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OZET

Ulseratifkolit (UK), inflamatuar bagirsak hastaliklar1 arasinda yer alir ve kalin bagirsaklarin
kronik inflamasyonu ile karakterizedir. Patogenezi, genetik, ¢evresel ve immiinolojik
faktorlerin etkilesimiyle sekillenir. NF-kB, IL-6, IL-10, TLR4 ve miR-4661 gibi molekiiller,
UK'nin gelisimi ve ilerlemesinde énemli rol oynar. NF-kB, inflamasyonu ve bagisiklik
yanitlarini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak, asir1 aktivasyonu ile inflamasyonu
stirdiiriir. IL-6, inflamasyonun Onemli bir mediatorii olup, seviyelerinin yiikselmesi
hastaligin siddetini artirabilir. IL-10 ise anti-inflamatuar bir sitokin olup, eksikligi asiri
inflamasyona yol acabilir. TLR4, bagisiklik sisteminin patojenleri taniyrp immiin yanit
baglatan bir reseptordiir ve asir1 aktivasyonu inflamasyonu tetikleyebilir. miR-466l,
inflamasyonu ve immiin yanitlari diizenleyen bir mikroRNA olarak, hastalik siirecinde
onemli bir rol oynar. Bu ¢aligmada, 80 adet C57/Bl6 farelerine %2,5 DSS ile iilseratif kolit
indiiklenmis ve tedavi gruplarinda AZA, RBO, AZA+RBO, ve anti-miR4661 kullanilmastir.
Tedavi dncesi ve sonrasi yapilan analizler, tedavi edilen gruplarda inflamasyonun azaldigini
ve gen ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler goriildiigiinii ortaya koymustur. Ozellikle IL-
6, TLR4 ve NF-xB genlerinin ekspresyonunda yapilan degisiklikler, tedavi etkisini
aciklamada Onemli bulgular saglamistir. AZA, RBO ve anti-miR466l tedavilerinin
inflamasyonu azaltmada etkili oldugu, miR-4661'nin ise tedaviye giiglii bir etki gosterdigi
bulunmustur. Sonuglar, bu molekiillerin iilseratif kolit tedavisinde potansiyel hedefler
sundugunu ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease characterized by chronic
inflammation of the large intestine. Its pathogenesis is shaped by the interaction of genetic,
environmental, and immunological factors. Molecules such as NF-kB, IL-6, IL-10, TLR4,
and miR-466I play significant roles in the development and progression of UC. NF-kB is a
transcription factor that regulates inflammation and immune responses, and its excessive
activation sustains inflammation. IL-6 is an important mediator of inflammation, and its
elevated levels can increase the severity of the disease. IL-10 is an anti-inflammatory
cytokine, and its deficiency can lead to excessive inflammation. TLR4 is a receptor that
recognizes pathogens and initiates immune responses, and its overactivation can trigger
inflammation. miR-4661, a microRNA that regulates inflammation and immune responses,
plays an important role in the disease process. In this study, 80 C57/BI6 mice were induced
with ulcerative colitis using 2.5% DSS, and treatment groups were administered AZA, RBO,
AZA+RBO, and anti-miR466l. Pre- and post-treatment analyses showed a reduction in
inflammation and significant changes in gene expression in the treated groups. Notably,
changes in the expression of IL-6, TLR4, and NF-«kB genes provided important insights into
the treatment effects. AZA, RBO, and anti-miR466I treatments were found to be effective
in reducing inflammation, with miR-466l showing a strong therapeutic effect. The results
suggest that these molecules offer potential targets for ulcerative colitis treatment and could
contribute to the development of new therapeutic strategies.
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1. GIRIS

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH), iilseratif kolit (UK) ve Crohn hastaligin1 (CH) iceren
ve gastrointestinal sistemin kronik inflamasyonu ile karakterize bir hastaliktir.
Proinflamatuar sitokinler yukari regiilasyon da 6nemli roller oynarken, anti-inflamatuar
sitokinler hastalik ilerlemesinin asagi regiilasyonunda Onemli roller oynar. TLR'lerin
eksikligi, bagirsak epitelinin yeniden yapilanmasmi etkiledigi i¢in IBHnin tedavisinde
onemlidir. MiR-466'nin, AKT/NF-kB yolunu negatif olarak diizenlemek i¢cin NUS1'in
3’UTR bolgesine baglandigini ve miR-4661, TTP Aracili IL-10 mRNA bozulmasini
antagonize ederek TLR ile tetiklenen makrofajlarda IL-10'un diizenlenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir. Firsatgr bir patojen olarak kabul edilen Pseudomonas aeruginosa(P.
Aeruginosa) IBH olan hastalarin bagirsaklarinda yiiksek oranda bulundugu tespit edilmis ve
TLR4 yoluyla NF«B sinyalini aktive ederek pro-inflamatuar sitokin gen ifadesinin artmasina
neden oldugu literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir. Calismamizda, %2,5 oraninda DSS
ile indiiklenmis iilseratif kolitli deneysel hayvan modelinde TLR aracili NFkB sinyal yolag:
ile inflamatuar sitokinlerin aktivitesini qPCR yOntemiyle arastirmayi1 ve P. Aeruginosa
bakterisinin tedavi 6ncesi ve sonrasindaki bagirsakta bulunma oranimi kanli agar ve EMB
agar ile belirlemeyi hedefledik. Piring kepegi yag1 (RBO), antioksidan ve antiinflamatuar
aktivitelerine ek olarak hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda ¢esitli hastaliklara kars1
yararli oldugu ve deneysel olarak indiiklenen kolitte oksidatif olaylar1 hafiflettigini,
inflamatuar mediatorleri baskiladigin1 ve kolondaki hasar1 azalttigini gosterilmistir.
Immiinosupresan olan azathioprine (AZA)min cesitli immiin enflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonunu azalttigi ve nétrofil, monosit ve makrofaj gen ifadelerinin arttig1
gozlemlenmistir. Calismamizda, DSS maddesi ile indiiklenen kolitin tedavisinde piring
kepegi yagi(oral), azathioprine(gavaj) ve miRNA mimiklerini uygulayarak, UC nin negatif
etkilerini azaltmay1 hedefledik. Glikan etiketlemesi ile RNA tizerindeki bir glikanin, RNA
polimerlerinin fonksiyonel yonlerinin degismesine neden oldugu literatiirde gosterilmistir.
Calismamizda uygulayacagimiz glikan etiketlemesinin (intraperitoneal), DSS ile indiiklenen
UK’nin tedavisinde ilgili genlerin gen ifade seviyelerinde nasil bir etkisi oldugunu
arastirmay1 amagcladik. UK tedavisinde glikan modifikasyonunu ve miR-466 gen ifadesini
inceleyip, piring kepegi yagi ve miR466 mimik ile tedaviyi amaglayan ilk-preklinik ¢alisma
olmas1 ve basar1 ile sonuglanmasi sonucunda daha sonra gergeklesecek olan ¢alismalara

onculiik edecektir.






2. GENEL BILGILER

2.1. IBH’nin Etiyolojisi

IBH, gastrointestinal sistemin kronik inflamasyonu ile karakterize bir hastaliktir ve UK ve
CH igerir (Ramos ve Papadakis 2019). Bu hastaliklarin her ikisinin de etiyolojisi, genetik
ve ¢evresel faktorler arasindaki etkilesimlerin yani1 sira bagirsak mikrobiyotasinin
(disbiyoz) profilindeki degisikliklerin sonucu olarak, iltihaplanma gelisimine yol acan
immiin yanit mekanizmalarinda bozukluklara katkida bulundugu ¢ok faktorli olmasidir

(van der Sloot ve digerleri 2017).

IBH'nin gelisiminde gevresel faktdrler de onemli bir rol oynamaktadir. Bat1 tarzi yasam
bicimi, 6zellikle sagliksiz beslenme aliskanliklari, sigara igme, ve antibiyotik kullaniminin
hastalik riskini artirdifina dair bircok calisma bulunmaktadir. Sigara i¢gmenin Crohn
hastaligin1 kotiilestirdigi ve iilseratif kolit riskini artirdigr yoniinde kanitlar vardir (Cosnes
ve digerleri 2001). Ayrica, bati lilkelerinde daha yaygin olan yiiksek yagli, islenmis gida
tikketiminin, bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasina yol acarak hastaligin ortaya ¢ikmasina

zemin hazirladig1 6ne siiriilmektedir (Sartor, 2006).

IBH, bagisiklik sistemiyle yakindan iliskilidir. Inflamatuar yamtlarin bozulmus diizeni,
hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bagisiklik sistemi, genetik yatkinlik
ve cevresel etmenlerin etkisiyle, bagirsagin normal mikrobiyotasina karsi asir1 bir immiin
yanit gelistirir. Bu durumda, T hiicreleri (6zellikle Th1 ve Th17 hiicreleri) ve pro-inflamatuar
sitokinler (IL-1, IL-6, TNF-a gibi) 6nemli rol oynar. Crohn hastaliginda, 6zellikle TNF-a ve
IL-12/IL-23 yolaklarinin asirt aktivasyonu belirgindir ve bu da tedavi hedefleri olarak
kullanilmigtir (Sartor, 2006).
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Sekil 2.1. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinn etyolojisini etkileyen faktorler (Loubet
Filho, P ve digerleri 2022).

IBH'nin etiyolojisi, genetik, ¢evresel, immiinolojik ve mikrobiyal faktdrlerin karmagsik
etkilesimiyle sekillenir. Bu faktorlerin birbirini nasil etkiledigini anlamak, hastaligin daha
etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olabilir. IBH'nin patogenezini
derinlemesine anlamak, yalnizca hastalarin yasam kalitesini iyilestirmek icin degil, aym

zamanda gelecekteki tedavi yaklasimlarini sekillendirmek i¢in de kritik 6neme sahiptir.

2.2. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit, kolonun inflamasyonu ile karakterize, kronik bir hastaliktir. IBH arasinda yer
alan UK, &zellikle 20-40 yas arasi bireylerde daha sik goriiliir (Baumgart ve Sandborn,
2007). UK'nin etiyolojisi tam olarak anlasilmamis olsa da, genetik faktorlerin, bagisiklik
sistemi bozukluklarinin ve cevresel faktorlerin etkilesiminin bu hastaligin gelisiminde
onemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir. UK'nin patogenezi, bagisiklik sisteminin normal
mikrobiota ile anormal etkilesimi ve mukozal savunma sistemindeki bozukluklar iizerinden

sekillenmektedir (Sartor, 2006).
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Sekil 2.2. Ulseratif kolitin patofizyolojisi. Siki baglantilarin ve mukoza tabakasinin
bozulmas1 bagirsak epitelinin gegirgenliginin artmasina neden olur ve bu da
liiminal antijenlerin daha fazla alinmasiyla sonuglanir. Antijen sunan hiicreler
(APC), Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) araciligiyla patojenik olmayan
bakterileri (komensal mikrobiyota) tanidiklarinda aktive olurlar.
Aktiflestirilmis APC, naif CD4" T hiicrelerinin Th-2 efektor hiicrelerine
(TNF-q, IL-5, IL-6 ve IL-13 gibi proinflamatuar sitokinler iireten)
farklilagmasini baglatir. TNF-a ve IL-1, proinflamatuar ve hiicre sagkalim
genlerinin ekspresyonunu kolaylastiran niikleer faktdr kB (NF-kB) yolunu
aktive eder. Integrin-a4p7 tastyan T hiicrelerinin mukozal yapisma molekiilii
MAJCAM-1'e baglanmasi, lamina propriaya daha fazla T hiicresinin
girmesini kolaylastirir. Inflamatuar kemokinlerin (kemokin ligandlar1:
CXCL1, CXCL3, CXCLS8 ve CXCL10) yukari regiilasyonuna bagli olarak
dolasimdaki lokositlerin toplanmas1 inflamatuvar dongiiyii siirdiirtir.
MAdJCAM-1, mukozal adressin hiicre yapisma molekiilii-1; IL, interl6kin;
TNF-a, tiimor nekroz faktorii-alfa; TGF-f, doniistiiriicti biiytime faktorii-beta;
NKT, dogal dldiiriicii T; DC, dendritik hiicre; Th, T yardimec1; GATA3,
GATA baglayici protein 3; IRF4, interferon diizenleyici faktor 4; PU.1, purin
acisindan zengin PU-kutusu baglayici protein; FOXP3, Forkhead kutusu
proteini 3 (Yeshi ve digerleri 2020).

2.2.1. Ulseratif kolitte genetik faktorler

UK kalin bagirsagin mukoza ve submukozasinin inflamasyonudur (Kopiasz ve digerleri

2021). UK, kanli ishal ve karin agrisi ile karakterize kronik tekrarlayan bir hastaliktir
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(Pagano ve digerleri 2019). UK’ nin patogenezi, epitelyal bariyer, kommensal mikroflora,
antijen tanima, immiinolojik yanitlarin diizensizligi, 16kosit alim1 ve genetik faktorler dahil
olmak iizere bagirsagin birgok bileseniyle ilgili immiino-inflamatuar yollardan olusur
(Tatiya-Aphiradee ve digerleri 2018). Antijen sunan hiicreler (dendritik hiicreler ve
makrofajlar), T yardimci hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri ve dogal oldiiriicii T hiicreleri
dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiirleri, inflamasyonun diizenlenmesi, baskilanmasi ve
siirdiiriilmesi ile UK patogenezinde ¢ok énemli bir rol oynar (Shouval ve digerleri 2017).
Ayrica sitokin aglari, hiicre iletisimi i¢in vazgecilmez olan sinyallesme islevi nedeniyle
Oonemli bir parca haline gelir. Proinflamatuar sitokinler [tlimor nekroz faktorii-o, interlokin
(IL)-1, IL-6, IL-9, IL-13 ve IL-33] yukar regiilasyon da 6nemli roller oynarken, anti-
inflamatuar sitokinler (doniistiiriici biiyiime faktorii-B, IL-10 ve 1L-37) hastalik
ilerlemesinin agagi regiilasyonunda onemli roller oynar (Gundersen ve digerleri 2016).
UK’nin patogenezine bagirsak mukozal hasar ve bagisiklik sistemi dengesizligi sebep
olmakla beraber (Neurath 2014, Liu ve digerleri 2022) halen hastaligin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar aciklanamamustir. UK’nin ana terapdtik stratejileri, hasarli
bagirsak mukozasini onarmak ve/veya inflamasyonu baskilamaktir. Mukozal iyilesme ve
epitel hiicre onartminin UK’nin niiks oranini azaltabilecegine dikkat ¢ekilmistir (Boal
Carvalho ve Cotter 2017). Bu nedenle iltihab1 hafifletmenin ve bagisiklik sistemini
diizenlemenin yani sira, hasar gdrmiis bagirsak mukozasin1 onarmak da UK tedavisinde

etkili bir stratejidir (Wang ve digerleri 2019).

Son aragtirmalar, bagirsak hiicrelerinin ¢ogalmasini, otofajisini ve apoptozunu diizenleyen
faktorler arasinda TLR 4, TLR 5 ve TLR 9 gibi membran Toll benzeri reseptorler (TLR'ler)
ve Dectin-1 reseptorii yer almaktadir (Lu ve digerleri 2018, Kopiasz ve digerleri 2021).
TLR'lerin ve Dectin-1 reseptorlerinin aktivasyonu, bagisiklik tepkisini uyarir. TLR'lerin
eksikligi, bagirsak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilagmasini engelleyerek bagirsak
epitelinin yeniden yapilanmasini etkileyen apoptozu artirir (Burgueio ve Abreu 2020). Bu
durum, iBH'nin tedavisi acisindan olduk¢a 6nemlidir ve kronik inflamasyon nedeniyle,
bagirsak epitel hiicreleri yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
hasara karsi savunmasizdir. Ayrica, immiin hiicreler tarafindan proinflamatuar sitokinlerin
artan salgilanmasinin bir sonucu olarak, bagirsak bariyerinin gecirgenligi artar (Sussman ve

digerleri 2014).

Anahtar bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa B (NF-kB), UK gelisimi ve
patogenezi ile iligkili oldugu diisiiniilen TNFa, IL1p ve IL6 gibi proinflamatuar sitokinleri



kodlayan genlerin transkripsiyonunu destekler (Yadav ve digerleri 2003; Qp ve Bai 2011).
Ayrica, NF-kB'nin aktivasyonu, NLRP3'iin (Lamkanfi ve Dixit, 2014) transkripsiyonunu
indiikler. IBH hastalarinin mukozal makrofajlarinda ve kolonik epitel hiicrelerinde bulunan
(Grip ve digerleri 2003) NF-kB'nin aktivasyonu, hem NF-kB hem de NLRP3 aksimin,
enflamatuar barsak hastalar1 i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesinde potansiyel hedefler

olabilecegini diisiindiirmektedir.

MikroRNA'lar, hedef mRNA'larinin 3' ucuna baglanarak gen ifadesini post-transkripsiyonel
olarak diizenleyen kiiciik RNA molekiilleridir ve genellikle bagisiklik yanitlarinin
modiilasyonu ile iligkilendirilir (Saliminejad ve digerleri 2019, Jung ve digerleri 2021).
Cogu insan geninin diizenlenmesinde yer alirlar ve UK dahil olmak iizere gesitli otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde islevsellik gostermislerdir (Zhou ve digerleri 2021). miR466,
bagisiklik yanitlarin1 diizenleyen bir mikroRNA ailesidir. miR466'nin inflamatuar siirecleri
diizenleme ve bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda rol oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle,
miR466'nin TLR ve NF-kB yolaklari ile iliskili oldugu gosterilmistir (Zhang ve digerleri
2014). miR466'min, TLR'leri aktive eden glikan modifikasyonlar1 ile nasil etkilestigi,
inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli bir potansiyele sahip olabilir. miR466 gen
ailesinin, glikan modifikasyonlar1 ve inflamatuar yanitlarla olan etkilesimi lizerine yapilan
caligmalar sinirhidir. Ancak, baz1 ¢alismalar, miR466min bu siirecteki potansiyel roliinii

vurgulamaktadir.

Literatiirdeki ¢aligmalardan birinde, RAW264.7 fare makrofaj hiicre hattinda ve C57BL/6
erkek farelerinde yaptiklari ¢aligmada, miR-466 tarafindan indiiklenen TIRAP-MyD88-
NF«B ekseninin inhibisyonun, makrofaj fenotipik anahtarin altinda yatan mekanizmay1
kismen agiklayabilir oldugunu gostermislerdir (Shi ve digerleri 2021). Liu M ve
digerleri’nin rahim i¢i yapisikliklart (IUA) olan 25 kadin ve normal doku ile disi sicanlarda
yaptiklar1 calismada, miR-466'nin, AKT/NF-kB yolunu negatif olarak diizenlemek i¢in
NUSI'in 3’UTR bolgesine baglandigin1 ve sonugta IUA'lar1 inhibe ettigini ortaya
koymuslardir (Liu ve digerleri 2019). Feng Ma ve digerleri’nin C57BL/6 farelerinde ve
HEK293T, RAW264.7, and 3LL hiicre hatlarinda yaptiklart ¢alismada, miR-466l'in,
AUUUA pentamerleri ile karakterize edilen are motifiyle iyi tamamlayic1 dizisine sahip
oldugu bulunmus ve Hek293t'de ve RAW264.7 hiicrelerinde IL-10 3'UTR'ye spesifik bir
sekilde lusiferaz aktivitesini azaltirken LPS Ile uyarilmis RAW264.7 hiicrelerinde 1L-10
3'UTR lusiferaz aktivitesini arttirdigin1 gostermislerdir. Ayrica miR-4661, TTP Aracili IL-
10 mRNA bozulmasin1 antagonize ettigini ve TLR ile tetiklenen makrofajlarda IL-10'un



diizenlenmesi miR-4661 ve TTP tarafindan yapilan diizenlemenin net etkisi oldugunu

gostermislerdir (Feng ve digerleri 2010).

Proteinlerin ve lipidlerin glikosilasyonu, substrat biyopolimerlerine yeni fonksiyonlar,
yapilar ve lokalizasyonlar saglar. Bu nedenle, RNA {izerindeki bir glikanin, degistirdikleri
RNA polimerlerinin fonksiyonel ydnlerini benzer sekilde kontrol edebilecegi tahmin

edilebilir (Flynn ve digerleri 2021).

2.2.2. Cevresel faktorler

Cevresel faktorler, UK'nin etiyolojisinde genetik yatkinlikla birlikte dnemli bir rol oynar.
Cevresel faktorler, sigara i¢gme, beslenme aligkanliklari, mikroplarla temas ve stres gibi
faktorleri icerir. Sigara igmek, UK'nin gelisimiyle ters bir iliskiye sahipken, beslenme
aliskanliklar1 ve antibiyotik kullanimi gibi diger cevresel faktorler, hastaligin ortaya

¢ikmasina katkida bulunabilir (Ananthakrishnan ve digerleri 2013).

Ozellikle, bat1 tarzi beslenme, yiiksek miktarda islenmis gida, seker ve doymus yag
icerdiginden, bagirsak mikrobiyomunu olumsuz etkileyebilir ve inflamasyonu artirabilir
(Varela ve digerleri 2016). Ayrica, antimikrobiyal ilaglar, bagirsak florasinin dengesini

bozarak bagisiklik sisteminin agir1 tepkisine neden olabilir (Khan ve digerleri 2011).

2.2.3. immiinolojik faktorler

Ulseratif kolit, bagisiklik sisteminin bagirsak mukozasinda normalde zararsiz olan
antijenlere asir1 yanit vermesiyle gelisir. Bagisiklik sisteminin bu asir1 yaniti, kolonun
inflamasyonuna ve mukozal hasara yol agar. UK'de, Th2 tipi immiin yanit baskin olup,
interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-13 (IL-13) gibi sitokinlerin {iretimi artar (Sartor 2006). Bu

sitokinler, mukozal savunmay1 bozar ve kolonun inflamasyonuna neden olur.

Ayrica, T hiicreleri ve dendritik hiicreler, bagirsaklarda asir1 immiin yanitin tetiklenmesinde

onemli bir rol oynar. Bu hiicreler, mikroorganizmalarin taninmasini saglayan Toll-like



reseptorler (TLR) gibi reseptorlere sahiptir. TLR'lerin aktivasyonu, NF-kB yolaklarini
baslatarak inflamatuar sitokinlerin tiretimini artirir. Bu, bagirsak mukozasinda uzun siireli

inflamasyona yol acar (Akira ve digerleri 2006).

Ayrica, bazi galismalarda mikroflora ile bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimin, UK'nin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bagirsak mikrobiyotasi, normal bagisiklik
fonksiyonlar1 i¢in kritik 6neme sahiptir. Mikrobiyomun bozulmasi, bagisiklik sisteminin
asir1 yanit vermesine neden olabilir ve bu da UK'nin gelisimine katkida bulunur (Frank ve

digerleri 2007).

2.3. Ulseratif Kolitte Pseudomonas aeruginosa’mn Etkisi

Son yillarda yapilan c¢ahigmalar, mikrobiyomun IBH'min gelisimindeki roliinii
arastirmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasindaki bozukluklar, inflamasyonun tetiklenmesine ve
bagisiklik sisteminin asir1 reaksiyonuna yol agabilir. Ozellikle, Firmicutes ve Bacteroidetes
gibi bakteriyel gruplarin dengesizlikleri ve probiyotiklerin tedaviye olan etkisi iizerinde
aragtirmalar yapilmaktadir (Frank ve digerleri 2007). Mikrobiyom ile ilgili yapilan
calismalarda, IBH hastalarinin bagirsaklarinda daha az cesitlilige sahip bir mikrobiyom
oldugu bulunmustur. Bu durum, bagisiklik sisteminin bozulmus tepkisini agiklayabilir

(Manichanh ve digerleri 2006).

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), firsatgr patojen olarak kabul edilir. Akut
nozokomiyal enfeksiyonlarin en belirgin nedenlerinden birini olusturur ve bagisiklik sistemi

zayi1f bireyleri etkiler.

Literatiirdeki arastirmalarda, irritabl bagirsak sendromu (Kerckhoffs ve digerleri 2011) veya
iilseratif kolit (Wang M. ve digerleri 2007) gibi IBH olan hastalarda bagirsak P. aeruginosa
tespit oranlarinin daha yiiksek oldugu literatiirdeki ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica lipid
A, Pseudomonas dahil Gram-negatif bakterilerden tiiretilen LPS'in ¢ekirdek kismini
olusturur ve TLR4 yoluyla NF«kB sinyalini aktive ederek pro-inflamatuar sitokin gen

ifadesinin artmasina yol agtig1 gosterilmistir (Korneev ve digerleri 2015).
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Grunau A. ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismalarinda, bagirsak mikrobiyota bilesiminin
firsatc1 patojenlere karsi konake1 direncini belirledigi géz oniine alindiginda (Bereswill ve
digerleri 2011), TLR4 eksikligi olan IL107" ve IL107 genotipteki farelerin peroral
yliklemeye maruz birakilmasindan once intestinal bagirsak mikrobiyotasini arastirmayi
amaglamislardir. Yaptiklar1 kiiltiirel analizlerin sonucuna gore, saf, geleneksel olarak
kolonilestirilmis TLR4 eksikligi olan IL107" farelerin, 1L107 kontrollere kiyasla iki kata
kadar daha yiiksek digki enterobakterileri barindirdigini ortaya c¢ikarmislardir. Yiiksek
bagirsak firsatg1 patojenik yiiklerinin yani sira, yalnizca MDR P. aeruginosa ile kolonize
edilmis TLR4 eksikligi olan IL107 fareleri, adaptif bagisiklik hiicresi popiilasyonlarimin
(kalin bagirsak mukozasinda ve lamina propriada makrofajlar ve monositlerin yani sira T

lenfositleri) yan1 sira dogustan gelen sayida da artis sergiledigini géstermislerdir.

Grunau A. ve arkadaslarinin yaptiklar: diger bir ¢alismada, TLR4 aracili P. aeruginosa'nin,
kolitsiz, saglikli sekonder abiyotik IL107" farelerde inflamatuar yanitlar1 indiikledigini
ortaya ¢ikarilmis ve bagisiklik hiicrelerindeki bu artiglara, sirastyla kolon ve MLN'de IFN-y
ve TNF gibi pro-inflamatuar sitokinlerin daha belirgin bagirsak salgisi eslik ettigini

belirtmislerdir.

2.4. Glikan Modifikasyonlarinin inflamatuar Yamtlar Uzerindeki Etkisi

Glikanlar, hiicre yiizeyinde bulunan glikoprotein ve glikolipidlerin yapisal modifikasyonlari
olarak tanimlanabilir ve bagisiklik yanitlarini diizenleyen temel molekiiller arasinda yer alir.
Glikan modifikasyonlari, hiicrelerin ylizey 6zelliklerini degistiren ve bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonunu etkileyen 6nemli faktorlerdir. Glikanlarin, TLR ailesi ile etkilesime girerek
inflamasyonun baglatilmasinda 6nemli bir rol oynadig: diistintilmektedir. TLR'ler, bagisiklik
hiicrelerinin patojenleri taniyan ilk savunma mekanizmalaridir ve bagisiklik yanitlarini
diizenler (Akira ve digerleri 2006). TLR'lerin aktive olmasi, NF-kB yolaklarini tetikler ve
bu da inflamatuar sitokinlerin iiretimini artirir. Glikan modifikasyonlarinin bu stirecte nasil

bir rol oynadigini anlamak, IBH'nin patogenezi iizerine 6nemli bilgiler saglayacaktir.
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Bagisiklik sisteminin glikanlarla aktive edilmesi, NF-kB yolaklarinin uyarilmasiyla
sonuglanabilir. NF-xB, hiicre i¢inde bulunan ve inflamasyon siireglerini diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Glikan modifikasyonlari, TLR yolaklarin1 aktive ederek NF-
kB'nin hiicre ¢ekirdegine translokasyonunu saglar ve boylece pro-inflamatuar sitokinlerin
(IL-1, IL-6, TNF-a gibi) iiretimi artar (Sartor 2006). Bu modifikasyonlarin, deneysel kolit
modeli ile nasil bir etkilesim gosterdigi, inflamasyon siddetinin belirlenmesinde énemli bir

rol oynayabilir.

2.5. Ulseratif Kolit ve Tedavi Stratejileri

UK tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan bir immiinosupresan olan Azathioprine (AZA)'nin
cesitli immiin enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu azalttig1 gozlemlenmistir (Berruyer C
ve digerleri 2006; Wechsler JB ve digerleri 2018). in vivo galismalar, Tripterygium wilfordii
polycoride (TWP) ve AZA'nin bagisiklik hiicreleri lizerinde bir etkiye sahip oldugunu, ancak
farkli bagisiklik diizenleme mekanizmalarina sahip olduklarini gdstermistir (Lyons DO ve
Pullen NA 2020). TWP, VNNL1 gibi proinflamatuar genleri hedefler ve AQP8 ve HMGCS2
gibi koruyucu genler iizerinde sinirh diizenleyici etkiye sahiptir. AZA ise her li¢ geni de
etkiler ve diizenler. Literatiirdeki diger bir ¢alismada, UK bagirsaginda nétrofil, monosit ve
makrofaj gen ifadelerinin arttig1 gosterilmis ve uygulanan AZA tedavisi ile nétrofil, monosit

ve makrofaj infiltrasyonunun 6nemli 6lgiide azaldigini belirtilmistir (Zhao ve digerleri
2023).

Pirin¢ kepegi yagi (RBO), orizanol, tokotrienoller ve fenolik bilesikler gibi bol miktarda
biyoaktif fitokimyasal kaynagidir (Jariwalla 2001). Piring kepeginden (100 mg/kg viicut
agirhigl) izole edilen fitosteril ferulatlarin bir karisimi olan yoryzanol'iin, TNF-a, IL-1P ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi enflamatuar mediatorlerin gen ifadelerini azalttigi
bildirilmistir (Islam MS ve digerleri 2008). RBO, antioksidan ve antiinflamatuar
aktivitelerine ek olarak, hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda kardiyovaskiiler hastalik
riskini azaltma, kanseri 6nleme, kan kolesteroliinii diisiirme ve trombosit agregasyonunu
inhibe etme gibi ¢esitli saglik yararlarina sahiptir (Nagasaka ve digerleri 2007; Verschoyle
ve digerleri 2007; Saenjum ve digerleri 2012). RBO o6zellikle diyet lifleri, y-orizanol,
esansiyel E vitamini kompleksi, tokotrienoller ve [-sitosterol agisindan zengindir

(Chotimarkorn ve digerleri 2008). y-Oryzanol, piring kepegi yaginda bulunan ve bu saglik
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yararlarinin saglanmasinda hayati bir rol oynayan biyoaktif bir bilesiktir (Sirithunyalug ve
digerleri 2018). y-orizanoliin akut toksik dozu, sicanlarda ve farelerde 25 g/kg viicut
agirhginin tizerindedir (Tsushimoto ve digerleri 1991). Bununla birlikte, iki y1l boyunca
giinde 2 g/kg viicut agirlig1 dozunda y-orizanol tiiketiminin siganlarda giivenli ve kanserojen
olmadig1 gosterilmistir (Tamagawa ve digerleri 1992). Bu nedenle, RBO bir¢ok iilkede gida

takviyesi olarak ticarilestirilmistir.

Literatiirde bulunan c¢aligsmalarda, piring kepeginden elde edilen ekstraktlarin, antioksidan,
kemopreventif, antiinflamatuar, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip biyolojik
olarak aktif bilesikler igerdigini gostermistir (Hudson ve digerleri 2000; Nam ve digerleri
2005; Srisala ve digerleri 2009). Reddy ve digerleri (2014) yaptig1 ¢alismada, disi wistar
sicanlarindan (n=40) kolit olmayan grup, kontrol, RBO ve bahge tere tohumu yagi1 (GCO)
olmak iizere 4 farkli grupta calisilmis ve 7 hafta boyunca %10 seviyesinde ilgili yaglarla
takviye edilmis izokalorik standart diyet (AIN-93) ile beslenilmistir. Siganlarda 220+10 g
viicut agirligina ulasildiktan sonra, 5 giin boyunca %5 DSS i¢me suyuna eklenmis ve
ardindan 5 giin daha %2 oraninda DSS verilerek UK indiiklenmistir. Kolitin seyri sirasindaki
hastalik aktivite indeksi (DAI), viicut agirlig1 kaybi, ishal ve biiyiik rektal kanama gibi ii¢
klinik 6zellikten olusan dort noktali bir 6lgek kullanilarak 6l¢iilmiis. RBO grubu, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 3. giinden 10. giine kadar DAI skorunda anlamli diisiis gosterdi
(p <0.01). Sonuglari, RBO'mun sicanlarda deneysel olarak indiiklenen kolitte oksidatif
olaylar1 hafiflettigini, inflamatuar mediatorleri baskiladigin1 ve kolondaki hasar1 azalttigini

gostermistir.

Lo, H ve digerleri yaptig1 calismada, piring kepegi (RBE) ve tam tahilli adlay tohumlarinin
(ADE) etanol ekstraktlarinin UK'de inflamasyon, oksidatif stres ve kolonik hasar iizerindeki
etkilerini arastirmayr amaclamiglardir. Bu c¢alismada erkek C57BL/6JNarl fareleri
kullanilmis ve UK'yi indiiklemek igin iki kez rektal olarak 2,4-dinitrobenzen siilfonik asit
enjekte edilmistir. UK fareleri, 21 giin boyunca RBE veya ADE ile desteklenen AIN-93M
diyetiyle beslenmis ve sonuglarinda, UK grubunun R grubuna kiyasla kolonda hastalik
aktivite indeksinin, plazma interlokin (IL)-6 ve glutatyon seviyelerinin, mikroskobik hasar
skorlarinin ve kolondaki inflamatuar sitokin ve kemokin seviyelerinin arttigin1 ve kolonik
klaudin-4'iin azaldigin1 gdstermislerdir. RBE ve ADE takviyesi, UK'de yiikselmis plazma

IL-6'y1, kolonik glutatyonu, proinflamatuar sitokinleri ve bir kemokin'i 6nemli 6l¢iide
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azalttigini belirtmislerdir. Calismalarindan elde ettikleri bu sonuglar, RBE ve ADE'nin
kolonik inflamasyonu, oksidatif stresi ve UK niiksetmesindeki hasari azaltabilecegini

gostermektedir (Lo ve digerleri 2022).

Miao, S ve digerleri yaptiklar1 ¢alismada, piring kepeginden ekstrakte edilen bir tiir uzun
zincirli yagl alkol olan Octacosanol (Oct), UK hafifletilmesi iizerindeki etkilerini
incelemeyi amaglamiglardir. Oct, DSS ile indiiklenen farelere oral olarak 10 mg/kg (Oct-L)
ve 30 mg/kg (Oct-H) dozlarinda uygulanmistir. Oral uygulamasinin kilo kaybini, kolon
kisalmasini onemli Ol¢iide Onleyebildigini ve hastalik aktivite indeksi (DAI) skorunu
azaltabildigini bildirmislerdir. Sonug olarak, Oct-H'nin klinik semptomlar1 hafifletebilmesi,
bagirsak bakterilerini modiile edebilmesi ve UK farelerinde bagirsak bariyerini
koruyabilmesi, Oct-H'nin UK'yi hafifletmede bir gida takviyesi olarak potansiyelini ortaya

koymakta oldugunu belirtmislerdir (Miao ve digerleri 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan izinle
(Tarih:19.01.2024, Say1: 01) ve Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi destegi (TDK
2024-9312) ile yiiriitiildii. Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirma Merkezinde 80 adet erkek C57BI/6 farelerinin deneyleri baslatildi. Ardindan
alman &rnekler deneylerin yapilmasi igin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Arastirma Laboratuvarlarma gotiiriildii. Deneyler, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvarlarinda yapildi.

3.1. Gerecler

3.1.1. Cihazlar

= Buzdolabi (Altus)

= Derin dondurucu, -86°C (Sanyo)

= Hassas terazi (Precisa)

= Isitic1 blok (Biosan)

= Etiiv (Sanyo)

= Mikropipetler (Dragonlab, Isotherm)
= pHmetre (Isolab)

= Santrifiij (Hettich Mikro 22R)

= Spin vorteks (Biosan)

= Nanodrop (Thermo)

= Qiagen rotor-gene-Q aleti (Qiagen GmbH)

3.1.2. Sarf malzemeleri

= Lamlar

=  Mikrosantrifiij tlipleri (2ml, 1,5ml, 0,2ml)
= Pipet

= Pastor pipetler (1,5ml, 3ml)



16

= Pipet uglar

= Santrifijj tlipleri (15ml)

= Petri kab1

»  Oze, Tek Kullanimlik, Plastik PS, 1ul
= Ultrafree MC Santrifiij Filtre birimleri

3.1.3. Kimyasallar ve kitler

= RNA izolasyonu i¢in kullanilan malzemeler:
o Zirkon boncuk (Isolab)
o Trizol (Sigma)
o Kiloroform (Tekkim)
o Izopropanol (isolab)
o Etanol (Tekkim)
o Elution Buffer (Thermo Scientific)
= cDNA sentez kiti (SOLIScript RT cDNA synthesis KIT)
o oligo primerler (A.B.T)
o dNTP mix
o RT reaksiyon buffer
o reverse transkriptaz(200 U/pl)
o RNase inhibitorii
= Formaldehit (Tekkim)
= Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (A.B.T)
= Dextran Siilfat Sodyum (DSS)
= Azathioprine (Aspen)
= Mannaz (Merck)
= Dimetil Siilfoksit (DMSO) (A.B.T)
= Eosin methylene blue agar (Merck)
= inVivo-jetPEI® (Polyplus)
= SYBR ana karisimi (Bioline sensiFAST SYBR 2x; Bioline Reagents Ltd.)
= Ketamine (Tekkim)
= Xylazin (Tekkim)
= Eozin (Moslab)
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= Hematoksilen (Moslab)
= Parafin (Moslab)

= Ksilol (Moslab)

= Entellan (Moslab)

3.2. Deneysel Kolit Indiiksiyonu ve Calisma Tasarimi

8-12 haftalik C57BL/6 erkek fareleri (n=80) kullanild1. Deneysel kolit indiiksiyonu, ¢alisma

tasarimi ve her gruptaki hayvan sayilart Sekil 3.1°de gosterilmistir.

3.3. Kolit indiiklenmesi

Ulseratif kolit fare modeli, DSS ile indiiklenmistir. Akut iilseratif kolit modeli olusturmak
icin farelere 7 giin boyunca %2,5 DSS iceren igme suyu, 7 giiniin ardindan 2 giin steril DSS
icermeyen su verilmigtir. Kontrol grubunda farelere her giin DSS igermeyen igme suyu

verildi (Wu, Y. ve digerleri 2023).

C57BL6
(n=80)
|

Kolit modeli (N=60)
{7 giin boyunca igme sularina %2,5
Dss)

Kontrol Grubu (N=20)

Glikan ile Etiketlenmis
(intraperitoneal olarak
giinde 1 kez 100ul) (n=10)

Glikan ile Etiketlenmis
{intraperitoneal olarak
giinde 1 kez 100pul) (n=30)

Etiketlenmemis (n=30) Etiketlenmemis (n=10)

rain bran oil
takviyesi (n=5)

azathioprine | | azathioprine

™ hedavi edilen (n=6) tedavi edilen (n=6)

rain bran oil
takviyesi (n=5)

rain bran oil
—  tedavi edilen
(n=6)

Tain bran oil +
azathioprine
tedavi edilen (n=6

miRMA mimik ile

tedavi edilen (n=6)
Tedavi edilmeyen
(n=6)

Sekil 3.1: Deneysel kolit indiiksiyonu ve ¢aligma tasarimi

[ | tedavi edilen (n=6)

rain bran il

rain bran oil +
azathioprine

tedavi edilen (n=6)

miRMA mimik ile

|| tedavi edilen {n=6)

Tedavi edilmeyen
(n=6)

Takviye
kullanilmayan (n=5)

Takviye
kullanilmayan (n=5)
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3.4. Glikan ile Etiketlenme

ManNAz, 100 mg ManNAz'in 830 uL %70 DMSO i¢inde fosfat tamponlu salin (PBS) iginde
¢oOziilmesi, 37°C'de 5 dakika 1sitilmas1 ve ardindan 0.22 um Ultrafree MC Santrifiij Filtre
birimleri (Fisher Scientific) kullanilarak steril filtreleme yoluyla hazirlandi; bu ¢ozelti -
20°C'de saklandi. Erkek C57BL/6 farelerine (8-12 haftalik) intraperitoneal olarak giinde bir
kez 100 uL ManNAz (300 mg ManNAz/kg/giin dozunda) enjekte edildi. (Flynn, R. A ve
digerleri 2021).

[ &5

Resim 3.1. C57/BI6 farelerine glikan enjeksiyonu introperitoneal olarak uygulandi.

3.5. Azathioprine ve Pirin¢ Kepegi Yag ile Tedavi

Yedi giinliik kolit modelinin olusumunun ardindan, fareler rastgele 6 farkli gruba (n=6)
ayrildi. Bu gruplar; glikan ile etiketlenmis (giinde 1 kez 10 ul glikan intraperitoneal
enjeksiyon), Glikan ile etiketlenmis azathioprine(0,01 mL/g AZA gavaj yoluyla) + RBO (1
ml/kg oral yoluyla) tedavi edilen, Glikan ile etiketlenmis RBO (oral yoluyla) tedavi edilen,
Glikan ile etiketlenmis azathioprine (0,01 mL/g AZA gavaj yoluyla) tedavi edilen,
Etiketlenmemis azathioprine (0,01 mL/g AZA gavaj yoluyla) + RBO (oral yol ile) ile Tedavi
edilen, Etiketlenmemis RBO (oral yoluyla) ile Tedavi edilen ve Etiketlenmemis azathioprine
(0,01 mL/g AZA gavaj yoluyla) tedavi edilen seklindedir. Tedavi gruplarina verilen dozalar
literatiirde yer alan Onceki arastirmalardan belirlenmistir (Tanideh, N. ve digerleri 2020;

Zhao, D. ve digerleri 2023).
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3.6. miR-466 Mimiklerinin Hazirlanmasi ve in vivo Tedavisi

Antisense  miR-4661 (5’ATGTGTGTTGCGTGTATGTAT3’) ve negatif kontrol
(5’AAACGTGACACGTTCGGAGAA3’) taklitleri sentezlenerek Ozel olarak siparis
edilmistir. Antisense miR-4661 ve miR-NC-antisense, transfeksiyon reaktifi olarak
kullanilan in vivo-jetPEI® (Polyplus) aracilig: ile iireticinin protokoliine uygun bir sekilde

intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmistir (Singh, R. ve digerleri 2021).

N =
Resim 3.2. C57/BI6 farelerine antimiRNA enjeksiyonu introperitoneal olarak uygulandi.

3.7. Orneklerin Toplanmasi ve Degerlendirmesi

Terapatik etkileri degerlendirmek igin disgki, kan ve dokular (kolon-karaciger) toplanilmistir.
Diski kolit indiiklenmeden 6nce, kolit indiiklendikten sonra ve son olarak tedavinin ardindan

toplanilmistir. Viicut agirligr giinliik olarak kaydedilmistir.

Son uygulamadan iki giin sonra 20. giinde tedavi sonlandirilmistir ve hayvanlara derin
anestezi altinda Ketamine (45 mg/kg; im) + Xylazin (5 mg/kg; im) kombinasyonu
kullanilarak 6tenazi yapildi (Resim 3.7.1). Dokularin (kolon, karaciger) bir kismi, daha fazla
molekiiler analiz i¢in -80°C'de saklandi. Dokularin kalan kisimlari histolojik analiz i¢in %10
formaldehit iginde tutuldu. Toplanilan kolon dokularinin uzunlugu, kolonun alinmasindan

hemen sonra aniisten ¢cekuma kadar 6l¢tilmiistiir.

Hastalik Aktivite Indeksi (DAI), ii¢ klinik parametreye dayali olarak hesaplandu: kilo kayb,
disk1 kivami ve rektal kanama. Her bir parametre 0 ile 4 arasinda bir 6lgekte puanlanmaistir.

Detaylar ¢izelge 3.7.1°de belirtilmistir. Toplam DAI puani, bu ii¢ parametrenin puanlarinin
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toplanmasiyla hesaplandi. Bu indeks, kolitin siddetini ayrica antimiR-4661 ve RBO
tedavisinin NF-kB/TLR/IL sinyal yolagindaki etkisini degerlendirmek i¢in kullanildi.

Resim 3.3. C57/BI6 farelerine ketamine ve xylazin kombinasyonu kullanilarak 6tenazi
yapildi.

Cizelge 3.1. DAI parametreleri

Parametre Puan

Kilo Kaybi 0 Kilo kayb1 yok

%1-5 kilo kayb1

%5-10 kilo kayb1

%10-15 kilo kayb1

>%15 kilo kayb1
Normal Digki

Yumusak Digki

Cok yumusak diski

Yari s1vi digki

Sulu ishal

Kanama yok
Mikroskobik kanama
Hafif goriinen kanama
Orta Derecede goriinen kanama
Siddetli goriinen kanama

Diski Kivami

Rektal Kanama

AIWONPFPORWNEFOPRWNIPF

3.8. Histokimyasal inceleme

Formaldehit igerisine alinan kolon ve karaciger dokularin histokimyasal inceleme yapildi.
Ilk olarak kasetler igerisine alinan dokular akan suyun altinda 5-6 saat beklenilerek

yikanmasi saglandi. Ardindan doku takip cihazina alindi (Cizelge 3.8.1).
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Cizelge 3.2. Doku takip cihazi program stireleri

Tank  Icerigi Siiresi

Numarasi

1 Distile su 1
2 %70’lik Etanol 1
3 %380’1ik Etanol 1
4 %96°1ik Etanol 1
5 %96’lik Etanol 1
6 %96°1ik Etanol 1
7 %96’lik Etanol 1
8 Ksilol 1
9 Ksilol 1
10 Ksilol 1
11 Parafin 1
12 Parafin 1

Siire sonunda cihazdan alinan dokular parafine gomiildii ve 1 gece boyunca donmasi igin
bekletildi. Mikrotom cihaz1 kullanilarak ilk 20 mikron kesimler ile baslanildi, dokuya
ulagildiginda 5 mikron kesit alinarak su sicakligi 40° derece olan sicak su banyosuna
birakildi ve ardindan lam {izerine alindi. Tiim dokularda bu islemler yapildi ve parafinin
erimesi i¢in lamlar 56° derecelik etiivde 1 gece boyunca bekletildi. Ardindan hematoksilen-

eozin boyama yapilarak (Cizelge 3.8.2) mikroskop alinda gozlemlendi ve fotograflandi.

Cizelge 3.3. Hematoksilen- Eozin boyama yontemi

Sira  Soliisyon Siire Sira  Soliisyon Siire
1 Ksilol 10 dk 11  Akarsu 10 dk
2 %100 Etanol 10 dk 12 Eozin 10 dk
3 %96 Etanol 10 dk 13 %50 Etanol 30 sn
4 %80 Etanol 10 dk 14 %70 Etanol 30 sn
5 %70 Etanol 10 dk 15 %80 Etanol 30 sn
6 %50 Etanol 10 dk 16 %96 Etanol 30 sn
7 Akar su 10 dk 17 %100 Etanol 30 sn
8 Harris Hematoksilen 10 dk 18 Ksilol 10 dk
9 Akar su 10 dk 19 Ksilol 10 dk
10 Asit-Alkol 30 sn

Entellan ile lam iizeri lamel ile kapatilir
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3.9. RNA izolasyonu

3.9.1. Kan orneklerinden RNA izolasyonu

Kan ornekleri +4°C‘de saklandi. RNA izolasyonu i¢in manuel izolasyon protokolii
uygulandi. Homejenizasyonu hizlandirmak i¢in zirkon boncuklar kullanildi. Mikrosantrifiij
tiip igerisine alman zirkon boncuklarin iizerine EDTA’I tiip igerisinde bulunan kan
orneginden 300 ul eklendi. Uzerine 1000 ul’yi tamamlayacak sekilde trizol ilave edildi.
Homojenizatér cihazinda 4000 rpm’de 20 sn homojenize edildi. Ardindan faz ayrimi
olugmasi i¢in 200 pl kloroform eklenip vortekslendi ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 3
ayr1 faz olusumu goriildii. Ust faz yeni tiipe alindir ve RNA’nin ¢ékmesi igin iizerine

-20°C’de bekletilen izopropanolden 500 pul eklendi ve -20°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij ardindan siipernatant
atilarak pelet tizerine %75’lik etanolden 100 pl eklendi. Tekrar 12000 g’de 10 dk santifijj
edildi. Siipernatant atildi ve pelet kurumasi i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan 50 pl elution buffer eklendi. izolasyon sonunda elde edilen érnekler ¢alisilincaya

kadar -20°C’de saklandi.

3.9.2. Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Doku ornekleri -20°C ‘de saklandi. RNA izolasyonu i¢in manuel izolasyon protokolii
uygulandi. Homejenizasyonu hizlandirmak i¢in zirkon boncuklar kullanildi. Mikrosantrifiij
tiip igerisine alinan zirkon boncuklarin iizerine doku drneginden bir parga kesildi ve iizerine
1000 pl trizol eklendi. Homojenizator cihazinda 4000 rpm’de 20 sn homojenize edildi. Bu
asama 3 kere tekrar edildi. Ardindan faz ayrimi olusmasi i¢in 200 pl kloroform eklenip
vortekslendi ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 15
dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 3 ayr1 faz olusumu gériildii. Ust faz yeni
tiipe alindir ve DNA’nin ¢okmesi i¢in lizerine -20°C’de bekletilen izopropanolden 500 pl
eklendi ve -20°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 10 dk
santrifiyj edildi. Santrifiij ardindan siipernatant atilarak pelet lizerine %75’lik etanolden 100

ul eklendi. Tekrar 12000 g’de 10 dk santifiij edildi. Stipernatant atildi ve pelet kurumasi igin
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5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 50 pl elution buffer eklendi. izolasyon

sonunda elde edilen 6rnekler ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.10. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA'larin saflig1 ve konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazinda spektrofotometrik
yontemiyle 6l¢iildii. cDNA sentez kitinin (SOLIScript RT ¢cDNA synthesis KIT) protokolii
izlendi. Igerisinde, 1 pl oligo primer, 0,5 ul ANTP mix, 2 pl RT reaksiyon buffer, 1 ul reverse
transkriptaz (200 U/ul) 0,1 ul RNase inhibitorii eklenerek karisim hazirlandi. Nanodrop’ta
Ol¢iilen RNA konsantrasyonlarina gore 6rneklerden alinacak miktar belirlendi ve total hacim
20 ul olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Thermal Cycler'da 3 dakika 25°C'de, 15 dakika 50°C'de ve 5 dakika 85°C'de ayarlanmasiyla

sentezlendi. Numuneler ¢alisilincaya kadar -20°C'de saklanmustir.

Cizelge 3.4. cDNA Reverse transkriptaz kiti bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Total RNA Degisken
Oligo primer 1 ul
dNTP mix 0,5 ul
RT reaksiyon buffer, 2 ul
Reverse transkriptaz 1 ul
RNase inhibitorii 0,1 pl
Total Hacim 20 ul

3.11. Kantitatif (q)PCR kullanilarak mRNA seviyelerinin miktarinin belirlenmesi

Bu calismada bir referans gen olmak tizere TLR ve IL gen ailesinden sectigimiz genler ile
NF-kB ve miR466 gen ailesinin gen ifade seviyeleri dl¢iilmiistiir. Ureticinin talimatlarina
gore gerekli adimlar takip edilmistir: Toplam 15 pl karisim hazirlanip; her numune 4,5 pl
su, 0,5 pl primer ¢ifti, 10 pl SYBR ana karisimi (Bioline sensiFAST SYBR 2x; Bioline
Reagents Ltd.) igerir. Nihai hacim, 5 ul cDNA eklenerek 20 ul'ye tamamlanmistir. Daha
sonra, Qiagen rotor-gene-Q aleti (Qiagen GmbH) kullanilarak 40 doéngii qPCR
gergeklestirildi ve 1511 dongii kosullart asagidaki ¢izelge 3.10.3’te belirtilmistir. Deneyler ii¢

kopya halinde gergeklestirilmistir. Referans geni olarak pf-aktin geni kullanilmistir.
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Cizelge 3.5. RT-qPCR kit bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Derisim Miktar
SYBR 2x Mastermix (1,5) buffer 10 pl
Primer cifti Forward-Reverse 5ul
cDNA 10-50 ng 5ul
Toplam Hacim 20 ul

Cizelge 3.6. Calismada incelenen genlere ait Forward - Reverse primer dizileri

GEN Forward Reverse
1L10 5" TGTCTAGGTCCTGGAGTCCA 5 GGTGAGAAGCTGAAGACCCT
IL6 5 GGTCTTGGTCCTTAGCCAC 5 GCCAGAGTCCTTCAGAGAGA
NF- kB 5> GCTGCCAAAGAAGGACACGACA 5 GGCAGGCTATTGCTCATCACAG
TLR4 5 AGCTTCTCCAATTTTTCAGAACTTC 5" TGAGAGGTGGTGTAAGCCATGC
miR466| 5 ACAGCATATAAATACATGCACA 5’GTCGTATCCAGTGCAGGGCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA

Cizelge 3.7. RT-qPCR islem basamaklari

PCR Asamasi Islem Sicakhik/Derece Tekrar
Baslangi¢ Denatiirasyon  95°C -5dk 1
PCR Aplikasyon Denatiirasyon ~ 95°C-10sn 40
Baglanma 57-65°C-30sn(Okuma)
Sonlandirma Erime 95°C-10sn 1
65°C-5sn 1
95°C-5sn 1

3.12. Pseudomonas aeuroginosa ‘nin Kiiltiirel Analizi

P. aeruginosa kolonizasyon 6zelliklerinin kantitatif degerlendirmesi i¢in mide, duodenum,
ileum ve kolon gibi gastrointestinal sistemin farkli kisimlarindan elde edilen digki ve luminal
numuneler steril PBS igerisinde homojenlestirildi. Seri seyreltmeler, Eosin methylene blue
agar lizerine ekilmistir ve aerobik atmosferde 37 °C'de en az 36 saat boyunca inkiibe

edilmistir (Grunau, A. ve digerleri 2017).

3.13. Genlerin Primer Tasarimi
Primer tasarimlari tarafimizdan gergeklestirilmis olup, Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-blast/) kullanilarak olusturulmustur.
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3.14. istatiksel Analiz

Gruplar arast mRNA gen ifade seviyeleri, SPSS 22.0 (IBM Corp.) ve GraphPad 8.0.2’nin
ticrestsiz demo versiyonlari kullanilarak Kruskal Wallis-H testi ile analiz edilmistir. Kruskal
Wallis-H analizinden sonra hangi gruplarin anlamli farkliliga neden oldugunu belirlemek
icin tamamlayici kiyaslama teknikleri kullanilmigstir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli bir

fark olarak kabul edilmistir.






4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvan Gruplarinda DAI puanlari ve Kolon Uzunluklari

Deney hayvan gruplarinda DSS verilerek kolit indiiklendikten sonra toplam DAI puan
hesaplanmis ve ¢izelge 4.1°de verilmistir. Kolit siddetinin en yliksek (DAI: 12) goriildiigi
deney hayvan1 UKG6’dir. Kolit siddetinin en diisiik (DAI: 2) goriildiigii deney hayvanlari
UC5, UC11 ve UC22°dir.

Cizelge 4.1. DSS ile kolit indiiklenen deney hayvanlarindaki DAI puani

|| Deney DAI Parametreleri Toplam | Deney DAI Parametreleri Toplam
Hayvan | Kilo | Diski | Rektal DAI Hayvam | gijio Diski | Rektal DAI
1 Kayb | Kiva | Kanam | pyam Kaybi Kivam | Kanam | pyam
1 ml a 1 a
1] uct 2 2 2 6 UKG1 | 2 3 2 7
2| uc2 1 2 2 5 UKG2 1 1 2 4
3| ucs 1 1 2 4 UKG3 2 2 2 6
4| ucs 3 3 2 8 UKG4 4 3 3 10
5| Ucs 0 1 1 2 UKG5 4 3 4 1
6 | UC6 2 3 2 7 UKG6 4 4 4 12
7| uc? 2 3 3 8 UKG7 4 4 3 1
8 | ucs 0 1 2 3 UKG8 2 2 3 7
9| uco 1 2 0 3 UKG9 2 2 3 7
10 | UC10 1 2 1 4 UKG10 1 2 2 5
11| ucil | 1 0 1 2 UKG11 | 4 4 3 1
12| uc12 | 1 0 2 3 UKG12 | 1 1 1 3
13| uc13 | 2 2 2 6 UKG13 1 1 2 4
14| ucia | 2 3 2 7 UKG14 | 1 2 2 5
15| Ucis | 3 3 2 8 UKG15 | 3 2 3 8
16 | UC16 1 0 2 3 UKG16 2 2 2 6
17 | uciz 3 3 2 8 UKG17 1 1 2 4
18| ucis 1 2 2 5 UKG18 2 2 2 6
19 | UC19 2 2 1 5 UKG19 3 2 2 7
20| UC20 3 3 2 8 UKG20 3 2 2 7
21| uc21 3 3 3 9 UKG21 3 4 3 10
22| uc22 0 1 1 2 UKG22 3 3 3 9
23| uc23 3 2 3 8 UKG23 2 3 2 7
24| Uc24 3 2 2 7 UKG24 | 2 2 2 6
25| UC2s | 4 3 4 1 UKG25 | 4 3 3 10
26| UC26 | 4 3 4 1 UKG26 | 4 4 3 1
27| uca7 1 2 2 5 UKG27 | 4 4 3 1
28| UC28 3 4 2 9 UKG28 | 4 4 3 1
29 | UC29 3 3 2 8 UKG29 | 4 4 3 1




28

Otenazinin ardindan toplanilan kolon dokularinin uzunlugu, kolonun alinmasimdan hemen
sonra aniisten ¢ekuma kadar olgiilmiistiir (Cizelge 4.2) (Resim 4.1). Tedavi edilmeyen
gruptaki kolon dokularmin uzunlugu, tedavi edilen gruplardaki kolon dokularinin

uzunluguna gore daha kisa oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.2. Deney hayvanlarinda 6tenazinin ardindan toplanan kolon dokularin aniisten
¢ekuma kadar olan uzunlugu

Ulseratif | Deney UzKuonllou%u K;jlli?gﬂlt(i;n Deney Ufuor::)ur};u Kontrol | Deney UzKuonlloungu
Kolit Hayvani (cm) Etiketli Hayvani (cm) Grubu | Hayvani (cm)
| 1] ucl 8,3 UKG1 10,4 KX1 7.4
| 2 | uc2 8,6 UKG2 9,1 RBO KX2 6,8
13| 9 ucs 8,9 2 UKG3 8,8 KX3 7,9
4] = uc4 9,9 4 UKG4 8,4 KX4 9,2
| 5 | ucs 9,4 UKG5 8,3 KX5 7.4
6 uce 8,9 UKG6 8,4 X KX6 9,2
| 7] ucr 8,2 UKG7 7.8 KX7 9,5
| 8 | ucs 8.4 UKG8 8,7 KX8 8.9
9 < uco 8,3 < UKG9 9,2 _ KG2 7,9
10| < UC10 8,1 < 0kG10 | 77 | S "G 7.1
11 | uc11 8,3 UKG11 79 KG4 6,8
12 uci2 7,6 UKG12 9,6 KG5 7,5
13 ucC13 8,8 UKG13 9,3 . KG6 8
4] g uc14 9,3 < UKG14 | 092 Glikan 57 8,4
FE UC15 8,6 < UKG15 9 KG8 7,6
16| o uC16 8,7 o) UKG16 9,3
7] B uc17 9,6 2 UKG17 9
18 ucis 8,4 UKG18 5,3
119 | uc1g 8.4 UKG19 8,7
20| < uc20 9,2 < UKG20 8,4
21| uc21 9,7 x UKG21 9,7
22| E uc22 8,9 E UKG22 9,7
23| & ucz3 8,6 8 UKG23 8,3
24 uc24 9,9 UKG24 9,1
25| o uc2s 3,2 o UKG25 6,4
26| S uc26 8,3 g UKG26 6.8
127] 3 uca7 54 B UKG27 6,3
28] 3 uc2s 7,8 2 UKG28 6,3
29| " uc29 38 a UKG29 6,6
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Resim 4.1. Deney hayvanlarinda farkli gruplara ait kolon uzunluklari. A Kontrol grubu, B
DSS ile kolit indiiklenen RBO ve AZA ile tedavi edilen gruplar, C DSS ile
kolit indiiklenen tedavi edilmeyen grup

4.2. Dokularin Histokimyasal incelenmesi

Otenazinin ardindan elde edilen kolon ve karaciger dokularmda yapilan histokimyasal
inceleme sonucunda, kullanilan kimyasallarin ve uygulanan tedavilerin karaciger dokularina
toksik bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Diger bir taraftan kolon dokularini inceleigimizde,
tedavi edilmeyen gruptaki kolon yapisinin, kontrol ve tedavi gruplarindaki kolon yapisindan
daha farkli oldugu goriilmektedir. RBO ile tedavi edilen gruplardaki kolon yapisi, tedavi
edilmeyen gruplardaki kolon yapisi kadar bozulmasa da, kontrol grubuna gore kolon

yapisinda farklilik oldugu goriilmiistiir.
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Resim 4.2. DSS ile kolit indiiklenen deney hayvan gruplarinda kolon ve karaciger
dokularmin  histokimyasal ~boyama  sonucu  mikroskop  altindaki
goriintiisii(40X). 1) Ulseratif kolit modelinde kolon dokularmin tedavi
gruplarina gore gosterimi. 2) Glikan ile etiketlenmis tilseratif kolit modelinde
kolon dokularimin tedavi gruplarina gore gosterimi. 3) Ulseratif kolit
modelinde karaciger dokularinin tedavi gruplarina gore gosterimi. 4) Glikan ile
etiketlenmis iilseratif kolit modelinde karaciger dokularinin tedavi gruplarina
gore gosterimi. (A. Kontrol. B.RBO ile tedavi edilen C. AZA ile tedavi edilen.
D. RBO+AZA ile tedavi edilen E. AntimiR466I ile tedavi edilen F. Tedavi
edilmeyen) (DSS: dextran siilfat sodyum, RBO: piring kepegi yagi, AZA:
Azathioprine)

4.3. Pseudomonas aeuroginosa‘nin Kiiltiirel Analizi

Pseudomonas aeuroginosa‘nin {ilseratif kolitteki etkisini arastirmak ig¢in  Kkolit
indiiklenmeden once, kolit indiiklendikten sonra ve son olarak tedavinin ardindan toplanilan
diskinin ekimi EMB agar’da gergeklestirilmistir.  Bunun sonucunda EMB agar’da
Pseudomonas aeuroginosa bakterisinin tiremedigi goriilmistiir (Resim 4.3). Bazi petrilerde
ise saglikli bagirsakta bulunan enterik bakterinin kolonileri kii¢lik az miktarda goriilmiistiir

(Resim 4.4).
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Resim 4.3. Pseudomonas aeuroginosa bakterisinin kiiltiir sonucu

Resim 4.4. Petrilerde goriilen enterik bakteri kolonileri

4.4. Gen Ekspresyon Sonug¢lari

Calismamizda DSS ile iilseratif kolit indiiklenmis 60 fareye ait kan ve doku 6rnekleri ile 20
saglikl1 farelerin kan ve doku &rnekleri kullamlmustir. Orneklerinde ekspresyon seviyeleri,
QRT-PCR teknigi kullanilarak incelendi (Sekil 4.1). Sonrasinda hedef gen ve referans
(ACTB) genlerinin ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri kullanilarak 244t
degerleri tiim ornekler i¢in normalize edildi. Sonuglarin analizi BioRad yazilimindaki Temel
Relatif Olgiim (Basic Relative Quantification) programu ile yapilmistir. Orneklerde 1L6,
IL10, NF-kB, TLR4 ve miR466I genlerinin ekspresyon diizeyleri ile referans genlerin (ACTB-
U6) ekspresyon diizeylerinin Ct ve ACt degerleri hesapland: (Sekil 4.2-5). DSS ile UK
indiiklenen farelerin ACt degerleri ile kontrol grubunun ACt degerlerine gore kat degisimleri
(fold change) 222t formiilii ile hesaplanmistir (Sekil 4.6). Buna gore 2’nin iizerinde olan
degerler ekspresyon artisi, -2’nin altindaki degerler ise ekspresyon azalist olarak

degerlendirildi. Bulunan degerler istatiksel olarak karsilastirilmasi R programi ve IBM SPSS
Statistics 20 programi yardimiyla gergeklestirildi.
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Sekil 4.2. Kan 6rneklerin Ct degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.3. Doku 6rneklerinin Ct degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.4. Kan 6rneklerin ACt degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.5. Doku 6rneklerin ACt degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.6. Orneklerin fold change (224") degerleri (1; Doku &rnekleri, 2; Kan 6rnekleri)
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4.4.1. Ulseratif kolitte IL6 geninin ekspresyon degerleri

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden IL6 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz farelerimizin tedavi gruplarina gore karsilastirildi ve anlamlilik goriilmedi
(p=0,0758) (Sekil 4.7). RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 1 farede IL6 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 3 farede IL6 gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen
ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda
2 farede IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 3 farede IL6 gen ifadesinin arttig1, diger
1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 4 farede IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gézlenirken, 1 farede IL6
gen ifadesinin arttigi, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farkliik olmadig:
gozlemlenmistir. AntimiR466I ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede IL6 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 1 farede IL6 gen ifadesinin arttig1, diger 3 farede ise gen
ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz hayvan
grubunda IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gézlemlenmezken, 4 farede IL6 gen ifadesinin

arttigl, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir.

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden IL6 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz ve glikan ile etiketledigimiz farelerimizin tedavi gruplarina gore
karsilastirildi ve anlamlilik goriildii (p=0,0277) (Sekil 4.8). RBO ile tedavi ettigimiz hayvan
grubunda 1 farede IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 3 farede IL6 gen ifadesinin
arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gdzlemlenmistir. AZA ile
tedavi ettigimiz hayvan grubunda 1 farede IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 3
farede IL6 gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig
gozlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 3 farede IL6 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 1 farede IL6 gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen
ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir. AntimiR466I ile tedavi ettigimiz hayvan
grubunda 1 farede IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gézlenirken, 4 farede IL6 gen ifadesinin
artt1g1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. Son olarak
tedavi etmedigimiz hayvan grubunda IL6 geninin ifadesinin azaldig1 gézlemlenmezken, 4
farede IL6 gen ifadesinin arttigi, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi
gozlemlenmistir. Glikan ile etiketli {ilseratif kolit indiiklenen farelerde, AZA ile tedavi

ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup arasinda (p=0,0163) ve RBO+AZA ile tedavi
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ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup arasinda (p=0,0383) istatiksel olarak anlamlilik

oldugu goriildii.
IL6
40
A
i&',
(]
o
c ..
e O UK-RBO
2 O UK-AZA
i ¢ UK-AZA+RBO
© UK-AntimiRNA
A UK-Tedavi yok
] o p=0.0758
-20 T T T T T

Sekil 4.7. IL6 geninin DSS ile indiiklenen ilseratif kolit farelerinin tedavi gruplarina gore

karsilagtirilmasi
IL6
60
* |
A
. 40
i\‘\_‘,
()
2 O UCG-RBO
g O UCG-AZA
© ¢ UCG - AZA+RBO
2 O UCG- - antimiR
A UCG - Tedavi yok
T
* *p=0.0163
-20 . . , , : *p=0.0383

Sekil 4.8. IL6 geninin glikan ile etiketlenen ve DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinin
tedavi gruplarina gore karsilastirilmasi
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IL6 geninin gen ifadesindeki degisiklikler, glikan etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar
(UKG) ile etiketleme yapmadigimiz gruplar (UK) arasindaki istatiksel analiz
incelendiginde; tedavi uygulamadigimiz UKG grubu ile RBO-AZA tedavisi uyguladigimiz
UK gruplar arasinda (p=0,0039™), tedavi uygulamadigimiz UKG grubu ile antimiR466l
tedavisi uyguladigimiz UK gruplar1 arasinda (p=0,0132") istatiksel anlamlilik bulunmustur.

4.4.2. Ulseratif kolitte 1L10 geninin ekspresyon degerleri

Omneklerden hesaplanan fold change degerlerinden IL10 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz farelerimizin tedavi gruplaria gore karsilastirildi ve anlamlilik goriilmedi
(p=0,4845) (Sekil 4.9). RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede IL10 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 2 farede IL10 gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen
ifadesinde bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda
2 farede IL10 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 2 farede IL10 gen ifadesinin arttig1,
diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AZA+RBO ile
tedavi ettigimiz hayvan grubunda 4 farede IL10 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 1
farede IL10 gen ifadesinin arttig1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi
gozlemlenmistir. AntimiR466l ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda IL10 geninin ifadesinin
azaldig1 gozlemlenmezken, 4 farede IL10 gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen
ifadesinde bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz hayvan
grubunda 2 farenin IL10 geninin ifadesinin azaldigi gozlemlenirken, 1 farede IL10 gen

ifadesinin arttig1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir.

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden IL10 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz ve glikan ile etiketledigimiz farelerimizin tedavi gruplarma gore
karsilastirildi ve anlamlilik goriilmedi (p=0,1322) (Sekil 4.10). RBO ile tedavi ettigimiz
hayvan grubunda 3 farede IL10 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 2 farede 1L10 gen
ifadesinin arttig1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.
AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede IL10 geninin ifadesinin azaldigi
gozlenirken, 1 farede IL10 gen ifadesinin arttigi, diger 3 farede ise gen ifadesinde bir
farklilik olmadigi gézlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda IL10
geninin ifadesinin azalmadigi gozlenirken, 3 farede IL10 gen ifadesinin artt1g1, diger 3 farede
ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AntimiR466I ile tedavi ettigimiz
hayvan grubunda 1 farede IL10 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 4 farede 1L10 gen
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ifadesinin arttig1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.
Son olarak tedavi etmedigimiz hayvan grubunda 2 farede IL10 geninin ifadesinin azaldigi
gbzlemlenirken, 2 farede IL10 gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir

farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.

IL10-UC

20
iu O UK-RBO
> O UK-AZA
‘5“ & UK-AZA+RBO
o O UK-AntimiRNA
L _o0- A UK-Tedavi yok

O p=0.4845
-30 T T T T T

Sekil 4.9. 1L10 geninin DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinin tedavi gruplarina gore
karsilastirilmast

IL10
o) O UCG-RBO
iN O UCG-AZA
s ¢ UCG - AZA+RBO
(@]
S O UCG- - antimiR
< .
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©
°
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A
-20 T T T T T P=0.1322

Sekil 4.10. 1L10 geninin glikan ile etiketlenen ve DSS ile indiiklenen iilseratif kolit
farelerinin tedavi gruplaria gore karsilagtirilmasi

IL10 geninin gen ifadesindeki degisiklikler, glikan etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar
(UKG) ile etiketleme yapmadigimiz gruplar (UK) arasindaki istatiksel analiz incelendiginde

istatiksel anlamlilik bulunmamastir.
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IL10 geninin gen ifadesindeki fold change degerleri, farkli kontrol gruplarina gore
hesaplandiginda KX kontrol grubunun, KG-RBO kontrol goére (p=0,0145) ve KG kontrol

grubuna gore (p=0,0060) istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

4.4.3. Ulseratif kolitte TLR4 geninin ekspresyon degerleri

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden TLR4 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz farelerimizin tedavi gruplarina gore karsilastirildi ve anlamlhilik goriildii
(p=0,0370, p=0,0036) (Sekil 4.11). RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda TLR4 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlenmezken, 4 farede TLR4 gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise
gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan
grubunda TLR4 geninin ifadesinin azaldigi gézlenmezken, 4 farede TLR4 gen ifadesinin
arttigi, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir. AZA+RBO
ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 4 farede TLR4 geninin ifadesinin azaldig1 gézlenirken,
1 farede TLR4 gen ifadesinin arttig1, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi
gozlemlenmistir. AntimiR4661 ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda TLR4 geninin
ifadesinin azaldig1 gozlemlenmezken, 2 farede TLR4 gen ifadesinin arttigi, diger 4 farede
ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz
hayvan grubunda TLR4 geninin ifadesinin azaldigi gézlemlenmezken, 4 farede TLR4 gen

ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden TLR4 genine ait degerler, DSS ile
indiiklenen iilseratif kolit farelerinde, AZA ile tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz
grup karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p=0,0471"). AZA+RBO
ile tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli oldugu goériildii (p=0,0009**). DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinde,
AntimiR4661 ile tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p=0,0370%).

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden TLR4 genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz ve glikan ile etiketledigimiz farelerimizin tedavi gruplarma gore
karsilagtirildi ve anlamlilik goriilmedi (p=0,8770) (Sekil 4.12). RBO — AZA - RBO+AZA -
AntimiR4661 ve tedavi etmedigimiz gruplardaki tiim farelerde TLR4 gen ifadesinin arttigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.11. TLR4 geninin DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinin tedavi gruplarina
gore karsilastirilmast

TLR4 geninin gen ifadesindeki degisiklikler, KX grubu ile kiyaslandiginda glikan
etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar (UKG) ile etiketleme yapmadigimz gruplar (UK)

arasindaki istatiksel analiz incelendiginde istatiksel anlamlilik bulunmamastir.
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Sekil 4.12. TLR4 geninin glikan ile etiketlenen ve DSS ile indiiklenen iilseratif kolit
farelerinin tedavi gruplarina gore karsilastirilmasi

TLR4 geninin gen ifadesindeki degisiklikler, KG grubu ile kiyaslandiginda glikan
etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar (UKG) ile etiketleme yapmadigimiz gruplar (UK)
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arasindaki istatiksel analiz incelendiginde bulunan istatiksel anlamliliklar ¢izelge 4.3’te

verilmistir.

Cizelge 4.3. KG grubu ile kiyaslandiginda glikan etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar
(UKG) ile etiketleme yapmadigimiz gruplar (UK) arasindaki istatiksel

analiz
UK grubu UKG Grubu P degeri
UKG RBO 0.0001"""
UKG AZA 0.0002™"
UK RBO+AZA UKG AZA + RBO 0.0006™"
UKG antimiR4661 0.0046™
UKG Tedavi edilmeyen 0.0004™

4.4.4. Ulseratif kolitte NF-xp geninin ekspresyon degerleri

RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede NF-kf3 geninin ifadesinin azaldigi
gozlenirken, 2 farede NF-kf gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir
farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede NF-
kP geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 4 farede NF-kf gen ifadesinin arttigi, diger 2
farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 5 farede NF-kf3 geninin ifadesinin azaldigi gézlenirken, diger 1
farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AntimiR4661 ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 3 farede NF-x3 geninin ifadesinin azaldig1 gozlemlenirken, 1
farede NF-kf gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi
gozlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz hayvan grubunda NF-kf geninin ifadesinin
azaldig1 gozlemlenmezken, 4 farede NF-kf3 gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen

ifadesinde bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir.

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden NF-xf genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz farelerimizin tedavi gruplarina goére karsilastirildiginda RBO+AZA ile
tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup arasinda istatiksel olarak anlamlilik oldugu

goriildii (p=0,0335) (Sekil 4.13).

RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 1 farede NF-kf3 geninin ifadesinin azaldig
gozlenirken, 3 farede NF-kf gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir
farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 1 farede NF-

KB geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 2 farede NF-xf3 gen ifadesinin arttig1, diger 3



42

farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 3 farede NF-x3 geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, diger 3
farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir. AntimiR4661 ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 2 farede NF-kf} geninin ifadesinin azaldig1 gézlemlenirken, 2
farede NF-kf gen ifadesinin arttig1, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig:
gozlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz hayvan grubunda NF-kf geninin ifadesinin
azaldig1 gozlemlenmezken, 3 farede NF-kf3 gen ifadesinin arttigi, diger 3 farede ise gen

ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir.

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden NF-k genine ait degerler, iilseratif kolit
indiikledigimiz ve glikan ile etiketledigimiz farelerimizin tedavi gruplarma gore
karsilastirildiginda, RBO+AZA ile tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup
arasinda (p=0,0117") ve antimiR466] ile tedavi ettigimiz grup ile tedavi etmedigimiz grup
arasinda (p=0,0116") istatiksel olarak anlamlilik oldugu gériildii (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. NF-kf3 geninin DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinin tedavi gruplarina
gore karsilastirilmasi
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Sekil 4.14. NF-kB geninin glikan ile etiketlenen ve DSS ile indiiklenen ilseratif kolit
farelerinin tedavi gruplarina gore karsilagtirilmasi

NF-kB geninin gen ifadesindeki degisiklikler, glikan etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar
(UKG) ile etiketleme yapmadigimiz gruplar (UK) arasindaki istatiksel analiz
incelendiginde; tedavi uygulamadigimiz UKG grubu ile UK-RBO tedavisi uyguladigimiz
grup arasinda (p=0,0187"), UK-AZA tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0127"),

UK-RBO-AZA tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0009""), UK-antimiR466I

tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0044"") istatiksel anlamliliklar bulunmustur.

4.4.5. Ulseratif kolitte miR4661 geninin ekspresyon degerleri

RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 1 farede miR466! geninin ifadesinin azaldig
gozlenirken, 3 farede miR466l gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir
farklilik olmadig1 gozlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda 2 farede
mMiR466l geninin ifadesinin azaldig1 gozlenirken, 2 farede miR466l gen ifadesinin arttigi,
diger 2 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AZA+RBO ile
tedavi ettigimiz hayvan grubunda 5 farede miR466l geninin ifadesinin azaldig1 gézlenirken,
diger 1 farede ise gen ifadesinin arttigi gozlemlenmistir. AntimiR466l ile tedavi ettigimiz
hayvan grubunda 6 farede miR4661 geninin ifadesinin azaldig1 gozlemlenmistir. Son olarak
tedavi etmedigimiz hayvan grubunda 3 farede miR466l geninin ifadesinin azaldigi
gozlemlenirken, 1farede NF-k3 gen ifadesinin arttigi, diger 2 farede ise gen ifadesinde bir

farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.
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Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden miR466l genine ait degerler, DSS ile
indiiklenen tilseratif kolit farelerinde, AntimiR466l ile tedavi ettigimiz grup, RBO ile tedavi
ettigimiz grupla karsilastirildiginda (p<0.0001), AZA ile tedavi ettigimiz grupla
karsilagtirildiginda (p<0.0001), AZA+RBO ile tedavi ettigimiz grupla karsilastirildiginda
(p=0,0009) ve tedavi etmedigimiz grupla karsilagtirildiginda (p=0,0019) istatiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15).

Orneklerden hesaplanan fold change degerlerinden miR4661 genine ait degerler, iilseratif
kolit indiikledigimiz ve glikan ile etiketledigimiz farelerimizin tedavi gruplarina gore

karsilagtirildi ve anlamlilik goriildii (p<0.0001) (Sekil 4.16).

RBO ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda miR466l geninin ifadesinin azaldigi
gozlenmezken, 3 farede miR4661 gen ifadesinin arttig1, diger 3 farede ise gen ifadesinde bir
farklilik olmadig1 gozlemlenmistir. AZA ile tedavi ettigimiz hayvan grubunda NF-kf3
geninin ifadesinin azaldig1 gézlenmezken, 2 farede miR466l gen ifadesinin arttigi, diger 4
farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AZA+RBO ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 5 farede miR466l geninin ifadesinin azaldig1 gézlenirken, diger
1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir. AntimiR466I ile tedavi
ettigimiz hayvan grubunda 5 farede miR466| geninin ifadesinin azaldigi gézlemlenirken, 1
farede miR466l gen ifadesinin arttigi gézlemlenmistir. Son olarak tedavi etmedigimiz
hayvan grubunda miR466l geninin ifadesinin azaldig1 gozlemlenmezken, 5 farede NF-x[3
gen ifadesinin arttigi, diger 1 farede ise gen ifadesinde bir farklilik olmadig:

gbzlemlenmistir.

Glikan ile etiketledigimiz ve DSS ile indiiklenen tilseratif kolit farelerinde, AntimiR466l ile
tedavi ettigimiz grup, RBO ile tedavi ettigimiz grupla karsilastirildiginda (p<0.0001) ve
AZA ile tedavi ettigimiz grupla karsilastirildiginda (p=0,0081) istatiksel olarak anlamli
oldugu goriildi. RBO ile tedavi ettigimiz grup, AZA+RBO ile tedavi ettigimiz grupla
karsilastirildiginda (p=0,0303), AZA ile tedavi ettigimiz grup, tedavi etmedigimiz grupla
karsilagtirildiginda (p=0,0022) istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii.
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Sekil 4.15. miR466I geninin DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinin tedavi gruplarina
gore karsilastirilmasi
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Sekil 4.16. miR466l geninin glikan ile etiketlenen ve DSS ile indiiklenen {ilseratif kolit
farelerinin tedavi gruplaria gore karsilagtirilmasi

miR4661 geninin gen ifadesindeki degisiklikler, glikan etiketlenmesi uyguladigimiz gruplar
(UKG) ile etiketleme yapmadigimz gruplar (UK) arasindaki istatiksel —analiz
incelendiginde; tedavi uygulamadigimiz UKG grubu ile UK-RBO tedavisi uyguladigimiz
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) istatiksel anlamliliklar bulunmustur.

RBO tedavisi uyguladigimiz UKG grubu ile UK tedavi uygulamadigimiz grup arasinda
(p=0,0388"), UK-antimiR466l tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0001""), UK-
RBO-AZA tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0312") istatiksel anlamliliklar

*kkk

bulunmustur.

AntimiR4661 tedavisi uyguladigimiz UKG grubu ile UK-RBO tedavisi uyguladigimiz grup
arasinda (p=0,0010""), UK-AZA tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0025""), UK-
RBO-AZA tedavisi uyguladigimiz grup arasinda (p=0,0376") istatiksel anlamliliklar

bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulseratif kolit (UK), inflamatuar bagirsak hastaliklart (IBH) arasinda yer alan, kalin
bagirsaklarin kronik inflamasyonu ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastaligin patogenezi
karmasik olup, genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin etkilesimiyle sekillenir. NF-kB,
IL6, IL10, TLR4 ve miR-4661 gibi molekiiller, tilseratif kolitin gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli rol oynar. NF-kB, bagirsak iltihaplanmasinin merkezi bir diizenleyicisi olarak kabul
edilen, bagisiklik yanitlarin1 ve inflamasyonu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.
Ulseratif kolitte, NF-kB'nin asir1 aktivasyonu, inflamasyonun siirdiiriilmesine ve bagisiklik
yamtmin bozulmasma yol agar. Ozellikle, NF-kB’nin aktivasyonu, inflamasyonla iliskili
genlerin (6rnegin TNF-a, IL-1, IL-6 gibi) transkripsiyonunu artirarak inflamasyonun
siddetini artirir. IL-6, inflamasyonun 6nemli bir mediatdriidiir ve inflamatuar hiicrelerin aktif
hale gelmesini saglar. Ulseratif kolitte, IL-6 seviyeleri genellikle yiikselir ve bu, hastaligin
siddetini artirabilir. IL-6'nin, NF-kB ile etkileserek inflamatuar yaniti giiglendirdigi ve
bagirsak epitel hiicrelerinde hasara yol agtigi gosterilmistir. IL-10, anti-inflamatuar bir
sitokin olup bagisiklik yanitin1 baskilar ve inflamasyonu smirlayarak bagirsaklardaki
inflamasyonu kontrol eder. IL-10’un genetik polimorfizmleri, tilseratif kolit gibi inflamatuar
bagirsak hastaliklarinin gelisimine yatkinlik olusturabilir. IL-10’un eksikligi, bagisiklik
diizenlemelerinin bozulmasma ve asir1 inflamasyona neden olabilir. TLR4, bagisiklik
sisteminin patojenleri taniyan ve immiin yanitlar1 baslatan bir reseptordiir. Bagirsak
mikroflorasindaki degisiklikler, TLR4’{in asir1 aktivasyonuna yol acgarak inflamasyonu
tetikleyebilir. Ulseratif kolitte, TLR4'iin asir1 uyarilmasi, bagirsakta agir1 inflamasyona ve
doku hasarina yol acabilir. TLR4, oOzellikle bagirsaklardaki bakteri ve patojenlerin
taninmasinda 6nemli bir rol oynar. miR-466l1, mikroRNA’lar arasinda yer alir ve gen
ekspresyonunu diizenleyen kiiciik RNA molekiilleridir. Ulseratif kolitte, miR-4661nin rolii,
inflamasyonun ve immiin yanitlarin diizenlenmesinde dnemli bir yere sahiptir. miR-466I'nin
genetik diizenlemeler yoluyla, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve inflamasyonun
siddetini modiile edebilecegi one siiriilmektedir. Ulseratif kolitte, NF-kB, IL-6, IL-10, TLR4
ve miR-4661 gibi molekiiller, inflamasyonun diizenlenmesinde ve hastaligin patogenezinde
onemli rol oynar. Bu molekiillerin genetik ve biyokimyasal diizeydeki etkilesimleri,
hastaligin siddetini ve seyrini belirleyebilir. Bu nedenle, bu molekiiller iizerine yapilan

caligmalar, tilseratif kolit tedavisinde yeni hedefler sunma potansiyeline sahiptir.
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Calismamiza, Gazi Universitesi GUDAM tarafindan teslim alinan 80 adet farenin 60 adetine
%2,5 DSS verilerek {ilseratif kolit indiikleyerek baslandi. 60 fare igerisinden rastgele secilen
30 adet fareye glikan etiketlenmesi yapildi. Diger 20 fare ise kontrol gruplari olarak
kullanild1. 20 farenin 10 adetine glikan ile etiketleme yapildi. DSS ile kolit indiiklenmesinin
kesin oldugunu anlamak amaciyla kolit siddeti DAI puanlamasi ile hesaplandi. Kolit
siddetinin en yiiksek (DAI: 12) goriildiigii deney hayvan1 UKG6 dir. Kolit siddetinin en
disiik (DAI: 2) goriildiigii deney hayvanlar1 UCS, UC11 ve UC22’dir. Ardindan RBO-
AZA-RBO+AZA-AntimiR466l ile tedaviye baslandi. Tedavi sonunda elde edilen 6rnekler
ile molekiiler deneyler baslandi. Otenazinin ardindan toplanilan kolon dokularinin uzunlugu,
kolonun alinmasindan hemen sonra aniisten ¢gekuma kadar ol¢iilmiistiir. Tedavi edilmeyen
gruptaki kolon dokularinin uzunlugu, tedavi edilen gruplardaki kolon dokularinin
uzunluguna gore daha kisa oldugu goriilmiistiir. Elde edilen kolon ve karaciger dokularinda
yapilan histokimyasal inceleme sonucunda, kullanilan kimyasallarin ve uygulanan
tedavilerin karaciger dokularina toksik bir etkisi olmadigi goériilmiistiir. Diger bir taraftan
kolon dokularini inceledigimizde, tedavi edilmeyen gruptaki kolon yapisinin, kontrol ve
tedavi gruplarindaki kolon yapisindan daha farkli oldugu goriilmektedir. RBO ile tedavi
edilen gruplardaki kolon yapisi, tedavi edilmeyen gruplardaki kolon yapist kadar bozulmasa
da, kontrol grubuna gore kolon yapisinda farklilik oldugu goriilmiistiir. Digk1 6rneklerinden
bakteri kiiltiir ekimi yapildi. DSS sonrasi alinan digki o6rneklerinde Pseudomonas
aeuroginesa bakterisinin tiremesi beklenildi fakat hi¢bir 6rnekte tireme goriilmedi. Kan ve
doku orneklerinden Real time PCR cihaz1 ile IL6, IL10, TLR4, NF-kB ve miR466l

genlerinin ifade diizeyleri belirlendi ve istatiksel analizleri gerceklestirildi.

DSS ile indiiklenen iilseratif kolit farelerinde, AZA+RBO tedavi grubu ile tedavi edilmeyen
grup karsilagtirildiginda (p=0,0036) istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmiistiir. Bu,
AZA+RBO tedavisinin iilseratif kolit iizerine anlaml1 bir tedavi etkisi gosterdigini ve tedavi
edilen grubun hastalik siddetinde belirgin bir iyilesme sagladigini gosterir. Anti-miR466l
tedavi grubu ile tedavi edilmemis grup karsilastirdigimizda istatiksel olarak anlamlilik
(p=0,0370) goriildii. Bu, miR-4661'nin iilseratif kolit tedavisinde 6nemli bir etken oldugunu
ve anti-miR4661 tedavisinin hastaligin ilerlemesini yavaglatma veya iyilestirme potansiyeli
tasidigini gostermektedir. Glikan ile etiketlenen farelerde AZA tedavi grubu ile tedavi
edilmeyen grup karsilastirildiginda (p=0,0163) anlamli bir fark bulduk. AZA tedavisinin
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iilseratif kolit tizerindeki etkinligini destekler, 6zellikle glikan etiketleme ile yapilan deneyde
tedavi edilmemis grubun daha yiiksek inflamasyon seviyeleri gosterir. Azatioprin (AZA),
inflamatuar bagirsak hastaliklarinin (IBH) tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
immiinsiipresan ajandir. AZA'nin, 6zellikle tlseratif kolit gibi hastaliklarin tedavisinde
inflamasyonu baskilayici etkisi kanitlanmistir (Katz 2007; Schreiber ve digerleri 2005).
Calismamizdaki bulgular, AZA tedavisinin DSS ile indiiklenen iilseratif kolit modelinde
etkili bir tedavi segenegi oldugunu ve inflamasyonu azaltmada basarili oldugunu

gostermektedir.

Yaptigimiz istatiksel analizlere gore IL-6 ve TLR4 genlerine ait fold change degerlerinde
tedavi gruplarma gore anlamli (p=00,277, p=0,0370 ve p=0,0036) oldugu goriildii. Bu
sonugclar, tedavi edilen gruplarda bu genlerin ekspresyonunun énemli 6l¢iide degistigini ve
bu degisikliklerin hastaligin patogenezindeki roliine isaret ettigini gosterir. IL-6 ve TLR4
gibi inflamatuar mediatérlerin diizeylerinin diizenlenmesi, tedavi etkisini agiklayabilir. IL-
6, giiclii bir proinflamatuar sitokin olup, inflamatuar bagirsak hastaliklarinda (IBH) kritik
bir rol oynar. IL-6'min yiiksek seviyeleri, inflamasyonu ve bagirsak hasarini artirir.
Caligsmalar, IL-6’nin inhibe edilmesinin, ilseratif kolit gibi hastaliklarin tedavisinde
potansiyel olarak etkili bir strateji oldugunu gostermektedir (Liu ve digerleri 2009;
Yoshimura ve digerleri 2009; Pawlowska-Kamieniak ve digerleri 2021). Bu nedenle IL-
6'nin fold change degerlerinin anlamli olmasi, tedavi gruplarindaki farkliliklari ve tedaviye

yanit1 degerlendirmede 6nemli bir gdsterge olabilir.

TLR4, bagisiklik sisteminin patojenleri taniyan ve inflamasyon yanitin1 baglatan bir
reseptordiir. TLR4'lin asir1 aktivasyonu, inflamatuar hastaliklarin geligmesine yol acabilir.
Ulseratif kolitte, bagirsak mikrobiyotasinin TLR4 ile etkilesimi, hastaligin ilerlemesine
neden olabilir (Rakoff-Nahoum ve digerleri 2004). Calismamizdaki bulgular, TLR4'lin

roliinii ve tedaviye verdigi yanitt anlamada onemli bir veri saglayabilir.

NF-kB genine ait fold change degeri (p=0,0103), tedavi gruplar1 arasinda anlaml bir fark
oldugunu gostermektedir. Bu da tedavi edilen gruplarda NF-xB yolunun modiilasyonunun,
inflamasyonun azaltilmasinda 6nemli bir faktor oldugunu disiindiirmektedir. NF-kB'nin
inhibe edilmesi, inflamasyonu kontrol altina alabilir ve hastaligin siddetini azaltabilir. NF-
kB, inflamasyonun temel diizenleyicisidir. Ulseratif kolit gibi hastaliklarda, NF-xB'nin asir1

aktivasyonu, iltthaplanmay1 ve doku hasarmi artirir. NF-kB yolunun modiilasyonu tedavi



50

stratejileri icin kritik bir hedeftir ve yapilan ¢alismalar, NF-kB inhibitorlerinin potansiyel
tedavi ajanlart olabilecegini belirtmektedir (Tripathi ve Aggarwal 2006; D'Mello ve
digerleri 2008).

RBO tedavisi ile ilgili birgok karsilagtirmada (p<0.0001, p=0,0022, p=0,0303 vb.) anlamli
farklar bulduk. RBO tedavisinin, tedavi edilmeyen gruba gore inflamasyon iizerinde anlaml
bir etkisi oldugu ve RBO'nun, diger tedavi gruplarina kiyasla da etkili bir tedavi araci olarak
degerlendirilebilecegi goriiliiyor. RBO (muhtemelen bir biyomolekiil ya da tedavi ajani),
daha oOnce yapilan calismalarda anti-inflamatuar etkileriyle taninmaktadir. Bu tiir
tedavilerin, IBH'yi tedavi etme potansiyeline dair yapilan bazi arastirmalar da ozellikle
bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonu ve bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini diizenlemesi
yoluyla etkili oldugunu gostermektedir (Brenchley ve digerleri 2006). RBO tedavisi de bazi
tedavi gruplarma karst anlamli farklar gostermekte, 6zellikle tedavi edilmemis grup ile
karsilastirildiginda. Bu, RBO'nun inflamasyonu azaltict etkisi oldugunu ve bagirsaklarda
iyilesme sagladigini gosterir. Calismamizda RBO'nun etkisi de anlamli bulunmus,
uygulanan RBO tedavisinin {ilseratif kolit tedavisinde potansiyel bir secenck oldugunu

diistindiirmektedir.

AntimiR4661 ile tedavi edilen grup ile RBO tedavi edilen grup arasinda yapilan
karsilagtirmalarda da anlamli farklar bulduk (p<0.0001). AntimiR466I'nin, RBO tedavisiyle
karsilastirildiginda daha giiclii bir tedavi etkisi gosterdigini veya belirli molekiiler hedeflere
daha fazla etki ettigini ortaya koyuyor. AntimiR466l ile tedavi edilen grup ¢ogu
karsilastirmada (RBO, AZA, AZA+RBO gibi gruplara karsi1) anlamli farklar gésteriyor. Bu,
miR-4661’nin {ilseratif kolitin tedavisinde potansiyel bir tedavi secenegi olabilecegini ve
inflamasyonun diizenlenmesinde kritik bir rol oynayabilecegini ima eder. miR-466l,
tilseratif kolit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir mikroRNA hedefi olarak
one c¢ikmaktadir. Daha Once yapilan calismalarda, miR-4661'in inflamatuar yanitlar
tizerinde diizenleyici bir etkisi oldugu gosterilmistir (Duan ve digerleri 2015; Valmiki ve
digerleri 2017). Bulgularimiz, miR-466l'in anti-inflamatuar etkiler gosterdigini ve iilseratif
kolit gibi hastaliklarin tedavisinde Onemli bir molekiiler hedef olabilecegini

dogrulamaktadir.

Bu bulgular, farkli tedavi stratejilerinin, Ozellikle AntimiR466l, RBO ve AZA

kombinasyonlariin, DSS ile indiiklenen iilseratif kolit {izerinde o©Onemli etkiler
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yaratabilecegini ve hastaligin siddetini azaltmaya yonelik anlamli iyilesmeler sagladigini
gostermektedir. Ayni zamanda, gen ekspresyonundaki degisiklikler (6zellikle IL-6, TLR4,
NF-kB) tedavi gruplar1 arasinda anlamli farklar gosteriyor ve bu molekiillerin, tedavi
etkinligini ve hastaligin patogenezini aciklamada Onemli rol oynayabilecegi
diisiniilmektedir. Literatiirle karsilastirildiginda, o6zellikle miR-4661 ve NF-xB gibi
hedeflerin, iilseratif kolit gibi hastaliklarin tedavisinde 6nemli rol oynadigi daha 6nce
kanitlanmistir. AZA ve RBO'nun inflamasyonu kontrol etme yetenekleri, bu tedavi
ajanlarinin hastaligin tedavisinde etkili olabilecegini gdsteriyor. Sonuglarimiz, bu tedavi
yaklagimlarinin molekiiler diizeyde inflamasyonu diizenleme potansiyeline sahip oldugunu
ve literatiirdeki verilerle tutarli sekilde ilseratif kolit tedavisinde gelecekteki terapdtik

stratejiler icin 6nemli hedefler sundugunu diisiindiirmektedir.
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