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ONSOz

Ulseratif kolit rektum ve kolon mukozasinin inflamasyon ve ulserlesmesi ile seyreden
inflamatuar bagirsak hastaligidir. Ulseratif kolitin patogenezinde genetik, cevresel ve 6zellikle
immunolojik faktdrlerin dnemli roli oldugu dusinilmektedir. Bu nedenle immiino-inflamatuar
yollari hedefleyen ilaclar son 15 yildan beri Ulseratif kolit tedavisinde kullaniimaktadir. Bu
amagcla birgok yeni ila¢ gelistiriimis olmakla birlikte, Ulseratif kolitin tedavisinde en ¢ok
kullanilan ilaclar aminosalisilatlar ve kortikosteroidlerdir. Gunamiizde alternatif tedavi
urtinlerine gosterilen ilgi her gegen giin artmaktadir. Ozellikle tilkemizde bitkilerden cesitli
yollarla elde edilen ekstreler genel olarak iyilesmeyi saglamak veya koruyucu amaglar icin
gittikce artan bir popularite ile kullaniimaktadir. Ancak halk arasindaki bu preparatlarin dogal
oldugu ve zararsiz oldugu inancinin aksine bu preparatlarin es zamanl olarak gidalar,
cevreden alinan kimyasallar veya diger tibbi ilaclar ile etkileserek hayati tehlike arz eden
zararlar olusturabilecekleri de g6z dninde bulundurulmalidir. Bu nedenle, alternatif tedaviler
icin halk arasinda kullanilan bitkisel preparatlarin detayl bir sekilde c¢alisilarak yararli ve

zararl etkilerinin tanimlanmasi 6nem arz etmektedir.

Ulkemizde, Momordica charantia (kudret nari) bitkisi bu hastaligin tedavisinde ve yan
etkilerinin azaltilmasi igin ¢ok fazla kullaniimaktadir. Fakat bu bitkinin iyilestirici etkisinin olup
olmadi§i ve varsa naslil bu etkiyi gosterdigi hakkinda bilimsel literattirde bir bilgi yoktur. Tum
bunlarin 1s1§inda, calismamizda Momordica charantia’nin trinitrobenzen silfonik asit uyarimli
Ulseratif kolit modelinde terapétik etkisinin molekiler mekanizmalari arastiriimistir. Bu
calisma, bir aktif bilesen izolasyonu ve karakterizasyonu calismasi degil aksine halkin
kullandigi sekilde [ekstre halinde (zeytinyagh marmelat)] etki mekanizmalarinin

tanimlanmasini kapsayan bir arastirmadir.

Calismanin sonuglari Momordica charantia'’nin uygun dozlarda kullanildiginda
Ulseratif kolit hastaliginda kullanilabilecek 6nemli bir alternatif bitkisel tedavi etmeni oldugunu

gOstermektedir.
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OZET

Ulseratif Kolit Modelinde Momordica charantia’nin lyilestirici Etkilerinin Molekiiler

Mekanizmalarinin Arastiriimasi

inflamatuar bagirsak hastaliklari gastrointestinal sistemin kronik, tekrarlayici
inflamatuar hastaliklaridir. Kronik inflamatuar bagirsak hastaliklarinin, agizdan rektuma
kadar biitiin sindirim kanalini tutan Crohn Hastali§i (CH) ile sadece kolonu tutan Ulseratif
Kolit (UK) olmak uizere baslica iki tipi vardir. Otoimmiin bir hastalik olarak tedavi edilen UK’in
tedavisi anti-inflamatuar ilaglarla, immunosupresyonla ve immin cevabin ézgin bilesenlerini
hedefleyen immunoterapi iledir. Ulkemizde, Momordica charantia (kudret nari) bitkisi bu
hastaligin tedavisinde ve yan etkilerinin azaltiimasi igin halk arasinda c¢ok fazla
kullanilmaktadir. Fakat bu bitkinin iyilestirici etkisinin olup olmadigi ve varsa nasil bu etkiyi
gosterdigi hakkinda bilimsel literatiirde bir bilgi yoktur. Onerilen bu calismada ulkemizde
geleneksel tedavide kullanilan ve etki mekanizmasi Uzerine yeteri kadar bilgi bulunmayan
kudret narinin (M. charantia) Ulseratif kolit modelinde iyilestirici etkilerinin molekuler
yaklasimlar ile aydinlatiimasi amaclanmistir. Bu kapsamda; projede oncelikle Wistar albino
sicanlarda trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile UK modeli olusturuldu. Deneysel UK
olusturulan sicanlara kontrol ile es zamanl olarak M. charantia (MC) intragastrik gavaj ile
verilerek deneysel UK olusumu, iyilesmeler/degisiklikler histolojik boyamalarla tespit edildi.
Calisilan MC'nin etkilerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi icin UK patogenezinde rol aldi§i
bilinen genlerin [IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17, MMP9, TNFa, TIMP1, STAT1,
STAT3, JAK2, NF-kB1, 18S (normalizasyon geni), IL-1p3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve
IL-23R] mRNA ve protein ifade dizeyleri saptandi. Ayrica serum aspartat ve alanin
aminotransferaz ve laktat dehidrogenaz aktivite dlciimleri ile kudret narinin olasi toksik

etkileri arastirildi.

Sonug olarak, bu ¢alismada kudret nari tiketiminin Ulseratif kolit hastaliginda énemli

bir alternatif bitkisel tedavi etmeni olabilecegi gosterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Momordica charantia, kudret nari, Ulseratif kolit, mMRNA ve protein
ekspresyonu, trinitrobenzen sulfonik asit, IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17, MMP9,
TNFa, TIMP1, STATL1, STAT3, JAK2, NF-kB1, 18S, IL-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
IL-23R



ABSTRACT

Investigation the Comprehensive Identification of the Molecular Mechanisms of the

Healing Effects of Momordica charantia in Ulcerative Colitis Model

Inflammatory bowel disease is a group of chronic and relapsing inflammatory disorders of the
gastrointestinal system. There are two main types of chronic inflamatory bowel diseases:
Crohn's Disease (CD) affecting the whole digestion system from oral cavity to rectum and
Ulcerative Colitis (UC) affecting only the colon. UC is treated as an autoimmune disease.
Treatment plan is with anti-inflammatory drugs, immunosuppression, and immunotherapy
targeting specific components of the immune response. In our country, Momordica charantia
(bitter melon) plant in order to reduce the side effects of treatment of this disease, and too
much is used. But this is the plant's healing effect is and how this effect is shown, as
described in the scientific literature there is no information. The purpose of this proposed
project is to elucidate the underlying mechanism defining the therapeutic effects of bitter
melon (M. charantia) that used as alternative medicine in our country using molecular
approaches. In this context: first UC were induced with trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)
in Wistar albino rats. M. charantia (MC) extract were given by intragastric gavage to UC
induced-rats along with the control rats and were examined with histological assessment and
macroscopic characteristics for improvements/changes. In order to understand the detailed
molecular mechanism of actions of MC, mRNA and protein expression levels of genes which
are known to be involved in UC progression including, IFN-y, CARD15/NOD2, GATAZ3,
CCL17, MMP9, TNFa, TIMP1, STAT1, STAT3, JAK2, NF-kB1, 18S (housekeeping gene), IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 and IL-23R, were determined. In addition, effects of
bitter melon on aspartate and alanine aminotransferases and lactate dehydrogenase were

investigated to study possible toxic properties.

In conclusion, the results obtained in this study have suggested that bitter melon

might be used by people as an important alternative medicinal plant in UC disease.

Keywords: Momordica charantia, bitter melon, ulcerative colitis, mRNA and protein
expression, trinitrobenzene sulfonic acid, IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17, MMP9,
TNFa, TIMP1, STATL1, STAT3, JAK2, NF-kB1, 18S, IL-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
IL-23R



1. GIRIS

inflamatuar bagirsak hastaliklari (IBH), gastrointestinal kanalda kronik veya tekrarlayan
immun aktivasyon ve inflamasyon ile karakterli hastaliklardir. Kronik inflamatuar bagirsak
hastaliklari, Crohn Hastaligi (CH) ve Ulseratif Kolit (UK) olmak (izere iki ana gruba ayrilirlar
(Stenson, 2004). CH, agizdan anuse kadar tim gastrointestinal kanali tutabilen, remisyon ve
alevlenmelerle seyreden bir hastaliktir (Asik ve Bayraktar, 1998; Altiok, 2009). UK ise,
rektumdan itibaren proksimale tim kolon mukozasini diffiiz olarak tutan yine remisyon ve
alevlenmelerle seyreden bir kronik iBH'dir (Satsangi, vd., 1994; Altiok, 2009). UK, Samuel
Wilks tarafindan 1859 yilinda tanimlanmis ve sonraki yillarda bagirsak mukozasindaki
patolojik degisiklikler ortaya konmustur (Bliss ve Sawchuk, 1999). Irk, etnik kdken, yasanilan
cografya UK insidansini ve prevalansini etkiler. Bu hastalik, 15-35 yas arasinda daha sik
gorulir ve 60'l yaslar civarinda ikinci bir pik yapar (Andres ve Friedman, 1999). Ancak ikinci
pik ilkinden siliktir. IBH’larin cinsiyetler arasi goriilme farki pek olmasa da UK erkeklerde, CH
ise kadinlarda biraz daha fazla siklikla gorilmektedir (Ulker vd., 1999; Rubin vd., 2004).
inflamatuar hastaliklara rastlanma sikhg cografik bolgelere gore biyik farkhliklar
gostermektedir. Kuzey Avrupa Ulkelerinde, Kafkas irkinda ve Yahudi kdkenli toplumlarda
daha fazla siklikla goriilmektedir (Gilat vd., 1986). UK icin aile insidansi yillardir bilinmektedir.
Veriler farklilik arzetmekle birlikte UK’li bireylerin %10 ile %20'sinin ailesinde en az bir birey
daha etkilenmistir (Satsangi vd., 1994). Ailesel iliski genelde birinci derece akrabalarda
gorulur. Tutulum vyeri ve hastaigin siddetine bagh olarak farkhliklar gosterse de ana
semptomlar rektal kanama, karin agrisi ve kanli mukuslu ishaldir (Both vd., 1983; Rao ve
Holdsworth, 1988; Sandle vd., 1990; Farmer, 1994). UK'in etiyoloji  kesin olarak
bilinmemekle birlikte yapilan son galismalar patogenezinde ¢esitli faktorlerin (genetik, immun
sistem, enfeksiydz ve psikososyal nedenler, alkol ve sigara kullanimi, rafine yiyecekler)
multifaktoriyel olarak etkili oldugunu goéstermektedir (Bliss ve Sawchuk, 1999; Altiok, 2009).
Etiyolojisi halen net olmasa da bugtn icin kabul edilen zemininde inflamatuar hiicreler ve

sitokinlerle olusan inflamasyonun yer aldig1 goérusudur (Altiok, 2009).

Kromozom 2, 3, 6, 7 ve 12'de bulunan genlerin UK egilimi yarattiklar kabul edilmektedir.
Ozellikle 12. kromozomdaki lokusun, énem arz ettigi bircok farkli merkez tarafindan ortaya
konmustur (Parkes vd., 2000). Bu lokuslarin bazilari CH tarafindan da paylasiimaktadir ve bu
durum da IBH'na yatkinlik yaratan gen havuzu fikrini ortaya koymustur. Genetik yatkinlik,
bakteriyel antijenler ve mukozal immiun cevap bozuklugu intestinal inflamasyonun majér
faktorleridir (Lukas vd., 2006). UK icin genetik yatkin kisilerde bakteriyel antijenlere karsi

immun cevap gelistigi, inflamasyon olustugu, c¢esitli faktorlerin etkisiyle olusan inflamasyonun



azaldigl ya da alevlendigi dustunulmektedir. Bagirsak bakterileri bagirsak mukozal immun
sisteminin olusumu ve intestinal epitel hicrelerin indiksiyonunda 6nemli fonksiyonlara
sahiptir. Ayrica lenfosit apoptozunun dnlenmesi ve lenfositlerin uyarilmasinda da rol alirlar
(Marteau vd., 2004). UK’li hastalarda bifidobakteri ve laktobasiller gibi yararli bakteriler
genellikle yoktur. Ayrica E. coli, Fusobacterium gibi gram negatif anaerob bakterilerin arttigi
gosterilmistir (Kleessen vd., 2002). Bazi calismalarda UK’li hastalarin kolon biyopsi
orneklerinde mukozal bakteriyel invazyon saptanmistir (Ohkusa vd., 2002; Furrie vd., 2004;
Macfarlane vd., 2004; Tamboli vd., 2004). Bu calismalar UK'te bakteriyel etkenlerin énemini
vurgulamaktadir. Ancak aksi gorusi savunan ve UK etiyolojisinde infeksiy6z nedenlerin
bulunmadigini ileri siren ¢alismalar da mevcuttur. Gunimuize kadar hastalik etiyolojisinde

suclanabilecek belirli bir mikrobiyal ajan saptanamamistir (Lukas vd., 2006).

UK hastalarinda epitel hiicrelerinde de anormallikler bildirilmistir. Bu anormallikler -
oksidasyon eksikligi, hiicre membran gegirgenliginde anormallik, mukus anormallikleri, strese
hiicresel cevapta bozukluk, ‘toll-like’ gen reseptor polimorfizmi gibi eksikliklerdir (Lukas vd.,
2006). intestinal epitel hiicrelerinin kendi aralarinda iletisimi ve patojenlerin saptanmasi igin
sahip olduklari mekanizmalardan en iyi bilineni ‘toll-like’ reseptér (TLR) ve ‘nuclectide binding
oligomerisation domain’ (NOD) reseptordur. Bakteriler epitel hicreleri ve lenfoid dokular
uyararak lokal veya sistemik immin cevabi aktiflestirir. Bakteriyel antijenlerin temasi
membran6z TLR veya intraselliler NOD resept6rlerince taninir. Bakteriyel ligandlar intestinal
hiicre reseptorlerine baglandiginda sitokinler, eikosanoidler ve antimikrobiyal peptitler gibi
degisik molekdllerin yapimina yol acarlar. Yapilan calismalar TLR’lerden 6zellikle 4 ve 9'un
UK etiyolojisi ve patogenezinde sorumlu olabilecedini desteklemektedir (Ismail ve Hooper,
2005). UK hastali§i sigara icmemis ya da icip birakmis kisilerde daha sik goriilmektedir.
Sigara icimi ataklari dizeltebilir, oral steroid kullanimi ve kolektomi ihtiyacini azaltabilirken,
icimin kesilmesi hastaligin aktivasyonunu artirir (Thomas, 1998). Asiri miktarda st ve sit
drdnlerinin veya az miktarda lifli gidalarin alimi (Ferndndez-Bafares vd., 1999) ile sulfat ve
suilfur iceren gidalarla beslenmenin UK'i aktive edebilecegdi diisunilmektedir (Tilg ve Kaser,
2004).

UK’in en belirgin belirtileri kanh ishal ve kramp tarzinda karin agrilaridir. Orta diizey UK
hastalarinda kanamalar artar ve ates, halsizlik, istahsizlik gibi sistemik belirtiler ortaya ¢ikar.
Ciddi UK hastalarinda ise kanli-mukuslu ishaller, yuksek ates, beden agirhginin %10'undan
daha fazla kilo kaybi, anemi, tasikardi ve su kaybi da gorulir (Bliss ve Sawchuk, 1999). UK’e
0zgl komplikasyonlar bagirsaga ait ve bagirsak disi olarak iki bélimde incelenir. Bagirsaga
ait komplikasyonlar kanama, darlik, delinme ve kolonun dilatasyonudur. Bagirsak disi

komplikasyonlar ise eklemlerde (periferal artrit, ankilozan spondilit), deride (eritema



nodosum, piyoderma gangrenosum), agizda (aft Ulserleri), gdzlerde (uveit, konjonktivit) ve
hematolojik sistemde (anemi, I6kositoz, trombositoz) ortaya cikar. Ayrica, ince bagirsak
patolojisine bagli olarak malabsorbsiyon (kéti emilim), safra ve bobrek taslari gorilebilir
(Bliss ve Sawchuk, 1999). Saglikh bagirsak mukozasinda besin maddeleri ve mikrobiyal
ajanlarin uyarisiyla fizyolojik inflamasyon meydana gelmektedir; ancak bu inflamasyon CD4+
T hucrelerinden salinan donusturici bayime faktori-beta 1 (TGF-31), IL-10 ve yardimci T
hiicreleri (Th) ile bastinlarak belli bir diizeyde tutulmakta ve sonucta bagirsaklarin zarar
gormesi engellenmektedir. Buna “immiin tolerans” denmektedir. IBH hastalarinda ise bu

inflamatuar yanit abartili olmaktadir (Sands, 2006; Akincioglu, 2014).

UK, CH, ve deneysel kolit modellerinde aktif makrofajlar tarafindan salinan interlokin-1
(IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin inflamasyonlu dokuda artis gosterdigi bilinmektedir
(Hyams vd., 1993; Youngman vd., 1993; Oktar ve Alican, 2000). Yapilan calismalarda,
CH’nda, UK'li hastalarda ve TNBS (trinitrobenzen sulfonik asit) uyarimli kolit modellerinde IL-
1 Uretiminde artisla birlikte IL-1 ile mukoza nétrofil infiltrasyonu arasinda bir korelasyon
oldugu gosterilmistir (Rachmilewitz vd., 1989; Ligumsky vd., 1990; Oktar ve Alican, 2000).
Ayrica CH'nda timor nekroz faktér-a (TNF-a) Ureten lamina propria hlicrelerinin sayisinda
artisla birlikte (Breese vd., 1994), anti-TNF-a antikor tedavisi ile Gmit verici sonuclar elde
edilmistir (Van Dullemen vd.,1995; Oktar ve Alican, 2000). TNF-a, mukozal immin yanitin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, makrofajlar ve bazi diger hiicreler tarafindan dretilen
pro-inflamatuar bir sitokindir (Yildiz vd., 2008). iBH'nda dokuda TNF-a ekspresyonu
artmaktadir (Kiyici vd., 2006). immiin yanit ve bagirsak florasi arasindaki ekolojik denge kolit
olusumundaki 6nemli etkenlerdendir. Bazi c¢alismalar sonucunda, sitokinlerin inflamatuar
reaksiyonu indukleyerek immun yaniti etkiledikleri saptanmistir (Oktar ve Alican, 2000).
UK'te yardimci T lenfositleri (Th2) aracili etkiler meydana gelirken, CH’nda Th2 lenfositlerinin
etkisi gorulur. UK’'te Th2 lenfositleri tarafindan salinan IL-4 ve 1L-10 gibi sitokinlerin doku
konsantrasyonlarinda artis oldugu gosterilmistir (Mullin vd., 1993; Oktar ve Alican, 2000).
Thl lenfositleri tarafindan salgilanan interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinlerin de UK
patogenezinde etkin olduklari gosterilmistir (Sartor, 1996; Simpson vd., 1998; Oktar ve
Alican, 2000). Neurath vd. (1997), anti- IFN-y antikor tedavisi ile TNBS uyarimli Kkolit
modelindeki hasarin belirgin derecede azaldigini gostermislerdir. UK'te temel patofizyolojik
mekanizmanin, Thl ve Th2 lenfositlerinin aktivasyonunda bir bozukluk ya da pro-inflamatuar
sitokinler (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IFN-y) ile anti-inflamatuar sitokinler (IL-1Ra,
TNF baglayan proteinler, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13) arasindaki dengenin bozulmasina bagli
oldugu dusunilmektedir (Williams vd., 1990; Demir, 2011). inflamatuar yanitta Thi hiicreleri
abartill olarak artar, pro-inflamatuar sitokinleri salgilarken, Th2 hucreleri anti-inflamatuar
sitokinleri salgilar (Demir, 2011). CH'nda Thl lenfositleri aktive olup IL-2 ve IFN-y gibi



sitokinlerin yapimini saglarken, UK'te IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 gibi Th2 tipi sitokinler Th1 tipi
sitokinlerden daha fazla salgilanarak B lenfositlerin asiri miktarda IgG salgilamasini saglarlar
(Itoh ve Strong, 2001; Ozkan, 2003). Burada bir otoimmiin yanit s6z konusudur. IgG
komplemani ve fagositleri aktive ederek gdrilen inflamasyon artisina, noétrofillerden reaktif
oksijen metabolitlerinin artisi ve bunlara inflamatuar sitokinlerin ve nitrik oksidin eklenmesi ile
doku hasari gériiliir (Abbas vd., 2000, Plevy, 2002; Ozkan, 2003; EImas, 2012). interldkin-23
(IL-23), pro-inflamatuar sitokinlerin kigtk bir ailesinin Gyesidir (Oppmann vd., 2000) ve
immin-aracili inflamatuar hastaliklarin birgogunun patogenizinde hayati rol oynar (Langrish
vd., 2005). IL-23, Th17 hicrelerinin otoimmin inflamasyonun indiklenmesi ile iligkili olan
TNF-a, IL-17, IL-6 ve diger yeni faktorleri Gretmesini saglar (Langrish vd., 2005; Brennan ve
Mclnnes, 2008; Korn vd., 2009). IL-23 geni “Crohn hastalii duyarlihlk geni” olarak
bilinmesinin yanininda UK’teki 6nemi de gosterilmistir (Hanauer, 2006; Akincioglu, 2014; El-
Bassat vd., 2014).

Yapilan calismalarda kromozom 1, 3, 6, 7, 14, 16 ve 19'da IBH ile ilgili genler tespit
edilmistir. Tespit edilen en belirgin baglanti 16. kromozomun perisentromerik bdlgesindeki
NOD2 geni ve proteinidir. NOD2 (CARD15 olarak ta bilinir), polimorfik bir gen olup dogal
immiinite ile ilgilidir. IBH ile ilgili oldugu tespit edilen ilk gendir (Hanauer, 20086).
NOD2/CARD15 (nukleotid baglayici oligomerizasyon bolgesi protein 2/kaspaz toplama alani
iceren protein 15) geninin iBH olusturma mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla beraber;
NOD2 monosit ve makrofajlara etkili olup hicresel immin cevapta NF-kB salinimina ve
makrofaj apoptozisine yol acar (Buning vd., 2004). NOD2 gen mutasyonu komensal
mikrofloraya karsi tolerans gelisimini engeller ve kronik intraselliler enfeksiyona neden olur.
NF-kB (aktiflesmis B hticreleri niikleer faktor kappa hafif zincir-arttirici), tim hucre tiplerinde
bulunan bir transkripsiyon faktoradar. TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 icin bir dizenleyici
transkripsiyon faktoridir (Aslan vd., 2004). NF-kB, nikleer transkripsiyonuna neden oldugu
genler araciliglyla apoptoza karsi direng gelisiminde basroli oynar. NF-kB, hicre iginde
inhibitor kapa B (IKB) ile kompleks halde inaktif durumda bulunur. IKB’nin fosforilasyonu ve
ubikitinasyonu sonucu NF-kB aktif hale gecer ve hedefi olan genlerin transkripsiyonu yoluyla,
Ozellikle apoptozu 6nleyici etkisiyle, kanserlesme sirecine katkida bulunur (Yanmaz, 2006).
NF-kB, sitokinlerin ekspresyonunda ana faktordir ve UK’in patogenezinde temel bir rol oynar
(Yun vd., 2009). iBH'da sitokin transkripsiyon faktorlerin aktivasyonu ile ilgili yapilan
calismalarda NF-kB gibi STAT (sinyal dondsturicu ve transkripsiyon aktivatori) ailesi
Uyelerinin de ekspresyonunun ve aktivasyonunun arttigi gosterilmistir (Nikolaus vd., 1998;
Rogler vd., 1998; Schreiber vd., 1998). UK'te STAT1'in ekspresyonunun ve aktivasyonunun
arttigi  gordlmustur (Schreiber vd., 1997). STAT proteinleri etkin olmayan sitoplazmik

transkripsiyon faktorleridir ve sitokin ve blylime faktor reseptoérlerinin aktivasyonuna cevap



olarak JAK (janus kinaz) tarafindan fosforillenirler (Kiihbacher vd., 2001). JAK2, STAT1'in

fosforilasyonunu indukler (Darnell, 1996).

Sitokinler, iBH’larinin  patogenezinde immiin sistemin dizenlenmesine katilirlar
(Wiercinska-Drapalo vd., 2001). Adhezyon molekillerinin, reaktif oksijen metabolitlerinin,
prostaglandinlerin ve nitrik oksitin tretimini inddklerler (Wiercinska-Drapalo vd., 2001). Hedef
hucrelerdeki spesifik ligandlarina baglanmalari ile baslayan sinyal transdiksiyonu ve ikincil
haberci iletimi gen aktivasyonu, mitotik bolinme, buyime ve farklilasma, migrasyon veya
apoptoza neden olur (Bidwell vd., 1999; Bekalp vd., 2014). Sitokinler, inflamatuar yanitta ve
kanser patogenezinde dnemli roller Ustlenirler. Bu grubun en iyi 6rneklerden birisi TNF ve IL-
1'e cevap olarak uretilen, immuin ve inflamatuar olaylarin olusumunda anahtar roli Ustlenen
IL-6’dir (Kemik vd., 2010; Bekalp vd., 2014). IL-6’nin deregulasyonu inflamatuar hastaliklarin
siddeti ve kanser gelisiminde artisa neden olabilir (Lesina vd., 2014). IL-6, gorevini sitokin
reseptorlerinden JAK reseptorleri araciligi ile yapar (Bekalp vd., 2014). Kanserli hastalarda
IL-6/JAK sinyali kalici STAT3 aktivasyonu sagladigi icin 6nemlidir. Olusan bu kalici STAT3
aktivasyonu da hayatta kalma, anjiogenez, invazyon ve tumor gelisiminde etkilidir (Bekalp
vd., 2014; Lesina vd., 2014).

MMP’ler (matriks metalloproteinaz); ekstraseliiler matriksin yikilmasini saglayabilen
proteolitik enzim ailesine ait enzimlerdir. inaktif zimojen formda (proMMP) sekrete edilirler ve
proteolitik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar (Brummer vd., 2002). MMP’ler inflamasyon esnasinda
doku yenilenmesi ve yikiminda énemli rol oynarlar (Baugh vd., 1999; von Lampe vd., 2000).
Tip IV kollajenaz, MMP-9'un timdr invazyonu ve metastazi gibi bir takim patolojik olaylarin
yaninda, IBH'nda inflamatuar ve doku yenilenmesi siireclerinde de rol aldi§i gosterilmistir
(Bailey vd., 1999; Nelson vd., 2000; Kirkegaard vd., 2004). In vivo kosullarda, MMP
aktivasyonunun regulasyonunda TIMP (metalloproteinazlarin doku inhibitori)’ler énemli rol
oynarlar. TIMP’ler dogal MMP inhibitdrleridir (Gomez vd., 1997). TIMP’ler MMP’lere
baglanmanin yaninda proMMP’lerle kompleks olusturarak MMP aktivasyonunu dizenler
(Lambert vd., 2004). TIMP-1 birgcok doku, hicre ve vicut sivisindan salinmaktadir. MMP ve
onlarin doku inhibitorleri TIMP arasindaki dengenin bozulmasi invazyonun olusumunda
onemlidir. TIMP-1'in MMP inhibisyonu disinda anti-apoptotik etkisi gibi tumor olusumunu
arttirict  etkisi oldugu gosterilmistir (Fowlkes vd., 2004). TIMP-1'in kolorektal kanserde

arttigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Moller Sorensen vd., 2008).

Kemokinler, inflamasyonda ve homeostazda lokositlere ve kok hicrelere kemotaksi
yaptiran sitokinlerdir (Bokoch, 1995; Calapoglu ve Calapoglu 2009). inflamasyonla seyreden
hastaliklarda kemokinler l6kositlerin dokuya gecisine, inflamasyonun bulundugu yerde

birikimine ve aktivasyonuna neden olurlar (Caglar ve Kansu, 2004; Gumustekin, 2009). UK



ve CH vakalarinda intestinal dokularda bazi kemokinlerin anlamli artisi goériimektedir
(Calapoglu ve Calapoglu 2009; Heiseke vd., 2012). CCL17, bir CC kemokindir ve timusta
ekspres edilir (Ritter vd., 2005). CCL17, stres, yaralanma veya inflamasyonda upregilasyon
(artig) gosterirken (Homey vd., 2007), UK ve CH gibi iBH'larini iceren otoimmin
rahatsizliklarda da overekspresyonu (asin ifadesi) gorilmektedir (Kristensen vd., 2006).
insan da CCL17'nin IFN-y ve TNF-a uyarimi ile indiiklendigi gosterilmistir (Komine vd.,
2005). GATA3 (GATA binding protein) Th2 hicreleri tarafindan ekspres edilen bir
transkripsiyon faktorudir (Galvez, 2014) ve T lenfositler (Ting vd., 1996), adipoz doku (Tong
vd., 2000), bébrek (Grote vd., 2006), sempatik sinir sistemini (Tsarovina vd., 2004) iceren
pekcok doku ve hicre tipinde hiicre proliferasyonu, gelisimi ve farklilasmasinda énemli rol
oynar (Liu vd., 2012). GATA3'Un T hucre farkllasmasinda anahtar yonetici oldugunun
bilinmesinden sonra, bu regiilatériin UK ve CH’ndaki rolii énem kazanmistir. GATAS3, IL-4
genini aktive eder (Zenewicz vd., 2009). IL-4 ve onun sinyal molekili GATA3'Un UK'in
patogenezine katildigi 6zellikle akut fazda gosterilmistir (Ohtani vd., 2010).

UK'e yatkinlikta birgok faktoriin yaninda genetik faktorlerin de ©nemli rol oynadigi
bilinmektedir. UK gelisiminde pek ¢ok gen hayati rol oynar. Bunlardan bazilari (calismamizda
kullanilacak olan) ve bunlarin birbirleri ile olan iligkileri Qiagen GNCPro analiz programi ile
kontrol edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. UK patogenezinde rol oynayan genlerden bazilarinin birbirleriyle olan iliskilerinin

Qiagen GNCPro analiz programi ile gosterilmesi.



UK tedavisinde asil amag remisyonu saglamak ve devam ettirmektir. Remisyonda iltihap
belirtilerinin (rektal kanama, ishal) kaybolmasi ile birlikte mukozada iyilesme goézlenir. idame
tedavisi ile remisyonun devami ve niksin 6nlenmesi amaclanmaktadir (Bliss ve Sawchuk,
1999). UK’in patogenezinde genetik, cevresel ve 6zellikle immunolojik faktorlerin énemli roli
oldugu dusunilmektedir. Bu nedenle immuno-inflamatuar yollari hedefleyen ilaglar son 15
yildan beri UK tedavisinde kullaniimaktadir. Bu amagcla birgok yeni ilag gelistiriimis olmakla
birlikte, halen ginimiizde UK tedavisinde en cok kullanilan ilaclar aminosalisilatlar ve
kortikosteroidlerdir. IBH’nin temel ilaci anti-inflamatuar etkili aminosalisilatlardir. ilk kez 1965
yihinda kullaniimaya baslanmistir. Sulfasalazin, 5-ASA bilesikleri; silfasalazin, silfapiridine
diazo bag ile baglanmis 5-aminosalisilik asit (5-ASA)’ten olusur. Aktif kisim 5-ASA’dir
(Altiok, 2009). Mesalazin (5-ASA) hafif veya orta siddetteki UK vakalarinin primer tedavisinde
topikal veya sistemik ajan olarak siklikla kullanilan bir molekildir. Proksimal ince
bagirsaklardan hizla absorbe edilir, intestinal epitel ve karacigerde metabolize edildikten
sonra idrarla atilir. Mesalazin kullaniminin UK'li hastada kolon kanseri riskini azalttigina dair
yayinlar mevcuttur (Eaden vd., 2000). Kortikosteroidler, iBH’da remisyonu sadlamada en sik
kullanilan ilaclardir.  Kortikosteroidler  (prednisolon,  metilprednisolon, budenosid,
betametazon, tiksokortol) ciddi yan etkileri nedeniyle uzun doénem tedavisi onerilmeyen
semptomlarin geriletimesinde oldukca etkili ilaclardir. Hucre icindeki glukokortikoid
reseptorleri lzerinden etki ederler (Chapman vd., 1986). Bu tedavilere beklenen cevap
alinamayan hastalarda immuinomodulator ajanlar olarak azatiyoplrin (AZA), 6-merkaptoprin
(6-MP), metotreksat (MTX) ve siklosporin kullanilmaktadir. Tiyopurin metil transferaz enzimi
AZA yikiminda 6nemli olan, eksikliginde ila¢ yan etkilerinin sik izlendigi ve duzeyi 6l¢ilebilen
bir enzimdir (Lennard vd., 1989). Homozigot ya da heterozigot gen defektlerinde asiri
miktarda aktif metabolit birikimi ve sonugta ciddi hematolojik yan etkiler izlenebilir.
Azatiyopdrini tolere edemeyen hastalarda 6-MP kullanilabilir (Collins ve Rhodes, 2006).
UK’te purin analoglari olan 6-MP ve onun onilaci olan AZA, purin antagonistleridir. Son
yillarda steroid ihtiyacinin azalmasi ve direncli vakalarda hizli remisyon saglamasi nedeniyle
daha c¢ok kullaniimaktadir (Altiok, 2009). Kortikosteroidlere gére yan etkileri daha azdir
(Fazio vd., 2006). Siklosporin ciddi refrakter kolitlerde salvaj tedavisinde 6nerilen kalsindrin
inhibitori bir ajandir (Hawthorne, 2003). IL-2 gen transkripsiyonunu inhibe ederek, Th
lenfositlerin aktivasyonunu baskilar. Kortikosteroide yanit alinamayan UK ataklarinda
kullanilabilir ancak 6 aydan uzun kullanimi 6nerilmemektedir. Ayrica standart tedavilere
cevap vermeyen hastalarda, etkileri kesinlesmis olmamakla birlikte nikotin, heparin,

antibiyotikler, probiyotikler ve kisa zincirli yag asitleri de uygulanmaktadir.

IBH'larinin tedavisi ile ilgili bircok arastirma mevcuttur. Bu arastirmalarin birgojunda

deney hayvanlari kullanilmaktadir. Kullanilan hayvanlarda deneysel kolit olusturmak icin



bircok madde tanimlanmistir. Bu maddelerde aranan en temel 6zellik bagirsakta insan
IBH'nda gorulen patolojik degisikliklere benzer hasarlar olusturmasidir. indiklenebilir
deneysel kolit modelinde TNBS, asetik asit, iodoasetamid, indometazin, okzasolon ve
dekstran silfat sodyum en sik kullanilan kimyasallardir (Altiok, 2009). Bu kimyasallar icinden
en sik kullanilan ajanin TNBS oldugunu goérmekteyiz (te Velde vd., 2006). TNBS uyarimli
kolit modelinin calismalardaki en faydali yonleri, gelisen inflamasyonun IBH'daki
inflamasyona benzerligi, sitokin sekresyonuna neden olmasi ve imminoterapiye uygun
olmasidir (Neurath vd., 1996; McCafferty vd., 1999; Stallmach vd., 1999; Altiok, 2009).

Bitkilerin insan saghgi uzerine olan etkileri stiphesiz asirlardir ve son birka¢ yiz yilda
alternatif tedavi olarak karsimiza cikmaktadir. Son yillarda teknoloji bakimindan ileri
seviyedeki toplumlarin sifali bitkilere olan ilgisi, kuskusuz diyetsel gidalar veya tibbi bitkilerle
alinan fitokimyasallar (bitkisel kokenli kimyasallar) hakkinda yapilan bilimsel c¢alismalar
sayesinde artmistir. Tim dunyada oldugu gibi Glkemizde de tibbi bitkiler ylzyillardan beri
halk arasinda kullaniimaktadir. Dunya Saglik Teskilatt (WHO)'nin 91 lkenin
farmokopelerinde ve tibbi bitkileri Gzerinde yapiimis olan bazi calismalari baz alarak
hazirladig! bir arastirmaya goére yaklasik 20.000 civarinda tibbi bitki halk arasinda tedavi
amaciyla kullaniimaktadir (Kirbad ve Zengin, 2006). Gunumuzde bitkiler ve bitkisel ilag
hammaddeleri, recete ile satilan ilaclarin % énemli bir b8limin( olusturmaktadir. Bu nedenle

bircok bitki farmakolojik olarak ¢cok yonli olarak arastiriimaktadir.

Kabakgiller familyasinin bir tyesi olan Momordica charantia (kudret nari), tropik kokenli
bir bitkidir ve cogunlukla Dogu Afrika'da, Asya, Karayip Adalari, Amazon Havzasi ve Giliney
Amerika’da yogun olarak yetisir (Sekil 2). Bitkinin Gretimi en iyi sicak bélgelerde yapiimasina
ragmen iklimin genis bir varyasyon gosterdigi yerlere de adapte olabilir (Akay ve Kararslan,
2012). Bitkinin meyvesi aci tattadir bu nedenle halk arasinda “aci kavun” olarak ta bilinir.
Ulkemizde kudret nari karbohidrat, protein, vitamin, mineral ve diger besinleri icermesinden
dolay! bir yandan gida maddesi olarak kullanirken (Ali vd., 2008) diger yandan c¢esitli Ulser,
diyabet ve enfeksiyonlarin alternatif tedavisinde de yaygin olarak kullaniimaktadir (Akay ve
Kararslan, 2012). Literaturi inceledigimizde tumdrlerde, deri hastaliklarinda, yaralarda,
egzamada, uyuzda, romatizmada, sitmada, adet problemlerinde, seker hastaliginda, atesli
durumlarda ve bagirsak kurtlarina karsi kullanildigi goérilmektedir (Gurbuz vd., 2000;
Scartezzini ve Speroni, 2000; Beloin vd., 2005; Taylor, 2005; Ullah vd., 2011; Akay ve
Kararslan, 2012).




Sekil 2. Momordica charantia (kudret nari)

Ulkemizde, M. charantia (MC) bitkisi bu hastalifin tedavisi ve yan etkilerinin azaltiimasi
icin cok fazla kullanilmaktadir. Fakat bu bitkinin iyilestirici etkisinin olup olmadigi ve varsa
nasil bu etkiyi gosterdigi hakkinda bilimsel literatiirde herhangi bir bilgi yoktur. Calismamizda
MC’nin TNBS uyarimli UK'te iyilestirici etkisinin molekiler mekanizmalarinin arastiriimasi,
tespit edilen koruyucu ve iyilestirici etkinin ne sekilde gergeklestigini anlamak icin molekuler
dizeyde UK olusumu ve ilerlemesinde rol alan genlere/proteinlere etkilerinin histolojik ve
genetik olarak saptanmasi gergeklestirilmistir. Ayni zamanda diagnostik markér enzimlere de
bakilarak kullanilan dozda MC’nin yan etkisi olup olmadigl da arastiriimistir. Ginimuzde
bitki ve bitkisel bazli alternatif tedavi Urtnlerine olan ilginin giin gectikge arttigini gdéz 6niine
alarak, halk arasinda siklikla kullanilan ve bu hastaligin tedavisi icin umut vaad edebilecek
MC’nin UK hastaliinda alternatif riin olarak kullanimi ve bu kullanimda ortaya cikabilecek
tum etkilerini belirlemek, insanlarin dogru kullanimi igin bilimsel veriler Uretecektir. Literattrde
MC (zerine pek cok calisma bulunmasina ragmen, bu projede arastirilacak olan MC’nin UK
hastaliginin patogenezinde rol alan genler Uzerine etkisi ile ilgili calismaya literatiirde

rastlanmamigtir.



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Momordica charantia Zeytinyagh Marmelatinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan olgunlasmis M. charantia meyveleri dogranip 1 Itlik cam
kavanoza konuldu. Uzerine ayni hacim kadar ticari olarak satin alinan sizma zeytinyagi
eklendi. Kavanozun agzi sikica kapatilip, hazirlanan karisim 6 hafta boyunca glneste
bekletildi. Sure sonunda olusan marmelat blenderdan gegcirilerek homojen hale getirilip
karanlik bir ortamda oda sicakliinda muhafaza edildi. Hicbir kimyasal kullanmadan,

insanlarin dogal olarak kullandigi sekliyle hazirlandi.

2.2. Deneysel Hayvan Calismalari

2.2.1. Deneysel TNBS Kolit Olusturulmasi ve MC Marmelatinin Verilmesi

Bu calismada Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma Biriminden temin edilen 12
haftalik erkek Wistar Albino (200-250 gr) soyu sicanlar kullanildi. Sicanlar rasgele 5 gruba
ayrilarak (her grupta 7 sican olacak sekilde), tartildi ve ayri kafeslerde tutuldu (Sekil 3). Tim
bu islemler Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda veteriner kontroliinde
ve goOzetiminde gerceklestirildi. Bu islemler icin gerekli olan Etik Kurul izinleri Pamukkale
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'ndan (PAUHDEK-2015/18) alinmistir.

Sekil 3. Siganlarin tartilip, rasgele gruplandiriimasi

Kolit olusumu igin 30 mg (80 mg/kg) TNBS (Trinitrobenzen stlfonik asit, Sigma-Aldrich®)
+ %50 etanol karisimi kullanildi. Siganlarda kolit indiksiyonu 3.5 F plastik kandlun rektal
yoldan 5-7 cm iceri itilmesi ve bu kanilden hazirlanan 30 mg/0,1 ml/rat TNBS + 0,5 ml %50
etanoliin instile edilmesi ile gerceklestirildi (Altiok, 2009). indilklemenin ardindan verilen
maddenin geri kagmamasi i¢in anestezi altindaki siganlar supin pozisyonunda ~15 dk kadar
bekletildi (Sekil 4).



Sekil 4. Deneysel TNBS kolit olusturulmasi

Grup | (Normal-Kontrol): Bu gruptaki si¢anlara hi¢ bir uygulama yapilmadi, ancak

deney siresinde diger gruplarla ayni kosullarda tutuldu.

Grup Il (Hasta-Kontrol): Anestezi altindaki sicanlarda kolit indiksiyonu rektal yoldan
kataterizasyonu takiben 30 mg/0,1 ml TNBS ile 0,5 ml %50 etanol karisimi verilerek
gerceklestirildi (Sekil 4). Yedi giin sonunda hayvanlarin UK olmasi beklenmektedir. Bu
strenin sonunda, MC marmelati zeytinyaginda hazirlandigindan dolayi, ondan gelecek

etkileri gérmek icin sicanlara 14 gliin boyunca intragastik gavaj ile zeytinyagdi icirildi (Sekil 5).

Grup Ill (Hasta): Anestezi altindaki sicanlarda kolit indiksiyonu rektal yoldan
kataterizasyonu takiben 30 mg/0,1 ml TNBS ile 0,5 ml %50 etanol karisimi verilerek
gerceklestirildi (Sekil 4). Yedi gin sonunda hayvanlarin UK olmasi beklenmektedir. Bu grup
hayvanlar deney siresince bekletildi (Sekil 4).

Grup IV (Tedavi): Anestezi altindaki siganlarda kolit induksiyonu rektal yoldan
kataterizasyonu takiben 30 mg/0,1 ml TNBS ile 0,5 ml %50 etanol karisimi verilerek
gerceklestirildi (Sekil 4). Yedi giin sonunda hayvanlarin UK olmasi beklenmektedir. Bu
surenin sonunda, sicanlara intragastrik gavaj ile 14 gun boyunca zeytinyagh MC



marmelatindan 4 gr/kg/gun yedirildi (Sekil 5). Verilen doz halk arasinda kullanilan doz g6z

onidine alinarak saptanmistir.

Grup V (Tedavi-Pozitif Kontrol): Anestezi altindaki sicanlarda kolit indiiksiyonu rektal
yoldan kataterizasyonu takiben 30 mg/0,1 ml TNBS ile 0,5 ml %50 etanol karisimi verilerek
gerceklestirildi (Sekil 4). Ayni giin Prednisolon adizdan gavaj ile (2 mg/kg/gin, 7 gun) verildi
(Sekil 5). Bu grup hayvanlar deney siresince bekletildi.

Sekil 5. Sicanlara zeytinyadi, prednisolon ve MC marmelatinin verilmesi

Tablo 1. Deney hayvanlarina uygulama protokoll

Gruplar Denek (Sican) Sayisi

Grup | (Normal-Kontrol) 7

Grup Il (Hasta-Kontrol)

Grup Il (Hasta)

Grup IV (Tedavi)

Grup V (Tedavi-Pozitif Kontrol)

7
7
7
7

2.2.2. Dokularin Temini

Deney islemleri sireci sonunda tum siganlara kas i¢ine, 80 mg/kg ketamin hidroklorur
(Ketalar®, Pfizer, NewYork, USA) ve 8 mg/kg xylazin (Rompun®, Bayer, Toronto, CANADA)



verilerek, genel anestezi saglandi. Rektum distalinden mimkin olan en asagl seviyeden
transekte edilerek, ~10 cm’lik kolon segmenti ¢ikartildi (Altiok, 2009). Buz Ustine alinan
kolon materyali 6nce soguk distile su, daha sonra da soguk fizyolojik serum ile yikanarak
dokularin kani vb. uzaklastirildi (Sekil 6). Biyokimyasal parametreler igin yaklasik 5 cc kan
alindi (Sekil 7). Histopatolojik calismalar icin kolon dokusundan alinan 6rnekler %210
paraformadehit icerisinde fikse edildi ve Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve
Embriyoloji Laboratuvarina goturuldd. Kalan doku o6rnekleri molekiler etki belirleme
calismalar igin kullanilacaktir. Dokular once steril buzdolabi posetlerine ve daha sonra
aliminyum folyoya sarilip etiketlenerek sivi azotta donduruldu. Ardindan Pamukkale
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve Molekiler Toksikoloji Arastirma
Laboratuvarina getirilen dokular -80°C’ye kaldirildi. Kanlardan 10.000 rpm 5 dk 4°C'de

santrifllj edilerek elde edilen serumlar derin dondurucuda muhafaza edildi (Sekil 7).

Sekil 7. Sicanlardan kan alinmasi ve serum eldesi



2.3. Histopatolojik incelemeler

Elde edilen ~1 cm uzunlugundaki kolon dokulari Pamukkale Universitesi Tip Fakltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina tasinarak rutin takip islemlerine
baslandi. Tespit sollisyonu olarak kullanilan %10’luk formaldehit solisyonunda 24 saat
bekleyen kolon dokulari bir gece ¢cesme suyu altinda yikandiktan sonra sirasiyla %50, %70,
%380, %96 ve absoll alkol serilerinde birer saat tutularak dehidre edildi. Saydamlastirma
asamasina alinan dokular 2x1 saat sure ksilolde bekletildikten sonra 60°C’deki yumusak
parafin icerisine alindi. 45 dk yumusak parafin emdirme isleminden sonra dokular eriyik
haldeki sert parafine alindi. Parafin dispenser yardimi ile yapilan bloklama isleminden sonra
kolon dokularindan Leica RM2125RT Rotary Mikrotom kullanilarak 3-4 mikron kalinhginda
kesitler alindi. Kolon dokusu genel histolojik incelemesi igin kesitlere Hematoksilen-Eozin
(H&E) boyamasi yapildi.

2.4. Molekiiler Mekanizma Belirleme Calismalari

2.4.1. MC Marmelatinin Genlerin Transkripsiyonel ifade Diizeylerine Etkilerinin

Belirlenmesi

MC marmelatinin UK olusumunda rol aldiji disunilen genlerin ifade duzeylerine

etkilerini saptamak i¢in doku drneklerinden total RNA izolasyonlari yapildi.

2.4.1.1. Total RNA izolasyonu

MC marmelatinin molekiler etki mekanizmasini belirlemek Uzere ilk etapta bu
calismalarda kullanilacak RNA'lar, “Qiagen RNeasy Plus Universal Kit” kullanilarak Uretici
firmanin talimatlar baz alinarak kendi laboratuvarimizda optimize ettigimiz prosedir ile izole
edildi.

-80°C’de bulunan kolon dokulari DEPC ile muamele edilmis havanda sivi azotla iyice
ogatuldu (Sekil 8). 2 ml'lik eppendorf tiplere 0,9 ml “Qiazol Lysis” soliisyonundan eklendi.
Darasi alinan eppendorf tiplere 30 mg olacak sekilde 6gutilen dokudan tartildi ve iyice
karistirildi (Sekil 9). Oda sicakhginda 5 dk inkibe edildikten sonra Uzerine 100 pl “gDNA
Eliminasyon” soliisyonundan eklenerek 15 sn karistinldi. Daha sonra 200 pl kloroform
eklendi ve tekrar iyice karistirildi. 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000 xg'de
4°C’de 15 dk santrifuj edildi. Ust faz alinip yeni 2 ml'lik eppendorf tiipe alindi ve alinan st
fazin Uzerine esit miktarda %70’lik etanol eklendi ve iyice kanstirildi. Karisim “Rneasy Mini
Spin” kolona eklendi ve 30 sn 9.000 xg'de santrifllj edildi ve alta gecen kisim dokuldo.
Kolonun Uzerine 700 pl “Yikama Tamponi (RWT)” eklendi ve 30 sn 9.000 xg'de santrifuj

edildi. Alta gecen kisim dokuldi. Kolonun tzerine “RPE Tamponu”’ndan 500 pl eklendi ve 30



sn 9.000 xg’de santrifllj edildi, alta gecen kisim yine dokildid. Kolonun Gzerine tekrar 500 pl
“RPE Tamponu’ndan eklendi ve 2 dk 15 sn 9.000 xg'de santrifllj edildi. Alta gecen kisim
dokuldd. Son olarak kolon yeni tipe alindi ve Uzerine 50 yl RNaz icermeyen su eklendi ve 1
dk 15 sn 9.000 xg'de santriflij edilerek RNA’larin alta gegmesi saglandi.

Sekil 9. Ogiitilmiis dokularin tartimi

2.4.1.2. Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintillenmesi

izole edilen RNA'larin kalitesi %1’lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz
elektroforezinde 28S ve 18S bantlarinin durumuna goére belirlendi. %21'lik agaroz jel, Tris-
Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu ile hazirlandi. Agaroz ¢ozunene kadar mikrodalga firinda
kontrollii bir sekilde 1sitma islemi yapildi. C6zinme isleminden sonra agaroz sollisyonu
sogutularak tzerine 1 pl EtBr (Etidyum Bromiur) eklendi ve elektroforez tablasina dokilerek
kati hal olusuncaya kadar beklendi. Kati hal alan agaroz jel, elektroforez tankina, kuyucuklar
RNA'nin — vyikten + vyike vydriyebilmesi igin elektroforezin ‘- kutbuna yerlestirildi.
Elektroforez tanki RNA'y1 ylritmek icin 1X TAE tamponu ile dolduruldu. 3 pyl RNA 6rnegi, 5

pl steril su ve 2 pl ylritme boyasi ile muamele edilerek mikro pipet ile jelde bulunan



kuyucuklara yuklendi. Elektroforez glic kaynagina baglandi ve 90 V, maksimum 500 mA'de

45 dk sire ile yaratulda



(Sekil 10). Yirutme bitince jeller UV transillminatdérde goérintilenip, DNR LightBis Pro
Image Analysis System cihazinda fotograflandi (Sekil 11).

Sekil 10. izole edilmis total RNA’larin agaroz jel elektroforezde yirutilmesi

28S rRNA

18S rRNA

Sekil 11. izole edilmis total RNA’larin agaroz jel elektroforez géruntiisii

2.4.1.3. RNA Miktar Tayini

Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonlari Nanodrop cihazinda (MaestroNano
Spectrophotometer) 260/280 nm dlgimu ile belirlenerek cDNA sentezi icin kullanildi (Sekil
12).




Sekil 12. Elde edilen RNA'larin Nanodrop’ta miktar tayini

2.4.1.4. mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi

UK patogenezinde rol aldigi bilinen genlerin [IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17,
MMP9, TNFa, TIMP1, STAT1, STAT3, JAK2, NF-kB1, 18S (normalizasyon geni), IL-1f3, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve IL-23R] ekspresyon tayini tamamlanmigtir. Bu amacla elde
edilen RNA’lardan cDNA sentezi oligo(dT) primer ve RevertAid Revers Transkriptaz
kullanilarak Gretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢cin 5 g total
RNA ve 0,5 pg oligo(dT) primeri karistirtip, son hacmi 11 pl RNaz icermeyen su ile
tamamlandi. Karisim 70°C’'de 5 dk inkibe edildikten sonra, tzerine 4 pl, 5X reaksiyon
tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl, ve 50 mM DDT) ve 2 ul
dNTP karisimi eklendi. 5 dk, 37°C’de inkubasyondan sonra 200 U RevertAid Revers
Transkriptaz eklenerek son hacim 20 pl'ye tamamlandi. Enzim eklendikten sonra, son
karisim cDNA sentezi icin 42°C'de 1 saat inklbe edildi. Sire sonunda, 70°C'de 10 dk
bekletilerek enzim inhibisyonu gerceklesti. Sentezlenen cDNA'lar, daha sonra PZR yapmak

Uzere -80°C’de muhafaza edildi.

Literatlr ve veri bankalari taranarak belirlenen genler igin uygun primer dizileri saptandi
(Tablo 2) ve PZR islemi Hot Start Tag DNA Polimeraz kullanilarak dretici firmanin énerdigi
talimatlara gore gerceklestirildi. Calismanin basinda primerler icin dogru yapisma (annealing)
sicakliginin belirlenmesi icin gradiyent-PZR yapildi. Tipik reaksiyon karisimi ve kosullari
Tablo 3 ve Tablo 4'te verilmektedir. Reaksiyon karisimi (tupd) PZR islemi igin 6nce 95°C’de 5
dk denattrasyona tabi tutuldu. Amplikasyon iglemi her bir gen icin 0zel kosullarda
gercgeklestirildi. PZR Grinindn 5 pl'si %21’lik agaroz jelde yuratulda ve UV 1s1g1 altinda EtBr

boyamayla gozlemlendi. mRNA dizeyleri 18S genine gore normalize edilerek kantite edildi.

Tablo 2. Segilen genler icin tanimlanan primer dizileri ve yapisma sicakliklar

Primer Adi | Primer Dizisi (5'>3') Yapisma Sicakligi (°C)
INF-g_F GCCGCGTCTTGGTTTTGCAG

INF-g_R TACCGTCCTTTTGCCAGTTCCTCCA ®
CARD15 F | AGTGAAGGCAAATGGACTGG

gARDlS? TCTGTCCGCAGCTCTAAGGT =
GATA3_F | CCTACCGGGTTCGGATGTAA

GATA3_R | CACACACTCCCTGCCTTCTGT >

CCL17_F ACCTTCACCTCAGCTTTTGGTACCATG 68

CCL17_ R GCGTCTCCAAATGCCTCAGCGGGAAGG
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MMP9_F CCTCTGCATGAAGACGACAT

MMP9_R GAGGTGCAGTGGGACACATA >
TNFo_F GCCAATGGCATGGATCTCAAAG

TNFa_R CAGAGCAATGACTCCAAAGT >
TIMP1_F CTGGCATAATCTGAGCCCTG

TIMP1_R GCAAAGTGATCGCTCTGGTAG ®0
STAT1 F TGAGTTCCGACACCTGCAACTGAA

STAT1 R AGGTGGTCTCAAGGTCAATCACCA ®
STAT3_F TGGAAGAGGCGGCAGCAGATAGC

STAT3_R CACGGCCCCCATTCCCACAT *°
JAK2_F TTTGAAGACAGGGACCCTACACAG

JAK2_R TCATAGCGGCACATCTCCACA °2
NFKB1_F ACCTGGAGCAAGCCATTAGC

NFKB1_R CGGACCGCATTCAAGTCATA >
IL-1B_F CATCAGCACCTCTCAAGCAGA

IL-1B_R CATTCTCGACAAGGGGGCTC *
IL-2 F GCCCAAGCAGGCCACAGAATTGA

IL-2_ R CCACCACAGTTGCTGGCTCATC ®
IL-4_F CAGAAAAAGGGACTCCATGCACCG

IL-4_R TTGCGAAGCACCCTGGAAGCC %
IL-5_F GAGGGGGCACTGTGGAAATA

IL-5 R ACTCATCACGCCAAGGAACT >
IL-6_F TCTCTCCGCAAGAGACTTCC

IL-6_R TCTTGGTCCTTAGCCACTCC ®0
IL-10 F TCCCAGTCAGCCAGACCCACA

IL-10_R AATCGATGACAGCGTCGCAGC ®
IL-13_F CCTGGAATCCCTGACCAACA

IL-13_R GCCATAGCGGAAAAGTTGCT >
IL-23R_F AAAGGAGGTTGATAGAGGGT

IL-23R_R TCTTAGTAGATCCATTTGTCCC >
18S_F* GAATTCCCAGTAAGTGCGGGTCATA 65
18S_R* CGAGGGCCTCACTAAACCATC
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F (forward), R (reverse) primerleri simgelemektedir.

* Kontrol amach kullanilan (normalizasyon) primerler.

Tablo 3. PZR karisimi

Bilesenler Hacim (ul) Son Konsantrasyon
10X PZR amplifikasyon tamponu 2 1X

MgCl, (25 mM) 15 1,875 mM
Forward Primer (10 uM) 1,5 0,75 uM
Reverse Primer (10 uM) 15 0,75 uM
dNTP karisimi (10 mM) 0,75 0,375 mM
cDNA 15 2 ng/pl

Ultra Saf Su 10,75

Hot Start Tag DNA polimeraz (5 U/pl) 0,5 25U
Toplam Hacim 20

Tablo 4. PZR kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Sire
On Denatiirasyon 95 5 dk
Denaturasyon 95 30 sn
Yapisma 35 dongi 55-68 1dk
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 5 dk

2.4.2. MC Marmelatinin Genlerin Translasyonel ifade Dizeylerine Etkilerinin

Belirlenmesi

2.4.2.1. Kolon Total Protein Ekstraksiyonu-Ornek Hazirlanmasi

Kolon dokusundan total protein ekstraksiyonu gerceklestirildi. Bunun icin derin
dondurucudan cikarilan kolon dokulart 6nceden sogultulmus (-80°C) havan ve tokmaklar
kullanilarak sivi azot icinde iyice dégutildi. Ependorf tliplere aseton icerisinde %10 TCA ve
20 mM DTT iceren ¢oktiirme cozeltisi eklenip, daralar alindi. Ogutilmis doku sogutulmus
steril spatula yardimi ile yaklasik 100 mg olacak sekilde tuplere eklendi ve karistirildi. Tupler

buz Gzerinde 1 saat inkiibe edildikten sonra 12.500 rpm’de 20 dk santrifilj edildi. Santrifiigat
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atilarak elde edilen ¢okelek 7 M Ure, 2 M tiyolre, %2 CHAPS, 1 tablet proteaz inhibitdri ve 2
mM DTT iceren solubilizasyon tamponunda ¢oziildii. izole edilen proteinler -20°C'ye
kaldinldi. (Sekil 13).

Sekil 13. Kolon dokularindan protein ekstraksiyonu

2.4.2.2. Bisinsonik Asit ile Protein Tayini

Kolon dokusundan izole edilen proteinlerin protein miktar tayini yapildi. Protein tayini igin
gerekli olan Bisingonik Asit Soltisyonu (BCA), Mikro BCA Reaktif A (0,65 M sodyum karbonat
monohidrat ve 0.65 M sodyum potasyum tartarat hazirlanip, pH 11,25'e 10 N sodyum
birkarbonat ile titre edilir), Mikro BCA Reaktif B (0,1 M bisinsonik asit suda c¢ozilerek
hazirlanir) ve Mikro BCA Reaktif C (0,015 M bakir silfat) 25:1:1 oraninda karistirnlarak
hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara 0,1 ml seyreltilmis érnek (10X-25X) veya standard protein
solisyonu (sigir serum albimin) ve 0,1 ml BCA solisyonu eklenerek karistinidi. 15 dk
60°C’de inkube edildi ve 590 nm’de Eliza okuyucuda (Thermo Multiskan Go) olguldi. (Sekil
14).
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Sekil 14. BCA ile protein miktar tayini

2.4.2.3. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAJE) ve Western Blot

Kolon dokusundan izole edilen proteinler Laemmli (1970)'de belirtildigi gibi dikey
elektroforez teknigi uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yontemi ile
aynistirildi ve protein profilleri elde edildi. Proteinlere 6zgi spesifik antikorlar kullanilarak

Western Blot teknigi ile protein diizeyleri immunolojik olarak tayin edildi.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE), iyonik deterjan sodyum dodesil silfat (SDS)
varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan Kkesintili bir tampon sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Ayristirici ve sikistirici jel sollisyonlari Tablo 5'te belirtildigi gibi

verilen miktarlar ve verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce karistirilarak hazirlandi.

Tablo 5. SDS-PAJE ayristirici ve sikistirici jellerin formulasyonlari

Stok Cozeltiler Aynistirici Jel (%8,5) Sikistirici Jel (%4)
Jel Cozeltisi(ml) 8,5 15

Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirici Jel Tamponu 7,5

Sikistirici Jel Tamponu - 2,5

%310 SDS (ml) 04 0,16

%210 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandvicinin hazirlanmasi ile Hoefer MiniVe entegre dikey
elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 15). Elektroforetik ayristirma sistemi
Thermo EC1000-90 giic kaynagina baglandi. izleme boyasi tabana ulastiyi zaman giic
kaynagi kapatildi. Elektroforez tamamlaninca, jel sandvigten cikarilarak Western blot analizi
[Kyhse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) tarafindan tanimlandigi gibi] igin
elektroforezi takiben transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) icersinde
10 dk sureyle sabit hizli bir calkalayicida inkiibasyona birakildi. Elektroforetik transfer Hoefer
MiniVe elektrotransfer sistemi ile yapildi. MiniVe Blotter'in katot (siyah) kismi alta gelecek
sekilde sistem kurulmaya bagslanir. En alta singer konuldu, bunun Uzerine 6nceden
nemlendiriimis Whatman # 1 filtre kadidi yerlestirildi ve hava kabarciklarini gidermek
amaclyla sistemden c¢ikan roller (silindir) Gzerinde yuvarlandi. Jelin Gzerine nitroseliloz
membran da dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Daha sonra membran tizerine énceden islatiimis
baska bir Whatman # 1 filtre kagidi yerlestirildi ve en Uste tekrar stinger yerlestirilip sandvic
tamamlandi. Hava kabarciklarindan tamamen kurtulmak icin membrani kendi pozisyonunda

sabit tutarken roller (silindir) nazikge Uzerinde yuvarlandi. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra
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sistem kapatildi ve tankin icine katot kismi arkaya gelecek sekilde yerlestirildi. Sistem
tizerine 300-350 ml transfer tamponu kondu ve Uzerine 1-1,2 L distile su eklenerek tank
dolduruldu.

o\

Sekil 15. izole edilen proteinlerin SDS-PAJE'de yiiritilmesi

Elektroforetik transfer sistemi Thermo EC1000-90 model gii¢ kaynagina baglanip, 90 V,
500 mA'de 90 dk transfer gerceklestirildi. (Sekil 16).

Sekil 16. izole edilen proteinlerin jelden membrana elektroforetik transferi (Western blot)
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Sire sonunda guc kaynagi kapatildi. Transfer tamamlandiktan sonra Uzerinde transfer
edilmis proteinleri barindiran membran elde edildi. Membran, protein iceren yiizeyi Ulste
gelecek sekilde kigtk plastik bir kabin icine yerlestirilerek 1 saat siireyle bloklama c¢o6zeltisi
(TBST icinde yagsiz %5’lik sut tozu) ile ¢alkalayici inkiibatdrde inkibe edilidi. Sire sonunda
membran 0Once bloklama c¢ozeltisi icinde hazirlanan primer antikorlar ve daha sonra
isaretleyici enzim-horseradish peroksidaz (anti-rabbit/anti-mouse 1gG-HRP konjugati) ile
bagh olan ikincil antikorlarla inkilbe edildi. isaretleme oda sicakliginda 1 saat yapildiktan
sonra, ECL coOzeltisi kullanilarak kemiliminesans reaksiyonu baglatildi ve 0zgin primer
bantlar kemiliminesansa duyarli film kullanilarak belirlendi (Sekil 17).

Sekil 17. Elektroforetik transfer sonucu membranin antikorlarla isaretlenmesi

2.5. Diagnostik (Sitotoksik) Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

2.5.1. Serum Aminotransferazlarin Tayini (AST ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957) metodu ile
tanimlandi§i Uzere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin spektrofotometrik olarak 6lcimui ile tayin
edildi. 0,2 ml serum 1 ml AST substrati ile 37°C’de bir saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda ortama renk reaktifi olan alkali dinitrofenilhidrazin eklendi ve oda sicakliginda 20 dk
bekletildi. Son olarak reaksiyon tuplerine 0,4 N NaOH eklenerek oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edilip olusan renk 505 nm'de kore karsi okundu. Standard egriden elde edilen egimin

kullaniimasi ile enzim aktiviteleri hesaplandi.

2.5.2. Serum Aminotransferazlarin Tayini (AST ve ALT)

LDH o6lcimi Kubowitz ve Ott (1943) tarafindan tanimlanmis metodunun Wroblewski ve

LaDue (1955) tarafindan optimize edilmis olan spektrofotometrik metot ile yapildi. LDH
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aktivite tayini, piruvatin laktata indirgenmesinin spektrofotometrik olarak 340 nm’de kinetik
takibi ile dlgiimine dayanir. 0,1 M fosfat tamponu pH 7,5 ve 0,05 ml serum iceren dlgcim
tiipuine 0,5 mM NADH eklenip, oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 0,1
M Na-piruvat eklenip karistinldi ve spektofotometre kivetine transfer edildi. Absorbans
degisimi spektrofotometrede 340 nm'de 3 dk boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde

edilen dakikada absorbans degisimleri kullanilarak asagidaki formil ile hesaplandi:
Serum LDH aktivitesi (Unite/L) = [OD340/dk x DF]/ [0.001 x 0.05 x | (cm)]

2.6. istatistiksel Analizler

Elde edilen sonuclar her biri veri icin Ortalama * Standart Hata olarak ifade edildi. Farkli
gruplar icinde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini analiz etmek igin Varyans
Analizi (Tek Yonli Anova-Tukey) ve parametrik olmayan veriler igin ise Mann-Whitney U

testleri uygulandi. istatistiksel hesaplamalar SPSS 15.0 programinda analiz edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Enjeksiyon Asamasi-in vivo Hayvan Calismalari

Enjeksiyon isleminde kullanilan deneklerle ilgili bilgiler Tablo 6'da verilmistir.
Tablo 6. Denek bilgileri

Grup Sican Sayisi | Sican Gruplari \{Ucut Agirhgr (gr)
Deney Oncesi | Deney Sonrasi
NK1 254 259
NK2 266 264
NK3 259 261
Normal-Kontrol ! NK4 257 255
NK5 204 204
NK6 203 204
NK7 201 206
HK1 223 232
HK2 225 226
HK3 216 214
Hasta-Kontrol v HK4 221 222
HKS5 231 243
HK6 235 242
HK7 232 237
H1 276 266
H2 268 242
H3 215 200
Hasta 7 H4 217 201
H5 210 194
H6 206 198
H7 207 196
T1 198 212
T2 208 216
T3 251 255
Tedavi 7 T4 270 280
T5 228 238
T6 257 275
T7 253 269
TPK1 282 292
TPK2 239 237
Tedavi-Pozitif TPKS 243 250
Kontrol 7 TPK4 242 245
TPK5 278 287
TPK6 259 292
TPK7 256 262

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set él¢ciimiin ortalamasidir.
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3.2. Serum Aminotransferazlarin Tayini (AST ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957) metodu ile
tanimlandi§i Uzere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin spektrofotometrik olarak olcimu ile tayin
edildi (Tablo 7 ve Sekil 18, 19).

Tablo 7. AST-ALT aktiviteleri

Enzim Aktivitesi (Unite/L)
Sican Kodu
AST (Ortalama) ALT (Ortalama)
NK1 29,32 35,13
NK2 39,32 30,09
NK3 37,38 35,76
NK4 34,93 34,32
NK5 38,85 22,77
NK6 36,25 28,15
NK7 38,52 27,69
HK1 80,03 87,39
HK2 84,45 89,16
HK3 83,34 84,17
HK4 83,35 83,73
HK5 83,53 85,14
HK6 83,48 85,75
HK7 82,78 86,25
H1 82,65 86,12
H2 83,46 82,71
H3 88,53 84,35
H4 87,43 86,49
H5 86,25 85,65
H6 87,02 84,78
H7 86,29 86,03
T1 24,53 20,52
T2 27,61 22,59
T3 20,29 22,16
T4 22,98 24,34
15 27,12 23,13
T6 25,85 24,53
T7 26,86 24,29
TPK1 37,25 30,01
TPK2 33,46 32,61
TPK3 36,26 35,25
TPK4 38,89 38,07
TPK5 37,53 36,49
TPK6 39,21 37,92
TPK7 38,02 35,23

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6lcimun ortalamasidir.

AST Aktivitesi
100
o 80 -
o,
2 g f
3 F
2
3 I
HK H T TPK
Gruplar




Sekil 18. AST aktivitesi

ALT Aktivitesi

100
— 80
—
—
2 60
-
z2 %
x
< 20 *

0

NK HK H T TPK
Gruplar

Sekil 19. ALT aktivitesi

3.3. Serum Laktat Dehidrogenaz Tayini (LDH)

LDH olcimi Kubowitz ve Ott (1943) tarafindan tanimlanmis metodunun Wroblewski ve
LaDue (1955) tarafindan optimize edilmis olan spektrofotometrik metot ile tayin edildi (Tablo
8, Sekil 20).

Tablo 8. LDH aktivitesi

Sican Kodu | Enzim Aktivitesi (Unite/L)
NK1 598,32
NK2 623,02
NK3 580,78
NK4 625,22
NK5 589,94
NK6 636,28
NK7 605,09
HK1 1405,59
HK2 1322,08
HK3 1469,01
HK4 1521,83
HK5 1600,19
HK6 1608,49
HK7 1598,24

H1 1526,20
H2 1525,34
H3 1718,22
H4 1443,23
H5 1478,12
H6 1502,11
H7 1419,11
T1 524,53
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T2 627,81
T3 620,12
T4 622,23
T5 627,15
T6 625,17
T7 626,09
TPK1 537,12
TPK2 633,47
TPK3 536,23
TPK4 538,92
TPKS5 637,56
TPK6 639,23
TPK7 538,88

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6lgcimiin ortalamasidir.

1800,0 1 LDH Aktivitesi

1600,0 o
1400,0
1200,0 o

1000,0 1

Aktivite (UfL)

800,0 A

600,0

400,0 A

200,0 1

0,0 4
0 NK HK H T TPK

Aktivite| 608,37 1503,63 1516,04 610,44 580,2

Sekil 20. LDH aktivitesi

3.4. Histopatolojik Analizler




Sekil 21. Normal kontrol grubuna ait kolon kesiti. (H&E boyamasi, X100)

Sekil 22. Hasta kontrol grubuna ait kolon kesiti. Hasta kontrol grubu mukoza ve
submukozasinda yogun inflamatuar hicre infiltrasyonu (% ; infiltrasyon alanlari, ; kripta
kaybi). (H&E boyamasi, X100)




Sekil 23. Kolit (hasta) grubuna ait kolon kesiti. Kolit grubu mukoza ve submukozasinda
yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu ( ; infiltrasyon alanlari, ; kripta kaybi). (H&E
boyamasi, X100)
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Sekil 24. Tedavi grubuna ait kolon kesiti. Mukozanin lamina propria tabakasinda infiltrasyon

alanlarin azalisi ve kolit grubuna gore daha az gorulen kripta kaybi ( #; infiltrasyon alanlari,
; kripta kaybi). (H&E boyamasi, X100)




Sekil 25. Tedavi pozitif kontrol grubuna ait kolon kesiti. Mukozanin lamina propria
tabakasinda infiltrasyon alanlarin azalisi ve kolit (hasta) grubuna gére daha az gorilen krigéa
kaybi ( ; infiltrasyon alanlart, ; kripta kaybi). (H&E boyamasi, X100)

3.5. MC Marmelatinin Enzim Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

3.5.1. mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi: RT-PZR

UK patogenezinde rol aldigi bilinen genlere [IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17,
MMP9, TNFa, TIMP1, STAT1, STAT3, JAK2, NF-kB1, IL-1f, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
13 ve IL-23R] ait mRNA ekspresyonlarinda meydana gelen degisikler ile ilgili sonuclar

asagida belirtiimektedir.

IFN-y (mRNA)

180
160 *
140
120
100
20
a a
60
40
20
0
NEK HEK H T TPK

Sekil 26. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda IFN-y mRNA seviyesine

Rékatif IFN-y/185

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farklilik gbsteren 6rneklerdir.

CARD15 (mRNA)
140 - . -

120 +
E a| a
HK H T TPK

Rolatif CARD15/185




Sekil 27. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda CARD15 mRNA
seviyesine etkisi. Sonuglar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05
diizeyinde kontrol grubundan anlamh olarak farklilik gosteren orneklerdir. (a) p < .05
dizeyinde hasta grubundan anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.

180 _GATA3 (m RNA)
160
140
120
100

80

o

NK

Sekil 28. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda GATA3 mRNA seviyesine

Ribitif GATA3/18S
2

8 8

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

TNFa (mRNA)
160

140
120
100
20
40

2
o

Rolatif TNFx /185
E
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Sekil 29. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda TNFa mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

TIMP1 (mRNA)

* *
160
140
120
100
a0 a
a
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NK HK H T TPK

Sekil 30. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda TIMP1 mRNA seviyesine

RG latif TIMP1/185

8 & 8

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

STAT1 (mRNA)

180
160
140
120
100
d
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Rolatif STAT1/18S
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Sekil 31. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda STAT1 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farklilik gdsteren 6rneklerdir.

o - _STAT3 (mRNA)

140 +
120 +
F a
i ‘ a
HK H T TPK

NK

Riktif STAT3/185

Sekil 32. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda STAT3 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

JAK2 (mRNA)
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Rolatif MK2/18S




Sekil 33. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda JAK2 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

NF-kB1 (mRNA)
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Réhtif NF-kB1/18S

Sekil 34. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda NF-kB1 mRNA
seviyesine etkisi. Sonugclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05
dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gosteren orneklerdir. (a) p < .05

dizeyinde hasta grubundan anlaml olarak farklilk gésteren érneklerdir.

. _IL-1B (MRNA)
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Sekil 35. MC marmelatinin UK olusturulan sigcan kolon dokularinda IL-13 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

IL-2 (mRNA)
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Sekil 36. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda IL-2 mRNA seviyesine

Rktif IL-2/185

o B88828

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.

IL-10 (mRNA)
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Sekil 37. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda IL-10 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta
grubundan anlamli olarak farklilik gbsteren 6rneklerdir.

IL-23R (mRNA)
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Sekil 38. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda IL-23R mRNA seviyesine

Rélatif IL-23R/185

o B 88388

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

CCL17 (mRNA)
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Sekil 39. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda CCL17 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farklilik gbsteren 6rneklerdir.

200 MMP9 (mRNA)
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Sekil 40. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda MMP9 mRNA seviyesine

Rilatif MMPOf185

85238

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

IL-4 (mRNA)
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Sekil 41. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda IL-4 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dlzeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 diizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.
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Sekil 42. MC marmelatinin UK olusturulan sigan kolon dokularinda IL-5 mRNA seviyesine

RG latif IL-5/185
2

=

etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 43. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda IL-6 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 diizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farklilik gbsteren 6rneklerdir.
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Sekil 44. MC marmelatinin UK olusturulan sican kolon dokularinda IL-13 mRNA seviyesine
etkisi. Sonuclar 18S ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100 alindi. (*) p < .05 dizeyinde
kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir. (a) p < .05 dizeyinde hasta

grubundan anlamli olarak farkhlik gosteren drneklerdir.

MRNA ekspresyon calismalarindan elde edilen sonuclar asagidaki Tablo 9'da toplu

halde verilmektedir.

Tablo 9. mRNA ekspresyon analizleri sonucu elde edilen degerler

NK HK H Normal Kontrole T TPK Hastaya Gore
Enzim Gore Degisim Degisim
(Ort = SS) (Ort = SS) (Ort = SS) (Hastada) (Ort = SS) (Ort = SS) (Tedavide)
IFN-y 100+ 3 150,79+ 4 150,89 + 6 2,27x 1 56,37 +5 56,13 £ 2 1,77x 1
CARD15 100 + 4 124,81+ 4 124,62 £ 5 1,55x 1 87,80 £ 2 81,76 +3 1,14x |
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GATA3 100+ 6 148,81+ 9 149,97 + 6 2,23x 1 78,78 £ 8 66,24 + 4 1,27x |
CCL17 100 £ 6 220,23+ 4 223,05+5 4,91x 1 63,04 £4 59,937 1,58x |
MMP9 100+ 3 169,73+ 1 172,23+ 4 2,92x 1 61,81 +2 61,28 +£2 1,65x |
TNFa 100+ 5 136,54 £ 6 141,27+ 4 1,92x 1 63,84 £7 65,10 £5 1,57x |
TIMP1 100+ 3 156,34 £ 5 155,22+ 4 2,43x 1 61,817 61,28 £2 1,61x |
STAT1 100+ 2 157,43 +5 158,22 + 4 2,49x 1 77,00 3 67,00 £ 6 1,30x |
STAT3 100+ 4 142,39+ 3 143,035 2,03x 1 76,58 £5 72,87 %3 1,30x |
JAK2 100+ 3 12197 +5 121,16 £5 1,48x 1 75,46 £ 5 73,74 £3 1,32x |
NF-kB1 100+ 3 134,34+ 2 138,48 +5 1,86x 1 65,55+ 4 53,44 +7 1,52x |
IL-18 100 £5 178,17+8 183,24 £5 3,26x 1 62,64 £7 56,46 + 3 1,60x |
IL-2 100+ 2 171,93+ 4 172,32+ 3 2,96x 1 83,72+3 7555+5 1,20x |
IL-4 1007 157,08 £ 8 158,11+ 3 2,48x 1 65,53 £5 66,55 + 6 1,53x |
IL-5 100+ 2 142,67 £ 4 147,43 +£3 2,10x 1 64,24 £ 3 64,99 £5 1,56x |
IL-6 100+ 2 151,345 157,58 £ 4 2,38x 1 75,16 £ 3 77,17+6 1,33x |
IL-10 100 + 6 160,07 £ 4 160,81+ 8 2,57x 1 87,747 80,98 +5 1,14x |
IL-13 100+ 2 139,86 £ 4 145,16 £ 5 2,03x 1 72,74 £ 6 72,14+ 4 1,37x 1
IL-23R 100+ 3 152,41 +5 154,60 + 6 2,35x 1 88,55+ 3 92,46 +4 1,13x |

NK: Normal Kontrol; HK: Hasta Kontrol; H: Hasta; T: Tedavi; TPK:

3.5.2. Protein Diuzeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Proje sureci devam ederken déviz kurunda meydana gelen asiri yikselme ve proje
biitcesine ait olanaklarinin kisitli olmasindan dolayi proje 6nerisinde teklif edilen antikorlarin
tamami temin edilememistir. Bu baglamda, transkript dizeyinde anlamli degisiklik gosteren
genlerden bazilari
uygulanarak analiz edilebildi. Bu genler segilirken 6nemli dizeyde indiklenme/degisim
gosteren genler calisildi. Tum 6rneklerin gérinti analizleri Scion Image (Versiyon Beta,

4.0.2) yazimi kullanilarak gerceklestirildi. ic standart olarak 18S geni kullanildi. Sonuglar

Tablo 10 ve Sekil 45'te toplu halde verilmektedir.
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Tedavi Pozitif Kontrol

(en cok artis goOsteren) protein dizeyinde Western blot teknigi




IL-18

IFN-y

IL-2
MMP9
IL-4
STAT1
CCL17

18S

Sekil 45. Western blot gortntileri (Kuyu 1: NK, kuyu 2: HK, kuyu 3: H, kuyu 4: T, kuyu 5:
TPK)

Tablo 10. Blotlarin géruntt analizleri sonucu elde edilen degerler

NK HK H Normal Kontrole T TPK Hastaya Gore
Enzim Gore Degisim Degisim
(Ort  SS) (Ort £ SS) (Ort + SS) (Hastada) (Ort = SS) (Ort  SS) (Tedavide)
IFN-y 100+ 7 201,03+9 197,97 £ 8 1,98x 1 103,43 %5 97,306 1,91x |
CCL17 100+ 8 555,08 + 11 549,15+ 9 5,50x 1 170,21+ 6 117,42 =7 3,22x |
MMP9 100+ 6 256,90 + 10 305,51 + 6 3,06x 1 186,25+ 4 143,70 9 1,64x |
TNFa 100+ 4 143,58 £ 9 146,00 =+ 8 1,46x 1 111,11 +7 107,30+ 8 1,31x |
STAT1 100+ 8 216,00 + 5 208,24 + 6 2,08x 1 135,43+ 3 122,70 + 8 1,53x |
IL-18 100 + 4 282,07 +8 316,50 + 13 3,16x 1 113,60+ 7 158,92 + 4 2,78x |
IL-2 100 + 6 250,42 + 4 248,69 + 7 2,49x 1 155,60 + 8 157,90 + 9 1,60x |
IL-4 100+ 8 220,83 +8 204,86 = 10 2,05x 1 117,66 £5 103,27 +7 1,74x |
IL-10 100 £ 5 227,10 + 10 240,90 +5 2,40x 1 92,117 120,70 + 8 2,62x |

*Sadece resmedilen degil tiim 6rneklerin ortalama degerleridir.
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4. TARTISMA

Ulseratif kolit (UK)'in patogenezinde giris bélimiinde de anlatildi§i gibi genetik, cevresel
ve ozellikle immunolojik faktorlerin dnemli roll oldugu disinulmektedir. Bu nedenle immiino-
inflamatuar yollari hedefleyen ilaglar son 15 yildan beri UK tedavisinde kullaniimaktadir. Bu
amacla bircok yeni ilac gelistiriimis olmakla birlikte, halen giniimuzde UK tedavisinde en ¢ok
kullanilan ilaglar aminosalisilatlar ve kortikosteroidlerdir. Bununla birlikte, hastaligin
tedavisinde bitkilere dayali alternatif tedaviler de halk arasinda fazlaca kullaniimaktadir.
Ulseratif kolit modelinin deneysel olarak sicanlarda kolayca olusturulabilmesi, bu hastaligin
tedavisinde degisik ajanlarin arastirilmasina olanak saglamistir. Ulkemizde, Momordica
charantia (MC) bitkisi bu hastaligin tedavisinde ve yan etkilerinin azaltilmasi icin ¢ok fazla
kullaniimaktadir. Bu calismada halk arasinda siklikla kullanilan ve bu hastaligin tedavisi icin
umut vaat edebilecek MC’nin TNBS (Trinitrobenzen siilfonik asit) uyarimhi UK modelinde
terapotik etkisinin - molekiler mekanizmalari calisildi. TNBS uyarimli kolit modelinin
calismalardaki en faydal yonleri, gelisen inflamasyonun iBH'daki inflamasyona benzerligi,
sitokin sekresyonuna neden olmasi ve imminoterapiye uygun olmasidir (Neurath vd., 1996;
McCafferty vd., 1999; Stallmach vd., 1999; Altiok, 2009).

UK’in en belirgin belirtileri kanh ishal ve kramp tarzinda karin agrilaridir. Orta diizey UK
hastalarinda kanamalar artar ve ates, halsizlik, istahsizlik gibi sistemik belirtiler ortaya
cikarken, ciddi UK hastalarinda ise kanli-mukuslu ishaller ve beden agirliginin %10'undan
daha fazla kilo kaybi da tabloya ilave olur (Bliss ve Sawchuk, 1999). TNBS uyarimh kolit
modelinde, insan UK’ine benzer olarak viicut agirhginda degisimler ve kilo kayiplari meydana
geldigi bilinmektedir (Karaboga, 2015). Yaptigimiz calismada da literatire uygun olarak
TNBS uyarimh deneysel kolit (hasta) grubunda kontrol grubuna kiyasla vicut agirhk

ortalamalarinda anlamli bir azalmanin oldugu gdézlenmistir.

MC zeytinyagli marmelatinin serum transaminazlar (AST ve ALT) ve LDH Ulzerine etkileri
Tablo 7 ve Tablo 8'de verilmistir. Kontrol ve hasta grubu hayvanlarin ortalama transaminaz
(ALT ve AST) ve LDH degerleri arasinda onemli farkliliklar gézlendi. Transaminaz enzim
dizeyindeki dususler genellikle 6nemsizdir. Bu enzimlerin dizeylerinde bir artis
g6zlenmemis olmasi (tedavi grubunda) bu enzimlerin yaygin olarak bulunduklari 6zellikle
eritrosit, kalp kasi, karaciger ve akciger gibi dokularda herhangi bir doku harabiyeti olmadigi
anlamina gelmektedir. Ozellikle akut hepatik hasar gostergesi olan ALT'de artis meydana
gelmemis olmasi nedeni ile (tedavi grubunda) kullanilan MC dozunun akut ya da kronik

toksisite olusturmadigini géstermektedir.
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Cahsmamizda H&E boyanmis kontrol grubu kolon dokularinin normal histolojik yapiya
sahip olduklari gozlenirken (Sekil 21), kolit (hasta) ve kolit kontrol (hasta kontrol) grubunda
yaygin inflamasyon alanlarinin bulunmasi ve kripta yapilarinin dzelliklerini kaybetmesi gibi
histopatolojik degisiklikler farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda elde edilen
mikroskobik bulgularla benzerlik géstermektedir (Yamamoto vd., 2000; Santiago vd., 2007;
Okayasu, 2012; Luo vd., 2018). Calismamizda kolit ve kolit kontrol gruplari ile kudret nari
ekstraktl (ve prednisolon) uygulanan tedavi grubumuz karsilastinidiginda inflamatuar hticre
infiltrasyon alanlarinda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 22-25). ilhan vd. (2015),
yapmis olduklarn calismada M. charantia'nin anti-inflamatuar etkisinin ratlarin agiz
mukozasinda olusturulan yaralarin iyilesmesinde hizlandirici bir etkiye sahip olabilecegdini
belirtmislerdir. Ayrica M. charantia'nin koruyucu etkisi Uzerine yapilan arastirmalarda
(Ozbaklg-Dengiz ve Gdirsan, 2005; Raish vd., 2018) gastrik ulser olusturulan ratlarda;
mukozal hasarda, Ulser alaninda, 6dem ve I6kosit infiltrasyonunda azalma oldugu ve ortadan

kalktig ifade edilmistir. Bu yonuyle yapilan ¢alismalar bizim ¢calismamizi desteklemektedir.

Bu calismada inflamasyon/sitokin/kemokin/apoptoz/T hiicre aktivasyonu ile iliskili genleri
sectik. Bunlar; IFN-y, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17, MMP9, TNFa, TIMP1, STATL,
STAT3, JAK2, NF-kB1, IL-1fB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve IL-23R’dir. 18S geni
normalizasyon icin segilmistir. incelendiginde bu genlerin Uk patogenezi ile bir sekilde ilgili
oldugu gorulmektedir. Bu genlerin proje ile ilgi ve 6nemini agmak ve yorumlamalar
getirebilmek icin, dncelikle kisa kisa teorik bilgiler ele alinarak yapilan degerlendirmeler

asagida verilmistir.

NF-kB, DNA transkripsiyonu, sitokin tretimi ve hicre canlihdini kontrol eden bir protein
kompleksidir (Gilmore, 2006). Hemen hemen tim hayvan hucre tiplerinde bulunur ve stres
gibi bircok uyaranlara karsi hicresel tepkileri diuzenlemede gérev almaktadir. NF-kB,
immunite ve inflamasyon ile iliskili cok sayida genin transkripsiyonunun regtle edilmesinde
kritik rol oynayan bir niukleer transkripsiyon faktéridir (Blackwell ve Christman, 1997).
Literatirde IBH patogenezinde NF-kB'nin ehemmiyetini vurgulayan deneysel calismalar
mevcuttur ve giderek te artmaktadir (Schreiber vd., 1998; Garcia-Mediavilla vd., 2007). Bu
calismamizda NF-kB UK modelinde yaklasik 1,86x artis gostermistir (Sekil 34).

Hicresel bagisiklik yanitlari, sitokinler olarak adlandirilan protein ve glikoprotein
yapisindaki maddeler tarafindan dizenlenir. Sitokinler; inflamasyonun baslamasi,
dizenlenmesi ve immin yanit olusturulmasinda 6nemli molekillerdir. Normal kolon
homeostazisi icin kolonik mukozada anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar sitokinlerin dengede

olmasi gerekmektedir. UK'de meydana gelen immiin hiperaktivasyonla bu denge Thi lehine
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bozulur (Williams vd., 1990). inflamatuar yanitta Th1 hiicreleri abartili olarak artar, pro-
inflamatuar sitokinleri (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IFN-y) salgilarken, Th2 hcreleri
anti-inflamatuar sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-11, IL-13) salgilar (Demir, 2011). UK'te IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 gibi Th2 tipi sitokinler Th1 tipi sitokinlerden daha fazla salgilanarak B lenfositlerin
asir miktarda 1gG salgilamasini saglarlar (Itoh ve Strong, 2001; Ozkan, 2003). Mullin vd.
(1993), UK'li vakalarda Th2 lenfositleri tarafindan salinan IL-4 ve IL-10 tip sitokinlerin doku
konsantrasyonlarinin yiksek oldugunu belirtmistir (Oktar ve Alican, 2000). Aktif makrofajlar
tarafindan salinan IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin UK ve deneysel kolit modellerinde
inflamasyonlu dokuda miktarca artti§i da bilinmektedir (Hyams vd., 1993; Youngman vd.,
1993; Oktar ve Alican, 2000). Funakoshi vd. (1998), yaptiklari ¢alismada; kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, UK'li hastalarda IL-1B, IL-6 ve TNFa ekspresyonlarinin artisini
gostermislerdir (Funakashi vd., 1998). Benzer bir sekilde diger ¢alismalarda da TNF-a, IL-13
ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin seviyelerinin iBH'da yiikseldigi ve inflamasyonun
siddeti ile bu sitokinlerin seviyelerinin dogru orantili oldugu gosterilmistir (Strober ve Fuss,
2011; Yang vd., 2014). Thl yaniti hiicresel immdnite ile iligkili olarak IL-2, IFN-y ve TNFa
sentezini arttirir. Himoral immunitede ise Th2 uyarisiyla IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13
salgilanir. Simpson vd. (1998), calismalarinda Thl lenfositleri tarafindan salgilanan IFN-y
gibi sitokinlerin kolit patogenezinde yer aldigini gostermislerdir. Literatiirde yer alan
sonuglara paralel olarak, ¢calismamizda da, kolit (hasta) grubunda kolonik IL-1(3, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-10 ve IL-13 ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla ytksek bulunmustur (Sekil
35-37, 41-43 ve 45).

GATA3, Th2 hucreleri tarafindan ekspres edilen bir transkripsiyon faktorudir (Galvez,
2014). T lenfositler (Ting vd., 1996), adipoz doku (Tong vd., 2000), bébrek (Grote vd., 2006),
sempatik sinir sistemini (Tsarovina vd., 2004) iceren pek¢ok doku ve hicre tipinde hiicre
proliferasyonu, gelisimi ve farklilasmasinda énemli rol oynar (Liu vd., 2012). IL-4 uyariimasi
GATAS transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve Th2 tipi hicreler gelisir. GATA3, Th2
farklilasmasinda kritik bir Gneme sahiptir (Yoh vd., 2003). Ohtani vd. (2010), IL-4 ve onun
sinyal molekulii GATA3'in UK’in patogenezine katildigini gostermistir. Bu calismamizda da,

kolit (hasta) grubunda GATA3 geni anlamli artis gostermistir (Sekil 28).

TNFa geni, TNF siuper ailesine ait olan ¢ok fonksiyonlu bir pro-inflamatuar sitokini kodlar.
Bu sitokin 6zellikle makrofajlar tarafindan salgilanir. Bu sitokin hiicre ¢ogalmasi, farklilasma,
apoptoz ve lipid metabolizmasi dahil birgcok biyolojik sirecin diizenlenmesinde yer alir.
Konagin viral, bakteriyel ve parazitik enfeksiyonlara normal cevabinda TNFa 6nemlidir, fakat
yetersiz veya asirl Uretimi konak icin zararh olmaktadir (Bradley, 2008). Asiri TNFa

ekspresyonu epitelyal bariyere zarar vermekte, epitel hiicrelerinde apoptozisi indiklemekte
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ve kolonik epitelyal hiicrelerden kemokinlerin salgilanmasina sebep olmaktadir (Yang vd.,
2014). iBHda dokuda TNFa ekspresyonu artmaktadir (Kiyici vd., 2006). Zhou vd. (2006),
TNBS uyarimh kolit modelinde kolonik TNFa ekspresyonunun arttigini gostermiglerdir.
IBH'da dogal bag@isiklik immiin sistem hiicreleri ile adaptif bagdisikik immiin sistem
hucrelerinin artan aktivasyonu TNFa, IL-1B ve IL-23/Th17 yolad: sitokinlerinin artmasina
sebep olur (Abraham ve Cho, 2009). Gelisim ve ¢cogalma asamalarinda spesifik sitokinler ve
transkripsiyon faktorlerinin gorev yaptigr Th17'nin stabilizasyonu, IL-23 ile saglanir (Liu vd.,
2009; Zenewicz vd., 2009). 1L-23, aktiflesmis makrofajlar ve dendritik hiicrelerde eksprese
edilmektedir (lwakura ve Ishigame, 2006). IL-23, pro-inflamatuar sitokinlerin kaguk bir
ailesinin tyesidir (Oppmann vd., 2000) ve immun-aracil inflamatuar hastaliklarin birgogunun
patogenezinde hayati rol oynar (Langrish vd., 2005). IL-23, IBH’da majér pro-inflamatuar role
sahiptir (Zenewicz vd., 2009). Yapilan bircok farkli calisma ile, IL-23'iin IBH gelisimi icin
gerekli oldugu gosterilmistir (Kullberg vd., 2006; Yen vd., 2006). UK hastalarinda artmis 1L-23
ekspresyonu Yu vd. (2013), tarafindan gosterilmistir. Zhang vd. (2009), oksazolon uyarimli
deneysel kolit modelinde, serum IL-23 seviyesinde artis tespit etmislerdir. IL-23 eksikliginde,
TNF-a, IFN-y ve IL-6 pro-inflamatuar sitokinlerin seviyesinde énemli diistsler tespit edilmistir
(Kullberg vd., 2006; Yen vd., 2006; Zenewicz vd., 2009). Bu sonuca benzer olarak
olusturdugumuz TNBS uyarimli deneysel kolit modelinde, artan IL-23 ekspresyonu ile
beraber kolonik IFN-y, IL-6 ve TNF-a ekspresyonunda da artislar meydana gelmistir (Sekil
26, 29, 38 ve 44).

JAK/STAT (janus kinaz/sinyal doénustirtcli ve transkripsiyon aktivatorti) sinyal yolu
sitokinlerin biyolojik aktivitelerine aracilik eder ve bagisiklik tepkilerinin gelistiriimesi ve
dizenlenmesinde onemlidir (O’'Shea ve Plenge, 2012). JAK/STAT yolunun regulasyonu
pekcok otoimmiin hastalia katki saglar (Benveniste vd., 2014). iBH'da STAT ailesi
Uyelerinin de ekspresyonunun ve aktivasyonunun arttigi gosterilmistir (Nikolaus vd., 1998;
Rogler vd., 1998; Schreiber vd., 1998). STAT proteinleri sitokin ve bilylime faktoru
reseptorlerinin aktivasyonuna cevap olarak JAK tarafindan fosforillenirler (Kihbacher vd.,
2001). Literatirde UK'te STATZ1'in ekspresyonunun ve aktivasyonunun arttigi gorilmastiir
(Schreiber vd., 1997). STAT3 aktivasyonu hayatta kalma, anjiogenez, invazyon ve tumor
gelisiminde etkilidir (Bekalp vd., 2014; Lesina vd., 2014). Bu calismamizda da, TNBS
uyarimli UK modelinde JAK2, STAT1 ve STAT3 gen ifade diizeylerinde anlamli artislar
(1,48x, 2,49x ve 2,03x) kaydedilmistir (Sekil 31-33).

MMP’ler; doku tamirinde, anjiyogenezde, apoptozda, tumér invazyonunda ve
metastazda Onemli rol oynarlar (Rahman vd., 2006). Matriks metalloproteinazlarin

aktivitelerinde meydana gelen kontrolstiz artiglarin ekstraselliler matriks yikimi yoluyla akut
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ve kronik hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi disinilmektedir. In vivo kosullarda, MMP
aktivasyonunun regulasyonunda TIMP’ler 6nemli rol oynarlar. MMP ve onlarin doku
inhibitorleri TIMP arasindaki dengenin bozulmasi invazyonun olusumunda 6nemlidir. TIMP-
1’in MMP inhibisyonu disinda anti-apoptotik etkisi gibi timor olusumunu arttirici etkisi oldugu
gosterilmistir (Fowlkes vd., 2004). TIMP-1'in kolorektal kanserde arttigini gosteren calismalar
da mevcuttur (Moller Sorensen vd., 2008). Bizim ¢alismamizda da, MMP9 ve TIMP1 icin
TNBS uyarimli UK modelinde anlamli artislar (2,92x ve 2,43x) tespit edilmistir (Sekil 30 ve
40).

UK'li vakalarin intestinal dokularinda bazi kemokinlerin anlamh artisi tespit edilmistir
(Heiseke vd., 2012). CCL17, bir CC kemokindir ve timusta ekspres edilir (Ritter vd., 2005).
CCL17, stres, yaralanma veya inflamasyonda upregtlasyon gésterirken (Homey vd., 2007),
UK ve CH gibi iBH'larini iceren otoimmiin rahatsizliklarda da overekspresyonu goériilmektedir
(Kristensen vd., 2006). insanda CCL17’'nin IFN-y ve TNFa uyarimi ile induklendigi
gosterilmistir (Komine vd., 2005). CCL17, proje ¢calismamizda en fazla artis gosteren (4,91x)
gen olmustur (Sekil 39).

IBH ile ilgili oldugu tespit edilen kromozom 16’nin perisentromerik bolgesindeki
NOD2/CARD15 immunite ile ilgili polimorfik bir gendir (Hanauer, 2006). Bu gen, konakg¢inin
adaptif immun yanitinin kontroliinden sorumlu bir proteini kodlamaktadir (Cario, 2005).
Ayrica IL-1, IL-17 ve IL-23 ekseninde yer alan antibakteriyel Ozellikli Th17 hicrelerinin
yapiminda da énemli rol oynamaktadir (Tsianos vd., 2011). NOD2 gen mutasyonu komensal
mikrofloraya karsi tolerans gelisimini engeller, inflamatuar sitokinleri artirir ve kronik
intrasellller enfeksiyona neden olur (Cuthbert vd., 2002). CARD15/NOD2 gen mutasyonunun
CH ve UK ile baglantili oldugu tespit edilmistir (Hugot vd., 2001b; Ogura,vd., 2001b). Yapilan
bu calismada da, kolon CARD15/NOD2 ekspresyonu incelendiginde; kolit (hasta) grubu
CARD15/NOD2 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiksek
bulunmustur (Sekil 27).

Sonug olarak, yapilan calismalar ile IFN-y, CARD15/NOD2, GATAS3, CCL17, MMP9,
TNFa, TIMP1, STAT1, STAT3, JAK2, NF-kB1, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve IL-
23R genleri projenin tedavi protokollerinde takip edilen genler olarak segilmistir. Bu genlerin
tasarlanan primerler ile mRNA ekspresyon dizeylerine bakildi. MC zeytinyagli marmelati
uygulamasi ile secilen hedef genlerin ifade dizeylerinde TNBS uyarimli deneysel kolit
olusturulmus hasta hayvanlara gore degisimlerini dikkatle inceledigimizde énemli degisimler
oldugu gorilmektedir. MC uygulamasi c¢alisilan genlerin tamaminda, gen ifade diizeylerinde

hastaligin olusturdugu etkiler hemen hemen kontrol, yani hasta olmayan hayvan degerlerine
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yaklasacak sekilde dedgistirilmistir. Ayrica bu genlerin bazilarini protein dizeyinde de
(Western blotting) analizini gergeklestirdik. Yapilan ¢calismada mRNA ile protein ekspresyon
dizeyleri arasinda (artis/azalma duzeyleri) 6nemli paralellik bulunmustur. Yapilan rutin
histolojik boyamalar ve immuinokimyasal ¢calismalarla elde edilen veriler, gen ifade diizeyinde
elde ettigimiz sonugclari destekler niteliktedir. Bu veriler 1siginda calistigimiz genlerin UK
patofizyolojisi ile bir sekilde iligkili oldugu gorilmektedir.

Literatiirii detayli olarak inceledigimizde, MC’'nin UK hastali§inin patogenezinde rol alan
genler Uzerine etkisi ile ilgili calismaya rastlanmamistir, ancak MC’nin deri hastaliklarinda,
yaralarda, egzamada, uyuzda, romatizmada, sitmada, adet problemlerinde, seker
hastaliginda, timorlerde, atesli durumlarda ve bagirsak kurtlarina karsi terapétik (tedavi)
amach kulanildigi goérilmektedir (Gurbuz vd., 2000; Scartezzini ve Speroni, 2000; Beloin vd.,
2005; Taylor, 2005; Ullah vd., 2011; Akay ve Kararslan, 2012). Calismamizda TNBS uyarimli
deneysel kolit olusturulmus hayvanlarda MC uygulamasinin incelenen genlerde baskilama

etkisi gostermis olmasi bu bitkinin terap6tik Gnemini vurgulamaktadir.

Gerceklestirilen deneyler ve elde edilen bulgular, uygun dozlarda kullanildiginda kudret
narinin (Momordica charantia) UK igin kullanilabilecek ¢ok 6nemli bir alternatif bitkisel tedavi
etmeni veya alternatif koruyucu ve/veya destek etmeni oldugunu gostermektedir. Ancak

bireysel doz ayarlamasi yapilmasinin sart oldugu da unutulmamahdir.
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5. SONUG

Gunumuzde alternatif tedavi trlnlerine gdsterilen ilgi her gecen giin artmakla, hem halk
sagligr acisindan énem olusturmakta ve hem de ¢ok biuyuk bir ekonomik deger olarak ortaya
cikmaktadir. Ozellikle ulkemizde bitkilerden cesitli yollarla elde edilen ekstreler genel olarak
iyilesmeyi saglamak veya koruyucu amaclar icin gittikce artan bir popdllarite ile
kullaniimaktadir. Ancak halk arasindaki bu preparatlarin dogal ve zararsiz oldugu inancinin
aksine bu preparatlarin es zamanlh olarak gidalar, ¢cevreden alinan kimyasallar veya diger
tibbi ilaclar ile etkileserek hayati tehlike arz eden zararlar olusturmalaridir. Bu nedenle,
alternatif tedaviler icin halk arasinda kullanilan bitkisel preparatlarin detayl bir sekilde
calisilarak yararli ve zararli etkilerinin tanimlanmasi 6nem arz etmektedir. Guniumuzde
kullanilan tedavi yodntemlerinin yetersiz kalmasi ve yan etkiler gostermesi pekcok

arastirmaciyi yeni ¢alismalar konusunda da tesvik etmektedir.

Projemiz kapsaminda yaptigimiz calismalar godstermistir ki; TNBS ile induklenen
deneysel kolit modelinde tedavi amacgh olarak kullanilan Momordica charantia (kudret narr)
zeytinyagh marmelati hastalikla iliskilendirilen genlerin mRNA ekspresyonlari, histolojik
analizleri ve protein seviyelerindeki degisimleri gruplar arasinda karsilastirildijinda elde
edilen sonuclar bu bitkinin Ulseratif kolit hastaliginda iyilestirici etkisinin bulundugunu
gOstermektedir. Tim bu sonuclar Momordica charantia (kudret nari) bitkisinin Ulseratif kolit

hastaligi icin hem dustk maliyetli hem de yan etkilerinin olmamasi ve ayni zamanda kolay
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ulasilabilirligi ve kolay kullanilabilirligi g6z 6nitine alindiginda 6énemli bir alternatif tedavi

etmeni veya alternatif koruyucu oldugunu desteklemektedir.
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inflamatuar bagirsak hastaliklari gastrointestinal sistemin kronik, tekrarlayici inflamatuar
hastaliklaridir. Kronik inflamatuar bagirsak hastaliklarinin, agizdan rektuma kadar butin
sindirim kanalini tutan Crohn Hastaligi (CH) ile sadece kolonu tutan Ulseratif Kolit (UK) olmak
lizere baglica iki tipi vardir. Otoimmiin bir hastalik olarak tedavi edilen UK?in tedavisi anti-
inflamatuar ilaglarla, immunosupresyonla ve immin cevabin 6zgln bilesenlerini hedefleyen
immiinoterapi iledir. Ulkemizde, Momordica charantia (kudret nari) bitkisi bu hastaligin
tedavisinde ve yan etkilerinin azaltiimasi icin halk arasinda ¢ok fazla kullaniimaktadir. Fakat
bu bitkinin iyilestirici etkisinin olup olmadigi ve varsa nasil bu etkiyi gésterdigi hakkinda
bilimsel literatiirde bir bilgi yoktur. Onerilen bu galismada llkemizde geleneksel tedavide
kullanilan ve etki mekanizmasi Uzerine yeteri kadar bilgi bulunmayan kudret narinin (M.
charantia) ulseratif kolit modelinde iyilestirici etkilerinin molekuler yaklagimlar ile
aydinlatiimasi amaglanmistir. Bu kapsamda; projede 6ncelikle Wistar albino si¢canlarda
trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile UK modeli olusturuldu. Deneysel UK olusturulan
siganlara kontrol ile es zamanli olarak M. charantia (MC) intragastrik gavaj ile verilerek
deneysel UK olusumu, iyilesmeler/degisiklikler histolojik boyamalarla tespit edildi. Calisilan
MC?nin etkilerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi icin UK patogenezinde rol aldigi bilinen
genlerin [IFN-?, CARD15/NOD2, GATA3, CCL17, MMP9, TNF?, TIMP1, STAT1, STATS,
JAK2, NF-kB1, 18S (normalizasyon geni), IL-1?, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ve IL-23R]
mRNA ve protein ifade dizeyleri saptandi. Ayrica serum aspartat ve alanin aminotransferaz
ve laktat dehidrogenaz aktivite 6lguimleri ile kudret narinin olasi toksik etkileri arastirildi.
Sonug olarak, bu galismada kudret nari tiketiminin Ulseratif kolit hastaliginda énemli bir
alternatif bitkisel tedavi etmeni olabilecegdi gdsterilmistir.
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