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OZET

ASETIK ASIT iLE DENEYSEL KOLIT OLUSTURULMUS
RATLARDA, NEOHESPERIDIN DIHIDROKALKON’UN (NHDC,
C2sH36015 ) OLASI KORUYUCU VE TEDAVI EDICi ETKILERININ
ARASTIRILMASI

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

Amag: Bu arastirma NHDC’nin asetik asit ile kolit olusturulmus ratlarda olas1 koruyucu ve

tedavi edici etkilerini belirlemek amaciyla yapilmastir.

Gereg ve YOntem: Calisma, agirliklar1 250 - 350 g arasinda degisen toplam 28 adet disi Wistar
albino tiirli sigan kullanilarak gergeklestirildi. Siganlar kontrol, kolit, tedavi, koruyucu tedavi
olmak {tizere 4 esit gruba ayrildi. Serum ve bagirsak homojenatinda uygun kitler ile
biyokimyasal analizler gerceklestirildi. Ayrica kolon dokular1 {izerinde histopatolojik ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapildi. Verilerin analizinde Shapiro Wilk testi ile
normallik sinamasi yapildiktan sonra ANOVA testi ve bu testin anlamli ¢gikmasi halinde post

hoc test olarak Tukey’s HSD testi kullanilda.

Bulgular: Calisgmamizda kolit grubu ile tedavi gruplart karsilastirildiginda IL-10, 8-OHdG,
MDA, MPO, TNF-a, NF-kB, TGF-f1 ve COX-2, TOS, TAS, IFN-y degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli sonuglar saptandi (p<0.05). CAT ve IL-6 degerinde istatistiksel olarak anlaml
sonu¢ saptanmamistir. Ayrica NHDC histopatolojik iyilesme saglayarak asetik asitin
olusturdugu doku hasarin1 azaltmigtir. Kaspaz-3 skoru ise tedavi ve koruyucu tedavi

gruplarinda kolit grubuna gore belirgin olarak daha diisiik bulunmustur.

Sonug: Bu ¢alismada NHDC’nin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinlik sergileyerek kolitin
yarattig1 oksidatif hasar1 ve doku hasarini iyilestirebilecegi sonucuna varilmistir. Alternatif yan
etkisiz bir tedavi olmasi agisindan iilseratif kolit ve diger otoimmiin hastaliklar i¢in kullanimi1

gelecek icin umut vericidir.



Anahtar kelimeler: Antiinflamatuvar, Antioksidan, Neohesperidin dihidrokalkon, Ulseratif
kolit.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE AND
THERAPEUTIC EFFECTS OF NEOHESPERIDINE
DIHYDROCHALCONE (NHDC, C3sH3:015) IN RATS WITH
EXPERIMENTAL COLITIS INDUCED WITH ACETIC ACID

Erdem 1. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Nutrition and

Dietetics Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: This study was carried out to determine the possible protective and therapeutic

effects of NHDC in rats with colitis induced with acetic acid.

Materials and Methods: The study was carried out using a total of 28 female Wistar albino
rats weighing between 250 and 350 g. The rats were divided into 4 equal groups as control,
colitis, treatment, and prophylactic treatment. Biochemical analyzes were performed with
appropriate kits in serum and intestinal homogenate. In addition, histopathological and
immunohistochemical evaluations were performed on colon tissues. In the analysis of the data
after testing the normality with the Shapiro Wilk test, the ANOVA test was used, if this test was
significant Tukey's HSD test was used as the post hoc test.

Results: In our study, when the colitis group and the treatment groups were compared,
statistically significant results were found in IL-10, 8-OHdG, MDA, MPO, TNF-a, NF-kB,
TGF-B1 and COX-2, TOS, TAS, IFN-y values. (p<0.05). No statistically significant results were
found in CAT and IL-6 values. In addition, NHDC provided histopathological improvement
and reduced tissue damage caused by acetic acid. Caspase-3 score was found significantly lower

in the treatment and prophylactic treatment groups compared to the colitis group.

Conclusion: In this study, it was concluded that NHDC can improve the oxidative damage and
tissue damage caused by colitis by exhibiting antioxidant and anti-inflammatory activity. Its use
for ulcerative colitis and other autoimmune diseases is promising for the future, as it is an

alternative treatment with no side effects.

Xi



Key words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Neohesperidin dihydrochalcone, Ulcerative

colitis.
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1. GIRIS

Ulseratif kolit, kalin bagirsagin, siklikla rektumun iltihabn ile iliskili olan, ancak siklikla
kolonun ek alanlarint icerecek sekilde proksimale uzanan, kronik, immiin aracilt bir
inflamatuvar durumdur. Insidansi diinya ¢apinda artmaktadir. Ulseratif kolit, énemli bir
morbiditeye ve tanimlanmig diisiik bir mortalite insidansina neden olur. Aktif hastalig1 olan
hastalarin, anksiyete ve depresyon gibi psikolojik rahatsizliklara sahip olma ve sosyal
etkilesimleri veya kariyer ilerlemesini bozma olasiliklar1 daha yiiksektir. Uzun siireli iilseratif

kolit ayrica, kolorektal kanser riski ile iligkilidir (Rubin ve digerleri, 2019).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarin gelisimi, cevresel faktorler, bagirsak florasindaki
degisiklikler, ¢esitli yatkinlik yaratan genetik 6zellikler ve bagisiklik sistemindeki degisiklikler
arasindaki karmagik etkilesimlerden etkilenir. Asir1 seker, hayvansal yag ve linoleik asit
tilketimi, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin gelisimi ic¢in bir risk faktorii olarak kabul
edilirken, yiiksek lifli diyet ve narenciye tiiketimi koruyucu bir rol oynayabilir. Kronik
inflamasyon ve kronik olarak kullanilan ilaglarin yan etkileri nedeniyle, inflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 hastalar1 demir, kalsiyum, D vitamini, B12 vitamini, folik asit, ¢inko, magnezyum
ve A vitamini gibi beslenme faktorii eksiklikleri agisindan yiiksek risk altindadir. Ayrica,
hastaligin belirli donemlerinde uygun beslenme, remisyona ulasmay1 kolaylastirabilir ve

hepsinden 6nemlisi hastalarin yasam kalitesini iyilestirebilir (Owczarek ve digerleri, 2016).

Neohesperidin dihidrokalkon (NHDC, CisH36015 , E959), turunggil kabuklarindan
ekstrakte edilen bir flavonoid olan hesperidin'in katalitik alkali hidrojenasyonu ile ticari olarak
sentezlenir. NHDC sakkarozun 250-1800 kati tathilifa sahiptir. NHDC'nin hiicreler ve
hayvanlar lizerinde higbir toksisitesi olmadig1 bulunmustur, bununla birlikte antioksidan, anti-
inflamatuvar ve anti-apoptotik 6zellikleri rapor edilmistir. Dogal olarak iiretilen kalkonlarin ve
hesperidinin de bu faydali etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Oral tiikketimden sonra, NHDC,
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan dihidrokafeik asit olarak da adlandirilan 3-(3,4-
dihidroksifenil) propiyonik aside par¢alanir (Choi ve digerleri, 2021).

Calismamizda NHDC nin iilseratif kolit iizerine koruyucu ve tedavi edici etkisinin gesitli
enzim, sitokin miktarlar1 ve doku hasar1 gibi biyokimyasal ve histopatolojik parametreler

tizerinden degerlendirilmesi amaglanmaistir.



NHDC’nin iilseratif kolit {izerindeki etkileri konusunda mevcut bir aragtirma yoktur.
Ancak hesperidin ve diger turunggil flavonoidleri ile yapilan bazi aragtirmalar bulunmaktadir
(Abe ve digerleri, 2018; Xu ve digerleri, 2009; Guo ve digerleri, 2019; Shafik ve digerleri,
2019).



2. GENEL BILGILER

2.1. Ulseratif Kolitin Tanimi

Ulseratif kolit ilk olarak 1859'da Samuel Wilks tarafindan tanimlanmistir (Wilks, 1859).
Ulseratif kolit, kalm bagirsagm, siklikla rektumun iltihabi ile iliskili olan, ancak siklikla
kolonun ek alanlarint icerecek sekilde proksimale uzanan, kronik, immiin aracilt bir
inflamatuvar durumdur. insidans1 diinya c¢apinda artmaktadir. Ulseratif kolit, énemli bir

morbiditeye ve tanimlanmis diisiik bir mortalite insidansina neden olur (Rubin ve digerleri,

2019).

2.2. Epidemiyoloji

Crohn hastalig1 ve {lseratif kolit ile temsil edilen inflamatuvar bagirsak hastaliklari,
gastrointestinal sistem iltihabina neden olan kronik bozukluklardir. Bu hastaliklar, 6nemli hasta
yiikii ve saglik sistemlerine maliyet getiren dnemli morbidite ve mortalite ile iliskilidir (Ramos
ve digerleri, 2019). Diinya ¢apinda, iilseratif kolit Crohn hastaligindan daha yaygindir (Wilks,
1859). Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 1,6 milyon insan inflamatuvar bagirsak
hastaliklarindan, 785.000 insan crohn hastaligindan ve 910.000 insan iilseratif kolitten etkilenir.
Prevalans, gelismis bati iilkelerinde daha yiiksektir ve Avrupa'da 2 milyon kadar insan bu
hastaliklardan muzdariptir. 21. yiizyilin bagindaki epidemiyolojik caligmalar, Gliney Amerika,
Asya, Afrika ve Dogu Avrupa'daki gelismekte olan iilkelerde inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin insidansiin arttigini gostermistir (Ramos ve digerleri, 2019). Tiirkiye’de
inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 insidansi iilseratif kolit i¢in 2,6/100000 ve crohn hastaligi

icin 1,4/100 olarak bildirilmistir (Buran, 2017).



2.3. Patofizyoloji

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin gelisimi, cevresel faktorler, bagirsak florasindaki
degisiklikler, cesitli yatkinlik yaratan genetik 6zellikler ve bagisiklik sistemindeki degisiklikler
arasindaki karmasik etkilesimlerden (Sekil 1) etkilenir (Owczarek ve digerleri, 2016).

Ulseratif o
K0| it Faktorler

Otoimmuinite

Bagirsak
mikrobiyotast

Sekil 1. Ulseratif kolit gelisimi i¢in anahtar risk faktdrleri (Gajendran ve digerleri, 2019).

2.3.1. Genetik Faktorler

Aile oykiisii riskte bir artisa isaret etse de, inflamatuvar bagirsak hastalig1 hastalarinin
sadece %10 ila %25, hastaliga sahip birinci derece bir akrabaya sahiptir. Ulseratif kolit Yahudi
kokenli olanlarda Yahudi olmayanlarla karsilastirildiginda daha sik ve Afrikali, Amerikali ve
ispanyollarda daha az siklikla goriiliir. Genetik risk faktorleri halen arastirilmaktadir. HLA-
DqA1 varyantlar iilseratif kolit ile en giiclii sekilde iligkili goriiniir. TNFRSF15, TNFRSF9,
IL1R2, IL8RaIRB ve IL7R gibi sitokinleri ve inflamatuar belirtegleri kodlayan genetik yollar



ayrica, CHD1 ve LAMBI gibi diger genetik yollar epitel bariyer fonksiyonunu igerir
(Feuerstein ve Cheifetz, 2014).

2.3.2. Mikrobiyota

Birkag epidemiyolojik ipucu, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda bagirsak
mikrobiyotasinin  disbiyozuna isaret etmektedir. Disbiyozis, kommensal bakteri
popiilasyonlarinin bakteriyel antijenlere karsi bagisiklik tepkisinin diizensizligi sebebiyle
degismis bilesimi olarak tanimlanir. Mikrobiyal ¢esitlilikteki bu fark Chrohn hastaliginda
tilseratif kollitten daha fazladir. Saglikli kardeslerden alinan mukozal transkripsiyonel profil,
iilseratif kolitli hastalarin veya onlarin saglikli ikizlerinin gen ekspresyonu ile kiyaslandiginda
bakteriyel gen ekspresyonu biiyiik bir korelasyon gdsterir. Bu da, inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda mukoza ve mikrobiyota arasinda diizensiz bir etkilesim oldugunu
diistindiirmektedir. Ayrica, {lseratif kolitte bakteriyel disbiyozdan bagimsiz olarak
Caudovirales ailesine ait bakteriyofajlarin genislemesi ile enterik viromda anormallik

bildirilmistir (Gajendran ve digerleri, 2019).

2.3.3. Cevresel Faktorler

Su anda, sigara igmenin ilseratif kolite kars1 koruma sagladigi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Bir meta-analiz, sigara icen kisilerde iilseratif kolite yakalanma riskinin, hig
sigara igmemis kisilere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu dogrulamistir. Ayrica sigara
icen hastalarda hastaneye yatis ve niiks oranlari, daha giiglii ilaglara ve kolektomiye ihtiyag
duyulmasi anlamli olarak daha diisiiktiir. Bununla birlikte, iilseratif kolitte sigara igcmenin
koruyucu etkisi gecicidir, ¢iinkii sigaray1 biraktiktan sonra hastaliga yakalanma riski hi¢ sigara

igmemis hastalara kiyasla artar (Berkowitz ve digerleri, 2018).

Baska bir calismada ise sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda, daha oOnce sigara
icenlerde iilseratif kolit gelisme riski anlamli olarak daha yiiksek, ancak halen sigara icenlerde
onemli Ol¢iide daha diisik bulunmustur. Halihazirda sigara igenler arasinda, temel
degerlendirmeden sonra sigaray1 birakan kisilerde iilseratif kolit gelisme riski, sigara icmeye

devam edenlere gore 6nemli dlgiide daha yiiksek bulunmustur (Park ve digerleri, 2019).



Son zamanlarda yapilan iki meta-analiz ¢alismasi, alkolsiiz igecek tiiketimi ve siikroz
aliminin, sirastyla %69 ve %10 artmis {lseratif kolit gelisimi riski ile iliskili oldugunu
gostermistir. Baska bir meta-analiz ¢alismasinda meyve ve sebze tiiketimi, iilseratif kolit
gelisme olasiliginin azalmasiyla iliskili bulunmustur. Yedi epidemiyolojik ¢alismanin meta-
analizinde et alim1 (6zellikle kirmiz1 et) ile iilseratif kolit riski arasinda anlamli bir iliski

bulunmustur (Keshteli ve digerleri, 2019).

Prospektif bir kohort ¢alismasinin i¢ i¢e vaka kontrol ¢calismas1 Avrupa'da yedi bolgede,
dokosaheksaenoik asidin aksine linoleik asiti lilseratif kolit gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii
olarak tanimlanmistir (Hart, 2009). Ayrica, Danimarkal1 yetiskinler arasinda yapilan genis bir
prospektif kohort ¢aligmasinda diyetin omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri igerigi, lilseratif
kolit gelisme olasiliginin azalmasiyla iliskiliyken, diyetteki arasidonik asit iilseratif kolit

gelisme riskini arttirmistir (Keshteli ve digerleri, 2019).

Bebeklik donemindeki inek siitii proteini agir1 duyarliligi, kontrollerle karsilastirildiginda
tilseratif kolitin olas1 bir nedeni olarak One siiriilmiistiir (Gajendran ve digerleri, 2019). Bir
meta-analizin sonuglari, emzirmenin daha diisiik Crohn hastalig1 ve {ilseratif kolit riskleri ile

iligkili oldugu hipotezini desteklemistir (Klement ve digerleri, 2004).

fla¢ kullanimu ile iilseratif kolit olusumu arasindaki iliskiyi gosteren pek cok calisma
yapilmistir. 10 y1l boyunca, inflamatuvar bagirsak hastaligi olan yaklagik 24.000 hastay1 iceren
bir popiilasyona dayali ¢aligmada, kullanilan antibiyotik sayisi ile inflamatuvar bagirsak
hastalig1 gelisimi arasinda frekansa bagli potansiyel bir iligski rapor edilmistir (Nguyen ve

digerleri, 2020).

Apendektomi ve llseratif kolit arasindaki ters iliski bir¢ok calismada dogrulanmustir.
Ispanya'da yapilan bir vaka kontrol ¢alismasina gére hem apendektominin hem de sigara
igmenin Ulseratif kolit i¢in koruyucu etkisi saptanmistir (Lopez-Serrano ve digerleri, 2010).
Toplam 1.270.332 katilimciyla elli bir calismanin dahil edildigi bir metaanalizde birlestirilmis
olasilik oranina gore, apendektominin tlseratif kolit gelisme ihtimalini azalttig1 gosterilmistir.
20 yasindan 6nce apendektomi yapilan kisilerde de benzer bir model goriilmiistiir (Abdali ve

Narula, 2021).



2.3.4. Oksidatif Stres ve Immiinolojik Faktorler

Ulseratif kolit ile iliskili dnemli patojenik faktorlerden biri oksidatif strestir. Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi, hiicresel proteinlere, membran lipitlerine ve DNA’ya
dogrudan oksidatif hasar verebilir ve hiicre 6liimiine yol acabilir. Stiperoksit, hidrojen peroksit
ve peroksinitrit dahil olmak iizere ROS'un siirekli {iretimi, bu toksik tiirleri ortadan kaldiran

endojen antioksidanlari azaltabilir (Amirshahrokhi, 2019).

Ulseratif kolitte reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, lipid peroksidasyonuna yol agan
tikenmis katalaz ve glutatyon antioksidanlartyla sonuglanir (Shahid ve digerleri, 2022).
Katalaz, H>O,'ye adaptif yanitta ¢ok onemli bir rol oynar. Katalaz ve glutatyon peroksidaz
ROS’a karst savunmanin ikinci kademesinde bulunur. Mutasyon g¢aligmalar1 akatalazemik
farelerin oksidatif hasara kars1 daha fazla duyarlilik gdsterdigini dogrulamistir (Tehrani ve

Moosavi-Movahedi, 2018).

Niikleer faktor-kappa B (NF- «B) proteinleri, dogal ve adaptif bagisiklik tepkileri,
apoptoz, hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve malign transformasyon dahil olmak iizere bircok

fizyolojik siireci diizenleyen transkripsiyon faktorleridir (Viennois ve digerleri, 2013).

Bagirsak epitel hiicreleri, lenfositler ve makrofajlar tarafindan diizensiz sitokin tiretimi ve
sinyal mekanizmalari, inflamatuvar bagirsak hastalifinin patogenezinde rol oynamistir ve
transkripsiyon faktorii NF-xB, bu karmagik senaryoda ana diizenleyici bilesenlerden biri olarak
ortaya ¢ikmistir (Atreya ve digerleri, 2008). NF-kB, inflamatuvar genlerin ekspresyonunu
indiiklemenin yani sira COX-2 gibi koruyucu molekiillerin ekspresyonunu ayni anda uyarir
(Sartor, 2006). COX-2 ekspresyonunda belirgin artislar, iltihaplanma bolgesinde lokal olarak
meydana gelir. Ulseratif kolitli hastalarda artan COX-2 ekspresyonu gozlenmistir (Vardeh ve
digerleri, 2009 ; Ya Sklyarov ve digerleri, 2011).

Timor nekroz faktér alfa (TNF-a) lokal inflamasyon bolgelerinde iiretilen
proinflamatuvar bir sitokindir (Dinarello, 2000). IL-13, TNF-a, IL-6 ve MCP-1 (monosit
kemoatraktan protein-1) dahil olmak {izere proinflamatuar sitokinlerin, nitrik oksit ve reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi, bagirsak mukozasinda oksidatif ve inflamatuar hasarlara neden
olabilir. Bu biyolojik siirecler, iilseratif kolit gelisiminde yer alan anahtar bir transkripsiyon

faktorii olan NF-xB tarafindan kontrol edilir (Amirshahrokhi, 2021).

Ulseratif koliti olan siganlarda, aktive edilmis l8kositler, oksidatif stresi indiikleyen

proinflamatuar sitokinlerin asir1 liretimine neden olmaktadirlar ve bu fosforile edilmis NF-xB
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ve MDA igeriklerinin artmasiyla kanitlanmigtir. MDA, membran lipid peroksidasyonunun en
onemli iirlinlerinden biridir (Wang ve digerleri, 2019). Yapilan ¢aligmalarda kolit modellerinde

MDA diizeyinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Dogan ve digerleri, 2014).

Interferon (IFN)-y, birgok farkls hiicre tipi iizerinde pleiotropik etkileri olan inflamatuvar

bagirsak hastaliginda merkezi bir patogenez faktoriidiir (Haep ve digerleri, 2015).

Biyobelirte¢ 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OhdG), endojen oksidatif hasarin DNA'ya
etkisini 6lgmek i¢in ve karsinojenezi baslatma ve ilerletme faktorii olarak ¢ok Onemli bir
belirtectir dolayisiyla kanser gelisimine yol a¢an inflamatuvar bagirsak hastaliklari ile iligkilidir

(Valavanidis ve digerleri, 2009 ; Wojcik-Grzybek ve digerleri, 2022).

IL-10, monositik hiicreler iizerinde onemli etkileri olan en 6nemli anti-inflamatuvar ve
immiinosiipresif sitokinlerden biri olarak bilinir (Fickenscher ve digerleri, 2002). IL-10 gibi
antiinflamatuvar sitokinler {iilseratif kolitin kontrolii iizerinde dnemli bir rol oynamaktadir
(Wang ve digerleri, 2020). Doniistiiriicii Biliylime Faktorii (TGF)-B ve IL-10, herhangi bir

diizensiz bagirsak immiin yaniti i¢in tedavide 6nemli hedefler saglayabilir (Garside, 1999).

Apoptoz, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patofizyolojisinde yer alir. Inflamatuvar
yanit, apoptoza yol acan mukozal bariyer fonksiyonunu ve bagirsak biitiinliiglinli degistirir
(Shahid ve digerleri, 2022). Kaspaz-3, apoptozun ana aracisi olarak tanimlanmistir (D'amelio

ve digerleri, 2010).

2.4. Tam ve Klinik Bulgular

Ulseratif kolit, kolonik mukozay1 etkileyen en sik kanl digk1 ve ishal ile kendini gdsteren
kronik bir hastaliktir. Hastalarin %15 kadar1 baslangicta siddetli hastalik ile basvurur.
Semptomlar yorgunluk, bagirsak hareketlerinde artis, mukus akintisi, gece digkilama ve
kramplari igerebilir. Ayrica siddetli hastalikta ates ve kilo kaybi gériilebilir. Ulseratif kolit kolon

tutulumunun derecesine gore siniflandirilir (Sekil 2).

Klinik tablo hastaligin yayilimina gore degisebilir. Proktitli hastalarda agirlikli olarak
stkisma ve tenesmus goriilebilirken pankolit sirasinda kanli ishal ve karin agris1 daha belirgin
olabilir. Proktit veya sol tarafli kolit olan hastalarin %10 kadarinda paradoksal kabizlik

goriilebilir.



Fizik muayenede abdominal hassasiyet ve anemi bulgular1 olabilir. Abdominal
distansiyon ve perkiisyonda timpan ses alinmasi hizli radyolojik degerlendirme gerektiren
kolon dilatasyonunu gosterebilir. Ulseratif kolitli hastalarda ishalden kaynaklanan tahris
nedeniyle anal fisslirler veya cilt lezyonlar1 olusabilir, ancak anal veya perianal fistiillerin

varlig1 Crohn hastalig1 i¢in siiphe uyandirmalidir (Ungaro ve digerleri, 2017).

Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

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

fatigue, and fever

Sekil 2. Montreal siiflandirmasina gore iilseratif kolit fenotipleri (Ungaro ve digerleri,

2017).

Hastaligin smiflandirilmasi prognoz ve tedavi se¢imi agisindan Onem tasimaktadir.
Hastalik aktivitesi degerlendirilmesinde Truelove-Witts siniflamasi, Montreal siniflandirmast

ve Mayo skoru sik kullanilanlardir (Tablo 1, Tablo 2).



Tablo 1. Ulseratif kolit icin Truelove ve Witts kriterleri (Joseph ve digerleri, 2019).

Degisken Hafif Orta Siddetli

Giinliik Bagirsak | <4 >6 >10

Hareketleri

Kanli Diski Aralikli Sik Stirekli

Viicut Sicakligi Normal >37.5°C >37.5°C

Nabiz Normal >90 atig/dak >90) atig/dak

Hemoglobin Normal <10.5 g/dL Transfiizyon
gerektiren

Eritrosit <30 mm/saat >30 mm/saat >30 mm/saat

Sedimentasyon

Orani

Goriintilemede Normal Odemli duvar, | Genisleme

kolonik bulgular parmak izi

Klinik belirtiler Normal Karinda hassasiyet Karin  distansiyonu

ve hassasiyeti
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Tablo 2. Mayo skorlamasinin bilesenleri (Lewis ve digerleri, 2008).

Diski sikhigi

0 = Normal

1 = 1-2 diski/giin normalden fazla

2 = 3-4 diski/giin normalden fazla

3 =>4 digki/giin normalden fazla

Rektal kanama

0=Yok

1 = Zamanin yarisindan daha az diski ile goriiniir kan

2 = Zamanin yaris1 kadar veya daha fazla digki ile goriiniir kan

3 = Tek basina kan gecisi

Endoskopide mukozal goriiniim

0 = Normal veya inaktif hastalik

1 = Hafif hastalik (Eritem, Azalmis vaskiiler patern, haft frajil)

2 = Orta derecede hastalik (Belirgin eritem, vaskiiler patern yok, frajil, erozyonlar)

3 = Siddetli hastalik (spontan kanama, tilserasyon)

Hastalik aktivitesine hekim degerlendirmesi

0 = Normal
1 = Hafif

2 =Orta

3 = Siddetli

2.4.1. Laboratuvar Bulgulan

Biyokimyasal belirtecler inflamasyonu 6l¢mek ve hastalik aktivitesini belirlemek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. CRP klinik pratikte en yaygin kullanilan biyobelirteglerden
biridir. Yiiz bir hastanin (67 hasta aktif hastagi olan, 34 hasta remisyonda) dahil edildigi bir
caligmada CRP seviyeleri tlseratif kolit hastalarinda klinik ve endoskopik aktivite agisindan

uyumlu bulunmustur (Karoui ve digerleri, 2011).

Fekal kalprotektin, inflamatuar barsak hastalig1 aktivitesinin izlenmesi i¢in siklikla

kullanilan bir biyobelirtegtir. Fekal kalprotektin, graniilositlerdeki sitozolik proteinlerin %60'm1
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temsil eder. Bu proteinin artan fekal konsantrasyonlari, gastrointestinal mukozaya nétrofil

migrasyonu ile orantilidir.

228 ilseratif kolit hastas1 ve 52 saglikli kontroliin kaydedildigi bir calismada, fekal
kalprotektin konsantrasyonunun modifiye Baron Skoruna gore degerlendirilmis endoskopik
hastalik siddetiyle gii¢lii bir sekilde iliskili oldugu gosterilmistir. Fekal kalprotektin, farkli
endoskopik aktivite dereceleri arasinda ayrim yapmaya izin veren noninvaziv tek belirtegtir.
Calisma, fekal kalprotektinin {ilseratif kolitte noninvaziv aktivite izleme igin yararli bir

biyobelirte¢ oldugunu géstermistir (Schoepfer ve digerleri, 2013).

Laktoferrin bir demir baglayic1 glikoproteindir ve polimorfoniikleer nétrofillerin
sekonder graniillerinin énemli bir bilesenidir. Bagirsak iltihab1 sirasinda lokositler mukozay1
istila eder ve bu digskiya laktoferrin salgilanmasinda artisa neden olabilir. Ulseratif kolit
relapsinin tahmini i¢in fekal kalprotektin ve laktoferrinin dnemini degerlendirmek amaciyla
yapilan bir prospektif ¢alismada, fekal kalprotektinin tilseratif kolit relapsin1 ongérmede fekal
laktoferrinden daha yiiksek bir hassasiyet ve oOzgiilliik gosterdigi sonucuna varilmistir

(Yamamoto ve digerleri, 2014).

On dokuz caligmanin (n=2499 hasta) dahil edildigi bir metaanalizde; CRP, fekal
kalprotektin ve fekal laktoferrin igin birlestirilmis duyarlilik ve 6zgiilliik tahminlerine gore
fekal kalprotektinin hem tlseratif kolit hem de chrohn hastalig1 icin CRP'den daha duyarli bir
biyobelirte¢ oldugu saptanmistir (Mosli ve digerleri, 2015).

Ulseratif kolitte serolojik belirtegler igin birkag potansiyel rol vardir. En énemlisi hastalik
Ozgiilliigli ve prognozunda patognomonik bir belirteg olmasi, ikincisi inflamatuvar bagirsak
hastaliklarini diger sindirim sistemi bozukluklarindan ayirt edebilmeyi saglamasi, tiglinciisii ise

hastalik mekanizmasini ve immiin etkilesimleri anlamada yardime1 olmasidir.

Perintikleer antinotrofil sitoplazmik antikorlarin prevalansi (pANCA) iilseratif kolitli
hastalarda %50-80 arasinda degisir ve bu nedenle pANCA {ilseratif kolitte serolojik bir belirteg

olarak kullanilir.

Son zamanlarda, Escherichia coli hiicre duvarmin dis membram1 (OMP-C) veya
Pseudomonas fluorescens’in (12 peptid) RNA'dan tiiretilmis immiinolojik olarak iligkili
bakteriyel sekansi ile reaksiyona giren diger serolojik belirtecler inflamatuvar bagirsak hastalig
hastalarinda tanimlanmistir, ancak bunlar ilseratif kolitten daha c¢ok Crohn hastaligiyla
iliskilendirilmistir ve inflamatuvar bagirsak hastaligi alt tipleri arasinda ayrim yapmada faydali

olamamustir (Hanauer, 2004).
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2.4.2. Endoskopik Bulgular

Endoskopi, tlseratif kolitin degerlendirilmesinde ¢ok onemli bir rol oynar (Travis ve
digerleri, 2012). Biyopsi ile kolonoskopi, hastalik kapsaminin ve aktivitesinin belirlenmesi i¢in
en dogru degerlendirme yontemidir. Ulseratif kolit, kolonik mukozanin yaygin bir hastalig
oldugundan, takip sirasinda mukozal hastalik aktivitesini dogru bir sekilde degerlendirmek icin
fleksibl kolonoskopiler 6nerilmektedir. Ulseratif kolit Hastalik Aktivite indeksi ve Mayo skoru
gibi ilseratif kolitte kullanilan ¢ogu aktivite skoru, iilseratif kolitin hastalik siddetini
degerlendirmek icin klinik ve endoskopik parametreleri birlestirir. Ancak, bu 2 skorlama
yontemi ve toplamda heniiz resmi olarak onaylanmamis farkli tasarlanmis 14 endoskopik

skorlama yontemi vardir (Lemmens ve digerleri, 2013).

2.4.3. Gorintilleme Yontemleri

Ulseratif kolit vakalarinda radyografik yontemler énemli tan1 araglar haline gelmistir.
Gortintilleme, tutulumun kapsamini, hastaligin ciddiyetini belirlemek ve hastalikla ilgili
komplikasyonlar1 ve bagirsak dis1 inflamatuvar bagirsak hastaligi belirtilerini tespit etmek i¢in
non-invaziv bir sekilde kullanilabilir. Abdominal rontgenler ve baryumlu lavmanlar spesifik
klinik ortamlarda hala 6nemini korurken, inflamatuvar bagirsak hastalig1 hastalarinda aktif ince
barsak hastaligin1 diglamak icin bilgisayarli tomografi enterografisi veya manyetik rezonans
enterografisi artik birinci basamak arastirmalar olarak kullanilmaktadir ve aktif kolonik
inflamasyonu tespit etmek i¢in kullanilabilirler. Ek olarak, bilgisayarli tomografi kolonografi
ve manyetik rezonans kolonografi, {ilserati kolitte potansiyel uygulamalar1 olan yeni ortaya

¢ikan tekniklerdir (Deepak ve Bruining, 2014).

Bagirsak ultrasonu da inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda hastalik aktivitesini
degerlendirmek ve tedavi kararlarina rehberlik etmek amaciyla kullanilan non-invaziv bir
yontemdir. Kullanimi kolaydir, ucuzdur ve sinirlama olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilir.
Ayrica, bagirsak ultrasonu iyi bir dogruluk sunmaktadir, bu nedenle hastalarin takibinde bir
endikasyon olabilir. Fransa'da inflamatuvar bagirsak hastalig1 hastalarinda tilke ¢apinda yapilan

bir arastirmada, bagirsak ultrasonu ¢ok yiiksek kabul edilebilirlik gdstermistir ve diger tanm
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yontemlerine gore tercih edilen goriintiileme olmustur. Bagirsak ultrasonunun aktif iilseratif
kolitteki tipik bulgusu mukoza ve submukozayi da igeren (yetiskinlerde >4,0 mm ve ¢ocuklarda

>3,0 mm) bagirsak duvari kalinlasmasidir (Maaser ve digerleri, 2020).

2.5. Komplikasyonlar

IBH, artan kolorektal karsinom riskiyle baglantilidir. IBH ile iliskili dncii bir lezyon olan
displazi ve karsinoma genel popiilasyona gore daha geng yasta ortaya ¢ikmaktadir (Bernstein

ve digerleri, 2001).

IBH'li hastalarin {igte birinden fazlasi, bagirsak dis1 komplikasyonlardan etkilenir. En
yaygin belirtiler, hem Crohn hastaliginda hem de iilseratif kolitte artropatiler, mukokutandz ve
oftalmolojik belirtilerin yan1 sira hepatobiliyer sistemi etkileyen durumlari igerir. Bununla
birlikte, IBH'li hastalarda pulmoner veya nérolojik belirtiler gibi daha az siklikta goriilen
belirtiler de dikkate alinmalidir. Demir eksikligi anemisi ve osteoporoz gibi bagirsak dist
komplikasyonlar, bagirsak hastaliginin veya hastaliga 6zgii tedavinin sonuglaridir (Ott ve

Schélmerich, 2013).

2.6. Tedavi

IBH tedavisi ilk olarak hastaligin remisyonunu saglamayi ve ikinci olarak remisyonu

siirdiirmeyi amaglar (Aardoom ve digerleri, 2019).

Kolonda bakteriyel azorediiktazlar tarafindan S5-aminosalisilik asit (5-ASA) ve
siilfapiridin salmak {izere pargalanan bir 6n ilag olan siilfasalazin, 1940 yilinda iBH tedavisi
icin bir ilag olarak gelistirilmistir ve ayn1 zamanda romatoid artrit tedavisinde
kullanilabilmektedir. Siilfasalazin, mide bulantisi, anoreksiya, hemoliz ve bas agrist gibi bazi
yan etkilere neden olabilmektedir (Zheng ve digerleri, 2017). Buna gore, sadece siilfasalazin

tedavisi tamamen tatmin edici degildir (Shin ve digerleri, 2017).

Steroidler uzun yillardir iilseratif kolit tedavisinde ana ilag¢ olarak kullanilmaktadir.
Steroidler, UK igin remisyon indiiksiyon tedavisinde etkilidir ve %80'lik bir etkinlik oran1 ve

%50'lik bir remisyon orani ile bagladiktan 1 ay sonra olumlu sonuglar verir. Steroid kullanan
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UK hastalar1 ve dzellikle uzun siire yiiksek doz steroid kullananlar, ciddi komplikasyonlar
olarak azalmis glikoz toleransi, azalmis kemik yogunlugu, katarakt ve aterosklerozun ilerlemesi
daha az ciddi etkiler olarak artan viicut agirlig1 ve akne dahil olmak iizere ters ilag reaksiyonlari

ve komplikasyonlar i¢in risk altindadir (Okayasu ve digerleri, 2019).

Azathioprine, uzun siire remisyonda kalmak isteyen UK hastalar icin etkili ve uygun
maliyetli bir ilagtir. Azathioprine tedavisi, kapsamli bir tedavi dncesi klinik ve laboratuvar
degerlendirmesi ve genetik analiz gerektirir. Hem hastalar hem de doktorlar kanser gibi
potansiyel sonuclarin farkinda olmal1 ve diizenli olarak test edilmelidir (Mallick ve Malik,

2022).

Anti-TNF, IBH tedavisinde kullanim1 ilk kez onaylanan biyolojikler grubunda yer alan
ajanlardan biridir. Giinlimiizde, daha genis bir biyolojik spektrum mevcuttur. Bu ajanlar, Gida
ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) tarafindan diizenlenen siki bir iiretim ve
pazar yetkilendirme siirecinden sonra doktorlar tarafindan kullanilabilir (Aardoom ve digerleri,

2019).

Akut siddetli iilseratif kolit ve tibbi olarak direngli UK, UK hastalarinda cerrahi i¢in ana
endikasyonlar1 temsil eder. Akut siddetli iilseratif kolit'in birinci basamak tedavisi, intravendz
kortikosteroid tedavisinden olusur. Bununla birlikte, hastalarin %30'a kadar1 konservatif
tedavilere yanit veremez ve kolektomi gerektirir. Direngli UK'ye genellikle kétiilesen hasta
durumu eslik eder ve kotii postoperatif sonuclarin bilinen bir risk faktoriidiir; bu nedenle, hasta
durumunu iyilestirmek ve postoperatif komplikasyonlar1 en aza indirmek ic¢in genellikle

asamal1 bir prosediir tercih edilir (Spinelli ve digerleri, 2022).

2.7. Neohesperidin Dihidrokalkon

Neohesperidin dihidrokalkon (NHDC, C2sH36015, E959), turunggil kabuklarindan
ekstrakte edilen bir flavonoid olan hesperidin'in katalitik alkali hidrojenasyonu ile ticari olarak
sentezlenir. NHDC sakkarozun 250-1800 kati tathliga sahipti. NHDC'nin hiicreler ve
hayvanlar tizerinde higbir toksisitesi olmadig1 bulunmustur, bununla birlikte antioksidan, anti-
inflamatuvar ve anti-apoptotik 6zellikleri rapor edilmistir. Dogal olarak iiretilen kalkonlarin ve
hesperidin'in de bu faydali etkilere sahip oldugu gdsterilmistir. Oral tiiketimden sonra, NHDC,
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan dihidrokafeik asit olarak da adlandirilan 3-(3.4-
dihidroksifenil) propiyonik aside par¢alanir (Choi ve digerleri, 2021).
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Tatlilig1, ferahlatici tadi, agizda kalan tadin siirerligi ve acilifa karst korumadaki
miilkemmel etkisi, antioksidan aktivitesi ve antiinflamatuvar ve anti-apoptotik ozellikleri
nedeniyle yiyeceklerde (ekmek, meyve suyu vb.) ve beslenme arastirmalarinda ve tibbi

arastirmalarda biiyiik ilgi gormiistiir (Zhang ve digerleri, 2021).

NHDC, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan tiiketimi giivenli kabul edilmektedir
(Hallagan ve digerleri, 2020). NHDC (E 959), gida katki maddelerine iliskin Y6netmeligin No
1333/2008'in Ek II'sine gore Avrupa Birligi'nde bir gida katki maddesi olarak onaylanmaistir.
Rapor edilen kullanim seviyelerinde gida katki maddesi NHDC’ye diyetle maruz kalmanin bir

giivenlik endisesi yaratmadigi belirtilmistir (Younes ve digerleri, 2022).

2.8. Literatiir Taramasi

Abe ve digerleri (2018) yaptig1 calismada, kuzeydogu Asya'ya 6zgli bir narenciye
meyvesi olan yuzu'nun (Citrus junos, Tanaka) fare dekstran siilfat sodyum (DSS) kaynakli kolit
modeli tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Analiz edilen yuzu kabugu 6ziitiinde narirutin (774+12
w), hesperetin 7-(2,6-dirhamnosilglukozit) (356+5 pM), naringin (513£10 puM), hesperidin
(1118+15 uM), neohesperidin (635+9 uM) ana biyoaktif bilesikler olarak belirlenmistir. DSS
iceren igme suyu verilen fareler, nemli kilo kaybi, kolon kisalmasi, ishal ve goriiniir digkr kani
gostermistir. Buna karsilik, dekstran siilfat sodyum almadan 6nce 14 giin boyunca %5 yuzu
kabugu iceren bir diyetle beslenen fareler, bu fenotiplerde 6nemli bir azalma gostermistir. Yuzu
kabugu 0ziitiinilin, lipopolisakkarit ile uyarilan farelerde ve murin makrofaj hiicre hattinda,
NF-«kB aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla TNF-a tiretimini baskiladigi bulunmustur. Ayrica
yuzu kabugu ekstresinin orta diizeyde antioksidan etkiye sahip oldugu dogrulanmistir. Bu
sonuglar, yuzu kabugunun, in vivo olarak lipidlere kars1 inflamasyonu ve oksidatif stresi
koordineli bir sekilde baskilayarak dekstran siilfat sodyumun neden oldugu kolit patolojilerini

azalttigin1 gostermektedir.

Xu ve digerleri (2009) hesperidin'in farelerde dekstran siilfat sodyum kaynakli deneysel
tilseratif kolit lizerindeki etkisini aragtirmistir. Siilfasalazin (pozitif kontrol) ve Hesperidin, 10,
40 ve 80 mg/kg dozlarinda, dekstran siilfat sodyuma maruz kalma ile es zamanli olarak
baslayarak, 7 giin boyunca giinde bir kez oral olarak uygulanmustir. Ulseratif kolit semptomu,
hastalik aktivite indeksi ve kolonun 1slak agirlig1 ile degerlendirilmistir. Olas1 mekanizmalari

gozlemlemek i¢in serumdaki miyeloperoksidaz aktivitesi, malondialdehit i¢erigi ve interlokin-
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4 ve interlokin-6 seviyeleri Olglilmiistiir. Hesperidin'in oral uygulamasi serumda hastalik
aktivite indeksi, miyeloperoksidaz aktivitesi, malondialdehit igerigi ve interlokin-6 diizeyini
anlaml olarak azaltirken (p<0.01), serumda interlokin-4 diizeyi iizerinde anlamli bir etkisi
olmamustir. Bu sonuglar, Hesperidin'in dekstran siilfat sodyumun neden oldugu deneysel koliti

iyilestirebilecegini ve kolitin dnlenmesinde ve tedavisinde faydali olabilecegini gdstermektedir.

Guo ve digerleri (2019) hesperidin'in farelerde ve Caco-2 hiicrelerinde dekstran siilfat
sodyum ile indiiklenen kolit {izerindeki koruyucu etkilerini aragtirmak amaciyla yaptigi
calismada farelere, dekstran siilfat sodyum tedavisinden sonra 10, 20 ve 40 mg kg/g hesperidin
diyetleri verilmistir. In vitro deneyler i¢in Caco-2 hiicreleri, hesperidin olmadan veya hesperidin
ile 48 saat TNF-o/ IFN- vy ile islenmistir. Deney sonuclarina gore hesperidin takviyesi, dekstran
stilfat sodyumun neden oldugu koliti iyilestirmistir. Spesifik olarak hesperidin, MDA
aktivitesini azaltarak ve sliperoksit dismutaz ve glutatyon aktivitelerini artirarak bagirsak
iltihabini iyilestirmistir. Hesperidin ayrica Nrf2 antioksidan yolunu diizenlemistir ve HO-1 ve
NQO1'in protein ifadesini arttirmistir. Ek olarak, hesperidin, kolon dokularindaki inflamatuar
faktorlerin seviyelerini 6nemli Olgiide azaltip anti-inflamatuar faktorlerin seviyelerini
arttirmistir. Daha ileri analizler, hesperidin'in siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunu ve
bagirsak gecirgenligini gelistirebildigini ve ayrica Treg popiilasyonunu arttirdigini
gostermektedir. Caco-2 hiicrelerinde, hesperidin'in transepitelyal elektrik direncinde TNF-

o/IFN- y kaynakli azalmay1 ve morfolojik bozulmay1 6nledigi gdsterilmistir.

Shafik ve digerleri (2019) hesperidinin kolit {izerine etkisini degerlendirmek amaciyla
yaptig1 calismada hesperidinin ilseratif kolit patogenezi {lizerinde modiilator etkilere sahip
oldugu saptanmustir. Nitrik oksit ve peroksinitrit seviyelerinde belirgin azalmalar, toplam
antioksidan kapasiteyi artirma ve siiperoksit dismutaz enzimini aktive etme ile kanitlandig1 gibi
redoks potansiyelini basariyla geri kazandirmigtir. Ayrica hesperidin, tlseratif kolit hastalik

aktivite indeksini hafifletmistir ve histopatolojik tabloyu iyilestirmistir.

Han ve digerleri (2018) NHDC tiirevlerinin, hiicresel oksidatif stresi azaltarak adipoz
kaynakli kok hiicrelerin adipojenik farklilasmasini inhibe etmede etkili bir rol oynadigini

gostermistir.

Hu ve digerleri (2014) yaptig1 calismada fare modelinde, Karbon tetrakloriir (CCls)’lin
intraperitoneal enjeksiyonuna karst NHDC’nin akut oksidatif hasar iizerindeki olas1
hepatoprotektif etkileri arastirilmistir. CCls'in intraperitoneal enjeksiyonu serum aspartat

transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) aktivitelerinde Onemli bir artigla
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sonuclanmistir. Katalaz, toplam siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GP-X) ve
glutatyon (GSH) gibi hepatik antioksidan seviyeleri kontrol grubuna gore azalmistir. NHDC'nin
art arda alt1 giin boyunca 6n tedavisi, bu degisiklikleri onemli dlgiide iyilestirmistir. NHDC ile
on islem ayrica NF-«B, IL-6, kaspaz-3 ve kaspaz 8'in CCls ile indiiklenen protein
ekspresyonlarini azaltarak diizenlemistir. NHDC'nin 6n tedavisi, doza bagl bir sekilde CCl4'iin

neden oldugu oksidatif hasari etkili bir sekilde hafifletmistir.

Shi ve digerleri (2015) yaptig1 calismada, farelerde parakuat (PQ) kaynakli akut karaciger
hasarma kars1 yapay tatlandirict NHDC'nin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Tek doz
parakuat akut karaciger toksisitesine neden olmustur. Tutarli bir sekilde, parakuat, glutatyon
peroksidaz (GP-X), glutatyon-S-transferaz (GST) ve katalaz aktivitelerini, glutatyon (GSH)
seviyesini ve antioksidan kapasiteyi azaltmistir. Bununla birlikte, NHDC, bu parametreleri
tersine g¢evirerek farelerde parakuat kaynakli hepatik toksisiteyi iyilestirmistir. Ek olarak,
NHDC, parakuat kaynakli niikleer faktor-kappa B ekspresyonunu ve mitokondriyal giidiimlii

apoptotik sinyallesmeyi 6nemli 6l¢lide inhibe etmistir.

Suarez ve digerleri (1996) Wistar sicanlarla yaptig1 calismada etanol ile indiiklenmis akut
gastrik llser iizerinde, neohesperidin dihidrokalkon hem 100 hem de 150 mg/kg dozlarda

antiiilser aktiviteye sahipti. Bununla birlikte, ayn1 dozlarda hesperidin etkisizdi.

Osman ve digerleri (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada metotreksat ile bobrek hasari
tetiklenen sican modelinde empagliflozin ve NHDC’nin nefroprotektif etkilerini incelemek
amaglanmistir. Sican modeli tek doz metotreksat (20 mg/kg) uygulanarak gelistirilmistir.
Empagliflozin ve NHDC, sirastyla 10 - 30 mg/kg ve 40 - 80 mg/kg seklinde 14 ardisik giin
boyunca iki doz olarak uygulanmistir, referans standart olarak N-asetilsistein (150 mg/kg)
kullanilmistir. Empagliflozin ve NHDC ile 6n tedavi, renal fonksiyon biyobelirteglerinde,
histopatolojik yipranmada ve renal oksidatif parametrelerde 6nemli azalmayla sonug¢lanmaistir.
Ayrica, Empagliflozin ve NHDC 6n islemi belirgin bir sekilde proinflamatuar biyobelirtegler
olan IL-6 ve TNF-a ekspresyonu seviyesinde ve NF-kB, Keapl, HSP70 ve kaspaz-3'liin
ekspresyon seviyesinde belirgin diisiisler, Nrf2, PPARy ve HO-1 ekspresyon seviyelerinde
dikkate deger artislar saglamistir. Empagliflozin ve NHDC oksidatif stresi, renal dokuda
serbestlesmeyi, inflamatuar mediatorlerin proliferasyonunu ve apoptotik reaksiyonlari
sinirlayabilir. Empagliflozin ve NHDC nin, metotreksatin neden oldugu bobrek hasarina karsi
koruma saglamak veya en azindan yan etkilerini azaltmak adina daha ileri klinik uygulamalar

i¢in limit verici oldugu sonucuna varilmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan
saglanan, agirliklart 250 - 350 g arasinda degisen toplam 28 adet disi Wistar albino tiirii sigan
kullanilarak gerceklestirildi. Calismaya baslamadan énce Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 16.02.2023 tarih ve 64583101/2023/23 sayil etik
kurul karar ile onay alimmustir. Tiim hayvan deneyleri ADU Veterinerlik Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 laboratuvarinda Mart 2023 tarihinde yapilmistir. Hayvanlarin, deney Oncesinde
kafeslerde, 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii saglanan oda sicakligl 24-26°C arasinda tutulan
kontrollii bir odada bulunmalar1 saglandi. Ratlar 6zel olarak kafeslerde temizlik ve hijyen
kosullarina 6zen gosterilerek beslendi. 28 adet sican 4 gruba ayrildi. Deneyin uygulanis1 ve

makroskobik degerlendirilmesi Resim 1 ve Resim 2 de gdsterilmistir.

3.1.2. Deney Gruplar

Gruplara aymi sekilde standart sigan yemi ve su verilerek beslenmeleri saglandi.
Hayvanlarin her giin altlar1 temizlenerek gerekli bakimlar1 yapildi. Sicanlarda kolit olusturmak
icin, ketamin ile anestezi sonrasi 8§ cm uzunlugunda bir kaniil ile % 0,9 NaCl i¢inde 1 ml %5
asetik asit intrarektal olarak uygulandi (Iseri ve digerleri, 2009). Kolit olusumu sonrasinda

siganlar bir siire daha bas asag1 pozisyonda tutuldu.

Uygulanacak olan NHDC Sigma — Aldrich’den (W381101) temin edildi. NHDC 0.5%
karboksimetil seliiloz i¢cinde ¢ozilindiirtilerek gavaj ile 150 mg/kg viicut agirligi / giin NHDC
(Suarez ve digerleri, 1996) olacak sekilde verildi.
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Calismada kullanilacak sicanlar rastgele olarak asagida belirtilen 4 gruba ayrilarak
randomizasyon saglanmistir. Orneklem biiyiikliigii Power-test ile G-Power 3.1 yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. 4 bagimsiz grup karsilastirilacag icin tek-yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA ya da Kruskal-Wallis testi) yapilacagi goz oniinde bulundurularak, etki
biytkligi: 0.4, hata olasiligi: 0.05, giic: 0.95 olarak belirlenince toplam Orneklem
biiylikliigiiniin 112 birey olacagi bulunmustur. Power-test sonucu elde edilen Orneklem
bliyiikliigii ¢ok fazla oldugu i¢in, 6rneklem biiyiikliigiiniin belirlenmesi i¢in benzer ¢aligmalara
basvurulmustur. Bu calismalar esasinca grup basimma 7 olmak iizere, toplam 28 adet sican

kullantlmistir.

Grup 1. Kontrol Grubu (n=7): Kontrol grubundaki hayvanlar, kolit ve tedavi gruplar
icin referans saglayacak olan gruptur. Bundan dolayr bu gruptaki sicanlar diger gruplari
olustururken oldugu gibi randomize sekilde secilmistir, hangi gruptan olacagi rastgele
belirlenmistir. Herhangi bir grubun liyesi olan sigcanlarin herhangi bir farkliligi, anormalitesi
veya patolojisinin olmadigi deneyden Once deney hayvanlari laboratuvari tarafindan
belirlenmigstir. Bu gruptaki hayvanlarin, hareket alanlari, aydinlik/karanlik dongiileri ve
beslenme diizenleri diger gruplar ile aynidir. Beslenmeleri standart sican yemi ile ad libitum
olarak saglanmustir, igtikleri su giinliik degistirilerek katkisiz gesme suyu seklinde saglanmaistir.
Oda kosullart deney hayvanlarina uygun sicaklik (24-26°C) ve nemde (%50), 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik dongiiye gore diizenlenmistir. Hayvanlarin herhangi bir stres yaratici kosul ile
karsilagmasi1 onlenmistir, korku, susuzluk, nem azligi/fazlaligi, aclik, sicaklik azligi/fazlaligi,
islem harici insan temast gibi girisimlerden kaginilmistir. Deney hayvanlari lizerinde her tiirlii
girisim deney hayvani kullanimi sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan uygulanmstir.
Bu gruptaki hayvanlar, diger gruplardaki hayvanlarda oldugu gibi kolite maruz birakilmamustir.
Deney sonuna kadar bu grupta bir kayip yasanmamuistir. Bu gruptaki hayvanlara karboksimetil
seliiloz’un kolit iizerine etkisinin elimine edilmesi amaciyla 7 giin boyunca gavaj ile 0,5% CMC
diger gruplara esit hacimde verilmistir. Deney basladiktan 7 giin sonra si¢anlar anestezi (50
mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye
edilmistir. Kan Ornekleri kalpten enjektdrle (2 cc) alinarak, kolon dokulart laparotomi

yontemiyle histopatolojik analizler i¢in alinmistir.

Grup 2. Kolit Grubu (n=7): Kolit grubundaki sicanlar diger gruplart olustururken
oldugu gibi randomize sekilde sec¢ilmistir, hangi gruptan olacagi rastgele belirlenmistir.
Herhangi bir grubun iiyesi olan si¢anlarin herhangi bir farklilig1, anormalitesi veya patolojisinin

olmadig1 deneyden 6nce deney hayvanlari laboratuvari tarafindan belirlenmistir. Bu gruptaki
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hayvanlarin, hareket alanlari, aydinlik/karanlik dongiileri ve beslenme diizenleri diger gruplar
ile aynidir. Beslenmeleri standart sigan yemi ile ad libitum olarak saglanmistir, ictikleri su
glinliik degistirilerek katkisiz ¢esme suyu seklinde saglanmisti. Oda kosullar1 deney
hayvanlarina uygun sicaklik (24-26°C) ve nemde (%50), 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiiye gore diizenlenmistir. Hayvanlarin herhangi bir stres yaratici kosul ile karsilagmasi
onlenmistir, korku, susuzluk, nem azlhigi/fazlaligi, aclik, sicaklik azligi/fazlaligi, islem harici
insan temasi gibi girisimlerden kaginilmistir. Deney hayvanlari iizerinde her tiirlii girisim deney
hayvani kullanimi sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan uygulanmistir. Bu grupta basta
8 adet hayvan kullanilmis deney sirasinda bir kayip yasanmis kalan 7 hayvan ile deney
sonlandirilmistir. Siganlarda kolit olusturmak i¢in, deneyin ilk giinii ketamin ile anestezi sonrasi
8 cm uzunlugunda bir kaniil ile % 0,9 NaCl icinde 1 ml %5 asetik asit intrarektal olarak
uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda siganlar bir siire daha bas asag1 pozisyonda tutuldu. Bu
gruptaki hayvanlara karboksimetil seliiloz’un kolit {izerine etkisinin elimine edilmesi amaciyla
7 giin boyunca gavaj ile 0,5% CMC diger gruplara esit hacimde verilmistir. Deney basladiktan
7 giin sonra sicanlar anestezi (50 mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal
dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir. Kan 6rnekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak,

kolon dokular1 laparotomi yontemiyle histopatolojik analizler i¢in alinmistir.

Grup 3. Tedavi Grubu (n=7): Tedavi grubundaki sicanlar diger gruplar1 olustururken
oldugu gibi randomize sekilde se¢ilmistir, hangi gruptan olacagi rastgele belirlenmistir.
Herhangi bir grubun tiyesi olan si¢anlarin herhangi bir farklilig1, anormalitesi veya patolojisinin
olmadig1 deneyden Once deney hayvanlari laboratuvar tarafindan belirlenmistir. Bu gruptaki
hayvanlarin, hareket alanlari, aydinlik/karanlik dongiileri ve beslenme diizenleri diger gruplar
ile aynidir. Beslenmeleri standart sican yemi ile ad libitum olarak saglanmistir, igtikleri su
giinlik degistirilerek katkisiz ¢esme suyu seklinde saglanmistir. Oda kosullari deney
hayvanlarina uygun sicaklik (24-26°C) ve nemde (%50), 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiiye gore diizenlenmistir. Hayvanlarin herhangi bir stres yaratic1 kosul ile karsilagmasi
onlenmistir, korku, susuzluk, nem azlhigi/fazlaligi, aclik, sicaklik azligi/fazlaligi, islem harici
insan temasi gibi girisimlerden kacinilmistir. Deney hayvanlar tizerinde her tiirlii girisim deney
hayvani kullanimi sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan uygulanmistir. Bu gruptaki
hayvanlarda deney sonlanana kadar herhangi bir kayip yasanmamistir. Siganlarda kolit
olusturmak i¢in, deneyin ilk giinii ketamin ile anestezi sonras1 8 cm uzunlugunda bir kaniil ile
% 0,9 NaCl icinde 1 ml %5 asetik asit intrarektal olarak uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda

sicanlar bir silire daha bas asag1 pozisyonda tutuldu. Asetik asit ile kolit olusturulduktan sonra,
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gavaj ile 150 mg/kg viicut agirligi / giin NHDC (Suarez ve digerleri, 1996), 0,5% karboksimetil
seliiloz i¢inde ¢oziilmiis olarak 7 giin boyunca (Dembinski ve digerleri, 2016) diger gruplara
esit hacimde verilmistir. Deney bagladiktan 7 giin sonra siganlar anestezi (50 mg/kg ketamin
HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir. Kan
ornekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak, kolon dokular1 laparotomi ydntemiyle

histopatolojik analizler i¢in alinmistir.

Grup 4. Koruyucu Tedavi (Pre Tedavi) Grubu (n=7): Koruyucu Tedavi grubundaki
siganlar diger gruplari olustururken oldugu gibi randomize sekilde secilmistir, hangi gruptan
olacag rastgele belirlenmistir. Herhangi bir grubun iiyesi olan siganlarin herhangi bir farkliligs,
anormalitesi veya patolojisinin olmadigi deneyden Once deney hayvanlari laboratuvari
tarafindan belirlenmistir. Bu gruptaki hayvanlarin, hareket alanlari, aydinlik/karanlik déngiileri
ve beslenme diizenleri diger gruplar ile aynidir. Beslenmeleri standart sigan yemi ile ad libitum
olarak saglanmustir, igtikleri su giinliik degistirilerek katkisiz ¢esme suyu seklinde saglanmustur.
Oda kosullart deney hayvanlarina uygun sicaklik (24-26°C) ve nemde (%50), 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik dongiiye gore diizenlenmistir. Hayvanlarin herhangi bir stres yaratici kosul ile
karsilagmasi1 onlenmistir, korku, susuzluk, nem azlhigi/fazlaligi, aclik, sicaklik azlhigi/fazlaligi,
islem harici insan temas1 gibi girisimlerden kagimilmistir. Deney hayvanlar tizerinde her tiirlii
girisim deney hayvani kullanimi sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan uygulanmistir.
Bu gruptaki hayvanlarda deney sonlanana kadar herhangi bir kayip yasanmamistir. Bu gruptaki
hayvanlara diger hayvanlarda deneye baslanmadan 7 giin dnce 7 giin boyunca gavaj ile 150
mg/kg viicut agirligi /giin NHDC (Suarez ve digerleri, 1996) 0,5% karboksimetil seliiloz i¢inde
¢Oziilmiis olarak diger gruplara esit hacimde verilmistir. 8. Giin kolit ve tedavi grubu ile birlikte
bu grupta da ketamin ile anestezi sonrasi 8 cm uzunlugunda bir kaniil ile % 0,9 NaCl i¢inde 1
ml %5 asetik asit intrarektal olarak uygulandi. Kolit olusumu sonrasinda si¢anlar bir siire daha
bas asag1 pozisyonda tutuldu. Bu grup kolit olusturulduktan sonraki 7. giinde diger gruplarla
birlikte anestezi (50 mg/kg ketamin HCL + 5 mg/kg ksilazin) altinda servikal dislokasyon
yontemiyle sakrifiye edilmistir. Kan 6rnekleri kalpten enjektorle (2 cc) alinarak, kolon dokulari

laparotomi yontemiyle histopatolojik analizler i¢in alinmistir.
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Resim 2. Kontrol grubundaki hayvanlarin makroskobik degerlendirilmesi.
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3.2.Yontem

3.2.1. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Biyokimyasal analiz i¢in kullanilacak dokular, hizla -80 °C’lik dondurucuya alinarak
analiz gilinline kadar muhafaza edildi. Analizlerin yapilacagi giin dokular oda sicakliginda
¢oziindiriildiikten sonra % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde yikanarak 50 mM fosfat tamponunda
(PBS), pH 7.0’da 0-4 °C'de (w/v = 1/9) doku homojenizatorii ile homojenize edildi.
Homojenatlar 12.000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra kitlerde kullanilacak

stipernatant kisim tiiplere aktarildu.

Doku 8-OhdG diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.EOO31Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. 8-OhdG diizeyleri,
450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuclar ng/ml olarak ifade edildi.

Doku CAT diizeylerinin dl¢limii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan (Cat.
No.E0869Ra) test kiti kullanilarak {iretici talimatlarina gore yapildi. CAT diizeyleri, 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve sonuglar

ng/ml olarak ifade edildi.

Doku COX-2 diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.E0296Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. COX-2 diizeyleri,
450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuglar ng/ml olarak ifade edildi.

Doku IL-10 diizeylerinin 6l¢limii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan (Cat.
No.E0108Ra) test kiti kullanilarak {iretici talimatlaria gore yapildi. IL-10 diizeyleri, 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve sonuglar

pg/ml olarak ifade edildi.

Doku MDA diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan (Cat.
No.E0156Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina goére yapildi. MDA diizeyleri, 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve sonuglar

nmol/ml olarak ifade edildi.
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Doku MPO diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan (Cat.
No.E0574Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. MPO diizeyleri, 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve sonuglar

ng/ml olarak ifade edildi.

Doku NF-«xB diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.E0287Ra) test kiti kullanilarak {iretici talimatlarina gore yapildi. NF-xB diizeyleri, 450
nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuglar ng/ml olarak ifade edildi.

Doku TGF-B1 diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.E1688Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. TGF-B1 diizeyleri,
450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuclar ng/L olarak ifade edildi.

Doku TNF-a diizeylerinin dl¢timii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.E0764Ra) test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. TNF-a diizeyleri, 450
nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuclar ng/L olarak ifade edildi.

Serum TAS diizeylerinin Ol¢limii, Rel Assay Diagnostik test kiti kullanilarak {iretici
talimatlarina gore yapildi. Kitin ¢aligma prensibine gore; numunedeki antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radikalini
renksiz indirgenmis ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisimi numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile iligkilidir. Test, geleneksel olarak bir E vitamini analogu olan Trolox
Esdegeri olarak adlandirilan kararli bir antioksidan standart soliisyon ile kalibre edilir. Sonuglar

mmolTroloxEquiv./L olarak ifade edilmistir.

Serum TOS diizeylerinin Ol¢limii, Rel Assay Diagnostik test kiti kullanilarak {iretici
talimatlarina gore yapildi. TOS yontemi, asidik bir ortamda ¢esitli oksitleyici tiirlerin varliginda
ferr6z iyonun ferrik iyona oksidasyonuna dayanir ve ferrik iyonun 6l¢iimii xylenol orange

tarafindan saglanir. Sonuclar pmolH>O2 Equiv./L olarak ifade edilmistir.

Oksidatif stres indeksi (OSI) hesabu:

TOS

[= ——
O3 = Tas <10

formuliiyle hesaplanmustir.
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Serum IFN-y diizeylerinin 6l¢iimii, Bioassay Technology Laboratory’den satin alinan
(Cat. No.EO103Ra) test kiti kullanilarak tiretici talimatlarina gore yapildi. IFN-y diizeyleri, 450
nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve

sonuglar ng/L olarak ifade edildi.

Serum IL-6 diizeylerinin 6l¢iimii, Bostonchem’den satin alinan (Cat. No.BLS-1158Ra)
test kiti kullanilarak iiretici talimatlarina gore yapildi. IL-6 diizeyleri, 450 nm'ye ayarlanmis bir

mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlendi ve sonuglar pg/ml olarak

ifade edildi.

3.2.2. Histopatolojik Degerlendirme Yontemi

Nekropsisi yapilan her hayvanin makroskobik incelemeleri yapilarak kolon dokularindan
ornekler alinarak %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda 24-48 saat araliginda tespit edildi.
Doku kiigiiltme isleminin ardindan dokular 6-8 saat akan ¢esme suyu altinda yikanip rutin doku
takip cihazinda dereceli alkol (50°, 70°, 80°, 96° ve 99,6°) ve ksilol serilerinden gegirilip parafin
emdirildikten sonra parafine bloklandi. Bloklanan dokulardan lamlara 4-5 pm kalinliginda seri
kesitler alind1 ve bu kesitler ksilolde deparafinize edilerek, ardindan rehidrasyon amaciyla
dereceli alkol serilerinden gegirildi (99,6°, 96°, 80°, 70° ve 50°) ve distile suya alindi. Rutin
olarak hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanan kesitler Entellan ve lamel ile kapatilarak
histopatolojik olarak trinokiiler aragtirma mikroskopu ile incelendi ve mikrofotograflar ¢ekildi

(Olympus BX51, Tucsen SMP djjital kamera).

3.2.3. Immiinohistopatolojik Degerlendirme Yéntemi

Immiinohistokimyasal analizler ticari immiinperoksidaz kit (Thermo Fisher Scientific,
Massachussetts, USA, #TP-125-HL) protokoliinde tanimlandig1 sekilde gerceklestirilmistir.
Kisaca; parafin kesitler ksilende deparafinize edilip, dereceli alkollerden gegirilerek rehidre
edildikten sonra ve ph 6.0 sodium sitrat soliisyonunda (Sigma-Aldrich, #C9999) 30 dakika
kaynatilarak antijen-geri alma islemi yapildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi ig¢in
3% hidrojen peroksit ile 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda, normal ke¢i serumuyla 7

dakika muamele edilip ve kesitler oda sicakliginda nem kutusunda 60 dakika boyunca; anti-
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kaspaz-3 antibody ile inkiibasyona birakildi. Biyotinlenmis sekonder antikor (Santa Cruz
Biotechnology) ile inkiibe edildikten sonra, avidin-biotin-peroksidaz kompleksinde (Santa
Cruz Biotechnology) 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilip ve PBS'de (fosfat
tamponlu salin) durulandi. DAB kromojen ve Mayer’s hemotoksilenle boyanarak, ksilen bazli

yapistirici ile kapatildi.

3.2.4. istatistiksel Analiz Yontemi

Verilerin analizi Graphpad Prism Version 8.0.2 programu ile yapildi. Veriler ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayrilan gruplarin dagilimlari Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Veriler normallikten 6nemli 6l¢iide saptiginda veriler log transform kullanilarak
dontistiiriildiic ve normallik acisindan yeniden test edildi. Doniistiiriilen veriler artik
normallikten onemli Ol¢iide sapmiyorsa, doniistiiriilen veriler {izerinde parametrik testler
gerceklestirildi. Log doniistimii miimkiin degilse veya doniistiiriilen veriler hala normallikten
onemli Olciide sapiyorsa, doniistiiriilmemis veriler ilizerinde parametrik olmayan testler

gerceklestirilmistir.

Dagilimin veya log transform dagiliminin normal ¢iktig1 durumlarda, bir parametrik test
olan “tek yonlii varyans analizi” (one-way ANOVA) yontemi uygulanmistir. Testin sonucunun
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ¢iktig1 durumlarda hangi gruplarin birbirinden farklilik
gosterdigini bulmak i¢in post-hoc test olarak Tukey’s HSD testi kullanilmistir. Eger ki
Shappiro-Wilk testine gore gruplarin dagilimlari normal degil ise, bu durumda parametrik
olmayan Mann-Whitney U testi kullanilarak gruplar arasinda anlamli fark (p<0.05) olup
olmadig1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu test sonucunda istatistiksel olarak anlamli fark elde
edildigi takdirde hangi gruplarin birbirinden farklilik gosterdiginin tespiti post-hoc Dunn test

ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde NHDC’nin sican

bagirsaginda tedavi edici etkisi incelenmistir.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilmesi i¢in; CAT, IL - 10, 8-OHdG, MDA, MPO,
TNF-a, NF-kB, TGF-f1 ve COX-2, homojenize edilmis kolon dokusundan alinan 6rnekler;
TAS, TOS, IL - 6, IFN-y ise sicanlardan alinan serum 6rnekleri uygun sekillerde isleme alinarak
biyokimyasal kitler araciligi ile biyokimyasal parametrelerin miktar ve aktivite degerleri

saptanmistir. Biyokimyasal parametre degerleri Tablo 3’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Biyokimyasal parametre degerleri.

Kontrol Tedavi Koruyucu Kolit
8-OHdG 0,7034 +0,1573 0,7225 +0,2283 0,6436 +0,06692 | 1,128 + 00,3942
(ng/ml)
Katalaz 20,17 £ 7,284 15,87 £5,720 11,98 £2,513 16,37 £ 4,666
(ng/ml)
COX-2 1,140 + 0,3693 1,077 £ 0,3003 0,9314 +0,1432 1,768 = 0,8499
(ng/ml)
IL-10 59,86 + 23,72 46,38 £ 9,939 39,81 £ 4,631 91,63 £ 34,32
(pg/ml)
MDA 0,7165 +0,3196 | 0,5300+0,1386 0,4383 +0,03085 | 0,9902 +0,5123
(nmol/ml)
MPO 7,973 £2,828 6,580 = 2,434 6,024 £ 1,048 17,57 9,537
(ng/ml)
NF-«xB 1,287 + 0,5459 1,100 = 0,3638 0,8821 £0,1253 2,060 £ 0,7682
(ng/ml)
TGF-B1 220,5+97,22 139,2 & 84,50 124,8 £ 59,95 374,0 £231,5
(ng/L)
TNF-a 46,54 + 7,366 43,00 £9,231 41,00 £ 5,474 65,73 £ 18,27
(ng/L)
TAS (mmolTrolox 1,221 +0,1685 1,101 +£0,1411 0,9943 +0,1936 0,8543 +0,1636
Equiv./L)
TOS (umolH,0; 9,984 + 1,499 13,49 + 1,563 11,63 £ 1,749 16,43 +2,143
Equiv./L)
IFN-y 25,08 2,018 34,12+ 6,105 36,31 + 6,346 43,88 + 5,578
(ng/L)
IL-6 3,510+ 0,8672 4,293 +£0,4149 4,747 £ 0,5897 5,139 £ 0,6478
(pg/ml)

OSI (TOS/[TAS x 10])

0,817

1,225

1,169

1,923
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Sekil 3. 8-OHAG diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (x: p<0.05, ns: istatistiksel

acidan anlaml degil).

Biyokimyasal analizde doku 8-OHdG diizeyleri, koruyucu tedavi ve tedavi gruplarinda
kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmistir (p<0,05). Koruyucu, kontrol
ve tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar

NHDC’nin 8-OHdG olusumunu anlamli diizeyde azalttigin1 géstermektedir (Sekil 3).
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Sekil 4. Katalaz diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (ns: istatistiksel acidan anlamli

degil).

Biyokimyasal analizde doku katalaz diizeyleri kontrol grubunda kolit ve tedavi gruplarina

gore daha yiiksek olsa da gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark (p>0.05)
bulunamamastir (Sekil 4).

31



COX-2

ns

0- | |
AN A\ X
) N O
5\*0 NGNS
O
o
A
Gruplar

Sekil 5. COX-2 diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (x: p<0.05, ns: istatistiksel
acidan anlaml degil).

Biyokimyasal analizde doku COX-2 diizeyleri koruyucu tedavi grubunda kolit grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak daha az bulunsa da diger gruplar arasinda
istatiksel agidan anlamli fark (p>0.05) bulunamamaistir (Sekil 5).
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Sekil 6. IL-10 diizeylerinin gruplar arasinda dagilim1 (x: p<0.05, ns: istatistiksel agidan
anlamli degil).

Biyokimyasal analizde doku IL-10 diizeyleri, koruyucu tedavi ve tedavi gruplarinda kolit
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<<0,05). Diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar NHDC’nin IL-10
olusumunu anlaml diizeyde azalttigin1 gdstermektedir (Sekil 6).

33



2.0 *
I *% 1
1.5 ns
—  —
g —‘7
© 1.0
S
[
0.5 L
0.0- T - T
N N\ O N
o N
& Ca X o
\190 \.‘2’6 \\‘ﬁ ¥
o
A
Gruplar

Sekil 7. MDA diizeylerinin gruplar arasinda dagilim1 (xx: p<0.01, *: p<0.05, ns:

istatistiksel acidan anlaml degil).

Biyokimyasal analizde doku MDA diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi
(p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar

NHDC’nin MDA olusumunu anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir (Sekil 7).
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Sekil 8. MPO diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (xx: p<0.01, %: p<0.05, ns:

istatistiksel acidan anlamli degil).

Biyokimyasal analizde doku MPO diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01), tedavi (p<0,01)
ve kontrol (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmistir. Tedavi gruplar arasinda ve tedavi gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar NHDC’nin MPO olusumunu anlamli
diizeyde azalttigin1 géstermektedir (Sekil 8).
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Sekil 9. NF-«B diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (xx: p<0.01, %: p<0.05, ns:

istatistiksel acidan anlamli degil).

Biyokimyasal analizde doku NF-«xB diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi
(p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar

NHDC’nin NF-kB olusumunu anlaml diizeyde azalttigin1 gostermektedir (Sekil 9).
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Sekil 10. TGF-B1 diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (x: p<0.05, ns: istatistiksel

acidan anlamli degil).

Biyokimyasal analizde doku TGF-B1 diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.05) ve tedavi
(p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuglar

NHDC’nin TGF-B1 olusumunu anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir (Sekil 10).
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Sekil 11. TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (xx: p<0.01, %: p<0.05, ns:

istatistiksel acidan anlaml degil).

Biyokimyasal analizde doku TNF-a diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01), tedavi (p<0,05)
ve kontrol (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmistir. Tedavi gruplari arasinda ve tedavi gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuclar NHDC’nin TNF-a olusumunu anlamli

diizeyde azalttigini gostermektedir (Sekil 11).
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Sekil 12. TAS diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (xx: p<0.01, *: p<0.05, ns:

istatistiksel acidan anlamli degil).

Biyokimyasal analizde serum TAS diizeyleri, kontrol (p<0.01) ve tedavi (p<0,05)
gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazladir. Tedavi
gruplar1 arasinda ve tedavi gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemistir (p>0,05). Bu sonuclar NHDC’nin TAS diizeylerini anlamli diizeyde arttirdigini
gostermektedir (Sekil 12).
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Sekil 13. TOS diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (ss#x: p<0.0001, #xx: p<0.001,
x%: p<0.01, : p<0.05, ns: istatistiksel acidan anlamli degil).

Biyokimyasal analizde serum TOS diizeyleri, kontrol (p<0.0001), koruyucu tedavi
(p<0.001) ve tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha azdir. Tedavi gruplart arasinda ve koruyucu tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmezken (p>0,05), kontrol grubunda tedavi grubuna kiyasla
TOS diizeyleri istatistiksel acidan anlamli sekilde daha azdir (p<0.001). Bu sonu¢lar NHDC’nin
TOS diizeylerini anlamh diizeyde azalttigin1 gostermektedir (Sekil 13).

40



IFN1

% %k %k %k
. |
60— I “ 1
% %k
— _|_
40—
S 1
o
C
20-
0- T T
AN \ QY
\So & Q(’\) 0\\
Q @6 N
\l‘o X &\)
o
N
Gruplar

Sekil 14. [FN-y diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (xsxx: p<0.0001, #x: p<0.01, *:
p<0.05, ns: istatistiksel acidan anlaml1 degil).

Biyokimyasal analizde serum IFN-y diizeyleri, kontrol (p<<0.0001) ve tedavi (p<0.05)
gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha azdir. Tedavi gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken (p>0.05) ve koruyucu tedavi ve tedavi
grubuna gore kontrol grubunda serum IFN-y diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
azdir (sirastyla; p<0.01, p<0.05). Bu sonuglar NHDC’nin IFN-y diizeylerini koruyucu tedavi

grubunda olmasa da tedavi grubunda anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir (Sekil 14).
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Sekil 15. IL-6 diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi (sxx: p<0.001, #x: p<0.01, ns:

istatistiksel acidan anlaml degil).

Biyokimyasal analizde serum IL-6 diizeyleri, kontrol (p<0.001) grubunda kolit grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az bulunsa da, NHDC’nin IL-6 diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigina dair bir bulgu yoktur (p>0.05) (Sekil 15).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol Grubu: Bu grupta incelenen orneklerde; bagirsak mukozasi yiizey epiteli ve
kriptler arasinda yaygin goblet hiicreleri iceren ve liimene dogru papiller uzantilar yapan

villuslar ile L. propriyada birkag olguda az sayida lenfoplazmasiter hiicreler ile tek tiik eozinofil

l16kositlerin yeraldig1 normal kolon histolojisi izlenmistir (Resim 3).
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Resim 3. Kontrol grubu: Normal kolon yapis1 ve epitel dokusu (H&E x40).

Kolit Grubu: Bu grupta genel olarak lamina epitelyalisten baglayarak, lamina propriya
ve submukozay1 da i¢ine alarak Tunika muskiilarisin degisen derecelerde etkilendigi, yer yer
serozaya kadar uzanan yaygin ve ileri derecede nekrotik degisiklikler gézlendi. Nekroz dagilimi
4 olguda bagirsak yilizeyini tamamen igerisine almakla birlikte, 2 olguda fokal nekrozlarla
karakterize ve saglam epitel ve mukoza katmanlarindan keskin simirlarla ayrilmaktaydi.
Nekrotik bolgelerde; yogun 6dem, ¢ok sayida polimorf niiklear 16kosit infiltrasyonu ve yaygin
hemorajiler eslik etmekle birlikte, nekrotik dokularin morfolojik olarak se¢ilemedigi, amorf
homojen eozinofilik goriiniim aldiklar dikkati ¢ekti. Siddetli nekrozlarin sekillendigi olgularda,
seroza ile nekrotik miiskiiler kat sinirinda, cogunlugu karyorektik nétrofil I6kositler ve nekrotik
hiicrelere ait kromatin kalintilarindan olusan genis bir band izlendi. Bir olguda, epitel katmanin
kayboldugu, propriyada geng fibroblastlar ve neovaskiilarizasyon ile karakterize graniilazyon
dokusu sekillendigi gozlendi. Yalniz iki olguda, histopatolojik degisikliklerin propriya ve
submukozada hafif ve orta derecede hiperemi ile multifokal hemoraji, yine hafif polimorf

niiklear 10kosit infiltrasyonu ile daha hafif diizeyde sekillendigi gézlendi (Resim 4).
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Resim 4. Kolit grubu (H&E x40).

NHDC Tedavi Grubu: Bu grupta gozlenen histopatolojik degisiklikler epitel katman ve
propriyada fokal olarak bir ya da iki alanda derinlere dogru ilerleyen tarzda nekrotik alanlar
seklinde iken, geri kalan epitel kat1 ve mukozanin etkilenmedigi ve dereceli olarak normal
goriinlime sahip oldugu tespit edildi (n=3). Bir olguda, bolgesel olarak sekillenen nekrotik
degisikliklerin submukoza, tunika muskiilaris ve serozayir da asarak cevrede bulunan
mezenteryal yag dokuda enflamasyon olusturdugu gézlendi. Bunun yanisira, iki olguda nekroz
bagirsak mukozasinin yaklasik yarisini igerecek sekilde segmental yapi gostermekteydi ve
propriya ve submukozada aralarinda ¢ok sayida eozinofil 16kositlerin de yeraldigi yaygin
inflamatuvar hiicre infiltrasyonlart mevcuttu. Diger hafif derecede etkilenen olgular ise degisen
derecelerde propriyal inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, hiperemi, 6dem ve multifokal

hemorajiler ile karakterizeydi (Resim 5).
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Resim 5. NHDC Tedavi Grubu (H&E x40).

NHDC Koruyucu Tedavi Grubu: Bu grupta submukoza ve tunika muskiilariste daha
yaygin olarak sekillendigi goriildii ve bir olgu haricinde tiim bagirsak katmanlarin i¢ine alan
nekrotik degisiklikler mevcut degildi. Bununla birlikte 3 olguda, submukozada yaygin
enflamasyon ve hemorajiler ile muskiiler katta, miyofibrillerde pembe eozinofilik goriiniim ile
karakterize hyalin dejenerasyonu ve siddetli nekroz izlendi. Diger olgularda, epitel kat1 ve
propriyal Lieberkuhn kriplerinin normal histolojiye sahip oldugu dikkati ¢ekerken, propriyada

makrofaj ve polimorf niiklear 16kosit infiltrasyonlarina rastlandi (Resim 6).
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Resim 6. NHDC koruyucu tedavi grubu (H&E %x40).

Kolit lezyonlar1 degerlendirilirken mukoza epitel dejenerasyon ve nekrozu, enflamasyon,
hiperemi, 6dem, nekroz ve hemoraji kriterleri kullanilarak, lezyon siddeti ve yayginligina gore
(-) Yok; (+) Hafif; (++) Orta; (+++) Siddetli; (++++) Cok Siddetli seklinde semikantitatif

skorlama yapildi.
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Tablo 4. Kolonda degerlendirilen histopatolojik bulgularin semikantitatif skorlanmasi.

Grup Ad Epitel inflamasyon Hiperemi Odem Nekroz Hemoraji
Dej/Nekrozu
Kontrol 1 _ + + - - -
Kontrol 2 _ - + _ _ _
Kontrol 3 - - - - - -
Kontrol 4 - - - - - -
Kontrol 5 _ + + - - -
Kontrol 6 _ _ _ _ _ _
Kontrol 7 _ _ _ _ _ _
Kolit 1 + A+ ++ -+ - -+
Kolit 2 -+ -+ +++ +++ -+ -+
Kolit 3 +++ +++ - -+ ++ +++
Kolit 4 -+ -+ -+ -+ - -+
Kolit 5 -+ -+ -+ -+ -+ +++
Kolit 6 +++ -+ -+ +++ ++ +++
Kolit 7 + ++ +++ ++ + ++
NHDC Tedavi 1 ++ ++ -+ +++ ++ +++
NHDC Tedavi 2 - ++ 5 +++ + ++
NHDC Tedavi 3 + ++ ++ +++ + ++
NHDC Tedavi 4 ++ +++ +++ + ++ ++
NHDC Tedavi 5 + + ++ S + +
NHDC Tedavi 6 _ + S ++ _ ++
NHDC Tedavi 7 + o + - _ +
NHDC + +++ +++ ++ ++ ++
Koruyucu 1
NHDC - + ++ ++ + +
Koruyucu 2
NHDC - + ++ + + -
Koruyucu 3
NHDC ++ ++ ++ ++ + ++
Koruyucu 4
NHDC + -+ ++ 4+ - ++
Koruyucu §
NHDC + + -+ ++ -+ ++
Koruyucu 6
NHDC + + ++ ++ ++ +
Koruyucu 7

(-) Yok; (+) Hafif; (++) Orta; (+++) Siddetli; (++++)Cok Siddetli.

4.3. Immiinohistopatolojik Bulgular

Kaspaz-3 antijen ekspresyon derecesinin ¢alisma gruplarinda yeralan her bir olgu i¢in
semikantitatif olarak gdsterilmesi amaciyla Allred skorlama metodu kullanild1 (Choudhury ve
digerleri, 2010; Hameed ve digerleri, 2015). Buna gére; boyanma yogunlugu skoru; 0 (boyanma
yok), 1 (zayif), 2 (orta), 3 (yogun/koyu) olarak belirlendi. Boyanmanin doku i¢indeki yayginligi
ise, boyanan hiicrelerin incelenen alandaki tiim hiicrelere oranina gore belirlendi: 0 (boyanma
yok), 1 >0 1ile %1), 2 >%]1 ile %10), 3 (>%10 ile %30), 4 (>%30 ile %60), 5 (>%60 ile %100).
Boyanma yogunlugu skoru ile boyanma yayginligi degeri toplanarak herbir olgu icin Allred
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skoru belirlendi. Buna gore ise gruplar arasinda kaspaz-3 immiin boyanma o6zellikleri

arasindaki skor farklar1 Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Kaspaz-3 skorlamasi.

Grup Adi Boyanma Boyanma Toplam Skor
Yayginhg Siddeti

Kontrol 1 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0
Kontrol 3 1 1 2
Kontrol 4 0 0 0
Kontrol 5 1 1 2
Kontrol 6 0 0 0
Kontrol 7 0 0 0
Kolit 1 4 3 7
Kolit 2 4 3 7
Kolit 3 3 3 6
Kolit 4 5 3 8
Kolit 5 4 2 6
Kolit 6 3 2 5
Kolit 7 3 2 5
NHDC Tedavi 1 3 2 5
NHDC Tedavi 2 2 1 3
NHDC Tedavi 3 1 2 3
NHDC Tedavi 4 3 3 6
NHDC Tedavi 5 1 2 3
NHDC Tedavi 6 1 1 2
NHDC Tedavi 7 1 1 2
NHDC Koruyucu 1 2 1 3
NHDC Koruyucu 2 3 1 4
NHDC Koruyucu 3 1 1 2
NHDC Koruyucu 4 1 2 3
NHDC Koruyucu 5 2 1 3
NHDC Koruyucu 6 3 1 4
NHDC Koruyucu 7 1 1 2

Kaspaz-3 antijen ekspresyonlarinin, kolonlarda nekrotik mukoza epiteli ve dejenere
Lieberkuhn kriptlerinde koyu kahverenkli homojen sitoplazmik boyanmalar ile karakterize
oldugu goriildii. Bununla birlikte genellikle submukoza ve tunika muskiilariste histolojik olarak
tanimlanan nekrotik alanlarda belirgin sekilde daha yiliksek siddet ve yayginlikta
immiinoekspresyonlar gozlendi. Yine L. propriya ve submukozadaki inflamatuvar hiicrelerin

sitoplazmalarinda graniiler boyanma ve bazi kapillar duvarlar1 ve damar ¢evrelerinde ise linear
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homojen kaspaz-3 antijen ekspresyonlari tespit edilmistir. Kaspaz-3 degerlendirilmesi Resim 7,

Resim 8, Resim 9 ve Resim 10°da gosterilmistir.

Resim 7. Kaspaz-3, Kontrol grubu.

Resim 8. Kaspaz-3, Kolit grubu.
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Resim 9. Kaspaz-3, Tedavi grubu.

Resim 10. Kaspaz-3, Koruyucu tedavi grubu.

50



5. TARTISMA

Abe ve digerleri (2018) yaptig1 calismada, kuzeydogu Asya'ya 0zgli bir narenciye
meyvesi olan yuzu'nun (Citrus junos, Tanaka) fare dekstran siilfat sodyum (DSS) kaynakli kolit
modeli izerindeki etkileri arastirilmistir. Analiz edilen yuzu kabugu 6ziitiinde narirutin (774+12
n), hesperetin 7-(2,6-dirhamnosilglukozit) (356+5 puM), naringin (513+10 uM), hesperidin
(1118+15 uM), neohesperidin (635+9 uM) ana biyoaktif bilesikler olarak belirlenmistir. DSS
iceren igme suyu verilen fareler, 6nemli kilo kaybi, kolon kisalmasi, ishal ve goriiniir digkr kani
gostermistir. Buna karsilik, dekstran siilfat sodyum almadan 6nce 14 giin boyunca %5 yuzu
kabugu iceren bir diyetle beslenen fareler, bu fenotiplerde dnemli bir azalma gostermistir. Yuzu
kabugu o6ziitiiniin, lipopolisakkarit ile uyarilan farelerde ve murin makrofaj hiicre hattinda,
NF-kB aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla TNF-a tliretimini baskiladigi bulunmustur. Ayrica
yuzu kabugu ekstresinin orta diizeyde antioksidan etkiye sahip oldugu dogrulanmistir. Bu
sonuclar, yuzu kabugunun, in vivo olarak lipidlere karsi inflamasyonu ve oksidatif stresi
koordineli bir sekilde baskilayarak dekstran siilfat sodyumun neden oldugu kolit patolojilerini
azalttigin1 gostermektedir. Calismamizda TNF-a diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi
(p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Ayrica
NF-«kB diizeyleri, koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Calismamiz da Abe ve digerlerinin ¢alismasina
benzer sekilde flavonoid kdkenli bir bilesik olan NHDC’nin kolit patolojilerini azalttigini

gostermektedir.

Zhang ve digerleri (2021) Agrocybe aegirita'dan elde edilen flavonoidlerin dekstran
sodyum siilfatin neden oldugu kolit lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Agrocybe aegirita'dan
elde edilen flavonoidlerin farelerin kilo kaybini 6nlemistir, kolonun kisalmasini 6nemli 6lciide
azalmis ve doku hasar1 ve kolon iltihab1 seviyesini iyilestirmistir. Ayrica TNF-a ve IL-1B
seviyelerinin digiiriilmesi ve IL-10 seviyelerinin arttirilmas1 dahil olmak tizere kolon
inflamatuvar durumunu hafifletmistir. Ek olarak Agrocybe aegirita'dan elde edilen flavonoidler,
goblet hiicrelerinin biiylimesini 6nemli dl¢iide desteklemistir ve bagirsak bariyer fonksiyonunu
gelistirmistir. Calismamizda da IL-10 diizeyleri, koruyucu tedavi ve tedavi gruplarinda kolit

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmistir (p<0,05).
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Liu ve digerleri (2020) yaptiklart ¢alismada aktif Flos lonicerae flavonoidlerini izole
etmeyi ve bunlarin anti-oksidatif ve anti-inflamatuvar etkilerini degerlendirmeyi ve ayrica bu
flavonoidlerin UK fare modelinde molekiiler etkisini arastirmay1r amaclamistir. Flos
lonicerae’den toplam flavonoidler ve ii¢ flavonoid (hiperosid, loniserin ve luteolin) izole
edilmistir. UK'nin sigan modeli, 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) zehirlenmesi yoluyla
olusturulmustur. Flavonoidler, siiperoksit dismutaz (SOD), MPO, MDA, prostaglandin E2
(PGE2), TNF-a, IL-B, CRP gibi ilgili serum oksidatif ve proinflamatuar belirteclerin
seviyelerini 6nemli Ol¢lide azaltmistir. Ek olarak flavonoidler, NF-kB sinyal yolunun ifadesini
onemli dl¢glide inhibe etmistir. F. lonicerae flavonoidleri, NF-xB sinyal yolunun inhibisyonu ve
anti-oksidatif ve anti-inflamatuvar etkiler yoluyla sican UK modelinde giiclii anti-UK
aktiviteleri gostermistir. Calismamizda da benzer sekilde flavonoid kokenli bir bilesik olan

NHDC, MDA ve MPO diizeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir.

Polat ve Karaboga (2019), yaptiklari ¢alismada siganlarda indiiklenmis kolit modelinde
hesperetin'in TNF-a, protein tirozin fosfataz, reseptor tip C (CD45), kaspaz-3 ve Bax
ekspresyonlar1 iizerine etkilerini arastirmistir. Sicanlara kolit indiiksiyonundan 3 giin 6nce
baglanarak 10 giin hesperetin tedavisi uygulanmistir. Deney sonunda indirekt
immiinohistokimya kullanilarak kolon dokusunda TNF-a, CD45, kaspaz-3 ve Bax
ekspresyonlar1 belirlenmistir. Kolit grubunda hem enflamasyon belirtecleri TNF-a, CD45 hem
de apoptotik belirtegler kaspaz-3 ve Bax'in immiinreaktivitesinde artig saptanmustir. Hesperetin
tedavisi tiim parametrelerde anlamli azalma saglamistir. Hesperetin tedavisinin, antiinflamatuar
ve antiapoptotik etkileri sayesinde kolon hasarin1 6nledigi sonucuna varilmistir. Calismamizda
da benzer sekilde Kaspaz-3 skoru ise tedavi ve koruyucu tedavi gruplarinda kolit grubuna gére
belirgin olarak daha diisiik bulunmustur. Bu da NHDC’nin kolit iizerinde antiapoptotik etkileri

oldugunu diisiindiirmektedir.

Hu ve digerleri (2014) yaptig1 calismada fare modelinde, CCls'lin intraperitoneal
enjeksiyonuna karst NHDC’nin akut oksidatif hasar tizerindeki olas1 hepatoprotektif etkileri
arastirilmistir. Katalaz, toplam siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GP-X) ve
glutatyon (GSH) gibi hepatik antioksidan seviyeleri kontrol grubuna gore azalmistir. NHDC'nin
art arda alt1 giin boyunca 6n tedavisi, bu degisiklikleri 6nemli 6lgiide iyilestirmistir. NHDC ile
on islem ayrica NF-xB, IL-6, kaspaz-3 ve kaspaz 8'in CCls ile indiiklenen protein
ekspresyonlarini azaltarak diizenlemistir. NHDC'nin 6n tedavisi, doza bagli bir sekilde CCls'tin
neden oldugu oksidatif hasari etkili bir sekilde hafifletmistir. Calismamizda NF-kB diizeyleri,
koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak
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anlaml diizeyde azalmigtir. Kaspaz-3 skoru ise tedavi ve koruyucu tedavi gruplarinda kolit
grubuna gore belirgin olarak daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar NHDC’nin antiinflamatuvar

0zelliginin bagirsak mukozasina etkili oldugunu gostermektedir.

Shi ve digerleri (2015) yaptig1 calismada, farelerde parakuat (PQ) kaynakl1 akut karaciger
hasarina kars1 yapay tatlandirict NHDC'nin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Tutarli bir
sekilde, parakuat, glutatyon peroksidaz (GP-X), glutatyon-S-transferaz (GST) ve katalaz
aktivitelerini, glutatyon (GSH) seviyesini ve antioksidan kapasiteyi azaltmistir. Bununla
birlikte, NHDC, bu parametreleri tersine c¢evirerek farelerde parakuat kaynakli hepatik
toksisiteyi iyilestirmistir. Ek olarak, NHDC, parakuat kaynakli niikleer faktor-kappa
ekspresyonunu ve mitokondriyal giidimlii apoptotik sinyallesmeyi 6nemli Olgiide inhibe
etmistir. Calismamizda TAS diizeyleri, tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubunda gore
istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde daha fazla bulunmustur. TOS diizeyleri ise, koruyucu tedavi
(p<0.001) ve tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha az bulunmustur. Bu durum NHDC’nin toplam antioksidan kapasiteyi arttirarak oksidan

kapasiteyi azaltarak kolit {izerinde iyilestirici etkisi oldugunu ortaya koymustur.

Suarez ve digerleri (1996) Wistar siganlarla yaptig1 calismada etanol ile indiiklenmis akut
gastrik ilser lizerinde, neohesperidin dihidrokalkon’un hem 100 hem de 150 mg/kg dozlarda
antililser aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, ayn1 dozlarda hesperidinin
etkisiz oldugu saptanmistir. Calismamizda NHDC asetik asitin olusturdugu doku hasarini

makroskobik ve mikroskobik olarak azaltmistur.

Osman ve digerleri (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada metotreksat ile bobrek hasari
tetiklenen sican modelinde empagliflozin ve neohesperidin dihidrokalkonun nefroprotektif
etkilerini incelemek amaglanmistir. Empagliflozin ve NHDC ile 6n tedavi, renal fonksiyon
biyobelirteglerinde, histopatolojik yipranmada ve renal oksidatif parametrelerde Onemli
azalmayla sonuglanmistir. Ayrica, Empagliflozin ve NHDC 06n islemi belirgin bir sekilde
proinflamatuar biyobelirtegler olan IL-6 ve TNF-a ekspresyonu seviyesinde ve NF-kB, Keapl,
HSP70 ve kaspaz-3'in ekspresyon seviyesinde belirgin diisiisler, Nrf2, PPARy ve HO-1
ekspresyon seviyelerinde dikkate deger artislar saglamistir. Empagliflozin ve NHDC oksidatif
stresi, renal dokuda serbestlesmeyi, inflamatuar mediatérlerin proliferasyonunu ve apoptotik
reaksiyonlart siirlayabilir. Empagliflozin ve NHDC’nin, metotreksatin neden oldugu bobrek
hasarina kars1 koruma saglamak veya en azindan yan etkilerini azaltmak adina daha ileri klinik
uygulamalar i¢in {imit verici oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda TNF-a diizeyleri,

koruyucu tedavi (p<0.01) ve tedavi (p<0,05) gruplarinda kolit grubuna gore istatistiksel olarak
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anlaml diizeyde azalmistir. Ayrica MDA ve MPO diizeyleri de istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmistir. Bu durum NHDC’nin antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellik sergileyerek

kolitin tedavisinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yapmis oldugumuz g¢alismada NHDC’nin iilseratif kolit olusturulan
sicanlarda, MDA, MPO, TAS, TOS degerleri iizerinden koruyucu bir antioksidan etkisinin
oldugu disiiniilmistiir. NHDC verilen gruplarda TNF- a, IL-10, TGF-f1, COX-2 ve IFN-y
degerlerinin istatistiksel anlamli diizeyde diismesi antiinflamatuvar etkinligini gostermektedir.
Calismamizda biyokimyasal ve histolojik ve immiinohistokimyasal bulgular NHDC’nin
tilseratif kolit olugturulan ratlarda olumlu sonuclar sagladigini géstermistir. NHDC’nin tilseratif
kolit iizerindeki etkileri konusunda c¢alismamiz haricinde mevcut bir calisma yoktur.
Calismamizdan c¢ikan sonuglardan diger otoimmiin, inflamasyona neden olan ¢dlyak,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, multiple skleroz, romatoid artrit gibi hastaliklarda da olumlu
etkilere sahip olabilecegi diisilintilebilir. Bu hastaliklar i¢in de gelecekte bilimsel aragtirmalar
gerceklestirilebilir. Ayrica cesitli molekiiler ¢alismalarla NHDC’nin inflamasyon yolaklar1

tizerindeki etkisi arastirilabilir.
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