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GIRIS VE AMAC

Ulseratif kolit ve Crohn hastaligin1 kapsayan inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH);
son yillarda diinya ¢apinda insidansi gittik¢e artan, hastalarin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide
etkileyen, kronik ve tekrarlayan inflamatuvar bir bozukluktur. Etiyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, hastaligin gelisiminde kronik proinflamatuvar sitokinlerin Gretimine

neden olan mukozal immiin sistemin aktivasyonu 6nemli rol oynamaktadir (1,2).

Deneysel ve klinik ¢alismalardan elde edilen veriler; oksidatif stresin, farkli seviyelerde
IBH'nin gelisimine katkida bulundugunu gdstermektedir. Oksidatif stresin; sindirim kanali
mukozasina zarar vermek suretiyle, mukozal bariyeri bozdugu ve bdylece ortaya c¢ikan
bakteriyel invazyonun immiin yaniti uyararak hastaligi tetikledigi bilinmektedir (1-3). Ayrica,
birbiriyle baglantili iki hiicresel kontrol mekanizmasi olan otofaji ve apoptozun, IBH’nda
onemli rollere sahip oldugu gosterilmistir (4,5). Otofaji; proteinlerin ve organellerin geri
dontisiimiinii diizenleyen ve hiicresel hemeostazisde énemli rol oynayan hiicre i¢i bir bozulma
yoludur (6). Normal hiicrelerde hayatta kalma mekanizmasi olan otofaji, hiicreler de DNA
hasarmi, reaktif oksijen turlerini (ROS) ve anormal mitokondriyonlar1 azaltmak ve hasarli
organeller ile birikmis proteinleri ortadan kaldirmak suretiyle, onlar1 malign degisimlere karsi
korumaktadir (7). Aglik, hipoksi gibi hiicresel stres durumlarinda hasarli sitozolik bilesenler
birikir. Bu bilesenlerin hiicrenin tolere edemeyecegi seviyeye gelmesi sonucu otofaji
mekanizmasi devreye girer. Sonug olarak otofaji; bu stres elemanlar: 6lime sebep olmadan,
hiicre 6liimiine kars1 bir 6nlem mekanizmasi olarak islev gormektedir (6). Baskilanmis veya
yetersiz otofajinin kolit gelisimindeki rolii gosterilmistir (8-11). Otofaji-iliskili genlerdeki
degisikliklerin, bagirsaklarda dogustan ve edinilmis immiinitenin yani sira, inflamatuvar
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yanitlar etkiledigi bilinmektedir. Mekanizmasi bozulan otofajinin; bakteriyel, fungal ve viral
klerans, hiicre i¢i bakteri 6liimii, Paneth hiicreleri tarafindan anti-mikrobiyal peptit sekresyonu,
makrofajlar tarafindan proinflamatuar sitokin iiretimi, dendritik hiicreler tarafindan antijen
sunumu, Goblet hiicrelerinin fonksiyonu ve enterositlerde endoplazmik retikulum stres (ER
stresi) yanit1 gibi siiregleri degistirerek, IBH nin patogenezinde rol oynadig1 tespit edilmistir
(12,13). Bagirsak epitel hucrelerinde yetersiz otofajinin, inflamatuvar kosullarda, apoptozu
indikleyerek, intestinel bariyer biitiinliigiinii potansiyel olarak zayiflattigi gosterilmistir (14).
IBH’nda otofajinin rolii ortaya konulduktan sonra, immiin ve inflamatuvar yanitlarin énemli bir
diizenleyicisi olarak gorilen otofajik streci dizenleme potansiyeline sahip ajanlarin, terapotik

amagli kullanimi tizerine odaklanmis galismalar giin gectikge artmistir (9-11,15,16).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 tedavisinde; aminosalisilik asit ilaglari, hormonlar
veya immiinsiipresif ajanlar siklikla bat1 tibbinda kullanilmaktadir, bu uygulamalar kisa vadede
semptomlar1 kontrol edip azaltabilmekte, ancak uzun vadede olumsuz etkilere yol agmaktadir
(17). Bu nedenle, kolit tedavisinde istenmeyen etkileri en aza indirecek farkli yollar
aranmaktadir. Dogal bilesiklerden elde edilen geleneksel kimyasal ilaglar veya besinler, IBH
icin umut kaynagi olmustur. Son yillarda, 6zel beslenme tedavilerinin, mukozal iyilesmeyi
artirmak, intestinal immiin fonksiyonu ve bagirsak mikrobiyata dengesini diizenlemek
suretiyle, Crohn hastaliginin hafifletilmesinde oldukga etkili olabilecegi gosterilmistir (18,19).
Flavonoidler, antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri g6z 6niinde bulunduruldugunda, son
yillarin popiiler besinsel antioksidanlar1 olarak gdriilmektedir. Ayrica flavonoid bilesiklerinin,
enzim inhibisyonu (lipoksijenaz, siklooksijenaz, nitrik oksid sentaz) ile immin hicre
diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik etkisi bulunmaktadir (20). Bunun yanisira, polifenolik
bilesiklerin otofaji {izerinde diizenleyici etkileri de gosterilmistir (21-26). Daha 0Onceki
calismalar; gesitli sebze ve meyvelerde bulunan, bir polifenol olan quercetinin, oksidatif hasari
ve inflamasyonu inhibe etmek suretiyle kolit gelisiminde koruyucu roliinii gostermistir
(21,27,28). Bununla birlikte kolit gelisiminde 6nemli bir etken olan otofajik siire¢ lizerindeki
etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu calismada; 2,4,6
trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile kolit olusturulmus siganlarin kolon dokusunda,
quercetin kullamiminin otofajik sure¢ (Sequestosome 1/62 ve Beclin-1 imminoreaktivitesi)
tizerindeki etkisi ile kolon dokusunda meydana gelen histopatolojik hasarlar1 6nleyici/azaltic
rolii arastirlmistir. Calismamizdan elde edecegimiz sonuglarin, IBH’nin énlenmesi ve/veya

tedavisinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesine katki saglayacagi kanaatindeyiz.



GENEL BIiLGILER

INFLAMATUVAR BAGIRSAK HASTALIKLARI

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal kanalin kronik, idiyopatik
inflamasyonu ile karakterize hastaliklar olup, Crohn hastaligi ve tilseratif kolit olmak tzere iki
major klinik formdan olusur (2). Bu hastaliklara rastlanma siklig1; birey, mekan, zaman, sosyo-
ekonomik faktor gibi degiskenlere bagl olarak farklilik gdsterir. IBH; hastalarin %20’sinde,
cocukluk ve adolesan donemde baslamakla birlikte, hastaligin ciddiyeti, tedaviye verdigi yanit
ve seyri degiskenlik gostermektedir (29). Tutulum yeri ile inflamasyonun siddeti arasinda
kismen bir korelasyon gozlenmektedir. Ulseratif kolit, kolonu rektumdan proksimale dogru
tamamen kaplayan, remisyon ve alevlenmelerle seyreden ve bagirsak mukozasini etkileyen
inflamatuvar bir hastaliktir. Crohn hastalig1 ise agizdan aniise kadar sindirim kanalini
segmentler halinde, arada saglam bolgeler birakarak tutan, bagirsagin tiim histolojik
katmanlarin1 etkileyerek transmural yayilim gosteren, kronik, inflamatuvar bir hastaliktir
(29,30). IBH, klinik olarak bagirsak disi bulgulara ilave kanl diyare, abdominal kramp ve
agrilar ile karakterize olup, klinik ve diagnostik 6zellikleri Tablo 1’de gosterilmektedir (31).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, biiyiik olciide sanayilesmis iilkelerin, &zellikle
Amerika ve Avrupa'nin hastaligidir, kentsel alanlarda ve kuzey iklimlerinde daha yaygindir
(32). Ulkemizde IBH insidansi; tlseratif kolit icin 2,6/100000 ve Crohn hastalig1 igin 1,4/100
olarak bildirilmistir (33). Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit; ge¢ adolesan ve geng eriskin
donemin hastaligidir, 10 yas altindaki ¢ocuklarda iilseratif kolit, Crohn hastaligi’ndan daha sik
gorulmektedir. Bununla birlikte, Crohn hastalig1 insidansi; kadinlarda erkeklerden daha fazla



iken, iilseratif kolit i¢in belli bir farklihiga rastlanmamustir. IBH’nin etiyopatogenezi, yapilan
yogun ¢aligmalara ragmen tam olarak anlagilamamistir. Hastaliga duyarlilikta ve gelisiminde,
neden-sonug iliskisi seklinde tek bir faktérden ¢ok, daha kompleks nedenler rol oynamaktadir.
Biiylik ihtimalle predispozan genetik faktorler, konak immiin yaniti, endojen ve ekzojen
tetikleyiciler ve ¢evresel faktorlerin etkilesmesi sonucu hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Bagirsak
mikroflorasi ve diger antijenlere karsi olusturulan anormal immiin yanit, inflamasyon kaynakli

kolon hasarina yol agmaktadir (2,29).

Tablo 1. Crohn hastahg ve iilseratif kolitin klinik ve diagnostik 6zellikleri (31)

Crohn Hastah@ Ulseratif Kolit
Semptom ve bulgular
Karn agrisi +++ +
Diyare +++ +++
Rektal kanama + +++
Urgensi ve tenesmus + +++
Kilo kayb1 +++ +
Ates +++ +
Malndtrisyon ++ +
Abdominal kitle +++ +
Komplikasyonlar
Sitriktdr +++ +
Fistl ++++ 0
Toksik megakolon + ++
Perforasyon ++ +
Kanser + ++
Tutulum paterni Sigrayici lezyonlar Devamli
Tutulan bolgeler Gastrointestinal traktusun Sadece rektum ve kolon
Herhangi bir parcasi tutulabilir. Nadiren ¢ekal yama vardir
Oral ve perianal hastalik olabilir. Backwash ileitis

Siklikla ileum ve kolon tutulumu.

Endoskopik bulgular Segmental inflamasyon Yaygin inflamasyon
Aftoz ve lineer Ulserler Eritem
Kaldirim tagi manzarasi Frajilite ve graniilarite varlig
Pstdopolipler Vaskdiler belirginligin kaybolmasi

Psodopolipler siktir

Histolojik bulgular Transmural inflamasyon Mukozal inflamasyon
Grantlom Kript abseleri
Radyolojik bulgular  ip isareti Haustrasyon kaybi
Bagirsak duvari kalinlagmasi Toksik megakolon
Yag birikimi
Obstriksiyon




Crohn Hastahig:

Hastaliga, 1932'de meslektaslar1 Ginzburg ve Oppenheimer ile birlikte, hastaligin
Ozelliklerini agiklayan makaleyi yayinlayan, Dr. Burrill B. Crohn'un adi verilmistir. Crohn
hastaligi, kronik, tekrarlayan, transmural yayilim gdsteren, agizdan aniise kadar sindirim
kanalinin herhangi bir bolimiinii etkileyebilen fakat en ¢ok terminal ileum ve/veya kolonda
gorulen, etiyolojisi belirsiz bir hastalik ¢esididir. Crohn hastaliginda bagirsak iltihaplanmasi ve
iilserasyon asimetriktir ve saglikli doku alanlarina serpistirilmis “noktalar” seklinde olusur ve
granilomat6z lezyonlar halinde bagirsak duvarina derinlemesine uzanir. Crohn hastaliginin,
15-35 yas arasindaki gen¢ yetiskinlerde, kadmnlari ve erkekleri esit derecede etkiledigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, hastaligin, herhangi bir yasta ortaya ¢ikabildigi ve vakalarin

yaklasik %10’unun 18 yasin altinda oldugu tespit edilmistir (32).

Crohn hastalig1 gelisiminde, genetik faktorlerin oldukga etkili oldugu bildirilmistir.
Crohn hastalig ile ilgili 6nemli gen bolgeleri tanimlanmis olup, bunlardan en belirgin olanlari
kromozom 16'da yer alan CARD15/NOD2 (34), kromozom 5 (zerinde bulunan OCTNL1 geni
(35) ve kromozom 10 Uzerinde bulunan DLG5 genidir (36). CARD15/NOD2’nin bagirsak
immiin yanmitindaki rolii belirsizligini korumaktadir, ancak genin mutasyonlart ve
fonksiyonunda meydana gelen degisikliklerin, bagirsak mukozal bariyerini ve bagirsak
florasina kars1t bagisiklik tepkisini bozabildigi gosterilmistir (34). DLG5 geninin, Crohn
hastaliginin gelismesinde daha az fakat onemli bir etkisi vardir. Sorumlu tam mekanizma
belirlenmemis olsa da DLGS, ¢esitli organlarda epitel biitiinligiinii korumada fonksiyonel olan
onemli bir iskelet proteinini kodlamaktadir (36). Bir iyon kanalin1 kodlayan, gen OCTN1,
Crohn hastalig1 riski tizerinde NOD2/CARD15'ten daha az etkilidir. Bu gendeki mutasyonlar,
Crohn hastaliginda bagirsak epitelindeki katyon tasiyicilarin islevini ve hiicreden hiicreye

sinyal gegisini bozabilir (35).

Yapilan aragtirmalar, stresin Crohn hastaligina katkida bulunan bir faktdr olabilecegini
gostermistir. Ilgili mekanizmalar, c¢alisilan hayvan modeline bagli olarak genis olgiide
degisiklik gosterir, ancak stres ve diger ¢evresel faktorlerin bagirsaklarda hem sistemik hem de
lokal bagisiklik durumunu etkiledigi sonucuna varilmistir. Stres sinyalleri, merkezi sinir sistemi
tarafindan algilanarak, sinyalin bagirsaklara noroendokrin mediyatorleri araciligiyla
iletilmesini tetikler. Hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen ve sempatik-adrenal-meduller eksen,
bagirsaktaki salgi, emilim ve bariyer fonksiyonlarini diizenleyebilir (37). Crohn hastaligi, artan

bagirsak gecirgenligi ile karakterizedir ve yapilan kapsamli hayvan arastirmalari, stresin
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kortikropropin salgilama, otonom sinir sistemi ve enterik sinir sistemi araciligi ile bagirsak

gecirgenligini onemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir (38).

Crohn hastaligi gelisiminde bakteriyel etiyoloji i¢in birka¢ olast mekanizma One
stiriilmektedir; 1. Bagirsak enfeksiyonuna yol agan spesifik bir patojene karsi immiin yanat, 2.
Bagirsak sisteminin normal bakteri icerigindeki degisiklikler, 3. Hasarli bir mukozal bariyer ve
yerlesik bakterilerin antijenlerine ve endotoksinlerine asirt derecede maruz kalma ve 4.
Bagirsak immiin yamitinda degisiklikler (32,39). IBH olgularinda mukozanm bakteriyel
invazyonu saptanmis olup, Ulseratif kolit hasta kolon o6rneklerinin %83.3’tinde, Crohn
hastalarinin ileumlariin %55.6’sinda ve kolon orneklerinin %25’inde mukoza ylizeylerinde

kontrollerdekinden daha fazla bakteri tespit edilmistir (40).

Crohn hastalig1 i¢in ¢evresel risk faktorler arasinda; sigara i¢cme, eriskin apendektomi
ve oral kontraseptiflerin kullanimi, steroid olmayan antiinflamatuvar ilaclar ve antibiyotik
kullanimi sayilabilmektedir (32). Cografik, ekonomik, egitimsel ve mesleki durumlar risk
faktorlerini etkileyebilmektedir. Crohn hastaligi gelismis iilkelerde daha sik goriiliir ve ofis
calisanlari/memur ve kapali alanlardaki bireyler ile ¢ok fazla hareket gerektirmeyen mesleklere
sahip kisilerde daha yaygindir. Hareketsizligin bagirsak geg¢is siiresini geciktirdigi ve bu
durumun, gida antijenleri ile bagirsak mukozasi arasindaki temasin artmasiyla sonuglandigi

diistiniilmektedir (32,41).

Inflamatuvar Bagirsak Hastahklarinda Oksidatif Stresin Rolii

Oksidatif stresin, Crohn hastalig1 da dahil olmak tizere IBH nin patogenezinde énemli
rol oynadigi disiintilmektedir (42). Reaktif oksijen tirlerinin (ROS), bagirsak epitelinin
yiizeyinde yer alan musini yikarak, mukus bariyerini ortadan kaldirdig1 ve bunun sonucu olarak
notrofil, monosit ve lenfosit gibi fagositik l6kositlerin infiltrasyonunu ve bakteriyel toksinlerin
lamina propriyaya difuzyonunu kolaylastirdigi bilinmektedir (1-3). Serbest oksijen
radikallerinin temel kaynagi olan 16kositlerin (bilhassa nétrofillerin) infiltrasyonu aracilit ROS
iretimindeki artisin yol actig1 oksidatif stres, kolon hasarinin 6nemli bir tetikleyicisidir (42).
Superoksit dismutaz, glutatyon ve katalaz gibi endojen antioksidanlarin, normalde bagirsak
mukozasindaki oksidatif stresi dnleyebilmesine karsin, inflamasyon, bu 6nemli antioksidanlara
olan talebi arttirmakta ve bunun sonrasinda prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda ortaya
¢ikan dengesizlik mukozal hasara neden olmaktadir (1,43). Yapilan ¢alismalarda; ROS’nin asir1
uretiminin ve antioksidan defans sistemindeki bozuklugun, inflamatuvar bagirsak hasarinin

gelisiminde Onemli bir etken oldugu gosterilmistir (42,44). Oksidatif stres ile immun
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diizenleyici inflamatuvar faktorler arasindaki baglantiy1 inceleyen ¢alismalar; ROS'nin, bazi
inflamatuvar  sitokinlerin salinimin1  diizenleyen niikleer faktor-kappaB'nin  (NF-kB)
aktivasyonunda rol oynadigini bildirmektedir (43). Ayrica iltihapli mukozada artmis protein
karbonillerinin varligi, serbest radikallerin, IBH’nda mukozal proteinlere zarar verebilecegi

teorisini desteklemektedir (32).
DENEYSEL KOLIT MODELLERI

Deneysel hayvan modelleri; 20 yildan fazla bir siiredir, IBH nda 6zellikle bagirsak
homeostazisi ya da bagirsak homeostazisinin korunmasina iliskin mukozal immiinoloji
hakkinda ayrintili bilgi saglamak amaciyla kulanilmaktadir. Tek bir modelin, insan IBH nin
karmasikligini tiimiiyle yansitamadigi, ancak her bir modelin, hastaligin bir veya birden fazla
ana belirtisine iliskin 6nemli veriler saglayarak, genel olarak insan IBH patogenezi ilkelerinin
olusturulmasina olanak sagladig1 bilinmektedir. Cesitli sebeplerle indiiklenmis ya da genetik
tabanli inflamasyonun, ortak immiinopatageneze sebep oldugu, normal yerlesik bagirsak
mikrobiyotasinin bagirsak inflamasyonunu tetikledigi, epitel bariyerinin bozuldugu ve T hiicre
yanitinin yanmisira dogustan gelen immiin yanitta meydana gelen defektlerin bagirsak

inflamasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir (45).
Genel anlamda, deneysel kolit modelleri 5 kategoriye ayrilmaktadir (45). Bunlar;

1. Gen Knockout Modelleri; Bu kategori, indiiksiyon yéntemlerine ve araglarina bagli olarak
bes farkl alt kategori icermektedir,

e Interlokin-2 KO/Interldkin-2 reseptor (IL-2 KO/IL-2R) gen knockout fare,

e IL-10 gen knockout fare,

e T hcre reseptor (TCR) gen knockout fare,

e TNF-3’ untranslated region (UTR) gen knockout fare,

e Trefoil faktorii eksikligi gen knockout fare

2. Transgenik Fare ve Sigan Modelleri;
e |L-7 transgenik fare
e Sinyal doniistiiriicii ve aktive edici transkripsiyon (STAT)-4 transgenik fare

e Insan Idkosit antijeni B27 (HLA B27) transgenik sican

3. Spontan Kolit Modelleri;
e C3H/HejBir fare



e SAMP1/Yit fare

4. Adoptive Transfer Modeller;
e Is1 sok proteini (hsp) 60'a 6zgii CDS8 T hiicrelerinin transferiyle indiiklenen kolit
e CD45RB transferiyle indiklenen kolit

5. Indiiklenebilir Kolit Modelleri; ¢esitli ajanlarin kullanimma bagl olarak hastalik gelisimini
saglayan modellerdir;

e Asetik asitle olusturulan kolit

e Jodoasetamid ile olusturulan kolit

e Indometasin ile olusturulan kolit

e Trinitrobenzen silfonik asit (TNBS) ile olusturulan kolit

e Oksazolon koliti

e Dekstran sulfat sodyum (DSS) Kaoliti

e Peptidoglikan-Polisakkarit koliti

Trinitrobenzen Sulfonik Asit (TNBS) Aracili Kolit Modeli

2,4,6-trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS), hem histolojik hem de immunolojik seviyede
insan IBH'na 6zellikle de Crohn hastaligina benzer olarak IL-12 aracili T helper 1 (Thl)
transmural inflamasyonu ile karakterize koliti indUkler (46). Haptenlestirici ajan olarak
TNBS’in intrarektal uygulanmasi; ajanin trinitrofenil gruplar1 ile kolonik proteinleri
haptenlestirerek, bu proteinleri bagisiklik sistemi i¢in imminojenik hale getirmek suretiyle,
duyarli hayvan suslarinda kolite yol acan mukozal bagisiklik yanitin1 baslatir (3,45,46). Bu
modelde, bariyer kirici bir ajan olan etanolde ¢oziinmiis TNBS hapteni kullanilir. TNBS
etanolle birlikte kullanildiginda etanoliin, bagirsak bariyerini etkili bir sekilde yok etmesinin
ardindan, TNBS kolon dokusu proteinleri ile etkilesime gecer. TNBS ile haptenlestirilen yiiksek
molekiiler agirlikli proteinler, konak¢1 immiin sisteminde immuinojenik hale gelerek, hastaliga
yol agan bagirsak mukozal immiin yaniti tetikler (3,46). Kolit induksiyonundan sonra,
hayvanlarda kanli diyare seklinde gézlenen anormal digkilama gibi akut kolitin baz1 belirtileri
ortaya ¢ikar. TNBS/etanoliin sicanlara intrakolonik olarak uygulanmasi, kanli diyare ile birlikte
ilk hafta boyunca viicut agirliginda belirgin bir azalmaya neden olur. Viicut agirligi kaybina;
stvi emilimini azaltmak gibi TNBS'in bagirsak {izerindeki direkt etkisinin yani sira, sistemik
inflamatuvar cevabin da bu olayda rol oynadigi diisiiniilmektedir (3). TNBS’in SJL/J veya

C57BL/10 farelere intrarektal olarak uygulanmasi, ciddi ishal, kilo kayb1 ve rektal prolapsus
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gelisiminin yanisira, esas olarak Th1 aracili bagisiklik tepkisi ile uyarilan ve CD4" T lenfositler,
notrofiller ve makrofajlarin lamina propriaya sizmasi ile baglayan ve ardindan transmural

tutulum gosteren inflamasyonla karakterize koliti indtkler (3,46).

OTOFAJI

Otofaji (kelime anlami1 “kendi kendini yemek”); 6karyotik hiicreler tarafindan hiicre i¢in
bir enerji kaynagi olan sitozolik bilesenlerin geri doniisiimii olarak tanimlanan, lizozom aracilt
katabolik bir surectir. Otofaji; hiicrelerin hasarli organellerinin ortadan kaldirildigi, protein
agregatlarinin temizlendigi, hiicrenin besin aclig1 siireleri boyunca hayatta kaldigi ve hiicre i¢i
patojen kleransi ve sitokin sekresyonunun diizenlendigi fizyolojik siireglerde kilit rol oynayan,
hiicresel strese karsi bir yanit mekanizmasidir. Sonu¢ olarak otofaji; hem dogal hem de
edinilmis bagisikliktaki roliiniin yan1 sira, metabolik ve inflamatuvar yanitlarin

duzenlenmesinde de oldukc¢a énemlidir (48,49).

Otofajinin klasik roli; hiicre i¢i materyalleri veya patojenleri saptamak, kapstllemek ve
yikmak olsa da otofajinin, sitokinlerin, antimikrobiyal peptitlerin ve miisinlerin salinimi, antijen
sunumu ve apoptoz gibi hiicresel yanitlari igeren ilave rollere sahip oldugu bilinmektedir (12).
Otofaji stres olusturucunun tespiti, ¢ok katli membran yapisinin baslatilmasi, kargo se¢imi,
otofagozomal membranin uzamasi ve son olarak otofagozomun pargalanmasi i¢in lizozom ile
birlesmesini kapsayan asamali bir siiregtir (Sekil 1) (48,50). Bu asamalarin sorunsuz bir sekilde

gerceklestirilebilmesi i¢in ¢esitli proteinlere ihtiya¢ duyulmaktadir (50,51);

1. Otofagozom olusumunun ilk asamalarinda yer alan; ULK1 kompleksi (unc-51-like kinase 1
(ULK1)), Smif III fosfatidilinositol 3-kinaz (phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)) kompleksi,
beclin-1 ve Smf 11T PI3K Vps34 (Class 111 PI3K Vacuolar protein sorting 34),

2. Otofagozomun uzamasi ve kapanmasinda rol oynayan; otofaji iligkili genler (ATG) 5, 7, 12
(ATG5, ATG7, ATG12)) ve ATG16 benzeri 1 (ATG16L1),

3. Otofagozomlar olusturarak kargo alimindan sorumlu olan ¢esitli otofajik diizenleyiciler;
Mikrotubul iliskili proteinler 1A/1B hafif zincir 3 beta (LC3), gama-amino butirik asit reseptor
iliskili protein (GABARAP) ve gama-amino butirik asit reseptdr iliskili protein benzeri 2
(GABARAPL2),

4. Otofagozomlarin lizozom ile fiizyonu i¢in gerekli olan otofaji iliskili gen 14 (ATG14).
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Sekil 1. Otofajik yolagin sematik agamalari (50).

Hipoksi, besin azligi, ROS ve protein agregatlarmin artis1 gibi hiicresel stres
uyaranlarinin, otofajiyi tetikledigi bilinmektedir. Bu uyaranlar, otofajinin iki &nemli
diizenleyicisi olan, rapamisinin memeli hedefi (mammalian target of rapamycin (mTOR)) ve 5’
adenozin monofostatin aktive ettigi protein kinaz (AMP-activated protein kinase (AMPK))
tizerinden etki gosterir (Sekil 1). Hiicre biiylimesi, c¢ogalmasi ve metabolizmasinin
diizenlenmesinde ve hayatta kalma surecinde rol oynayan mTOR, esas olarak bir serin/trionin
protein kinazdir. Hicre i¢ci metabolik yanitlar1 diizenleyici temel yolagi yoneten rapamisin
memeli hedefi kompleks 1 (mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)) yani
mTORCI protein 6begi, mTOR ve bunun diizenleyicilerinden olusmaktadir. Yeterli hiicre ici
besin varliginda bu yolak, ULK1 kompleksi ve ATG13 proteinlerini fosforilleyerek otofajik
yikimin baglamasini engeller. Fizyolojik kosullar altinda; AMPK aktivitesi ise hiicre i¢inde
yiiksek adenozin trifosfat (ATP) seviyeleri tarafindan inhibe edilir. Besin yoksunlugu gibi
hicre i¢ci AMP iiretimini arttiran hiicresel stres durumunda, AMPK aktive olur ve mTOR

baskilanir. ULK1, besin yoksunlugunu takiben hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gereklidir ve bu
10



ULKI1 deki AMPK bdlgesinin fosforilasyonunu gerektirir. Ayrica, ULK1 {izerinde dogrudan
MTOR fosforilasyon bolgesinin bulundugu gosterilmistir. Calismalar, AMPK'nin ULK1'i
dogrudan aktive eden veya mTORCI kompleksi 1'in ULK1 {izerindeki baskilayici etkisini
Onleyen ¢ift yonlii bir mekanizmayla otofajiyi tetikleyebilecegini gostermektedir. Sonug olarak,
mTOR aktivitesinin kaybi otofajik cevabi aktive etmek i¢in 6nemli bir isarettir (52). Besin
bakimindan zengin kosullar altinda, mTOR, otofajiyi bastirict gorevi géren Foxk proteinlerinin
transkripsiyonel aktivitesini arttirir. Bu mekanizma sayesinde, mTOR, temel otofaji genlerini
baskilayarak, bazal otofajiyi simirlandirir (53). Caligmalar; mTOR yolaginin, otofajinin
aktivasyonuyla iligkili oldugunu ve mTOR yolaginin downregiilasyonunun otofajiyi aktive

edebilecegini gostermektedir (9,11,15,54).

Bir stres olusturucu tespit edildikten sonra iki kinaz kompleksi, otofagozom niikleasyon
proteinlerini almak ve ¢ok lamelli otogafozomal membranin uzamasini uyarmak igin aktive
edilir. Dogrudan bir mTOR hedefi olan ULK1 kompleksi, PI3K kompleksi i¢in uyarict bir
sinyal yayar. PI3K kompleksi; kargo se¢cimi ve membran uzamasi i¢in gerekli olan otofaji-
iligkili proteinlere baglanma bdlgeleri olusturmak icin lipit membranin olusumu ve
diizenlenmesinde gereklidir (48). Otofagozomal membranin niikleasyonu ve uzamasini igeren
otofagozom olusumu, Beclin-1 kompleksi, Atgl2 ve LC3 gibi proteinlerin aktivitesine baglidir
(6). Iki farkli ubikitin benzeri konjugasyon sistemi, otofagozomal membranin uzamasina ve
kapanmasina neden olur. Atg7/10 sisteminin fonksiyonu, Atgl2’yi Atg5’e kovalent olarak
baglayarak otofagozom mambrani ile birlesmek iizere daha biiyiik bir Atg 16L1 kompleksi i¢in
bir ¢ekirdek olusturmaktir. Diger konjugasyon sistemi Atg 4/7/13; LC3’ii hedef alir ve LC3-1
olarak adlandirilir. LC3-1, Atg4 proteazi tarafindan pargalanir ve sonra LC3-1I"yi olusturmak
tizere Atg3 ve Atg7 ligazlan tarafindan fosfotidiletanolamine konjuge edilir. Bu asamanin
ardindan; LC3-1I1, p62 gibi kargo se¢im adaptor proteinleri i¢in kenetlenme bolgeleri saglamak
amactyla, Atgl6L1 kompleksinin etkisiyle otofagozom zarina gomiiliir (Sekil 1). Otofagozom
membran1 kapanarak otofagozomu olusturur ve daha sonra lizozomla birlesme sonucunda

olusan otofagolizozom i¢inde, kargo bozulur (48,49).

Otofajinin, inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesi iizerindeki kritik rolii; IBH da dahil
olmak tizere bir¢ok otoimmiin ve kronik inflamatuvar hastalikta, disfonksiyonel otofajinin bir
neden ya da katkida bulunan bir faktor olarak gdsterilmesiyle ortaya konulmustur (48,49). Bir
proinflamatuvar kompleks olan B-Hiicre Lenfoma/Lésemi 10 (BCL10) degradasyonunun,
otofaji ile gerceklestigi ve bu siirecte p62’nin ekspresyonunun gerekli oldugu bildirilmistir (48).

BCL10 nun yiiksek sitosolik seviyesinin (birikiminin), kanonik (Ix-Ba nin fosforilasyonu ile)
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veya kanonik olmayan (NIK fosforilasyonu ile) yolaklar araciligi ile NF-KkB nin aktivasyonunu
diizenledigi bilinmektedir (55,56). T hiicre aktivasyonu, TCR tarafindan yabanci bir antijen
taninmasi ile tetiklenir. TCR’nin anijenle etkilesimi NF-kB dahil olmak (zere anahtar
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuyla sonuclanan, hiicre i¢i kompleks-kademeli bir sinyal
sistemini baglatir. Adaptér protein olan BCL10, TCR’yi kappaB kinase (IKBK/IKK)
kompleksinin inhibitdriine baglayan yolakta gerekli bir aracidir. IKBK aktivasyonu; NF-kB
niiklear translokasyonunu tetikleyerek T hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve fonksiyonu ig¢in
gerekli olan genlerin transkripsiyonunu baslatir. TCR’ye bagimli olarak BCL10’nun
poliubikutinasyonu; p62 (sitosolik kiimelerde) ile etkilesimini tetikler. Ayn1 zamanda p62’nin
aynt anda BCL10 ve LC3+ otofagozomlartyla kendiliginden etkilesime girdigi de tespit
edilmigtir. p62-LC3 etkilesimi, p62’e bagli BCL10’un otofajik alim1 ve bozunmasi ile
sonuglanir. Boylece BCL10’un aktif poliubikutinlesmis formu tlikenir ve NF-kB aktivasyonu

siirlandirilir (57).
Beclin-1

Memelilerdeki otologu Atg6 olan, 1998'de ilk kez Beth Levine grubu tarafindan
mayalardan klonlanan Beclin-1’in otofajide merkezi bir role sahip oldugu bilinmektedir (7).
Bircok insan dokusunda eksprese edilir ve esas olarak ER, mitokondri ve perintkleer membran
dahil olmak iizere sitoplazmik yapilar igerisinde lokalizedir. insan kolon kanseri dokusunda
imminohistokimyasal yontemle gozlendiginde plazma zari, sitoplazma ve nukleusa yayilmis
haldedir (58). Beclin-1, sinif IIT PI3K Vps34 ile etkilesime bagl olarak, otofajik proteinlerin
pre-otofagozomal yapiya (pre-autophagosomal structure (PAS)) lokalizasyonu i¢in 6nemlidir.
Bu proteinler hep birlikte Beclin-1-Vps34-Vps15 cekirdek kompleksini olustururlar (59).
Yapilan calismalar, Beclin-1'in, ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerle iligkili otofajide

membran uzamasini koordine ettigini gostermektedir (7).
Sequestosome 1 (SQSTM1/p62)

Insanlarda sequestosome 1 (SQSTM1) olarak da bilinen p62, sitozolik proteinlerin
agregasyonuna bagl olarak farkli kronik, toksik ve dejeneratif hastaliklarda biriken bir mono
veya poliubikutin baglayici proteindir (60). Hiicrenin cesitli oksidatif uyaricilara maruziyeti
sonucunda indiiklenen bir stres yanit proteini olarak bilinen p62, otofaji ve apoptozisin
diizenlenmesi yoluyla, sitotoksik strese cevaben hiicre canliligin1 kontrol altina alir (61). Bir
otofaji reseptoru ve otofaji icin 0zel bir substrat olan p62, otofajik siirecte kargo olusumunda
gorev yapan, selektif otofajinin énemli regulatérudir (62). Otofajik bir reseptor olarak p62,

12



otofaji sirasinda ubikutinlenmis proteinleri otofaji-lizozom yoluna aktarir (61). p62, selektif
otofajide LC3 ve ubikutinlenmis substratlar arasinda bir baglanti gorevi goriir (63). p62 ve
p62'ye baglh ubikutinlenmis proteinler, tamamlanmis otofagosomun i¢ine katilir ve
otolizomomlarda parcalanir, bu nedenle otofajik yikim indeksi olarak islev goriir. Artmis
otofajik aktivite ile p62 degrade edildiginden, sitoplazmada p62 birikimi, genellikle azalmig ya
da yetersiz otofajik aktivitenin bir isareti olarak kabul edilir (Sekil 2) (6). Selektif otofaji
disinda, otofaji aracili patojen kleransi olarak bilinen ksenofajinin aktivasyonunda da post-
translasyonel degisiklikler (ubikutinasyon) ve p62 proteinlerinin rol aldiklar1 bilinmektedir
(64). Fizyolojik kosullarda, bazal otofaji araciligi ile siirekli bozulmaya ugramasi (harcanmast)
nedeniyle, hiicre ici p62 seviyeleri oldukea diisiiktiir (65). Hayvan ve insan ¢alismalar1; IBH’

da bozulmus otofajinin etkisiyle p62 seviyelerinin artmis oldugunu bildirmektedir (9,10).
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Sekil 2. Bozulmus otofajik siire¢ ve iliskili proteinler (66).

Inflamatuvar Bagirsak Hastahiklar1 ve Otofaji

Inflamatuvar bagirsak hastaliginin patogenezi karisiktir ve genetik olarak duyarli bir
konakgida, kronik intestinal inflamasyona yol agan ¢oklu risk faktorlerini igerir. Crohn hastaligi

ve lilseratif kolit ile iligkili genetik varyantlarin ¢cogu hiicrelerdeki otofajik mekanizmayi kontrol

13



eden proteinler de dahil olmak iizere, bagirsaklarin bagisiklik yanitin1 etkileyen diizenleyici
proteinleri etkiler. IBH ile iligkili genetik polimorfizmler otofaji yolunun tiim basamaklarini
etkiler. Yapilan calismalarda, bircok kamit IBH hastalarinda otofajinin bozuldugunu
gostermektedir. IBH baslangicinda disfonksiyonel otofajinin nasil katkida bulundugu
arastirmacilar tarafindan halen arastirilmaktadir (48). IBH’na duyarhiligin temel nedenlerini
ac1ga ¢ikarmak iizerine yogunlasmis biiyiik Slcekli genetik analizlerin sonucunda; IBH ile
iliskili 200’den fazla gen lokusu tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogu; dogal mukozal immiinite,
sitokin dretimi, lenfosit aktivasyonu ve epitelyal bariyer biitiinliigiiyle iliskili proteinlerin yan1
sira otofajide rol oynayan proteinler ile interlokin-23 reseptdr ve Janus-activated kinase (JAK)
sinyallesmesini i¢eren, bir dizi bagisiklikla ilgili yanitlarda anahtar reseptorlerin ve sinyallesme

proteinlerinin fonksiyonunu kodlar ya da diizenler (67).

Otofaji ile iliskili genetik degisiklikler (varyantlar) hem Crohn hastaligi hem de tilseratif
kolit ile ortligsmektedir, bununla birlikte tanimlanan degisikliklerin ¢ogunlugu ileal Crohn
hastalig1 ile daha c¢ok iligkilendirilmistir. Bu gii¢lii iliskiye ragmen otofaji varyantlarini tasiyan
bireylerde tahmini hastalik gelisimi diistiktiir. Dikkat ¢ekici bir ornek, Atgl6L1 T300A
polimorfizmine bagli Crohn hastaligi duyarliligidir, fakat bu durum aym zamanda iBH
gelismeyen saglikli bireylerin biiyiik bir kisminda da mevcuttur. Atg3, Atg5, Atg7 veya
Atgl16L1’in bozuklugu, ciddi Crohn hastaligi benzeri transmural ileit ile sonuglanir (49,68).

Otofaji iliskili genlerdeki varyantlar bagirsaklarda dogustan gelen ve edinilmis
inflamatuvar yanitlart ¢ok yonlii etkiler. Bunlar bakteriyel, fungal ve viral klerans, Paneth
hucrelerinin antimikrobiyal peptit iiretiminin yani sira sitokin iiretimi, antijen sunumu ve
endoplazmik retikulum stresine (ER stresi) yanit gibi degisiklikleri igerir (12). Calismalarda
otofajik defektlerin; Goblet hiicre fonksiyonu ve dolayisiyla mukus iiretimini etkiledigi ve
enterositlerin emilim fonksiyonlarini azalttigi bildirilmistir (13). Genetik olarak otofaji ile
iligkili baz1 genleri susturulmus ya da eksik farelerde; bozulmus otofaji nedeniyle Goblet
hiicrelerinin morfolojilerinin degistigi ve belirgin olarak mukus sekresyonunun azaldig1 ve bu
durumun mikrobiyotanin epitel tabakaya kronik inflamasyonuna ya da mikrobiyotaya kars1

immiin tepkilerin gelismesine neden olarak IBH nin gelismesine katki sagladig gdsterilmistir

(Sekil 3) (14,48).
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Sekil 3. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda otofajinin rolii (14).

Paneth hiicreleri antimikrobiyal peptit Gretimi ve krinofaji yoluyla sekresyon dahil
olmak uzere bircok fizylojik fonksiyonu koordine eden, ince bagirsagin olduk¢a uzmanlagmis
epitelyal hiicreleridir. Yiiksek seviyede lizozim iiretirler, bagirsakta mikrobiyal kompozisyona
sekil veren ve mukus bariyerini koruyan insan defensin 5 ve 6 (HD-5 ve HD-6) sentezlerler
(13). Paneth hcrelerindeki disfonksiyonel otofajinin, intestinal dysbiosis (kalin bagirsakta
bakteriyel bozulma) yoluyla bireyleri cevresel etkilere duyarli hale getirerek IBH na katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (69). Genetigi degistirilmis farelerde; Atg5, Atg7 veya AtgdB’nin
azalmig seviyelerinin, anormal Paneth hiicre fonksiyonuna ve inflamatuvar mediyatorlerin
tiretiminde artisa neden oldugu, Atgl6L1 proteini azaltilmig transgenik farelerde, Paneth hiicre
morfolojisinin bozuldugu ve ileumda Crohn hastaligi benzeri iltihaba neden oldugu

bildirilmistir (69).

Otofaji; sadece invazif patojenlere karsi bir bagisilik yanitinin olusmasinda degil, ayni
zamanda bagirsak inflamasyonunu azaltmak igin htcre igindeki inflamatuvar tepkilerin
dengelenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir (14,48). Fare modellerinde otofaji yolaklarinda

rol oynayan Atg7 ve Atgl6L1 proteinlerinin eksiklikleri, hem invitro hem de invivo olarak
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makrofajlarda, inflamatuvar tetikleyicilere karst IL-1f ve IL-18’in yiiksek miktarda
salgilanmasina yol agmistir (49,70).

Dendritik hiicreler, edinilmis bagisiklik sisteminin ayrilmaz bir pargasidir. Lenfoid doku
ya da bagisiklik organlarinda, ¢evrelerinde ve ayrica intestinal mukozada bulunurlar. Dendritik
hiicrelerin ana islevi lenfositlerin major doku uyumu kompleksleri sinif I (MHC I) ve sinf II
(MHC 11) yoénlendirilmesi ve sunumudur. Disfonksiyonel otofajinin, hayvan modellerinde
antijen sunumuna dair siireclere miidahale ettigi gosterilmistir (71,72). NOD-2 aracili otofaji
hem bakteriyel isleme hem de dendritik hiicrelerde MHC-II aracili CD4-T hiicresi yanitlarinin
olusturulmasi i¢in gereklidir. insanlarda antijen sunumu ile IBH defektleri arasinda giiclii bir

iliski oldugu bilinmektedir (71).

Endoplazmik retikulum stresinin IBH patogenezinde rol oynadig1 ve disfonksiyonel
otofajinin erken belirteci oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4) (48,73). IBH hastalarinin
inflamasyonsuz intestinal mukozasinda ve ayn1 zamanda Atg16L1 T300A risk genotipine sahip
saglikli bireylerin mukozasinda, ER stresi araciligi ile aktive edilen cesitli proteinlerin
seviyelerinde artis gozlemlenmistir (13). Katlanmamis proteinler ER stresini tetikler.
Katlanmamus protein cevabu, birgok yolla hiicresel yanit1 kolaylastirir. Inositol gerektiren enzim
1 (inositol-requiring enzyme 1 (IRE1)) bu yollardan biridir ve hem IBH hem de otofaji ile
iligkilidir. X-kutu baglama protein 1 (X-box binning protein 1 (XBP1), IRE1 yolaginin anahtar
bir bilesenidir. Genetik varyasyon sonucu XBP1 ifadesinde azalma, IBH ile iliskilidir (48).
Ayrica epitelyal hiicrelerde IRE1 yolagina miidahale, Goblet hicrelerinin kayb: ve bagirsak

epitel bariyerinde azalmayla sonuglanir (74).
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GENETIC SUSCEPTIBILITY

- ER stress & UPR pathways, detoxification eg. MDR1

- misfolding mutations, barrier molecules eg. MUC2

- response to inflammatory signals eg. TLR's, cytokines
- apoptosis/growth ability to wound repair

ENVIRONMENTAL FACTORS
- microbial & dietary cellular toxins, infection, drugs

microbial PAMPs, TLR ACTIVATION
antigens & toxins

DIMINISHED MUCUS BARRIER
LEAKY TIGH‘; JUNCTIONS

BLOCK IN PROTEIN TRANSLATION
UNFOLDED PROTEIN RESPONSE
T EPITHELIAL APOPTOSIS

IMPAIRED WOUND HEALING

ALTERED Ca* METABOLISM & SIGNALING

HEALTHY O'ER STRESSED Loss of tight
GOBLET CELL GOBLET CELL junctions NF-xB

1 permeability ACTIVATION
Qv\ t

Activated
Lymphocytes

TNF-a
TNF-a IL-1

LOCAL INFLAMMATION

ENZYMES

IL-13 IFN
ROS IL1-B i

IL-6

ROS

R
CHEMOKINES
PAMPs & ANTIGENS , IL-1B, IL-6, TNF-a
utrophils

IL10

M¢ & DC

Sekil 4. Bagirsak inflamasyonu patofizyolojisinde endoplazmik retikulum stresinin roli

(73).

QUERCETIN

En iyi bilinen flavonoidlerden biri olan quercetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon);

yapisinda 3,3',4' ve 5,7 pozisyonlarinda —OH bagli olan polifenol grubu bir antioksidandir

(Sekil 5) (75). ik kez 1857 yilinda mese (Quercus) agaci recinesinden elde edilmis ve bu

donemden itibaren insan diyetine dahil olmus; antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral,

antikanser ve kardiyoprotektif etkili bir bioflavonoiddir (75,76). Kesfinden sonra, 1970’li

yillara kadar vitamin P olarak bilinen quercetinin; Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and

Drug Administration-FDA) tarafindan giivenli bir madde olarak kabul edilmesi, 2000°’1i yillara

uzanmaktadir (77).
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Sekil 5. Quercetinin yapisal formiilii (75).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan flavonoid glikozitleri iceren quercetin; elma, kizilcik,
findik, kirmiz1 sarap, greyfurt, yesil ¢ay, ahududu, yaban mersini, kiraz ve brokoli gibi bir¢ok
sebze ve meyvede, genellikle sar1 renkli kristaller halinde bulunur (75,76). Diyetle alinan
quercetinin  %5-20’sinin, biiyiik oranda ince bagirsaklardan emilmek suretiyle sindirim
sisteminde kaldig1 ve ayrica kolon, karaciger, bobrek ve akciger gibi pek ¢cok dokuya yayildigi
gosterilmistir. Albumine baglanan quercetin, alindiktan 30 dakika ve 8 saat sonra bifazik olarak
plazmada en yiiksek seviyeye ulasir. Insanlarda eliminasyonu olduk¢a yavas olup, yarilanma
Omrunun 11-28 saat olabilecegi bildirilmistir. Quercetinin, baslica bobrekler araciligi ile idrarla

atildig tespit edilmistir (78,79).

Quercetin, antioksidan, antikarsinojen, antiviral, antibakteriyel ve anti-inflamatuvar
etkileri nedeniyle, son yillarin dikkat ¢ekici besinsel antioksidanlari arasina girmistir (76) Ayni
zamanda quercetinin, bu 0Ozelliklerine ilaveten dendritik hicre fonksiyonu Uzerinde
immunosupresif bir etkiyle, bagigiklik yanitlarin1 diizenleyici role sahip oldugu bildirilmistir
(27,80-83).

Quercetin'in en dikkat cekici 0Ozelliklerinden biri inflamasyonu modile etme
kabiliyetidir. Hayvan modelleri ve insanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda, quercetinin, nitrit
oksit (nitric oxide (NO)) sentaz, COX-2 ve C-reaktif protein (CRP) gibi inflamatuvar
aracilarinin seviyelerini azaltarak, akut ve kronik inflamasyonu inhibe ettigi bildirilmistir.
(27,80-83). Quercetin'in anti-inflamatuvar etkisi, pek ¢ok ¢alismada antioksidan ve serbest

radikal temizleme 6zelligi ile iliskilendirilmistir (27,84). ROS sadece oksidasyon siirecinde
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etkili degildirler, ayn1 zamanda, TNF-a sitokinlerin dretimini indlkleyen NF-kB gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile inflamatuvar tepkiye de katilmaktadirlar (85,86).
Bu nedenle, ROS elimine edilmesi, oksidasyonu ve dolayis: ile inflamasyonu Onleyebilir.
Ayrica yapilan calismalarda quercetinin, NF-kB'nin dizenlenmesi yoluyla TNF-a'nin gen

ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (83,87).

Quercetinin de ait oldugu polifenolleri iceren ¢esitli bitki metabolitlerinin; otofaji gibi
onemli bir mekanizmaya etki ettigi ve hatta diizenledigi tespit edilmistir (22-26). Polifenollerin
potansiyel olarak otofajiyi indiikledigi, hatta ¢esitli yollarla canlilarin yasam siiresini uzattgi
bulunmustur. Quercetin ve resveratrol gibi bilinen polifenolik otofaji indiikleyicilerinin, sirtuin
aktivasyonu ile Okaryotlarin Omriinii uzattigt saptanmistir (88). Bu polifenoller; FOXO
transkripsiyon faktorlerinin hedef genleri Uzerindeki pozitif etkileri, ana otofaji genlerinin
deasetilasyonu (ve dolayisiyla aktivasyonu) ve AMPK ile etkilesimleri yoluyla otofajiyi
indlkler (89). Polifenollerin baska bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB uzerinden, pro-
otofajik (90) etki ve anti-otofajik (91) etki ettigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. NF-kB,
pro-inflamatuvar proteinlerin transkripsiyonunu yiikseltir ve hiicresel icerige bagli olarak

otofajiyi indiikler veya baskilar (92).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda, arastirma izni Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’u
tarafindan onaylanan (TUHADYEK-2018/03) “Deneysel Kolit Modelinde Endoplazmik
Retikulum Stresi Uzerine Quercetinin Etkisinin Incelenmesi” isimli projenin hibe dokulari
kullanilmistir (EK 1 ve 2). Projede, Trakya Universitesi Deney hayvanlari Arastirma
Birimi’nden temin edilen 24 adet Wistar albino disi sigandan rastgele {i¢ grup; Grup I; kontrol
grubu (n=8), Grup II; kolit grubu (n=8), Grup IlI; kolit+quercetin grubu (n=8)) olusturuldu.
Denekler, deney siiresi boyunca optimum laboratuvar kosullari (22+1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik igme suyu ve %21 ham protein igeren pelet

yemlerle (Purina) beslendi.

TRINITROBENZEN SULFONIK ASIT ARACILI KOLIT MODELI

Calismada, TNBS aracihigi ile olusturulmus kolit modeli kullanilmistir. insandaki
Crohn hastaligiyla onemli derecede benzerlik gosteren TNBS ile indiikklenen kolit;
tekrarlanabilir, kolay uygulanabilir ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle, yaygin olarak deneysel
hayvan modeli olarak kullanilmaktadir (46,93). Kolit indlksiyonu; 24 saat Oncesinde ag
birakilmig 2. ve 3. grup deneklere, ketamin anestezisi altinda iken, dis ¢ap1 2mm olan plastik
bir kateterin (6Fr kateter) andsten itibaren 8 cm proksimale yerlestirilmesi araciligi ile her bir
denegin kolonu icerisine, tek doz halinde, 0,25 ml %30 luk etanol igerisinde hazirlanmis, 25
mg TNBS (Sigma-Aldrich, MA, USA) verilmek suretiyle yapildi ve erken bir sizintiyi
engellemek icin denekler indiksiyondan sonra, 30 saniye rektum yukarida olacak sekilde
bekletildi (93). Kontrol grubu deneklere ayni teknikle, rektal yoldan 0,25 ml serum fizyolojik

uygulandi. Kolit indiksiyonundan hemen sonra baslayarak 7 giin boyunca giinde bir kez, 3.
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grup deneklere, intragastrik yoldan, 0,5 ml dimetil-silfoksit (DMSQO) icerisinde 100 mg
quercetin olacak sekilde hazirlanmis, 100 mg/kg quercetin (Alfa Aesar, Ward Hill,
Massachusetts, USA) (27), kontrol ve 2. grup deneklere ise ayni sekilde 0,5 ml/kg DMSO
verildi.

Caligmada, TNBS ile kolit indiiksiyonundan sonra tiim deneklerin giinliik olarak viicut
agirh@r ve diski takipleri yapilarak, denekler kolit gelisimi agisindan klinik olarak
degerlendirildi.

Indiiksiyondan 7 giin sonra, ketasol (Ricterpharma, Viyana, Avusturya) ve basilazin
(Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, deneklerin anal orifisinin 2 cm proksimalinden
itibaren 6 cm lik kolon segmenti ¢ikarildi. Cikarilan kolon dokusu, tartilip, makroskopik olarak

degerlendirildikten sonra, histopatolojik incelemeler i¢in rutin olarak islemlendirildi.

MAKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Makroskobik degerlendirme; ¢ikarilan 6 cm’lik kolon kisminin anti-mezenterik sinir
boyunca acilip, sogutulmus sf ile icerigi temizlendikten sonra Tablo 2’de gosterilen kriterlere
gore yapildi. Bunun igin her bir kolon; diyare, hiperemi, adezyon, (lserasyon ve megakolon

gibi parametreler g6z 6niine alinarak, 0 ile 15 arasinda skorland1 (94).

Tablo 2. Deneysel kolit modeli makroskobik hasar skorlama kriterleri (94).

Makroskobik skor

Ozellik 0 1 2 3
Diski Normal Yumusak diski Diyare Kanli diyare
Hiperemi Yok Fokal Fokal ve duvarda Duvarda asir1 kalinlagsma
Adezyon Yok Hafif kalinlagma Yaygimn
Megakolon Yok Hafif Orta Toksik megakolon
Ulserasyon Yok Alanda<1cm Alanda>1cm 2 cm < alanda

(hafif) (orta) (yaygin)

ISIK MiKROSKOBIK iNCELEME VE MiKROSKOBIK DEGERLENDIiRME

Isik mikroskobik incelemeler i¢in; kolon doku 6rnekleri, %10°luk tamponlanmis notral
formalinde (Sigma-Aldrich) fikse edildikten sonra, dokular bir gece akarsuda yikandi.
Ardindan sirasiyla %70, %80, %90, %96°lik alkollerden, 1’er saat; 2 tekrar ve 1,5 saat olmak
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kayd: ile mutlak alkolden gecirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Daha sonra
saydamlastirma basamag: ic¢in dokular 3x15 dakika toluol (Merck Millipore, Darmstadt,
Almanya) ile muamele edildikten sonra, 45 dk. boyunca 42-45 °C sicakliktaki yumusak
parafinde (Merck Millipore) bekletildi. Bu siirenin sonunda dokular yumusak parafinden, sivi
sert parafine (Merck Millipore) alinarak, bloklandi. Parafin dispenser yardim ile elde edilen
parafin bloklardan, histopatolojik incelemeler icin Leica RM-2245 silindirli mikrotom
kullanilarak 5 pm kalinhigindaki kesitler alinarak, Hematoksilen+Eozin (H&E), Masson

trikrom, toluidin mavisi ve histokimyasal Periodik asit Schiff (PAS) boyamalar1 uygulandi.

Hematoksilen+Eozin

Parafinin giderilmesi amaciyla, 30 dk. boyunca toluol ile muamele edilen kesitler
sirastyla %100, %96, %90, %70’1ik alkol serilerinden gegirilerek, suya indirildi. Kesitler 5 dk.
boyunca Mayer’s hematoksilen (Merck Millipore) ile muamele edildi. Daha sonra morartma
islemi i¢in akan ¢esme suyu altinda 10 dk. bekletilen kesitlere, 3 dk. Eosin (Merck Millipore)
uygulandi. Dehidratasyon igin; sirasiyla yiikselen derecelerdeki alkol serilerinden gegirildikten

sonra, kesitler toluol ile muamele edildi ve entellan (Merck Millipore) ile kapatildi.

Periodik asit Schiff (PAS)

Parafin kesitler, suya indirilme igleminin ardindan, 15 dk. %1’lik periyodik asit (Merck
Millipore) sollisyonu icerisinde bekletildi. Schiff sollisyonu (15 dk.) ile muamele edilen kesitler
3 kez 5 dk. yikama soliisyonlarindan gegirilerek, nukleuslarin boyanmas1 amaciyla hemalen ile
muamele edildi. Akan ¢esme suyu altinda 10 dk. morartma islemi gerceklestirildikten sonra

yiikselen alkol serileri ve toluolden gegirilerek, entellan ile kapatildi.

Masson Trikrom

Kesitler parafinden arindirilip, suya indirildikten sonra, Weigert’in demirli
hematoksileninde 5-10 dk boyandi. Cesme suyu altinda yapilan 10 dk morartma isleminin
ardindan, fuksinli ponzo boyasi ile 1-3 dk muamele edildi. Cesme suyunda kisaca ¢alkalanan
kesitler, %1°lik asetik asit i¢erisinde 1-2 dk bekletildi. %1°lik fosfotungustik asit eriyiginde 15
dk farklilastirma islemi yapildiktan sonra, %1°lik asetik asitte 1-2 dk tutuldu. Isik yesili ile 1-5
dk muamele edilen kesitler, tekrar %1°lik asetik asit ¢ozeltisinde 1-2 dk tutuldu. Alkollerden

gecirilerek, suyu giderilen kesitler, toluol ile saydamlastirmanin ardindan, entellan ile kapatildi.
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Mikroskobik degerlendirmeler esnasinda; TNBS ile kolit indiiksiyonu ve quercetin
tedavisi sonucunda kolonda meydana gelen histopatolojik degisiklikler, 1s1tk mikroskobu
(Olympus BX 51, Japonya) araciligr ile H&E, Masson trikrom ve PAS boyali preparatlar
incelenerek, asagidaki kriterlere gore 0-11 arasinda skorlandi; (1) mukozal arsitektiirde kayip:
0 yok, 1 hafif, 2 orta, 3 siddetli; (2) hiicresel infiltrasyon: 0 yok, 1 hafif, 2 orta, 3 siddetli; (3)
tunika muskulariste kalinlasma: 0 yok, 1 hafif, 2 orta, 3 siddetli; (4) kript abse olusumu: 0 yok,
1 var; (5) Goblet hiicrelerinde azalma: 0 yok, 1 var (95). Ayrica her bir denege ait farkli
bloklardan hazirlanmis PAS boyali preparatlar tizerinde, 5 farkli alanda ve yiiksek biiytitmede
(X400) Goblet hiicreleri sayildi. Sonuglar grup basma diisen ortalama Goblet hiicre sayisi
olarak ifade edildi.

Morfometrik degerlendirmeler ise, H&E boyali kesitler iizerinde gerceklestirildi.
Gorintileme Analiz Sistemi (Versiyon 2.11.5.1, Kameram, Argent, Tiirkiye) kullanilarak, her
bir denege ait preparatta rastgele secilmis 10 farkli alan degerlendirilerek, Tunika mukoza,
submukoza, muskularis ile ayni alanlarda total kolon duvar kalinlig1 6l¢tldu. Sonuglar grup

basina diisen ortalama degerler olarak ifade edildi.

Toluidin mavisi

Parafinden arindirilan kesitler, suya indirildikten sonra, taze olarak hazirlanmis %1°lik
toluidin mavisi (Sigma-Aldrich) ile 40 sn muamele edildi. Fazla boyadan kurtarmak amaciyla
suda calkalanan kesitler, artan alkol derecelerinden gecirilerek suyu giderildikten sonra, toluol
ile saydamlagstirma islemi yapildi ve ardindan entellan ile kapatildi.

Mast hiicre sayimi, her hayvana ait, toluidin mavisi ile boyanarak hazirlanmis kolon
preparatinda, tim alanlarda X20 objektif kullanilarak yapildi. Sonuglar grup basina diisen

ortalama degerler olarak ifade edildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Bir gece 56 °C’de bekletilen, 5 pm kalnhigindaki parafin kolon kesitleri,
deparafinizasyon isleminden sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Antijen
geri kazanimi i¢in sitrat tamponunda (10 mM; pH 6.0) mikrodalga firinda (Vestel, 1550)
kaynatilip, 2025 °C oda 1sisinda sogutulduktan sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile
yikamanin ardindan, endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in kesitler %3’liikk hidrojen
peroksit (H20z) icerisinde 15 dakika bekletildi. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek

amactyla, sekonder antikorun fiiretildigi tiire uygun bloklama soliisyonunda (invitrogen
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Histostain Plus Kit) 10 dk. inkiibe edilen kesitler, antikor diliie etme soliisyonuyla (invitrogen)
hazirlanan 1/500 diliisyonda Beclin-1 (NOVUSBIO, Colorado, ABD) ve 1/250 diliisyonda p62
(Cell Signaling Technology, Leiden, Holllanda) primer antikorunda, oda 1sisnda 1 saat inkiibe
edildi. Primer antikorun iiretildigi tiire kars1 olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen)
10 dk. oda 1sisinda inkiibe edilen kesitler, son olarak HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk
muamele edildi. 3,3-diaminobenzidine (DAB; Invitrogen) ile kromojenize edilen kesitlere,
hematoksilen ile zit boyama yapildi ve entellanla kapatildi. Hazirlanan preparatlar BX-51
Olympus marka aragtirma mikroskobunda incelenerek, fotograflar ¢ekildi.

Kolon dokusunda, Beclin-1 ve p62 immunoreaktivitesi, 1sik mikroskobunda, X20
blyutmede her bir hayvana ait bir kesit Uzerinde, rastgele segilen 5 alanda histolojik skor
(HSCORE) ile degerlendirildi. Skorlama, kesitlerde immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin
yuzdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alinarak gergeklestirildi. Boyanmanin siddeti; 0,
boyanma yok; 1+, zayif fakat tespit edilebilir boyanma; 2+, orta ya da belirgin boyanma; 3+,
yogun boyanma seklinde skorlandi. Ortalama HSCORE degeri, her bir yogunluk kategorisine
ait boyanmus hiicre yiizdesinin yogunluk ile carpimi seklinde hesaplandi. Istatistiksel analizler

icin her grubun ortalama skorlar1 kullanildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler T.U. Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim
Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanilarak yapildi. P<0.05 degeri
istatistiksel anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gdsterildi.
Niceliksel verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk test ile incelendi. Gruplarin
(Kontrol, kolit ve kolit+quercetin) normal dagilim gosteren niceliksel degerlerinin
karsilagtirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi kullanildi, gruplar arasinda fark bulundugunda
bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemede varyanslarin homojenlik durumuna gore
Tukey HSD ya da Tamhane ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi. Gruplar arasinda normal
dagilim gdstermeyen niceliksel degerlerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi,
gruplar arasinda fark bulundugunda bu farkin hangi iki grup arasinda oldugunu belirlemede
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. Gruplarin kendi igerisinde deney

baslangict ve sonu agirlik degerlerinin karsilastirilmasinda Eslendirilmis t testi kullanildi.
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BULGULAR

VUCUT VE KOLON AGIRLIGI BULGULARI

Trinitrobenzen siilfonik asitin kolonik infiizyonu si¢anlarda kanli diyareye ve dolayisi

ile viicut agirliginda azalmaya neden oldu. Deney siiresi boyunca, kontrol grubu deneklerde

normal diskilama gozlenirken, TNBS uygulanan deneklerde ilk 3 giinde ortaya ¢ikan kanlh

diyarenin, daha sonraki giinlerde diyare ve yumusak digskiya dontistiigii dikkati ¢cekti. Quercetin

tedavisi alan deneklerde ise diyare siddetinin nisbeten azalmakla birlikte, baz1 hayvanlarda 7.

giine kadar devam ettigi goriildii (Tablo 3).

Tablo 3. Deneklerin giinliik diski takibi sonuclari

Kontrol Kolit Kolit+Quercetin
(n=8) (n=8) (n=8)
Gin Normal/Yumusak/sulu/kanli Normal/Yumusak/sulu/kanh Normal/Yumusak/sulu/kanl
1 8/0/0/0 8/0/0/0 0/0/0/0
2 8/0/0/0 0/0/2/6 0/0/3/5
3 8/0/0/0 0/0/3/5 0/2/2/4
4 8/0/0/0 0/1/4/3 0/3/4/1
5 8/0/0/0 0/2/6/0 0/6/2/0
6 8/0/0/0 0/4/4/0 1/5/2/0
7 8/0/0/0 0/5/3/0 1/5/2/0
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Deney gruplarina ait deneye baslangi¢ ve deney sonu viicut agirliklari ile viicut agirligt
degisimleri grafik olarak Sekil 6’da goOsterilmektedir. Deney suresince, kontrol deneklerin
viicut agirhginin arttig (+4.6+2.5) tespit edilirken, kolitin yol agtig1 diyarenin yani sira, agriya
bagli hareket kisitlilig1 nedeniyle besin almada azalmanin, TNBS uygulanan tiim deneklerde,
anlamli 6l¢iide kilo kaybina neden oldugu gozlendi (p<0.001). Kilo kaybi1 sadece TNBS
uygulanan grupta en fazla (-32.6+6.1) iken quercetin tedavili grupta 6nemli 6l¢iide diisiiktii (-
18.6+5.5) ve bu fark istatistiksel agidan anlamli idi (p=0.001).

Kolonun inflamatuvar durumu, kolon agirligi araciligi ile morfolojik olarak
degerlendirildi. Calismada 6 cm kolon uzunlugu basina diisen kolon agirliklar: 6lgtildii ve
sonuglar grafik olarak Sekil 7°de gosterildi. Odem ve inflamasyon i¢in kaba bir &l¢iit olan
kolon agirligi grup bazinda degerlendirildiginde, kolit ve kolit+quercetin grubu deneklerde,
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (sirasiyla p=0.008,
p=0.002). Tedavi grubu ile kolit grubu arasinda kolon agirlig1 agisindan, istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmedi.

Viicut Agirhgi (g) ve Agirhk Degisimi Degerleri

@ Deneye Baslangic EDeney Sonu OAgirhk Degisimi
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Sekil 6. Deneye baslangic ve deney sonu viicut agirhk degerleri ile viicut agirhklar
degisimi. *: Kolit ve Kolit+Quercetin gruplar1 ile karsilastirildiginda,
p<0.001. f: Kolit grubu ile karsilastirnldiginda, p<0.01.
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Kolon Agirhigi

1.5

0,5

Kontrol Kolit Kolit+Quercetin

Sekil 7. Deney gruplarina ait kolon agirhiklari. *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
p<0.01.

MAKROSKOBIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Deney siiresi sonunda, anestezi altinda her bir denegin batin bolgesi agilarak 6 cm lik
kolon dokusu makroskobik incelemeler icin ¢ikartildi. Intraabdominal incelemede, kontrol
deneklerin kolonunda herhangi bir patoloji gézlenmezken, kolit grubu deneklerde kolonda
O0dem ve dilatasyon ile birlikte bazi bolgelerde kolonun ¢evre organlara yapistigi gorildii.
Quercetin tedavili deneklerde ise bu bulgularin biiyiik oranda azaldig: tespit edildi (Sekil
8:A,CE).

Makroskobik degerlendirme amaciyla longitudinal olarak agilan kolon dokusu
incelendiginde; rektal yoldan sf verilen kontrol grubu deneklerin kolon mukozasinda patolojik
bir degisiklige rastlanmadi (Sekil 8B). Buna karsin, TNBS ile indiiklenen kolit grubu
deneklerinin duvar1 kalinlagsmis kolon dokusunda, morfolojik olarak hiperemi ile birlikte arada
normal goriinlimlii alanlarin yer aldig1 yama benzeri mukozal iilserasyonlar dikkati ¢ekti (Sekil
8D). Quercetin destegi yapilan deneklerin kolon dokusunda, iilserli alanlarin biiyilk oranda
azaldig1 goriildii (Sekil 8F). Bu degisiklikler, makroskobik hasar skoru kriterlerine gore
degerlendirildi ve sonuglar istatistiksel a¢idan degerlendirilerek, grafik olarak Sekil 9°da
gosterildi. Makroskobik skor; kolit indiiksiyonu yapilan tedavisiz (7.67+£1.2) ve quercetin
tedavili (6.67£1.8) deneklerde, kontrole kiyasla anlamli derecede yiiksek saptandi (sirastyla
p<0.001, p=0.001). Tedavi grubu skorunun, tedavisiz gruba kiyasla diisiik oldugu ancak bu
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (p=0.657).
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Sekil 8. Deney gruplarina ait makroskobik goriintiiler. (A, B) Kontrol grubu. (C, D)
Kolit grubu. (E, F) Kolit + Quercetin grubu. (*): Kolon.

Makroskobik Skor
10
9 * *
8
7
6
5
4
3
2
1
0
Kontrol Kolit Kolit+Quercetin

Sekil 9. Deney gruplarina ait makroskobik skor sonuclarini gosteren grafik. *: Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, p<0.001.
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HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Histopatolojik degerlendirmeler; 1s1k mikroskobu aracilig ile tim gruplara ait H&E,
Masson trikrom ve PAS boyali kolon kesitleri tizerinde mikroskobik skorlama yontemi ile
yapildi. Kolon dokusunun genel histolojik 6zellikleri H&E ve Masson trikrom boyamalar ile
gosterildi ve ayrica H&E boyali kesitler {izerinde morfometrik degerlendirmeler
gerceklestirildi. Proteoglikanlarin  histokimyasal olarak boyanmasint temel alan PAS
boyamasinda, Goblet hiicreleri sayildi. Mast hiicre sayimi ise toluidin mavisi boyali preparatlar
tizerinde yapildi. Gruplara ait mikroskobik skor, Goblet ve mast hiicre sayimi sonuglari ile

morfometri sonuglari, sirastyla Tablo 4 ve Tablo 5’de sunuldu.

Tablo 4. Deney gruplarina ait mikroskobik skor sonuclari ile Goblet hiicre ve mast hiicre
sayilar: (Ortalama+Standart sapma)

Kontrol Kolit Kolit+Quercetin P degeri
Mikroskobik skor 0.33£0.5 9.67+1.2" 4.83+1.1°7 <0.001
Goblet hiicre sayisi 144.66+13.2 34.86+7.9" 109.76+11.9" <0.001
Mast hiicre sayisi 12.1742.0  48.50+10.1% 30.67+7.8% <0.001

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0.001. *: Kolit grubu ile kiyaslandiginda, p<0.001.
t: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0.01. $: Kolit grubu ile kiyaslandiginda, p<0.05.

Tablo 5. Deney gruplarina ait T. mukoza, submukoza, muskularis ve kolon duvar
kalinhklari (Ortalama+Standart sapma)

Morfometri (um) Kontrol Kolit Kolit+Quercetin P degeri
T. Mukoza 315.17+31.6  389.83+25.8" 379.33+24.9 =0.001
T. Submukoza 75.67+11.2 453.50+24.97 181.17£17.5% <0.001
T. Muskularis 277.50+27.4  211.83+12.97 301.33+£22.9¢ <0.001

Kolon duvar kalinhg 665.17+42.2  1686.65+53.8" 1244.83+12.9™ <0.001

“: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0.01. ': Kontrol grubu ile kiyaslandi§inda, p<0.001.
*: Kolit grubu ile kiyaslandiginda, p<0.001.

29



Kontrol Grubu Bulgular

Kontrol grubuna ait H&E ve Masson trikrom boyali kolon kesitleri incelendiginde,
sindirim kanalinin karakteristik tabakalar1 olan; mukoza, submukoza, muskularis ve serozanin
normal goriinimde oldugu goézlendi (Sekil 10,11) ve grubun mikroskobik hasar skoru 0,33
olarak belirlendi (Tablo 4).

Plika sirkularis ve villus bulunmamasi nedeniyle diiz bir yiizeye sahip olan tunika
mukozanin; mukus iireten Goblet hiicrelerinden zengin tek katli prizmatik epitel ile doseli
oldugu izlendi (Sekil 11,12). PAS boyamasinda, yiizeyde cizgili kenar olusturmayan
enterositler ile pozitif boyanmis Goblet hiicreleri ayirt edildi (Sekil 12). Ayrica, epitelin altinda
uzanan, lenfoid dokudan zengin lamina propriya igerisinde bulunan, diz seyirli tibuler bezler
olan Lieberkiihn kriptalarinin epitelinde ¢ok sayida Goblet hiicresi goriildii (Sekil 12). Lamina
propriya ile submukoza arasinda sinir olusturan, sirkiiler ve longitudinal seyirli diiz kas
liflerinden meydana gelen Lamina muskularis mukoza gozlendi (Sekil 11,12)

Kolonun diger tabakalari olan; kan damarlar1 ve sinirlerden zengin, yogun bag dokusu
karakterine sahip submukoza ile, altinda igte sirkiiler dista longitudinal seyirli kas liflerinden
olusan kalin muskular tabaka ve ¢ogu kesitte seroza 6zelligi sergileyen son tabaka ayirt edildi
(Sekil 11,13). Ayrica Toluidin mavisi ile boyanmis kesitlerde mukoza ve submukoza
tabakasinda, metakromazi gosteren graniilleri nedeniyle sitoplazmasi mor-menekse renkte

boyanmis mast hiicreleri gézlendi (Sekil 13,14).

Kolit Grubu Bulgulari

Kolit grubuna ait H&E ve Masson trikrom boyali kolon kesitleri incelendiginde,
ozellikle mukoza ve submukozada belirgin 6dem ile birlikte gdzlenen transmural (tim duvari
tutan) inflamasyon, atlamali olarak seyreden (arada normal alanlar birakarak) mukozal
tilserasyonlar ve erozyonlar dikkati ¢ekti (Sekil 15-17).

Kolitli deneklerin kolon mukozast ayrintili olarak incelendiginde; yaygin inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ve yer yer kanama alanlari, yiizey epitelinde kayip ve bozulmalar gozlendi.
Ayrica kript abseleri, kriptlerde yapisal degisiklikler, kript distorsiyonu ve kript kaybi
mukozada goze carpan belirgin degisiklikler idi (Sekil 15-17). PAS boyal1 kesitlerde Goblet
hlicre saymin belirgin oranda azaldig1 gozlendi (Sekil 18) ve Goblet hiicre sayimi sonuglari;
kolit grubu Goblet hiicre ortalamasinin, diger iki gruptan istatistiksel anlamli oranda diisiik
oldugunu gosterdi (Tablo 4). TNBS ile kolit indiiksiyonu; nétrofil, makrofaj, lenfosit ve mast

hicre infiltrasyonu ile kolonda transmural inflamasyona neden oldu (Sekil 15,19,20). Kolit
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grubunun ortalama mast hiicre sayisinin, diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu
saptand1 (Tablo 4). Mukozadan, submukozaya asan 6dem nedeniyle hem mukoza hem de
submukoza kalinliginin arttigi, transmural yayilim gosteren inflamasyonun muskularis
tabakasina ilerlemesi nedeniyle T. muskularisin inceldigi ve sonug¢ olarak Kolitli deneklerin
kolon duvarinin kalinlastig1 tespit edildi (Tablo 5).

Bu bulgular 1s18inda yapilan degerlendirme sonucunda, mikroskobik skorun Kolit
grubunda (9.67), kontrol (0.33) ve quercetin (4.83) tedavili gruplara kiyasla istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yliksek oldugu saptandi (Tablo 4).

Kolit+Quercetin Grubu Bulgular

Kolit induksiyonundan hemen sonra baslayarak deney suresi boyunca, giinde tek doz
intragastrik yoldan verilen quercetin ile tedavi edilen grubun kolon kesitleri incelendiginde;
TNBS nin yol agtig1 histopatolojik degisikliklerin blyuk oranda azaldig: tespit edildi (Sekil 21-
25).

Quercetin tedavisinin, TNBS aracili kolonik inflamasyonun histolojik belirtilerini,
yiizey epiteli ve kriptlerde ortaya ¢ikan hasarlar1 ve 6demi 6nemli dlclide azalttigi, bu nedenle
tedavili deneklerin histolojik olarak normale yakin kolon dokusuna sahip oldugu goézlendi
(Sekil 21,22). Ayrica bu koruyucu etki, Goblet hiicre kaybi (Sekil 23) ve mast hiicre
infiltrasyonunda (Sekil 24,25) belirgin bir azalma ile sonuglandi (Tablo 4). Bu bulgular
1s181nda; tedavi grubunun mikroskobik skorunun, kolit grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi (Tablo 4), tabaka kalinliklarinda meydana gelen degisikliklerin
biylk olclide duzelmesi nedeniye, morfometri sonuglarinin kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 tespit edildi (Tablo 5).
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Sekil 10. Kontrol grubunda normal yapiya sahip kolon dokusu gézlenmektedir. Masson
trikrom, X40.

Sekil 11.  Kontrol grubu kolon kesitinde, tunika mukoza, submukoza, muskularis ve
seroza tabakalar1 (%) izlenmektedir. H&E, X100.
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Sekil 12.  Kontrol grubuna ait deneklerin kolonunda; yizey epiteli (%), Lieberkiihn
kriptalarinin (») yer aldigi lamina propriya (Lp) ve altinda uzanan lamina
muskularis mukoza (Lmm) gézlenmektedir. Goblet hiicresi (—). PAS, X100.

Sekil 13. Kontrol grubuna ait kolon kesitinde, mast hiicreleri izlenmektedir. Toluidin
mavisi, X100.
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Sekil 14. Kontrol kolon Kesitinde, metakromazi gosteren mast hiicreleri (—) ayirt
edilmektedir. Toluidin mavisi, X400.
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Kolit Grubu Histopatolojik Gozlemleri

Sekil 15. Kolit grubuna ait kolon Kkesitinde, yaygin mukozal iilserasyon (—) ve
submukozada belirgin 6dem (%) ile birlikte transmural inflamasyon dikkati
cekmektedir. Masson trikrom, X40.

Sekil 16.  Kolit grubu kolon kesitinde, normal goriiniimlii mukoza alanlarimin yani sira
epiteliyal erozyon (») ve belirgin kript kaybimin (%) izlendigi mukozal
hasarlar gortulmektedir. H&E, X100.
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Sekil 17. Kolit grubu kolon mukozasinda, lamina muskularis mukozay1 asan
inflamasyon (%) ve kanama alanlari (» ) ile birlikte kript abseleri (—) ve
kript kayb (---») dikkati cekmektedir. H&E, X200.

Sekil 18.  Kolit grubu kolon Kesitinde, yiizey epiteli (») ve Lieberkiihn kriptalarinda
(—) Goblet hiicre kayb1 izlenmektedir. PAS, X100.
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Sekil 19. Kolit grubunda, kolon tunika submukozasinda inflamatuvar ve mast hiicre
infiltrasyonu ile birlikte 6dem dikkati cekmektedir. Toluidin mavisi, X100.

Sekil 20.  Kolit grubuna ait kolon kesitinde, submukozada nétrofil (—), lenfosit (»)
ve mast hicreleri (Mh) izlenmektedir. Toluidin mavisi, X400.
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Kolit + Quercetin Grubu Histopatolojik Gozlemleri

Sekil 21.  Quercetin tedavili gruba ait, normale yakin goriiniime sahip kolon dokusu
izlenmektedir. Masson trikrom, X40.

Sekil 22.  Quercetin tedavili gruba ait kolon kesitinde, hafif derecede inflamasyon ve
odem ile birlikte kismen normal yapiya sahip mukoza ve submukoza
gorialmektedir. H&E, X100.
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Sekil 23.

Sekil 24.

Quercetin tedavili gruba ait kolon kesitinde, Goblet hiicre kaybinda belirgin

azalma ile birlikte duizenli ylzey epiteli ve kript yapis1 dikkati ¢ekmektedir.

PAS, X100.
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Quercetin tedavili gruba ait kolon tunika submukozasinda inflamatuvar ve
mast hdcre infiltrasyonunda belirgin azalma gozlenmektedir. Toluidin
mavisi, X100.
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Sekil 25.  Quercetin tedavili gruba ait kolon submukozasinda cesitli inflamatuvar
hicre ve mast hicreler izlenmektedir. Toluidin mavisi, X400.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Calismada, kolon dokusunda otofajik siirecteki degisiklikleri ortaya koymak amaciyla
Beclin-1 ve p62 immiinohistokimyasal boyamalari yapildi. Antikorlara ait kolon
immiinoreaktivitesi, semikantitatif olarak HSCORE yontemi ile degerlendirilerek, sonuglar

Tablo 6’da sunuldu.

Tablo 6. Deney gruplarina ait Beclin-1 ve p62 immiinoreaktivite degerlendirme sonuglari
(OrtalamatStandart sapma)

Kontrol Kolit Kolit+Quercetin P degeri
Beclin-1 (HSCORE) 180.00£17.8 90.00+6.32" 147.50+9.3" <0.001
p62 (HSCORE) 78.3316.8 135.00£8.9" 97.50+8.8* <0.001

“: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0.001. *: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p<0.01.
*: Kolit grubu ile kiyaslandiginda, p<0.001.

Beclin-1 Immiinoreaktivite Degerlendirmesi

Kontrol grubu kolon kesitlerinde, yiizey ve bez epitel hicrelerinde orta seviyede, yer
yer niklear da olmak (zere sitoplazmik Beclin-1 imminoreaktivitesi gozlenirken, bu
immiinoreaktivitenin bazi alanlarda lamina propriyadaki hiicrelerde de hafif siddette oldugu
goriildii (Sekil 26,27). Kolit grubuna ait kesitlerde, hasarli mukozada baskilanmis otofajinin
gostergesi olarak Beclin-1 immiinoreaktivitesinin azaldigi gozlendi. Boyanma siddetinin yiizey
ve bez epitel hiicrelerinde zayif oldugu izlenirken, epitel altt dokuda belirgin bir boyanma tespit
edilemedi (Sekil 28,29). Quercetin tedavili grupta, kolonik mukozada kript ve yiizey epiteli ile
lamina propriyada Beclin-1 immiinoreaktivitesi gozlendi (Sekil 30,31).

Deney gruplarina ait Beclin-1 boyali kolon kesitleri incelendiginde, kolit grubu
HSCORE degerinin, kontrol ve quercetin tedavili gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli seviyede (p<0.001) diisiik oldugu goruldi. Quercetin tedavili grupta, bu degerin kontrol
diizeylerine yaklastig1 ancak, iki grup arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu

(p<0.01) tespit edildi (Tablo 6).
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Sekil 26. Kontrol grubuna ait kolon mukozasinda Beclin-1 immunoreaktivitesi
gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 27.  Kontrol grubuna ait kolon kesitinde, kript ve yiizey epitelinde orta siddette,
lamina propriyada hafif siddette Beclin-1 immunoreaktivitesi gortulmektedir.
Icsel sekil: Negatif kontrol. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 28.  Kolit grubuna ait kolon mukozasinda, azalmis Beclin-1 immunoreaktivitesi
dikkati cekmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 29.  Kolit grubuna ait kolon kesitinde, kript ve yiizey epitelinde zayif siddette
Beclin-1 immdinoreaktivitesi gozlenirken, lamina propriyada negatif
boyanma gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 30.  Ouercetin tedavili gruba ait kolon mukozasinda Beclin-1 immunoreaktivitesi
gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 31.  Ouercetin tedavili gruba ait kolon kesitinde, kriptlerde, ylzey epitelinde ve
lamina  propriyada  Beclin-1  immunoreaktivitesi  izlenmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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p62 Immiinoreaktivite Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait kolon kesitlerinde, p62 immiinoreaktivitesi; ¢ogunlukla ylizey
epiteli ve bezlerin apikal kismindaki epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize olmakla
birlikte, lamina propriyadaki infiltre hiicrelerde de goriildii (Sekil 32-37). Boyanmanin siddeti
semikantitatif olarak HSCORE ile degerlendirildi (Tablo 6). Kontrol grubu kolon mukozasinda,
hafif siddette p62 immiinoreaktivitesi gozlendi (Sekil 32,33). Kolit grubuna ait kesitlerde,
azalmis ya da baskilanmis otofajinin gostergesi olarak mukozal p62 imminoreaktivitesinin
arttigr gorildi (Sekil 34,35), dolayist ile bu grubun p62 HSCORE degerinin; kontrol (p<0.001)
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi. Quercetin tedavisinin,
kolit induksiyonu sonucu kolon mukozasinda ortaya ¢ikan otofajik degisiklikleri kismen
onlemesi nedeniyle (Sekil 36,37), p62 immiinoreaktivitesinin, kolit grubuna kiyasla anlaml
Olciide azalmasina (p<0.001) karsin, tedavili grubun HSCORE degerinin, kontrol
grubundakinden 6énemli 6lglde yiksek oldugu (p<0.01) saptand: (Tablo 6).
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Sekil 32.

Sekil 33.

Kontrol grubuna ait kolon mukozasinda p62 immunoreaktivitesi
gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Kontrol grubuna ait kolon kesitinde, kript, ylzey epiteli ve lamina propriyada
hafif siddette p62 immiinoreaktivitesi goriilmektedir. I¢sel sekil: Negatif
kontrol. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 34.  Kolit grubuna ait kolon mukozasinda, artms p62 immiinoreaktivitesi dikkati
cekmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 35.  Kolit grubuna ait kolon kesitinde, kript, ylzey epiteli ve lamina propriyada
orta siddette p62 immiinoreaktivitesi gozlenmektedir. Hematoksilen zit
boyamasi, X400.
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Sekil 36. Ouercetin tedavili gruba ait kolon mukozasinda p62 immiinoreaktivitesi
gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 37. Ouercetin tedavili gruba ait kolon kesitinde, kriptlerde, ylzey epitelinde ve
lamina propriyada hafif siddette p62 immiinoreaktivitesi izlenmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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TARTISMA

Inflamatuvar ba@irsak hastaliklarinin  bir alt kategorisi olan Crohn hastalig
etiyopatogenezinden; genetik, mikrobiyal, inflamatuvar, bagisiklik ve gegirgenlik
anormallikleri gibi bircok faktér sorumlu tutulmasina ragmen, kesin bir etiyoloji
tanimlanamamistir (32). Crohn hastaliginda bagirsaklarin bagisiklik yanitim1 diizenleyici
proteinlerin yani sira, otofaji ve apoptoz gibi hiicresel mekanizmalar1 kontrol eden proteinlerin
de etkilendigi bilinmektedir (48). Son yillarda, hastaligin gelisiminde baskilanmis veya yetersiz
otofajinin rolii gdsterilmistir (8-11). IBH nin baslangicinda disfonksiyonel otofajinin nasil
katkida bulundugu halen arastirilmaktadir (48). Otofaji iliskili genlerdeki degisiklikler,
bagirsaklarda dogal ve edinilmis inflamatuvar yanitlari ¢ok yonlii etkiler. Bunlar bakteriyel,
fungal ve viral klerans, Paneth hicrelerinin antimikrobiyal peptit tiretiminin yani sira sitokin
uretimi, antijen sunumu ve ER stresine yanit gibi degisiklikleri igerir (12). TNBS ile olusturulan
deneysel kolit modelinde quercetin kullaniminin otofajik siirece etkisini degerlendirdigimiz bu
calismada elde ettigimiz bulgular; quercetin tedavisinin, TNBS aracili kolitte baskilanmig
otofajiyi indiklemek (p62 ve Beclin-1 imminoreaktivitesi) ve inflamatuvar degisiklikleri
duzenlemek suretiyle, kolon dokusunda meydana gelen hasarin gelisimini ve siddetini

(makroskobik ve histopatolojik degerlendirmeler) azalttigin1 gostermektedir.

Crohn hastaliginin tan1 ve tedavisindeki yaklasimlarin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmalarda, farkli deneysel kolit modelleri kullanilmaktadir (45). Calismamizda Crohn
hastaligin1 simiile eden TNBS aracili deneysel kolit modeli (46); siganlara, 25 mg TNBS’in
%30’luk etil alkol icerisinde ¢oOziinerek, tek doz halinde intrarektal uygulanmasiyla

olusturulmustur (9,93). Kolit indiiksiyonundan sonra hayvanlarda, anormal digki olusumu ve
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kanli diyare gibi akut kolitin ¢esitli belirtileri gozlenir. TNBS/etanoliin siganlara intrakolonik
olarak verilmesi, kanl diyare ile karakterize IBH ile birlikte, ilk hafta boyunca carpici bir
sekilde gbzlenen viicut agirligi kaybina neden olur (3,93,96). Yaptigimiz calismada; giinliik
olarak yapilan viicut agirlig1 6l¢timleri, kolit indiiksiyonundan 24 saat sonra belirgin hale gelen
diyare ile birlikte, kolit grubu deneklerinin deney sonu viicut agirliginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalmay1 gosterdi. Bunun nedenleri arasinda; TNBS'in bagirsak tizerindeki
belirgin etkilerinin (diyare ve s1vi emiliminde azalma) yani sira, agriya bagl hareket kisitlilig
nedeniyle besin almada azalmanin oldugu diistiniilmektedir (3). Kolonun inflamatuvar
durumunu morfolojik olarak ortaya koymak amaciyla ¢calismamizda, 6dem ve inflamasyon i¢in
kaba bir 6l¢iit olarak kabul edilen kolon agirliklar1 degerlendirilme sonuglarimiz, TNBS verilen
tiim gruplarda ortalama kolon agirliklarinin kontrole kiyasla anlaml diizeyde yiiksek oldugunu
gosterdi. Uyguladigimiz quercetin tedavisinin, TNBS’in yol actig1 diyarenin siddetini dnemli
Olciide azaltmak suretiyle, kolite bagl kilo kaybini istatistiksel anlamli olarak 6nledigi, buna
karsin artmis kolon agirliklarinda belirgin bir etki olusturmadig: tespit edildi. Daha 6nceki
calismalarda; cesitli kolit modellerinde quercetin tedavisinin, inflamasyon ve bagisiklik
tizerinde olusturdugu diizenleyici etkiyle kolon agirligindaki artisi, diyare gelisimini ve iligkili

olarak kilo kaybin1 engelledigi bildirilmistir (28,93,98).

Trinitrobenzen sulfonik asit ile olusturulan kolit, histopatolojik diizeyde belirli
lezyonlarin olusumunu tetikler (3,46). Bu lezyonlar makroskobik veya mikroskobik olarak
degerlendirilebilir. Inflamasyonun kolonik doku iizerindeki etkisini 6l¢mek ve ayrica ajanlarin
bu lezyonlar1 6nleme veya tedavi etmedeki roliinii test etmek amaciyla, ¢esitli skorlar ve
degerlendirme araglari gelistirilmistir. Bu ¢alismada da TNBS aracili kolon hasarinin siddeti;
makroskobik ve histopatolojik (mikroskobik skor, Goblet hiicre sayisi, Mast hiicre sayisi,
morfometrik 6l¢iimler) olarak degerlendirildi. TNBS ile kolit indiiksiyonu yapilmis deneklerde;
duvar1 kalinlasmis kolon dokusunda, makroskobik olarak hiperemi ile birlikte yama benzeri
mukozal ilserasyonlar gozlenmis olup, bu bulgularin yam1 sira c¢alismamizda, diski
degerlendirilmesinin de dahil edildigi makroskobik skorun, kolit grubu deneklerde anlaml
diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi. Quercetin tedavili grubun, koruyucu etkiye paralel olarak,
kolit grubuna kiyasla daha diisiik makroskobik skora sahip oldugu ve iki grup arasindaki farkin
istatistiksel anlamlilik sinirina yakin oldugu tespit edildi. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak,
daha onceki caligmalar; kolitli hayvanlarin makroskopik incelemesinde gozlenen mukozal
O0dem ve hemorajik iilserasyonlar1 igeren kolonik hasarin, quercetin gibi c¢esitli flavonoidler

tarafindan biiyiik 6lclide azaltildigini géstermektedir (3,28,93,97,98).
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Crohn hastalig1, agizdan aniise kadar sindirim kanalini segmentler halinde, arada saglam
bolgeler birakarak tutan, bagirsagin tiim histolojik katmanlarini etkileyerek transmural yayilim
gosteren, kronik, inflamatuvar bir hastaliktir (29). Bu histolojik katmanlardan tunika mukoza,
bagirsak epitel bariyeri ile yiizeyel mukus tabakasini olusturan hiicreleri icermesi nedeniyle
oldukca &nemlidir. Intestinal epitel bariyerini, enterositlerin apikal membrani ile hiicreler
arasindaki siki baglantilar olusturmaktadir. Bagirsak epitelinin ylizeyini orten ve liimenini
kaplayan mukus tabakasi, Goblet hiicrelerinin iirettigi salgiyla diizenli olarak olusturulur.
Olusturulan bu tabaka bagirsak liimeninde yerlesik olan mikroorganizmalarin tunika mukoza
ve altindaki tabakalara gegisini onler (99). TNBS/etanol indiiksiyonu ile kolit olusturdugumuz
calismamizda; kullandigimiz etanoliin, bagirsak bariyerini etkili bir sekilde yok etmesinin
ardindan, TNBS kolon dokusu proteinleri ile etkilesime geger. TNBS yiiksek molekiiler
agirlikli proteinlerle birlestiginde, bu proteinleri konak¢1 immiin sisteminde immiinojenik hale
getirerek, hastaliga yol agan mukozal immiin yanit1 baglatir. Kolitin indiiklenmesinden sonraki
ilk giinlerde yapilan histopatolojik analizlerde; nétrofillerin ve makrofajlarin kolonik mukoza
ve submukoza tabakalarina sizdigi goriilmiistiir. Sonraki giinlerde, nétrofilik infiltrasyon ile
karakterize transmural inflamasyon, kolon duvarmin kalinlagmasi, {ilserasyonlar, Goblet
hiicrelerinin kaybi1 gibi patolojik durumlar ortaya ¢ikar. Crohn hastaliginin transmural olmasi
sebebiyle tunika muskularis tabakasi da etkilenmektedir. Yogun bakteri infiltrasyonu nedeniyle
tunika muskularis tabakasindaki sirkiiler ve longitudinal kaslarin zarar gérmesi ve bu bolgeye
asirt notrofil, makrofaj ve lenfosit gogili sonucu bu tabakada incelme meydana gelmektedir (3).
Yaptigimiz c¢alismada, TNBS/etanoliin intrarektal uygulamasi, kolon dokusunda; yaygin
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile birlikte transmural inflamasyon, yer yer kanama alanlari,
yiizey epitelinde kayip ve bozulmalar, Goblet hiicre sayisinda azalma, kriptlerde yapisal
degisiklikler ve kript kayb ile birlikte atlamali olarak seyreden mukozal iilserasyon ve erozyona
neden olmustur. Bu bulgular, calismamizda tespit ettigimiz; mikroskobik skor ve total kolon
kalinhiginda artis ve Goblet hiicre sayisinda istatistiksel anlamli oOlgiide azalmayla
desteklenmistir. TNBS’in yol agtig1 inflamasyon ve 6demin, T. mukoza ve submukoza
kalinliginda meydana getirdigi artisin, T. muskularisde ki incelmeyle birlikte, kolit grubu
deneklerinin total kolon duvarinda kontrole kiyasla anlamli diizeyde kalinlagsmaya yol actigi
gozlenmistir. Bu bulgular, TNBS aracili kolit modelini kullanan ¢aligmalarin histopatolojik
verileri ile de uyumludur (3,28,100,101). iBH nin baslangi¢ ve ilerlemesinde oksidatif stresin
rolii gdsterilmis olup, hastaligin gelisiminde, ROS {iretiminde artis ve bozulmus antioksidan

savunma mekanizmalarinin etken faktorler oldugu kabul edilmektedir (1,42,44). Ayrica
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iltihapl1 mukozada artmis protein karbonillerinin varlig1, serbest radikallerin, IBH’nda mukozal
proteinlere zarar verebilecegi teorisini desteklemektedir (102). ROS’nin bagirsak mukozasinin
ylizeyini Orten musini yikmak suretiyle, mukus bariyerini ortadan kaldirdigr ve sonucunda
notrofil, monosit ve lenfosit gibi fagositik I6kositlerin infiltrasyonunu ve bakteriyel toksinlerin
lamina propriyaya difiizyonunu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (1-3). Bunun yani sira,
uyarilmig ve infiltre olmus notrofiller tarafindan daha fazla miktarlarda reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin iretimi, hastaligin ilerlemesine katki saglamaktadir (42). Endojen
antioksidanlar, normalde a¢iga ¢ikan oksidatif stresi Onleyebilir, ancak giderek artan
inflamasyon, bu Onemli antioksidanlara olan talebi artirir ve sonugta prooksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengesizlik mukozal hasari tetikler (43). Ayrica, ROS’nin, TNF-a ve
NF-kB aktivasyonunda da etkili oldugunu gosteren ¢aligmalar; oksidatif stres ile immin
diizenleyici inflamatuvar faktorler arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir (28,43). Cesitli
deneysel kolit modelleri ile yapilmis pek ¢ok ¢alisma; inflamasyon belirteci MPO seviyesinde
artis ile birlikte, oksidatif stres parametresi malondialdehit (MDA) diizeylerinde artig ve
antioksidan enzimler olan katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon aktivitelerinde ise anlaml
dl¢iide azalma ile IBH nin gelisiminde oksidatif stresin etkisini ve inflamasyon ile iliskisini

vurgulamaktadir (28,44,93).

Reaktif oksijen turlerinin, sadece oksidasyon siirecinde degil ayn1 zamanda, TNF-a
sitokinlerinin Gretimini indikleyen NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
araciligi ile inflamatuvar tepkiye katildigi bilinmektedir (85,86). Bir flavanoid olan quercetinin,
NO sentaz, COX-2, CRP gibi inflamatuvar aracilarin ve NF-kB yolaginin inhibisyonu suretiyle
akut ve kronik inflamasyonu 6nledigi bildirilmistir (81,83,103). Quercetinin antiinflamatuvar
etkisinin, ¢esitli inflamatuvar mediyatorlerin inhibisyonu aracilig ile gerceklestirmesinin yani
sira serbest radiakalleri temizleme (antioksidan) o6zelligi ile de iligkili oldugu bilinmektedir
(27,84). Calismalar ¢esitli deneysel kolit modelleri iizerinde, quercetinin antioksidan 6zelligi
ve NF-kB inhibisyonu aracilig: ile kolon dokusunda ortaya ¢ikan histopatolojik degisiklikleri
azaltmak suretiyle koruyucu etkisini gostermistir (21,27,28,103-105). Bu calismada da,
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri nedeniyle uygulamis oldugumuz quercetinin, TNBS
aracili kolit modelinde, kolon dokusunda goézlenen histopatolojik hasarlar1 biiyiik oranda
azalttig1 ve buna paralel olarak, tedavili grubun, kolit grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel

diizeyde anlamli oranda diisiik mikroskobik skora sahip oldugunu tespit ettik.

Mast hiicresi, dogrudan ve dolayli inflamatuvar aracilarin salinimiyla birlikte dogal ve

edinilmis bagisiklik sinyallerine yanit veren kemik iligi kokenli inflamatuvar bir hiicredir. Mast
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hiicreleri; deride, timus, lenfoid dokuda, akcigerde, burun mukozasinda, konjonktiva, uterus,
idrar kesesi, dil, sinoviyal s1vi ve mezenterde, biiylik ve kiigiik kan damarlarinin ¢evresinde ve
sindirim kanalinin subserozal ve submukozal tabakalarinda bulunur. Tarihsel olarak, mast
hiicreleri tip I asir1 duyarliliga dahil hiicre tipi olarak bilinir. Son yillarda, bu hiicrenin, kronik
obstriiktif akciger hastaligi, Crohn hastaligi, iilseratif kolit, karaciger sirozu, kardiyomiyopati,
multipl skleroz ve romatoid artrit dahil olmak {izere, bir dizi alerjik olmayan hastalikta da
yaygin olarak yer aldig1 bildirilmistir (106,107). TNF-a, interlokin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-4,
IL-13 ve TGF-P gibi ¢esitli inflamatuvar ve kemotaktik sitokinler, aktive olmus mast hticreleri
tarafindan salgilanmaktadir. TNF-a, IL-1 ve IL-6 inflamasyon ve akut faz reaksiyonlarinin
baslamasini tetiklerken, IL-8 ise ndtrofiller i¢in potansiyel bir kemotaktik molekiil olarak yangi
esnasinda tepkinin genislemesinde rol oynar (107-109). Mast hiicrelerinin aktivasyonu, tirozin
kinazin fosforilasyonuna ve internal Ca*> mobilizasyonuna yol acar. Bunu, protein kinaz C'nin,
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) m, NF-kB’nin aktivasyonu ve
inflamatuvar sitokinlerin salinmas izler (107-109). Farkli deneysel kolit modellerinde ve IBH
hastalarinda, kolon dokusunda nétrofil, makrofaj ve lenfositlerin yani1 sira belirgin mast hiicre
infiltrasyonu bildirilmistir (100,106,110,111). Bu verilerle uyumlu olarak ¢alismamizda, kolit
grubundaki mast hiicre sayisinin, kontrol grubu ve quercetin tedavili grup ile kiyaslandiginda
anlaml 6lgiide yiiksek oldugu goriildii. Qercetinin mast hiicre sayisi iizerinde gostermis oldugu
etkinin nedeni olarak, bu ajanin NF-kB'nin niiklear translokasyonunu inhibe etmek suretiyle
inflamatuvar sitokinlerin salinimin1 engellemesi oldugunu diisiinmekteyiz. Bu fikrimizi
destekler nitelikte, Min ve ark. (108) yapmis olduklar1 c¢alismada; quercetinin NF-KB ve
p38MAPK aktivasyonunu (zerindeki dizenleyici etkisi ile mast hiicre aracili alerjik

inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde faydali oldugunu rapor etmistir.

Otofajinin, inflamatuvar yanitlar1 diizenlemedeki kritik rolii; IBH da dahil olmak tizere
birgok otoimmiin ve kronik inflamatuvar hastalikta, disfonksiyonel otofajinin bir neden ya da
katkida bulunan faktor olarak gosterilmesiyle ortaya konulmustur (14,49,70). Otofaji,
hiicrelerin hasarli organellerinin ortadan kaldirildigi, protein agregatlarinin temizlendigi,
hiicrenin besin achigi siireleri boyunca hayatta kaldig1 ve hiicre i¢i patojen kleransi ve sitokin
sekresyonunun diizenlendigi fizyolojik siire¢lerde kilit rol oynayan, hiicresel strese karsi bir
yanit mekanizmasidir. Hem dogal hem de edinilmis bagisiklik sisteminin isleyisi i¢in gerekli
olmasmin yani sira, metabolik ve inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde de oldukga
onemlidir (48,49). Daha onceki ¢alismalar, IBH nda otofaji mekanizmasmimn bozuldugunu

gostermektedir. Bununla birlikte bu bozulmanin, otofajiyi indiikleyici yonde mi, yoksa inhibe
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edici yonde mi oldugu halen tartigmalidir. Farkli deneysel kolit modellerinde ve insanlarda,
IBH’nin gelisim ve ilerleyisinde defektif otofajinin rolii iizerine odaklanmuis literatiir bilgisi;
otofajinin indiiklendigi (112-115) veya otofajinin baskilandigi (8-11,15,116) yonlnde ikiye
ayrilmaktadir.

Hiicresel kontrol mekanizmalarindan biri olan otofajide; Beclin-1 otofaji surecini
baslatir. LC3, otofagozom olusumuna katilir; p62, LC3'e baglanir ve anormal proteinlerin
otofagozom i¢ine tasinmasindan sorumludur (117). Yapilan ¢alismalar, Beclin-1'in, cesitli
fizyolojik ve patolojik siireglerle iligkili otofajide membran uzamasini koordine ettigini
gostermektedir (7). Otofajik stirecte Beclin-1, sinif I1I PI3K Vps34 ile etkilesimine bagli olarak,
otofajik proteinlerin pre-otofagozomal yapiya lokalizasyonu igin biiyilk 6nem tasir. Bu
proteinler hep birlikte Beclin-1-Vps34-Vps15 ¢ekirdek kompleksini olustururlar (59). Farkli
deneysel kolit modelleri tizerinde yapilan ¢alismalarda, indiiklenmis otofajinin bir gdostergesi
olarak Beclin-1 ve LC3 seviyelerinin kolitli deneklerin kolon mukozasinda arttigi bildirilmistir
(112-115). Bu ¢alismalarin yani sira, TNBS (9,15) ve DSS (8) ile indiiklenmis veya IL-10
knockout fare kolit modellerinde (11) ve IBH hastalarinda (10) polimeraz zincir reaksiyonu,
immiinohistokimya, western blot ve elektron mikroskobik degerlendirmeler gibi ileri teknikler
kullanilarak, azalmis mukozal Beclin-1 ve LC3 seviyeleri ile baskilanmig otofajinin hastalik
gelisimindeki temel rolii gdsterilmistir. IBH modellerinde yetersiz/baskilanmis otofajiyi rapor
eden verilerle uyumlu olarak, ¢alismamizda TNBS indiiksiyonu ile kolit olusturdugumuz
siganlarda, 0Ozellikle kolon epiteli basta olmak {izere mukozada azalmis Beclin-1

immunoreaktivitesi gozledik.

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, otofajinin énemli bir diizenleyicisi olan, mTOR
yolaginin iliskili oldugu gosterilmistir (9-11,15,16). mTOR sinyal yolaginin baskilanmasinin,
otofajinin aktivasyonuna yol actifi bilinmektedir (11,52,53). Yapilan ¢esitli deneysel kolit
modellerinde ve IBH hastalarinda, artmis fosforile-mTOR seviyeleri ile birlikte, baskilanmis
otofajinin gostergesi olan azalmis mukozal Beclin-1 ve LC3 diizeyleri bildirilmistir (9-
11,15,16). Otofajinin; inflamatuvar tepkileri dengelemek suretiyle, bagirsak inflamasyonunu
azaltmada 6nemli rol oynadig: bilinmektedir (48). Fare modellerinde otofaji yolaklarinda rol
oynayan Atg7 ve Atgl6L1 proteinlerinin eksiklikleri, hem invitro hem de invivo olarak
makrofajlarda, inflamatuvar tetikleyicilere karsti IL-1B ve IL-18’in yiiksek miktarda
salgilanmasina yol agmistir (49,70). Macias-Ceja ve ark. (9), TNBS ile indiiklenmis kolitik
farelerin mukozasinda, mTOR bagimli olarak otofajinin inhibisyonu ile birlikte NF-kB

aktivasyonunun dizenleyicisi olarak bilinen, bir pro-inflamatuvar kompleks olan BCL10’un
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yiiksek protein seviyelerini rapor etmislerdir. Ayrica, bununla uyumlu olarak, BCL10'un NF-
kB aktivasyonundaki kritik rolli, Bhattacharyya ve ark. (118) tarafindan, karajenan ile
indiiklenen kolonik inflamasyon modelinde de bildirilmistir. Fizyolojik kosullarda, bazal
otofaji aracilidi ile siirekli bozulmaya ugramasi (harcanmasi) nedeniyle, hiicre i¢i p62 seviyeleri
oldukca disiiktiir (65). Otofajik aktivite ile p62 degrade edildiginden, sitoplazmada p62
birikimi genellikle azalmis ya da yetersiz otofajik aktivitenin bir isareti olarak kabul edilir (6).
Farkli yontemler kullanilarak olusturulan kolit modellerinde ve IBH hastalarmm kolon
dokusunda, bozulmus otofajinin etkisiyle p62 seviyelerinin artmis oldugu rapor edilmistir
(10,116). BCL10'un otofajiyle yikiminda, p62'nin gerektigi bilinmektedir (57). Bu bilgiyi
destekler nitelikte, Macias-Ceja ve ark. (9) ¢alismalarinda, TNBS aracili otofajinin inhibisyonu
ile birlikte kolon dokusunda artmigs BCL10 ve p62 seviyelerinin, otofajiyi indiikleyici ajanlar
tarafindan azaltildigini gostermislerdir. Sonu¢ olarak, TNBS’nin, mTOR bagimli olarak
otofajiyi inhibe ederek, pro-inflamatuvar kompleks BCL10 un birikimine ve nihayetinde NF-
kB aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (9). Benzer olarak, otofaji stimulatorleri
tarafindan tedavi edilen farelerde tespit edilen BCL10 seviyelerindeki azalmanimn, Ik-Ba
fosforilasyonu ve NF-kB'nin niikleer translokasyonunda gézlenen azalmadan sorumlu oldugu
gosterilmistir (119). Bu literatlr bilgisi, TNBS ile mukozal otofajinin inhibisyonunun (artmis
p62 dlzeyi), BCL10 birikmesi, NF-kB'nin ntkleer translokasyonu ile birlikte pro-inflamatuvar
sitokinlerin ifadesindeki artigla iligskili oldugunu gostermektedir. Mukozal otofajinin
farmakolojik aktivasyonu, BCL10 bozulmasmni destekleyebilir ve TNBS kaynakli
enflamasyonu Onleyebilir (9). Baskilanmig veya yetersiz otofajinin kolit gelisimi ve
ilerleyisindeki aktif roliinii gosteren ve hastaligin tedavisinde otofajiyi tetikleyici ajanlarin
yararl etklerini vurgulayan deliller giderek artmaktadir (9,11) Sun ve Sun (15) ¢calismalarinda,
alfa lipoik asitin, TNBS aracili kolit tizerindeki faydali etkisini, mTOR’u inhibe etmek suretiyle
otofajiyi tetikleyerek gergeklestirdigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte kolitte, mTOR
inhibitorlerinin, NF-kB aktivasyonunu diizenleyici ilaglar olarak etkili oldugu gosterilmistir
(120,121). Park ve ark. (54), TNBS kolit modelinde, makrolid suksinil makrolaktin A’nin,
TNF-aracili PI3K, AKT, mTOR ve p70S6 kinazin fosforilasyonunu inhibe ederek kolitin
siddetini azalttigin1 bildirmistir. Mukozal otofajinin farmakolojik stimilasyonunun, intestinal
inflamasyonu ve dolayisi ile TNBS aracili kolitin siddetini azalttigi gésterilmistir (9). Zhao ve
ark. (11) IL-10 knockout fare modelinde, dokosaheksaenoik asitin, artmig TNF-a ve interferon-
gama seviyelerini azaltmak ve mTOR yolagimin inhibe ederek otofajiyi arttirmak suretiyle,

kolitin siddetini azalttigini rapor etmislerdir. Biz de TNBS aracilt kolit modelini kullandigimiz

55



bu calismada, NF-kB inhibisyonu araciligi ile giiglii antiiflamatuvar potansiyele sahip oldugu
bilinen quercetinin, kolitin yol agtigi baskilanmis otofajiyi diizenlemek suretiyle mukozal
Beclin-1 immiinoreaktivitesinde artisa ve p62 immdinoreaktivitesinde azalmaya neden
oldugunu gozlemledik. Quercetinin de ait oldugu polifenolleri iceren ¢esitli bitki
metabolitlerinin, otofaji iizerinde diizenleyici etkilerinin gosterildigi ¢alismalar, bizim
bulgularimiz1 destekler niteliktedir (22-26). Polifenollerin potansiyel olarak otofajiyi
indiikledigi, hatta cesitli yollarla canlilarin yasam siiresini uzattiklar1 bulunmustur (23,88).
Quercetin ve resveratrol gibi bilinen polifenolik otofaji indikleyicilerinin, sirtuin aktivasyonu
ile Okaryotlarin Omriinii uzattigi saptanmistir (88). Polifenollerin; FOXO transkripsiyon
faktorlerinin hedef genleri Gzerindeki etkileri araciligi ile, ana otofaji genlerinin deasetilasyonu
(ve dolayisiyla aktivasyonu) ve AMPK ile etkilesimleri yoluyla otofajiyi indiikledikleri
bildirilmistir (89). Otofaji ile inflamazomlar (inflamatuvar yanit ile iliskili ¢oklu protein
platformlari) arasinda yakin iliski s6z konusudur. Otofaji, inflamazom olusumunu negatif
yonde diizenleyebilir; baskilanmis otofaji inflamozom aktivasyonunu artirirken, otofajinin
aktivasyonu, inflamazom degredasyonunu artirir (122-124). Xue ve ark. (25), quercetinin
otofajiyi aktive etmek suretiyle, epithelial hiicrelerde Escherichia coli O157:H7 ile tetiklenmis
inflamazom aktivasyonunu baskiladigini bildirmislerdir. Bununla birlikte quercetinin, mTOR
aktivitesini bloke etmek suretiyle, kanser hiicrelerinde otofajiyi tetikledigi gosterilmistir
(24,26). Khajah ve ark. (16) quercetin gibi bazi 6nemli flavanoidleri iceren sogan 6ziiniin, DSS
aracilt kolitte, kolonik dokuda PI3K/mTOR yolagimin aktivasyonunu azalttigmi rapor

etmislerdir.

Otofajik defektlerin, Goblet hicre fonksiyonunu etkileyerek mukus salinimini ve
enterositlerin emilim fonksiyonlarini azalttig1 bildirilmistir (13). Goblet hiicreleri; bagirsakta
yuksek seviyede misin glikoproteinlerini (Musin 2/MUC2), antimikrobiyal faktorleri (trefoil
faktor) ve mukus capraz baglayici proteinleri (Fc-gama baglayict protein) sentezleyip,
salgilayarak, epitel bariyerinin ilk savunma hatt1 olan mukus tabakasini olusturur. Bu tabaka
normal bagirsak mikrobiyotasi ile epitel yiizey arasinda kritik bir alan olusturur. IBH’nda,
mukus tabakasinin bozuldugu ve bu durumun, mikrobiyotanin epitele yakin yogun bir tabaka
olusturmak suretiyle, kronik inflamasyona yol actigi gosterilmistir (1-3). Kolonik Goblet
hlcrelerinde, otofajide rol oynayan proteinlerin etkili mukus salinimi igin gerekli oldugu
gosterilmistir (125). Patel ve ark. (125) ¢aligmalarinda, genetik olarak Atg5, Atg7 veya LC3
knockout farelerde ya da bu genleri baskilanmig hiicre kiiltiirii modellerinde, bozulmus otofaji

nedeniyle Goblet hiicrelerinin morfolojilerinin degistigini ve hiicre i¢i mukus birikimine
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ragmen ylizey mukus tabakasindaki azalmay1 géstermisler, bdylece bozulmus otofajinin Goblet
hiicre graniil ekzositozunda defektlere yol actigini bildirmiglerdir. Bu bulgular, Goblet
hiicrelerindeki disfonksiyonel otofajinin, azalmis mukus tabakasi nedeniyle, mikrobiyatanin
epitel tabakaya kronik inflamasyonuna ya da mikrobiyataya karsi immiin tepkilere neden
olarak, IBH nin gelisimine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (48). Bagirsak epitel
hiicrelerinde yetersiz otofajinin, inflamatuvar kosullarda apoptozu indiikleyerek, bariyer
blitlinliigiinii zayiflatabildigi gosterilmistir (14). Tawiah ve ark. (126) artmis ROS aracilidi ile
yanlis katlanmis MUC2 seviyelerinde artisin, Goblet hiicre apoptozisini tetikledigini
gozlemlemiglerdir. Bu g¢alismada, MUC2 katlanmasinin diizeltilmesi ve ROS’nin inhibe
edilmesi, ER stresini hafifletti ve hiicreleri apoptozdan kurtardi. Sonug olarak, kolitin erken
sathasinda, asirt mukus tiretiminin, ciddi ER stresine ve enterosit hasarindan 6nce gdzlenen
Goblet hiicre apoptozisine neden oldugu bildirildi. Boylece, gastrointestinal inflamasyonda,
yuksek MUC2 biyosentezi ve Goblet hiicre apoptozisinin, disfonksiyonel epitel bariyere yol
actigr gosterilmistir. Daha Onceki arastirmalarin (3,44) sonuglar1 ile uyumlu olarak,
calismamizda da kolit grubundaki Goblet hiicre sayisinda, kontrol grubu ve quercetin tedavili
grup ile kiyaslandiginda anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir. Topgu-Tarladacalisir
ve ark. (44) galismalarinda, kolit grubu deneklerin kolon dokusunda artmis epiteliyal apoptozis,
Goblet hiicre sayisinda anlamli diizeyde azalma ile birlikte epitel tabakada belirgin hiicre kaybi
ve hasarini ortaya koymuslardir. Bu gozlemler bize, ¢calismamizda tespit ettigimiz, kolit grubu
ortalama Goblet hiicre sayisinda anlamli derecede azalmanin, TNBS aracili mukozal otofajinin
inhibisyonu nedeniyle meydana gelen ER stresini tolere edemeyen hicrelerin 6lumu
neticesinde ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, tedavi grubuna uyguladigimiz,
guclu antiinflamatuvar etkili bir flavonoid olan quercetinin, antioksidan ve antiinflamatuvar
ozelliklerinin yan1 sira otofajik mekanizma lizerindeki diizenleyici etkisi ile Goblet hiicre
kaybini anlamli oranda azalttigini tespit ettik. Bu bulgumuza paralel olarak, deneysel kolit
modellerinde; ¢esitli flavonoid tiirevlerinin, Goblet hiicreleri ve dolayisi ile intestinal bariyerin

biitiinliigii tizerinde koruyucu etkisi gosterilmistir (21,104,105).

Sonug olarak bu ¢alismada; siganlara rektal yoldan verilen TNBS’in, mukozal otofajiyi
baskilamak suretiyle, kolon dokusunda Crohn hastaligina karakteristik histopatolojik
degisikliklere yol agtig1 gosterilmistir. Ayrica uyguladigimiz quercetin tedavisinin, kolite bagl
olarak ortaya ¢ikan otofajik ve inflamatuvar degisiklikleri diizenlemek suretiyle hastaligin
gelisimini  Onlemede faydali oldugu saptanmistir. Bu c¢alisma, otofajik siireclerin

manipiilasyonunun, IBH igin terapétik bir hedef olabilecegini gdstermenin yani sira, deneysel
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kolit modelinde, quercetinin mukozal otofajiyi indiikleyici etkisini ortaya koyan ilk calisma
olma oOzelligi tasimaktadir. Bununla birlikte; kolonun inflamatuvar durumunu ortaya koyacak,
cesitli sitokin diizeyleri ile birlikte otofaji iliskili yolaklarin ve farkli otofajik proteinlerin
degerlendirilmemis olmasi ¢alismamizin eksik yonleri olup, quercetinin bu etkisinin,
inflamasyon ve otofajik siire¢ arasindaki karsilikli iligkiyi ortaya koyabilecek farkli aragtirma

metodlarinin kullanildig1, daha ileri calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

58



SONUCLAR

Calismamizda; TNBS ile olusturulmus deneysel kolit modelinde quercetinin, otofajik

stire¢c (p62 ve Beclin-1 immunoreaktivitesi) Gzerindeki etkisi ile kolon dokusunda meydana

gelen histopatolojik hasarlar1 (mikroskobik skor, Goblet hiicre sayisi, Mast hiicre sayisi,

morfometrik 6lciimler) 6nleyici/azaltici roll aragtirilmistir.

Deney siirecinde yapilan tiim incelemeler sonucunda;

TNBS’in %30’lik etil alkol icerisinde ¢oziinerek tek doz halinde intrarektal uygulanmasi,
siddetli diyare ile birlikte, kolit grubu deneklerinde anlamli derecede kilo kaybina yol a¢tig1,
ginliik 100 mg/kg quercetin verilen tedavili grupta ise viicut agirligi kaybinin anlaml
Olctde azaldigr gozlendi.

Kolit indiiksiyonu yapilmis kolit ve quercetin tedavili gruplarin ortalama kolon
agirliklarinda, 6dem ve inflamasyona bagli oldugu diisiiniilen anlamli bir artis oldugu ve
tedavinin bu parametre iizerine istatistige yansiyan bir etki olusturmadig tespit edildi.

. Deney siiresi sonunda, kolonun longitudinal olarak agilarak yapilan makroskopik
degerlendirmesi sonucu, hasar skorunun kolit grubu ve quercetin tedavili gruplarda,
kontrole kiyasla anlamli dlciide yiiksek oldugu, tedavinin etkisi ile bulgularin azalmasina
bagli olarak hasar skorunda meydana gelen diistikliigiin istatistiksel anlamlilik sinirina
yakin olmakla birlikte kolit grubuna kiyasla anlamli bir fark olusturmadig1 goriildii.
TNBS/etanoliin intrarektal uygulamasinin, sican kolon dokusunda; yaygin inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ile birlikte transmural inflamasyon, yer yer kanama alanlari, yiizey
epitelinde kayip ve bozulmalar, Goblet hiicre sayisinda azalma, kriptlerde yapisal

degisiklikler ve kript kayb1 ile birlikte atlamali olarak seyreden mukozal iilserasyon ve
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erozyona neden oldugu ve bunun neticesinde yaptigimiz degerlendirme sonucunda
mikroskobik skorun, kolit grubunda kontrol ve quercetin tedavili gruba kiyasla anlaml
Olgiide yiiksek oldugu tespit edildi. Guclu antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri
araciligi ile quercetin tedavisnin bu hasarlar1 6nledigi/azalttig1 gézlendi.

. Dogal ve edinilmis bagisiklik sinyallerine yanit veren kemik iligi kokenli inflamatuvar bir
hlcre olan mast hucrelerinin kolit gelisimdeki roliinii ortaya koyacak sekilde, ¢alismamizda
TNBS aracili kolit indiiksiyonunun, diger inflamatuvar hiicrelerinin infiltrasyonu ile birlikte
mast hiicre sayisinda anlamli seviyede artisa neden oldugu ve quercetin tedavisi ile mast
hlcre infiltrasyonunun belirgin diizeyde azaldig: tespit edildi.

TNBS’in yol ac¢tig1 inflamasyon ve 6demin, T. mukoza ve submukoza kalinliginda meydana
getirdigi artis, T. muskularisde ki incelmeyle birlikte, kolit grubu deneklerinin total kolon
duvarinda kontrole kiyasla anlamli diizeyde kalinlasmaya neden oldugu gozlendi.
Antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikli quercetin destegi ile kolon duvari tabakalarina ait
morfometrik degisikliklerin biiyiik dl¢iide 6nlendigi tespit edildi.

Otofajinin kolit gelisimdeki roliinii ve quercetinin otofajik siire¢ Uzerindeki etkisini
inceledigimiz ¢alismada, TNBS aracili kolit indiiksiyonunun si¢an kolon dokusunda,
azalmis mukozal Beclin-1 immiinoreaktivitesi ve artmis p62 immiinoreaktivitesi ile
gozlemledigimiz, baskilanmig/yetersiz otofajiye neden oldugu, quercetin tedavisinin
otofajik siireci kontrol eden yolaklar1 diizenleyerek otofajiyi indiikledigi ve buna paralel
olarak kolit grubuna kiyasla Beclin-1 ve p62 nin mukozal immiinoreaktivitelerindeki
degisiklikleri anlaml 6l¢iide 6nledigi tespit edildi.

. Bagirsak epitel hiicrelerinde yetersiz otofajinin, inflamatuvar kosullarda apoptozu
indiikleyerek, bariyer biitlinliigiinii zayiflatabildigi bilgisine dayanarak; calismamizda da,
TNBS aracili mukozal otofajinin inhibisyonu nedeniyle, hasar1 tolere edemeyen bagirsak
epitel hiicrelerinin 6limii neticesinde, kolit grubu ortalama Goblet hiicre sayisinda anlamli
derecede azalma tespit edildi. Quercetinin, otofajik mekanizma Uzerindeki diizenleyici

etkisi ile Goblet hiicre kaybini1 anlamli oranda azalttig1 gézlendi.

Sonug olarak bu ¢alismada; siganlara rektal yoldan verilen TNBS’in, mukozal otofajiyi

baskilamak suretiyle, kolon dokusunda Crohn hastaligina karakteristik histopatolojik

degisikliklere yol agtig1 gosterilmistir. Ayrica uyguladigimiz quercetin tedavisinin, kolite bagl

olarak ortaya ¢ikan otofajik ve inflamatuvar degisiklikleri diizenlemek suretiyle hastaligin

gelisimini 6nlemede faydali oldugu saptanmistir. Bununla birlikte; kolonun inflamatuvar
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durumunu ortaya koyacak, ¢esitli sitokin diizeyleri ile birlikte otofaji iligkili yolaklarin ve farkli
otofajik proteinlerin degerlendirilmemis olmasi ¢alismamizin eksik yonleri olup, quercetinin
bu etkisinin, inflamasyon ve otofajik siire¢ arasindaki karsilikli iliskiyi ortaya koyabilecek
farkli arastirma metodlarinin  kullanildigi, daha ileri ¢alismalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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OZET

Ulseratif kolit ve Crohn hastaligini kapsayan inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH);
son yillarda diinya ¢apinda insidansi gittikce artan, kronik ve tekrarlayan inflamatuvar bir
bozukluktur. Bu ¢alismada, 2,4,6 trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile kolit olusturulmus
sicanlarin kolon dokusunda, quercetin kullaniminin otofajik siire¢ lizerindeki etkisi ile kolon

dokusunda meydana gelen histopatolojik hasarlar1 6nleyici/azaltici rolii arastirildi.

Bu amagla 24 adet Wistar Albino sigandan rastgele 3 grup (Kontrol, kolit ve
kolit+quercetin) olusturuldu. Kolit indiiksiyonu; 24 saat oncesinde a¢ birakilmis kolit ve
kolit+quercetin grubu deneklere, 0,25 ml %30 luk etanol igerisinde hazirlanmig, 25 mg
TNBS’in intrarektal yoldan verilmesiyle gergeklestirildi. Kolit indiiksiyonundan hemen sonra
baslayarak 7 giin boyunca, kolit+quercetin grubu deneklerine, intragastrik yoldan 100
mg/kg/glin quercetin verildi. Deneklerin gunliik olarak viicut agirligi ve diski takibi yapildi.
Isik mikroskobik incelemeler (mikroskobik skor, Goblet hiicre sayisi, mast hiicre sayisi,
morfometrik olgtimler) ile kolon histopatolojisinin yani sira, mukozal Beclin-1 ve p62

immunoreaktivitesi ile de otofaji degerlendirildi.

Deneklere TNBS’in rektal yoldan uygulanmasi; siddetli diyare ile birlikte belirgin kilo
kaybi ile kendini gosteren kolit gelisimine neden oldu. Histopatolojik olarak kolon dokusunda
gozlenen; yaygin inflamatuvar hicre infiltrasyonu ile birlikte transmural inflamasyon, yer yer
kanama alanlari, yiizey epitelinde kayip ve bozulmalar, Goblet hiicre sayisinda azalma,
kriptlerde yapisal degisiklikler ve kript kaybi ile birlikte atlamali olarak seyreden mukozal

ulserasyon ve erozyon nedeniyle, kolit grubunda yuksek mikroskobik hasar skoru tespit edildi.
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Ayrica, baskilanmis otofaji nedeni ile mukozal Beclin-1 immunoreaktivitesinde azalma, p62
immiinoreaktivitesinde artis gozlendi. Quercetin tedavisi, kolon dokusunda ortaya ¢ikan

histopatolojik ve otofajik degisiklikleri nemli dlgtide onledi.

Bu calismanin bulgulari; quercetinin, TNBS ile indiiklenen kolite bagli olarak ortaya
¢ikan otofajik ve inflamatuvar degisiklikleri diizenlemek suretiyle, iIBH gelisimini énlemede

faydali olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Trinitrobenzen silfonik asit, Quercetin, Inflamatuvar bagirsak

hastaliklari, Otofaji, Sigcan.
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THE EFFECTS OF QUERCETIN ON AUTOPHGY IN EXPERIMENTAL
COLITIS INDUCED BY TRINITROBENZENE SULFONIC ACID

SUMMARY

Inflammatory bowel diseases (IBD) including ulcerative colitis and Crohn's disease, is
a chronic and recurrent inflammatory disorder of the digestive tract and the incidence of IBD
is increasing worldwide. In this study, the effect of quercetin on the autophagic process and its
role in preventing / reducing histopathological damage in the colon tissue of rats treated with
2,4,6 trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) were investigated.

Twenty-four Wistar albino rats divided from randomly 3 groups (control, colitis and
colitis + quercetin). For the colitis induction, TNBS (25 mg) was prepared in 0.25 ml of 30%
ethanol and then intrarectally was administered to fasted colitis and colitis + quercetin group of
animals for 24 hours. Beginning immediately after the induction of colitis, intragastrically, 100
mg/kg per day quercetin was given for 7 days. Following colitis induction, all rats were
monitored daily for body weight and stool consistency. At the end of the experiment, colon
tissues were removed and evaluated the colon histopathology by light microscopic examination
(microscopic score, Goblet cell count, mast cell count, morphometric measurements), and the

autophagy by immunohistochemically mucosal Beclin-1 and p62.

Rectal administration of TNBS to rats was caused severe diarrhea accompanied by
marked weight loss. Histopathologically; transmural inflammation with diffuse inflammatory
cell infiltration, occasional hemorrhagic areas, loss and deterioration of surface epithelium,
decrease in number of Goblet cells, crypt distortion, crypt loss and patch-like ulceration were

observed in colon of colitic rats. As a result, high microscopic damage score was determined in
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colitis group. As indicator of suppressed autophagy, we also shown that a decrease in mucosal
Beclin-1 immunoreactivity and an increase in p62 immunoreactivity. Quercetin treatment
significantly prevented histopathological and autophagic changes in colon tissue of TNBS-

induced colitic rats.

The findings of this study suggested that quercetin may be useful in preventing and

treatment of IBD by regulating autophagic and inflammatory changes in colon.

Keywords: Trinitrobenzene sulfonic acid, Quercetin, Inflammatory bowel diseases,
Autophagy, Rat
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TARLADACALISIR i yaptigit TUHADYEK-2018/03 protokol nolu “''Deneysel Kolit Modelinde
Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Quercetinin Etkisinin incelenmesi’’ bashkl ¢aligma
oriisiildi. Aragtirmanin amag, yaklagim, gere¢ ve yontemleri dikkate alinarak incelenmesi
sonucunda; Hayvan deneyleri yerel etik kurulu yénergesinde belirtilen ilke ve kurallara uygun

bulunarak, ¢ahsmanin yapilabilecegine meveudun oy birligi ile karar verilmistir.
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Vet. Hekim Ziyd CUKUR

Vet. Hek. Uye
Arastirma ile {liski: O var Cyok
Toplanti Katihm: O evet (J hayir

WSEZER

i Ogretim Uyesi
ile iligki: ) var Cyok

Prof. Dr. ¥

Dog. Dr. Elvan BAKAR
Eczacihik Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Arastirma ile iliski: O var¥®yok
Toplant Katihm: y evet [J hayr

Aragtirma ile {liski: O var CQyOk
Toplanti Katilim: evet O hayir
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Yrd. Dog. Dr. Hayati ARDA
Fen Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Arastirma ile {ligki: O var Oyok
Toplanti Katilim: O evet (] hayr

Arastirma ile [ligki: O var Pyok
Toplanti Katihm: Prevet O hayir

Sivil Toph usu Sivil Uye
Aragtirma ile INgk}: O var Oyok
Toplanti Katilim: 0 evet [ haywr
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Yrd. Dog. Dr. Beytullah OZKAN
Fen Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Aragtirma ile [ligki: O var Oyok
Toplanti Katilum: [ evet [ hayir

Jes
Dog. Dr. an GURKAN
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Aragtirma ile {ligki: O var &yok
Toplanti Katihm: Jégyet [ hayir

SALNTULMAADA
Osman GULTEKIN
Sivil Uye
Aragtirma ile {ligki: O var Oyok
Toplanti Katthm: O evet O hayir
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