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OZET

YOLDAS Havvanur. Deneysel kolit modelinde probiyotik ve omega-
3 yag asitlerinin inflamatuar yamita etkileri. Baskent Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dal
Doktora Tezi, 2016.

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve gevresel
faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢iktigina
inanilan sistemik hastalik grubudur. Son yillarda IBH’da belirgin bir artis dikkati
cekmektedir ve deneysel anlamda bir c¢ok calisma yapilmasina ragmen, klinik
pratikte tam bir tedavi saglayabilen ajan bulunamamistir. IBH nin tedavisi biiyiik
oranda medikal tedavidir ve kanit diizeyinde protokol olusturulan bir tibbi beslenme
tedavisi heniiz yoktur. Bu ¢alismada farelerde olusturulan deneysel kolit modelinde
probiyotikler ve omega-3 yag asitlerinin, inflamatuar yanita olan etkilerinin ortaya
konulmasi1 amaclanmistir. Caligmada 50 adet, BALB/c fare tiirii kullanilmistir.
Fareler rastgele saglikli kontrol (Grup 1), DNBS (dinitrobenzen sulfonik asit) kontrol
(Grup 2), DNBS+probiyotik (Grup 3), DNBS+omega-3 (Grup 4) ve
DNBS+probiyotik+omega-3 (Grup 5) olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Deneysel
kolit olusturmak amaciyla saglikli kontrol grubu hari¢, 2-6 mg (200 mg/kg)
dinitrobenzen silfonik asit (DNBS) + %30’ luk etanol karisimi, anestezi altindaki
farelere rektal yolla verilmistir. Kronik kolit olusturabilmek i¢in, DNBS karisimi yar1
doza indirilip (100 mg/kg) tiim asamalar 21. giinde tekrarlanmistir. Fareler 24. giiniin
sonunda sakrifiye edilip, kolon dokular1 ¢ikarilmistir. Doku diizeyinde interlkin
(IL)-6, IL-10, IL-17A, interferon gamma (IFN-y), tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a)
duzeyleri ile toplam oksidan (TOS) ve toplam antioksidan (TAS) seviyeleri
Olclilmiistiir. Kolon mukozasi histolojik olarak degerlendirilmistir. Gruplararasi
agirhk degisimleri karsilagtirildiginda  istatistiksel ac¢idan Onemli  farklilik
saptanmamistir (p>0.05). En yiksek IFN- y diizeyi DNBS kontrol grubunda
belirlenmistir. DNBS kontrol grubunun, DNBS+probiyotik ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina kiyasla IFN-y degeri ortalamasi istatistiksel
acidan Onemli derecede yiiksek saptanmistir (p<0.05). IL-6 ve IL-10 duzeyleri



bakimindan gruplar arasinda Onemli farklilik bulunmamistir (p>0.05). IL-17A ve
TNF-o dlzeyi en yiuksek DNBS kontrol grubunda saptanmistir (p<0.05). TAS ve
TOS degerleri bakimindan DNBS+probiyotik grubunun en diisiik diizeye sahip
oldugu goriilmiustiir. Gruplar aras1 fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir
(p>0.05). Mikroskopik skorlama agisindan gruplar karsilastirildiginda; istatistiksel
acidan Onemli olarak en yiksek skorun DNBS kontrol grubuna ait oldugu
goriilmiistiir (p<0.05). Saglikli kontrol grubuna en yakin mikroskobik goriintiiniin,
kombine besin destegi alan DNBS+probiyotik+omega-3 grubu oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, probiyotik ve omega-3 yag asitlerinin hem tek bagina, hem de birlikte
kullanimin kolon hasar1 ve inflamasyondan koruyucu etkileri oldugu goézlenmistir.
Ancak rutin uygulanacak bir protokol olusturulabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya

gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotikler, Omega-3 yag asitleri, Inflamasyon, Kolit,

Inflamatuar bagirsak hastaliklari

Bu calisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan 22/06/2015 tarihinde 115S679 numarali proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

YOLDAS Havvanur. Effects of probiotics and omega-3 fatty acids
on inflammatory response in experimmental colitis model. Baskent
University Institute of Health Sciences, Department of Nutrition and
Dietetics. PhD Thesis, 2016.

Inflammatory bowel disease (IBD) is a systemic disease, with unknown etiology,
believed to result from the interaction between genetic and environmental factors and
intestinal immune factors. Recently there is a significant increase in prevalence of
IBD but although many experimental studies have been performed, no agent could be
found providing a complete cure in clinical practice. Treatment of IBD is mostly
medical; there isn’t any evidence based protocol for medical nutrition therapy. In this
study we aimed to determine the effects of probiotics and omega 3 fatty acids on
inflammatory response, total oxidant, total antioxidant parameters and intestinal
epithelium in chronic colitis induced rats. 50 BALB/c mice were used for this study.
Mice were randomly separated in to 5 groups as: Healthy control (Group 1), DNBS
control (Group I1), DNBS+probiotic (Group 111), DNBS+omega-3 group (Group 1V),
DNBS+probiotictomega-3 (Group V). A mixture of 2-6 mg (200 mg/kg)
dinitrobenzenesulfonic acid (DNBS) + %30 ethanol were given rectally to mice
under anesthesia to induce experimental colitis except for healthy control group. To
induce chronic colitis, dose of the DNBS mixture was reduced to half (100 mg/kg)
and all phases were repeated on 21st day. At the end of 24th day mice were
sacrificed and colonic tissue was removed. Tissue IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-
a, total oxidant and total antioxidant levels were measured. Histological evaluation
of colonic mucosa was performed. There wasn’t any statistically significant
difference between groups in terms of weight changes (p>0.05). Highest IFN- y level
was measured in DNBS control group. Mean IFN-y value of DNBS control group
was significantly higher than mean IFN- y values of DNBS+probiotic and
DNBS+probiotic+tomega-3 groups (p<0.05). There was no statistically significant
difference between groups in terms of IL-6 and IL-10 levels (p>0.05) . IL-17 and
TNF- o levels were significantly highest in DNBS control group (p<0.05). It was
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seen that DNBS+probiotic group had the lowest levels of both TAS and TOS values
but there was no statistically significant difference between groups (p>0.05). When
we compared groups in terms of microscopic scoring, we found that DNBS control
group had the highest score and this difference was statistically significant (p<0.05).
Closest microscopic image to the healthy control group was in
DNBS+probiotic+omega-3 group which was taking combined nutritional support. As
a result, we observed that using probiotics and omega-3 fatty acids either alone or in
combination has protective effects on colon injury and inflammation. However, more

studies are needed to create a routinely used protocol.

Key words: Probiotics, Omega-3 fatty acids, Inflammation, Colitis, Inflammatory
bowel diseases

This study was supported by The Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK) on 22.06.2015 with the project number 115S679.
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1. GIRIS

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve
cevresel faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya
¢iktigia inamilan sistemik bir hastaliktir. Temel olarak iilseratif kolit (UK) ve Crohn
hastaligi (CH) olarak ikiye ayrilmaktadir (1-3). IBH’nin etiyolojisi tam olarak
bilinmese de, mevcut calismalar T hiicrelerindeki aktivasyon artisinin énemli rol
oynagim gostermektedir (4-10). Ulseratif kolit ve CH insidans1 cografik bolgelere ve
ayni bolge icinde yasayan popiilasyonlara gore biiyiik farkliliklar gdstermekte ve
geligmis llkelerde daha yaygin sekilde goriilmektedir. Son yillarda, iilkemizde ve
gelismekte olan diger iilkelerde hastaligin insidansindaki artis dikkati ¢ekmektedir
(11-13). IBH nin tedavisi biiyiik oranda medikal tedavidir ancak bu hastaliklar i¢in
genel olarak kdoratif bir tedavi yoktur. Aminosalisilatlar, Kkortikosteroidler,
immunsuppressantlar ve biyolojik maddeler hastaligin remisyonu igin sikga
kullanilmaktadir. Hastaligin ilerlemesini onlemek ve inflamatuar yangiyr kontrol
edebilmek icin agresif terapotik uygulamalar dnerilmektedir (5-7). Ancak bu ilaglar
ozellikle firsat¢1 enfeksiyonlarin gelismesine bagli olarak anemiye ve malignitenin
artmasina sebep olabilecegi i¢in risk olusturmaktadir (8, 9). Bu sebeple hastaligin
tedavisinde, beslenme terapisi/besin destegi gibi alternatif tedavi yOntemlerinin
aranmasi Onerilmektedir (10). Probiyotikler yeterli miktarda alindiginda, konaga
saglik faydasi olan canli mikroorganizmalardir (2). Probiyotikler, goblet hiicrelerinde
musin, antimikrobiyal peptidler ve [-defensin {retimini artirarak, intraluminal
patojenlere ve toksinlere epitel gecirgenligi azaltarak epitelyal bariyer Uzerinde
dogrudan etki gostermektedir. IBH hayvan modellerinde, probiyotiklerin &zellikle
bifidobakterlerin, sitokin salinimini etkiledigi ve mukozal inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (2, 3). Uzun zincirli yag asitlerinden omega-3 (n-3) yag asitlerinin de
guclu antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (10).

Hayvan modelleri IBH’de elli yildan uzun bir siiredir kullanilmaktadir (14).
Sonrasinda kosullarin iyilestirilmesi ve hayvan refahinin saglanmasi i¢in deneysel
kolit modelleri gelistirilmistir. Bu modellerin, hastaligin patojenezinin arastirilmasi

ve terapotik ajanlarin kesfi icin 6nemi buyiiktir (15). Ortaya konulan bu modellerde,

1



insanlarda olusan IBH’nin birgok histopatolojik ve klinik &zellikleri
gozlenebilmektedir (16, 17).

Mevcut literatiirde, IBH’da probiyotik (18-21) ve omega-3 desteginin (21, 22)
etkisinin ayr1 ayri incelendigi smirli ¢alismalar olsa da, birlikte incelendigi bir
calismaya rastlanilmamustir.

Bu ¢alisma, deneysel kronik kolit modelinde probiyotiklerin ve omega-3 yag
asitlerinin, inflamatuar yanita, toplam oksidan, toplam antioksidan parametreler ile

bagirsak epiteline olan etkisini degerlendirmek amaciyla planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuar Bagirsak Hastahklar

inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve
cevresel faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya
¢iktigia inamilan sistemik bir hastaliktir. Temel olarak ilseratif kolit (UK) ve Crohn
hastaligi (CH) olarak ikiye ayrilmaktadir. Crohn hastaligi (CH) agizdan aniise kadar
gastrointestinal kanalin herhangi bir yerini tutabilen, progresif, kronik seyirli,
graniilamatéz inflamasyonla karakterizedir (1). Ulseratif kolit ise kolon mukozasinin
ve submukozasinin yiizeyel boliimiinii tutan, UGlserasyon ve inflamasyonla beraber
seyreden, niiks ve remisyonlarla karekterize kronik bir hastaliktir (2). UK,
¢ogunlukla kolon mukozasi ve submukozasini tutarken, CH sindirim sisteminin her
segmentinde 6zellikle de ileum ve kolonun tiim katmanlarini etkileyebilmektedir (3).
IBH’nin etiyolojisi tam olarak bilinmese de, mevcut calismalar T hiicrelerindeki
aktivasyon artiginin 6nemli rol oynagini géstermektedir (4).

IBH’nin tedavisi bilyiik oranda medikal tedavidir ancak bu hastaliklar igin genel
olarak  kdoratif  bir tedavi yoktur.  Aminosalisilatlar,  kortikosteroidler,
immunsuppressantlar ve biyolojik maddeler (6zellikle, anti-TNF monoklonal
antikorlar) hastaligin remisyonu i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Hastaligin ilerlemesini
onlemek ve inflamatuar yangiy1 kontrol edebilmek i¢in agresif terapdtik uygulamalar
Onerilmektedir (5-7). Ancak bu ilaglar 6zellikle firsat¢1 enfeksiyonlarin gelismesine
bagli olarak anemiye ve malignitenin artmasina sebep olabilecegi icin risk
olusturmaktadir (8, 9). Cerrahi miidahale ise hi¢bir sekilde medikal tedaviye yanit
vermeyen, hastanin yasamini tehdit eden (fistiiller, darliklar gibi) komplikasyonlarda
devreye girmektedir (5-7). Bu sebeple hastaligin tedavisinde, beslenme terapisi/besin

destegi gibi alternatif tedavi yontemlerinin aranmasi onerilmektedir (10).

2.2. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 Epidemiyolojisi

Ulseratif kolit ve CH insidans1 cografik bolgelere ve aym bolge i¢inde yasayan
popullasyonlara gore biiyiik farkliliklar gostermekte ve gelismis iilkelerde daha
yaygin sekilde goriilmektedir. Son yillarda, tlilkemizde ve gelismekte olan diger

tilkelerde hastaligin insidansindaki artis dikkati ¢ekmektedir (11-13). En yiksek
3



insidans ve prevalans oranlarina sahip olan ABD’de, UK prevalans: ve insidansi
sirastyla 200-250/100000 ve 7-9/100000 iken CH igin 130-200/100000 ve 6 —
8/100000 olarak bildirilmistir (24, 25). Ulkemizdeki UK ve CH insidansi ise sirasiyla
4.4/100,000 ve 2.2/100,000 olarak rapor edilmistir (23).

2.3. Inflamatuar Bagirsak Hastahklar1 Patogenezi

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin patogenezi multifaktoriyeldir (26). Hastalig
etiyolojisi tetikleyen etkenler net olmamakla birlikte, hastaligin ilerlemesinde yer
alan olas1 mekanizmalar ve medyatorler konusunda pek ¢ok teori gelistirilmektedir.
Gastrointestinal mukozal bariyer biitiinliigiiniin bozulmasiyla, luminal antijenler
mukozal immun sistemi tetiklemektedir. Bu durum doku hasar1 olusturmakta ve
IBH’nin klinik bulgular1 ortaya c¢ikmaktadir. Ancak hem hastaligin baslangic
asamasinda hem de ilerlemesinde gastrointestinal kanalin immiin regiilasyonundaki

bozukluklarin etkili oldugu goriisii giiniimiizde daha ¢ok kabul gérmektedir (27).

2.3.1. Genetik yatkinhk

Calismalar IBH olan bireylerde giiclii genetik yatkinhk oldugunu
gdstermistir. IBH olanlarin birinci derece akrabalarinda IBH gériilme riski 4-20 kat
artmistir (28, 29). Ailesinde CH bulunan kisiler, hastaliga daha yatkin oldugu
bulunmustur. Ancak, genetik yatkinlig1 destekleyen kanitlarin olmasinin yaninda
ragmen, pek cok hastanin yakin akrabalarinda IBH ge¢misinin olmadigini gdsteren
calismalar da mevcuttur (27, 28). Her iki hastalik i¢in monozigotik ikizlerde
dizigotik ikizlere gore daha yiiksek birliktelik saptanmistir (30). Crohn hastalign UK
gore daha genetik temelli bir hastaliktir. Genel olarak, CH ve UK tek gen ile
baglantili olmaktan ¢ok multifaktoriyel gibi goriinmektedir (26).

2.3.2. Aday genler

Inflamatuar bagirsak hastalig: olan hastalarda farkli kromozomlardaki cesitli
genler sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan en c¢ok Uzerinde durulan gen ise,
makrofajlarda ve panet hucrelerinde bulundugu saptanan NOD2 genidir. NOD2
giinimiizde CARD15 olarak adlandirilmaktadir ve IBH ile iliskili 16q12-13 odaklar:

iizerinde bulunmaktadir. Ornek tanimlama reseptdrii (pattern recognition receptor-



PRR) olarak islev gormektedir. CARD15 gen defekti antimikrobiyal peptitler, o-
defensinler ekspresyonunda azalmayla neden olmaktadir. Sonugta enfeksiyon
sirasinda bozulmus immiin yanit olugsmakta, bakteriler konakta immun sistemin ilk
basamagini by-pass edip, mukozal immun sistemde artmis stimiilasyona neden
olmaktadir. Ayrica CARDI15, IL-1, IL-17, 1L-23 ekseninde yer alan antikbakteriyel
Ozellikli T yardimc1 (Th) 17 hiicrelerinin yapiminda da 6nemli rol oynamaktadir

(31).

2.3.3. Luminal antijenler

Yapilan hayvan calismalar;, IBH gelisimi igin luminal floranin gerekli
oldugunu ortaya koymaktadir. Genetik olarak IBH’na yatkin olan hayvanlar
dogustan itibaren mikroplardan arindirilmis ortamda tutulduklarinda immun sistem
aktivasyonu olusmamakta ve kolit gelisememektedir. Ayni hayvanlar luminal flora

edindikleri zaman ise immun sistemleri aktive olmakta ve kolit gelismektedir (32).

2.3.4. Cevresel tetikleyiciler

Genetik yatkinligi olan konakta, cevresel tetikleyiciler IBH gelisimini
hizlandirabilmektedir. Cevresel tetikleyiciler, luminal floray1r degistirerek veya
mukozal bariyeri bozarak IBH patogenezinde rol almaktadir. Antibiyotikler ve
diyetsel faktoler de luminal florayr degistirebilmektedir. Nonsteroid antiinflamatuar
ilaglar (NSAII) ve akut enfeksiyonlar inflamasyona yol agarak mukozal gegirgenligi
artirabilmektedir (33). Ozellikle CH’da stres durumu ve sigara kullanimi, kan
akiminda ve mukus salgisinda degisikliklere sebep olarak mukozal bariyeri
zayiflatabilmektedir. Sigara, CH’nda tetikleyici olarak nitelendirilmesine ragmen,
UK icin koruyucu gibi goérinmektedir (26, 34). Nikotin bantlar1 bazen UK
tedavisinde kullanilabimektedir (35) Sonug¢ olarak, cevresel faktorlerin hepsi

mukozal immun sistemin aktivasyonuna neden olmaktadir (36).

2.3.5. Mukozal immun sistemin aktivasyonu
Cevresel faktorler mukozal immun sistemde kalici ve giderek artan bir
aktivasyona neden olmaktadir. Artan aktivasyonun mukozal immin sistemde bir

defektten mi yoksa bagisiklik sisteminin siirekli uyarilmasindan mi kaynaklandig



henliz net degildir. Crohn hastaliginda Thl immiin yanit1 agir1 aktif hale gelmektedir.
Bu yanit IL-1, IL-6, TNF-a iiretiminden sorumlu makrofajlart aktive ederek hiicrecel
bagisiklikta 6nemli rol oynamaktadir. Bu sitokinler, doku tahribatina yol agarak
inflamasyona sebep olmaktadir. Ulseratif kolit hastaliginda ise Th2 immiin yaniti
aktif hale gelmektedir (28). Bu ikili durum CH ve UK’in ayr1 hastalik siireclerine
sahip olduklarmni gostermektedir. IBH’da ve deneysel kolitte inflamatuar sireg;
notrofil, monosit ve lenfosit gibi 16kositlerin kolon mukozasmna infiltrasyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri, protein denaturasyonu, DNA hasari
ve lipid membranlarinda peroksidasyon yaparak hicrelerde ve dokularda hasara yol
acmaktadir (27-29). Olusan lipid peroksil radikalleri; hidroperoksidlere,
hidroperoksidler de daha zararli olan aldehitlere déniismektedir. Bu aldehidler iginde
malondialdehitler (MDA) en ¢ok bilineni olup, bir dokuda diizeyinin artmasi serbest
oksijen radikallerinin ve bunlara bagli olarak da katabolizmanin arttigini isaret
etmektedir (40). Inflamasyonlu bagirsak mukozasindaki makrofajlar ve lenfositler
tarafindan en basta TNF-a, IL-1 ve IL-6 olmak Uzere bircok proinflamatuar sitokin
uretilmekte ve bu sitokinler inflamatuar cevabin devam ettirilmesinde 6nemli rol

oynamaktadirlar (28).

2.3.6. Bagirsak florasi

Intestinal mikrobiyota ve saglik iliskisi giindemde olan ve derinlemesine
tartisilan bir konudur. Insan bagirsagi, 100 trilyon mikroorganizma tiiriine ev
sahipligi yapan ve immiin sistemde olduk¢a 6nemli olan kompleks mikrobiyal bir
topluluktur. Bagirsakta kolonize olan mikroorganizmalar, koruyucu ve zarar verici
olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Her iki grup da bagirsaktaki immiin
homeostazinin sekillenmesinde 6nemli rol oynamakta, bakterilerin bilesimlerindeki
onemli degisiklikler, kronik barsak iltihabina yani inflamatuar bagirsak hastaligina
neden olabilmektedir (41). IBH’da bagirsak florasinin saglikli bireylerdekinden farkli
oldugu ortaya konmustur. UK hastalarinin bagirsak florasinda Bacteroides vulgatus
en sik izole edilen ve konsantrasyonu en yiiksek olan bakteridir. Ayrica bu hastalarin
serumlarinda Bacillus wvulgatus, Bacteroides fragilis ve Clostridium ramosum
aglutinini yuksek diizeylerde bulunmaktadir (42). Hem insandaki IBH, hem de

deneysel kolit modellerinde genis spektrumlu antibiyotikler hastalik seyrini



etkilemektedir (43). Floranin diizelmesi i¢in giiniimiizde ¢ok g¢esitli yontemler
denenmektedir. Fekal transplantasyon bu yontemlerden biridir. Bu yodntemde
hastalara, parazit ve bakteriyel patojen tasimadigi kanitlanmis saglikli kisilerin feces
stispansiyonlar1 hazirlanip, retansiyon lavmani seklinde uygulanmakta, belli bir stre

sonra (yaklasik 4 ay) semptomlarin tam olarak diizeldigi goriilmektedir (44).

IBH’ nin patogenezi Sekil 2.1."de gdsterilmistir (26).
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2.4. Klinik Ozellikleri

Ulseratif kolit ve CH, klinik, laboratuvar ve histolojik yénden farkli bulgular:
olan iki hastalik olmasma ragmen, bu iki hastalik arasinda benzerlikler de
bulunmaktadir. Klinik anlamda UK veya CH spesifik olmayan bulgular sebebiyle
IBH sahip bireylerin ancak %8-%13’{ine tan1 konulabilmektedir (45). Bu bireylerin
hastaliklar1 ilerledikge UK veya CH olarak siniflandirilabilmektedir. Ozellikle
serolojik testler ayrimin yapilmasina yardimeci olmaktadir. Anti-Saccharomyces
cerevisiae antikoru CH hastalarinin %40-60 oraninda gorilirken, UK hastalar igin
%10 oraninda goriilmektedir. Tam ters olarak, perintkleer antinétrofil sitoplazmik
antikor UK hastalarinda %60 ila %80 mevcut iken CH hastalarinin sadece %10
bulunmaktadir (46). Iki hastaliginin ayrimini yapmak, medikal ve cerrahi tedavi

secencklerinin degerlendirilmesinde ve uygulanmasinda 6nemli bir yere sahiptir.

IBH nin klinik ve diagnostik 6zellikleri Tablo 2.1.’de verilmistir (26, 47).



Tablo 2.1. IBH nin klinik ve diagnostik dzellikleri

Crohn Hastah@ Ulseratif Kolit
Semptom ve bulgular
Abdominal agr1 +++ +
Diyare +++ +++
Rektal kanama + +++
Urgensi ve tenesmus + +++
Kilo kayb1 +++ +
Ates +++ +
Malnutrisyon ++ +
Abdominal kitle +++ +
Komplikasyonlar
Striktir +++ +
Fistll ++++ 0
Toksik megakolon + ++
Perforasyon ++ +
Kanser + ++
Tutulum patterni Sigrayict lezyonlar Devamli
GI traktin herhangi
bir bélgesi tutulabilir. Sadece rektum ve
Tutulan bélgeler Siklikla kolon ve kolon, nadiren cekal
ileum tutulumu agr1 goriiliir.
goraldr,
Segmental

Endoskopik bulgular

Histolojik bulgular

Radyolojik bulgular

inflamasyon, aft6z ve
lineer Ulserler,
kaldirim tas1
manzarasi,
psodopolipler
goraldr.

Transmural
inflamasyon,
grantlomlar goruldr.
Yag birikimi,
bagirsak duvarmin
kalinlagmasi,

obstriksiyonlar
gorilmektedir.

Yaygin inflamasyon,
eritem, frajilite ve
graniilarite varligi,
psodopolipler siktir.

Mukozal inflamasyon,
kript apseleri goralur.

Bogum kayiplari,
toksik megakolon
gorilmektedir.
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2.5. Intestinal Bulgular

Crohn hastalarinda transmural inflamasyon nedeniyle bagirsak yiizeyinde
fiistiiller, catlaklar ve striktiirler gelisebilmektedir. Striktiiler genellikle bagirsakta
tikanikliga sebep olmaktadir. Tikanikliklar cerrahi rezeksiyon veya striktiiroplasti ile
tedavi edilebilmektedir (26). Ulseratif kolit ve CH olan hastalarin siddetli kanama ve
perforasyon olasiliklar1 yiiksektir. Toksikmegakolon UK ’te yaygin olsa da CH’da da
gorilebilmektedir. Ulseratif kolit ve CH’ da kolon kanserine yakalanma riski
bulunmaktadir. En yilksek riski kolonik inflamasyonu olan UK hastalar
tagimaktadir. Bu durumda kolorektal karsinoma olusmasina neden oldugu igin

profilaktik kolektomi yapilmast uygun goriilmektedir (48).

2.6. Ekstraintestinal Bulgulari
Inflamatuar bagirsak hastaliklari, intestinal sistemden hari¢ en sik olarak
karaciger, kemikler, eklemler, cilt ve gozleri etkilemektedir. Bu sebeple hastalarin

genis bir incelemeye ve fizik muayeneye alinmasi gerekmektedir (26, 49).

IBH nin ekstraintestinal bulgular1 Tablo 2.2."de verilmistir (26).
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Tablo 2.2. IBH’ nin ekstraintestinal bulgulart

Belirtiler Goriillme Sikhig Aciklamalar
%
. Ekstremitelerde kirmizi, hassas subkutan
Eritema nodozum 10 ) ) . .
noduller gozlenebilmektedir.
Piyoderma gangrenozum <5 Derin llserasyon izlenebilmektedir.
. . Silier damarlarin injeksiyonu, episkleral
Episklerit <5 dokularin inflamasyonu goriilebilmektedir.
L Bas agrisi, fotofobi, bulanik gérme, agri,
Anterior Uveit 3 glokoma durumlar1 olusabilmektedir.
Intra ve ekstrahepatik safra kanallarinda
Sklerozan kolanjit 3 inflamasyon, fibrozis, strikttrler
goralebilmektedir.
Ileal tululumla seyreden CH’da kolesterol
Safra tas: 30 taglar ve pigment taglarinin goriilme siklig1
artmaktadir.
.. i Kalsiyum oksalat ve {irik asit taglarinin
Bobrek tas siklig1 artmaktadir.
Periferal artrit 20 D|z dlr_sek ve b|_Iek eklemleri tutulumu
gorulebilmektedir.
Ankilozan spondilit 5 H_umap . Lokosit Antijen B27 (HLA B27) ile
iliskilidir.
Sakroileit 20 HLA B27 ile iliskilidir.
Osteoporoz i Kismen kortikosteroid kullanimi, kalsiyum
P ve D vitamini malabsorbsiyonu ile iligkilidir.
Faktor-5, Faktor-8, fibrinojen, trombosit
Hiperkoagulabilite 5 artig1 ve antitrombin-3 diizeyinde azalma ile
iliskilidir.
Otoimmun hastahklar >6 Birgogu IBH ile ilsikilidir.
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2.7. inflamatuar Bagirsak Hastahklarinda immiin Yanit

Kalitsal immiin yanit patojenlere kars1 ilk savunma hattimiz olup, adaptif yanittan
farkli olarak uzun sdreli immdinite olusturmamaktadir. Dentritik hucreler,
makrofajlar, intestinal epitel hicreler ve miyofibrobilastlar gibi immin hicreler,
intestinal mikrobiyotay1 algilayabilmekte ve mikroorganizmalar Gzerindeki patojen
iligkili molekiiler patternler (Patogen Associated Molecular Patterns-PAMPs) denilen
yapisal motiflere steriyotipik bir yanit vermektedir. Bu durum, mikrobiyal invazyona
kars1 hizli ve effektif inflamatuar yanitin baslamasini saglamaktadir. Ayrica dentritik
hicreler, T hiicre aktivasyonundan ve adaptif immiin yanitin baglmasindan sorumlu
olan profesyonel, anahtar oyuncular olarak tanimlanmaktadir (50).

Intestinal bakteriler ve besin antijenleri mukozal yiizeyde ilk bariyer olarak
intestinal epiteli kaplayan mukus tabakasi ile karsilasmaktadir. Mukus, siki bir i¢
tabaka ve gevsek bir dis tabakadan olusmaktadir. Ayrica mukus, goblet hticreleri
tarafindan salgilanan jellesmeyi saglayan mdasinlerin polimerizasyonu sonucu
olusmakta ve suyu baglama kapasitesine bagli olarak liimen i¢inde genislemektedir
(51, 52). Intestinal epitel, goblet ve paneth hiicrelerini icermektedir. Paneth hiicreleri
ise, sadece ince bagirsaktaki kriptlerin tabaninda bulunmaktadir. Inflamatuar
bagirsak hastaliklarinda bozulmus epitel bariyer ve artmis intestinal gecirgenlik
izlenmektedir. Ancak bu durumun kronik inflamasyonun sebebi mi yoksa bir sonucu
mu oldugu hala net olarak bilinmemektedir (53).

Son dénemdeki calismalar, IBH’nin genetik, bakteriyel ve cevresel faktorlerin
etkilesiminin sonucu olarak intestinal immun sistemin disregtlayonu ile ilgili
oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle sitokinler, IBH’ da anahtar rol
oynamaktadir. Hastaliga sahip bireylerde sitokilerin temel olusum kaynagi inflame
bagirsak mukozasi igerisindeki bazi monositler ve aktive olmus makrofajlardir.
Proinflamatuar sitokinler, (IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-23, TNF-0, IFN-y) UK
ve CH’ nin baslamasi ve progresyonu ile ¢ok yakindan iligkilidir. Antiinflamatuar
sitokinler (IL-4, 1L-10, IL-13) ise proinflamatuar sitokin tretimini azaltip, IBH’ nin
patogenezine olumlu yonde katkida bulunarak inflamatuar yamitin siddetini
azaltmaktadir (54).

Sitokinler, intestinal immun sistemde anahtar sinyaller olup, kontrolli

inflamasyon olarak adlandirilan bagirsagin fizyolojik inflamasyon durumunun
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bozulmasina sebep olmaktadir (55). Sitokinler, immiin hiicreler tarafindan iiretilen
kiigiik peptid proteinlerdir ve hiicreler arasi iletisimi saglamaktadir. Antijen spesifik
effektér hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarmaktadir. Otokrin, parakrin ve endokrin
yollarla lokal ve sistemik inflamasyona aracilik etmektedir (56). IBH’ da kalitsal
immiin yamit da kritik bir rol oynar. Aktive dentritik hiicreler ve makrofajlar, UK ve
CH’ nda inflamatuar yanit1 aktif olarak regiile eden ¢esitli sitokinler salgilamaktadir.
Salgilanan bu sitokinler, adaptif immiin yanit1 aktive eden bir¢cok T hiicresini (Treg
hiicresini) tetiklemekte ve farklilastirmaktadir. Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda
asir1 reaktif ve otoreaktif hiicrelerin temizlenmesini etkileyen T hiicre disregiilasyonu
mevcuttur. Ayrica T hiicrelerinden olan Thl, Th2 ve yani tanimlanan Th17 imbalansi
da bulunmaktadir. Uygun T hiicre regiilasyonunun olmamasi veya effektor T
hiicrelerinin fazla iiretilmesi durumu IBH’ nm gelisimi ve kotiillesmesinde yer
almaktadir (57). Antijen saglayici hiicreler, Thl, Th2, T regulatér hucreler, yeni
tanimlanan Th17 ve tiim bu hiicrelerin iirettigi sitokinler, IBH’nda komplex bir rol
oynamaktadir (58). Bu hiicresel iligkiler, hem geleneksel olarak galisilmis sitokinler
(TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-4, IL-5, IL-10), hem de yeni tanimlanan sitokinler (IL-12,
IL-13, IL-18, IL-23) tarafindan ya proinflamatuar ya da antiinflamatuar olarak
tanimlanabilmektedir (59).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda pek cok ortak yanit olsa da inflamatuar
mediatorlerinin Gretiminde rol oynayan reaktif oksijen metabolitleri, nitrik oksit,
Iokotrienler, platelet aktive edici faktor, prostoglandinler, nikleer faktér KB (NF-
KB)’ nin aktivasyonu ve apoptozu sitokinler tarafindan kontrol edilse de, sitokinlerin
immiin yaniti IBH’nin formlar1 arasinda farklilik géstermektedir (60). Ornegin; Thl
hiicrelerinin kontrol ettigi artmis TNF-a ve IFN-y {iretimi ile karakterize olan immun
yanit CH ile iligkili iken, lokal yanit1 daha az polarize oldugu ve Th2 hiicrelerinin
kontrol ettigi IL-23 iiretimi ile ilgili yanit ise UK ile iliskilidir (61). Interlokin-12
(IL-12) tarafindan indlklenen Thl hicreleri yuksek miktarda IFN-y Gretirken, Th2
hicreleri 1L-4, IL-5 ve IL-13 (retmektedir (62). Artmis IL-12 ve IL-18 mukozal
duzeyleri tarafindan tetiklenen anormal Thl immun yantin, CH’da intestinal
inflamasyona sebep oldugu disiiniilmektedir (28, 63, 64). CH daki mukozal T
hiicreleri tarafindan iiretilen IL-2 ve IFN-y diizeylerinin UK hastalarina gére daha
yuksek diizeylerde oldugu bilinmektedir (65, 66).
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Proinflamatuar sitokin salgilanmasini engelleyen antiinflamatuar bir sitokin olan
IL-10, mukozal inflamasyonu yavaslatmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde IL-
10’un mukozal immin sistem igindeki rolii ¢alisilmistir (67). Farelerde IL-10’un
inaktivasyonu, artmis IL-12 ve IFN-y iiretimine neden olmaktadir (68, 69). Son
zamanlarda regiilatuar T hiicreleri tarafindan Uretilen 1L-10’nun IBH’da 6nemli bir
rol oynadig {izerinde durulmaktadir (70).

Inflamatuar yanitin 6nemli bir faktor(i oldugu anlasilan IL-17 dretimi ile
karakterize yeni bir T hiicre alt tiirli olan Th17 yakin zamanda kesfedilmistir (71).
IL-17 Gretimi, IL-23 tarafindan tetiklenen sinyal doniistiirlicii ve transkripsiyon
aktivatoriu 3 (Signal transducer and activator of transcription 3-STAT3) aktivasonu
ile olmaktadir (72). Genel olarak IL-17, immin hicrelerin perifer dokuya gitmesini
saglamakta ve IL-17 reseptorinl uyararak NF-kB aktivasyonuna sebep olmaktadir
(73, 74). Ayrica IL-17, pek cok proinflamatuar faktorin (TNF-a, IL-1B, IL-6)
olusumuna da yol agmaktadir. Bu durum, IL-17" nin inflamasyonun lokalizasyonu ve
amplifikasyonu (zerinde 6nemli bir rol oynadigimi disiindiirmektedir (75-77).
Inflamatuar bagirsak hastaliklarida IL-17’ nin serum ve bagirsak dokularinda artmis

oldugu, hastaligi inaktif olanlarda ise bu sitokinin goriilmedigi belirlenmistir (78).

2.8. Inflamatuar Bagirsak Hastahklarinda Oksidan ve Antioksidan Yanit

Inflamatuar bagirsak hastaliklarinin  (IBH), prooksidan ve antioksidan
mekanizmalar arasindaki bir dengesizlikten kaynaklandigi 6ne siirtilmektedir (79).
Organizmanin saglikli olarak yasamini devam ettirebilmesi i¢in oksidan-antioksidan
dengesinin korunmasi gerekmektedir. Oksijen tiirevi serbest radikallerin fazla
miktarda olusumu cesitli biyolojik sistemler {izerinde olumsuz etki yapmaktadir.
Serbest radikal adi verilen bu maddeler, normal metabolik siire¢ esnasinda bir denge
icerisinde ve endojen olarak Uretilmektedir (80). Serbest radikal olusumundaki artis,
antioksidan savunma sisteminin yetersizligi gibi durumlar bu dengeyi bozarak
oksidatif strese sebep olmaktadir (81, 82).

Inflamasyon, oksidatif stres ile birebir iliskilidir. Inflamatuar bagirsak
hastaliklarinin patogenezinde, ksantin oksidan enziminin eslik ettigi apoptoz ve
oksidatif stres dnemli bir rol oynamaktadir (83, 84). Oksidatif stres, oksidanlar ve

antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu biyomolekiillerin, organlarin etkilendigi
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dolayisiyla organizmada hasara neden olan bir durum olarak tanimlanmaktadir (85,
86). Oksidatif stres, fagositik hiicrelerin uygunsuz bir sekilde aktive olmasindan
kaynaklanan asir1 reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (RONS) olusumu sonucunda
da meydana gelebilmektedir. Polimorfonikleer hiicrelerden asir1 RONS saliminin,
lipit peroksidasyonu olusumu ile beraber UK’teki kolonik lezyonlarin artmis ana
mekanizmasini olusturdugu diisiiniilmektedir (87). Kolonik inflamasyon, hayvan ve
insan modellerinde oksidatif hasarla yakindan iliskilidir (88). Bu hasara, azalmis
kolonik diisik molekiiler agirhikli antiosidanlarin  (low molecular weight
antioxidants/LMWAs) da eslik ettigi gosterilmistir. Diisik molekiler agirlikli
antiosidanlar glutatyon, askorbik asit ve uUrik asit gibi suda ¢dzunebilen, tokoferol,
ubikinon-10 gibi yagda ¢6ziinebilen bilesikler gibi dokuda siipiiriicii olarak gorev
yapmaktadir (89).

Oksidatif stres, reaktif metabolitlerin (oksidanlarin) asir1 {iretimine veya
antioksidan savunma sisteminin asir1 tepkisine ya da her iki duruma da neden
olabilmektedir. Oksidatif hasar sonucu olusan cesitli maddeler, oksidatif stres
belirtegleri olarak tanimlanmaktadir. Lipit peroksidasyonunun en son 0riini olan
malondialdehit (MDA) bu maddelerden biridir (90, 91). Lipit peroksidasyonu,
hidroksil ve superoksit radikallerinin sebep oldugu bagirsak mukozasina zarar veren
anahtar bir tepkimedir (84). Cesitli hayvan modelleri ve insan ¢aligmalari, kolonik
mukozadaki antioksidan (AOX) enzim seviyeleri (87, 92) ile MDA seviyeleri
arasinda ters bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir (93-96).

Immun sistemin aktive olmasi, TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin asir1
uretimine sebep olmaktadir. TNF-o, makrofajlari, nétrofilleri ve diger proinflamatuar
sitokinlerin olusumunu tetikleyerek, inflamatuar reaksiyonu tetiklemektedir (4, 97).
Notrofillerin infiltrasyonu, asir1 miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrik oksit
(NO) ve prostoglandin E» (PGE2) olusturarak mukozal hasari artirmaktadir (97).
Asirt ROS ve sitokin tiretimi, inflamatuar yaniti artirarak NF-xB, siklooksijenaz
(COX-2), induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi proinflamatuar faktorleri
aktive etmektedir (98).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmi (IBH) da iceren cesitli kronik inflamatuar
hastaliklarin patogenezinde giiclii proinflamatuar 6zellik gosteren Anjiotensin Il,

rennin anjiotensin sisteminin (RAS) 6nemli elemanlar1 arasinda sayilmaktadir (99).
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Adhezyon molekiillerini aktive ederek vaskiiler gegirgenligi artirmakta, notrofil
infiltrasyonuna sebep olarak bagirsak iilserayonunua katkida bulunmaktadir ve
dolayisyla doku inflamasyonua neden olmaktadir (100). Ayrica NF-xB
aktivasyonunu saglayarak, TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
artirmaktadir. Buna ek olarak Anjiotensin 1l, NADH/NADPH uzerinden stperoksit
anyon olusumunu artirarak oksidatif stresi de tetiklemektedir (99).

Hayvan modelleri iizerindeki ¢alismalar stresin bagirsak inflamasyonu iizerine
belirgin etkilerini ortaya ¢ikartmaktadir. Hayvanin (su kisitlamasi, giiriiltiilii ortam
vb. strese girmesi, ayn1 dekstran sodyum sulfat (DSS), dinitrobenzen sulfonik
asit (DNBS) ve trinitrobenzen silfonik asit (TNBS) ile olusturulmus kolitte oldugu
gibi bagirsak inflamasyonunu artiran bir durumdur (101). Stres durumunun
inflamatuar etkisi tam olarak bilinmese de oksidatif strese yol ac¢tig1
diistintilmektedir. Stres, hem plazma hem serebral kortexte lipit peroksidasyonunu
artirirken, plazma antioksidanlarin1 diisiirmektedir (88).

Goriildigi tizere, inflamasyon durumunda oksidan ve antioksidan yanit oldukca
fazla mekanizmanin dahil oldugu kompleks bir siiregtir. Oksidatif stres ve
antioksidan durumun degerlendirilmesi i¢in birgok belirte¢ ve bunlar1 Slgen farkl
yontemler bulunmaktadir (102). Ancak bu belirteclerin ayri ayri olgiilmesi hem
zaman alict hem de masraflidir (103, 104). Bu nedenle son yillarda toplam oksidan
seviye (TOS) (105) ve toplam antioksidan seviye (TAS) ol¢ilmektedir (106).

2.9. inflamatuar Bagirsak Hastahiklarinda Tedavi

Hastalik, yasam kalitesini ¢ok yonlii etkilediginden, tiim hastalar ¢cok yonli
bakima ihtiya¢ duyabilmektedir. Bakim; beslenme destegi, psikososyal destek,
l[imenin ve bagirsak dig1 bulgularin kontrolunt icermelidir. Beslenme destegi, kisa
bagirsak sendromu olan ve biliylime geriligi riski tasiyan cocuklar icin oldukca
onemlidir. Hastalarda goriilen mide bulantisi, kusma, ishal ve karmn agrisi igin

semptomatik tedaviler uygulanmaktadir (28).
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2.9.1. Medikal tedavi

2.9.1.1. Aminosalisilatlar

Aminosalisilatlar (ASA), IBH’ nin remisyonunda uzun zamandir kullanilan
ilag sinifidir ve etkinligi hala tartigmalidir (107). Silfasalazin, bu sinifta gelistirilmis
ilk ilagtir ve baslangicta romatoid artiritin tedavisinde kullanmilmistir. Sonrasinda IBH
tedavisinde de etkili oldugu kesfedilmistir. Stilfalazin, silfapiridin ve 5-ASA’dan
olusmaktadir. Cogu hastanin siilfasalazini tolere edememesi nedeniyle yeni 5-ASA
preparatlar1 gelistirilmistir. Aminosalisilat bilesiklerinin lokal olarak etki gosterdigi
diistiniilse de klinik etkilerinin kesin mekanizmasi net degildir. Diisiliniilen
mekanizmalardan biri sitokin sentezinin inhibisyonudur (108-110). 5-ASA lokal
antiinflamatuar etki gostererek prostoglandinlerin  ve l6kotrienlerin  Gretimini
durdurmaktadir (36). Oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasini 6nlemekte ve NF-kB’yi
inhibe etmektedir. Diger mekanizma ise antioksidan sistem aktivasyonu ve
immunosupresif aktivitedir (107). Bas agrisi, mide bulantisi, karin agris1 ve diyare

ilacin en sik goriilen yan etkiler arasinda sayilmaktadir (111).

2.9.1.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler, biiyiik olasilikla luminal floray: degisitirip mukozal bagisiklik
sisteminin aktivasyonu azaltarak etkili olmaktadirlar. Metronidazol, aktif perianal ve
kolonik CH’ nin tedavisinde etkili olmaktadir (112). Cerrahi rezeksiyon geciren CH’
nda operasyon sonrasindaki {i¢ ay boyunca metranidazol verilmesi rekurrensi
geciktirmektedir. Yapilan yeni calismalarda siprofloksasinin de aktif CH’nin
tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Siprofloksasin, genellikle perianal ve
fistiilizan hastalig1 olan hastalarda ya tek ila¢ olarak ya da metronidazol ile bir arada
kullanilmaktadir. Ancak metronidazol ve siprofloksasinin kombine olarak
kullanilmasinin, ilaglarin tek basina kullanimlarindan daha etkili olduguna dair bir

sonug¢ bulunmamaktadir (26).

2.9.1.3. Kortikosteroidler
Kortikosteroidler, IBH kullanilan ilaglarda oldugu gibi ilk olarak romatoid

artirit tedavisinde kullanilmis ve gelistirilmistir. Kortikosteroidler immiin yanitin
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hemen hemen her basamagini inhibe ederek calismaktadirlar. Bu grup ilaclar,
bagirsaklar dahil olmak {iizere tiim hedef dokulardaki inflamatuar hiicrelerin ve
adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek c¢alismaktadir. Ayrica
apoptozisi indiikleyerek, inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azaltmaktadir (113-
116). Kortizonun UK etkinligi ilk olarak 1954 yilinda orya konulmustur. Bu nedenle,
UK ve CH’da akut alevlenmelerin 6niine gegebilmek dolayisiyla remisyonun
saglanmasi i¢in sistemik Kortikosteroidler hala yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, uzun siireli kullaniminin olumsuz yan etkileri sebebi ile kullanimi
tartigmalidir. Kisa siireli kullanimlarda immunosupresyon, glokom, d&dem,
hipertansiyon, hiperglisemi, kilo alimi1 gibi yan etkiler goriiliirken, uzun siireli
kullanimda ise kemik mineral yogunlugunda azalma, katarakt, adrenal yetmezlik,

bozulmus yara iyilesmesi ve diabetes mellitus gorilebilmektedir (117-121).

2.9.1.4. immunosupresifler

Immunosupresif ajan olarak thiopurinler ve metotreksat, IBH’da
remisyonunda yaygm ila¢c tedavileri olarak kullanmilmaktadir. IBH’nin idame
tedavisinde en sik thiopurinler grubundan azotiopiirin ve azotioplrinin aktif
metaboliti olan 6-merkaptopiirinin kullanilmaktadir. Bu ilaglar IBH’nda gériilen
bozulmus immun yanitin kontroliinde bircok mekanizma ile ¢aligmaktadir. Niikleik
asit sentezine katilarak antiproliferatif etki gostermektedirler (107). Thiopurinlerin
yan etkileri ciddi boyutlarda olabilmekte, tedavi durdurulabilmektedir (122). Alerjik
reaksiyonlar ates, dokiintii, artralji ve pankreatit gibi yan etkiler goriilebilmektedir.
Bu etkiler ilacin kesilmesi ile diizelmektedir.

Metotreksat ilk olarak, 1950 yillarinda romatoid artirit tedavisi igin
kullanilmistir. Metotreksatin, IL-1, IL-2, IL-6 ve IL-8 uretimini bloke ederek
antiinflamatuar etkisi bulunmaktadir (123). Dihidrofolat rediiktaz enzimini reversibl
olarak inhibe etmektedir. DNA sentezini durdurmakta, lenfositlerde apopitozisi
desteklemekte ve proinflamatuar sitokin iiretimini azaltmaktadir (124). Metotreksat
genellikle iyi tolere edilmesine ragmen, mide bulantisi, stomatit, ishal, sac
dokilmesi, I6kopeni, interstisyel pnomonit, ve hepatik fibroz gibi olumsuz yan
etkiler yapabilmektedir.
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Siklosporin antiinflamatuar etki gosteren lipofilik bir peptittir. Boylelikle
lenfositlerin proliferasyonunun azaltilmasina ve birgok inflamatuar sitokinin
transkripsiyonunu  (6zellikle I1L-2) downregiile etmektedir. T hicrelerinde

aktivasyona neden olmaktadir (125).

2.10. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda Beslenmenin Onemi

Inflamatuar bagirsak hastaliklar;, besinlerin  emilim yetersizligi ve
malniitrisyonun goriildiigii bir hastalik grubudur. Hastaligin etiyopatogenez ve klinik
seyrinde diyet ve beslenmenin etkili oldugu kanitlanmistir. Hastalar i¢in genel olarak
gecerliligi kabul edilmis kiratif bir beslenme tedavisi heniiz bulunmamaktadir.
Hastaligin tiiri, tutulum sekli, aktivitesi, komplikasyonlarin varligi ve almakta
oldugu tedaviye gore, hastalarin beslenme sekli ve desteginin bireysellestirilmesi en
dogru yaklasim seklidir (126).

Epidemiyolojik calismalar, beslenme seklinin tipki ¢evresel faktorlerin sebep
oldugu gibi, IBH gelisiminde &nemli oldugunu ortaya koymaktadir (nutrisyon
tedavisi makalesi). Toplam yag aliminin 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinden
(6zellikle omega-6’dan) zengin beslenmenin UK ve CH olusma riskini arttirdig
gosterilmektedir (127). Meyve ve sebze tiketiminin 6n planda oldugu posadan
zengin beslenmenin hem CH, hem de UK hastahigina karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir (128, 129). Calismalar, IBH hastalarinin %92 oraninda malniitrisyonlu
oldugunu ve genel nutrisyonel durumlarinin {izerinde bir¢ok faktorin etkili oldugunu
gostermektedir. Klinik olarak iyi beslenen remisyon hastalarinda bile vitamin
mineral eksikleri gorilebilmektedir (130, 131). IBH’ da katabolizma artmakta, istah
baskilanmakta, hastalar agri ve ishal sikayetleri nedeniyle yemek yemekten
kagiabilmektedir. Ulserasyonlar sonucu goriilen protein kayiplarmi Onlemek ve
semptomlari hafifletmek igin beslenmede eksiklerin yerine konmasi gerekmektedir
(132).

Tibbi beslenme tedavisi, IBH’da hastaligin yonetiminde basarili olmas1 ve
semptomlarin kismen c¢oziilebilmesine katkida bulunmasi sebebiyle Onemli bir

yaklagimdir (133-135).
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2.11. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda Spesifik Besin Ogesi Yetersizlikleri

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 viicutta bazi besin 6gesi eksikliklerine neden
olmaktadir. Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar, bazi hastalarda nutrisyonel
durumu daha da olumsuz yoénde etkilemektedir. inflamatiar bagirsak hastalarinda
kalsiyumun (Ca*?) bagirsak liimeninde absorbe olmamis yag asitlerine baglanmas,
zarar gormiis dokularin emilim yiizey alanimmin azalmasi ile Ca eksikligi siklikla
yagsanan bir tablodur. Ayrica bu eksiklik hastalarin genellikle sut Grdnlerini
diyetlerinde azaltmasina bagli olarak da gelisebilmektedir. Crohn hastaliginda en ¢ok
etkilenen bdélge terminal ileumdur. Etkilenen bu bolgeye bagli olarak selektif olarak
reabsorbe olan safra asitleri ile ilgili problemler yaratmaktadir. Dolayisiyla yag
emilimi olumsuz etkilenmekte ve A, D, E, ve K vitaminlerinin eksikligine yol
acabilmektedir (136).

Hastaligin tedavisinde kullanilan sillfalazin gibi ilaglar, folik aisidin
malabsorbsiyonuna neden olmaktadir. Cinko eksikligi intestinal hiicrelerde
apoptozisin artmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple hastalar serum folik asit ve
cinko acisindan mutlaka belirli araliklarla degerlendirilmelidir.  Eksikligi tespit
edilen nutrient mutlaka yerine konulmalidir (137).

Demir yetersizligi ve anemi IBH’ de siklikla goriilmektedir. Yetersizlige veya
anemiye eslik eden Bio eksikligi de bu durumu daha da kotllestirebilir. Terminal
ileumun rezeksiyonu bu durumun prevelansini artirmaktadir. Diisik D vitamini
duizeyleri de IBH’ de bir risk faktorii olarak bildirilmistir (138). Yapilan ¢alismalarda
yeterli miktarda nutrient alimmin kemik kaybini Onelemede Onemli oldugunu
vurgulamistir. Kemik mineral dansitesinin IBH hastalarinda diisiik oldugu rapor
edilmistir (139). Tum bu durumlar géz 6niinde bulunduruldugunda hastaligin erken
donemlerinde uygun nutrient desteginin saglanmasi hastaligin morbidite ve

mortalitesini diistirmektedir (136).

2.12. inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda Tibbi Beslenme Tedavisi

2.12.1. Oral diyetler
Inflamatuar bagirsak hastaliklar insidansi ve prevelans1 Bati ve Kuzey
Avrupa ile Kuzey Amerika’ da her gecen giin artis gostermektedir. Dogu Avrupa’ da

son 20 yilda beslenme seklinin bat1 kiiltiirliniin etkisi altinda kalarak yavas yavas
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degismesi, IBH goriilme oranlarinin da artmasma sebep olmaktadir. Geleneksel
olarak en az diizeyde islenmis meyve, sebze, balik ve diger et iirlinleri, giiniimiizde
islenmis et, rafine edilmis tahillar, yiiksek yagli yiyecekler, yiiksek miktarda seker
igeren igeceklere doniismeye baslamistir (25, 140). Amerika Birlesik Devletleri’nde
2004-2009 yillar1 arasinda yapilan bir c¢aliymada IBH prevelansmin arttigi, 1,2
milyon kisinin yeni IBH tanis1 aldig1 ve bu saymin %5’inin 20 yas altinda oldugu
belirlenmistir (141). Bu bulgular ABD’de Song ve arkadaslar1 (142) tarafindan son
yillarda karbonhidrat tiiketimindeki artisa baglanmaktadir. Ciinkii ABD’deki
cocuklar ve addlesanlar icin enerjinin temel kaynagi seker, sekerli icecekler olarak
olarak bildirlmis ve bu durumun ¢ocukluk ¢ag1 obezitesi, IBH gibi hastaliklara neden
olabilecegi rapor edilmistir (142).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda kiiratif bir beslenme tedavisi yoktur (143).
IBH nda %20-85 oraninda protein enerji malniitrisyonu gelismektedir. Bu durum
hastalarda bakteriyel translokasyona yol a¢makta, gastrointestinal sistem mukozal
bariyer biitiinliiglinlin bozulmasima neden olmaktadir (144). Hastaligin tibbi
beslenme tedavisinde genellikle, protein kayiplarinin onlenmesi, stt Grunlerini
azaltma, yag tliketimini azaltma, yliksek karbonhidrat tiiketimini engelleme, yliksek
posal1 beslenmekten kaginma gibi yaklasimlar kullanilmakta ve oral alimin olmadigi
ya da smirli oldugu durumlarda beslenme destegi (enteral, parenteral beslenme)
yapilabilmektedir. Probiyotiklerin kullanimi ise halen tartigmali olan bir konudur

(143).

2.12.1.1. Protein tuketimi

Uygun IBH tedavisi igin eksik olan besin ve besin Ogelerinin tespiti
onemlidir. IBH hastalar1 iilserasyonlar sebebiyle yiiksek protein kayiplari
yasamaktadir. Bu durumun sebepleri arasinda malabsorpsiyon da yer almakta ve
dolayisiyla hastalar spesifik bir amino asit eksiligi yasayabilmektedir. Protein
ihtiyaglarimi giderebilmek i¢in, protein alimlar1 1,5 g/kg’ a kadar yiikseltilebilir (145,
146).
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2.12.1.2. Sut urunlerinin azaltilmasi

Laktoz intoleransi, CH’nda UK’e gére daha sik yasanan bir durumdur (147)
Laktoz intoleransina bagli semptomlar ile IBH’ya bagli semptomlar birbirine
karigsabilmektedir. Bu sebeple 6zellikle hastaligin atak yaptigi donemde laktoz i¢eren

besinlerden kaginilmasi uygun bir yaklagimdir (127).

2.12.1.3. Yag tuketiminin azaltilmasi

Inflamatuar bagirsak hastalif1 olan bazi hastalar, diyetle alinan asir1 yaga
reaksiyon vermektedir. Yapilan calismalarda bu konuda tam bir fikirbirligi
saglanamamigtir. Yag1 fazla derecede kisitlamak, esansiyel yag asitlerini almak
konusunda problem yaratabileceginden dikkatli olunmalidir. Hastalarda, satiire yag
asitlerini kisitlayip, yerine esansiyel olanlarla desteklemek uygun bir yaklasimdir
(143). Ozellikle artan n-3 yag asitleri diizeyi inflamasyonu down regiile ederek
koruyucu bir etki gostermektedir. Bunun aksine fazla miktarda linoleik asit iceren
diyetler immunosupresif etki gostermekte ve sitotoksik hiicre olusumuna neden
olmaktadir (144).

2.12.1.4. Karbonhidrat tuketiminin azaltilmasi

Karbonhidratlarin emilim bozuklugu, bagirsak hastaliklarinda siklikla
karsilagilan ve semptomlarin artisina neden olan aday bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir (148). Karbonhidratlarin yapitasi olan monosakkaritler sindirim igin
enzime ihtiya¢ duymazken, dissakkaritler ve polisakkaritler intestinal enzimlere
ihtiyag duymaktadir. Cesitli c¢alismalar, asir1 karbonhidrat alimmin sindirim
bozukluguna sebep olarak bagirsak mikrobiyotasin1 degistirdigini ve hastaligin
aktivitesinin siddetlenmesine sebep oldugunu savunmaktadir. Bu nedenle IBH
hastalarinda karbonhidrat tiiketiminin kisitlanmasinin, semptomlarin azaltilmasinda

etkili oldugu distiniilmektedir (149).

2.12.1.5. Posa tuketimi
Diyet posasi, insanlar tarafindan sindirilmeyen, bitkisel kokenli karbohidrat
olarak tanimlanmakta ve kabul edilmektedir. Posa, fermantasyon islemi sonrasinda

ancak bagirsaklardaki bakteriler tarafindan sindirilebilmektedir. Coziinebilir ve
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fermente olan posalar; guar gum, indlin, frukto-oligosakkaritler (fruktanlar),
galaktooligosakkaritler (galaktanlar) ve pektindir. Arpa, sebze, kabuklu yemisler,
tohumlar, yulaf, sogan, sarimsak ve ¢avdar gibi besinlerde bulunmaktadir (150).
Bagirsaklarda hacim olusturarak, digkinin pasajdan rahat gecisini saglayarak
gastrointestinal sistem (GIS) sagligint korumaktadir. Kolonda fermentasyon
sonucunda kisa zincirli yag asitleri olusmaktadir (151). Kisa zincirli yag asitlerinden
batirat, kolonda protein ve sindirilmeyen polisakkaritlerin fermentasyonu ile
iretilmektedir. Diyet posasi kisa zincirli yag asitleri yolu ile plazma enteroglukagon
diizeyinin artirilmasina aracilik etmektedir. Biitirat, sodyum ve su emilimini,
gastrointestinal hormonlarin iiretimini artirmakta ve kan akimini diizenlemektedir

(144).

2.12.1.6. Diisiik FODMAPs diyet (Fermente oligo-, di- ve mono-

sakkaritler ve polyol icerigi diisiik diyet

Fermente oligosakkaritler, disakkaritler, monosakkaritler ve polioller (seker
alkolleri), besinlerin icerisinde farkli miktarlarda bulunmaktadir. Ancak karbonhidrat
iceren her besinin FODMAPs kategorisinde oldugu diisiinilmemelidir. Yuksek
miktarda fruktoz, laktoz, fruktan/galaktan ve poliol iceren besinler FODMAPSs olarak
degerlendirilmektedir. Bagirsak liimenine girmis ve sindirilmemis FODMAPs 2 yol
ile lumende distansiyona neden olabilmektedir. 11k olarak, FODMAPSs barsak limeni
icine sivi ¢ekmekte ve ozmotik basinci artirmaktadir. ikinci olarak ise FODMAPS
kolonik bakteriler tarafindan fermentasyona ugramaktadir. Bu patofizyolojik
degisiklikler karin agris1, gaz, siskinlik, kramp ve ishal gibi fonksiyonel semptomlara
yol agmaktadir (152). Yapilan caligmalarla (148, 152) diisik FODMAPs diyeti ile
hastalarin yasadigr semptomlarda azalma oldugu gosterilmistir. Ancak diyetin,
bagirsak iltithabi veya hastalifin dogal seyri iizerine olan etkisine iliskin veriler

simdilik yetersiz gortilmektedir (127).

2.12.1.7. Glutensiz diyet
Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda glutensiz diyetin kullanimi ve yararlari
ile ilgili sinirh sayida veri mevcuttur. Son zamanlarda yapilan kesitsel bir calismada

hastalara herhangi bir zaman dilimi igerisinde glutensiz diyet yapip yapmadiklari,
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suan herhangi bir diyette olup olmadiklari, gluten hassasiyeti veya ¢dlyak hastaligi
olup olmadiklari, glutensiz diyet yaptiklarinda IBH semptomlarinda bir azalma olup
olmadigina dair sorular sorulmustur (153). Calismaya gore glutensiz diyetle
beslenen hastalarin %65 oraninda semptomlarinda (6zellikle yorgunluk) azalma
oldugu , %38’ inde ise hastaligin alevlenme siddetinde azalma oldugu saptanmistir
Bu calisma, IBH’ nda semptomlarin tedavi edilmesinde glutensiz diyet
uygulamasmin yardimec1 olabilece8ini gosterse de daha kapsamli prospektif

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (127).

2.12.1.8. Paleolitik diyet

Paleolitik diyet prensibi, modern insanlarin genetik olarak paleolitik donemde
yasamis avci toplayic topluluklarla benzer olduklar: ve tarimsal ilerlemelerin sonucu
olarak yeni yiyeceklerin ortaya ¢ikmasinin kotii bir genetik adaptasyona sebep
oldugu diisiincelerine dayanmaktadir. Glntmdizde teknolojinin ilerlemesi ile gunlik
diyetteki bu degisikliklerin, genetik olarak hassas bireylerde avci toplayici
topluluklarda nadir goérilen modern kronik hastaliklara (diyabet, kardiyovaskdler
hastaliklar1 ve obezite) sebep olacagi teorisi yaygin bir inanistir. Bu diyeti savunanlar
avcl toplayict topluluklarin  gunluk diyetlerinde yediklerine benzer besinlerin
tlketilmesini 0nermektedir. Proteinden ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin
ve doymus yag orami diisiik olan av hayvanlarindan elde edilen etler oneriler
arasindadir. Bu diyet ayrica tahillardan, sekerden ve siit tiriinlerinden yoksundur.
Dogal ortamda kendince yetisen insanlarin yetistirmedigi sebze ve meyveler, diyetin
karbonhidrat ve posa kaynaklaridir (154). Paleolitik diyetin muhtemel etkinligi
gosteren ¢ok az sayida ¢alisma mevcut olup, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar,
Tip2 diyabet tedavisinde kullanimina yonelik bilgiler bulunmaktadir. Ayrica pek ¢ok
web sitesi ve blog, IBH tedavisinde de paleolitik diyeti onermektedir. Ancak heniiz
bu diyetin etkinligini degerlendiren ve yaymlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir
(127).

2.12.2. Beslenme destegi
Oral olarak yeterli sekilde beslenemyen hastalarda enteral nitrisyon (EN) ve

parenteral nutrisyon (PN) gerekli besin destegini saglamak i¢in kullanilmaktadir. EN,
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ozellikle fonksiyonel bir GIS bulunan hastalarda nutsiyonun saglanmasi igin tercih
edilen yontemdir. EN besinleri fizyolojik olarak GI trakta aktarir daha diisiik
maliyetlidir ve PN ye gore daha az komplikasyonla iligkilidir. PN fonksiyonel bir Gl
traktt olmayan hastalarda kullanilmaktadir. Avrupa enteral ve parenteral beslenme
dernegi (ESPEN), 2006 yilinda IBH hastalarinda EN ve PN kullanimi hakkinda
guidelinelar olusturmustur. Kitapgiga gore CH olanlarda kortikosteroid kullanimi
uygun olamayan hastalarda EN u tek tedavi yontemi olarak 6nermektedir. UK te ise
remisyonun tedavisi ve bakimi agisindan EN kullanimina dair bir kanit yoktur ve bu
sebeple 6nerilmemektedir. PN, CH ve UK te primer ve bakim tedavisi olarak endike
degildir. Ancak drenaj1 yiiksek fistiilii olaran hastalarda EN nin uygun olmadigi
durumlarda kullanilabilmektedir. Bagirsaklarin dinlendirilmesi periyodunda PN
kullaniminin etkili oldugu hem UK ve CH kanitlanamamustir (155). Bu sebeple tam
barsak istirahati ve PN kombinasyonunun akut IBH’ 11 hastalarda diger medikal
tedaviye ilave olarak diyetle ya da diyetsiz basarili bir sekilde primer tedavi olarak

kullanilip kullanilmayacagi tartisilmalidir (144).

2.12.2.1. Enteral nutrisyon (EN)

Enteral nutrisyon, IBH hastalar1 icin farmokolojik immnosupresanlara olan
ihtiyact azaltmasi ihtimali sebebiyle Ozel bir tedavi olarak ilgi gormektedir. Tam
mekanizmasi kesin bilinmemekle birlikte IBH hastalarinda uygulanan EN, intestinal
permeabiliteyi, proniflamatuar sitokinleri azaltip, bariyer defansin1 ve adaptasyonu
artirarak GI tarkta mukozal iyilesme saglayip intestinal mikrobiyotay1 olumlu yonde
degistirmektedir (156). Cok sayidaki prospektif ¢aligma, remisyona ulagmis aktif CH
hastalariin kisa donem EN sonrasinda yapilan biyopsilerinde endoskopik ve
histolojik yénden iyilesme gosterdigi, buna ek olarak daha az sayida proinflamatuar
sitokin duzeylerine sahip olduklarin1 gostermistir (157). Hatta bu iyilesmenin
medikal tedavisiz yani sadece diyetin inflamasyon Uzerine olan olumlu etkisi ile
oldugu belirtilmistir. Pediatrik hastalarda kortikosteroid kullanimin  6nemli
sakincalar1 oldugundan, pediatrik hasta grubu icin EN ilk tedavi secenegi olarak
siklikla en kullanilmaktadir. Japonya, hem pediatrik hem de erigkin Crohn hastalari
icin, EN’ nu rutin olarak kullanan az sayida iilkelerden biridir ancak EN eriskin

hastalar i¢in ilk tedavi se¢enegi degildir (148, 149).
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Primer enteral formila tipleri polimerik ve elemental enteral formiilalart
icermektedir. Polimerik terimi, gastrik intestinal ve pankreatik enzimler tarafindan
sindirilmesi gereken intakt protein varligini, elemental terimi ise, serbest
aminoasitlerin varligina isaret etmektedir. Elemental formiilalar hi¢ ya da ¢ok az
sindirime ihtiya¢ duymaktadir (160). inflamatuar bagirsak hastaliklarinda, siklikla
sindirim ve emilim bozuklugu yasandigindan genellikle elemental ya da semi-
elemental formiilalar tercih edilmektedir. Bunun tam tersi olarak, yapilan bazi
caligmalarda her iki formiilanin remisyona olan etkileri arasinda bir fark olmadig:
sonucuna varilmistir (161, 162). Cochrane derlemesinde de (334 hasta 10 ¢alisma
iceren) elemental, semi elemental ve polimerik formiila kullaniminin remisyonu

indiklemesinde herhangi bir fark yaratmadigi ortaya konulmustur (163).

2.12.2.2. Parenteral nutrisyon (PN)

Parenteral niitrisyon, bagisak istirahatinde olan UK ve CH hastalarinda
nutrisyonun devamini saglamak icin kullanilmaktadir. Bagirsak istirahatinin mantigi,
bagirsaklarin proinflamatuar antijenlere maruz kalmasini smirlamak ve bu siiregte
mokzal iyilesmeyi saglayip, cerrahi girisim riskini azaltmaktir (164). Inflamatuar
bagirsak hastaliklarinda PN destegi ile ilgili kontrollii ¢aligmalarin sayist ¢ok
olmamakla birlikte, PN veya bagirsak istirahatinin hastaligin remisyonundaki
tstiinliigii ve kesin kullanimi i¢in net bir bilgi bulunmamaktadir. Agir akut koliti
(UK, CH) olan ve intravendz (IV) olarak prednisol kullanan bir grup hasta tizerinde
yapilan randomize bir ¢alismada, PN veya bagirsak istirahatinin giinliik bagirsak
hareketi frekansinda, gaita agirhiginda daha fazla bir azalmanin oldugu
gozlemlenmistir (127). Diger kilink parametreler, acil cerrahi ihtiyaglar1 ve genel
mortalite (zerinde herhangi bir fark bulunmamistir. PN ya da bagirsak istirahati, EN
ve yiyecek kisitlamasi olmayan supplemental parenteral nutrisyonnun karsilastirildigi
bir ¢aligmada, her 3 nutisyon seklinin remisyon acisindan fark yaratmadigi ortaya
konmustur (127, 128).

Sonug olarak, IBH’n1 engellemek veya tedavi etmek icin diyet stratejilerinin
aragtirilmasi énemli bir konudur. Ancak iIBH nin dogal gelisimini tedavi etmek veya
bozmak i¢in oral diyet kullanimi tizerindeki veriler kesin bir sonu¢ vermemektedir.

Semptomlar1 aritran besinleri siirlamak disinda IBH nin tedavisi icin spesifik bir
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oral diyet bulunmamaktadir. Enteral nutrisyon, 6zellikle CH’ndaki remisyonun
indiklenmesinde ve idamesinde potansiyel olarak fayda saglamaktadir. Ancak sosyal
davranig ve tolerebilite Gzerine olan etkileri faydasini sinirlamaktadir. Gegmisten beri
yaygin olarak uygulanan bagirsak istirah1 ve PN ile ilgili ¢alismalar, kesin bir yargiya
varabilmek icin yetersizdir. Ancak EN’ nun uygun olmadigi durumlarda PN, bozulan
nutrisyona yoOnelik olarak kullanilabilir. Giliniimiizdeki kanitlar heniiz diyet
stratejilerinin IBH’ nin primer tedavisinde kullanimini desteklemese de bu hicbir
sekilde etkisi yoktur anlamina gelmemelidir. Bu sebeple oral diyet ve beslenme
desteginin (EN, PN) etkilerinin ortaya konulmasi bakimindan daha fazla calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir (127).

2.13. Intestinal Mikrobiyota, Probiyotikler ve inflamatuar Bagirsak Hastaliklar
ile Tliskisi

Insan bagirsagi, 100 trilyon mikroorganizma tiiriine ev sahipligi yapan ve
immin sistemde oldukca Onemli olan kompleks mikrobiyal bir topluluktur.
Bagirsakta kolonize olan mikroorganizmalar, koruyucu ve zarar verici olmak iizere 2
gruba ayrilmaktadir. Her iki grup da bagirsaktaki immiin  homeostazinin
sekillenmesinde ©nemli rol oynamakta, bakterilerin bilesimlerindeki Onemli
degisiklikler, kronik barsak iltihabina yani inflamatuar bagirsak hastaligina neden
olabilmektedir (41).

Mikrobiyom, vicutta yasayan biitiin mikroorganizmalar ve onlarin genetik
materyalini, mikrobiyota ise viicudun farkli ekosistemlerinde  bulunan
mikroorganizma populasyonlarini ifade etmek icin (6rnegin barsak mikrobiyotast,
cilt mikrobiyotasi) kullanilmaktadir (166). Bagirsak mikrobiyotasi genel olarak 4
bakteriyal grup icerisindeki tirlerden (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve
Actinobacteria) olusmaktadir (167, 168). Ince bagirsagin proksimalindeki ana tiirler
acrobik ve gram pozitifken, distal kisimda gram negatif tiirleri gram pozitifleri
sayisini asmaya baslamaktadir. ileogekal wvalfin distalinde ise bakteriyel
konsantrasyonlar keskin bir sekilde artis gdstermektedir. GIS” in en yogun sekilde
bakteri bulunan kismi ise kolondur (159). Bu populasyon temek olarak, Bacteroides,
Bifidobacteria, Fusobacteria, Clostridia ve Peptostreptococci  gruplarini

icermektedir (170). intestinal bakterianin ¢ogu Bacteriodetes (%64) ve Firmicutes
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(%23) tlrlerine aittir (167, 170). Enterobacteriaaceae grubundan olan Escherichia
coli gibi turler Protobacteria bolumunun mindr (tim bakterilerin %8’1) Gyeleridir
(167). Inflamatuar bagirsak hastalarinda, mukozal biyopsi alinarak yapilan
caligmalarda, saglikli insanlarda bagirsak florasinin 6nemli kismini olusturan
Firmicute ve Bacteroidetes’lerin IBH olgularinda belirgin olarak azaldigi, bununla
birlikte Proteobacteria ve Actinobacteria tiirlerine anlamli bir artis oldugu
goriilmiistiir (171). Genetik prodispoziyon ile IBH gelisimi arasindaki iliskide
NOD2/CARDI15 geninin kesfedislmesi, hastaligin anlasilmasinda 6nemli bir adim
olmustur. Bu gen mikrobiyal tanima, antimikrobiyal genlerin indiiksiyonu ve
konakginin adaptif immun yanitinin kontroltinden sorumlu bir proteini kodlamaktadir
(172). Genetik defektler bireyleri Mycobacterium avium paratuberculosis, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli gibi hiicre ici bakterilerin enfeksiyonuna yatkin
hale getirebilmektedir (173). Toll-like reseptorler ve CARD4/NODL1 reseptorleri
genlerindeki mutasyonlar, IBH’ na olan yatkinlig1 artirmaktadir (174).

Inflamatuar bagirsak hastaliklarma mikrobiyal patojenlerin neden oldugu
kabul edilse de ginimizde kommensal enterik bakterilerin tesadifli veya spesifik
olarak IBH’ nin patogenezinde onemli hatta merkezi bir rol oynadigi, kronik
intestinal hasar olusturacak sekilde patojenik T hiicrelerini sirekli olarak aktive eden
antijenik uyar1 sagladiklar kabul edilmektedir (170).

Lamnial mikrobiyal antijenlere patojenik immunlojik yanit olusumunda
intestinal inflamasyona neden olan mikrobiyal patojenlerin varligi, protektif/agresif
kommensal bakteri tiirlerinin azalmasi ile beraber kommensal mikrobiyotanin
disbiyozisi, kommensal mikrobiyotay1 kontrol etmede konak¢ida genetik defektlerin
olusmasi ve konak¢inin defektif immiinoregiilasyonunun olmasi mekanizmalar1 One
strilmektedir. Bu mekanizmalar, bakteriyel antijenlerin mukozal T hicrelerine
maruz kalmasina neden olarak, konakgidaki immiin yanitin1 bozmaktadir (167).

Insanlarda bagirsak mikrobiyotas1 dogumdan hemen sonra sekillenmeye
baslamaktadir. Dogum esnasinda yenidogan, vajinal kanaldaki bir¢ok
mikroorganizma ile karsilasarak sindirim sistemi mikrobiyotasin1 olusturmaktadir
(171).

Probiyotikler, yeterli miktarda alindiginda, konaga saglik faydasi olan canli

mikroorganizmalardir (175). “Pro” ve “Biota” kelimelerinden olusan bu terim
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“yasam i¢in” anlamina gelmektedir; yani antibiyotik teriminin anlamca karsitin1 ifade
etmektedir (176). Amsterdam’da 2004 yilinda yapilan Ulusararasi Probiyotik
Calistayr’nda (International Probiotic Workshop = IPW) saglik yoniinden belirli
hastaliklar1 tedavi edici etkileri klinik deneylerle kanitlanmis iiriinler probiyotikler
olarak tammlanmstir (177). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Amerika Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) tarafindan belirlenen tanima gore ise probiyotikler, yeterli miktarda
alindigt zaman konak {izerinde sagliga yararli etkiler saglayan yasayan
mikroorganizmalardir (178).

Bir mikroorganizmaya probiyotik denilebilmesi igin Laktik Asit Bakteri
Endustriyel Platformu tarafindan zorunlu kriterler belirlenmistir (179, 180). Buna

gore probiyotik potansiyeli tastyan mikroorganizmalar:

Insan orjinli olmalidir,

Patojen Ozellik igermemelidir,

Gastrik asit ve safra tuzuna diren¢ gostermelidir,
Bagirsak epitel dokularina tutunmalidir,

Teknolojik stireclere dire¢li olmalidir.

NN N N N RN

Gastrointestinal sistemde kisa siireler i¢in de olsa siirekliligini devam

ettirebilmelidir,

(\

Antimikrobiyel bilesikler iiretebilmelidir,

(\

Immiin cevab stimiile edebilmelidir,
v Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kolesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi,

vitamin Gretimi),

Normal bagirsak florasinin iiyeleri olmalarindan dolay1r Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirleri en sik kullanilan probiyotikler olmakla birlikte, Escherichia
coli Nissle, enterokoklar, bazi Bacillus tdrleri, Saccharomyces boulardii ve
Saccharomyces cerevisiae (ekmek mayasi) da gesitli formiilasyonlarda
kullanilmaktadir (181).

Sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar Tablo 2.3. ’te gdsterilmektedir
(182).
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Tablo 2.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Lactobacillus tarleri L. bulgaricus, L. cellebiosis, L.
delbrueckii, L. lactis, L. acidophilus, L.
reuteri, L. brevis, L. casei, L. curvatus,
L. fermentum, L. plantarum, L. johnsonii,
L. rhamnosus, L. helveticus, L. salivarus,
L. gasseri, L. crispatus

Bifidobacterium tirleri B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. longum, B. thermophilum

Bacillus tirleri B. suptilis, B. pumilus, B. lentus, B.
licheniformis, B. coagulans, B. cereus

Pediococcus tirleri P. cerevisiae, P. acidilactici, P.
pentosaceus,

Streptococcus tirleri S. cremoris, S. thermophilus, S.
intermedius, S. lactis, S. diacetilactis

Bacteriodes turleri B. capillus, B. suis, B. ruminicola, B.
Amylophilus

Propionibacterium trleri P. shermanii, P. freudenreichi

Leuconostoc tirleri L. mesenteroides

Kfler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mantarlar Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii, Candida
torulopsis

Lactobacillus cinsi bakteriler gram pozitif, sporsuz, diiz, bazen kivrik ve
zincir olusturabilen, kiiglik comak seklinde de goriilebilen, ve katalaz (-) bakterilerdir
(178, 183). Mikroaerofilik, anaerob 6zellikte olup, 2-53°C’de (optimum 30-40°C)
gelismektedirler. Fermente et, siit ve sebze {riinlerinin iiretiminde rol
oynamaktadirlar (183).

Bifidobacterium cinsi gram negatif, sporsuz, hareketsiz olup, 20-45°C’de
(optimum 38°C) Ureyen bakterilerdir (183, 184). Cesitli karbonhidratlar1 asetik ve
laktik asit olusturarak fermente ederler, fakat CO2 olusturmazlar. Proteolitik
degildirler (48). Mide sivisina dayaklidir. Bifidobakterler hem besin hem de epitel
ylizeye yapigsmak icin patojen bakterilerle yarigsarak zararli bakterilerin bagirsaga
zarar vermesini 6nlemektedir (181). Bu cinsteki énemli bir tir olan Bifidobacterium
dentium’ un IBH’ dan koruyucu ve tedavi edici bir nérotransmitter olan gamma
amino butirik asidi tirettigi belirlenmistir (178).

Probiyotikler, goblet hiicrelerinde musin, antimikrobiyal peptidler ve -

defensin iiretimini artirarak, intraluminal patojenlere ve toksinlere epitel gegirgenligi
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azaltarak epitelyal bariyer lizerinde dogrudan etki gostermektedir. Probiyotikler daha

ayrintili olarak;

v’ Zararl bakterilerle yarisarak, bakteriyel tutunmay1 azaltirlar.

<\

Patojenlerin gelisimini 6nleyen bakteri {irlinlerinin (bakteriyosin) salinimini
arttirirlar.

Biitirat {iretimini arttirirlar.

Antioksidan 6zellik gosterirler.

Mukus ve IgA iiretimini arttirabilirler.

Antijen ylikiinii azaltirlar.

Immiin hiicre proliferasyonunu baskilarlar.

Epitelyal hiicre NFkB’yi aktive ederler.

Epiteyal apoptozu duizenlerler.

Epitelyal bariyerin devamliligin1 saglarlar.

Immiin fonksiyonu modiile ederler.

S N N N U N N N

Bakteriyel translokasyonu azaltirlar (185).

IBH hayvan modellerinde, probiyotiklerin &zellikle bifidobakterlerin, sitokin
salinimini etkiledigi ve mukozal inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (186, 187).
Hayvan modelleri ve insan klinik deneyleri, probiyotiklerin inflamasyonu azaltarak,

IBH semptomlarini hafifletmede etkili olabilecegini gdstermektedir (188).

2.14. Omega-3 Yag Asitleri ve Inflamatuar Bagirsak Hastahklar Tliskisi

Uzun zincirli yag asitleri ile yapilmis klinik 6ncesi ¢alismalar omega-3 (n-3)
yag asitlerinin (eikosapentaenoik asit (EPA, 20: 5) ve dokosaheksaenoik asit (DHA,
22: 6)) guclt antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (10, 190,
181). Hayvan modelleri ve insan klinik deneyleri, kandaki C-reaktif protein, IL-6,
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin diizeyi ile omega-3 yag asit diizeyi arasinda
ters bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur (192-195). Deneysel kolit olusturulan
transgenik fareler ile yapilmig bir ¢aligmada endojen olarak verilen omega-3 yag

asitinin, tiim dokular1 korudugu belirlenmistir (21).
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Omega-3 yag asitleri igerisinde yer alan dokosaheksaenoik asit (DHA),
eikosapentaenoik asit (EPA) ve o-linolenik asit, immunomodilator gorevleri
olduguna inanilan yag asitleridir. Tam tersi olarak omega-6 yag asitleri igerisinde yer
alan linoleik asit ve arasidonik asit ise proinflamatuar 6zellik gostermektedir. Her iki
yag grubu da siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimleri ile eikozanoid sinyal
molekdllerini (prostoglandinler, I6kotrienler, tromboksanlar gibi) olusturmak iizere
metabolize olmaktadir. Hem omega-3 hem de omega-6 yag asitlerinde yapilan
eikozanoidler genel olarak proinflamatuar 6zellik gostermelerine ragmen, yiiksek
omega-3/omega-6 oranit sonucu olusan eikozaoidlerin daha diisiikk proinflamatuar
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Omega-3 yag asitleri, T lenfosit proliferasyonun
inhibsyonu, kemokin reseptir ve sitokin gen ekspresyonunun regilasyonu, antijen
olusumunun modiilasyonu ve GIS floranin degismesi gibi pek c¢ok etkiyle
immunomodulatér gorevlere sahiptir (196).

Inflamatuar bagirsak hastaliklari ile diyetteki yag alim iliskisini gosteren ilk
calismalar Japonya’da yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada yeni CH tanis1 konulan 242
bireyin beslenmeleri incelenmis ve sonucta bireylerin beslenmelerinde artmis
hayvansal yag, artmis omega-6, artmis diyet toplam yagi, ve omega-6/omega-3 orant
saptanmistir . Sonrasinda yapilan bagka bir ¢aligmada, ekmek, peynir, et, domuz,
sosis ve giinliik tiikketimde yag miktarmin artisinm UK riski ile iliskili oldugu ortaya
konmustur (127). The European Prospective Investigation into Cancer (EPIC)
calismasinda yeni UK tanis1 alan bireylerin yiiksek linoleik asit tiiketimi oldugu
saptanmustir. Bunun tam tersi olarak artmis DHA tiiketimi UK ters orantili olarak
bulunmustur (195, 196). Oral yolla toplam diyet yag tiiketiminin, IBH’ daki
indiksiyon ve remisyounun devamu ile iligskilendiren randomize bir ¢alisma heniiz
yoktur. Remisyonun indiiklenmesinde yagin roliinii degerlendiren c¢alismalar esas
olarak EN da gerceklestirilmistir.

IBH nin tedavisinde heniiz spesifik bir tedavi mevcut degildir. Yapilan birgok
calisma omega-3 yag asitlerinin hastaligin patolojisinin azaltilmasinda, remisyonun
artirilmasinda, immiinosiipresif ilaglarin dozlarmin azaltilmasinda 6nemli etkilere
sahip oldugunu ortaya koymasma ragmen eldeki verilerin omega-3‘Un etkileri

hakkinda kesin sonuglara varmak i¢in yetersiz oldugu diisiniilmektedir (195-197).
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Bu sebeple IBH deki omega-3 yag asidi desteginin hastaligin remisyonu icin ilging

ve alternatif bir yaklasim olabilecegi diisiniilmektedir (14).

2.15. Deneysel Kolitte Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri IBH’de elli yildan uzun bir siiredir kullanilmaktadir (15).
Sonrasinda kosullarin iyilestirilmesi ve hayvan refahinin saglanmasi i¢in deneysel
kolit modelleri gelistirilmistir. Bu modellerin, hastaligin patojenezinin arastiriimasi
ve terapotik ajanlarin kesfi i¢in onemi buyuktiir. Genisg¢e kullanilan bu modeller,
kimyasal ajanlarla indiikklenen modellerdir. Bu modellerde deneysel kolit, irritanlar
ya luminal olarak (DNBS, TNBS, asetik asit, oksazolon, iodoasetamid), ya igme
suyuyla (DSS), ya gastrik lavajla (siklosporin A) veya ¢oklu intramural enjeksiyonla
(peptidoglikan, polisakkarid) uygulanarak olusturulmaktadir. DNBS ve okzazolon
modellerinde, irritan madde etanol gibi mukozal bariyer kirict bir ajan iginde
verilmekte, bu sayede haptenlerin dokulara girisi gergeklesmektedir (16). Ortaya
konulan bu modellerde, insanlarda olusan IBH’nin birgok histopatolojik ve klinik

ozellikleri gozlenebilmektedir (198).

2.15.1. Asetik asitle olusturulan kolit

Doza bagh olarak seyreltilmis asetik asidin liimene damlatilmasiyla epitelde
ya da mukozada nekroz ve gegici inflamasyon olusturulabilmektedir (199). Bu
modeldeki ilk hasar, hafif epitelyal nekroz ve 6dem seklinde olmaktadir (200).
Mukoza ve submukozada olusan inflamasyon, arasidonik asit yolaklarinin aktive
etmektedir. Asetik asitle olustulan kolit, IBH modelinin en kolay olusturulan

modelleri arasinda sayilmaktadir (199).

2.15.2. fodoasetamid ile olusturulan kolit

Bu model, kolona sulftdril (SH-) blokoérlerinin damlatilmasi ile koruyucu
SH-bilesiklerinin miktarin1 azaltma prensibine dayanmakta, mukozada hasara ve
kolite neden olabilmektedir. Diyare, dilatasyon, adezyon, mukozal hasar ve kilo
kayb1 goriilmektedir. Iodoasetamidin uygulanan dozuyla iliskili olarak hastaligin

ciddiyeti ve derecesi farklilik gosterebilmektedir (201).
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2.15.3. Dinitrobenzen sulfonik asit (DNBS)/Trinitrobenzen silfonik asit

(TNBS) ile olusturulan kolit

Etanol i¢inde ¢Ozlinmiis olan hapten yapisindaki TNBS, DNBS veya
oksazolon’un intrarektal uygulanmasi ile farelerde kolit olusturulabilmektedir (202).
Bu modelde tim bagirsak tabakalarinda, inflamatuar hticre infiltrasyonu ile karakterli
grantlomlar goralmekte, cok miktarda IL-2, 1L-12 ve IFN-y (Uretilmektedir.
Olusturulan bu kolit modeli Thl cevabr gostermekte Ve crohn hastalig
olusturmaktadir (203).

2.15.4. Dekstran sodyum sulfat (DSS) koliti

Farelerin ice sularina birkag giin boyunca DSS polimerleri eklenmesi ile kanli
diyare, Ulserasyon ve grantlositlerde infiltrasyonla karakterize akut Kkolit
olusturmaktadir. Akut DSS kolit modelinin, kolitin kalitsal immiin mekanizmalari,

UK ve epitel onarim mekanizmalarini ¢alismak igin uygun oldugu gosterilmistir (16).

2.15.5. Oksazolon koliti

Etanol ile oksazolonun enema seklinde uygulanmasi ile olusturulan kolit
modelidir. DNBS/TNBS ile karsilastirildiginda, oksazolon daha erken Kkolit
gelisimine neden olmaktadir. Ancak DNBS/TNBS ile olusan kolitin tersine, bu
bulgular tlseratif kolit ile benzerlik gostermektedir (4, 198).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmanin Genel Plam
Bu ¢alismada, deney gruplarinin olusturulmasi amaciyla, agirliklar1 20-30 g
arasinda degisen, 6-8 haftalik, 50 adet BALB/c fare tlr( kullanilmistir. Power analizi
yapilarak, fareler her grupta 10 adet olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir. Fareler,
caligmanin bir hafta oncesinden 21+£2°C’ de sabit oda 1sisinda, dogal gece-giindiiz
sikluslar1 korunup, ad libitium olarak taze igme suyu ve standart laboratuar yemi
verilerek beslenmistir. Deneysel kolit olusturulmadan oOnce fareler tartilarak
agirhiklart kaydedilmistir. Calisilan model hastalik yoniinden agir bir model
oldugundan ¢aligma siiresince kayiplar yasanmistir. Analizler, geriye kalan 29 fare
tizerinde yapilmistir. Calisma, farelerin viicut agirliklarimin (g), inflamatuar
sitokinlerin  (IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a), toplam oksidan, toplam
antioksidan parametrelerin, histopatololojik incelemenin degerlendirilmesinin ve
karsilagtiritlmasinin yer aldigi 5 béliimden olugmustur.
Calisma icin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 38328770/83 sayili ve 05/12/2014 tarihli “Etik Kurul Onay1” (Ek 1)

alinmustir.

3.2. Deneysel Kolit Modeli Olusturulmasi

Fareler deneyden 24 saat oncesine kadar a¢ birakilip sadece suya serbest
erisimleri saglanmistir. Farelere anestezi uygulamasi intraperitoneal olarak, ketamine
hidroklorid (Ketalar, Parke Davis ve Eczacibasi, Istanbul) 80 mg/kg dozunda ve
xylazine hidroklorid (Rompun, Bayer HealthCare) 10 mg/kg enjekte edilerek
yapilmistir. Proje kapsaminda deneysel kolit olusturmak amaciyla 2-6 mg (200
mg/kg) dinitrobenzen silfonik asit (DNBS) + %30 etanol karisimi, anestezi altindaki
farelere rektal yolla verilmistir. Bu yonteme gore, 10 cm uzunlugunda poliiiretan
kanul farelere rektal yoldan 3-4 cm igeri yerlestirilmis ve bu kaniilden
DNBS+Etanol karigimi yavasca verilmistir. Verilen maddenin geri ka¢gmasini
engellemek amaciyla fareler, 90 saniye sure ile kuyruktan kaldirilarak bas asagi

tutularak, sonrasinda trandelenburg pozisyonunda anesteziden ¢ikana kadar
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bekletilmistir. Kolit olusturulan fareler, rastlantisal olarak her grupta 10 adet olacak
sekilde 5 gruba ayrilmistir. Gavaj uygulamasima, DNBS verilip kolit indiiklendikten

14 giin sonra (iyilesme donemi sonrasinda) baslanilmistir.

Grup 1: Saglikli kontrol grubu (Anestezi altinda rektal yoldan serum fizyolojik
(%0.9’luk NaCl) verilmistir. Caligma slresince standart yem + su + belirli bir stre
Phosphate-buffered saline (PBS) (14.giin-24.gun) ile beslenmistir.

Grup 2: DNBS Kontrol grubu (Anestezi altinda rektal yoldan DNBS verilip kolit
olusturulmustur. Calisma stresince standart yem + su + belirli bir stire PBS (14.giin-

24.gun) ile beslenmistir.

Grup 3: DNBS+Probiyotik grubu (Anestezi altinda rektal yoldan DNBS verilip kolit
olusturulmustur. Calisma siiresince standart yem + su + belirli bir stire probiyotik

(14.glin-24.gun) destegi yapilmustir.

Grup 4. DNBS+Omega-3 grubu (Anestezi altinda rektal yoldan DNBS verilip kolit
olusturulmustur. Calisma siiresince standart yem + su + belirli bir sire omega-3

(14.glin-24.glin) destegi yapilmistir.

Grup 5: DNBS+Probiyotik + Omega-3 grubu (Anestezi altinda rektal yoldan DNBS
verilip kolit olusturulmustur. Calisma siiresince standart yem + su + belirli bir stre

probiyotik + omega-3 (14.giin-24.giin) destegi yapilmustir.

Kronik kolit olusturabilmek i¢in, DNBS karisimi yar1 doza indirilip (100 mg/kg)
yukarida anlatilan tiim asamalar 21. glinde her grup icin tekrarlanmigtir. Fareler 24.

gundn sonunda sakrifiye edilmistir (203).

3.3. Farelere Verilen Besin Destekleri

3.3.1. Probiyotik destegi
Deneysel kolit olusumu indiiklendikten sonraki 2 hafta siiresince fareler,

omega-3 ve probiyotik destegi almaksizin standart pellet yem ve igme suyu ile

37


http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.rec8247

beslenmistir. 14. giinden itibaren 3. gruptaki (DNBS-+probiyotik grubu) fareler, gavaj
yoluyla her uygulamada 10° kob/mL/giin canli probiyotik bakteri igerecek sekilde,
giinliik standart diyetine ek olarak VSL#3 probiyotik preparati (Sigma-Tau
Pharmaceuticals, Inc.) ile 10 (14. gin-24. giin) giin boyunca desteklenmistir (203).
VSL#3 icerisinde Lactobacillus acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
casei, Lb. plantarum, Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis ve Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus probiyotik bakteri suslar1 bulunmaktadir.

3.3.2. Omega-3 destegi

Deneysel kolit olusumu indiiklendikten sonraki 2 hafta siiresince fareler,
omega-3 ve probiyotik destegi almaksizin standart pellet yem ve igme suyu ile
beslenmistir. 14. giinden itibaren 4. gruptaki (DNBS+omega-3 grubu) fareler, gavaj
yoluyla 300 mg/kg/giin omega-3 olmak (izere, ginlik standart diyetine ek olarak
‘Omega-3 950 (Solgar Inc)’ ile 10 (14.gln-24.gun) gln boyunca desteklenmistir
(203). Omega-3 950, her bir yumusak kapsiilde, 504 mg eikosapentaenoik asid
(EPA), 378 mg dokosahekzaenoik asid (DHA) olmak zere toplam 950 mg omega-3

yag asidi icermektedir.

3.3.3. Probiyotik ve omega-3 destegi

Deneysel kolit olusumu indiiklendikten sonraki 2 hafta siiresince fareler,
omega-3 ve probiyotik destegi almaksizin standart pellet yem ve igme suyu ile
beslenmistir. 14. giinden itibaren 5. gruptaki (DNBS+omega-3+probiyotik grubu)
fareler, gavaj yoluyla 300 mg/kg/gin dozda olmak (izere omega-3 (Omega-3 950),
her uygulamada 10° kob/mL/giin canli probiyotik bakteri icerecek sekilde probiyotik
preparat (VSL#3) ile 10 giin (14. giin-24. glin) boyunca desteklenmistir.

3.4. Numunelerin Toplanmasi, Degerlendirilmesi

Fareler, servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildikten sonra, median
laparotomiyle rektum c¢ikartilarak, serum fizyolojik ile nazikce temizlenmistir.
Longitudinal olarak ikiye bdliinen kolon segmentinin bir yarist histopatolojik

incelemeye tabi tutulmak Gzere direkt formalin soliisyonuna konurken, geri kalan
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doku 6rnegi toplam oksidan, toplam antioksidan seviyelerinin belirlenmesi ve sitokin

tayini yapilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

Resim 3.1. Farelerin servikal dislokasyon sonrasi batin bolgesinin agilmasi
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Resim 3.2. Farelerin servikal dislokasyon sonrasi kolonlarinin ¢ikarilmasi

3.4.1. Sitokinlerin tayini ve toplam oksidan, toplam antioksidan

seviyelerinin belirlenmesi

Dokularin, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a, toplam oksidan ve toplam
antioksidan dizeylerinin  belirlenmesi  farelerden alinan kolon dokularinin
homojenize edilmesi ile elde edilen homojenizatin, uygun ticari kitler kullanilarak
degerlendirilmesi yoluyla gergeklestirilmistir.

Dokulardan yapilacak olan sitokin (IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a)
tayininde de, kolon dokularmin homojenize edilmesi ile elde edilen homojenizat,
uygun ticari kitler kullanilarak ELISA yo6ntemiyle degerlendirilmistir. ELISA
yonteminin genel calisma prensibi, analiz edilecek peptid veya proteinin spesifik
antikora baglanmasi temeline dayanmaktadir. Kit icinde yer alan plaka, 6l¢imi
yapilmak istenen proteinlere spesifik olan antikor ile kaplanmistir. Standart ve
numunelerde bulunan proteinler bu antikorlara baglanmaktadir. Baglanmayan

maddeler, yikama islemleri ile uzaklastirildiktan sonra 6l¢iimii yapilacak proteinlere
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0zel antikorlar kuyucuklara eklenir ve yikama islemi tekrarlanir. Substrat soliisyonu
ve ardindan stop (durdurma) soliisyonu eklenir. Olgiimii yapilmak istenen
proteinlerin miktar ile dogru orantili olarak olusan renk yogunlugu kantitatif olarak
ELISA okuyucusunda 6lculmektedir. IL-6, 1L-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a
parametrelerinin analizleri kantitatif olarak ELISA teknigi kullanilarak her bir
proteine Ozgiin kitlerle gergeklestirilmistir. Bu sekilde her bir proteinin kantitatif
olarak konsantrasyonu belirlenmistir.

Dokularin toplam oksidan ve toplam antioksidan seviyelerinin analizi ise,
yine farelerden alinan kolon dokularinin homojenize edilmesi ile elde edilen
homojenizatin, uygun ticari kitler (OxyELISA Oxidized Protein Quant Kit,
MILLIPORE S7250; Toplam Antioxidant Status Assay Kit CALBIOCHE M,
615700) kullanilarak  spektrofotometrik  olarak  degerlendirilmesi  yoluyla
gerceklestirilmistir (204).

3.4.1.1. Doku homojenizasyonu:

Deney hayvanlarinin sakrifikasyonu sonucu elde edilen kolon materyali
tartilmis ve lizis icin her bir 6rnek basina tartimda gozlenen kiitle miktarinin 2 kati
voliimde RIPA (Santa Cruz) soliisyonu eklenmistir; eklenen RIPA soliisyonu proteaz
inhibitor kokteyli de i¢ermektedir. Sonraki asamada dokular buz iizerinde mantel
olarak mekanik parcalanmaya tabi tutulmustur. Ardindan 6rnekler +4°C’de 14.000

rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve supernatantlar toplanmistir.

3.4.1.2. Kolon dokusu homojenatlarinda antioksidan kapasitenin ve

oksidatif stresin belirlenmesi:

Kolon doku homojenatlarinin “Total Antioksidan Durumlar1” (TAS) ve
“Total Oksidan Durumlar1” (TOS) Chromate Manager 4300 (Palm City, ABD) cihazi
ile otomatik olarak Ol¢lilmiistiir. TAS Ol¢limiinde Fenton reaksiyonu sonucu olusan
diyanisidil radikallerinin absonbans degerleri belirlenmistir. Daha sonra da
orneklerdeki antioksidant etki Troloks (mmol equiv/L) karsi hesaplanmistir (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKIYE). TOS o&l¢iimiinde ise oksidantlarn
varliginda ferrous iyono-diyanisid kompleksinden olusan ferik iyonarin neden

oldugu absorbans belirlenmistir. Kalibrasyon hidrojen peroksit ile gerceklestirilmis
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ve TOS degerleri litrede basina bulunan hidrojen peroksidin esdegeri bi¢iminde
mikromolar cinsinden tespit edilmistir (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,

TURKIYE).

3.4.1.3. MAGPIX luminex sistemi ile fare sitokin paneli analizi:

Antikor-boncuk soliisyonlarinin hazirlanmasi:

Boncuklar ile immobilize olan antikor karisimi 6nce 30 dakika vortekslenip
daha sonra da 1 dakika boyunca sonikatorde tutulmustur. Her antikor-boncuk
tipinden 60 pL alinarak “Miks Viali’ne aktarilip, son hacim Assay Tampon’u ile

3,0 mL’ye tamamlanmistir. Sonrasinda karigim tekrar vortekslenmistir.

Kalite kontrollerin hazirlanmasi:

“Kalite Kontrol-1”(QC1) ve “Kalite Kontrol-2” (QC2) 250’ser puL deiyonize
suda c¢Ozduralur. Solusyonlar vortekslenip, -20°C’de saklanmustir. 10X Yikama
Tamponu 6nce oda sicakligina getirilip daha sonra da 60 mL10X Yikama Tamponu
540 mL deiyonize su ile diliie edilmistir. Tampon solisyonu da +4°C’de

saklanmustur.

Standartlarin hazirlanmasi:

Kullanimdan 6nce Fare Sitokin Standardi (Standart 6) 250 pL deiyonize su
ile ¢6zlindirlp, 10 saniye kadar vortekste tutulmustur. Seri diltsyon igin 5 tlp daha
hazirlanip, her birine 200 pL Assay Tamponu eklenmistir. Standart 6’dan 50 pL
alinarak Standart 5 tiipiine aktarilip, iyice karistirildiktan sonra Standart 5 tiiplinden
50 pL alinarak Standart 4 tiipiine aktarim yapilmistir. Bu sekilde seri dillisyonlar

yapilarak toplamda 6 adet standart soliisyonu hazirlanmistir.

Immiinoassay protokolii:

Kullanimdan o6nce tiim soliisyonlar oda sicakligina getirilmistirr. 96-
kuyucuklu plakanin kullanilacak her bir kuyucuguna 200 pL Yikama Tamponu
konularak, plakanin iistii kapatildiktan sonra 10 dakika calkalayicida ¢alkalanmistir.
Yikama tamponu bosaltilip, belirlenmis kuyucuklara 25°ser pL  Standart
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Soliisyonlarindan eklenmistir. Doku homojenatlarinin eklenecegi kuyucuklara 25’ser
ML Assay Tamponu eklenmistir. Blank, standartlar ve kalite kontrolleri igeren
kuyucuklara 25 pL deiyonize su ilave edilip diger kuyucuklara 25’ser pL kolon doku
homojenatlar1 eklenmistir. Boncuklarla immobilize edilmis antikorlardan 25’ser pL
alinip her bir kuyucuga ilave edilmistir. Plakanin tizeri kapatilip, +4°C’de 16 saat
calkalayiciya birakilmistir. Kuyucuklardaki materyal bosaltilip, kuyucuklar 200 pL
Yikama Tamponu ile 2 kere yikanmistir. Kuyucuklara 25’ser pL detection antikorlari
eklenip oda sicakliginda 1 saat ¢alkalayiciya birakilmistir. Daha sonra her kuyucuga
25’ser pL Streptavidin-Fikoerithrin solisyonu eklenip, plakanin istii 151k gegirmez
bir sekilde kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika calkalayiciya birakilmistir.
Kuyucuklardaki materyal bosaltilip, 200 pL Yikama Tamponu ile 2 defa yikanmustir.
Her kuyucuga 150°ser pL Drive Sivisi eklenip, boncuklarin resuspend olmasi i¢in
plaka galkalayicida 5 dakika g¢alkanip, MAGPIX cihazina yerlestirilmistir. Analiz
XPONENT yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.4.2. Kolonun histopatolojik degerlendirilmesi

Deney gruplarini olusturan tiim farelerden, bagirsak ornekleri alinmistir.
Alman bagirsak orneklerinin %10’luk formalin fiksatifi icinde 48 saat sure ile
fiksasyonlar1 saglanmistir. Fiksatif igerisinden alinan dokular 1 saat ¢cesme suyunda
yikanmistir. Kaset igerisine alinan dokular 1’er saat boyunda 60 °C’deki etiivde sirasi
ile %70, %90, %96 ve %100 alkol icerisinde bekletilmistir. ikinci %2100 alkol
asamasinda etiivde 30 dk bekletilmistir. Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler
seffaflandirilmak tlizere 2 kez 15’er dakika oda 1sisinda toluen’de bekletilmistir.
Karaciger ornekleri seffaflandirmanin ardindan etiiv icinde eritilmis parafinlere
alinarak 2 saat parafin-1 i¢inde bekletilmistir. Ardindan 1 gece parafin-2 igerisinde
birakilmigtir. Parafinize edilen dokular ayri1 ayri parafin iceren kasetlere gdmiiliip
bloklanarak, kesit alinmaya hazir duruma getirilmistir. Parafin bloklardan mikrotom
araciligi ile her bir 6rnekten 5 pm kalinliginda kesit alinmistir. Kesitlerin 40 °C’de su
banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine alinmasindan sonra kurumasi
beklenilip, etiiv igerisine alinarak 1 saat siire ile deparafinizasyon islemi yapilmistir.
Preparatlar ardindan 30 dk Toluen icerisinde bekletilmistir. Siras1 ile %100, %96 ve

%70 olacak sekilde azalan alkol serilerinden geg¢irilmistir. Distile su ile yikandiktan
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sonra boyama asamasina gegilmistir. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin
ikili boyast kullanilmistir. Kesitler 8 dk Hematoksilen igerisinde bekletilmistir.
Sonrasinda 15 dk ¢esme suyu ile yikanip, 30 sn Eozinde bekletilmistir. Distile su ile
yikanip, sirast ile %70, %96 ve %100 olacak sekilde yiikselen alkol serisi
uygulanmistir. Ardindan 10 dk Toluen igerisinde bekletilip, Mounting medyum ile
kapatilmistir.

Isik mikroskobik diizeyde Axio V 16 mikroskop ile degerlendirmeleri yapilip,
tim preperatlarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Dokularin histopatolojik incelemesi,
orneklerin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen tek bir histolog tarafindan yapilmistir.
Mikroskopik kolit degerlendirmesinde normal morfolojik yapi, goblet hiicrelerinin
yogunlugu, kript varligi ve lenfoid doku yaygmligi degerlendirilmistir (205).
Konvansiyonel 1s1k mikroskobu islemlerinin tiimii Medipol Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve REMER laboratuarlarinda
gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Mikroskopik Kolit Degerlendirmesi (205)

Ozellik Skor

Epitel

Normal morfoloji

Goblet hiicrelerinde kayip

Genis alanlarda goblet hiicre kaybi

Kript kayb1

A W N | O

Genis alanlarda kript kayb1

Infiltrasyon

Infiltrasyon yok

Kriptler cevresinde infiltrasyon

Lamina muskiilaris mukozaya ulasan infiltrasyon

w| N k| O

Lamina muskiilaris mukozaya ulagan agir infiltrasyon ve
mukozanin asirt 6demle kalinlasmasi

Lamina submukozanin infiltrasyonu 4

Total histolojik skor, epitel ve infiltrasyon skorlarinin toplanmasiyla bulunmustur.
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3.5. Istatistiksel Analiz ve Raporlama

Farelerden elde edilen nicel veriler, ortalamalari (X), standart sapmalar1 (SS),
alt list degerleri hesaplanarak tablolastirilmistir. Nitel veriler ise say1 (S) olarak
verilmistir.  Gruplarin  dagilimlari, non-parametrik  testlerden  one-sample
Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren gruplar
one-way ANOVA ile (ikili karsilastirmalar igin post hoc Tukey’s HSD testi
yapilmistir) degerlendirilmistir. Istatistik analizleri SPSS 15.0 paket programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak onemliligi ifade

etmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Farelerin Viicut Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.1°de farelerin ¢aligma siirecindeki agirlik degisimleri gosterilmistir.
Dinitrobenzen stlfonik asit (DNBS) uygulanan gruplarda ilk 3 gin sulu diyare ve
agirhik kaybi gozlenmistir. Agirhik degisimleri degerlendirildiginde gruplar arasi

istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4.1. Deney gruplarina gore viicut agirlik degisim ortalamalari

Tk Agirhik
Gruplar Agirhk  Son Agirhk  Degisimi
_(9) _(9) _( p’
X +SS X +SS X +SS
Grup 1 (S=6) 28.50+1.37 30.30+1.36 1.83+1.94
(Saglikli Kontrol)
Grup 2 (S=6) 28.60+1.75 30.50+2.42 1.83+2.92
(DNBS Kontrol)
Grup 3(S=5) 25.60£2.60 29.40+151 3.80+2.04  0.156
(DNBS+Probiyotik)
Grup 4 (S=6) 26.10+1.32 29.50+1.87 3.33+1.36
(DNBS+0Omega-3)
Grup5(S=6) 2450+1.76 25.50+2.16 1.00+1.54
(DNBS+Probiyotik+Omega-3)
t: ANOVA

4.2. Farelerin Inflamatuar Sitokin Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Kolondaki IFN-y diizeyleri Tablo 4.2.1.’de gosterilmistir. En yiiksek ve en
diisiik IFN- y diizeyi sirasiyla Grup 2 ve Grup 3’te belirlenmistir. Grup 2’nin, Grup 4
hari¢ Grup 3 ve Grup 5’°¢ kiyasla IFN-y degeri ortalamas: istatistiksel agidan 6nemli
derecede yiksek saptanmistir (p<0.05). Grup 4’Un ortalamas1 (34.66+11.96
pg/mgprotein), Grup 2’nin (63.61+£25.41 pg/mgprotein) yaklasik yar1 degerine sahip

olsa da, aradaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamustir (p>0.05).
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Tablo 4.2.1. Deney gruplarina gore kolon IFN-y diizey ortalamalari

IFN-y
Gruplar (pg/rﬂgprotein)
X+SS
Grup 1 (5=6) )
(Saglikli Kontrol) 27.06+19.32
Grup 2 (5=6) be
(DNBS Kontrol) 63.61+25.41
Grup 3 (S=5) )
(DNBS+Probiyotik) 26.22+7.65
Grup 4 (S=6)
(DNBS+0Omega-3) 34.66+11.96
Grup 5 (5=6) i
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 31.48+16.70
p' 0.007*
t: ANOVA
* p<0.05

a-c: ayni siitunda aynu iistle gosterilen ortalamalar arasi fark istatistiksel
acidan onemlidir (p<0.05)

Kolondaki IL-6 duzeyleri agisindan gruplar karsilastirildiginda; en yiiksek IL-
6 dizeyinin Grup 2 (45.91+£14.24 pg/mg protein), en diisiik IL-6 duzeyinin ise Grup
1 (26.90£7.94 pg/mg protein) oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2.2). Gruplar aras1 fark

istatistiksel olarak énemli bulunmamuastir (p>0.05).

Tablo 4.2.2. Deney gruplarina gore kolon IL-6 dlizey ortalamalari

IL-6

Gruplar (pg/mg protein)

XSS
Grup 1 (S=6)
(Saglikli Kontrol) 26.90£7.94
Grup 2 (S=6)
(DNBS Kontrol) 45.91+14.24
Grup 3 (S=5)
(DNBS+Probiyotik) 32.23+12.60
Grup 4 (S=6)
(DNBS+0Omega-3) 29.31+16.81
Grup 5 (S=6)
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 41.19+20.68
p' 0.182
t: ANOVA
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Farelerin IL-10 diizeyleri Tablo 4.2.3.te gosterilmistir. Kolon dokusundaki
IL-10 diizeyleri bakimindan en diisiik deger Grup 2’de belirlense de gruplar arasinda

onemli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4.2.3. Deney gruplarina gére kolon IL-10 diizey ortalamalari

IL-10
Gruplar (pg/rﬂgprotein)
X £SS
Grup 1 (S=6)
(Saglikli Kontrol) 36.85+7.64
Grup 2 (5=6)
(DNBS Kontrol) 22.01+7.24
Grup 3 (S=5)
(DNBS+Probiyotik) 28.42+6.62
Grup 4 (S=6)
(DNBS+0Omega-3) 36.04+19.84
Grup 5 (5=6)
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 34.25+9.19
p’ 0.165
t: ANOVA
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Farelerin kolon dokusundaki IL-17A diizeylerine bakildiginda (Tablo 4.2.4)
en diisiik ortalamanin Grup 1’de (43.37+£28.63) en yiiksek ortalamanin ise Grup 2’de
(257.85+85.06 pg/mgprotein ) oldugu saptanmistir. Grup 2’nin ortalamasmin diger
tim grup ortalamalarina gore istatistiksel a¢idan 6nemli dizeyde yuksek oldugu
bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4.2.4. Deney gruplarina gére kolon IL-17A diizey ortalamalari

IL-17A
Gruplar (pg/rﬂgprotein)

X £SS
Grup 1 (S=6) )
(Saglikli Kontrol) 43.37+28.63
gﬁgé |(<So=n?o|) 257.85+85.06%P¢d
Grup 3 (S=5) .
(DNBS+Probiyotik) 120.40+£132.27
Grup 4 (S=6) i
(DNBS+0Omega-3) 89.70+27.05
Grup 5 (S=6) 5
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 101.36+73.93
P! 0.001*
t: ANOVA
* p<0.05

a-d: aym siitunda ayni iistle gosterilen ortalamalar arasi fark istatistiksel acidan 6nemlidir
(p<0.05)
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Kolon TNF-a diizeyleri incelendiginde en yiiksek ortalamanin Grup 2’ye ait
oldugu (128.08+37.36 pg/mg protein) belirlenmistir. Gruplar aras1 karsilagtirma
yapildiginda, Grup 2’ye ait TNF-a ortalamasiin diger tiim gruplara gore istatistiksel

acidan 6nemli miktarda yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.2.5).

Tablo 4.2.5. Deney gruplarina gére TNF-a diizeyleri

TNF-a
Gruplar (pg/mgprotein)

X+£SS
Grup 1 (5=6) )
(Saglikli Kontrol) 29.14+15.04
gﬁgé P(<So:n?ol) 128.08+37.36>"¢
Grup 3 (S=5) )
(DNBS+Probiyotik) 36.40+18.89
Grup 4 (S=6) i
(DNBS+0Omega-3) 67.03+33.26
Grup 5 (5=6) 5
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 52.63+33.12
P! 0.000*
t: ANOVA
* p<0.05

a-d: ayni siitunda ayni iistle gosterilen ortalamalar aras: fark istatistiksel
acidan é6nemlidir (p<0.05)
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4.3. Farelerin Toplam Oksidan (TOS) ve Toplam Antioksidan (TAS)
Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Farelerin doku TOS ve TAS dizeyleri Tablo 4.3.1°de gosterilmistir. Grup
3’0n hem TOS ve hem de TAS degerleri bakimindan en diisiik diizeye sahip oldugu
goriilmistiir. Gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda degerler arasinda istatistiksel

acidan 6nemli bir farkin olmadigi saptanmistir (p>0.05).

Tablo 4.3.1. Deney gruplarina gére TOS ve TAS diizeyi

TOS TAS

Gruplar (mmol H202 Eg/L)  (mmolTrolox Eqg/L)

X+£SS X £SS
Grup 1 (S=6)
(Saglikl1 Kontrol) 2.89+1.04 1.53+0.55
Grup 2 (S5=6)
(DNBS Kontrol) 3.11+0.91 1.92+0.48
Grup 3 (S=5)
(DNBS+Probiyotik) 2.11+0.23 1.49+0.32
Grup 4 (S5=6)
(DNBS+0Omega-3) 3.32+1.88 1.85+0.33
Grup 5 (S=6)
(DNBS+Probiyotik+Omega-3) 2.56+1.18 1.50+0.43
p' 0.101 0.264
t: ANOVA
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4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Histolojik (mikroskopik) skorlama

Kolon dokularina ait mikroskopik skorlama acisindan  gruplar
karsilagtirildiginda; en yiiksek skorun Grup 2’ye (7.83%0.40) ait oldugu ve bu
degerin diger gruplara kiyasla 6énemli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo
4.4.1). Kombine besin destegi alan (DNBS+Probiyotik+Omega-3) Grup 5’in
skorunun, saglikli kontrol grubu kadar diisiikk oldugu belirlenmis ve aradaki farkin
istatistiksel olarak onemli olmadig1 bulunmustur (p>0.05). Grup 3, 4 ve 5’te gorilen
doku hasart ve nekrozun, Grup 2’ye kiyasla 0nemli derecede azaldigi saptanmistir

(p<0.05).

Tablo 4.4.1. Gruplara gore mikroskopik kolit skorlamasi

Mikroskopik Skor

Gruplar = .

X £ SS (alt-ust)
Gnip 1 (826) 0.0 (O_O)a,b,c,d
(Saglikl1 Kontrol)
Grup 2 (S=6) 7.83£0.40 (7-8)°#1
(DNBS Kontrol)
Grup3(5=9) 3.40£0.54 (3-4)°"
(DNBS+Probiyotik)
Grup 4 (5=6) 3.5040.83 (2-4)"
(DNBS+0mega-3)
Grup 5 (S=6)

. 0.66+0.51 (0-1)&h~
(DNBS+Probiyotik+Omega-3)

p!t 0.001*

t: ANOVA

* p<0.05

a-1: aym siitunda aym iistle gosterilen ortalamalar arasi fark istatistiksel
acidan onemlidir (p<0.05)
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4.4.2. Histolojik sonuglar

Grup 1’deki kesitlerde normal morfolojide bagirsak yapisi izlenmistir. Kript
yapilari ve yogun goblet hiicreleri tespit edilmistir. Tek katli prizmatik epitel net
olarak goriilmiistiir (Resim 4.1).

Resim 4.1. Saglikli kontrol grubunda kalin bagirsagin normal goriiniimii (Sar1 gerceve;
kript yapilari, sar1 ok bagi; goblet hiicreleri, *; cok sayida goblet hiicresi igeren tek katli prizmatik
epitel)
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Resim 4.2° de Grup 2’ye ait yapilar goriillmektedir. Grup 2 ‘deki kesitlerde
normal morfolojide bozulma, kript yapilarinda belirgin olarak kaybolma ve goblet
hiicrelerinde azalma gozlenmistir. Submukozadan liimene uzanan yaygin lenfoid

doku varlig1 goriilmiistiir.

Resim 4.2. DNBS kontrol grubunda kalin bagirsakta olusturulmus hasarin goriintimii

(Sar1 ok bast; epitelde silinme, sar1 ger¢eve; submukozada yaygin lenfoid doku, kirmizi ¢ergeve;

epitelde silinme ve yaygin goblet hiicre kaybi)
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Grup 3’deki kesitlerde normal morfoloji genel olarak korunmus, kript yapilart
siirlt bir bolgede kaybolmus ve goblet hiicrelerinde de azalma g6zlenmistir. Kolit
modelinde izlenen submukozadan liimene uzanan yaygin lenfoid doku varligi bu

kesitlerde de mevcuttu (Resim 4.3).

Resim 4.3. DNBS+probiyotik grubundaki kalin bagirsakta olusturulmus hasarin

gorunumda (Sari gergeve; submukozada yaygin lenfoid doku, kirmizi gergeve; epitelde silinme ve

goblet hiicre kaybi)
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Grup 4’deki kesitlerde normal morfoloji genel olarak korunmus, kript yapilari
Grup 3’e gore daha sinirli bir bolgede kaybolmus ve goblet hiicrelerinde de bu alanda
azalma gozlenmistir. Kolit modelinde izlenen submukozadan liimene uzanan yaygin

lenfoid doku varligi bu kesitlerde de mevcut olarak izlenmistir (Resim 4.4).

»
£a 0t
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Resim 4.4. DNBS+omega-3 grubundaki kalin bagirsakta olusturulmus hasarin

goranumda (Sari gergeve; submukozada yaygin lenfoid doku, kirmizi gergeve; epitelde kismi silinme

ve kismi goblet hiicre kaybi)
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Grup 5°teki kesitlerde saglikli kontrol grubuna ¢ok benzer bir morfoloji
izlenmistir. Kriptler ve goblet hiicrelerinden zengin tek kath prizmatik epitel diizenli

olarak goriilmiistiir. Lenfoid doku sinirl1 bir alanda gézlenmistir (Resim 4.5)

Resim 4.5. DNBS+probiyotik+omega-3 grubundaki kalin bagirsakta olusturulmus

hasarin goriiniimii
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5. TARTISMA

Inflamatuar barsak hastalign (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve
cevresel faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya
¢iktigina inanilan sistemik bir hastaliktir (1). IBH’lar1 insidansi cografik bolgelere ve
ayni bolge icinde yasayan popiilasyonlara gore biiyiik farkliliklar gdstermekte ve
gelismis tilkelerde daha yaygin goriilmektedir. Son yillarda, tilkemizde ve gelismekte
olan diger iilkelerde hastaligin insidansindaki artis dikkati ¢ekmektedir (11-13).

Mevcut literatiirde, IBH’da probiyotik (18-20, 205) ve omega-3 desteginin
(21, 194) etkisinin ayr1 ayr1 incelendigi sinirlt ¢aligmalar olsa da, birlikte incelendigi
bir ¢calismaya rastlanilmamistir.

Bu bilgiler 1s18inda planlanan ve yiiriitilen bu ¢alismada, olusturulan
deneysel kronik kolit modelinde probiyotiklerin ve omega-3 yag asitlerinin,
inflamatuar yanita, toplam oksidan, toplam antioksidan parametrelere ve bagirsak

epiteline olan etkisi incelenmistir.

5.1. Agirhik Degisimi

Dinitrobenzen silfonik asit/trinitrobenzen sulfonik asit (DNBS/TNBS) ile
olusturulan kolit modeli hapten ile indiiklenmis gecikmis tip hipersensitivite sonrasi
olusan kronik bir inflamasyon ve iilserasyon modelidir. Bu modelde klinik ve
histopatolojik degisimler 8 hafta siiresince devam etmektedir (22). Kolit modeli
olusturulan ¢esitli hayvan ¢alismalarinda hasta olan grupta saglikli kontrol grubuna
kiyasla daha fazla agirlik kayb1 gozlenmistir (15, 18, 202, 205). Siganlar iizerinde
yapilan baska bir ¢alismada ise, DNBS grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda
agirhk degisimi agisindan bir fark bulunmamistir (22). Bu calismada, DNBS
uygulanan gruplarda ilk 3 gin sulu diyare ve agirlik kaybi gozlenmistir. Ancak
caligmanin sonunda farelerin agirliklar1 degerlendirildiginde, agirlik degisimleri
acisindan gruplar arasinda 6nemli fark bulunamamistir (Tablo 4.1). Besin destegi
verilen gruplarda daha az agirlik kaybi olacagi 6ngoérilmesine ragmen, ¢alisma

sonunda gruplar arasindaki agirhik degisiminin birbirlerine yakin oldugu
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saptanmistir. Bu ¢alisma, yaklasik 3 hafta siirmiis ve elde edilen verilere gore agirlik

degisimini degerlendirmek igin bu sirenin yeterli olmadig1 diisiincesine varilmistir.

5.2. Sitokin Duzeyleri

IBH’nin etiyolojisi tam olarak bilinmese de, mevcut calismalar T
hiicrelerindeki aktivasyon artiginin 6nemli rol oynagini gdstermektedir (4).
Sitokinler, intestinal immdin sistemde anahtar sinyaller olup, kontrolli inflamasyon
olarak adlandirilan bagirsagin fizyolojik inflamasyon durumunun bozulmasina sebep
olmaktadir (55). Sitokinlerin temel olusum kaynagi inflame bagirsak mukozasi
icerisindeki bazi monositler ve aktive olmus makrofajlardir. Proinflamatuar sitokinler
(IFN-y, IL-6, IL-17, TNF-a vb), IBH nin baslamas1 ve progresyonu ile cok yakindan
iliskilidir (44).

Yapilan calismalarda, kolit olusturulan gruptaki kolon IFN- y degerindeki
artigin, saglikli kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak Onemli miktarda yuksek
oldugu belirtilmistir (202, 205). Bu ¢alismada da, DNBS kontrol grubunun kolon
IFN- vy ortalamasinin saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
miktarda artmis oldugu belirlenmistir (p<0.05).

IBH hayvan modelleri ve insan klinik deneyleri, probiyotiklerin, sitokin
salinimini etkiledigi ve mukozal inflamasyonu azalttigin1 gostermektedir (186, 187).
Probiyotik desteginin IFN-y duzeyine olan etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
destek alan ve almayan gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir sonug elde
edilmese de (206), probiyotiklerin IFN-y duzeyini 6nemli olarak diistirdiigiinii
kanitlayan daha fazla ¢alisma bulunmaktadir (18, 203, 207-210). Cogu calismaya
benzer olarak, bu ¢alismada da DNBS+probiyotik ve DNBS+probiyotik+omega-3
gruplarinin, DNBS kontrol grubuna kiyasla dnemli miktarda diisiik kolon IFN- y
ortalamalarina sahip olduklari bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.2.1).

Uzun zincirli yag asitleri ile yapilmis hayvan caligmalar1 omega-3 yag
asitlerinin [eikosapentaenoik asit (EPA, 20: 5) ve dokosaheksaenoik asit (DHA, 22:
6)] giicli antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (10, 189, 190).
Fareler tlizerinde deneysel kolit modeli olusturularak yapilan bir ¢aligmada, omega-3
yag asidi desteginin IFN-y duzeyini diistirdiigii belirlenmistir (211). Literaturde,

omega-3 desteginin IFN- y dizeyini azalttigina dair ¢alismalar olsa da, etkisiz
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oldugunu ortaya koyan bir ¢alismaya da rastlanmigtir (197). Bu ¢alismada da omega-
3 ile desteklenen DNBS+omega-3 ve DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarinin,
DNBS kontrol grubuna kiyasla daha diisik IFN- vy dizeyine sahip oldugu
gozlenirken, aradaki fark istatistiksel agidan 6dnemli bulunmamustir (p>0.05) (Tablo
4.2.1).

Deneysel kolit modeli olusumunun hem doku, hem de kan 6rneklerinde IL-6
duzeyini artirdig1 bilinmektedir (28). Kolit olusturulmus fareler tizerinde yapilan bir
calismada, probiyotik destegi yapilan grubun yapilmayan gruba gore daha diistik IL-
6 degerine sahip oldugu bulunmustur (18). Yapilan pek ¢ok calismada da DSS veya
TNBS ile olusturulmus kolit modellerinde, probiyotik destegi sonrast IL-6
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (208, 212, 213). Klinik ¢alismalar, serum
omega-3 dizeyi ile IL-6 duzeyi arasinda ters bir iligski oldugunu géstermektedir (190,
214). Deneysel kolit olusturulmus siganlara omega-3 desteginin yapildigr bir
calismada, omega-3 destegi almayan hasta grubun, saglikli kontrol ve omega-3
destegi alan alan gruplara kiyasla daha ylksek kolon IL-6 dlizeyine sahip oldugu
belirlenmistir (197). Bu ¢alismada da, DNBS kontrol grubunun en yiksek IL-6
dizeyine sahip oldugu gorulse de, gruplar arasi fark istatistiksel agidan 6nemli
bulunmamistir (p>0.05). DNBS+omega-3 grubunun, destek alan diger gruplara gore
en diisiik IL-6 dlzeyine sahip oldugu, hatta saglikli kontrol grubuyla hemen hemen
ayni degerde oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2.2). Bu sonug, proinflamatuar sitokin
olan IL-6 diizeyine en gucli antiinflamatuar etkiyi omega-3 desteginin goésterdigini
diisiindiirmektedir. Besin destegi verilen gruplarda dnemli olarak daha diisiik 1L-6
dizeyinin belirlenmesi 6ngorulmesine ragmen, ¢alisma sonunda gruplar arasindaki
IL-6 duzeyleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Bu durum, toplamda 10 gin
yapilan besin desteginin, doku sitokin diizeylerine etkisinin gdzlenmesinde yetersiz
olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica daha giicli antiinflamatuar etkinin
gozlemlenebilmesi icin kullanilan besin desteklerinin dozlarinin artirilabilecegi
diistiniilmektedir.

Son zamanlarda regulatuar T hiicreleri tarafindan iiretilen IL-10’nun IBH’da
onemli bir rol oynadigi iizerinde durulmaktadir (70). Proinflamatuar sitokin
salgilanmasin1 engelleyen antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10,  mukozal

inflamasyonu yavaslatmaktadir  (201). Farelerde IL-10’un inaktivasyonu,
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proinflamatuar sitokinlerin iiretimine neden olmaktadir (68, 69). Siganlarda yapilan
bir ¢aligmada, kolit olusturulmus hasta grubun, kolit olusturulmamis saglam gruba
kiyasla daha diisiik IL-10 diizeyine sahip oldugu bulunmustur (203). Yapilan pek ¢ok
calismada, probiyotik destegi verilen kolitli siganlarda IL-10 diizeyinin, verilmeyen
gruba kiyasla istatistiksel agidan anlamli yiiksek degerlerde oldugu belirtilmistir
(208, 215-218). Kolit olusturulmus siganlar tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada da,
kolon dokusundaki IL-10 diizeyinde anlamli bir yiikselme goriillmedigi saptanmigtir
(219). Omega-3 desteginin bagisiklik sisteminin Onemli organlarindan olan
karacigerdeki IL-10 dlzeyine olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada, omega-3
destegi alan grubun hasta kontrol grubuna kiyasla IL-10 dizeyinde anlamli bir
yiikselme goriilmedigi saptanmustir (220). Yapilan bir diger ¢alismada da, omega-3
desteginin IL-10 dlzeyini azaltmadigi goriilmiistiir (211). Bu ¢alismada da DNBS
kontrol grubunun en diisiikk IL-10 dizeyine sahip oldugu belirlenmistir. Ancak
gruplar arasit karsilagtirma yapildiginda, degerlerin istatistiksel agidan Onemli
olmadig saptanmistir (Tablo 4.2.3). Besin destegi verilen gruplarda énemli olarak
daha yiksek IL-10 diizeyinin saptanmasi beklenirken, ¢alisma sonunda gruplar
arasindaki IL-10 dizeyleri arasinda onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Bu
durum, antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10 dizeylerine etkisinin gdzlenebilmesi
icin, 10 giin sire ile yapilan besin desteginin yetersiz olabilecegi yonundedir. Ayrica
daha gii¢li antiinflamatuar etkinin gozlemlenebilmesi i¢in kullanilan besin
desteklerinin dozlarinin da artirilabilecegi kanisina varilmistir.

Inflamatuar yamtin 6nemli bir faktorii oldugu anlasilan IL-17 Uretimi ile
karakterize yeni bir T hiicre alt tiirii olan Th17 ve IBH iliskisi yakin zamanda
kesfedilmistir (71). Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda IL-17’nin serum ve bagirsak
dokularinda artmis oldugu, hastalig1 inaktif olanlarda ise bu sitokinin goriillmedigi
belirlenmistir (78). Deneysel kolit modeli olusturulmus fareler {izerinde yapilan bir
calismada, saglikli kontrol gurubu ile kiyaslandiginda kolit olusturulan gruptaki IL-
17 dlzeyindeki artigin, istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir (18). Yapilan
calismalarda da, kolitin 1L-17 diizeylerini artirdigin1 desteklemektedir (221, 222). Bu
calismada da literatiirdeki caligmalara benzer olarak DNBS kontrol grubunun,
saglikli kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek IL-17A dlizeyine sahip oldugu ve bu
farkin da istatistiksel agidan énemli oldugu saptanmistir (p<0.05) (Tablo 4.2.4).
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Deneysel kolit modelinde probiyotik desteginin etkisinin incelendigi
caligmalarda, probiyotik destegi alan gruba ait IL-17 dlzeyinin, almayan gruba
kiyasla daha diisiik degerlerde oldugu ortaya konulmustur (223-225). Bu ¢alismada
da bu bulgulara benzer olarak, probiyotikle desteklenen DNBS+probiyotik ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina ait IL-17A duzeylerinin, DNBS kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak ©Onemli dlzeyde diisik oldugu gozlenmistir
(p<0.05) (Tablo 4.2.4).

IBH deki omega-3 yag asidi desteginin hastaligin remisyonu icin ilging ve
alternatif bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir (197). Deneysel kolit modelinde
omega-3 desteginin etkisinin incelendigi calismalarda, omega-3 destegi verilen
farelerin, destek almayan gruba gore istatistiksel olarak 6nemli diisiik IL-17 dlizeyine
sahip oldugu gozlenmistir (226, 227). Bu ¢alismada da DNBS+omega-3 ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplariin, DNBS kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak daha diistik IL-17A dizeylerine sahip oldugu bulunmustur (p<0.05) (Tablo
4.2.4).

Inflamasyonlu  bagirsak mukozasindaki makrofajlar ve lenfositler,
proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a {iretimine sebep olmaktadir (28). Deneysel
kolit modeli olusturulmus pek c¢ok c¢alismada, hasta olan kolit grubunun saglam
gruba kiyasla daha yiiksek TNF- o dlzeyine sahip oldugu bildirilmistir (228-230).
Bu ¢alismada da DNBS grubuna ait TNF- o diizeyinin, saglikli kontrol grubuna gore
onemli olarak yiksek oldugu saptanmistir (p<0.05) (Tablo 4.2.5).

Probiyotiklerin IBH’da etkili oldugu kamitlanmistir (26). Yapilan deneysel
caligmalarda, probiyotik desteginin TNF-a ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Bu
caligmalarda L.brevis SBC8803 (231), laktobasil ve bifidobakter karisimlari (209), L.
fermentum (232) gibi suslar kullanmilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada da,
probiyotik destegi alan grubun, destek almayan gruba kiyasla daha diisik TNF-a
diizeyine sahip oldugu ispatlanmistir (233). Literatlirde obez bireylerin probiyotik ve
omega-3’un proinflamatuar sitokin diizeylerine olan etkilerinin ayr1 ayr1 ve birlikte
kullaniminin incelendigi yalnizca bir ¢alismaya rastanilmistir (21). Bu g¢alismada
Beden Kiitle indeksi (BKI) 25°ten biiyiik olan insanlar 3 gruba ayrilmis ve her bir
gruba ayr1 olarak probiyotik, omega-3, probiyotik+omega-3 destegi yapilarak

proinflamatuar sitokin dlzeyleri incelenmistir. Plasebo grubu ile kiyaslandiginda
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diger gruplarin daha diisik TNF-o degerlerine sahip oldugu bulunmustur. Bu
calismada da DNBS+probiyotik ve DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarinin TNF-a.
duzeyleri, DNBS kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan 6énemli olarak diisiik
olarak saptanmistir (p<0.05) (Tablo 4.2.5).

Deneysel kolitte yapilan omega-3 destegi TNF-o diizeyini azaltmaktadir
(197). Omega-3’iin proinflamatuar sitokinlere olan etkisinin incelendigi bir
caligmada, omega-3 ile zenginlestirilmis diyetle beslenen siganlarin, normal
beslenenlere kiyasla daha diisiik TNF-o diizeyine sahip olduklart bulunmustur (190).
Kolit modelinde omega-3 yag asidi desteginin etkisinin incelendigi baska bir
calismada da, omega-3 destegi alan grubun, daha diisik TNF-o degerine sahip
oldugu ve omega-3’Un kolitten korunmada etkili bir yontem oldugu ortaya
konulmustur (21, 191). Bu ¢alismada da omega-3 destegi alan DNBS+omega-3 ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarinin TNF-a diizeylerinin, DNBS kontrol grubuna
gore istatistiksel agidan Onemli duzeyde diisiik oldugu saptanmistir (p<0.05) (Tablo
4.2.5).

5.3. Toplam Antioksidan (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyeleri (TOS)

Inflamatuar stireg; nétrofil, monosit ve lenfosit gibi lokositlerin kolon
mukozasina infiltrasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri, protein
denatirasyonu, DNA hasar1 ve lipid membranlarinda peroksidasyon yaparak
hlcrelerde ve dokularda hasara yol agmaktadir (37-39). Cesitli hayvan modelleri ve
insan c¢alismalari, kolonik mukozadaki antioksidan enzim dlzeyleri (87, 92, 234) ile
oksidan enzim duzeyleri arasinda ters bir iligki oldugunu ortaya koymaktadir (87, 95,
96).

Canlilarin yasamsal ve biyokimyasal fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in,
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda siirekli olarak kontrol edilmesi gereken bir
denge vardir. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi, oksidatif hasara yol
agmaktadir (102). Oksidatif stresin IBH patogenezi iizerinde etkin rolii oldugu
bilinmektedir (235). IBH hastalarinda olan oksidatif strese bagli hasar yalmzca
bagirsak mukozasi ile sinirli kalmayip, ayn1 zamanda periferal kan 16kositlerini de
etkilemektedir (92, 236). Oksidanlar iginde en ¢ok bilinen aldehit, malondialdehit

(MDA) olup, bir dokuda diizeyinin artmasi serbest oksijen radikallerinin ve bunlara
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bagl olarak da katabolizmanin arttigini isaret etmektedir (42). Deneysel kolit
olusturulmus sig¢anlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, kolit olusturulan grubun MDA
degerlerinin saglikli kontrol grubuna gore istastistiksel agidan Onemli dizeyde
yiiksek oldugu bulunmustur (205). Siganlar {lizerinde yapilan bir ¢alismada da, kolit
olusuturulan grubun, saglikli kontrol grubuna gore istastistiksel agidan ©Gnemli
yuksek TOS duzeyine oldugu saptanmistir (102). Yine kolit olusturulan siganlar
Uzerinde yapilan baska bir calismada, kolit grubunun, saglam kontrol grubuna
kiyasla daha yuksek MDA duzeyine sahip oldugu, ancak aradaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig: belirtilmistir (237). Bu ¢alismada da DNBS kontrol grubu,
saglikli kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek TOS degerine sahipken, aradaki fark
istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3.1).

Probiyotiklerin, bakteri translokasyonunu baskiladigi, ileum ve g¢ekumdaki
enterobakterlerin ve enterokoklarin sayilarimi azalttigi, boylelikle oksidan sistemi
baskiladig1 belirtilmistir (238). Siganlarda olusturulmus deneysel kolit modelinde
kefirin koruyucu ozelliginin incelendigi bir ¢alismada, kefir destegi alan grubun,
almayan gruba kiyasla istatistiksel agidan 6nemli diizeyde diisiik MDA seviyelerine
sahip oldugu saptanmistir (205). Yine kolit olusturulan siganlar {izerinde B.infantis
susunun etkisi incelenmis ve MDA degeri, probiyotik destegi almayan hasta kontrol
gurubuna gore anlamli diisiik bulunmustur (219). Probiyotiklerin oksidatif stres
tizerine olan etkilerinin incelendigi klinik bir ¢alismada, probiyotik destegi yapilan
grubun daha diisik MDA duzeyine sahip oldugu gozlenmistir. Ancak bu fark
istatistiksel olarak énemli bulunmamistir (213). Yapilan bagka bir klinik ¢alismada
da, probiyotik desteginin MDA diizeylerine etki etmedigi saptanmistir (239, 240). Bu
calismada da DNBS kontrol grubunun, DNBS+probiyotik ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina kiyasla istatistiksel agidan 6nemli diizeyde
yiiksek TOS degerine sahip oldugu bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.3.1).

Omega-3 yag asitleri, T lenfosit proliferasyonun inhibisyonu, antijen
olusumunun modiilasyonu ve gastrointestinal sistem (GiS) florasinin degismesi gibi
pek c¢ok etkiyle immunomodilatér goérevlere sahiptir (241). Kolit modeli
olusturulmus siganlar iizerinde omega-3 yag asitlerinin inflamasyona olan etkilerinin
incelendigi ¢alismada, inflamasyon belirteglerinden biri olan Myeloperoksidaz

(MPO) aktivitesi incelenmistir. MPO, gastrointestinal dokulardaki doku hasar1 ve
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noétrofil infiltrasyonunun anlagilmasinda 6nemli bir enzimdir (242). Calismada
omega-3 destegi alan grubun almayan gruba gore istatistiksel acidan 6nemli daha
diisik MPO degerine sahip oldugu bulunmustur (16). Crohn hastaliginda omega-3
destegi ile ilgili yapilmigs bir meta analiz ¢alismasinda, omega-3 desteginin
oksidasyon durumuna olan katkisi halen tartismali olarak bildirilmistir. Yine ayni
meta analiz calismasinda omega-3 yag asitlerinin kullaniminin glivenli, ancak
tlseratif kolit (UK) ve Crohn hastaligmin (CH) remisyonu icin etkisiz oldugu
bildirilmistir  (243). Bu g¢alismada da DNBS  kontrol  grubunun,
DNBS+probiyotik+omega-3 grubuna kiyasla daha yiiksek, DNBS+omega-3 grubuna
kiyasla daha diigilk TOS degerine sahip oldugu ancak aradaki farklarin istatistiksel
acidan onemli olmadigi belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 4.3.1). TOS diizeyinin DNBS
kontrol gurubunda en yiiksek olmasi beklenirken, omega-3 destegi alan grupta en
yiiksek olmasi, kullanilan dozun yetersiz olmasina bagl olabilecegi diisiiniilmiistir.
TOS duzeyinde 6nemli farklilik belirlenememesinin sebebinin daha fazla oksidan
tiretiminin, hiicresel antioksidan sistemlerin daha aktif calismast nedeniyle
olabilecegi kanisina varilmistir.

Organizmada gergeklesen fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyokimyasal
yikim gibi pek ¢ok olaylarda stiperoksit radikalleri (SOR) olusabilmektedir. Normal
fizyolojik kosullarda SOR ile antioksidan mekanizmalar arasinda dengeli bir iligki
bulunmaktadir (235). IBH’da antioksidan enzim aktivetelerinde (katalaz, glutatyon
peroksidaz vb.) ve endojen antioksidanlardan biri olan glutatyon dizeylerinde
azalma tespit edilmistir (234). Antioksidan enzim dizeylerinin belirlendigi bir
caligmada, CH grubunun saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli
dizeyde diisiik glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon degerlerine sahip oldugu
gosterilmistir (84). Benzer olarak yapilan baska bir ¢alismada da, CH olan bireylerin
saglam kontrol gurubuna kiyasla daha diisik GPx dizeyine sahip olduklar
goriilmistiir (244). Tam tersi olarak yapilan bir bagka ¢alismada ise, hastaliga sahip
olan bireylerin saglikli bireylere gore daha yiliksek GPx degerine sahip oldugu
belirtilmistir (236). Bu calismada da DNBS kontrol grubunun, saglikli kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek TAS degerine sahip oldugu belirlenmis ancak aradaki
fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3.1). DNBS kontrol

grubunun daha yiksek TAS diizeyine sahip olmasinin sebebinin daha fazla oksidan
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uretiminin, hiicresel  antioksidan sistemlerin  daha aktif ¢alismasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

IBH’da en giincel tedavilerden biri de probiyotiklerin kullanimidir.
Immunmodiilatér etkileri oldugu bilinen probiyotik bakteriler olan L.casei, L.
acidophilus ve B. lactis’in TNBS aracili deneysel kolit modelinde glutatyon degerleri
karsilagtirilmistir. Sonug olarak tim bu probiyotiklerin intestinal antiinflamatuar
etkileri oldugu ortaya konulmustur (245). Siganlar iizerinde yapilmis bir ¢alismada,
kolit gruba kiyasla probiyotik destegi yapilan grubun, kolon glutatyon diizeyi anlaml
olarak yuksek bulunmustur (246). Bu calismada da DNBS kontrol grubunun,
DNBS+probiyotik ve DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina kiyasla daha yiiksek
TAS degerine sahip oldugu belirlenmis ancak aradaki fark istatistiksel agidan 6nemli
bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3.1).

Teorik olarak omega-3 yag asitlerinin CH ve UK hastaliklarmin remisyonu
uzerinde etkili oldugu disiiniilse de bu etkinin kanit diizeyinde olmadig1 belirtilmistir
(247). Giincellenen sistematik bir derlemede, IBH igin elde edilen kanitlar
sonucunda, omega-3 yag asitlerinin remisyon bakimi igin etkisiz oldugu, ancak yine
de omega-3 yag asitleri kullaniminin giivenli oldugu belirtilmistir (248). Omega-3’un
IBH’da antioksidan enzimlerden olan siperoksit dismutaz ve katalaz enzim
diizeylerine olan etkisinin degerlerdirildigi bir ¢alismada, hasta olan grubun, saglikli
kontrol grubuna kiyasla daha yiksek superoksit dismutaz degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Omega-3 destegi alan grubun da, hasta olan gruba goére daha yiksek
stiperoksit dismutaz seviyesine sahip oldugu belirlenmis ancak bu farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi saptanmistir (p>0.05). Ayni ¢alismada katalaz aktiviteleri
incelendiginde, gruplar arasi istatistiksel agidan Onemli bir farkin olmadig
gosterilmistir (249). Bu ¢alismada da DNBS kontrol grubunun, DNBS+omega-3 ve
DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina kiyasla daha yiiksek TAS degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Ancak aradaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamaistir
(p>0.05) (Tablo 4.3.1). TAS duzeyinin DNBS kontrol grubunda en diisiik olmasi
beklenirken, omega-3 ve probiyotik+omega-3 destegi alan gruplara kiyasla daha
yilksek olmasi, hem kullanilan dozun hem de destek verilen siirenin
oksidan/antioksidan parametrelere yansiyabilmesi i¢in yetersizliginden kaynakli

olabilecegi diisiinlilmiistiir. Ayrica daha fazla oksidan {iretiminin, hiicresel
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antioksidan sistemlerin daha aktif calismasina neden oldugu kanisina varilmistir.
TOS ve TAS parametrelerine olan etkilerinin daha iyi gozlemlenebilmesi icin daha
yuksek doz uygulamalar1 ve daha uzun siireli ¢aligmalar yapilmasi gerekliligini
sonucuna varilmistir.

Literatiirde IBH hastalarinin bagisiklik hiicreleri, oksidan ve antioksidan
sistemlerinin detayli bir sekilde degerlendirilmedigi, bu mekanizmalarin heniiz net
olarak ¢6zimlenmedigi ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu ortaya konulmustur
(235).

5.4. Histolojik Bulgular

Histolojik olarak mukoza ve submukozada polimorfoniveli (cok cekirdekli)
l6kosit, makrofaj, lenfosit, bag dokusu, mast hiicreleri ve fibroblastlardan olusmus
inflamatuar cevap bulunmaktadir (17). Probiyotiklerin ve omega-3 yag asitlerinin
kolit modeli Uzerinde olan etkilerinin incelendigi calismalarda, kolit grubunun,
saglam, probiyotik ve omega-3 ile desteklenen gruplara gore istatistiksel agidan
anlamli daha yiiksek skora sahip oldugu saptanmustir (16, 18, 21, 203). Sicanlar
tizerinde kefirin etkisinin incelendigi bir baska c¢alismada da, benzer sonuglar
bulunmustur (205). Bu ¢alismada da, kolon dokularina ait mikroskopik skorlama
acisindan gruplar karsilastirildiginda; en yiiksek skorun DNBS kontrol grubuna
(7.83%0.40) ait oldugu ve bu degerin diger gruplara gore istatistiksel olarak énemli
derecede yiiksek oldugu gorilmiistir (p<0.05) (Tablo 4.4.1). DNBS+probiyotik
DNBS+omega-3 ve DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarinda goriilen doku hasari ve
nekrozun, DNBS kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azaldigi saptanmistir
(p<0.05). Saglikli kontrol grubuna en yakin skorun, kombine besin destegi alan
DNBS+probiyotik+omega-3 grubu oldugu belirlenmistir.
DNBS+probiyotik+omega-3 grubuna ait mikroskobik skorun, yalniz probiyotik ve
yalniz omega-3 destegi alan gruplara kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede
diisiik oldugu saptanmustir (p<0.05). Bununla birlikte ¢alismalarda, kolit grubunda
iilserasyon, kolon epitel kaybi, bagirsak duvari kalinliginda azalma ve bol
inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlenmistir (16, 18, 21, 203, 205). Bu ¢alismada da
DNBS kontrol grubundaki kesitlerde normal morfolojide bozulma, kript yapilarinda

belirgin olarak kaybolma, goblet hucrelerinde azalma ve submukozadan limene
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uzanan yaygin lenfoid doku varligi gozlenmistir. Saglikli kontrol grubuna en yakin
goriintiiniin, kombine besin destegi alan DNBS+probiyotik+omega-3 grubu oldugu
belirlenmistir. Bu sonug, tek basina verilen probiyotik ve omega-3 desteklerinin de
etkili oldugunu ancak kombine destegin kolon dokularinin iyilesmesinde daha etkili

oldugunu ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. SONUC

Deneysel kolit modeli olusturulmus fareler iizerinde yapilan ¢aligsmada;
probiyotiklerin ve omega-3 yag asitlerinin inflamatuar yanita, total oksidan, total
antioksidan parametrelere ve bagirsak epiteline olan etkilerini belirlemek

amaglanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari;

1. Bu c¢alismada kolit olusturulan gruplarda sulu diyare ve agirlik kaybi
gozlenmistir. Agirhik degisimleri degerlendirildiginde gruplar arasi istatistiksel
acidan 6nemli farklilik saptanmamustir (p>0.05).

2. En yiksek ve en diisik IFN- vy diizeyi sirasiyla DNBS kontrol ve
DNBS+probiyotik grubunda belirlenmigtir. DNBS  kontrol  grubunun,
DNBS+probiyotik ve DNBS+probiyotik+omega-3 gruplarina kiyasla IFN-y
degeri ortalamasi istatistiksel ac¢idan ©Onemli derecede yiiksek saptanmistir
(p<0.05).

3. En yiksek kolon IL-6 dizeyinin DNBS kontrol (45.91+£14.24 pg/mg protein), en
diisiik IL-6 diizeyinin ise saglikli kontrol grubunda (26.90+£7.94 pg/mg protein)
oldugu goriilmiistiir. Ancak gruplar arasi fark istatistiksel olarak énemli degildir
(p>0.05).

4. Kolon dokusundaki IL-10 diizeyleri bakimindan en diisiik deger DNBS kontrol
grubunda belirlense de gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunamamustir (p>0.05).

5. Kolon dokusundaki IL-17 duzeyi en yiksek DNBS kontrol grubunda
saptanmigtir. DNBS kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda, IL-17 degeri
istatistiksel agidan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

6. En yuksek TNF-a degerinin DNBS kontrol grubuna ait oldugu ve bu yiiksekligin
diger tim gruplara gore istatistiksel ac¢idan onemli diizeyde yiiksek oldugu

belirlenmistir (p<0.05).
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10.

11.

12.

13.

14.

Hem TAS ve hem de TOS degerleri bakimindan DNBS+probiyotik grubunun en
diisiik diizeye sahip oldugu goriilmiistiir. Gruplar aras1 karsilagtirma yapildiginda
ortalamalar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farkin olmadig1 saptanmistir
(p>0.05).

Kolon dokularina ait mikroskopik skorlama agisindan gruplar karsilastirildiginda;
en yuksek skorun DNBS kontrol grubuna (7.83+0.40) ait oldugu ve bu degerin
diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel agidan ©Onemli dizeyde yuksek
oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Saglikli Kkontrol grubundaki kesitlerde normal morfolojide bagirsak yapisi
izlenmistir. Kript yapilar1 ve yogun goblet hiicreleri tespit edilmistir. Tek katl
prizmatik epitel net olarak goriilmiistiir.

DNBS kontrol grubundaki kesitlerde normal morfolojide bozulma, kript
yapilarinda belirgin olarak kaybolma ve goblet hiicrelerinde azalma gdzlenmistir.
Submukozadan liimene uzanan yaygin lenfoid doku varlig1 goriilmiistir.
DNBS+probiyotik grubundaki kesitlerde normal morfoloji genel olarak
korunmus, kript yapilar1 sinirli bir bolgede kaybolmus ve goblet hiicrelerinde de
azalma belirlenmistir. Yaygin lenfoid doku varlig1 bu kesitlerde de goriilmiistiir.
DNBS+omega-3 grubundaki kesitlerde normal morfoloji genel olarak korunmus,
kript yapilar1 daha sinirli bir bolgede kaybolmus ve goblet hiicrelerinde de siirl
bir alanda azalma gézlenmistir.

DNBS+probiyotik+omega-3 grubundaki kesitlerde saglikli kontrol grubuna ok
benzer bir morfoloji izlenmistir. Kriptler ve goblet hiicrelerinden zengin tek kath
prizmatik epitel dizenli olarak gOriilmiistiir. Lenfoid doku smirli bir alanda
gbzlenmistir.

Saglikli kontrol grubuna en yakin goriintiiniin ve iyilesmenin, kombine besin

destegi alan DNBS+probiyotik+omega-3 grubu oldugu belirlenmistir.
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6.2. ONERILER

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve
cevresel faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya
ciktigina inanilan sistemik bir hastaliktir. IBH’da kullanilan hayvan modelleri
hastaligin patojenezinin arastiritlmasi ve terapotik ajanlarin kesfi i¢in Onemlidir.
Genisce kullanilan bu modeller, kimyasal ajanlarla olusturulabilmektedir. Ortaya
konulan bu modellerde, insanlarda olusan IBH’nin birgok histopatolojik ve klinik
ozellikleri gozlenebilmektedir. Giiniimiizde IBH nin tedavisi biiyiikk oranda medikal
tedavidir. Ancak bu ilaglar 6zellikle firsat¢1 enfeksiyonlarin gelismesine bagli olarak
anemiye ve malignitenin artmasina sebep olabilecegi i¢in risk olusturabilmektedir.
Bu sebeple hastaligin tedavisinde, beslenme tedavisi/besin destegi gibi alternatif
tedavi yontemlerinin aranmasi onerilmektedir. Probiyotikler ve omega-3 yag asitleri
bu konuda ¢ok siklikla calisilan besin desteklerindendir. Mevcut literatiirde, IBH’da
probiyotik ve omega-3 desteginin etkisinin ayr1 ayri incelendigi sinirhi ¢aligmalar
olsa da, birlikte incelendigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Doku hasar1 gostergesi
olan mikroskobik skor istatistiksel agidan 6nemli diisiik olarak kombine tedavi alan
grupta (Grup 5) saptanmustir. Ayrica bu sonug, gorintileriyle de en iyi doku
iyilesmesinin kombine besin destegi alan grup oldugunu ortaya koymaktadir.
Sonugta probiyotik ve omega-3 yag asitlerinin hem tek baslarina, hem de birlikte
kullanimimin kolon hasar1 ve inflamasyondan koruyucu etkileri oldugu
diisiiniilmektedir. Bu &zellikleri ile kombine besin desteginin, gelecekte IBH
tedavisinde gelistirilecek bireye veya dokuya 6zgili tedavilerde, verilen tedavilere
katkida bulunan tamamlayici bir ajan olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
Ancak rutin uygulanacak bir protokol olusturulmasi i¢in hem deneysel hem de kilinik

olarak daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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