alfa lipoik asit tedavi
grubunda anlamli olarak en diisiik seviyede oldugu dikkati ¢gekmistir. Bununla birlikte, kolit
grubunda TAS seviyesinin diger gruplara gore anlaml olarak en diisiik degerde oldugu,
tedavi alan gruplarda bu seviyenin yiikseldigi belirlenmistir. En yiliksek TAS degeri, sadece
alfa lipoik asit alan tedavi grubundayken, mesalamin+alfa lipoik asit grubunda da benzer
olarak artis gosterdigi bulunmustur. Kolit modeli, bu calismada da, diger yapilmis
caligmalara benzer bir sekilde kolon dokusunda oksidasyona yol agarak oksidasyon
belirteglerinin  yiikselmesine neden olmustur. Alfa lipoik asitin serbest radikalleri
stipiirmedeki giiclii etkisinden dolay1r hem tek basina kullaniminin hem de mesalamin ile

kombinasyonunun bu parametreleri diizenlemesi hipotezimizi dogrulamistir.

Proteinlere nitro-oksidatif zarar veren nitrozatif stres, NO’nun asir1 liretimi ve es zamanli
stiperoksit anyonlariin meydana gelmesiyle karakterizedir. Bir amino asit olan tirozinin
nitrasyonuyla 3-NT molekiilii olusmakta, bu molekiilin ONOO- ve serbest nitrojen
tirlerinin olusturdugu oksidatif hasarda oldukc¢a spesifik bir biyobelirte¢ oldugu
diisiiniilmektedir (Bandookwala ve Sengupta, 2020b; DE Angelis, Dorg, Phan ve Andersen,
2021). 3-NT diizeyinin, inflamasyon, iskemi, sepsis ve kolit gibi patolojik durumlarda arttig1
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bilinmektedir. Bu bilgilerden hareketle, 3-NT diizeyinin, hastaligin dokularda olusturdugu
harabiyeti hakkinda fikir verebilecegi ve tedavi etkinligini ortaya koyabilecegi
distintilmektedir (Bandookwala ve Sengupta, 2020b). Yapilan bir ¢alismada, rat sepsis
modelinde alfa lipoik asitin 3-NT ve sitokin seviyeleri tizerine etkisi degerlendirilmis, alfa
lipoik asit verilen hayvanlarda 3-NT, IL-1p ve TNF-a diizeylerinin azaldig1 goriilmiistiir (B.
Cimen, Cimen ve Cetin, 2019). Insiilin direngli ratlarda diyete alfa lipoik asit eklenmesinin
beyin dokusundaki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, alfa lipoik asitin hipotalamusta
oksidasyon diizeylerini azaltarak 3-NT diizeyini diistirdiigii goriilmistiir (Maciejczyk,
Zebrowska, Nesterowicz, Zendzian-Piotrowska ve Zalewska, 2022).

Kolit modeli olusturulmus ratlarda oksidatif stres belirteci olan 3-NT diizeyinin anlaml
sekilde arttig1 gosterilmistir (Almasi ve digerleri, 2020; Torok ve digerleri, 2023). Bu
caligmanin hipotezlerinden biri rat kolit modelinde alfa lipoik asitin antioksidatif ve anti-
inflamatuvar etkilerini baz alarak 3-NT diizeylerinin azalacagi yoniindeydi. Bu bilgilere
paralel olarak, ¢calismamizda, 3-NT seviyesi en yiiksek kolit grubunda belirlenirken, tedavi
alan gruplarda en diisiik 3-NT seviyesinin mesalamin+alfa lipoik asit grubunda oldugu
goriilmustiir. Ayrica, 3-NT diizeyinin, mesalamin grubunda kontrol ve mesalamin+alfa
lipoik asit gruplarina gore anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bilgilerin 15181
altinda, kolon dokusu 3-NT diizeyinin kolit olgularinda arttig1; mesalaminin tek basina
kullanilmasinin bu parametre iizerinde yeterli diizenleyici etki saglamadigi, kolit tedavi
protokollerine alfa lipoik asit eklenmesinin nitrozatif stresi azaltarak iyilesme siirecine daha

fazla katki saglayabilecegi kanaatine varilmistir.

Inflamazomlar ve kaspaz-1’le regiile edilen prosesler intestinal homeostaz ve inflamasyon
icin ¢ok onemli bir rol oynamaktadir (Bauer, Duewell, Lehr, Endres ve Schnurr, 2012).
NLRP3 inflamazomu, immiin sistem hiicrelerine ulasan tehlikeli i¢ ve dis sinyallerle aktive
olmaktadir. Bu inflamazomun en iyi1 bilinen uyaricist ROS’lardir ( Xue ve digerleri, 2023).
Bu inflamazom, tehlikeli uyaran: taniyan sitozolik NLRP3 proteini, kaspaz aktive edici
bélge iceren apoptoz iligkili benek benzeri protein (ASC) ve pro-kaspaz-1’den meydana
gelmektedir. Aktive edildiginde, ii¢ bileseni bir araya gelmekte ve pro-kaspaz-1 kesilerek
aktif kaspaz-1 formuna donismektedir. Aktif kaspaz-1 de, proinflamatuvar sitokinleri aktif
formlarma (IL-1B ve IL-18) donistirerek inflamatuvar yaniti siddetlendirmektedir
(Tourkochristou, Aggeletopoulou, Konstantakis ve Triantos, 2019). Diger yandan normal

kosullarda bagirsak epitelindeki NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, kommensal
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mikrobiyotanin diizenlenmesi, zararl bakterilerin eradikasyonu ve defensin (antimikrobiyal
sitokin) sentezi yoluyla homeostazi saglayacagindan koruyucu bir rol oynamaktadir. Ancak,
endojen ve ekzojen uyaranlarin etkisiyle bagirsak epitel bariyeri bozuldugunda, mikrobiyota
lamina propriaya sizmakta ve bagisiklik hiicrelerinin toplanmasini saglamaktadir. Bu
durumda, NLRP3 aktivasyonu mukozal inflamasyonun siddetini artirarak zararli hale
gelmesini saglamaktadir (Zhen ve Zhang, 2019). DSS ile indiiklenen fare kolit modelinde
bir safra asidi olan deoksikolik asitin etkilerinin arastirildig1 bir calismada, yiiksek yag iceren
beslenme rejiminin safra metabolizmasini etkilemesi sonucunda miktarlari yiikselen fekal
deoksikolik asitin, NLRP3 inflamazomunu aktive ederek kolitin siddetini artirdig1
gosterilmistir (Zhao ve digerleri, 2016). Insanlarda yapilan bir kohort galismada aktif
iilseratif kolitli olgularin kolon mukoza biyopsilerinde NLRP3 ve IL-1p aktivitelerinin
arttigr bildirilmistir (Ranson ve digerleri, 2018). Insanlarda ve hayvanlarda yapilan
caligmalarda, iilseratif kolitte NLRP3 inflamazomunun yukarida belirtilen aktivasyonuyla
hastaligin patogenezinde gorev aldig1 ve tani ile tedavisinde hedef parametre olabilecegi
diistiniilmektedir (Bauer ve digerleri, 2012; Itani ve digerleri, 2016; Zhen ve Zhang, 2019;
Q. L. Chen, Yin, He ve Wang, 2021; Xiao, Sun, Wang, Abu-Amer ve Mbalaviele, 2022;
Zeng ve digerleri, 2022; Ali ve digerleri, 2023; Z.J. Zhou ve digerleri, 2024).

Ulseratif kolit iizerine yapilan preklinik calismalarda, anti-inflamatuvar ve antioksidan
etkinligi oldugu bilinen dogal bilesiklerden siilforafanin (Z.J. Zhou ve digerleri,
2024), fenolik bilesiklerin (ananas yapragi, klorojenik asit, rosmarinik asit, resveratrol),
flavonoidlerin (baicalein, floretin, apigenin, naringin, TGFU, lonicer, formononet, oroxind,
alpinetin, procyanid, kaempferol), terpenoidlerin (paeoniflorin, celastrol, asiatik asit,
karnosik asit, libertellon) ve saponinlerin artan NLRP3 aktivasyonunu azalttig
belirlenmistir (Ali ve digerleri, 2023; Xue ve digerleri, 2023). Subaraknoid hemoraji modeli
olusturulmus ratlarda, alfa lipoik asit takviyesinin inflamasyon ve norofonksiyonlar {izerine
etkilerine bakildig1 calismalarda, alfa lipoik asit tedavisiyle, NLRP3 inflamozumu
aktivitesinin azaldig1, nérofonksiyonlarda iyilesme gozlendigi ve boylelikle beyin hasarinin
erken donemde azaltilabilecegi belirtilmistir (Zhou ve digerleri, 2018; Lin ve digerleri,
2024). Tip 2 diyabetik rat modelinde, yiiksek yagl diyetle beslenen hayvan grubunda, alfa
lipoik asit takviyesinin hepatik NLRP3 aktivitesini baskilayarak hepatik lipit birikimi ve
non-alkolik karaciger hastalig1 lizerine yararl etkileri oldugu gosterilmistir (Ko ve digerleri,
2021). Bu bilgilerden hareketle bu tez kapsaminda, anti-inflamatuvar ve antioksidan

etkinligi bilinen alfa lipoik asitin {ilseratif kolit olgularinda kolon dokusu NLRP3
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inflamazomunu modiile edecegi hipotezine varilmistir. Calismamizda, literatiirde belirtildigi
gibi kolit indiiksiyonu yapilan ve tedavi almayan hayvanlarda NLRP3 inflamazomunun
aktive oldugu, kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiikseldigi belirlenmistir. Uygulanan
tedavilerle birlikte NLRP3 seviyesinin tedavi almayan kolit grubuna goére azaldig: dikkati
cekmistir. Tedavi gruplar1 arasinda en diisiik NLRP3 diizeyinin sadece alfa lipoik asit
grubunda, en yiiksek NLRP3 diizeyinin ise mesalamin grubunda oldugu saptanmistir. Bu
bilgiler 1s181nda, iilseratif kolitte bagirsakta artan NLRP3 inflamazomunun alfa lipoik asit
uygulamasiyla modiile edilebilecegi ve iyilesme siirecine katki saglayabilecegi kanaatine

varilmistir.

GSDMD, efektor protein kaspaz-1’in etkisiyle N terminal bolgesinden uzaklastirilarak hiicre
membraninda gozeneklerin olugsmasina neden olmaktadir. Daha sonra, IL-1 ve IL-18
sitokinlerinin salinmasina aracilik ederek inflamasyonun ve piroptozun (inflamasyonla
tetiklenen hiicre 6liim sekli) meydana gelmesine yol agar (Shi ve digerleri, 2015; J. Xiao ve
digerleri, 2022; Dai ve digerleri, 2023). Cesitli uyaranlarla aktive olan GSDMD’nin,
iilseratif koliti de kapsayan bircok inflamatuvar hastaliklarla baglantis1 oldugu
diistiniilmektedir. Kolitli olgularda alinan mukozal biyopsilerde GSDMD seviyelerinin
yiiksek olmasi bu hastalikta patojenik bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Xiao ve
digerleri, 2022). GSDMD eksik olarak firetilen farelerin, bagirsak inflamasyonuna karsi
daha direngli olduklar1 gosterilmistir (Bulek ve digerleri, 2020). Bu bilgiler dogrultusunda,
son yillarda, iilseratif kolitte GSDMD aktivasyonunun belirlenmesiyle, kolitin patogenezi,
tan1 ve tedavisinde hedef olabilecegi bildirilmistir (C. Ma ve digerleri, 2020; Magnani,
Colantuoni ve Mortellaro, 2022; S. Zhang, Liang, Yao, Li ve Wang, 2022; Sun ve digerleri,
2024).

Ulseratif kolit iizerine yapilan preklinik ¢alismalarda, anti-bakteriyel ve immun sistemi
diizenleyici aktivitesi olan ve ari siitlinde major yag asidi olarak kabul edilen trans-10-
hidroksi-2-dekanoik asit ile Cin tibbinda anti-inflamatuvar ve antioksidan olarak kullanilan
Kuijieling ve Shaoyao dekoksiyonlarinin kolon dokusunda artan GSDMD diizeyini azalttig
belirlenmistir (Ali ve digerleri, 2023). Yapilan bir calismada, rat diyabet modelinde alfa
lipoik asit (100 mg/kg/giin) uygulamasinin siyatik sinirde GSDMD protein ekspresyonunu
azalttig1 belirlenmistir (Sun ve digerleri, 2019). Bu bilgilerden hareketle, yapilan tez
caligmasinda, anti-inflamatuvar ve antioksidan etkinligi bilinen alfa lipoik asitin ilseratif

kolit modelinde artan kolon dokusu GSDMD diizeyini azaltabilecegi kanisina varilmistir.
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Calismamizda, literatiir bulgusuyla uyumlu olarak asetik asitle indiiklenen deney
gruplarinda kolon dokusu GSDMD diizeyinin en yliksek kolit grubunda oldugu
belirlenmistir. Tedavi gruplarinda GSDMD diizeyinin kolit grubuna gore azaldigi ve en
diisiik mesalamin+alfa lipoik asit grubunda oldugu goriilmiistiir. Tedavi gruplar1 arasinda
tek basina mesalamin uygulanan hayvanlarda GSDMD diizeyinin diger tedavi gruplarina
gore daha yiiksek oldugu dikkati cekmistir. Ulseratif kolit tedavisinde en sik kullanilan ajan
olan mesalaminin, GSDMD inflamazomu iizerine modiilasyonunun alfa lipoik asitle birlikte
uygulanmasiyla daha etkili olabilecegi goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda elde edilen bilgiler
dogrultusunda, NLRP3 inflamazomu ve bununla iligkili GSDMD diizeyinin iilseratif kolit
olgularinin tan1 ve prognozunda belirleyici birer parametre oldugu, hipotezimizle uyumlu
olarak, alfa lipoik asit uygulamasinin NLRP3 inflamazomu ve aktivasyonu {izerine modiile

edici etkisi ilk kez gosterilmistir.

Ulseratif kolitin patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, kolon mukozasinda
hasar, iilserasyon, kriptlerde deformasyon ve inflamasyon, glandiiler atrofi ve 6dem ile
karakterize histopatolojik bulgular goriildiigii bilinmektedir (Zhu, Gu ve Shen, 2019;
Kellermann ve Riis, 2021; Villanacci ve digerleri, 2021; Jucan ve digerleri, 2023). Ulseratif
kolit lizerine yapilan preklinik calismalarda da, hastalifin siddeti ve tedavi etkinliginin
belirlenebilmesi i¢cin kolon dokusundaki bu histopatolojik degisiklikler (kolon mukoza
inflamasyonu, iilserasyon, kanama ve bozulmus kriptalar) skorlanarak degerlendirilmektedir
(Dizakar ve Demirel, 2022; Elbastawisy ve Mohamed, 2022; EI-Ghannam, Saad, Nassar, El-
Yamany ve El-Bahy, 2022). Bu tez ¢alismasinda da, literatiirle uyumlu olarak, deney grubu
ratlarda kolon dokusunda inflamasyon, mukozal erozyon, kanama, iilserasyon, lenfosit
infiltrasyonu gibi bulgulara rastlanmistir. Kolon dokusu histopatolojik inflamasyon skoru en
yiiksek kolit grubunda belirlenirken, kontrol ve tedavi gruplari arasindaki farkliligin anlamh
oldugu goriilmiistiir. Asetik asitle kolit modeli indiiklenen ratlarda yapilan bir ¢alismada,
antioksidan ve anti-inflamatuvar etkinligi bilinen koenzim Q10’un kolon dokusunda
inflamasyonu, iilserasyonu, kriptlerin yapisal deformasyonu, kriptiti, glandular atrofiyi ve
6demi azaltarak tedaviye olumlu etkiler gosterdigi bildirilmistir (Dizakar ve Demirel, 2022).
Asetik asitle indiiklenen rat kolit modeli {izerine yapilan ¢alismalarda, kersetin (Martin ve
Bolling, 2015), kurkumin (Martin ve Bolling, 2015; Celani ve digerleri, 2022), ferulik asit
(Ghasemi-Dehnoo, Amini-Khoei, Lorigooini, AnjomShoa ve Rafieian-Kopaei, 2023) ve
asiatik asit (Lokman ve digerleri, 2024) gibi anti-inflamatuvar ve antioksidan ajanlarin

histopatolojik inflamasyon skorunu azaltarak tedavide etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan
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bir calismada, ratlarda kolit modelinde, anti-inflamatuvar ve immunomodiilator etki
gosteren Ganoderma lucidum ile mesalazinin tek basma ve birlikte kullanimlari
karsilastirmali olarak arastirilmistir. Tek basina oral yolla uygulanan Ganoderma lucidum
ve intarektal mesalazin tedavilerinin intestinal inflamasyon yanitin1 ve mukoza hasarini
azalttigi, ancak; Ganoderma lucidum ve mesalazinin birlikte kullaniminin bagirsak
mukozasi iizerindeki iyilestirici etkilerinin (mukozal inflamasyon {iilserasyon, hasar ve
fibrozisi azaltarak) daha iyi oldugu gériilmiistiir (Ozden ve digerleri, 2022). Ayrica, ratlarda
kolit modelinde, kurkuminin tek basina ve mesalamin kombinasyonuyla olan kullaniminin
kolon dokusu histopatolojik skoru {izerine olan etkileri karsilastirilmis ve
kurkumin+mesalamin uygulamasinin daha etkili oldugu belirlenmistir (Heikal ve digerleri,
2023). Histopatolojik skorun yiiksek olarak bulundugu kolit modeli ¢alismalarinda, alfa
lipoik asitin tedavi edici yonleri degerlendirilmis, kolon dokusundaki inflamasyon,
hemoraji, {iilserasyon ve mukozal hasar1 azaltarak histopatolojik skoru diistirdigi
belirlenmistir (Samman, Elaidy, Essawy ve Hassan, 2018; Moeinian, Abdolghaffari, Nikfar,
Momtaz ve Abdollahi, 2019). Bu bilgilerden hareketle, bu tez ¢alismasinda da, tedavi
gruplarinda histopatolojik inflamasyon skorunun azaldigi, mesalamin+alfa lipoik asit
grubunun ise en diisiik skora sahip oldugu dikkati ¢ekmistir. Alfa lipoik asitin iilseratif kolit
indiiksiyonu yapilan ratlarda, anti-inflamatuvar ve antioksidatif etkisiyle histopatolojik
skoru azalttig1; mesalamin ile birlikte kullaniminin (mesalamin+alfa lipoik asit grubu) diger
calismalarla (Ozden ve digerleri, 2022; Heikal ve digerleri, 2023) benzer olarak tedavide

daha etkili oldugu saptanmaistir.

Ulseratif kolit de dahil olmak iizere kronik bagirsak inflamasyonu gelisen olgularda kolon
dokusunda fibrozis goriilmesi muhtemeldir. Fibrozis, ekstraseliiler matrisin submukozal
tabakada asir1 birikmesi sonucu mukozal tabakanin kalinlagmasi olarak tanimlanmaktadir
(Ippolito ve digerleri, 2016; Gordon ve digerleri, 2018; Y. Chen, Cheng, Zhang, Chen ve
Seralu, 2021). Kolit olgularinda fibrozisin gelismesiyle birlikte kolon duvariin kalinlastigi
ve liimenin daraldigi bilinmektedir. Ayrica, fibrozis, kolonun hareketliligini ve emici
fonksiyonlarin1 da olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum, karin agrisi, diyare ve idrar
kacirma gibi kolit semptomlarinin siddetlenmesine neden olabilmektedir (Gordon ve
digerleri, 2018). Ulseratif kolit modeli iizerine yapilan preklinik ¢aligmalarda da, kolon
mukozasinda fibrozis meydana geldigi gosterilmistir (Ma ve digerleri, 2010; Guan ve
digerleri, 2011; Loeuillard ve digerleri, 2014; Elbastawisy ve Mohamed, 2022, Elhefhawy,
Zaki, EI Maraghy Ahmed ve Abd El-Haleim, 2023). Bu tez c¢alismasinda da, diger
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caligmalarla paralel olarak, kolit grubu fibrozis yiizdesinin kontrol ve tedavi gruplar
arasindaki farkliliginin anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, kolitte bagirsak goblet hiicreleri sayisinin ve dolayisiyla musin salgisinin
saglikli gruba gore anlamli olarak azaldigi bildirilmistir (Oliveira ve digerleri, 2014;
Dizakar-Akarca ve Demirel, 2022). Musin salgisinin azalmasi, kolit dahil inflamatuvar
bagirsak hastaliginin semptomlariyla iliskili olup, kolon mukozasinda bakteriyel
enfeksiyonlarin olusmasini 6nleyen mukoza bariyerinin etkinligini zayiflatmaktadir (Fawzy,
El-Din Abo-Elnou, Abd-El-Maksoud El-Deeb ve Yousry Abd-Elkader, 2013; Dizakar-
Akarca ve Demirel, 2022). Tez ¢alismamizda da, yapilan ¢alismalarla benzer olarak, kolit
grubunda, goblet hiicresi sayisinin kontrol ve tedavi gruplarina goére anlamli olarak azaldig1
goriilmiistiir. Elde edilen bulgular, fibrozis artisinin, goblet hiicresi sayis1 ve musin
sekresyonu azalmasinin, iilseratif kolit etiyopatogenezinde onemli bir etken oldugunu

desteklemektedir.

Ulseratif kolit iizerine yapilan preklinik calismalarda, anti-inflamatuvar ve antioksidan
etkinligi bilinen sinapik asit (W.Y. Li ve digerleri, 2023), kurkumin (Lin, Liu, Bu, Chen ve
Ye, 2022), resveratrol (Li ve digerleri, 2014), Aloe vera (Bahrami ve digerleri, 2020),
arktijenin, bosvelik asit, katesin, gimnemik asit, zencefil (Gupta ve digerleri, 2022), koenzim
Q10 (Dizakar-Akarca ve Demirel, 2022), asiatik asit (Lokman ve digerleri, 2024) ve arbutin
(Alemdar ve digerleri, 2024) uygulamasinin kolon dokusundaki iilserasyon, kript
distorsiyonu, 6dem, fibrozisi azaltarak ve goblet hiicresi sayisini artirarak etki gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica, alfa lipoik asit tedavisinin, kolitte goriilen histopatolojik hasari
azalttigi, goblet hiicrelerinin yogunlugunu arttirarak musin salgisint diizenledigi ve
submukozal kollajen liflerinde azalmay1 saglayarak fibrozis siddetini azalttig1 belirtilmistir
(Trivedi ve Jena, 2013; Samman, Elaidy, Essawy ve Hassan, 2018). Ratlarda kolit
modelinde, kurkuminin tek basina ve mesalamin kombinasyonuyla olan kullaniminin kolon
goblet hiicre sayist tizerine olan etkileri karsilagtirllmis; kurkumin+mesalamin
uygulamasinin kolon dokusunu daha iyi iyilestirdigi ve kolitle birlikte azalan goblet hiicresi
sayisini artirdigl belirlenmistir (Heikal ve digerleri, 2023). Bu tez calismasinda da, alfa
lipoik asit uygulamasiin fibrozis ylizdesini anlamli olarak diisiirdiigii ve goblet hiicre
sayisini anlamli olarak artirdigi goriilmustiir. Alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa lipoik asit
gruplarinda fibrotik alan yiizdesinin mesalamin grubuna gore daha diisiik; goblet hiicre
sayisinin ise daha yiiksek oldugu dikkati ¢ekmistir. Yapilan calismalarda, alfa lipoik asitin

anti-inflamatuvar ve antioksidan etkinligi ile ekstraselliiler matrisi azaltarak anti-fibrotik etki
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gosterdigi (Ryu ve digerleri, 2016; EI-Maadawy, Hammam, Seif el-Din ve El-Lakkany,
2020; Kocak ve digerleri, 2022); bagirsak dokusunda ilerleyici bir iyilesme saglayarak
goblet hiicreleri sayisini artirdigi (Sun, Zhang, Guan, Zhou ve Sun, 2015; Ceylanli ve
digerleri, 2022) vurgulanmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, literatiirlerle uyumlu olarak
calismamizda, anti-inflamatuvar ve antioksidan etkinlige sahip alfa lipoik asitin, 6zellikle de
mesalaminle olan kombinasyonunun, kolit olgularinda kolon dokusunda gelisen fibrozisi
azaltarak ve goblet hiicre sayisimi artirarak tedaviye katki saglayabilecegi kanisina

varilmistir.

Kolonun mukozal bariyerindeki hasarin kolit patofizyolojisinde onemli rol oynadigi
bilinmektedir. Bagirsak bariyer biitliinliigiinii saglayan siki  baglanti proteinleri,
transmembran proteinleri, klaudinler, okludinler ve zonulin ailesi proteinlerinden
olusmaktadir. Okludin, zonula okludens-1 ve klaudin-1 bu mukozal bariyerin énemli birer
yapisal faktoriidiir. Bagirsagin siki baglanti proteinleri, bakteri ve toksinlerin istilasini
onlemektedir (Bhat ve digerleri, 2019). Bariyer biitlinliigiiniin kaybolmasina neden olan
faktorler bagirsak epitelindeki siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunu azaltict yonde
degistirmektedir. Ulseratif kolitte siki1 baglanti proteinlerinin azalmasi yoniindeki
degisiklikler, inflamasyonun derecesi ve hastaligin ciddiyeti ile iligkilidir (Nighot ve
digerleri, 2015). Inflamatuvar bagirsak hastalarinda, bagirsak biitiinliigii bozuldugu igin
bagigiklik hiicreleri mukoza tabakasina sizmakta ve bu siire¢ proinflamatuvar sitokinlerin

salinimini indiiklemektedir (Dizakar-Akarca ve Demirel, 2022).

Kolit iizerine yapilan ¢alismalarda, okludin, zonula okludens-1 ve klaudin-1 gibi siki baglanti
proteinlerinde kayiplar oldugu ve musinin azaldigin1 gosterilmistir (Ma ve digerleri, 2017;
Nighot ve digerleri, 2021; Dizakar-Akarca ve Demirel, 2022; Wu ve digerleri, 2022;
Moonwiriyakit ve digerleri, 2023; W. Liu, ve digerleri, 2024). Bu bilgilerden hareketle, bu
tez calismasinda, kolon dokusu siki baglanti proteinlerinden okludin, zonula okludens-1 ve
klaudin-1 diizeyleri immiinohistokimyasal analizle degerlendirilmistir. Kolit grubunda siki
baglant1 proteinlerinin (Okludin, zonula okludens-1, klaudin-1) ekspresyonu kontrol ve
tedavi gruplarina gore azalmistir. Elde edilen bu bulgunun, daha 6nce yapilan ¢alismalarla
uyumluluk gosterdigi (Porter ve digerleri, 2020; Nighot ve digerleri, 2021; Dizakar-Akarca
ve Demirel, 2022; Jing ve digerleri, 2023; Z.Chen, Wang, Tan ve Liu, 2024), kolonun sik1
baglant1 proteinlerinin kolit patofizyolojisinde belirleyici birer faktor olabilecegi bilgisi

dogrulanmistir.
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Ulseratif kolitte immunohistokimyasal analizler {izerine yapilan preklinik calismalarda,
antioksidan Ozellikleri bilinen sinapik asit (W.Y.Li ve digerleri, 2023) Sanguinaria
canadensis bitkisinin kok kismindan izole edilen polisiklik bir alkoloid olan sanguarin (N.
Zhao ve digerleri, 2024), bitkilerden izole edilen bir flavonoid olan morin (Qui ve digerleri,
2024), Momordica charantia L. olarak bilinen kudret nar1 tohumu yag1 (Y. Ma ve digerleri,
2024), ginsenositler (Yuan ve digerleri, 2024), Atractylodes lancea rhizome bitkisinden izole
edilen hinesol (Y.X. Li ve digerleri, 2024) ekstrelerinin uygulanmasiyla kolitle birlikte
azalan kolon mukozasindaki okludin, zonula okludens-1 ve klaudin-1 gibi siki baglanti
proteinlerini artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, alfa lipoik asitin, insan kolon epitel (NCM460)
ve insan kolorektal karsinoma hiicreleri (Caco-2) lizerine etkilerinin arastirildigi in vitro
deneysel bir ¢aligmada, alfa lipoik asitin okludin ve zonula okludens-1 siki baglanti protein
ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2022). Calismamizda, zonula
okludens-1 ve klaudin-1 immunopozitif alan yiizdesi, tedavi alan gruplarda artarken,
mesalamin+alfa lipoik asit grubundaki bu artisin kolit grubuna goére anlamli oldugu
belirlenmistir. Okludin immunopozitif alan yiizdesine bakildiginda ise, kolit indiiksiyonu ile
azalan okludin diizeyinin tedavi alan gruplarda arttig1 goriilmiistiir. Bu bilgiler 1s1¢inda, anti-
inflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri olan alfa lipoik asitin kolitte azalan siki baglanti
proteinlerinin artigini saglayarak doku iyilesmesine yol agtigi gézlenmistir. Mesalamin+ alfa
lipoik asit tedavisinin, alfa lipoik asitin tek basina uygulandigi gruba goére kolon siki baglanti
proteinlerindeki bozulmay1 daha fazla iyilestirdigi dikkati ¢ekmistir. Elde edilen bu veriler
dogrultusunda, kolitin mevcut tedavi protokoliine alfa lipoik asit eklenmesinin kolon siki

baglant1 proteinlerini artirmasi yoluyla yararl etkiler gosterebilecegi diisiintilmiistiir.

Insan bagirsagi mikrobiyotasmi, ¢ogunlugu bakteriler olmak iizere viriisler, mantarlar,
arkeler, parazitlerden olusan ve 100 trilyondan fazla mikroorganizma bulunan bir ekosistem
olusturmaktadir. Saglikli insanlarda, ince ve kalin bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia yaygmn bulunan
mikroorganizmalar arasindadir. Kolon mikrobiyotasi ise, Firmicutes ve Bacteroidetes adi
verilen iki ana bakteriyel subeden meydana gelmekte olup bakteri yogunluguna gore sirayla
Actinobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia subeleri takip etmektedir. Kolonda,
genus seviyesinde Prevotella, Clostridium, Lactobacillus, Ruminococcus, Odoribacter
olarak adlandirilan tiir seviyesindeki bakterilere Roseburia, Bacteroides vulgatus,
Fusicatenibacter saccharivorans, Bacteroides fragilis, Faecalibacterium prausnitzii,

Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum, Clostridium leptum ve Ruminococcus
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bromii 6rnek verilebilmektedir (Zakerska-Banaszak ve digerleri, 2024). Bu bakterilerin
birgogu, probiyotik etki gostermekte ve kolon mukozasi homeostazinin devam etmesine
katkida bulunmaktadir. Ornegin, basit karbonhidratlar kolondaki yararli bakteriler
tarafindan laktat, asetat, propiyonat ve biitirat gibi KZYA’lara doniistiiriilmektedir.
KZYA’lar patojen bakterilerin virulansimi etkileyerek ¢ogalmalarin1 engellemektedir
(Mann, Lam ve Uhlig, 2024). Yukarida belirtilen bakteriler, distal kolonun énemli anti-
inflamatuvar taksonu olup iilseratif kolitte ve iilseratif kolitle iligkili kolon kanseri
olgularinda azaldigir bilinmektedir (Acevedo-Roman, Pagan-Zayas, Velazquez-Rivera,

Torres-Ventura ve Godoy-Vitorino, 2024; Zakerska-Banaszak ve digerleri, 2024).

Son yillarda, bagirsak mikrobiyotasinin beyin ve bagirsak arasinda karsilikli bir iligki
olusturdugu vurgulanmis, bu iliskinin insan sagligi lizerinde 6nemli bir rol oynadigi
belirtilmistir. Bagirsak mikrobiyotasindaki yararli ve zararli mikrorganizmalar
ndrotransmitterler araciligryla noral yolaklari ve merkezi sinir sistemini uyarmaktadir. Bu
nedenle, bagirsak mikrobiyotasinin bir¢ok hastaligin etiyopatogenezinde etkili oldugu ve o
hastalia 6zgli farkli bir mikrobiyota profili goriilebildigi bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda, bagirsak mikrobiyotasinda disbiyozis yoniinde olusabilecek degisikliklerin
immunite, hormonal sistem ve metabolizma lizerinde etki gostererek kanser, obezite,
aterosklerosiz, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, depresyon, Parkinson ve Alzheimer gibi
birgok hastaliga neden olabilecegi gosterilmistir (Le ve digerleri, 2011; Ottman, Smidt, de-
Vos ve Belzer, 2012; Koeth ve digerleri, 2013; Yu ve digerleri, 2017; Asadifard,
Hokmabadi, Hashemi ve Bereimipour, 2024; Kerstens ve Joyce, 2024; Zhang ve digerleri,
2024; Zhao, Tian, Hou, Yin ve Li, 2024). Ulseratif kolit olgularinda da, mikrobiyal
cesitliligin azaldigi ve homeostazin bozularak disbiyozise neden oldugu saptanmustir.
Yapilan kiiresel aragtirmalar, ilseratif kolit olgularinda, sube diizeyinde Firmicutes
(Streptococcus, Veillonella, Clostridium, Roseburia, Faecalibacterium, Lactobacillus) ve
bazi Bacteriodetes bakterilerinin azaldigini; Proteobacteria ve Actinomycetes bakterileri ile
baz1 Bacteriodetes (Bacteroides, Prevotella ve Porphyromonas) bakterilerinin ise arttigini
gostermektedir (Z.H.Yang ve digerleri, 2021; Mah ve digerleri, 2023; Acevedo-Roman ve
digerleri, 2024). Ayrica, iilseratif kolit hastalarindan alinan mukozal biyopsi 6rneklerinde
genus diizeyinde bazi Bacteroides ve Prevotella bakteri bollugunun arttigi bildirilmistir
(Lucke, Miehlke, Jacobs ve Schuppler, 2006). Ulseratif kolitli olgularin cogunda intestinal
mukozada proinflamatuvar etki gosteren, Fusobacteria {iyelerinden Fusobacterium

nucleatum, Fusobacterium varium ve Fusobacterium spp. ve Proteobacteria (E.coli,
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Enterobacteriaceae, Klebsiella ve Proteus spp.) ve Actinobacteria (Desulfovibrio)
bakterilerinin arttigi (Paramsothy ve digerleri, 2017; Zakerska-Banaszak ve digerleri,
2024), ozellikle de, Proteus mirabilis in kolit bulgularin1 anlamli derecede siddetlendirdigi
de saptanmustir (Baldelli, Scaldaferri, Putignani ve Del Chierico, 2021; M. Li ve digerleri;
2022).

Genus diizeyindeki Prevotellaceae UCGO003 ve Prevotellaceae NK3B31 (Bacteriodetes
subesi-Prevotellaceae ailesi) bakterileri bagirsak mikrobiyotasinda fizyolojik simirlarda
bulundugunda KZY A’nin {iretimine katkida bulunarak yararli etkiler gostermektedir. Ayni
zamanda, Prevotellaceae UCGO003 immun sistem ve inflamatuvar siireclerin regiilasyonunu
saglayarak bagirsak sagliginin korunmasinda (Lan ve digerleri, 2023), Prevotella ve
Prevotellaceae NK3B31 bakterileri ise pektin metabolizmasinda gorev almaktadirlar (Gu,
Suleria, Dunshea ve Howell, 2020). Ancak, Bacteroides ve Prevotellaceae bakterilerinin
fizyolojik  simrlarin  {lizerinde goriilen bollugu karin i¢i  enfeksiyonlara ve
inflamasyon bulgularinin siddetlenmesine neden olabilmektedir (Brook, 2004; Elinav ve
digerleri, 2011). Ayrica, romatoid artrit, metabolik hastaliklar, periodontit, bagirsak ve
vajinal disbiyosiz teshisi alan bireylerin mukozal yiizeylerinde de genus diizeyinde
Prevotella bakterilerinin artan bolluguna rastlanmaktadir (Iljazovic, Amend, Galvez de-
Oliveira ve Strowig, 2021). DSS ile indiiklenen fare kolit modelinde, kolit grubunda
Bacteroides subesi-Prevotellaceae ailesinden genus diizeyinde Alloprevotella bakterilerinde
kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu belirtilmistir (Huangfu ve digerleri, 2021). Tez
calismamizda, Prevotella, Prevotellaceae UCG-003 ve Prevotellaceae NK3B31 group
bakterilerinin kontrol grubunda olmadig1 ya da diisiik yogunlukta oldugu belirlenmistir.
Kolit indiiksiyonu yapilan grupta ise, Prevotella, Prevotellaceae UCG-003 ve
Prevotellaceae NK3B31 group bakterilerin diger gruplara gére daha fazla yogunlukta oldugu
ve bu sonucun diger ¢alismalarla uyumluluk gosterdigi belirlenmistir. Kolit indiiksiyonu ile
bagirsak mikrobiyotasinda artan bu bakterilerin alfa lipoik asit uygulamasiyla (alfa lipoik
asit ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplar1) azaldig1 dikkati ¢ekmistir. Genus diizeyinde
Alloprevotella bakterilerinin ise, literatiir bulgusuyla uyumlu olarak kontrol grubunda diisiik,
kolit grubunda ise daha yiiksek bollukta oldugu gozlenmistir. Alfa lipoik asitle tedavinin
ardindan Alloprevotella bakterilerinin azalmaya basladigi ve sirasiyla en az bollugunun alfa
lipoik asit ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplarinda oldugu belirlendi. Kolit indiiksiyonuyla
Prevotellaceae ailesine ait bakterilerde goriilen artisin, daha onceki c¢aligmalarda da

vurgulandig1 gibi inflamatuvar yanitla olan iligskisine bagli oldugu diistiniilmistiir (Jia ve
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digerleri, 2022; Salberg ve digerleri, 2023). Ayrica, alfa lipoik asitin anti-inflamatuvar
ozelliginden dolayr hem tek bagina hem de mesalaminle kombine olarak uygulanmasinin,

iki yonlii inflamasyonu azaltarak etkili oldugu kanaatine varilmistir.

Ulseratif kolitte, sube diizeyinde Firmicutes/Bacteroidetes orami saglikli bagirsak
mikrobiyotasina gore daha diisiik bulunmaktadir. Bu oran, bagirsaktaki bakteri dengesinin
temel gostergesidir (Shukla ve digerleri, 2018). Bizim ¢alismamizda da, sube diizeyinde
Firmicutes/Bacteroidetes oranin en yiiksek saglikli hayvanlarda oldugu goriilmiistiir. Kolit
indiiksiyonuyla bu oraninin diistiigii, tedavide mesalamin+alfa lipoik uygulamasinin diger

gruplara gore bu oran1 daha fazla arttig1 izlenmistir.

Kolon sagligi devamliligi igin Onemli olan Firmicutes subesinden Roseburia,
Faecalibacterium ve Lactobacillus bakterilerinin de iilseratif kolitte azaldigi bildirilmistir
(Z.H.Yang, Liu, Zhu, ve digerleri, 2021; Ning ve digerleri, 2023; Acevedo-Roman ve
digerleri, 2024). Ayrica, yapilan calismalarda, yiiksek miktarda biitirat (KZYA) iiretip,
intestinal inflamasyon siireglerini kontrol ederek immun sistem destekleyici bakterilerden
Ruminococcaceae UCG-005 (Ruminococcaceae aile-Firmicutes sube) ile Lachnospiraceae
NK4A136 (Lachnospiraceae aile- Firmicutes sube)’nin kolitli kolon mukozasinda azaldigi
gosterilmistir (Rindom-Krogsgaard, Kristian-Munck, Bytzer ve Wildt, 2019; Magadan-
Corpasve digerleri, 2024). Bizim ¢aligmamizda da, Ruminococcaceae UCG-005
ve Lachnospiraceae NK4A136 bakterilerinin en fazla bollugunun kontrol grubunda oldugu,
kolit indiiksiyonuyla azaldiklart saptanmistir. Tedaviyle birlikte, mesalamin grubunda
Lachnospiraceae NK4A136 bakterilerine rastlanmazken, diger tedavi gruplarinda benzer
bollukta goriilmiistiir. Ruminococcaceae UCG-005 bakterilerinin ise, tedaviyle birlikte en
az bollugunun mesalamin grubunda, en fazla alfa lipoik asit grubunda oldugu belirlenmistir.
Ulseratif kolitte ilk tedavi secenegi olan mesalaminin tek basina kullanimi, genus diizeyinde
bu iki bakteri bollugunu beklenen diizeyde artirmamistir. Tedavi gruplari arasinda, alfa
lipoik asitin 6zellikle tek basina kullaniminin immun sistem destekleyicisi oldugu bilinen bu

bakterilerin bollugunu daha fazla artirdig1 belirlenmistir.

Firmicutes subesi Ruminococcaceae ailesinden genus diizeyinde Monoglobus (Monoglobus
pectinilyticus) bakterileri, insanlarda pektinin pargalanmasini saglayarak onemli bir rol
{istlenmektedir. Ulseratif kolitte bu bakterilerin azaldig: gosterilmistir (S. Zhu ve digerleri,

2022). Yiiksek fruktoz-yag iceren diyetlerle beslenen ratlarda antioksidan 6zelligi olan chia
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(Salvia hispanica L.) ununun bagirsak mikrobiyotasini modiile ederek Monoglobus
bakterilerini artirdig1 bildirilmistir (Morais ve digerleri, 2023). Tez calismamizda,
Monoglobus bakterileri en fazla kontrol grubunda belirlenirken, kolit indiiksiyonu ile birlikte

azalan bu bakteri bollugunun alfa lipoik asit uygulamasiyla arttig1 goriilmiistiir.

Quinella (Firmicutes sube-Veillonellaceae ailesi) bakterileri, ilk kez 1913 yilinda rumen
mikrobiyotasinda belirlenmistir. Bu bakterinin 6zellikleriyle ilgili bilgiler az ve sonuglar
celigkili olsa da, laktat ve propiyonat gibi KZYA fiiretebilen sarth patojenik bakteriler
oldugu bilinmektedir (Kumar ve digerleri, 2022). Yapilan preklinik ¢aligmalarda, kolit
indiiksiyonuyla bu bakterilerin azalabilecegi, tedaviye eklenen antioksidan ajanlarla
bollugunun artabilecegi gosterilmistir. (Jing ve digerleri, 2018; Xinjun, Chunjiang, Yaping,
Chenhui ve Junshu, 2019). Potansiyel antioksidan 6zellikleri bilinen Nitraria tangutorum’un
koyunlarin rumen mikrobiyotasinda artan Quinella bakterilerinin bollugunu azaltarak
immiinite lizerine olumlu yonde etki ettigi gosterilmistir (Du ve digerleri, 2022). Asetik
asitle indiiklenen rat gastrik iilser modelinde, Vigna mungo L.’nin (kiigiik siyah soya
fasulyesi), Quinella ve diger patojen bakterileri azaltarak, gastrik mikrobiyotay1 regiile
ettigi bildirilmistir (Z.Huang ve digerleri, 2023). Calismamizda, kontrol grubu bagirsak
mikrobiyotasinda genus diizeyinde Quinella bakterileri goriilmezken, diger gruplarda bu
bakteriye farkli bolluklarda rastlanmistir. Diger ¢alismalarla uyumlu olarak, kolit grubunda
Quinella bollugunun diger gruplara gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Tedavi gruplari
arasinda en az bollugun sirasiyla, mesalamin, mesalamin+talfa lipoik asit ve alfa lipoik
gruplarinda oldugu saptanmistir. Kolitte, mesalaminin hem tek basina hem de alfa lipoik

asitle birlikte kullaniminin bu bakteri bollugu tizerine etkili oldugu belirlenmistir.

Saglikli bir mikrobiyotada bulunan Lactobacillus ve Clostridia UCG-014 bakterileri protein
sentezi i¢in 6nemli olan triptofan metabolizmasinda gorev almaktadir. Yapilan caligmalarda,
triptofan metabolizmas1 yoluyla intestinal homeostazin saglanmasinda rol oynayan ve
triptofan metabolitlerinin ana kaynagi olarak diisiiniilen bu bakterilerin ilseratif kolitli
olgularin bagirsak mikrobiyotasinda saglikli bireylere gore oldukca az goriildiigi
bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2021; Yang, Du, Ren, Yang ve Zhao, 2021; Gu, Zhang, Han,
Huang ve Chen, 2022). Lactobacillus (Firmicutes sube) bakterileri glikoz ve diger basit
karbonhidratlarin laktik asite ayrigmasim1 saglayan bagirsak mikrobiyotasinin 6nemli
kommensal bakterilerindendir.  Lactobacillus bakterilerinin, proinflamatuvar ve

inflamatuvar sitokinleri azaltip, anti-inflamatuvar sitokinleri artirmasiyla intestinal
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inflamasyonu azalttig1; Urettigi laktik asit ile zararli bakterilerin kolonize olmasini
engelledigi; bagirsagin sik1 baglanti protein ekspresyonunu artirarak epitel hiicre bariyerini
giiclendirdigi ve mukus ekspresyonunu artirarak mukus bariyerini gii¢lendirdigi ortaya
konulmustur (Wang ve digerleri, 2014; Ganji-Arjenaki ve Rafieian-Kopaei, 2018; Q. Chen
ve digerleri; 2024). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda probiyotik destekli tedaviyi temsil
eden bu bakterilerin birden fazla susunun (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus gasseri) bagirsak hasarin1 onardigi ve bagirsak immiinolojik bariyerini,
epitelyal hiicre bariyerini ve mukus bariyerini gliglendirdigi kanitlanmistir (Heeney, Gareau
ve Marco, 2018). Lactobacillus bakterileri, bagirsak-beyin ekseni ve karaciger-bagirsak
ekseni yollariyla inflamatuvar bagirsak hastaliklariyla iliskili kolit kaynakli kolorektal
kanserler, Alzheimer, depresyon, anksiyete ve otoimmiin hepatit gibi hastaliklarin
semptomlarinin azaltilmasinda da etkili bulunmustur (C. Li, Peng ,Xiao, Long ve Yu, 2023).
Bu tez kapsaminda, Lactobacillus bakterileri biitiin deney gruplarinda goriilmesine ragmen,
en ¢ok bollugu mesalamin ve mesalamin+alfa lipoik asit tedavisi uygulanan gruplarda
izlenmistir. Alfa lipoik asitin anti-inflamatuvar 6zellikleri nedeniyle bu bakterilerin
kolonizasyonuna yardimci oldugu distniilmustir. Tir diizeyinde Lactobacillus
intestinalis’in  kontrol grubunda yogunlugunun en fazla oldugu, kolit indiiksiyonuyla
birlikte azalma gosterdigi ve tedavi gruplarinda bollugunun sirasiyla en fazla
mesalamin+alfa lipoik asit ve alfa lipoik asit uygulamasi yapilan gruplarda izlenmistir.
Ancak, mesalaminin tek basina uygulandigi grupta bu bakteriye rastlanmamustir. Alfa lipoik
asitin hem tek basina hem de mesalaminle birlikte uygulamasinin bir probiyotik bakteri
olarak bilinen Lactobacillus intestinalis bakteri tiiriiniin bollugunu artirdigi igin kolit

tedavisinde umut vaad edebilecegi kanisina varilmustir.

Muribaculaceae, endojen (musin glikanlar) ve ekzojen polisakkaritler (diyet lifleri) yoluyla
KZYA firetebilen probiyotik bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda, konakg¢1
icin B1 (tiamin), B2 (riboflavin), B3 (niasin), B5 (pantotenik asit), B7 (biotin) ve B9 (folat)
vitaminlerinin {retilmesini saglamaktadir (Zhu ve digerleri, 2024). Kolonun mukus
tabakasimna tutunan Muribaculaceae bakterileri, bagirsakta miksoglikanin simbiyotik
kullanicis1 olarak gorev yapar. Mukozaya tutunarak kolonize olan Muribaculaceae
bakterilerinin temel besin kaynagi mukus tabakasidir (Li ve digerleri, 2020). Ayrica,
Bifidobacterium ve Lactobacillus bakterileri ile ¢apraz-besleme iligkileri de bulunmaktadir.

Son yillarda, konake1 sagliginin korunmasindaki faydali rollerinden dolay1 biiyiik ilgi géren
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Muribaculaceae bakterileri KZY A’lari iireterek bagirsak bariyer fonksiyonunu ve bagisiklik
tepkisini diizenlemekte, bu nedenle, umut verici bir "yeni nesil probiyotik" olarak kabul
edilmektedir (Zhu ve digerleri, 2024). Kolitle birlikte mukoza tabakasinin biitiinligii
bozuldugu i¢in bu bakterilerin yasama sanslarinin azaldigi diistiniilmiistiir (Li ve digerleri,
2020). Kolit modeli iizerine yapilan c¢alismalarda, Muribaculaceae bakterilerinin Kkolitle
birlikte azaldig1 (Shang ve digerleri, 2021), bu durumun, goblet hiicre sayisinin azalmasiyla
birlikte musinin de azalmasi nedeniyle oldugu bildirilmistir (Zhu ve digerleri, 2024). Ayrica,
probiyotik 6zelligi oldugu bilinen Clostridia-UCG-014 bakterisinin kolite bagli mukozal
hasari iyilestirme potansiyeline sahip olabilecegi de bildirilmistir (S.K. Zhou ve digerleri,
2024). Bu tez kapsaminda, kontrol grubundaki hayvanlarda, Clostridia UCG-014
(Firmicutes) ve Muribaculaceae (Bacteriodales) bakterilerinin diger gruplara gére daha
yogun oldugu tespit edilmistir. Clostridia UCG-014 bakterilerinin kolit ve tedavi
gruplarinda kontrol grubuna gore bollugunun azaldigi belirlenmistir. Ayrica, kolit
indiiksiyonuyla birlikte Muribaculaceae bakterilerinin olduk¢a azaldigi dikkati ¢ekmistir.
Tedavi gruplarinda bu bakteri bollugunun kolit grubuna gore arttigi, en fazla bollugun
mesalamin+alfa lipoik asit grubunda oldugu goriilmistiir. Alfa lipoik asitin mesalaminle
birlikte kullanimimin kolon mukoza tabakasi biitiinliigiinii koruyarak Muribaculaceae

bakterileri bollugunu artirmasina katki sagladig: diistiniilmiistiir.

Karbonhidratlarin indirgenmesinde, siilfiir metabolizmasinda gorev alan, musini pargalama
ozelligi ve anti-inflamatuvar etkileri olan Verrucomicrobia subesi bakterilerinin kolitte
azalma gosterdigi bildirilmistir (Paramsothy ve digerleri, 2017; Zakerska-Banaszak ve
digerleri, 2024). Saglikli insan bagirsak mikrobiyotasindaki mikroorganizmalarin %1-5’ini
Verrucomicrobiota subesinden Akkermansia muciniphila bakterileri olusturmaktadir (Shen
ve digerleri, 2018). Ulseratif kolitte, kolon mukozal bariyer fonksiyonunu ve mikrobiyal
kominiteyi gelistirerek mukozal inflamasyonu modiile edici 6zellikleri olan Akkermansia
(Verrucomicrobiota subesi) ve KZY A’lan lireterek mukozal inflamasyonun azaltilmasini
saglayan Bacteriodetes (Muribaculaceae) ve Bifidobacterium bakterileri (Kabeerdoss,
Jayakanthan, Pugazhendhi ve Ramakrishna, 2015; Ganji-Arjenaki ve Rafieian-Kopael,
2018; Bian ve digerleri, 2019; C.Yang ve digerleri, 2021) ile Firmicutes subesinden
Roseburia bakterilerinin (Shen ve digerleri, 2018) azaldig1 gézlemlenmistir. Son yillarda,
tilseratif kolitte azalan Akkermansia muciniphila bakterilerinin artirilmasina yonelik hedef
bir tedavi uygulanmasi ile ilgili goriisler bulunmaktadir (Shen ve digerleri, 2018). Ulseratif

kolitle ilgili yapilan preklinik ¢aligmalarda, antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zellikleri olan
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turmerik polisakkaritlerinin tedavide uygulanmasinin genus diizeyinde (C.Yang ve
digerleri, 2021) Lactobacillus, Akkermansia, Bifidobacterium ve Clostridia UCG-014
bakterilerini, dut antosiyoninlerinin genus diizeyinde (Mo ve digerleri, 2022)
Muribaculaceae, Allobaculum ve Akkermansia bakterilerini, tiziim ¢ekirdegi
proantosiyanidinlerinin (Sheng ve digerleri, 2020) genus diizeyinde Verrucomicrobia ve
Akkermansia bakterilerini artirarak Firmicutes/Bacteriodetes oraninin artmasina dolayisiyla
mikrobiyotanin modiile edilmesine yardime1 olduklar1 belirlenmistir. Bu tez kapsaminda,

kontrol grubu disindaki gruplarda Verrucomicrobia subesine ait bakterilere rastlanmamustir.

Treponema cinsi bakteriler hem patojen hem de patojen olmayan tiirleri igermektedir. Insan
patojenleri, sifiliz (T pallidum subsp pallidum), ekvator frengisi (T pallidum subsp pertenue),
endemik sifiliz (T pallidum subsp endemicum) ve pinta adi verilen deri lezyonlar1 (T
carateum) olmak {izere dort ¢esit treponematoza neden olmaktadir. Patojenik olmayan
Treponema cinsi bakteriler, bagirsak kanalinin, agiz boslugunun veya genital kanalin normal
mikrobiyotasinin bir parcast olabilmektedir (Krieg ve digerleri, 2010:501-31). Ayrica,
bagirsagin normal mikrobiyotasinda bulunan Treponema, yiiksek diizeyde KZY A iiretmek
icin ksilan, ksiloz ve karboksimetilseliiloz kullanan bir bakteri toplulugudur. Bu bakteriler,
ksilanaz, karboksimetilseliilaz ve endoglukanaz gibi karbonhidrat-aktif enzimler yoluyla
hem ksilam1 hem de seliillozu fermente edebilmektedir (Angelakis ve digerleri, 2018).
Yapilan ¢aligmalarda, kolit indiiksiyonu yapilan ratlarda, Treponema bakterilerinin azaldigi
tespit edilmistir (Liu ve digerleri, 2020; Xia ve digerleri, 2022). Kolit indiiksiyonu yapilan
caligmalarda, antioksidan o0zelligi oldugu bilinen orizanol (Xia ve digerleri, 2022)
ve Codonopsis pilosula saponinlerinin (Jing ve digerleri, 2018) tedavide uygulamasiyla
Treponema bakteri bollugunun arttig1 gosterilmistir. Bu tez ¢aligmasinda da, yukarida
belirtilen literatiirlerle uyumlu olarak kolit indiiksiyonunun bu bakteri bollugunu azalttigi,
en fazla bollugun alfa lipoik asit grubunda, en az bollugun ise mesalamin grubunda oldugu
goriilmistiir. Seliiloz sindiriminde 6nemli bir yeri olan Treponema bakterilerinin kolit ile
birlikte azalarak sindirim iizerine olumsuz etkilere neden olabilecegi, alfa lipoik asit

tedavisinin bu bakteri bollugu artisina etkisi oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, alfa lipoik asit ve mesalamin+alfa lipoik asit gruplar1 kontrol grubu ile ayr1
ayr karsilagtirildiginda, potansiyel probiyotik 6zellikler gosterebilen Prevotella, Quinella,
Prevotellaceae UCG-003, Prevotellaceae NK3B31, Alloprevotella ve Treponema

bakterilerinin genus diizeyinde anlamli olarak artis gosterdigi bulunmustur. Kolit grubu ile
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karsilagtirildiginda, genus diizeyinde Bifidobacterium, Intestinimonas, Lachnospiraceae
bacterium A2 ve Tyzeralla gibi potansiyel probiyotik  ozellikleri  olan
bakterilerin mesalamin+alfa lipoik asit grubunda bolluklarinin anlamli olarak arttig1 dikkati
cekmistir. Tedavide alfa lipoik asitin hem tek basina hem de mesalaminle kombine
olarak uygulanmasiyla kolon mikrobiyotasinda yararli 6zellikler gosterebilecek probiyotik
bakterilerin ¢esitliligini ve bollugunu kolit ve kontrol gruplarina gore anlamli sekilde
artirmistir.  Ozellikle, alfa lipoik asitin mesalaminle olan kombinasyonunun kolitte
potansiyel tedavi edici 6zelligi olan Bifidobacterium bakterilerinin anlamli olarak artisini
saglamasi calismamizin Onemli bulgulari arasinda yer almaktaydi. Ulseratif kolit
tedavisinde, alfa lipoik asitin bagirsak mikrobiyotasint modiile edici 6zelliginden dolay1

umut vaad edici oldugu kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulseratif kolit klinik veya nadiren subklinik olarak seyreden ve yasam kalitesini bozan
Oonemli bir hastaliktir. Gelismis iilkeler basta olmak {izere tiim diinyada oldukca sik goriilen
iilseratif kolitte, diyare, abdominal agr1 ve kramplar, rektal kanama, kilo kaybi, dehidrasyon
ve kanli digkilama gibi semptomlar goriilmektedir. Bu hastalarda, rahatsizlik vermesine
bagl yetersiz besin alimi, tedaviye yonelik gida kisitlamalar1 ve alinan besinlerin diyareye
yol agmasi nedeniyle malniitrisyon goriilmektedir. Ayrica, alinan besin maddelerinin yeterli
diizeyde emilememesi de 6nemli saglik sorunlarin1 dogurabilmektedir. Hastaligin ilerleyen
olgularinda, bagirsak perforasyonu, toksik megakolon veya kolektomi goriilebilmektedir.
Etiyolojide, genetik, immunolojik ve ¢evresel faktorler rol oynamakta olup tedavisi direngli
ve ciddi maddi kayiplara yol agmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, bagirsak
mikrobiyotasinin disbiyozis yoniinde degisiminin iilseratif kolit patogeneziyle iliski oldugu
da vurgulanmistir. Ancak, bagirsak mikrobiyotasindaki degisim ile iilseratif kolit arasindaki
iligki ve uygulanan tedavinin mikrobiyota modiilasyonuna etkisi heniiz tam olarak ortaya

konulamamustir.

Calismamizda, viicut tarafindan sentezlenebilen, bir¢ok besin maddelerinde bulunan ve
disaridan takviye olarak alinabilen alfa lipoik asitin asetik asit nedenli rat kolit modeli
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Alfa lipoik asitin antioksidan, anti-inflamatuvar etkilerinin
yani sira bagirsak mikrobiyotasini diizenleyici etkilerinin de ortaya konuldugu c¢alismalar
gdz oniinde bulunduruldugunda iilseratif kolit tedavisinde ¢ok yonlii etki gosterebilecegi
yoniinde hipotez olusmustur. Rat iilseratif kolit modelinde alfa lipoik asitin etkilerinin ilk
kez ¢ok yonlii olarak arastirildigi ¢alismamiz sonunda elde ettigimiz bulgular hipotezimizi
dogrulamig, daha Once yapilan benzer calismalarla paralellik gostermistir. Bu tez
kapsaminda, iilseratif kolitin kolon dokusunda inflamasyona ve oksidasyona neden olarak
3-NT, NLRP3, GSDMD ve TOS diizeylerinin artigina yol ag¢ti1 belirlenmistir. Ayrica,
kolitin histopatolojik olarak kolon dokusu inflamasyon skorunun artigiyla birlikte siki
baglant1 proteinlerini azalttig1 goriilmiistiir. Elde edilen bu veriler, kolit olgularinda kolon
dokusunda inflamasyon, oksidasyon ve mukozal gecirgenligin artisinin meydana geldigi
bilgisini dogrulamistir. Bu sonuglarimiza ek olarak, ilseratif kolitin bagirsak

mikrobiyotasini disbiyozis yoniinde degistirdigi de saptanmaistir.
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Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz veriler, sagligi ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen
iilseratif kolitin patogenezi ve bagirsak mikrobiyotasi ile olan iliskisinin ortaya konulmasina;
alternatif bir tedavi yonteminin sunulmasma olanak saglamistir. Kolit indiiksiyonunu
takiben kullanilan alfa lipoik asitin hem tek basina uygulamasinin hem de mesalaminle olan
kombinasyonunun hayvanlarin beden agirliklari, hastalik aktivite indeksi ve kolonun
makroskobik goriiniimii lizerine olumlu etkiler gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, alfa lipoik
asitin hem tek basina uygulamasiin hem de mesalaminle olan kombinasyonunun kolon
dokusunda artan NLRP3 ve GSDMD protein ekspresyonu ile TOS ve 3-NT diizeylerini
azaltarak inflamazom, oksidasyon ve inflamasyon parametreleri iizerine iyilestirici etkiler
gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte, alfa lipoik asit uygulamasinin histopatolojik olarak
kolon dokusunda inflamasyon skorunu azaltarak ve siki baglanti proteinlerini (Zonulin-1,
Okludin ve Klaudin-1) artirarak tedaviye katki sagladigi goriilmistiir. Ayrica, kolit
tedavisinde alfa lipoik asit uygulamasinin bagirsak mikrobiyota diizenleyici etkisi oldugu da
tespit edilmistir. Tez kapsaminda yapilan tim degerlendirmeler g6z Onilinde
bulunduruldugunda, alfa lipoik asitin kolit tedavisinde potansiyel etkinligi olabildigi,

mesalaminle olan kombinasyonunun ise daha iyi etkiler gosterdigi belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda, tilseratif kolit modelinde potansiyel terap6tik degerini arastirdigimiz alfa
lipoik asitin kolon dokusuna spesifik diger yolaklar iizerindeki etkinliginin de
aydinlatilmasina yonelik daha ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Ayrica,
calismamizda uygulanan 14 giinliik tedavi protokoliiniin farkli siirelerde uzatilarak
sonuclarin karsilastirmali olarak incelenmesi de Onerilmektedir. Calismamizda, fekal
mikrobiyota profili, 16S rRNA genlerinin dizilemesi ve biyoinformatik analizi ile elde
edilmistir. Ileri ¢alismalarda, “shotgun metagenomik™ analiz ile feces igerisindeki tiim
niikleik asit bilgisine ulasilarak toplam genomik materyalin tlimiiniin dizilenmesi
saglanabilir. Ancak, bu yontemin 16S rRNA dizilemesine gore maliyetinin daha yiiksek

oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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