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1. GIRIS

Crohn hastaligs (CH) ve iilseratif kolit (UK), gastrointestinal kanalm kronik
inflamatuar hastaliklandir (1). Inflamatuar barsak hastahigi’'nin (IBH) patogenezi
kesin olarak aydmlatilamamakla birlikte; genetik, g¢evresel ve immiinolojik

faktorlerin rol oynadigt kabul edilmektedir (2).

fmmin sistemin dengeli ve diizenli bir sekilde ¢aligmasi ile normal bir
konak savunmasi ve intestinal hasara kargi korunma saglanmaktadir. Bu savunina
mekanizmalarinin  bozulmas:, I{BH’daki gibi kronik inflamasyona yol

acabilmektedir (3).

UK patogenezinde, proinflamatuar sitokin salinimindaki artigm Snemli rolt
oldugu kabul edilmektedir. UK’H hastalarin inflamasyonlu mukozalarinda yapilan
incelemelerde, interlokin 1-beta (IL-1B), interldkin 6 (IL-6) ve tiimdr nekroz faktdrii
alfa (TNF-¢) salimmda artis gdzlenmistir. Bununla birlikte, salgilanan proinflamatuar
sitokinlerin, niikleer faktor kB (NF-xB) proteini baglayic1 bolgelerinin bulundugu ve
salinimlarimn da bu faktor ile transkripsiyonel olarak diizenlendigi gdsterilmistir.
NF-kB, p50 ve p65 alt birimlerine sahip, Rel transkripsiyon faktdr ailesinden bir
heterodimerdir ve NE-xB proteini, cesitli uyaranlar ile aktif hale gelmesi neticesinde,
uyarilan genler immiin ve inflamatuar yamtta énemli rol oynamaktadir (4-6). TNF-a,
IL-1B, biytime faktorleri, bakteriyel lipopolisakkaritler ve oksidatif stres, NF-xB
uyariimasinda etkili olmaktadir (7-9). Yapilan caligmalarda, UK’li hastalarin
mukozasinda, makrofajlarda ve epitelyal hiicrelerde, uyarilmis NF-«xB proteinleri ile

birlikte 11.-1, IL-6 ve TNF-a salimminda artig oldugu gosterilmistir (10).

IBH patogenezinde, serbest oksijen radikallerinin (SOR) meydana
getirdigi mukozal hasarn, barsak mukozasma I6kosit gb¢iine neden oldugunu,
16kosit infiltrasyonunun da mukozada oksidatif hasari artirdifin1 ve proinflamatuar
sitokin salinmm ile birlikte, 1okosit goglindeki artigin bir kisir dongli iginde

oldugunu gosteren ¢aligmalar meveuttur (11).

Ek olarak, antioksidan savunma mekanizmalarmin da, [BH’da azalmis
oldugu gosterilmistir (12). Onemli antioksidan enzimlerden biri olan SOD’un, IBH

olan hastalarm barsak mukozasinda diigik diizeylerde bulundugu ve IBH’da



inflame barsak mukozasmdaki total glutatyon diizeylerinin inflamasyonsuz alanlara

gire daha diistik bulundugu daha énceden gosterilmigtir (12, 13).

Antioksidan maddelerin IBH daki etkileri, deneysel kolit modellerinde ve
iBH'da oksidatif hasara karst koruyucu ve tedavi edici etkilerinin oldugu

gosterilmistir (14).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytriptamine), enzimatik yollarla
triptofan’dan  sentezlenerek  salgilanan  pineal bezin temel {irtintidiir.
Immiinoregiilasyon, inflamatuvar cevaplar ve oksidatif streste dnemli fizyolojik
rolit vardir. Melatoninin birgok dokuda ve organda, etkili bir antioksidan dzellikte
molekiil oldugu invivo ve invitro olarak gdsterilmistir (15). Melatonin, sadece
direkt antioksidan olarak degil, dokulardaki antioksidan enzim aktivitelerini
giiclendirerek indirekt antioksidan olarak da islev gormektedir. Bugiline kadar kesin
tedavisi bulunamanus olan IBH’na gézﬁm getirebilmek i¢in diizenlenen bu projede,
kullanilan dekstran stilfat sodyum (DSS) aracih kolit modeli insan ilseratif
kolitindekine benzer ozelliklere sahiptir ve melatonin bu modelde daha nce

kullaniimamustir.

Bu ¢aligmanin amaci: _

¢ Deneysel kolit olusturulmus ratlarda barsak dokusundaki patolojileri
histopatolojik olarak incelemek,

e Barsak mukozasma l8kosit infiltrasyonunun bir gostergesi olan
myeloperoksidaz (MPO); lipid peroksidasyonunun &nemli bir gostergesi
olan malondialdehit (MDA); proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-w ile,
antiinflamatuvar sitokinlerden biri olan Interlokin 10 (IL-10) tayini
yapilmas1 ve melatoninin tiim bu parametreler tizerine olasi etkilerini

incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuar Barsak Hastalif1

IBH, ataklar ve iyilesmeler ile seyreden, Smiir boyu devam eden kronik
inflamatuar bir hastaliktir (11). IBH etyolojisinde, bircok neden sorumlu tutulmakla
birlikte, barsak florasma kars: tolerans kaybi, immiin sistem dengesinde bozulma,

genetik ve ¢evresel faktdrler suglanmaktadir (1).

CH’da siklikla, gastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde transmural ve
atlayict zellikte lezyonlar meveut olup, siklikla distal ileum ve kolonu tutmaktadir
(1). Bununla birlikte, UK’deki inflamasyon kolon mukozasinda ve submukozasinda

sinirl1 olup, rektumdan proksimale dogru yayihim gostermektedir (16).

iBH hastalarimin %6-%32°sinin, birinci ve ikinci derece akrabalarinda,
hastaliga rastlanmstic (17). Ikizlerde yapilan ve toplam 322 ikiz ¢iftin katildi1 tg
calismada, IBH’da genetik ve gevresel katthmm rolii arastirlmis olup, CH’da
monozigotik ve dizigotik ikizlerde oranlar sirasi ile %37, %7, UK’de bu oran %10,
%3 olarak bulunmustur (18, 19). Etnik arastirmalarda, IBH prevalans:, beyazlarda en
yitksek, siyah Amerikalilarda daha diisiik ve en disik oranda da Asyalt toplumlarda
bulunmustur (20, 21). IBH prevalansi, yahudi toplumlarinda, cografik yerlesim yeri
ve siresinden bagimsiz olarak, herhangi bir etnik gruptan 2-4 kat daha fazla

bulunmustur (22).
2.1.1. inflamatuar Barsak Hastaliklarinin Patogenezi

IBH patogenezi multifaktdriyel nedenlidir. Genetik faktérlerin de iBH
etyopatogenezinde Onemli rolit vardwr, Fakat birgok IBH’l: hastamin yakin
akrabalarinda IBH g6zlenmemektedir (11, 23). IBH da genetik yatkinhk, tek bir gene
bagh degildir (17). Bazi genlere her iki hastahkta da sik olarak rastlamrken, bazi

genlerin hastaliga 6zgii oldugu gorilmiistiir (24).

Ailesinde, hastaliktan etkilenen birden fazla birey bulunan ailelerde, 1996
yilinda yapilan genetik aragtirmalarda, 16. kromozomda CH’na duyarlihigi artiran bir
gen tanimlanmustir (25, 26). Nucleotide-binding oligomerization domain containing
2 (NOD2) olarak bilinen bu genin infeksiyona kars: direngte gérevli oldugu ve bu
gendeki mutasyonlarin, CH ile birliktelik iginde oldugu gosterilmistir (27). NOD2



geni monositlerde kodlanmakta ve immun-inflamatuar yartlarin baglatilmasinda
etkili bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB’yi uyarmaktadw (28, 29). NF-xB
proteinin uyarilmast da proinflamatuar sitokin tiretiminin artiging neden olmaktadir.
Genom tarama ¢aligmalart, UK ile 3., 7. ve 12. kromozom bolgeleri arasinda iligki
oldupunu da gostermektedir (30). immiin yamtin diizenlenmesinde gorevli olan,
insan 18kosit antijen bolgesi genleri (HLA) ile UK arasinda, CH’da gtzlenenden
daha giiclts birliktelik saptanmugtir (27, 31). Bu birliktelik, yaygin UK olan hastalarda
daha giiclii bulunmustur. DR2 ile UK arasinda pozitif, DR4 ve Drw6 ile arasinda ise
negatif birliktelik oldugu gosterilmistir (32).

Farkli hayvan deneyleri ile yapilan ¢ahgmalarda, duyarli bir bireyde iBH
gelisiminde luminal floranin da gerekli oldugu gdsterilmistir. Genetik olarak duyarls
olan hayvanlar, dogumdan itibaren mikrobial ortamdan armdiriimis ortamda
gozlendiklerinde, immiin sistem aktivasyonunun ve kolitin gelismedigi, aym:

hayvanlar luminal floraya sahip olduklarmda kolit gelistirdikleri gozlenmistir (32).

Genetik olarak yatkm bir bireyde, ¢evresel tetikleyici etkenler, iBH
gelisiminine neden olabilmektedir (33). IBH patogenezinde, gevresel tetikleyici
nedenlerin etkisi, son elli yilda diinyada hizl gelismelerin olmasi ile, CH sikligimm
artmast, az gelismis lilkelerde de hizli endistrilesme ile birlikte CH tamlarinin
artmas: ile kendine destek bulmaktadir (27). Degisen g¢evredeki gesitli etken
maddeler, mukozal immiin sistem’in ve enterik mikrofloramin gelisimini
etkileyebilmektedir. Hijyenin degismesi, steril ve nonfermente besinlerin tikketiminin
yayginlasmasi, agilama, yas ve intestinal patojenlere ilk kez maruz kalma gibi
nedenler de mukozal immiin sistem gelisimini etkilemektedir (34). Cevresel
tetikleyici etken maddeler, mukozal immiin sistemin, uzun stireli ve asir1 miktarda
uyarilmasmna neden olabilmektedirler. Mukozal immiin sistemin uyarilmasinm,
mukozal immiin sistemdeki bir kusurdan mu, yoksa immiin sistemin stirekli

uyarilmasina m bagimh oldugu hentiz agiklananamigtir (17).

Artmis intestinal mukozal gegirgenligin, CH patogenezinde etkili oldugu
kabul edilmektedir (35). Zayif bir intestinal mukozal bariyer, antijen emilimininde
artisa neden olarak ve abartth bir immtin yamita yol agarak, olgun B hiicre sayisinda

sistemik bir artisa neden olabilmektedir (35). Gastrointestinal kanalda mukozal



mmiin savunmann bozulmast ve liminal bir antijen tarafindan mukozal immiin
sistem’in uyarilmasi, IBH’daki doku hasar ve klinik ézelliklerin olugmasina neden
olabilmektedir (17).

Daha onceden, IBH olan hastalar ile normal bireylerin mikrobial
ekolojisindeki farkhiliklar giiglii aragtirmalar ile ortaya konmamustir (36). Elimizdeki
veriler, IBH etyolojisinde hastalifa Ozgli bir etken patojen varhigin
gisterememektedir (27). Bununla birlikte, yakin zaman once, aktif IBH olan
hastalarda, barsakta, anaerobik bakteri ve laktobasil sayisinda oneml dugtiklik
oldufiu gosterilmigtir (36).

Elimizdeki kamtlar, sigara igmemis olmanm UK ile, sigara igiciliginin ise,
CH ile birliktelik icinde oldugunu gdstermektedir (37, 38). Eski afir sigara
icicilerinde, tiim eski sigara igicilerinde, sigara igmeyenlerde ve sigara icenlerde UK
gelismesi igin relatif risk smast ile 4.4, 2.5, 1.0 ve 0.6 olarak bulunmustur (38). Bu
birliktelikten temel olarak nikotin sorumlu tutulmakla birlikte, etki mekanizmas:

agikliga kavugmamustir (38).

Epidemiyolojik veriler, nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarn (NSAII), UK
alevlenmelerini tetikleyebilecegini géstermistir (33). UK alevlenmelerindeki artista,
NSAIl  kullammna bagh, koruyucu mukozal prostanoidlerinin  Uretiminin

azalmasin, artmis 16kosit migrasyonunun etkili oldugu diistintilmektedir (39).

Psikolojik stres de UK’li hastalarin % 40’mda potansiyel tetikleyici bir
faktor olarak bildirilmigtir (40).

20 yasindan 8nce apendektomi olmanin, UK gelisiminde gii¢lti koruyucu
etkisinin oldugu vaka-kontrolli klinik ¢aligmalar ve genis populasyon bazl

caligmalar ile gosterilmistir (41-43).

CD4+ T hiicreleri’nin, immiin yanitia 6nemli diizenleyici gobrevleri
bulunmaktadir. CD4+ T hiicreleri, gorevlerine ve spesifik sitokinlere olan etkilerine
gore, T helper 1 (Thl) ve T helper 2 (Th2) lenfositleri olarak iki baglikta
siiflandinlmuslardir (44, 45). Uyarimig mukozal CD4+ T hiicreleri, intestinal
inflamasyona neden olarak, inflamasyonu &nleyerek veya kontrol ederek etkilerini
gosterebilmektedir (46). Thi lenfositleri, hiieresel aracili immiin yaniti yOnetir ve IL-

2, IL-12 ve IFN-y sitokinlerinin salgilanmasim uyarr. Th2 lenfositleri, humoral



immin yamta aracihk eder ve IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sitokinlerinin
salgilanmasimi uyartr. Bu sitokinler karsilikli olarak, bazi anahtar sitokinler aracilift
ile birbirlerinin salgilanmasim da diizenlemektedirler (44, 45). CH, daha ¢ok Thl
tarafindan salgilanan sitokinler ile, UK ise Th2 yaniti ile iliskilendirilmektedir (44,
47, 48). IBH patogenezinde, periferal kan ve kolonda lamina propriadaki CD4+ T
hitereleri ile endojen flora arasindaki gapraz reaksiyonun ve konak florasma karsi
anormal T hiicre yamtina neden olmasinn, Snemli rolii oldugu gdsterilmistir (49).
Sitokinler lokal mikrovaskiiler yapilara etki ederek, adezyon molekillerinin artigina
neden olur ve inflamatuar yaniti artir. Sitokinler doku hasarimn olusumunda etkisi

olan, ndtrofil ve makrofajlarm da dokuya go¢ etmesine, yol agarlar (46).

T hiicrelerinin immiinstipresif etkileri ise, IL-10 ve TGF-B, sitokinlerinin
firetimi ile gergeklesmektedir (50). IL-10, Th2 hiicreleri tarafindan uretilir ve Thl
hiicrelerinden, IL-2 ve IFN-y tiretimini baskilar. IBH hastalarinda, lamina propriadan
elde edilen mononiikleer hiicrelere, IL-10 uygulandigmnda, IL-1p ve TNF-a
sekresyonunu baskiladiklart gosterilmigtir ve deneysel calismalardan elde edilen
veriler, IL-107un, IBH da kullanmmum desteklemektedir (51). TGF-B, T hiicreleri
tarafindan tretilen bir biytime faktdrii olmakla birlikte, hematopoetik ve
nonhematopoetik hiicreler tarafindan da iretilebilmektedir ve TGF-f'nn hiicre
cogalmast, farklilagmasi ve gorevleri tizerine farkly etkilerl mevcuttur. UK ve CH’da
lamina propria hiicrelerinde artmig TGF-B salinim g@sterilmis ve birka¢ ¢alisma ile

Th1 hiicreleri {izerinde TGF- B’nin baskilayict etkisi oldugu gosterilmistir (44, 52).

IFN-y’mm, deneysel kolit modellerinde yiiksek bulundugu ve Thl yamtmmn
gelismesinde 6nemli oldugu gdsterilmisgtir. IBH tedavisinde, Thl yamtinin dnlenmesi
ile, IFN-y’mn dogrudan nétralizasyonu akiler bir yaklasim olsa da, IL-10 eksik

farelerde, anti-IFN-y tedavisi ile faydah bir etki gézlenmemistir (44, 52).

IL-1p ve TNF-q, proinflamatuar 6zellikler gdsteren sitokinlerdir ve IBH da
mukozal inflamasyonun gelismesinde dnemli etkileri vardir (53, 54). Her iki sitokin
de temel olarak makrofajlardan ve monositlerden salgilanarak, infestinal
makrofajlart, nétrofilleri, fibroblastlart ve diiz kas hiicrelerini uyarir; boylelikle
prostoglandinlerin, proteazlanm, inflamasyon ve doku hasarimin diger molekiiler

aractlarinin, diger inflamatuar ve kemotaktik sitokinlerin artigina yol agar. IBH da,



barsak dokusunda, IL-1p ve TNF-a sentezinin artmug oldugu gosterilmistir. TNF-o,
barsak dokusunda, mukozal inflamasyonda, villus epitelyal hiicrelerinin
apopitozunun uyariimasinda ve epitelyal bariyerin bozulmasinda etkilidir. TNF-o.,
mukozal T hiicrelerinden, IL-12 ve IL-18’den bagimsiz olarak, IFN-y {iretimini de
artirmaktadir (55). TNF-0, IL-1B ve IL-6, ile kararli bir durumda bulunur ve IBH

daki konstitusyonel semptomlarin olusumundan sorumludur (53).

NF-xB proteini, proinflamatuar yamitta anahtar rtol oynayan bir
transkripsiyon faktéridiir (56, 57). NF-xB proteininin, immin ve inflamatuar yanitta
merkezi rol oynadig kabul edilmektedir (58, 59). NF-xB, RelA (p65) ve NF-«xB
(p50) dimerlerinden olugmakta ve bu NF-xB dimerleri, inhibitér bir protein olan 1xB
proteini ile inaktif sitoplazmik kompleksler halinde bulunurlar (29). TNF-o ve IL-1p
gibi inflamatuar molekiiller, biiyime faktorleri, bakteriel lipopolisakkaritler ve
oksidatif stres, 1xB inhibitdr proteinin fosforilasyonu ile bilesimin ¢Sziilmesine
neden olarak, NF-«B'nin uyatilmasim gergeklestirmektedir (29). IBH hastalarinin,
mukozal lamina propriasinda uyarlmig NF-xB diizeyleri yitksek bulunmug ve NF-
«B’nin uyarilmas: ile birlikte makrofajlardan TNF-o, IL-1B, IL-6 sahiniminin da
artmis oldugu gosterilmistir (60, 61). NF-xB’nin, IBH’da ve deneysel hayvan kolit
modellerinde, kolit’in baslamasinda ve ilerlemesinde onemli etkisi oldugu
digtiniilmektedir (56, 57). Baz aragtirmacilara gre, artmis serbest oksijen radikalleri
(SOR) iiretiminin NF-xB’yi uyarmasi, TNF-o tiretiminde artiga neden olmakta, artan
TNF-¢. diizeylerine baglt inflamasyonun artmasi ile de tekrar SOR artist bir kisir

dongii icerisine girmektedir (62).

Peroxizome proliferator-activated receptor'leri (PPARs), transkripsiyon
faktorlerinden, niikleer hormon reseptor ailesinin Uyesidir ve aktiviteleri steroid
hormonlar gibi kiicik, vitksek affinetili baglayic1 dzelligi olan lipofilik ligandlar
tarafindan diizenlenir. Kolondaki epitelyal hiicreler yiksek diizeylerde PPARs
proteinleri salgilar ve UK’de inflamatuar sitokinlerin tretimine neden olabilecegi

ileri stirtilmustiir (63).
2.1.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Oksijen (O,), insan viicudunda biitiin hiicrelere kolaylikla girebilen bir

molekiildtr. Oy, gok tiiketilmektedir ve radikal olmaya ¢ok uygundur bir yapidadir.



Bu nedenle, serbest radikal denince ashnda SOR akla gelmektedir. SOR; hiicrede
mitokondrial solunumda, hiicresel sinyal iletiminde ve bakteri fagositozu gibi

girevler icin fizyolojik olarak gereklidir (64-66).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmenmis elektron
tasirlar ve diger biyolojik materyallerle reaksiyona girme egilimi gdsteren
maddelerdir (64,67). Sonucta serbest radikaller hiicresel hasar meydana getirirler
(64, 65, 68). Oksidan ajanlarin artmasi halinde ve antioksidan savunmada yetersizlik
oldugu durumlarda, artan oksidatif stres ile fosfolipidler, doymamg yag asitleri,
glikolipidler, ve membran proteinleri, serbest radikallerin hedefi haline gelirler (64-
68).

SOR firetimi ile antioksidan savunma sistemi bir denge halindedir. SOR
{iretiminde asir1 artig olmasi1 veya antioksidan savunmada azalma olmasi, oksidatif
strese neden olmaktadir. Polimorfoniikleer lokositlerin uyariimast ile olugan NADPH
oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz (NOS) ve miyeloperoksidaz gibi enzimler, O;",
H,0,, NO ve hipoklorik asit (HOCI) gibi reaktif liriinler olugturarak solunum
patlamasina neden olmaktadir (64-66). Bu maddeler ¢ok reaktif molekitller
olduklarindan, bu molekiiller, diger atom ve molekiillerle elektron aligverigine
girerler, onlarin kimyasal yapilarimi degistirebilirler (65, 68). Sonug olarak, oksidan
maddelerin arttifn ve antioksidan savunmammn yetersiz kaldift durumlarda,
organizmada olusan oksidatif stres’e bagh hiicresel metabolizma’nin bozulmasi

nedeni ile molekiiler diizeyde hasarlanma ve doku hasan olugur (63, 69).

Oksidatif hasar olusumu ve serbest radikallerin  artmasi, lipid
peroksidasyonu ile DNA ve protein oksidasyonu ile hiicre membranint
gecirgenliginin artmasina ve boylelikle hitcresel liimiin gergeklegmesine neden olur
(65, 69). Serbest radikal tepkimeleri sonucunda, genetik mutasyonlar da
olugabilmektedir (70, 71). Bu nedenler ile oksidatif stres’in Onlenmesi, birgok

hastaligin olusumu ve progresyonu agisindan oldukca dnemlidir.
2.1.3. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar: Iyonize ve non iyonize radyasyon, solventler,
aromatik hidrokarbonlar, ksenobiotikler, hava kirliligi, hiperoksi, pestisitler,

anestezik maddeler, sigara duman, alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler,



gidalarda bulunan katki maddeleri, sisplatin, metotreksat,  siklosporin gibi
antineoplastik ilaclar, metal iyonlart serbest oksijen radikalleri olugumuna neden
olabilen maddelerdir. Katekolemin diizeyinde artig sonrasinda, katekolaminlerin

oksidasyonu sonucunda da radikal tiretimi artabilmektedir.

Endojen Kaynaklar: Tetrahidroproteinler, katekolaminler, hidrokinonlar,
tioller, gibi kiictik molekiillerin otooksidasyonu, endoplazmik retikulum ve nikleus
membran elektron transport sistemleri (sitokrom p-450), peroksizomlarda var olan
enzimler, mitokondrial elektron transport sistemi, makrofaj ve diger fagositik
hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal patlama, travma, iskemi,
intoksikasyon gibi durumlarin sonucu olusan oksidatif stres, enzimler ve proteinler,
X0, triptofan dioksijenaz, hemoglobin vs., lipooksijenaz, NADPH oksidaz,
prostaglandin sentetaz igeren plazma membram enzimleri ve lipid peroksidasyonu,
yaslanma, serbest oksijen radikali olusumuna neden olabilen endojen kaynaklar

arasmda sayilabilir.
2.1.4. Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Oksijen radikalleri en dnemli serbest radikaldirler. Intoksikasyon, iskemi ve
radyoaktivite maruziyeti, gibi durumlarda, mitokondride aerobik oksidatif
fosforilasyon etkilenir ve elektron tagima sisteminden elektron kagaklari meydana
gelir. Oksijene bir elekiron transferi ile rediiksiyonu sonrasinda, sliperoksit serbest

radikal anyonu (stiperoksit, O,") olusmaktadir (72, 73).

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi veya Oz ’nin dismutasyonu ile HyOn
olugur (67).

Oy +e > 0y~ O, +2¢ +2H 2> H.Oy

Serbest radikal biyokimyasinda, hidrojen peroksit, ¢ok Snemlidir. Clinkii,
gegis metal iyonlarmin bulundugu ortamda pargalanip oksijen radikallerinin reaktifi
olan ve biyolojik sistemlere gok hasar verebilen hidroksil radikalini (OH)

olusturabilirler (67).
H,0, +Fe" 2> OH + OH + Fe™

Fenton reaksiyonu; hiicre igin son derece toksik olan OH olugur (74).
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2.1.5. Serbest Radikallerin Hitcreler Uzerindeki Etkilert
2.1.6. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikder

Reaktif oksijen tirlerinin yikic1 etkilerinden en ¢ok lipidler etkilenir.
Membran yiizeyinde serbest oksijen radikalleri ile hizla etkilesime girebilen ¢oklu
doymanus yag asitleri bol miktarda bulunmaktadir, Poliansatiire yag asitlerinin
oksidatif hasar1 ile lipid peroksidasyonu gergeklesir (69, 74). Bir lipid molekiliinde
iki doymamus bag arasmda bulunan bir metilen grubundan bir hidrojen atomunun
cikarlmas: ile lipid peroksidasyonu baslar ve lipid peroksidasyonu sonrasinda
hiicrede, zincirleme reaksiyonlar olusur (74). Peroksidasyon sonucunda olugan lipid
peroksil radikalleri (LOO), bir sonraki poliansattire yag asidini okside ederek yeni
zincirleme reaksiyonlarin olusmasim tetiklemektedir (75). Lipid peroksil radikalleri,
daha ileri parcalanma ile de, hidroperoksidlere, hidroperoksidler de aldehidlere
doniistirler. Aldehidlerin zararh etkileri daha fazladr. Malondialdehid (MDA), bu
aldehidler iginde en ¢ok bilinen aldehittir. Dokuda MDA diizeyinin artis1 da serbest
oksijen radikallerinin artufinm gostergesidir (76). Olusan MDA difiizyon ile
hiicrenin dis ortamna ya da i¢ kismmna giderek hasar olusturabilir. Bu hasar ile

membrann yapisinda ve fonksiyonlarinda bliyiik 6lglide bozulma gerceklesir.
2.1.7. Proteinlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler,
proteinlerin rol oynadifi gesitli htcresel fonksiyonlar: etkiler. Oksidatif protein
hasar1 ile, reseptdrler, sinyal ileti mekanizmalari, yapisal proteinler, transport
sistemnleri ve enzimlerin rol oynadig hiicresel olaylar etkilenir. Protein ve nikleik
asit molekiillerinde hasar olusturucu zincir reaksiyonlarnn gergeklesme ihtimali
zayifr ve bu nedenle protein ve nitkleik asitler serbest radikallerin etkilerine kars,
poliansatiire yag asitlerine gére daha direnclidir (77). DNA molekiilii serbest
radikaller ile kolaylikla hasara ugrayabilmektedir (74).

DNA molekiilii hasart sonucunda, kronik inflamasyon, enfeksiyon,
yaslanma, karsinogenezis, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esithi
patolojiler olusabilmektedir ve DNA molekiili kolaylikla SOR tarafindan hasara
ugrayabilmektedir (78).
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2.1.8, Enzimatik ve Nonenzimatikk Anticksidan Sistemlier
Nonenzimatik Antioksidanlar

E Vitamini: Vitamin E, lipid fazda ¢dziinen zincir-kiricr etkiye sahip bir
antioksidandir. c-tokoferol, dokularda, vitamin E aktivitesinin yaklasik %90’mdan
sorumlu aktif ve yaygin formudur (75,78). Membranda lipid kismunda ve
ekstraselliller sivilarda bulunur. Oy, OH  gibi radikalleri inaktive ederek ve lipid
peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu durdurur (79). C vitamini, siperoksit
ve hidroksil radikalinin dogrudan temizleyicisidir, ekstraselliiler sivilarda
bulunur(79).

Glutatyon: Karacigerde, glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden
sentezlenmektedir. Glutatyon, aym zamanda oksidatif stresin Sl¢timiinde kullanilan
cok giighi bir antioksidandir. Oksidatif durumlarda, rediikte glutatyon (GSH) / okside
glutatyon (GSSQ) oraninda azalma goriiliir. Proteinlerdeki ~SH gruplarim rediikte
halde tutar ve oksidasyondan korur. Hiicreleri oksidatif hasara kargt koruyan
glutatyon, serbest radikaller ve peroksitler ile tepkimeye girer (80). Sistein, glutatyon

sentezi icin Onciildiir. (64).
Transferrin, biltiribin, albitmin, tirik asit, seruloplazmin, piruvat, taurin, beta
karoten diger nonenzimatik antioksidanlar arasinda yer almaktadir (78,79-81-85).

Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon Peroksidaz: (GSH-Px), yapisinda selenyum metali bulunur ve
bu nedenle metalloenzimdir. GSH"1 reditkte glutatyonun (GSH), okside glutatyon
(GSSG) haline doniistiiren GSH-Px enzimi Hz0,’i suya indirger. Daha sonra okside
glutatyon, glutatyon reditktaz (GR) enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH
harcanarak tekrar rediikte hale dontistiriilebilir (86).

GSH-Px, GR enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

2GSH + H,0, 2 GSSG + 2HO



12

Sekil 2.1, Glutatyonun okside ve redikte formlari arasinda doniistimi
(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz,
GR=Glutatyon rediiktaz, H202=Hidrojen peroksit).

Katalaz: (CAT), yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir hemoprotein olan
katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda bulunmaktadir (75). Enzimin aktivitesi
bulundugu dokulara gore farkhliklar gosterir. Karaciger ve bobrekte yiiksek aktivite
gosterdigi  saptanmistir  (67). Hidrojen peroksitin yiksek Kkonsantrasyonlarda
bulundupu ortamlarda etkilidir (87). HyOyi direkt olarak suya donigtiiriir, Katalaz
enzim aktivitesi, HoO» konsantrasyonunun arttid1i durumlarda, belirgin olarak artig
gosterirken, H>O, konsantrasyonu ditgtik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti
substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girer ve
hidrojen peroksiti ortamdan uzaklagtirirlar (88). CAT peroksizomlarda (74), GSH-Px

enzimi bashca sitozol ve mitokondride daha etkilidir (64).

CAT enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
CAT
2H,0p —— 2H,0+ 0,

Siiperoksit Dismutaz: Sitperoksit Dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir.
Stiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dontstriilmesini
katalizleyerek organizmayr toksik reaktif oksijen metabolitlerine karsi
korumaktadir(89,90).

SOD

20, + 2H o Hy Oy + 02

Bu tepkime spontan olarak da olusabilmektedir, ancak SOD enzimi bu
tepkimeyi katalize ettiinde tepkimenin hizi normale gore 4 kat artar (91). Savunma
mekanizmalart arasinda SOD enzimi ilk gorevi Ustlenir ve SOD enzimi ile
katalizlenen tepkime sonucu olusan iiriinler CAT enzimi tarafindan temizlenmektedir.

Fizyolojik sartlarda, O, radikalinin olugumu oldukea fazladir. SOD, O;” radikalinin
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hiicre ici konsatrasyonunu distk seviyelerde tutarak Oy~ seviyelerinin kontroiiinii

saglar ve hticreleri O, radikallerinin etkilerinden korur (64).

2.1.9. inﬂamatuar Barsak Hastalin Patogenezinde Serbest Oksijen
Radikallerinin Rolit

Aerobik bir metabolizmada, total O, tiikketiminden % 1-2 oraninda SOR
olusmaktadir. Uyarilmis makrofajlardan ve l6kositlerden de, inflamatuar reaksiyonlar

sirasinda SOR {iretimi gerceklesmedigi bilinmektedir (86, 92, 93).

Histolojik olarak, IBH’da; UK’de mukozada, CH’da barsak duvarmnin derin
katmanlarinda, inflamatuar hiicreler tarafindan siddetli bir infiltrasyon oldugu
gorillmiigtiir. Lenfosit ve plazma hifcreleri yamnda, nitrofil ve makrofajlarin da
barsak dokusunda artigi, notrofil ve makrofajlar tarafindan, ylksek miktarlarda
SOR tiretimi gerceklestizi gosterilmigtir (94-97). Bununla birlikte, IBH 11 hastalarda
ve deneysel kolit modellerinde hayvanlarda, kontrollere gore inflamasyoniu kolon

mukozasinda, ¢ok daha fazla SOR tiretimi oldugu gdsterilmigtir (95-97).

Brody ve arkadaslari, iBH’da antioksidan savunma mekanizmalarinda
azalma oldugunu, IBH hastalarmin mukozasinda, SOD diizeyinin diiglik oldugunu
gostermisdir (12). Bagka bir galisma ile de, UK ve CH hastalannin inflame barsak
mukozasinda, total glutatyon diizeylerinin, inflamasyon olmayan mukozal alanlara
gore daha diistik oldugunu gosterilmistir (13). Baska bir ¢calismada, UK’li hastalarin,
inflamasyonlu kolon mukozasinda, GSH yoklugunda, GSSG yiksek miktarlarda
saptanmgtir  (98). Kontroubakis ve arkadaglan tarafindan yapilan bagka bir
calismada, IBH’l1 hastalarin kolon mukozasinda total serum plazma antioksidan
kapasitesinin, kontroller ile karsilagtirtldigmda hastalik aktivitesinden bagimsiz
olarak digiik bulundugu gosterilmistir (99). Elimizdeki veriler inflamasyonlu kolon
mukozasmda artrmg SOR tiretiminin ve antioksidan kapasitede azalmanumn, kronik
inflame kolon mukozasmda onemli biiyiklikkte oksidatif sirese neden oldufunu

gostermektedir (94).
2.2. inflamatuar Barsak Hastahgmda Klinik Ozellikler

CH, gastrointestinal kanalin herhangi bir bdlimiinde tutulum yapabilirken,
siklikla distal ileum ve kolonu tutmaktadwr (1). UK ise yalmzca kolonda tutulum
yapmaktadir (1). CH ve UK’in farkli klinik, laboratuar, endoskopik ve histolojik
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bulgular: olmasma ragmen her iki hastalk arasinda baz ortak noktalar meveuttur

(100). IBH’da gdzlenen klinik bulgular Tablo 2.1°de gdsterilmektedir.

fRH’da ekstraintestinal bulgular da gézlenmektedir. Stk goriilen barsak digt

bulgulara, karaciger, kemik, eklem, deri ve gozlerde rastlanmaktadir (100).

Ekstraintestinal bulgular genellikle intestinal hastaliktan 6nce tespit edilmektedir;

periferal artrit, eritema nodosum ve episklerit, hastaligin aktivitesine paralellik

gdsterirken, sakroileit, ankilozan spondilit, pyoderma gangrenozum, anterior {iveit,

ve primer sklerozan kolanjit ile hastalik aktivitesi arasinda paralellik yoktur (101,

102). 1.B.H’da gozlenen klinik bulgular Tablo 2.2°de gsterilmistir.

Tablo 2.2:inflamatuar Barsak Hastaliklarinda Klinik Bulgular

Belirti/Bulgular Ulseratif Kolit Crohn Hastaligt
Tutulan barsak Kolonun i¢ yiizeyinde, devam eden Cogunlukla, ileumun alt kisminda,
bolgesi ylizeyel lezyonlar seklinde, olmak tizere kolonda ve ince barsakta,
etkilenen alanlar arasinda normal
dokular yama tarzinda
goriilebilmektedir,
Diyare Gtinde 4-5 atak halinde Gtinde 4-5 atak halinde
Karm agrist Hafif hassasiyet / alt karin bolgesinde | Karm sa§ alt kadranda, ortadan,
kramp. siddetli dereceye varan hassasiyet.
Kanh digkilama Hastalik siddeti ile iligkili olarak Hastahk siddeti ite iligkili olarak
goriilebilir. goritlebilir.
Halsizlik Astrt kan kaybinm ve aneminin Astry kan kaybi, anemi ve besin
sonucunda goriilebilmektedir. emiliminde yetersizlik sonucunda
goriilebilmektedir.
Ates Siddetli vakalarda diigitk dereceli Siddetli vakalarda diisiik dereceli
Fizik muayene Rektal muayenede; perianal Peritoneal irritasyon bulgulan, karmnda
irritasyon, fisstir, hemoroid, fistitl ve ve pelviste kitle
abse goriilebilmektedir.
Kilo Daha siddetli vakalarda kilo kayb Barsak emiliminde ve sindirimde
kaybi/istahsizlik yetersizlik sonucunda, kilo kayb1 ve
igtahsizlik siktir.
Istah Hastalik alevlenmelerinde siklikla Hastalik alevlenmelerinde siklikla
aralmisti. azalmistir,
Kolon kanseri riski | Artmagti Artmugtir

Hastalarin CH ve UK olarak dogru bir sekilde degerlendirilip tant konmasi,

medikal ve cerrahi tedavi rejimlerinin se¢imi agisindan Snemlidir (100). CH’da

goriilen transmural inflamasyonlar, fistill, fissir ve darhk geligimine neden

olabilirler. Fistiiller, iki barsak lup®u arasinda, barsak ile cilt arasinda veya barsak ile

diger safra kesesi gibi diger bir organ arasmnda goriilen anormal baglantilardir.
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Darliklar siklikla barsak obstritksiyonuna neden olurlar ve cerrahi rezeksiyon veya

striktitroplasti ile tedavi edilebilirter (103).

Siddetli karin agris1 ve hassasiyet, abdominal distansiyon, azalmug barsak
hareketleri, rebaund hassasiyet, ates ve tasikardi gibi semptom ve bulgular, toksik
megakolon'un belirtisi olabilir. Toksik megakolon, siklikla UK ile birliktelik
gosterirken, CH’da da gdzlenmektedir (104).

CH ve UK’li hastalarda kolon kanseri geligimi riski artrustic (105, 106). En
yitksek kolon kanseri riski, inflamasyonun splenik fleksuramn ilerisine yayildig:
vakalarda bulunmaktadir (107).

2.3. inflamatuar Barsak Hastaliklarmda Tedavi

{BH’da medikal tedaviler, remisyonun indtksiyonunu ve idamesini amaglar

ve immiin yolaktaki gesitli noktalar hedeflenerek gelistirilmislerdir.

iBH’da kiir saplanamamaktadw ancak, remisyonun indiiksiyonunu ve
devamint saglayan tedavi yontemleri kullanilabilmektedir. Son zamanlarda, CH ve
UK tedavisinde anti-TNF kullammina yonelik énemli gelismeler elde edilmistir. CH
ve UK tedavisinde, 5-ASA bilesikleri temel tedavi basamagi olmasina rafmen,
CH’da 6zellikle idame tedavisindeki etkinligi bakimmdan siipheler bulunmaktadir.
Antibiotiklerin kolonik CH tedavisindeki etkileri ise smurhidir. Steroidler diger
konservatif tedavi yontemlerine yamtsiz aktif hastahg1 olanlarda, ilk segenek olarak
tercih edilmektedir. Sistemik olmayan, oral ve rektal uygulanan, Budesonid gibi
steroidler, ileal ve sag kolon CH ve distal tip UK de, hafif ve orta dereceli hastalikta
etkilidir. 6-merkaptopiirin (6-MP) ve azatiyopirin (AZA), CH ve UK tedavisinde,
remisyonun devam ettirilmesinde steroid tedavisi yerine kullamilabilen etkili
immiinomodiilatorlerdir. Metotreksat (MTX), CH’da remisyonun indiiksiyonunda ve
idamesinde kullanilan folat analogudur ve etkisini dihidrofolat rediiktaz enzimini
inhibe ederek gosterir. Infliksimab ve adalimumab, CIH’da, Amerika Birlesik
Devletleri (A.B.D)’de ve Avrupa’da onaylanmis anti-TNF-o etkili molekiillerdir.

UK de ise, infliksimab kullanimi onay alan biyolojik ajandir (1).

iBH, yasam boyunca, ¢ok yonlii Kklinik &zellikler ile kargimiza
cikabileceginden  dolayi, IBH olan hastalar  birgok  farkh yonden

degerlendiriimelidirler (100). Beslenme, psikososyal destek, intestinal hastalifin ve
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ckstraintestinal manifestasyonlarin kontrotii, IBH tedavisinde onemlidir (100).
Hastalar saghk kurumlar ile yakin ve uzun stireli iligkiler ierisinde olmali, bulants,
kusma, ishal, ve karin apmsi gibi yakinmalanna yonelik semptomatik tedavi
alabilmelidirler (11). '

Patogenezinde, gastrointestinal sistemde, mukozal immiin sistem
diizenlenmesindeki bozuklugun 8nemli rol oynadig: dtistiniilen IBH’nin patogenezi
kesinlik kazanmamustir (2). IBH etiyolojisi kesin olarak aydinlatilamadigindan dolayt

da etkili bir tedavi yontemi de gelistirilememistir (2).

a) Aminosalisilatlar: Bu grup ilaglar, UK ve CH'da, remisyonun
saglanmasinda ve devammda temel basamag olusturmaktadir (100). Sulfasalazin,
sulfapiridin ve 5 aminosalisilat (5-ASA)1n azo bag ile baglanmas ile meydana
gelmektedir (100). Kolonda bakteriel flora tarafindan bafm pargalanmas ile 5-ASA
salinmakta ve salman 5-ASA lokal olarak inflamasyonu azaltmaktadir (100, 108). 5-
ASA, prostaglandinlerin ve Idkotrienlerin {iretimini, kemotaksisi engeller, aym
zamanda oksijen radikallerini yakalayic1 etkisi vardir ve NF-xB’yi inhibe ederek

etkisini g6stermektedir (100).

Yakm zaman once, 5-ASA’nin selektif olarak, hiicre proliferasyonunu ve
apopitozisi kontrol eden, nitkleer bir resept6r olan, PPAR-y’1 uyardigs gosterilmistir
(1, 109). Sulfapyridine molekiilleri ise kolondan emilir ve yiiksek serum diizeyine

ulasabilmektedir.

Sulfasalizin’in yan etkilerinin ¢ogu sulfapyridin’den kaynaklanmaktadir
(100). Sulfasalazini tolere edemeyen %10-%20 hasta grubuna 5-ASA’ya karsi
intolerans vardir. 5-ASA’mmn tek bagina uygulanan formuna meselamin denmektedir
(100, 110).

b) Antibiotikler: Antibiotikler luminal florayr degistirerek ve mukozal
jmmiin sistemin uyarilmasim azaltarak etki etmektedir (100). Metronidazol aktif
perianal ve kolonik CH’da etkilidir (100). Metronidazole’tin daha c¢ok posit

tedavisinde birinci basamak tedavi olmasi énerilmektedir (110, 111).

Metronidazol, siprofloksasin, kombine antimikobakteriyeller ve son
zamanlarda omidazol ve rifaksimin, aktif CH'nin tedavisinde kullaniimaktadir (100).

Antibiotikler siklikla perianal hastalik tedavisinde kullamlmaktadir. Aktif luminal
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hastaliktaki rolleri ve postoperatif tedavideki uygun ve etkin dozlart netlik

kazanmamustir (1).

¢) Kortikosteroidler: Birgok hiicre tipinde, intrasitoplazmik glukortikoid
reseptorlerine baglanan glukortikosteroidlere  yanit olarak, immin sistemde
lenfositlerin, monositlerin ve makrofajlarn  proliferasyonunu, nétrofillerin
inflamasyona olan gd¢linii ve sitokinlerin, lokotrienlerin ve prostoglandinlerin

{iretimini inhibe eden maddeler salgilanir (1).

~ Kortikosteroidler, CH ve UK’in remisyon indiksiyonunda gli¢ld
antiinflamatuar etkiye sahip olsalar da, remisyonun idamesinde etkili degillerdir (11,
112, 113). Kortikosteroidlere genel olarak 7-10 gin arasinda yamt alinmaktadir,
Kronik kortikosteroid kullanimi ciddi yan etkileri nedeni ile smuhdir, Oral ve
intravendz formlarmin yamnda, distal CH ve UK’de enema seklinde topikal olarak
da uygulanabilir (100). Sistemik kortikosteroidlerin yan etkilerinden dolays,
arastirmalar, daha az toksik olan kortikosteroid tiirleri izerine yogunlasmistir (100).
Budesonidin ilk gecisi % 90 oraninda karacigerden oldugundan, daha az sisternik yan
etkisi vardir (100). Budesonid, distal ileal ve sag kolonik hastalik igin etkili bir
geleneksel kortikosteroid tedavi rejimi olmakla birlikte, transvers ve distal kolonik
hastalikta daha az etkilidir (114, 115). IBH’da kullamlan diger kortikosteroid

tedavileri gibi, budesonid de remisyonun idamesinde etkili degildir (100).

d) immiinstipresif tedaviler

AZA/6-MP: 6-MP ve on ilact olan AZA, 6-tiyoguanin (6-TG)
niikleotidlerine déniisen piirin analoglaridir (1). Aktif metabolitleri nikleik asit
sentezini engeller ve uyarilmis lenfositler tizerinde antiproliferatif etkileri vardir. Son

zamanlarda apopitozisi uyardiklar da gsterilmistir (116,117).

AZA ve 6-MP’nin, CH’da remisyonun uyarilmasinda ve devam
ettirilmesinde etkili oldupunu gosteren cahismalar meveuttur (118,119). Aktif
hastalikta en iyi tedavi rejimi baslangicta steroid gibi diger bir indiiksiyon tedavisi ile

birlikte tedaviye baglamlmasi, sonrasinda takipler ile doz ayarlamasi yapumastdir(1).

Metotreksat: Metotreksat bir folat analogudur ve dihidrofolat reditktaz’in
(DHFR) kompetetif inhibitoriidir (1). Metotreksat DNA sentezini engeller ve

azalmis proinflamatuar sitokin tiretimi ve lenfosit apopitozu gibi antiinflamatuvar
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etkileri meveuttur (1). Metotreksat, CH’da remisyon iditksiyonunda ve idamesinde
etkilidir (120, 121).

Siklosporin: Siklosporin siddetli UK’de kullamlmaktadir (122). 1L.v
kortikosteroid tedavisine direncli hastalarm %50-80°i, i.v siklosporin tedavisi ile
kolektomiden kurtulmaktadir (122).

Mikofenolat mofetil: Mikofenolat mofetil, mikofenolik asidin
esterlestirilmis bir 6n ilacidir. Mikofenolat mofetil yalniz guanozin nitkleotidlerinin
sentezini inhibe etmekle kalmayip, T ve B hiicresinin etkilerini dolayl yollardan
engeller. Bunlarla birlikte intestinal diiz kas ve fibronektin sentezimi engelleyerek

darlik olusumunu azaltabilir (1).

Takrolimus: Takrolimus oncelikli olarak allograft reddini engellemek igin,
kullanitan makrolid grubu antibiyotikdir (1). Siklosprine benzer sekilde kalsinSrin’e
baglaniy ve uyarimus T lenfosit transkiipsiyonunu baskilayarak ve T hiicresi
apopitozunu uyararak, IL-2, TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin
diizeylerini azaltrr, Aym zamanda IL-10 ve TGF-B salnumim artirabilir ve barsakta
lokal etkileri bulunmaktadir (1).

e) Biyolojik ajanlar

infliksimab: % 75 fare/% 25 insan anti-TNF-o monoklonal antikorudur.
TNF-o, IBH patogenezinde, merkezi birgok proinflamatuar stirece aracilik eder
(100). Infliksimab, liminal refrakter ve fistiilize CH icin onemli bir tedavi
segenegidir (100).  Onceleri ¢Ozinmiis haldeki TNF-a’ya baglanarak etki
gosterdigine inamlan Infliksimab, temel olarak membrana baglhi TNF-o’ya
baglanarak, antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite ile hticre lizisine yol acarak

veya kompleman fiksasyonu ile ve apopitozis ile etkisini gostermektedir (123).

Adalimumab: Insan TNF-o’sma kars1 yiiksek affinite ile baglanan insan
derive afir ve hafif zincir degisken bolgeleri ile insan IgGl sabit bolgesi igefen,
rekombinan insan IgG1 monoklonal antikorudur. Adalimumab, A.B.D ve Avrupada,
CH tedavisinde onaylanmstir. Yapilan ¢ahgmalarda, CH’da adalimumab grubunda,
plasebo grubuna goére Onemli oranda yiiksek remisyon oranlart izlenirken,
adalimumab alan grupta steroid tedavisine gdre Onemli oranda daha az devam

edildigi ve tama yakin fistiil iyilesmesi goriildiigti bildinlmistir (124).
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Sertulizumab: Sertulizumab pegol veya CDP870 Fab fragmam polietilen
glikol ile kimyasal olarak bagli monoklonal insan anti-TNF-o antikorudur.
infliximab ve adaliumab’m aksine apopitozisi indiklemez. Sertolizumab, CH’nin
remisyon indtksiyonu ve idame tedavisinde denenmistir ve plaseboya gére klinik

cevap ve remisyon oranlart belirgin olarak daha iyi bulunmusgtur (1)

Fontalizumab: Genis proinflamatuar aktivitesi olan IFN-y, deneysel hayvan
Kolit modellerinde ve CH’da mukozada yiiksek diizeyde bulunmustur. Fontalizumab,
IFN-y antikorudur. CH’da fontalizumab alan grupta, plaseboya gore daha yitksek

yamt oranlan gosterilmistir (1).

Selektif adezyon molekiil inhibitérleri: Vaskiiler alandan inflamasyonlu
dokuya lokosit gdeti, lokosit ve endotel arasindaki etkilesimler ile olmaktadir.
inflame endotelyum’a l6kosit adezyonu sncelikle o-4 ve B-2 integrinleri ile
gergeklesmektedir.  o-4 integrin, biitin  beyaz kirelerde sentezlenmektedir. a-4
integrini tamyan endotelial ligandlar vaskiiler hiicre adezyon molekiilit (VCAM-1) ve
mukozal adressin hilcre adezyon molekiillidiir (MadCAM-1). Natalizumab, o-4
integrini hedefleyen bir rekombinant antikordur. MLNO0204p7 ise heterodimerini

tantyan monoklonal bir antikordur (1).

Diger Biyolojik ajanlar: Visiluzimab, insan IgG2 monoklonal antikorudur
ve uyarilmg T hiicreleri tarafindan salgilanan, T hiicresinin CD3 zincirine baglanir.
IL-6 ise CH patogenezinde inflamatuar strecte $nemli rolii olan bir sitokindir. IL-6
sitokinine karsi monoklonal bir antikor olan , IL-6R un, deneysel kolit modellerinde,
adezyon molekiillerinin ve multiple proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
azaltg gosterilmistir. 1L-12, Thl aracil inflamatuar yamtta dnemli bir sitokindir,
Anti-IL-12 antikoru ile olan klinik yamtta, kolonik mononiikleer hiicrelerden IL-12,
IFN-y ve TNF-o salmnnda azalma oldugn goriilmiistir. Talidomid’in, anti-TNF-o
ve anti-IL-12 ozellikleri bulunmaktadir ve Talidomid ile IBH olanlarin biiytik

kisminda klinik yamt ve remisyon gozlenmigtir (1).

f) Probiotikler: Probiyotikler, CH’da indiiksiyon ve idame tedavisinde
denenmislerdir. Ancak defigik probiyotikler ile yapilan kiictik randomize ¢aligmalar

ile tutarsiz sonuglar elde edilmigtir (1).
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7.3.1. Inflamatuar Barsak Hastahilarinda Antioksidan Tedavi ve

Melatonin

Antioksidan maddelerin [BH’daki temel etkilerini aragtumak tlzere,
hayvanlarda yapilan deneysel kolit modellerinde, farkhi antioksidan maddelerin etkili
olduklan gosterilmistir. Ornegin; Trinitrobenzensulfonik  asit (TNBS) aracili
deneysel kolit modelinde, glutatyon desteginin, kolonik hasarn ve lipid
peroksidasyonunu dnemli derecede azalttify, dextran sodyum siilfat (DSS) aracil
deneysel kolit modelinde de kan glutatyon diizeylerinde diigme oldugu, fakat farkh
antioksidanlarm kullamilmasi ile kan glutathione diizeyinin normale dondugu
gosterilmistir (125, 126). Yapilan bagka bir cahismada, farelerde GSH-Px gen
ailesinin tiyeleri tahrip edildiginde, yasamlarmin 2-7. haftalan arasinda siddetli

ileokolit gelistirdikleri gdsterilmistir (127).

Antioksidan maddelerin, deneysel kolitin engellenmesi ve iyilestirilmesine
yonelik olarak yapilan farkh hayvan IBH modellerinde, IBH seyrinde giiglii etkileri

oldugu gosterilmistir (14).
2.3.2. Melatonin

fik kez 1958°de tammlanian melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin),
(Lerner ve arkadaglar1) omurgalilar tarafindan pineal bezde ve basta gastointestinal
kanalda olmak tizere, bir cok farkli organda sentezlenen gok yonli 6zellifi olan
hormonal bir molekiildiir (128). Melatonin biyosentezinde iki tane hiz kisitlayicy
enzimatik basamak mevcuttur (128). Bu enzimler ilk kez pinealositlerde tamumlanan,
fakat gastrointestinal kanalda enteroendokrin (EE) hiicrelerde de bulunan,
arilalkilamin-N-asetil  transferaz  (AANAT) enzimi ve  hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) enzimleridir (128). Triptofan dolagimdan alinarak, &nce
serotonine doniigtiiriiliir. Daha sonra serotonin, arilalkilamine-N-asetil transferaz
(AANAT) enzimi aracilif1 ile N-asetil serotonin’e déniistiriiliir. N-asetil serotonin
de, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi aracth@ ile melatonine
metabolize edilir. Melatonin, sentezlendikten sonra kapiller dolagima salmir ve
serebrospinal sivida daha yiiksek konsantrasyonlara ulastiktan sonra, viicuttaki diger
dokulara ulagir (129).



21

Memelilerde sirkardivan ritm, melatonin araciligi ile hipotalamusta
supraoptik kiazmada diizenlenir (129). Melatonin, salmumi karanlikta uyarilan
endojen bir nérohormon sinyaldir. Uyku ve uyaniklik déngiisti, piibertal geligim ve
mevsimsel uyumun saflanmast gibi fizyolojik grevleri vardir. Antioksidan etkisi
yanmnda, fizyolojik etkilerinin biiylik kismuni; membran MT1 ve MT2 reseptorleri
aracihif ile, kinon rediiktaz 2, kalmodilin, kalretikiilin, ve tiibiilin gibi intraselliiler
proteinlerle etkileserek gostermektedir. MT1 ve MT2 reseptdrleri, G protein baglh
reseptorler olup, santral sinir sisteminin defisik bolgelerinde, kan damarlari, meme
bezi, gastrointestinal kanal, karaciger, bobrek, safra kesesi, over, testis, prostat, deri

ve immiin sistem ile ilgili birgok periferal organda bulunmaktadir (1 29).

Melatoninin gastrointestinal kanalda; sirkardian uyum, serbest radikal
tutucu etk ile hiicre koruyucu etki, antioksidan ve ve antiinflamatuar tzellikler gibi
bir cok etkisi vardir ve Ozefajit, gastrit, peptik Ulser, pankreatit ve kolit gibi

gastrointestinal lezyonlar tizerinde fyilestirici etkisi bildirilmistir (128).
2.3.3. Melatonin Metabolizmasi

Dolagimdaki melatonin, temel olarak karacigerde iki basamakta metabolize
edilmektedir. Birinci basamak, sitokrom p450 monooksijenazlar (CYP1A2, CYPAL),
ve daha az oranda CYPIB1 ile 6. karbonun hidroksilasyonu ile 6-
hidroksimelatoninin olugturuldugu basamakdir. Bu tirlin, daha sonra sulfotransferaz
ile sulfat ile konjuge edilerek, 6-sulfomelatonin veya UDP-sulfoglukotransferaz ile

glukronik asit ile konjuge edilerek 6 hidroksimelatonin glukoronid olugturulur (130).

ikinci alternatif katabolik yol ise indol baginin, indol amin 2-3 dioksijenaz
ile veya miyeloperoksidaz ile okside edilerek acilmasi ile, N1-asetil-N2-formil5-
metoksikntiramin (AFMK) ara firliniiniin olan olusturulmasi, akabinde de daha stabil
olan Nl-asetil-5 metoxikniiramin’e (AMK) déniistiirtilmesidir. Melatonin hiicre
i¢inde ve hiicre diginda nonenzimatik olarak serbest radikaller ve diger oksidanlar ile
de metabolize de edilmektedir (131,132).

Melatoninin antioksidan ve antiinflamatuar etkinligi de, AFMK ve ANK
gibi kntiramine formlar: ile gergeklestirilir (132, 133). Kiigiik miktarlarda melatonin
ise idrar ile depismeden atilr. Melatonin ylksek lipofilite ozelligi nedeni ile

biyolojik membranlarin hepsini gecerek viicuttaki her hiicreye ve her hiicre igi
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organele ulasir. Melatonin’in birgok biyolojik etkisi membran reseptorleri aracilig
ile gergeklesirken, bazi etkileri reseptor bagimsizdir (134-136). MT1, M12, MT3 ve
diger reseptorler ile uyku egilimi, uyku/uyamklik hali, sirkardian ritm, kan basinei
regiilasyonu, immiin sistem aktivasyonu, serbest radikallerin detoksifikasyonu, GIS
mukozasinin, pankreasm ve karacigerin zehirli antijenlere kargi korunmass, timor
biiylimesi, kemik formasyonu ve birgok durumu igeren fizyolojik fonksiyonlarin

uyariimasi gergeklesmektedir (134).
7.3.4. Pineal ve Gastrointestinal Melatonin Arasmmdaki Farkhhiklar

Yapilan arastirmalar, pineal bez kaynakli ve gastrointestinal sistem kaynakl:
melatonin arasinda temel farkliliklar oldugunu gdstermistir. Pineal bezde {iretilen
melatonin, daha ¢ok endokrin etki gdsterirken, ekstrapineal melatoninin, parakrin ve
otokrin etkisi vardir (137, 138). Gece salgilanan melatoninin pineal kaynakl, giindiiz
salgilanan melatoninin  gogunlukla gastrointestinal kaynakli oldugn kabul
edilmektedir (139). Gastrointestinal dokudaki melatoninin konsantrasyonlari,
kandaki konsantrasyonunun 10-100 katindan fazladir. Gastrointestinal kanalin genis
yiizey alam bulunmasindan dolay1r da, melatonin gastrointestinal kanalda oldukga
yiiksek miktarlardadir. 1994 yilinda Gerald tarafindan, gece ve glindiiz herhangi bir
zamanda, gastrointestinal kanalm, pineal bezin en az 400 ka1 fazla oranminda

melatonin icerdigi gosterilmistir (140).

2.3.5. Melatoninin GIS Mukozasinda ve Karacigerdeki Lokalizasyonu

ve Sentexi

Melatonin gastrointestinal kanalda kismen parakrin etki gosterir, kismen de
karaciger tarafindan alinmak iizere portal dolagima katilir. Karacigerde metabolize
edildikten sonra safra vasitasi ile ince barsaga salinan melatonin daba sonra tekrar

enterohepatik dolagima katilir (128).

Gastrointestinal kanalin tiimiinde mukozal melatonin baglayict bblgeler
bulunmaktadir ve melatonin baglayie: bolgeler, ozefagusta diisik diizeylerde

izlenirken, kolonda en yiiksek diizeylerdedir (136).
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2.3.6. Melatoninin Antioksidan Etkileri ve Gastrointestinal Patolojilerin
Tedavisindeki Yeri

Melatoninin, serotonin tizerindeki inhibitdr etkisinin yaninda, bir vitamin
olarak da tanimlanabilir ve vitamin &zelligi ile, vitmain C ve E’den giiclii etkilidir
(141-144). Melatonin aym zamanda giicld bir antioksidan ve serbest radikal
tutucusudur (143-148). Melatonin, bu Szellikleri ile giiclil bir entiinflamatuvardir
(149, 150). Melatonin uygulanmast ile gastrointestinal immiin sistemin temel yapisi
olan, payer plaklarinin sayisinin ve buyiiklitklerinin artuf gosterilmistic (150).
Yapilan bir gahgméda, farelere bir hafta DSS uygulanarak kolit uyarildiktan bir hafta
sonra biitiin farelerde kilo kaybi, kanli diskilama ve gida aliminda azalma oldugu
gozlenmistir, Kolit gdzlenen farelerin kolon mukozasinda goblet hiicreleri ve
submukozada yogun lenfosit infiltrasyonu varligi gézlenmistir (151). 6-7 hafta, igme
suyy ile glinlikk DSS uygulanan farelere L.p melatonin uygulanmasinn 6-7 hafta stire
ile devam edilmesinin kolit bulgularinda gerilemeye neden oldugu ve bitiin farelerin

tekrar saghigina kavugtuklar: gozlenmistir (151).

Son dénemlerde IBH tedavisinde antioksidan ajanlarm kullanim glindeme
gelmemistir (14). Melatonin, antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri olan bir

molekiildir, Bugtine kadar kesin tedavisi bulunamamis olan IBH'na ¢Oziim

getirebilmek igin diizenlenen bu projede, kullamlan dekstran stilfat sodyum (DSS)
olit modeli insan tilseratif kolitindekine benzer dzelliklere sahiptir. Melatonin bu
modelde daha 6nce kullamlmug olmakla birlikte, biz caligmamizda i¢me suyu ile
bir hafta siire ile giinlik DSS uygulanmasi ile olusturulan akut kolit modelinde,

melatoninin koruyucu ve tedavi edici etkinligini aragtirdik.
2.4. DSS Kolit Modeli

DSS ilk defa Okayasu ve arkadaglan tarafindan kolit gelisiminde
lokositlerin roltinii arastirmak tizere kullamilmig ve oral yoldan % 5 DSS
uygulanmasinn, yalmz akut koliti deil, aym zamanda kronik koliti de uyardig
gBsterilmistir (152). 5-7. giin arasmda giinlik icme suyu ile birlikte %3-%5 DSS
uygulanmasinin, komplet kript kaybi, kolon epitelinin yenilenmesinde yavaslama ile
seyreden yaygin hasara neden oldugu gosterilmistir. Bu yenilenmenin asetik asit ve

etanol gibi maddeler ile yapilan diger akut kolit modellerinden daha yavas oldugu
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gézlenmistir (153). Bu modeldeki klinik pzellikler kilo kaybi, diskt kivamunmn
yumugamast/diare ve rektal kanamadir. Histopatolojik incelemeler, yaygm kript ve
epitelyal hasar, grantilosit ve monontikleer hiicrelerin vaygm infiltrasyonu ve siklikla
{ilserasyonun eslik ettigi doku odemi olugtugunu gostermigtir. DSS kolit modeli,
kronik kolit modelinden daha ¢ok akut modelidir ve patelojik skorlama genelde

kolonun en siddetli etkilenen kismu olan distal segmentinde yapilmaktacir (153).

Farelerde gdzlenen lezyonlarda, makrofajlardan IL-1B, IL-6 ve TNF-o.
firetiminin artmis oldugu gosterilmistir. Luminal bakterilerin, DSS kolitindeki
etkileri net olmamasina ragmen, DSS koliti antibiyotikler ile tedavi edilebilmektedir
(153). DSS kolitinin en erken akut bulgusu yaygn kript hasaridir. Kronik fazda (DSS
verilmesi kesildikten 14 giin sonra), yara iyilesmesi gérilen bdlgelerin lamina
propriasinda, bazal kisimlarda CD4+ T hiicreleri ve makrofajlarin, en stk bulunan
hiicreler oldugu gdzlenmigtir. CD4+ T hiicrelerinden, yiiksek seviyelerde IFN-y ve
IL-4 {iretildigi ve bu durumun, Thl ve Th2 hiicrelerinin her ikisinin de imumiin
uyarimma neden oldugu, ve kronik DSS aracilt kolitinde patojenik bir etkisi

oldugunu gosteribmistir (154).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma; Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Aragtirma Merkezi, Biyokimya ve Patoloji Laboratuvarlarmnda gerceklestirildi.
Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alindi ve

calismanuz etik kurul kurallarina uygun olarak yapildi,
3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada; 18 haftalik, 200-250 gr aguhifinda 76 adet erkek Wistar-
albino rat kullamildi. Hayvanlar deney siiresince standart nem, igik (12 saat glin
15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarnda (23 OC) bulunduruldu ve standart rat yemi

ile beslendi. Kaprofajiyi 6nlemek igin kafes icine tel altliklar yerlestirildi.

Her bir ratin yedigi yem ve igtigi su/D.S.S miktarimn belirlenmest igin ratlar
tekli kafeslere konuldu. Agirlik degisimlerinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma

boyunca her giin ratlarin agirliklan kaydedildi.
3.1.2. Kullanmilan Malzeme ve Aletler

Tablo 3.1: Kullanilan malzeme ve aletler

1 Sogutmalt santrifiij (Eppendorf MR - 5415, Almanya)

2 Derin dondurucu (Facis, Fransa)

3 Hassas terazi {Scaltec, Isvigre)

4 Vorteks (karistiricr) (Nitve NM 100, Tiirkiye)

5 Otomatik pipetler (Gilson, Fransa), (Eppendorf MR 5415, Almanya)

6 UV spektrofotometre (Shimadzu UV - 1601, Japonya)

7 Homojenizatdr {Ultra Turrax - T25, Almanya)

8 Sonifikator (Bandelin Sonoplus, Almanya)

9 Otoklav (Nitve EN 500, Ttrkiye)

10 Melatonin (Sigma-M5250, Amerika Birlesik Devletleri )

11 DSS (Fluka-RA105835, Fransa )

12 MPO (Immundiagnostik AG - K6631-061109, Almanya)

13 TNF-o (BioSource - KRC3011, Amerika Birlesik Devletleri)
14 IL-10 (BioSource — R121212A, Amerika Birlesik Devletleri)
15 MDA (BioSource - KRC0101, Amerika Birlesik Devletleri}
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3.2. Metod
3.2.1. Ratlarm Beslenme Modeli

Ttm ratlarin beslenmesinde standart rat yemi kullanildi. Kontrol gruplarina
deney boyunca standart gesme suyu verildi. Deney gruplarina ise gesme suyu icinde
¢bztinmiis (%2,5 DSS (w/v), Molektil Agirlign 5 000 ile 10 000 arasmda) solusyonu
verildi. Melatonin, (Absolil etanol ve % 0,9 NaCl (1/10) oraninda) ¢dzillerek i.p
uygulandi. Tiim gruplarin igtikleri gesme suyu ve uygulanan i.p melatonin 12 saat

arayla kontrol edilerek kaydedildi.
3.2.2. Xolit Uyariimas:

Deney gruplarina gesme suyu iginde ¢dziinmiis DSS 92,5 (w/v), Molekiil
Agirhig (5 000 ile 10 000 arasinda) solusyonu verildi. DSS solusyonu, 12 saatte bir
yeniden hazirlamldi ve titketilen miktar kaydedildi.

3.2.3. Deney Gruplarimin Olusturulmas: ve Deneyin Yapilmas

DSS ile ey zamanh Melatonin uygulama kolu: (Kontrol grubunda 6,

digerlerinde 8 sigan):
1) Grup (Kontrol):
e 1-7. glinlerde normal ¢esme suyu igtiler.
e 1-7. glinler, ip melatonin ¢8zgen sivist (MCS) uygulandi.
2) Grup (Model grup):
e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’1i su igtiler.
e 1-7. giinler, ip MCS uyguland.
3) Grup (Melatonin 0.5 mg/kg):
e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li su igtiler.
e 1-7. giinler, ip 0.5 mg/kg melatonin uygulandi.
4y  Grup (Melatonin 1 mg/kg):
e 1.7. giinlerde %2.5 DSS’li su igtiler.

e 1-7. glinler, ip 1 mg/kg melatonin uygulandi.
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5) Grup (Melatonin 2 mg/kg):
e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li igtiler.
e 1-7. giinler, ip 2 mg/kg melatonin uyguland:.

Deneyin sonlandirilmasi: Sekizinci gin sabah, intraperitoneal ketamin 80
mg/kg + xXylazine 10 mg/kg uygulanarak anestezive edilen sigcanlarmn agrhiklar:
5letildil. Servikal dislokasyondan sonra, batwnlari midline insizyonla agild:r (Diger

islemler asagida agtklanmustir).

DSS sonrasi Melatonin uygulama kelu: (Kontrol grubunda 6, digerlerinde 8

sicamn):

1) Grup (Kontrol):

e 1-7. giinlerde normal gesme suyu igtiler.

o 8-14. giinler, ip melatonin ¢8zgen sivist (MCS) uygulands.
2) Grup (Model grup):

e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li su igtiler.

s 8-14. giinler, ip MCS uygulandt.
3) Grup (Melatonin 0.5 mg/kg):

e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li su igtiler.

e 8-14. giinler, ip 0.5 mg/kg melatonin uygulandi.
4) Grup (Melatonin 1 mg/kg):

e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li su igtiler.

e 8-14. giinler, ip 1 mg/kg melatonin uyguland:.
5) Grup (Melatonin 2 mg/kg):

e 1-7. giinlerde %2.5 DSS’li su ictiler.

o 8-14. giinler, ip 2 mg/kg melatonin uygulandi.
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Deneyin sonlandirnlmast: 15. glin sabah, intraperitoneal ketamin 80 mg/kg +
xylazine 10 mg/kg uygulanarak anesteziye edilen siganlarm afuhiklart oletldd.
Servikal dislokasyondan sonra, batmlart midline insizyonla agildi (Diger islemler

asagida agtklannugtir).
3.2.4. Doku Orneklerinin Almmasi

DSS ile es zamanli melatonin uygulama kolundaki ratlar, 8. giindl ve DSS
sonrasi Melatonin uygulama kolundaki ratlar, 15. glinii sabahi intraperitoneal ketamin

(80 mg/kg) + xylazine (10 mgrkg) ile anasteziye edilen sicanlarin:
Once agirhiklan tartildi.
Servikal dislokasyonla yagamlarina son verildi.

Ratlarin mid-line insizyonla batinlari agilarak kolonlar tiimityle ( kolo-¢cekal

bileskeden, antise kadar) gikarildi.

Kolon longitudinal olarak agildi. Kolon PBS ile yikanarak kurutma kagida

ile kurutuldu.
Tiim kolon agirlif tartildu.
Tiim kolonun uzunlugu dl¢tildd.
Kolonun distal 10 em’lik bslimii ayriida,
Distal 10 cm’lik bslimiin agirhg Sleiildd.

Daha 6nce longitudinal olarak agilan kolon, sonra Jongitudinal olarak
tiimiiyle ikiye aynldi. Sol laterali histolojik incelemede kullanildi. Kolonun sag

laterali, biyokimyasal incelemelerde kullamldi.
3.2.5. Klinik Degerlendirme

Caligma siiresince ratlann klinik degerlendirmesi, Cooper ve arkadaslarinin
geligtirdigi bir yontem olan, hastalik aktivite indeksi (HAI) degerlendirmesi ile
yapilds (133). Indekste viicut agulify, agikar rektal kanama ve digki kivaminin
incelenmesi yer almaktadir. Deneysel kolit modellerinde, HAI giintik olarak
hesaplanmakta ve DSS aracili kolite yonelik tedavi denemelerinde, HAI skorlarinda
diisme gdzlenmesi yol gosterici olmaktadir. Her parametre 0 ile 4 arasinda deZisen

bir skala ile evrelendirilip, her 3 skorun toplanmasi ve sonucun orfalamasinin



alinmast ile elde edildi. Calismanizda ratlarm HAT'L gintiik olarak hesapland: (153).

HAT skorlandirma metodu Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. HAI

Skor Kilo kayb Diski kivam Rektal kanama
0 (=) Normal Normal
1-5
2 5-10 Yumugak
3 10-20
i >20 Ishal Rektal kanama

3.2.6. Kolitin Mikroskepik Degerlendirmesi

Sakiifiye edilen ratlardan alinan kolon srmekleri % 10°luk formaldehit
lullanilarak fikse edildi. Parafin bloklar olugturuldu. Olusturulan parafin bloklardan
5 pm kahnliginda kesitler almarak lam iizerinde preparatlar hazirland1. Histopatolojik
inceleme icin hazirlanan preparatlar hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak 151k
mikroskopunda (x100, x200 ve x400 bityiitmede) degerlendirme yapilarak lezyonlar
skorlandi (155). |

Tablo 3.3: Kolitin Mikroskopik Degerlendirmesi

Ozellik Skor
Epitel

Normal morfoloji 0
Goblet hiicrelerinde kaymp 1
Genis alanlarda goblet hiicre kaybi 2
Kript kaybt 3
Genis alanlarda kript kaybt 4
inifiltrasyon

infiltrasyon yok 0
Kriptler ¢evresinde infiltrasyon 1
Lamina(L) muskitlaris mukozaya ulagan infiltrasyon 2
L. muskiitaris mukozaya ulagan agw infiltrasyon ve mukozanm agir1 6demle 3
kalinlasmasi

L. submukozann infiltrasyonu 4
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3.2.7. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney Icin Hamrlanmasi

Kolon dokularmin homojenizasyonunda ve biyokimyasal caligmalarda
pH:7.4 olan 0.05M PBS kullamlda.

Homojenizasyon islemi bastangicinda kolon dokularnin vag agurbklan
tartild. Dokularn soguklugu muhafaza edilerek cam tlipe konuldu. Dokularn
tizerine agrhgmn 10 kat1 olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar1 kaydedildi.
Plastik kaplar igine buz dolduruldu ve cam titpteki dokular plastik kaplarmn igerisine
yerlestirilerek 16000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Daha sonra buz dolu
plastik kaplar icinde 30 saniye sonifikasyon yapildi. Homojenatlar; 1sist
artiriimadan, 5000 devir/dakika hizinda 10 dakika streyle santrifiij edilerck
stipernatanlar1 eppendorf tiiplerine konuldu. Tiipler numaralandiriidi. Dokularin yas

agirliklart ve eklenen tampon miktar kaydedildi (75).
3.2.8. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler Stleyman Demirel Universitesi Biyokimya

Anabilim Dali laboratuvarinda yapilmigtir.
Kolon dokusunda;
MPO (Immun diagnostik ELISA)
TNF-a (Biosource ELISA)
IL-10 (Biosource ELISA) aktivieleri ELISA ile ¢alipldu.
MDA (Immundiagnostik HPLC) seviyesi HPLC yéntemi ile olgtildi.
Homojenat protein tayini Lowry metodu ile yapildi (156).

Myeloperoksidaz: MPO, nétrofillerde ve daha kiictik miktarlarda, makrofaj
ve monositlerde bulunmaktadir. Nétrofillerden olugan orneklerde, MPO aktivitesi,
hilcre sayist ile dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir ve MPO &lgtimt, akut
intestinal inflamasyonun derecesini degerlendirmek igin faydali bir yontemdir (157).
DSS’nin %0,5°lik oraninda uygulandiginda, kolon dokusunda, 15kositoz ile birlikte,

MPO aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (158).

IL-10: ilk defa 1989 yilinda, bir sitokin-sentez inhibitérti olarak

tammlanmigtr, 1L-10"un, aktif makrofaj, monosit ve dentritik hiicreler tizerine
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inhibitor etkilerinin oldugu ve Thl hiicreleri tarafindan, IFN-y ve IL-2’yi baskiladigt
bilinmektedir (159).

Malondialdehid: Lipid peroksidasyonu viicutta ¢ok farkli yollar ile
sloiilebilmektedir. Lipid oksidasyonunun 6lglim yontemlerinden bir tanesi de
tiyobarbiitirik asid (TBA) ile etkilegen madde Sl¢timiidtr. Dokuda TBA ile etkilegen
madde &l¢timii sonuglarinm hepsi lipid peroksidasyonu ile alakali olmayabilir. TBA
testinde 6nemli bir gelisme malondialdehide (MDA)-TBA’nmn HPLC yontemi ile
izole edilmesidir. MDA lipid peroksidasyonu sonucunda olusan aldehid triinlerinden
bir tanesidir ve serbest radikal hasari sirasinda dokularda artis gBsterdigi
bilinmektedir (66).

3.2.9. Istatistiksel Degerlendirme

Olctim verileri ortalama =+ standart hata seklinde sunuldu. Histolojik skorlar
hem ortalama + standart hata, hem de ortanca (minimum-maksimum) degerleriyle
verildi. Gruplar arasindaki kantitatif verilerin farklilasmasmin Onemi tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi ve varyans analizinde anlamli farklilagma
saptanmissa post hoc Tukey testi ile ikili kargilagtirmalar yapildi. Deney gruplan
arasindaki histolojik skorlarin farklibigim degerlendirmek ig¢in Kruskall-Wallis
analizi kullanildi. Kruskall-Wallis testi nemli farklilagma gdsterirse, hangi grubun
digerinden farkli oldugu Mann-Whitney u testi ile aragturilds. Onemlilik diizeyi P <
0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR (BENEY 1)

4.1. Deney 1. Ratlarin Giinlitk Agirhik Degisiklikleri

Ratlarn ¢aligma boyunca giinliik olarak agirhklar oleiildd. Calisma

stiresince, ratlarn ginlik apwliklart agismdan gruplar arasinda anlamh farkiihk

saptanmadi. Ratlarm gruplara gore glinlitk agirhik degisiklikleri Tablo 4.1°de, grafik

olarak Sekil 4.1’de gdsterilmigtir,

Tablo 4.1: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlann gruplara gore
giintitk agurlik degisiklikleri

Lgin 2.giin 3.ziin 4.giin 5.giin 6.giin T.giin 8.giin
¢ | Kontrol [245.00516,611245,70+16,79|248,67:16,90|249,6716,71 |252,67416,70253,83:16,89|256,00+16,80/257,33416,84
2 “gl‘f’l‘l’;' 254,0047,21 | 248,1347,36 | 231,6328,80 | 237,1348,80 | 239,25+8,59 | 244,3828,00 | 238,38+8,41 | 231,6348,80
3 %‘?;‘J;’E!;‘ 249.75:8,81 | 245,2548,76 | 226,88+8,72 | 233,388,209 | 235,0049,16 | 237,5029,75 | 231,6339,72 | 225,6349,49
4 | Melatonin o0 0.0 oo | 0sa 134530 | 237,1325,76 | 245,5044,99 | 245,7556,32 | 243,756,40 | 245,3846,24 | 240,50
Ime/kg 50+5,68 | 254,13%5,39 | 237,135, 15044,99 | 245,75%6, 3,756, 5,386, 504575
g | Melatonint o 000 05 [ 248 754883 | 231,8828,50 | 237,88+8,21 | 233,88+7,34 | 240,007,84 | 235,3826,92 | 228,0047,58
2mg/ke 878, s ; s . , ) 8827, 40,00+7,84 1 235,386, 0073
PANOVA)[  (ns) {ns) (ns) {ns) (ns) {ns) (ns) {ns)
280
270 _ . T T
260 - F T I S
B 250 | b L |2
'E AN . ::_ . K -+~
£ 240 bt AN T e e ——3
Ear] C \ T T e 4
1] =
230 L i P T T == | 5
220 T
i
2‘;0 e 1 T 1 1
1 2 3 4 5 8 7 8
gtinler

Sekil 4.1: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarin gruplara gore glinliik agirhik

degisiklikleri
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4.2. Deney 1. Klinik Degerlendirme
Ratlarin ¢aligma boyunca HAI gtinhiik olarak hesapland.

Calismanin 2. ve 3. giiniinde, kontrol grubundaki HAIL, model gruba,
melatonin 0,5 mg/ke/giin, melatonin 1 mg/ke/gin ve melatonin 2 mg/kg/glin

uygulanan gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,001).

Cahigmanm 5. 6. ve 7. glinlerinde, hastalik aktivite indeksi, kontrol
grubunda, model gruba gére anlaml derecede diisiik bulundu (p=0,001, p=0,001,
p<0,001).

Calismanin 4. ve 8. glinlerinde, hastalik aktivite indeksi, kontrol grubunda,
model gruba ve melatonin 0,5 mg/kg/glin uygulanan gruba gore anlamli derecede

diisiik bulundu (4.gtinde, p=0,001, 8.giinde p<0,001).

Hastalik aktivite indeksi’nin, 7. glinde ve 8. glinde model grupta en yiksek
deerlerine ulastigi gozlendi. Hastalik aktivite indeksinin, kontrol grubu digmdaki

tiim gruplarda, en yiiksek degerine 7. giinde ulagtif gozlendi.

Melatonin uygulanan gruplarda, HAI 4. giinden itibaren, model gruba gore

daha diisitk seyretmesine ragmen, bu istatistik olarak énemli bulunmadi.

4. giinde 1 ve 2 mg/kg/gin melatonin uygulanan, 5, 6 ve 7. giinlerde 0,53, 1
ve 2 mg/kg/giin uygulanan siganlardaki HAI kontrol grubundan farkli deildi.
Ratlarin gruplara gdre ¢alisma boyunca hastalik aktivite indeksleri Tablo 4.2’°de,
grafik olarak Sekil 4.2°de gosterilmigtir.
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Tablo 4.2: DSS ile es zamanli melatonin verilen ratlarin calisma boyunca
glinliik hastalik aktivite indeksleri

2.giin 3.giin 4.gtin 5.giin 6.giin 7.g6n 8.giin
1 [Kontrol 0,000,00 | 0,00£0,00 | 0,0040,00 | 0,00£0,00 0,000,00 | 0,000,00 | 0,00%0,00
3 |Model grup | 0,2920,04 | 0,71+0,08 | 1,7120,31 |1,9620,32| 2,1320,37 2,5040,34 | 2,460,40
5 [Melatonln | 55,005 | 710,04 | 1,2120,28 | 1,13£0,32| 1,20£0,39 | 1,46%0,36 1,7140,38
0.5 mg/kg
4 ?ﬁ;‘*};‘;‘““ 0.3320,00 | 0,6720,06 | 0,9240,27 |1,0020,39| 1,290,35 | 1,42+0,41 | 1,2920,36
5 [Melatonin | 4 35,6 60 | 0,6740,00 | 0,7520,20 |1,1320,25| 1,0040,29 | 1,25%0,35 | 1,2520,29
2mg kg
P(ANOVA) | p<0,001 | p<0,001 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 p<0,001 | p<0,001
P (Posihoc |1-2p<0,001 |1-2p<0,001 |1-2p=0,001|12p=0,001{1-2p=0,001 1-2p<0,0011-2p<0,001
Tukey test)  |1-3p<0,001 |1-3p<0,001| 1-3p<0,05 1-3p<0,05
1-4p<0,001 | 1-4p<0,001
1-5p<0,001 {1-5p<0,001
3 -
25 | [ ]
L | 2.
ERE /] T Zeaetc S BN,
1 / = 4
—
3,5 g
R 5 &8 s S
2 3 4 5 [} 7 8
gilnler

Sekil 4.2: DSS ile eg zamanlt melatonin verilen ratlarin galigma boyunca giinluk
hastalik aktivite indeksleri

4.3. Deney 1. Kolonun Agwhk, Bey ve Agirhik/Boy Olgitmleri Sonucu

Elde Edilen

Veriler

Kolon Agirhg: Kolon agirligs, model grupta, kontrol gruba gore anlamh

derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Kolon agirliklari, melatonin 1 mg/kg/glin

uygulanan ve melatonin 2 mg/kg/glin uygulanan grupta, model gruba gdre anlamli
derecede diisiik bulundu (p<0,01, p<0,05).

Kolon uzunlugu: Kolon uzunlugu, model grupta, kontrol grubuna gore

anlamli derecede kisa bulundu (p=0,001). Melatonin 1 mg/kg/glin ve melatonin 2
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mg/ke/giin uygulanan grupta, kolon uzunlukiars, model gruba gore anlamh derecede
yitksek bulundu (p=0,001, p<0,01).

Kolon agulik/boy oram: Kolon agirlik/boy oranlari, kontrol grubunda,
model gruba ve melatonin 0,5 mg/kg/glin uygulanan gruba gére anlaml derecede,
disiik bulundu (p<0,001, p<0,05). Melatonin 0,5, 1 ve 2 mg/kg/giin melatonin
uygulanan gruplardaki, agrhk/boy oranlar;, model gruba gore anlamli derecede
diisiik bulundu (p<0,001). Ratlarm gruplara gore kolon agirhklari, kolon boylari,
agirhik/boy oranlari Tablo 4.3°de, grafik olarak Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5°de gOsterilmistir.

Tablo 4.3: DSS ile eg zamanh melatonin verilen ratlarda, kolonun agulik,
boy ve agiriik/boy Slglimleri sonucu elde edilen veriler

Kolon AgirhEr Kolon Boyu Agirhk/Boy Oram
1. Deney Gruplar (ar) (crn) (%)
1.Grup (Kontrol) 2,35£0,05 16,030,35 0,140,004
2.Grup (Model grup) 2,8540,07 13,7520,37 0,2040,008
3.Grup (Me‘a‘;’“‘“ 0,5mg/kg 264 0,06 14,7140,21 0,180,004
4.Grup (Melatonin Img/kg ) 2,50£0,08 15,0040,41 0,150,006
5.Grup (Melatonin 2mg/kg ) 2,53+ 0,05 15,68+0,38 0,160,005
P (ANOVA) p<0,05 p<0,01 p<0,001
1-2p<0,001
1-2p<0,001 1-2p=0,001 1-3p<0,05
(Post hoc Tukey test) 2-4p<0,01 2-4p=0,001 2-3p<0,05
2-5p<0,05 2-5p<0,01 2-4p<0,001
2-5p<0,001
3,5 o
# Kolton agirhg

Sekil 4.3: DSS ile e zamanh melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolon

agirhiklan
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18
16
14
10

m Kolon uzuniugu

[ T SR SR ) R 6 5

Sekil 4.4: DSS ile e zamanh melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolon
uzunluklar

0,25 -

0,2

0,15

& Adwlik/boy

Sekil 4.5: DSS ile e zamanlt melatonin verilen ratlarin gruplara gdre agirlik/boy
oranlarl

4.4. Deney 1. Kolitin Mikroskopik Skorlamas:

Mikroskokpik kolit skorlamas, kontrol grubunda model gruba gore anlaml
derecede disiik bulundu (p=0,001). Melatonin 0,5 mg/kg, 1 mg/kg ve 2 mg/kg/ giin
uygulanan gruplarda, model gruba gbre anlaml derecede disstk bulundu (p<0,05,
p<0,05, p<0,01). Gruplara gore mikroskopik skorlama sonuglari Tablo 4.4°de ve
grafik olarak $ekil 4.67da gosterilmistir.



Tablo 4.4: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarin  kolitin
mikroskopik skorlamas:

Gruplar Mikreskopik Skor
1.Grup (Kontrol) 0,1640,16
0 (0-1)
2.Grup (Model grup) 4.00+1,01
4 (1-8)
3.Grup (Melatonin 1,28+0,99
0,5mg/kg) 4 (0-7)
4,.Grup (Melatonin 1,50+0,80
img/kg) 4 (0-6)
5.Grup (Melatonin 1,0£1,00
2mg/kg) 4 (0-8)
Kruskal ~Wallis p<0,01
Mann-Whitney u Test 1-2p=0,001
2-3p<0,05
2-4p<0,05
2-5p<0,01

Veriler, tistte ortalama + standart hata, altta ortanca (minimum-maksimum)

olarak verilmistir.
6 -
5 -
4
3
5 m Mikroskopik skorlama
1
0 o
1 2 3 4 5

Sekil 4.6: DSS ile eg zamanli melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolitin
mikroskopik skorlamasi
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4.5. Deney 1. Biyokimyasal Analizler
4.5.1. Deney 1. Kolon Dokusunda MDA Diizeyi

Melatonin 2 mg/kg/giin uygulanan grupta, 4, 7, ve 8. ratlar, model grupta 4.
rat MDA dtizeyleri, ok ekstrem oldugu igin analiz digi tutuldu. Kolon dokusunda
MDA diizeyleri kontrol grubunda, model gruba gore anlamh derecede diisiik bulundu
(p=0,001). Melatonin 1 mg/kg/giin uygulanan grupta, model gruba gdre anlaml
derecede diistik bulundu (p<0,001). Melatonin 1 mg/kg/glin uygulanan grupta,
melatonin 0,5 mg/kg/giin uygulanan gruba gére anlamh derecede diisiik bulundu
(p<0,05). Gruplara gére doku MDA dijzeyleri Tablo 4.5’de, grafik olarak Sekil
4,7’ de gosterilmistir.

Tablo 4.5: DSS ile es zamanli melatonin verilen ratlarin deney gruplarina
gtre kolon MDA aktivitesi

Gruplar MDA (mmol/gr/protein)
1.Grup (Kontrol) 1,47+0,43
2.Grup (Model grup) 3,40+0,28
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 2,42+0.22
4.Grup (Melatonin Img/kg) 1,30+0,26
5.Grup (Melatonin 2mg/kg) 2,3540,16
P (ANOVA) p<0,001
P (Post hoc Tukey test) 1-2p=0,001

2-4p<0,001
3-4p<0,05
4
3,5
3
2,5
2
5 MEOA
1
0.5
Q
4 5

Sekil 4.7: DSS ile es zamanli melatonin verilen ratlarn kolon dokusunda MDA
diizeyi
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4.5.2. Deney 1. Kolon Dokusunda TNF-o Diizeyleri

Model grupta, 4. rat TNF-o. dizeyi, ¢ok ekstrem oldugu igin analiz dist
tutuldu. Gruplar arasinda kolon dokusunda TNF-o, diizeylerinde anlamli farklihk
gizlenmedi. Istatistik olarak anlaml bulunmasa da, model gruptaki ortalama TNF-a
diizeyi, kontrol grubunun yaklagik 2 katina yakindr, 1 mg/kg ve 2 mg/kg melatonin
uygulanan siganlardaki TNF-o diizeyi kontrol grubundakine yakindi. Gruplara gbre
doku TNF-« diizeyleri, Tablo 4.6°da grafik olarak Sekil 4.8°de gdsterilmistir.

Tablo 4.6: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarin deney gruplarina
gtre kolon TNF-o aktivitesi

Gruplar TNF-a (pgmg/protein)
1.Grup (Kontrol) 14,09 +2,75
2.Grup (Model grup) 25,73 £ 7,97
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 22,13 £4,91
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 10,43 :£ 1,48
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 14,43 + 2,87
P (ANOVA) (ns)

P (Post hoc Tukey test)

40
35
30
25
20
15 # TNF-alfa
10

5

0]

1 2 3 4 5

Sekil 4.8: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarm kolon dokusunda TNF-o,
diizeyleri
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4.5.3. Deney 1. Kolon Dokusunda IL-10 Ditzeyleri

Kontrol grubunda; melatonin 0,5 mg/kg gore anlamli derecede yiikseklik
gozlendi ( p<0,05 ). Gruplara gore doku IL-10 diizeyleri, Tablo 4.7°de grafik olarak
Sekil 4.9°da gdsterilmigtir.

Tablo 4.7: DSS ile es zamanli melatonin verilen ratlarin deney gruplarina
gore kolon IL~- 10 aktivitesi

Gruplar IL-10 (pg/mg/protein)
1.Grup (Kontrol) 12,67 =+ 1,63
2.Grup (Model grup) 844 +£1,11
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 7,80+ 041
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 9,90 £ 0,94
5.Grup (MelatoninZmg/kg) 9,32 4+ 0,89
P (ANOVA) p<0,05
P (Post hoc Tukey test) 1-3:p<0,05
16 |
14 T
12
10
8
6 @ 110
4
2
D T

Sekil 4.9: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda IL-10
diizeyleri
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4.5.4, Deney 1. Kolen Dokusunda MPO Aktivitesi

Gruplar arasinda MPO aktivitesinde anlamh derecede farklilik gdzlenmedi.
Gruplara gore doku MPO diizeyleri Tablo 4.8’de grafik olarak Sekil 4.10da

gosterilmistir.

Tablo 4.8: DSS ile es zamanli melatonin verilen ratlarin deney gruplarna
gdre kolon MPO aktivitesi

Gruaplar MPO (ng/mg protein)

1.Grup (Kentrol) 6,21 + 0,59
2.Grup (Model grup) 6,19 + 0,40
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 5,48 + 0,32
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 6,28 + 0,55
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 6,62 £ 0,67

P (ANOVA) (ns)

P (Post hoc Tukey test)

B MPO

0 o MW R N

Sekil 4.10: DSS ile es zamanh melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda MPO
aktivitesi
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5. BULGULAR (DENEY 2)

5.1. Deney 2. Ratlarin Giinliik Agirhik Degisiklikleri

Model grupta. 4. rat, 4. giin exitus oldugundan, bu ratla ilgili tim veriler
degerlendirme diginda tutuldu. % 2,5'luk DSS ile kolit gelitirilen siganlarda, 2.
Gunden itibaren kilo kaybi gozlendi. Cabgmamn 12. giinlinde, model grupta,
ortalama sican agirligs, kontrol grubuna gore anlamli derecede disiik bulundu
(p<0,05).

Model grupta ve melatonin 0,5 mg/kg/giin uygulanan grupta, 13. giine kadar
kilo kayb1 oldugu gozlenirken, melatonin 1 mg/ke/glin ve melatonin 2 mg/kg/glin
uygulanan grupta, 11. giine kadar kilo kaybi oldugu gdzlendi. Model grupta, 13.
giinde, kilo artis1 oldugu gozlenirken, melatonin 1 ve 2 mg/kg/giin uygulanan grupta
12. giinde kilo artist gdzlendi. Ratlarm gruplara gore ginlik agirhk degisiklikleri
Tablo 5.1°de, grafik olarak Sekil 5.1°de gdsterilmistir.

Tablo 5.1:DSS sonrast melatonin verilen ratlarmn gruplara gdre giinlik
agirlik degisiklikleri

1.glin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin 7.elin 8.glin
L | Kontrol |250,17%12.54253.00413,131251,17612,64(254,50£12,75|253,83:£12,66[252,83+12,55 |254,00412,92|253,1 712,68
2 I‘;l?:f;' 264.7147,06 | 259,1456,96 | 256,5726,77 | 24743£7,49 | 252,29%5,65 | 247,71£6,79 | 238,5726,55 | 232,436,28
3 ;(\34;1:;;;:; 258,0026,65 | 252,13:£7,50 | 249,88+8,02 | 240,13£9,94 1242,75210,02)245,88+10,89/235,7510,621232,88+10,57
5
4 “"ler;‘gfk‘;‘" 246,6346,11 | 242,0046,05 | 239,50:6,06 | 236,0057,70 | 237,3847,26 | 245,0068,12 | 231,50£7,27 | 224,1326,25
Melatonin
5| amerkg | 2016327,70 | 256,0047,68 | 246,8847,32 | 246384738 | 243505745 239,757 41 | 233,5047,44 | 229,5047 32
PANOVA)  (@s) (ns) (ns) (ns) (as) (ns) (ns) (ns)
P (Post hoe
Tukey test)
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9.géin 10.gitn 11.glin 12.giin 13.giin 14.giin 15.giin

Kentrol  |254,00£12,22|254,67+12,55(254,17=12,79 256,83+11,581255,33£12,80{256,50+13,28{256,83£12,35

Model

grup 229,7145,96 | 225,1425,90 | 221,4325,61 | 214,86+5,21 217,86+5,28 | 221,71x3,23 | 224,57%5,33

3";‘;2‘;{‘; 226,6349,36 | 223,13£9,39 | 224,889,63 | 220,13+8,81 | 223,6348,79 | 227,6348,83 | 231,50=8.87
t

1;‘:;;?;‘;‘““ 2122055772 | 225,3867,36 | 222,5047,63 | 225,5068,97 | 228,25+8,85 | 232,2548,73 | 230,3848,85

gf:ia}l(:;i“ 227,50+6,76 | 224,38+6,10 | 222,2545,86 | 231,2548,22 | 234,38+8,33 | 233,1348,35 236,00+9,28

P(ANOVA) {(ns) {(ns) (ns) P<0,05 (ns) (ns) (ns)
1-2p<0,05
280 -
270 - - e e
260 - ™~ T T. T 1— T -I f”“_—“"";
-~ - | et ‘
B 250 - R ——2
2 \ SRR R R T N
,é 240 T .l_\ & S i A\ o i - T ———'::: 4‘
] ol PO
220 - T Y et A E
210 T T T T T T v El T T T T T T +
41 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t 12 13 M4 1
giinler

Sekil 5.1: DSS sonras: melatonin verilen ratlarin gruplara gére giinlik agirlik
degisiklikleri

5.2, Deney 2. Klinik Degerlendirme

Ratlarin calisma boyunca HAI giinlitk olarak hesaplandi. Caligmanin 3.
giiniinde, HAI bakimindan gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi. 3. giin disinda,
caligmamn 2. giinfinden 15. gliniine kadar, hastalik aktivite indeksi kontrol grubunda,

model gruba ve melatonin uygulanan gruplara gore anlaml derecede diisiik bulundu.

13. giinde, kanh digkilama, model grupta 3 ratda, devam ederken, melatonin
0,5 mg/kg/giin uygulanan grupta, iki ratta, melatonin 1 mg/kg/glin uygulanan grupta

bir ratta devam ettigi, melatonin 2 mg/kg/gin uygulanan grupta ise kanh digkilama




44

olmadigs gbzlendi. 14. giinde ise hicbir grupta kanlh diskilama goézlenmedi. Model
grupta ve melatonin uygulanan gruplarda, digki kivaminda yumusanin devam ettigi,
ancak disks kivaminda gézlenen yumugamanm sikhiginmn da melatonin 2 mg/kg/gtin

uygulanan grupta en az oldugu gozlendi.

Model grupta, HA’nin en yitksek degerine 9. giinde ulagtigi, sonrasinda da
diismeye basladigs gozlendi. 9-14. giinlerde, melatonin uygulanan gruplarda, model
gruba gre, HAI'inde daha zh disme oldugu gézlendi. Ratlanin gruplara gére
giinliik HAT degisiklikleri Tablo 5.2’de, grafik olarak Sekil 5.2°de gésterilmistir.

Tablo 5.2: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin ¢alisma boyunca giinlik
hastalik aktivite indeksleri

2.¢glin 3.giin 4.gtin 5.giin 6.giin 7.giin 8.giin
1 |Kontrol 0,0040,00 | 0,00£0,00 | 0,00£0,00 | 0,000,00 | 0,00£0,00 | 0,00£0,00 | 0,00:£0,00
2 \Model grup 0,3340,00 | 0,42£0,09 | 1,7120,35 | 1,3320,23 | 1,7620,35 | 2,23£0,09 | 2,5240,20
3 ;‘gc/‘;;"“i“ 05 10332006 | 03320,06 | 1,6260,37 | 1,62£0,28 | 1,62£0,33 | 2,1240,24 | 2,33£0,30
4 fj’{'ﬁf’"“i” 0,3320,00 | 0,54+0,25 | 1,62£0,42 | 1455025 | 1,5420,19 | 1,9120,23 | 2,3340,21
5 g‘;’g;;;i“ 0.29£0,07 | 0,50£0,08 | 1,70£0.38 | 1,0520,42 | 1,66:0,36 | 2,1620,19 | 2,3720,18
P(ANOVA) p<0,001 (ns) p<0,05 | p<0,01 | p<0,01 | p<0,001 | p<0,001
£-2p=0,001 1-2p<0,05 |1-2p<0,05 | 1-2p<0,01 | 1-2p<0,001 | 1-2p<0,001
P (Post hoc Tukey |1-3p<0,001 1-3p<0,05 | 1-3p<0,01 | 1-3p<0,01 |1-3p<0,001]|1-3p<0,001
test) 1-4p<0,001 1-4p<0,05 | 1-4p<0,05 | 1-4p<0,05 | 1-4p<0,001 | 1-4p<0,001
1-5p<0,01 §-5p<0,05 | 1-5p=0,001| 1-5p<0,01 | 1-5p<0,001 | 1-5p<0,001
9.giin 10.giin 11.giin 12.¢iin 13.giin 14.giin 15.giin
1 |Kontrol 0,00£0,00 | 0,000,060 | 0,0020,00 | 0,00:0,00 | 0,00+0,00 | 0,0020,00 | 0,00£0,00
2 |Model grup 2,76+0,22 | 2,6620,14 | 2,5240,06 | 2,33£0,23 | 1,8520,29 | 1,52%0,12 | 0,710,08
3 [Melatonin 0.5 275026 | 2,580,18 | 2,1240,23 | 1,95£0.26 | 1,5840,24 | 1,2540,16 | P01
mglkg
4 |Melatonin 1 mg/kg | 2,75:0.20 | 2,25:0,19 | 2,00£0.26 | 1,83+0,20 | 1,1620,27 | 0,8720,23 | 70019
5 iMelatonin 2 mg/kg | 2,45+0,25 § 2,20+0,12 | 1,9120,30 | 1,75+0,23 | 1,29+0,14 | 1,00%0,17 0,66+0,14
P(ANOVA) p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,05
1-2p<0,001 | 1-2p<0,001 | 1-2p<0,001 | 1-2p<0,001 | 1-2p<0,001 | 1-2p=0,001| 1-2p<0,05
P (Post hoc Tukey | 1-3p<0,001 | 1-3p<6,001 | 1-3p<0,001| 1-3p<0,001 | 1-3p<0,001 | 1-3p<0,001|1-3p<0,05
test) 1-4p<0,001 | 1-4p<0,001 | 1-4p<0,001 | 1-4p<0,601 | 1-4p<0,05 {1-4p<0,05 |1-4p<0,05
1-5p<0,001|1-5p<0,001{1-5p<0,001| 1-5p<0,001 | 1-5p<0,01 {1-5p<0,01 |1-5p<0,001
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HAl

glinler

Sekil 5.2: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin calisma boyunca giinliik hastalik
aktivite indeksleri

5.3. Deney 2. Kolonun Agirlik, Boy ve Afirhk/Boy Olcitmleri Sonucu
Elde Edilen Veriler

Kolon agirlign

Kontrol grubundaki kolon agihgi, model gruba ve 0.5 mg/kg melatonin

uygulanan gruba gére anlamli derecede diistik bulundu.
Kolon uzunlugu:
Gruplar arasinda, kolon uzunluklar: bakimindan anlamh farka rastlanmadi.
Kolon agirlik/boy orani:

Gruplar arasinda, kolon kilo/boy orani, kontrol grubunda, model gruba ve
0,5 mg/kg melatonin uygulanan gruba gére anlamli derecede diigiik bulundu. Ratlarin
gruplara gore kolon agurhiklar, kolon boylari, agulik/boy oranlan Tablo 5.3’de,
grafik olarak Sekil 5.3, 5.4 ve 5.5°de gosterilmistir.
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Tablo 5.3: DSS sonrast melatonin verilen ratlarda kolonun agirhik, boy ve

kilo/boy 8l¢limleri sonucu elde edilen veriler

2. Deney Gruplar Kolon Agirhg (gr) | Kolon Boyu (cm) Aglrhk/‘i(;y Oran:
1.Grup (Kontroi) 2,20+0,02 16,80+0,78 0,1340,007
2.Grup (Model grup) 2,470,067 15,21+0,25 0,160,006
3.Grup (Melatonin 2,46+0,05 15,5620,29 0,1540,006
0,5mg/kg)
4.Grup (Melatonin 1mg/kg ) 2,344+0,03 15,63+£0,39 0,1540,006
5.Grup (Melatonin 2mg/kg) 2,34%0,05 15,68+0,24 0,150,005
P (ANOVA) p<0,05 {ns) p<0,05
(Post hoc Tukey test) i:%gzg:gg i:ggzg:gg

B Kolon agirligi

Sekil 5.3: DSS sonrast melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolon agirliklar

20

15 -~

10

@ Kolon uzuntugu

Sekil 5.4: DSS sonrast melatonin verilen ratlann gruplara gore kolon uzunluklari
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0,2

8,15

01 -
g Adihl/boy

0,05

Sekil 5.5: DSS sonrast melatonin verilen ratlarn gruplara gére kolon agulik/boy
oranlari

5.4. Deney 2. Kolitin Mikroskopik skorlamas)

Gruplar arasinda histolojik skorlamada anlamli farklilik saptanmadi.
Gruplara gore mikroskopik skorlama sonuglar1 Tablo 5.4’de, grafik olarak Sekil
5.6’da gosterilmistir.

Tablo 5.4: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolitin
mikroskopik skorlamasi

Gruplar Mikroskopik Skor

1.Grup (Kontrol) 0’3 7(§_(}1’)17
+

2.Grup (Model grup) 2’2?0_15’)0 1
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 2’8?5?8’)21
4.Grup (Melatoninlmg/ke) 3 f(%fog?
5.Grup (Melatonin2mg/kg ) 21’050 (ati),SS)O
Kruskal- Wallis {(ns)
Mann-Whitney u

Veriler, iistte ortanca + standart hata, altta ortanca olarak verilmistir.
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@ Mikroskopik sorfama

Sekil 5.6: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin gruplara gore kolitin mikroskopik
skorlamasi

5.5. Deney 2. Biyokimyasal Analiz Sonucu Elde Edilen Veriler
5.5.1. Deney 2. Kolon Dokusunda MDA Diizeyi

Kontrol grubunda 5. rat, melatonin 0,5 mg/kg uygulanan grupta 4. ve 5. rat,
1 mg/kg melatonin uygulanan grupta, 6. ve 7. rat, 2 mg/kg melatonin uygulanan
grupta, 2 ve 6. rat MDA diizeyi ¢ok ekstrem oldugu igin analiz dist tutuldu. Kolon
dokusunda gruplar arasinda, MDA diizeyi bakimindan anlamli farkhhk gozlenmedi.
Gruplara g6re doku MDA diizeyleri, Tablo 5.5°de grafik olarak 5.7°de gdsterilmistir.

Tablo 5.5: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin deney gruplarina gore
kolon MDA aktivitesi

Gruplar MDA (mmol/gr/protein)
1.Grup {(Kontrol) 2,56+0,42
2.Grup (Model grup) 3,11+0,29
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 2,94+0,25
4.Grup (Melatoninimg/kg) 2,75+0,37
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 2,73+0,38
P (ANOVA) (ns)

P (Post hoc Tukey test)
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zm MDA

Sekil 5.7: DSS sonrast melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda MDA diizeyi

5.5.2. Deney 2. Kolon Dokusunda TNF-a Diizeyleri

Kontrol grubunda 1. 3. ve 4. ratlara ait TNF-o, diizeyleri gok ekstrem oldugu
icin analiz digt tutuldu. Gruplar arasinda, kolon dokusunda TNF-o diizeyi
bakimindan anlamh farkhlik gozlenmedi. Gruplara gdre doku TNF-o. diizeyleri Tablo
5.6°da grafik olarak Sekil 5.8’de gisterilmistir.

Tablo 5.6: DSS sonrast melatonin verilen ratlarin deney gruplarina gore
kolon TNF-o aktivitesi

Gruplar TNF-a (pg/ mg/;n’otein)#_|
1.Grup (Kontrol) 17,13+5,31
2.Grup (Model grup) 19,82+3,71
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 14,93+ 2,05
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 19,01 2,52
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 18,03 £4,49
P (ANOVA) (ns)
P (Post hoc Tukey test)
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1 TNF-aifa

Sekil 5.8: DSS sonras: melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda TNF-o diizeyleri

5.5.3. Deney 2. Kolon Dokusunda IL-10 Diizeyleri

Gruplar arasinda, kolon dokusunda IL-10 diizeyi bakinundan anlaml
farklilik gézlenmedi. Gruplara gére doku IL~10 diizeyleri Tablo 5.7°de grafik olarak
Sekil 5.9°da gsterilmistir.

Tablo 5.7: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin deney gruplarina gbre
kolon IL- 10 aktivitesi

Gruplar IL-10 (pg/mg/protein)

1.Grup (Kontrol) 6,74 + 0,64
2.Grup (Medel grup) 8,19 £ 0,60
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 9,20 & 0,65
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 7,34 + 0,69
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 8.45+ 1,01

P (ANOVA) (ns)

P (Post hoc Tukey test)
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12

110

Sekil 5.9: DSS sonrast melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda IL-10 diizeyleri

5.5.4. Deney 2. Kolon Dokusunda MPO Diizeyleri

Gruplar arasinda; kolonda MPO diizeylerinde anlamli farklilik saptanmadi.
Gruplara gdre doku MPO diizeyleri Tablo 5.8de, grafik olarak Sekil 5.10°da

gosterilmistir.

Tablo 5.8: DSS sonrasi melatonin verilen ratlarin deney gruplarma gore
kolon MPO aktivitesi

Gruplar MPO (ng/mg protein)

1.Grup (Kontrol) 5,63+ 0,57
2.Grup (Model grup) 5,47+0,38
3.Grup (Melatonin 0,5mg/kg) 6,30+ 0,42
4.Grup (Melatoninlmg/kg) 6,17 = 0,60
5.Grup (Melatonin2mg/kg) 6,03 = 0,57

P (ANOVA) ns

P (Post hoc Tukey test)

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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# MPO

o B R ST IS L I e

Sekil 5.10: DSS sonrast melatonin verilen ratlarin kolon dokusunda MPO aktivitesi
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6. TARTISMA

IBH, iyilesme ve alevienmeler ile seyreden, bireyleri yagam boyu etkileyen
kronik inflamatuvar bir barsak hastahgidir (11). IBH prevelansi, kuzey Amerika,
kuzey Avrupa ve AB.D’de en siktir ve 100.000°de, 100-200 vakaya (160-162)
rastlanmaktadir. Avrupali Amerikalilarda, Afrikali Amerikahilara gére daha siktir; en
diistik oranlar, Asyalilarda ve ispanyol toplumlarda bildirilmistir (160).

BH etiyolojisi kesinlik kazanmadigindan, etkili bir tedavi yéntemi bugline
kadar gelistirilememistir. IBH etyolojisini aydimlatmaya yonelik aragtirmalar halen
devam etmektedir ve dzellikle, genetik, infeksiy0z, immiinolojik ve inflamatuar
etkenlerin etyopatogenezde 6nemli oldugu kabul edilmistir (11, 27). Mukozal immiin
sistem de, intestinal inflamasyonda ve doku hasarinda, merkezi bir rol oynamaktadir
ve mukozal immiin sistemin anormal ve stirekli uyariimasia yol acan, etkilegimler

karmagiktir ve gesitlilik gostermektedir (27).

Yapilan ¢aligmalarda, barsak mukozasina olan 16kosit infiltrasyonumum ve
uyarilan l6kositlerden SOR salinmmiyla gerceklesen mukozal hasarm, proinflamatuar
sitokin salmimu (TNF-0) ve lokosit infiltrasyonunu tekrar uyarmasi, IBH
patogenezinde bir kisir dongii olarak tammlanmaktadir (11). Bazi aragtirmacilar,
SOR artigtnin NF-xB’yi uyardigi, NF-xB uyarilmasmnm da TNF-o, tretimini artirarak,

bu kisir dongliye katkida bulundugunu 6ne stirmektedir (62).

IBH patofizyolojisini anlamaya yonelik yeni caligmalar, faydali tedavi
yontemlerinin geligtirilmesine olanak saglayan kamtlar sunmaktadir (27). Deneysel
kolit modellerinde; Th1 aracili sitokin yanitlan ile akut transmural ve fokal lezyonlar
birliktelik gosterirken, Th2 sitokin aracilt immiin yanitlarda, kriptlerde ve mukozada
diffiz atrofik degisiklikler oldugu gdzlenmistir. Thl aracili immiin yanita eslik eden
inflamasyon CH ile Th2 aracih immiin yanita eslik eden inflamasyon, UK
hastaliginda gozlenen inflamasyon ile benzer karakterde butunmustur (163). Yaygin
inflamasyon ile birliktelik gdsteren, IL-1B, 1IL-6 ve TNF—OL gibi diger sitokinler, her
i inflamatuvar barsak hastahginda da dokuda yiiksek diizeylerde bulunmustur(164).

Farelerde yapian deneysel kolit modellerinde gozlenen intestinal
inflamasyon, insan [BH’da gdzlenen intestinal  inflamasyona  benzerlik

gOstermektedir. iBH modeli olusturmak {izere uygulanan deneysel kolit
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modellerinden biri, DSS’un oral yoldan igme suyu ile uygulanmasi ile yapiimaktadir
(165). DSS aracihi@ ile gergeklestirilen kolit modelinde kilo kayb:, diare, disk
kivaminda yumusama ve rektal kanama gelismektedir (2). DSS ile uyarilan kolitte,
barsak mukozasinda, lenfoid hiperplazi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fokal kript

hasari ile epitelyal hasarlanma ve {ilserasyon gdzlenmektedir (152, 153, 166).

Oral yoldan igme suyu ile uygulanan DSS’nin hicreler tarafindan fagosite
edilmesi ile epitelyal hiicre hasan gerceklesmekte ve bdylece lamina propriadaki
hiicreler uyarilmaktadir. Uyarilan hiicreler tarafindan da proinflamatuar sitokinlerin
salimm: gergeklesmektedir (166). DSS ile uyarilms kolitte gozlenen sitokin profili,
insan IBH’nda gozlenen sitokin profiline benzer &rzellikte bulunmustur. DSS ile
uyarilmis deneysel kolit modellerinin, IBH indan farkh yonleri de olmakla birlikte,
tedavi etkinliklerinin fest edilmesine yOnelik yaygm olarak kullamlmakta ve
kullanitmas1 tavsiye edilmektedir (153, 167). Biz ¢aligmamzda bu nedenle, kolit
modelinde melatoninin etkinligini aragtirmak ig¢in, DSS aracith kolit modeli

olusturmay: segtik.

DSS aracithg ile gergeklestirilen kolit modeli, ilk olarak, Okayasu ve
arkadaslar tarafindan 16kositlerin kolit gelisimindeki roliinii aragtirmak Uzere
kullanilmistir. %3-%10 konsantrasynlarmda DSS igeren igme suyu uygulamasiin,
6-10 giin arasinda farelerde kilo kaybs, asikar rektal kanama ve diare gibi akut kolit

belirti ve bulgulann gelismesine neden oldugu gozlenmistir (152).

30 ginlitk ratlara, %0,5-%5 arasmnda degisen oranlarda DSS’li igme suyu
verildiginde; %5 DSS uygulananlarda, giddetli kolit bulgularmimn olustugu ve ratlann
bityiik kismunm ¢aligmanin 5. giiniinde kaybedildigi; %0,5 DSS uygulanan ratlarda,
kolonda daha hafif lezyonlarn olustugu, %1-%2 oraninda uygulananlarda 7. giinde

siddetli mukozal lezyonlarin olustugu gozlenmistir (158).

Melatonin fizyolojik etkilerinin biiyiik kismim, membran MT1 ve MT2
reseptorleri aracihigl ile g&stermektedir. MT1 ve MT2 reseptorleri, G protein bagh
reseptrler olup, santral sinir sisteminin degisik bolgelerinde, kan damarlari, meme
bezi, gastrointestinal kanal, karaciger, bobrek, safra kesesi, over, testis, prostat, deri

ve immiin sistem ile ilgili birgok periferal organda bulunmaktadir (129).
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Myokardiyumda iskemi-reperfiizyon hasarimn  fizyopatolojisinde, NO
sentezinde degisiklikler, SOR ve iskemik dokuya nstrofil  gécll Snemli rol
oynamaktadir. Bir ¢aligmada, melatoninin, MPO aktivitesi, doku glutatyon ditzeyi,
lipid peroksidasyon diizeyleri, hipertansiyonun indiklendigi ratlarda kan basmci
tizerine olan etkileri arastinldifinda, ratlarda kardiak iskemi sonrasinda, doku MDA,
MPO diizeylerinde artis ve GSH diizeylerinde digme oldugu gbzlenmistir. Bu
calismada, melatonin tedavisi alan ratlarda, doku MPO ve MDA daha ditsitk
diizeylerde bulunmustur (168).

Bir diger caligmada, iskemi sonrasi reperflize olmus bobrek dokusunda,
TNF-¢, IL-1B, IL-6 diizeylerindeki depisiklikler izlenmis ve melatoninin, bu
inflamatuar molektller {izerindeki etkileri ve bobrek dokusundaki koruyucu etkinligi
arastinlmugtir, Bobrek iskemisi ratlarda olusturulmadan 10 dakika dncesinde
melatonin ip olarak uygulandiginda reperflizyon sonrasinda, MDA, MPO, total
oksidatif stress, kreatinin ve BUN diizeylerinde snemli dizeylerde artis ve total
antioksidan kapasitede azalma gozlenirken, TNF-a, 1L-1B, IL-6 diizeylerinde
degisiklik gdzlenmedigi bildirilmistir. Melatonin tedavisi ile biyokimyasal
degerlerde ve iskemi reperflizyon sonrasi histolojik degisikliklerde, sitokin
diizeylerinde etkilenme olmaksizin, diizelmeye neden oldugu gosterilmistir. Iskemi-
reperfiizyon  hasari  yapilan bobreklerde melatoninin  koruyucu  etkinligi,
proinflamatuar sitokinler tizerine etki etmeksizin, antioksidan etkinfigine bagh

oldugu gosteriimistir (169).

Hiicre dis1 siiperoksid dismutaz’in (EC-SOD), DSS aracih kolit {izerine
etkisinin aragtirildigy bagka bir ¢aligmada, Balb/c farelerine, %2,5 veya %35 DSS
igeren igme suyu 5 gin verildiginde HAI skorunun, 3. ve 4. giinlerden itibaren
yiikselmeye basladig ve maksimum 3’e kadar yiikseldigi saptanmgtir. EC-SOD gen
transferi yapilan grupta ise, HAT skorunun, daha diigitk diizeylerde seyrettigi (~1.0)
gozlenmistir. Bununla birlikte, %2,5 DSS uygulanan grupta, kolon uzunlugu, sadece
DSS uygulanan grupta, normal kontrol grubuna ve EC-SOD gen transferi yapilan

gruba gire daha kisa bulunmustur (170).

Farelerde, DSS araciligs ile gergeklestirilen baska bir kolit modelinde, gesitli

antioksidan maddeler’in  (s-adenozilmetionin, yesil cay polifenolleri, n-
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propiitivazolidin-4R-karboksilik asit) hastalik prognozu {izerine etkisi aragtirilmustir.
%4 DSS igeren su verildiginde, serum GSH seviyesinin diigtdgt, kilo kaybi ve rektal
kanama gibi siddetli kolit bulgularmnn olustugu gbzlenmistir. Bununla birlikte,
uygulanan antioksidan maddelerin, kolondaki lezyonlarn iyilestirdigi, diarede
gerilemeye neden oldugu ve farelerde kilo alimina neden oldugu gdzlenmistir. DSS
uygulanmasma bagl olarak goézlenen kolon boyundaki kisalmamn da, antioksidan
madde uygulanan ratlarda az bulundugu gozlenmistir. Sonug olarak bu caligmada 3
farkll antioksidan maddenin, DSS aracih kolite karsi koruyucu etkilerinin oldugu

gosterilmistir (126).

Bir calismada, tiziimde bulunan bir polifenol molekiil olan picettanol’{in,
DSS aracithii ile gergeklestirilen kolitteki etkisi aragtrtlmugtir. Farelere 7 giin
boyunca % 5 DSS igeren su verilmis, 10 glin boyunca gbzlenmis ve deneyde klinik
kolit degerlendirmesi, HAI skorlama yontemi ile yapilmistir. DSS uygulanan
ratlarda, kolon boylarmda kisalma oldugu ve picettanol uygulanan gruplarda, kolon
boyundaki kisalmada diizelme oldugu gdzlenmigtir. DSS uygulanmas: ile birlikte,
10. giinde doku MPO diizeylerinde Snemli dizeyde artis oldugu ve picettanol
uygulanmasiun, MPO diizeylerinde Onemli diizeyde diismeye neden oldugu
gozlenmigtir. Bununla birlikte, IL-1B, TNF-o ve IL-6 doku diizeylerinde de DSS
uygulanmasi ile, Snemli artig oldugu ve picettanol’tin sitokin diizeylerindeki artist
engelledigi gOsterilmigtir. Bununla birlikte IL-10 diizeyinde onemli degisiklik

gdzlenmemistir (171).

Statinlerin, DSS aracili kolit iizerine etkilerinin aragtirildig: baska bir
calismada, % 4 DSS, bir hafta boyunca, Swiss webster cinsi farelere igme suyu ile
gimlitk olarak verildikten sonra, 14 gin boyunca gozlem yapilmugtir. DSS
uygulanmasi kesildikten sonra, farkls gruplardaki farelere simvastatin 20 mg/kg/giin,
atorvastatin 60 meg/kg/glin, %0,75 metilseltiloz, subkutan anti-TNF-o monoklonal
antikoru veya intraperitoneal anti-mouse apolipoprotein A-1 uygulanmug, klinik
degerlendirme, HA'nin gtinlik olarak hesaplanmasi ile yapiimistir. HAD’nin, tim
gruplarda 7. giine kadar, ortalama 3,27’e kadar yiikseldigi, DSS kontrol grubunda, 7.
glinden sonra diigmeye basladig: gozlenmis ve sadece DSS uygulanan grupta, kolon

uzunluklar: diger gruplara gore anlamh derecede kisa bulunmugtur (172).
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Direngli IBH vakalarin tistesinden gelebilmek i¢in de yeni tedavi yontemleri
deneysel arastirmalarda incelenmistir (12). Bir ¢alismada, IBH’da antioksidan
savunma mekanizmalarinda azalma oldugu ve antioksidan tedavinin IBH’da, faydal:
etkileri oldugu gozlenmistir (12). Temel olarak pineal bezden tretilen melatoninin,
immiin yanitta, inflamatuar yanitta ve oksidatif strese karsi koruyucu etkinlikte
snemli gorevleri bulundugu bilinmektedir (129). Melatonin’in giichi bir antioksidan
ve serbest radikal yakalayicist olmasi, antiinflamatuar etkinliinden sorumlu
tutulmaktadir (143-150).

Bir calismada, melatoninin, inflamatuar hasar, proinflamatuar sitokinler ve
koliti olan ratlarda NF-xB fizerine olan etkileri arastiriimustir. Ratlarda kolit modeli
TNBS aracilig ile gergeklestirilmis ve koliti olan ratlarda, proinflamatuar sitokin
salgilanmasiin ve NF-xB uyanlmasmin  arttigy, kB diizeyinin de azaldift
gdsterilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda da melatoninin kolonik hasarlanmayi, NF-

«B inhibisyonu ile azalttigi Sne stiriilmiistiir (173).

Melatoninin, TNBS kolitindeki etkinliginin arastinldig1 bir bagka caligmada,
rektal TNBS verilen model grupta, kolon dokusunda mukozal hasar indeksinin,
histolojik skorlamanin, MPO diizeyinin, normal gruba gdre daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Siklikla makrofajlardan salgtlanan, IL-1p, TNF-a ve NO diizeylerinin
model grupta oldukea artmus oldugu ve melatoninin tim bu parametreleri diizelttigi
gozlenmistir. Bu nedenle de melatoninin ratlarda makrofaj aktivitesini diizenleyerek,

kolon hasarint azaltti goriisti dne siiriilmiistir (174).

Ratlarda yapilan baska bir calismada, TNBS aracili kolit modelinde,
melatoninin oksidatif stres ve apopitozis {izerine olan etkisi aragtinilmig ve TNBS
uygulanan ratlarda, kolonik MPO ve MDA aktivitlerininin 6nemli oranda arttig
gosterilmistir. Kolondaki MPO aktivitesi ve MDA aktivitesininin melatonin
uygulanan ratlarda ise Onemli oranda diigik bulundugu gosterilmistir. TNBS
uygulanan ratlarda oksidatif hasarin bir gostergesi olarak kullamlan GSH, kolon
mukozasinda diisitk  dizeylerde bulunmustur. Apopitozisin gostergesi olarak,
degerlendirilen caspase-3 diizeyinin, TNBS alan ratlarda kolon mukozasinda dnemli
oranda artmug oldugu gozlenmis, melatonin uygulanan ratlarda, GSH diizeyinde

$nemli oranda yitkselme, kaspaz-3 diizeyinde ise diigme gozlenmistir. Bu sonuglar
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ile de melatoninin kolonik hasarlanmay?, antiinflamatuar ve antiapepitotik etkileri ile

azalttig gorisi One sitriilmiistir (173).

Baska bir calismada, melatoninin, DSS aracili Kkolit siddetini azaltuif
gosterilmigtir. 7 hafta kadar ip glnlik 150 microgram/kg melatonin
uygulanmasindan sonra, rektal kanamanin ve gaitada gizli kanm, biitiin farelerde
iyilestigi, ek olarak, barsakta fokal lezyonlarn sikligmin ve siddetinin, mukozada
dramatik olarak azaldif: gosterilmistir. Blitin tedavi edilen gruplarda, DSS veya
melatonin uygulanmasina bagh olarak goblet hiicre dagiliminda  degisiklikler
gozlenmistir. Sagirticy olarak, serum melatonin diizeyleri, DSS uygulanan farelerde,
kontroller ile kargtlastirildiginda on kat kadar yiiksek bulunmus ve DSS uygulanan
farelerde, bulunan yiiksek serum melatonin diizeylerinin, gastrointestinal sistemden
melatonin Gretiminin, stres ile uyaniinug olarak artmasima bagli olabilecegi one

stirtilmiistlir (152).

Biz her ne kadar, DSS ile uyarilan kolit modelinde, DSS’li igme suyu ile
birlikte, melatonin verdigimizde, model grup ile melatonin uygulanan gruplar
arasinda, HAI’de istatistik snemde bir farkhilagma saptamarmig olsak da, melatonin
uygulanmast, HAI’nin kontrol gruptan farkli olmamastm sagladi. Aynca 1 mgkg ve
2 mglkg/glin melatonin uygulanan gruplarda kolon afirliklari, model gruba gore,
anlaml derecede diisitk, kolon boylarmin da anlamh derecede daha uzun oldugu
gozlendi. Agwhk/boy oranlar: ise melatonin verilen biitlin gruplarda, model gruba
gore anlamli derecede diisiik bulundu. 0,5 mg/kg/glin melatonin uygulanan grupta,
istatiksel olarak anlamh farkhlagma olusturmasa da, kolon agirhiklart, model gruba
gore daha diistik, kolon boyu ise daha uzun bulundu, histolojik skorlama melatonin
uygulanan gruplarda, model gruba gore anlamli derecede diislik bulundu, ve
melatonin dozu artuwildikga, skorlamanin dustigi gozlendi. MDA diizeylerine
bakildiginda da, 1 mg/kg/giin melatonin uygulanan grupta, 0,5 mg/kg/glin melatonin
uygulanan gruba gore ve model gruba gére anlamli derecede diigitk bulundu. Kolon
agirlik ve boylar, histolojik skorlamalar ve doku MDA diizeyleri, birlikte
degerlendirildiginde, melatonin’in antiinflamatuar ve antioksidan etkiler ile %2,5'tuk

DSS ile olusturulan kolitte koruyucu etkinlipi oldugunu gbstermektedir.
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fstatiksel olarak anlambi farklilasma olmasa da, TNF-o, ve IL-10
dtizeylerine bakildiginda, TNF-o diizeylerinin model grupta, dier gruplara gbre
vitksek bulunmasi, anti-inflamatuar bir sitokin olan 1L-10 diizeyinin, de diger
gruplara gdre model grupta daha diisik bulunmas, melatoninin, %2,5 uk DSS ile
olusturulan kolit modelinde sitokin salmmmni etkiledigini gostemektedir. MPO
agisindan degerlendirildiginde ise; beklenenin aksine kontrol gruplarnda MPO

yitksek diizeyde iken model grupta MPO’nun baskilanmis oldugu gdzlenmektedir.

Bir haftalik %2,5’luk DSS uygulamasim takiben, 1 hafta farkh dozlarda
melatonin verilen sicanlarda; melatonin uygulanan gruplar ile model gruplar
arasinda, klinik degerlendirme, kolon agitlik ve boy oranlari, histolojik skorlama ve
kolon dokusunda, TNF-q, IL-10, MDA ve MPO diizeyleri agismdan, anlamli
farkhlagma saptanmadi. Melatonin uygulanan gruplar ile model grup arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilagma bulunmamast, klinik bulgularin model grupta, 9.
giin sonrasinda kendiliginden gerileme goriilmesi ile aciklanabilir. Her ne kadar
istatiksel olarak anlamh farklilasma olmasa da, melatonin dozu ile dogru orantih
olarak kolon boylarmin daha uzun bulunmasi, kolon agirliklarmm melatonin
uygulanan gruplarda daha distik bulunmast ve melatonin uygulanan gruplarda 9-14.
giinler arasinda HAI degerinde daha hizh diigme gdzlenmesi, melatonin’in %2,5"Tuk
DSS ile olusturulan kolit modelinde tedavi edici etkinligi olabilecegini

diistindiirmektedir.
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7. SONUC

%2,5 DSS ile deneysel kolit modelinde, melatoninin 1 ve 2 mg/kg/giin
dozlarinda es zamanh uygulanmasi; kolomn, agirlik ve boylary, agulik/boy oranlar ve
histopatolojik sonuglar dikkate almdifnda, 1 mg/kg/glin dozunda eg zamanh olarak
uygulandiginda, doku MDA dtzeylerine bakildiginda anlamli derecede koruyucu
etki gosterdigi ortaya konmaktadir. Sonug olarak melatonin IBH da olumlu katkisi
olabilir; bulgularmizin bagka ¢alismalar ile desteklenmesi klinik uygulamalara yol

gosterecektir.
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8. OZET

AMAC: Bu caligmada, sicanlarda dekstran sulfat sodyum (DSS) ile
uyartlan kolitte melatonin’in hem koruyucu hem de terapdtik degerinin arastirilmasi

amaclanmigtar.

MATERYAL VE METOD: Calismamizda 76 erkek Wistar-albino rat
kullanildi. Caligmamiz iki deneyden olugtu. Kontrol gruplarinda 6, diger gruplarda 8
rat olacak sekilde, 10 gruba aynldi. Birinci deneyde, bir hafta %2,5 oranmda DSS
iceren su verilen ratlara, es zamanlh olarak, ikinci deneyde takibeden bir hafta farklt
dozlarda (0,5, 1, 2 mg/kg/giin) ip melatonin uygulandi. Klinik degerlendirme,
giintik kilo degisimi, digka kivam ve digkida kan varlig degerlendirilerek yapildi.
itk deneyde 8. giin, ikinci deneyde 15. glin sabahi ratlarin yasamlarina son verilerek,
laparotomi yapild1 ve kolonlar: ¢ikanldi. Kolon uvzunluklan ve agirliklan olgtildi,
kolon dokusu histolojik olarak degerlendirildi, dokuda malondialdehid (MDA), TNF-
o, IL-10 diizeyleri ile, myeloperoksidaz aktiviteleri (MPO) &lgtildu.

BULGULAR: %2,5 DSS ile es zamanli ve takibeden hafta, melatonin
verilen deney kolunda hastalik aktivite indeksi kismen diistiktii. Es zamanlt
melatonin uygulanan deney kolunda, kolon afirliklar, melatonin 1 mg/kg/gin ve 2
mg/kg/giin uygulanan grupta, model gruba gore diisiik bulunurken, boylari daha uzun
bulundu. Melatonin uygulanan gruplann tiimiinde, histolojik skorlar model gruba
gore anlamli derecede distik bulundu ve doku MDA diizeyleri, melatonin 1
mg/kg/giin uygulanan grupta, model gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu.
ikinci deneyde, klinik degerlendirmede, histolojik skorlamada ve biyokimyasal

parametrelerin higbirinde anlamli farklilasma saptanmadi.

SONUC: %2,5 DSS ile olusturulan kolit modelinde, melatonin hastalik
aktivite indeksinde kismen koruyucu etki gosterdi. Kolon afihk ve boylari,
agirlik/boy oranlars, histolojik degerlendirme ve doku MDA diizeyleri dikkate

alindiginda, melatoninin istatistik dnemde koruyucu etkisinin oldugu goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Deneysel Kolit, Melatonin, inflamatuvar Barsak

Hastalig1, Dekstran sulfat sodyum.
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8. SUMMARY

AIM: We investigated the protective and therapeutic effect of melatonin on

the dextran sodium sulphate (DSS)- induced colitis in rats.

MATERIALS AND METHODS: Seventy six male Wistar rats were used.
Our study composed from two experiments. We have induced daily 2,5% DSS with
drinking water first week in each study. Different doses of melatonin (0,5, 1, 2
mg/kg/glin), had been administired intraperitoneally to the DSS treated rats, on first
week in the first study and, second week on the second study. Clinical evaluation had
been performed by observation of rectal bleeding, weight loss and stool consistency
daily. Rats had been killed on the day 8, in the first study, and the day 15. day in the
second study, and performed laparotomy then excised colon tissues. Also colon
lenght and weight had been measured. Histological evaluatioﬁ of colon tissues and

tissue MDA, TNF-a, IL-10 levels and MPO activity analysis had been performed.

RESULTS: In the first experiment melatonin exerted partial benefical
effects on disease activity index. Colon lengths were longer and colon weights were
reduced at melatonin 1 mg/kg/day and 2 mg/kg/day administered rats compared to
the model group in the first experiment. The histological scores and tissue MDA
levels were lower in melatonin administered rats, than model group. No statistically
significant differences had been found on clinical observation, histological scoring

and the other biochemical results in the second experimental study.

CONCLUSION: Simultaneusly melatonin administration caused some
benefical effects on the disease activity index in the 2,5% DSS induced colitis in rats.
However, colon weight and length measurements, weight/lenght ratio, tissue MDA
analysis and histological scores were showed significant improvement on colitis and

protective effect of melatonin on 2,5 % DSS mediated colitis.

KEY WORDS: Experimental colitis, Melathonine, Inflammatory Bowel

Disease, Dextrane Sulphate Sodium.
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