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BARSAK ENFLAMASYONU OLUSTURULAN HUCRE KULTUR
MODELINDE, TIMOKINONUN BiYOLOJIK AKTIVITELERI iLE
METABOLOMIK PROFILLEMESININ ARASTIRILMASI

OZET

Gastrointestinal sistem (GIS), viicutta sindirim iglemini diizenleyen ve besin
maddelerinin emilimini saglayan anatomik ve fonksiyonel bir sistemdir. GIS boyunca
hiicresel bariyer hatti olusturan barsak epiteli mukozal hemostazin korunmasinda
oldukca 6nemlidir. Barsak epiteli, besin emilimini gerceklestirmenin yaninda, mukus,
antimikrobiyal peptidler ve sIgA {iireterek bagisiklik {izerine de etki eder. Ancak, bazi
durumlarda barsaklarin normal islevleri enflamasyon adi verilen, dengeli oldugu
takdirde organizmay1 doku hasarindan koruyan bir siiregle etkilenebilir. Enflamasyon,
viicudun zararli etkenlere veya yaralanmalara kars1 savunma mekanizmasidir. Ancak,
kronik enflamasyon (uzun siireli ve asir1 enflamasyon) GIS’i olumsuz etkileyebilir.
Barsaklardaki kronik enflamasyon, basta enflamatuvar barsak hastaligi (EBH) olmak
tizere bir dizi kronik hastalia sebep olabilir.

EBH, gastrointestinal sistemin kronik ve tekrarlayan bir enflamasyonu olarak bilinir
ve enflamasyona sebep olarak reaktif oksijen tiirleri/reaktif nitrojen tiirleri
(ROT/RNT) artis1, Nf-xB yolak aktivasyonu gosterilse de patogenezi tam olarak
anlagilamayan bir durumdur. Ayrica EBH genetik yatkinlikla da iliskilendirilmis,
remisyon ve alevlenme donemleri ile giden, ekstraintestinal belirti ve bulgularin
mevcut oldugu ve uzun vadede malignite riski tasiyan hastaliklardir. EBH patogenezi
tam olarak bilinmedigi gibi, tanisinda kesin bir biyobelirte¢ bulunamamistir. Son
donemlerde biyobelirte¢ ¢aligmalarinda, doku, biyolojik sivi veya hiicre oziitlinlin
metabolitlerini, niteliksel ve niceliksel olarak karakterize etmek i¢in proton niikleer
manyetik rezonans [1H-NMR] spektroskopisi veya kiitle spektrometrisi [MS] gibi
analitik kimya tekniklerinin oldukca sik kullanildigi metabolomik calismalardan
faydalanilmaktadir. EBH molekiiler patogenezi ve biyobelirteg tayininde de bir¢ok
metabolomik calisma yapilmis, sonuclarda enflamatuvar biyomolekiiller 6n planda
anlamli yiiksek bulunmus ancak net bir biyobelirte¢ ya da patogenez tayini
saptanamamigtir.

EBH tedavisinde sadece enflamasyonu kontrol altina almaya yonelik kortikosteroidler
gibi ilaglar mevcut olup bu ilaglar da ciddi yan etkilere sahiptir. Bu ilaglardan olan ve
giincel tez calismasinda da kullanilan budesonid barsak enflamasyonunu kontrol altina
alabilmenin yaninda, immiinbaskilama, osteoporoz gibi ciddi yan etkilere
sahiptir.ilaglarin bu istenmeyen etkileri yan etki profili daha diisiik olan ajanlarin
arayisina  yol agmistir.  Antioksidan, anti-enflamatuvar, immunomodiilatér
ozellikleriyle bilinen polifenoller EBH basta olmak {izere enflamatuvar hastaliklarin
tedavisi i¢in bilimsel ¢alismalara ¢okca konu olmustur. Bu polifenolik bilesiklerden
olan timokinon (TQ) Nigella sativa (¢orek otu)nin ana bileseni olup ciddi antioksidan
ve antienflamatuvar 6zellikleri oldugu onceki ¢alismalarla gosterilmistir. Calisma ile
amacimiz, hiicre kiiltiirli ile barsak enflamasyonu modeli olusturarak TQ’nun anti-
enflamatuvar terapotik etkinligini, yiiksek ¢oziiniirliikli NMR spektoskopisi ve LC-
MS/MS kullanarak hastalik metobolomik profillemesini yaparak aragtirmak ve bir
anti-enflamatuvar ajan olan budenosid ile karsilastirmaktir. Bunun i¢in dncelikle
lipopolisakkarit (LPS) verilerek Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinde enflamasyon
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olusturulmus, ardindan bu enflamasyonlu besiyeri alinarak HT-29 kolon kanseri
hiicreleri tizerine verilmistir. Boylece hiicre kiiltliriinde barsak enflamasyon modeli
tasarlanmig, ardindan bu model iizerinde TQ ve budesonidin etkileri incelenmistir.

Enflamasyon gelisiminde ana mediyatdrlerden olan ROT ile RNT enflamasyon
grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmus, TQ uygulanmasiyla bu tiirlerin
seviyeleri diigmiis ancak en yiiksek diisiis budesonid grubunda saptanmistir. Yine EBH
patogenezinde 6nemli rol oynayan siki baglanti proteinleri, okludin ve klaudin-5
proteinlerinin ifade seviyeleri TQ gruplarinda artmis, budesonid grubunda en yiiksek
artig goriilmistlir. Tiim bu sonuglar TQ nun anti-enflamatuvar ve doku iyilestirici
etkisinin oldugunu bize goOstermistir. NMR ile yapilan metabolomik analizlerde
enflamasyon grubunda kontrole gore ksantin metaboliti anlamli seviyede diistikliik
gostermis, yolak zenginlestirme analiziyle daha ayrintili incelendiginde piirin
metabolik yolaginin etkilendigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ enflamasyon olusumunun
ksantin oksidaz enziminin, piirin metabolik yolagindaki aktivasyonuna baglanarak
superoksit radikali liretimi {izerinden olabilecegini diisiindiirmektedir. HRMS ile bu
sonu¢ dogrulanarak ayni metabolik yolagin etkilendigi bulunmustur. Yine NMR
analizinde; laktat, galaktarat fumarat ve dimetilamin diizeyleri enflamasyon grubunda
kontrole gore artis gdstermis (VIP skoru > 1), glikolat, 2-hidroksiizobiitirat, glisin,
asetat, sitrakonat ise kontrol grubunda enflamasyon grubuna gore anlamh artig (VIP
skoru > 1) gostermistir. Laktat artis1 enflamasyon sirasinda Warburg etkisine bagh
aerobik glikoliz yolagina kaymay1 diisiindiiriirken asimetrik dimetilarginin(ADMA)
yikim iirlinii olan dimetilamin artisi, ADMA yikim artisina bagli NOS (nitrik oksit
sentaz) inhibisyonunun ortadan kalktigini ve bunun enflamasyon olusumuna katkida
bulundugunu diisiindiirmiistiir. Yine kontrol grubunda artan metabolitlerden olan
glisinin glutatyon sentezinde rol alan aminoasitlerden olmasi, glikolatin serin ve glisin
tizerinden antioksidan sistemi aktive eden metabolit olmast, sitrakonatin ise gii¢lii Nrf2
aktivatorii olmasi bu metabolitlerin antioksidan ara metabolitleri oldugunu
diistindiirmektedir. TQ verilen enflamasyonlu gruplarla yapilan NMR analizinde
genotoksik, apoptotik oOzellikleri bilinen N-nitrozodimetilamin (NDMA) nin
enflamasyon gurubuna gore anlamli derecede diisiik bulundugu saptanmistir. TQ
verilen enflamasyonlu gruplarla yapilan NMR analizinde enflamasyon grubuna gore
anlamli metabolik yolak bulunamazken, HRMS ile nikotinat-nikotinamit
metabolizmasimnin ve eter-lipid metabolizmasmnin anlamli derecede etkilendigi
goriilmiistiir. Yine bu iki yolagin budesonid verilen enflamasyonlu gruplarda, sadece
enflamasyon olusturulan gruba gore etkilenmis oldugu bulunmus ve bu sonu¢ TQ’ nun
anti-enflamatuvar  etkisini  bu  yolaklar {izerinden gerceklestirebilecegini
diisiindiirmiistiir. Sonug olarak gilincel calismada, barsak enflamasyonu olusturulan
hiicre kiiltiirii modelinde metabolitlerin analizinde NMR ve MS metotlarinin birlikte
kullanim1 ile oldukg¢a genis metabolit spektrumu iceren metabolomik profilleme
gergeklestirilmistir. Bu yolla TQ’nun antienflamatuvar etkisini hangi olas1 metabolik
yolakla gerceklestirebilecegi tartisilmis ve yine enflamasyon sirasinda farklilik
gosteren metabolitler belirlenerek hiicre kiiltiirii ile biyobelirte¢ calismalarina zemin
hazirlanmistir. Ayrica daha once EBH hastalarindan elde edilen metabolomik
caligmalarla kiyaslanarak benzer metabolit profilleri bulunmus bu da hiicre
kiiltiiriiriiniin metabolomik analizlerde kullanilabilirligi tezini giiclendirmistir. Her ne
kadar benzer metabolit profilleri elde edilse de hiicre kiiltiirii ile elde edilen sonuglar
tam olarak insan metabolizmasini yanistmadigi icin ileri in vivo g¢aligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir.
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INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES AND
METABOLOMIC PROFILING OF THYMOQUINONE IN AN IN VITRO
MODEL OF INTESTINAL INFLAMMATION

SUMMARY

Gastrointestinal System (GIS) is an anatomical and functional system that
regulates the process of digestion and facilitates the absorption of nutrients in the body.
The intestinal epithelium, forming a cellular barrier throughout the GIS, is crucial for
maintaining mucosal hemostasis. In addition to facilitating nutrient absorption, the
intestinal epithelium influences immunity by producing mucus, antimicrobial
peptides, and secretory IgA. However, under certain conditions, the normal functions
of the intestines can be affected by inflammation, a process that, when balanced,
protects the organism from tissue damage in response to harmful agents or injuries.

Inflammation is the body's defense mechanism against harmful agents or injuries.
Nevertheless, chronic inflammation (prolonged and excessive inflammation) can
adversely affect the GIS. Chronic inflammation in the intestines can lead to various
chronic diseases, with inflammatory bowel disease (IBD) being a prominent example.

IBD is characterized by chronic and recurrent inflammation in the gastrointestinal
system. Although an increase in reactive oxygen species/reactive nitrogen species
(ROS/RNS) and activation of the NF-xB pathway have been implicated as causes of
inflammation, the pathogenesis of IBD is not fully understood. Genetic predisposition
is also associated with IBD, and it is a disease with periods of remission, flare-ups,
extra-intestinal symptoms, and long-term malignancy risk.

The molecular pathogenesis and biomarker determination of IBD have been the focus
of numerous metabolomic studies in recent years. Proton nuclear magnetic resonance
(1H-NMR) spectroscopy and mass spectrometry (MS), analytical chemistry
techniques, are frequently used in metabolomic studies to characterize the metabolites
of tissues, biological fluids, or cell extracts qualitatively and quantitatively.

The treatment of IBD currently involves drugs such as corticosteroids aimed at
controlling inflammation, but these medications have serious side effects. Budesonide,
a corticosteroid used in the current thesis, has been shown to control intestinal
inflammation but is associated with adverse effects such as immunosuppression and
osteoporosis. The search for agents with a lower side effect profile has led to the
investigation of polyphenols, known for their antioxidant, anti-inflammatory, and
immunomodulatory properties, as potential therapeutic options for inflammatory
diseases, including IBD.

Thymoquinone (TQ), a polyphenolic compound and the main component of Nigella
sativa (black seed), has demonstrated significant antioxidant and anti-inflammatory
properties in previous studies. The aim of this study is to investigate the anti-
inflammatory therapeutic efficacy of TQ and to profile the disease metabolomics using
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high-resolution NMR spectroscopy and LC-MS/MS by establishing an in vitro model
of intestinal inflammation through cell culture. This research also aims to compare the
effects of TQ with budesonide, an anti-inflammatory agent.

To create the in vitro model of intestinal inflammation, inflammation was induced in
Raw 264.7 macrophage cells by administering lipopolysaccharide (LPS).
Subsequently, the inflamed medium was transferred to HT-29 colon cancer cells. The
effects of TQ and budesonide on this model were then examined.

Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), which are key
mediators in the development of inflammation, were significantly elevated in the
inflammation group. Treatment with TQ resulted in a reduction in the levels of these
species, with the most significant decrease observed in the budesonide group.
Furthermore, the expression levels of tight junction proteins, occludin and claudin-5,
which play a crucial role in the pathogenesis of IBD, increased in the TQ groups, with
the highest increase observed in the budesonide group. These results indicate the anti-
inflammatory and tissue-healing effects of TQ.

Metabolomic analysis using NMR revealed a significant decrease in the xanthine
metabolite in the inflammation group compared to the control group, suggesting an
impact on the purine metabolic pathway. High-resolution mass spectrometry (HRMS)
confirmed this result, indicating the affected pathway. Additionally, several
metabolites showed altered levels during inflammation, including lactate, galactarate,
fumarate, and dimethylamine, which increased, and glycolate, 2-hydroxyisobutyrate,
glycine, acetate, and citraconate, which decreased in the inflammation group compared
to the control group. These metabolites are indicative of metabolic changes associated
with inflammation.

The increase in lactate suggests a shift towards aerobic glycolysis due to the Warburg
effect during inflammation. The increase in dimethylamine, a degradation product of
asymmetric dimethylarginine (ADMA), implies that the inhibition of nitric oxide
synthase (NOS) due to increased ADMA degradation is alleviated during
inflammation, contributing to its development. The elevated levels of glycine,
glycolate, and citraconate in the control group suggest their roles as antioxidant
intermediates in glutathione synthesis, activators of the antioxidant system through
serine and glycine, and potent Nrf2 activators, respectively.

NMR analysis of the inflammation group treated with TQ revealed a significant
decrease in N-nitrosodimethylamine (NDMA), known for its genotoxic and apoptotic
properties, compared to the inflammation group. However, no significant metabolic
pathway was identified in the inflammation group compared to the control group using
NMR analysis, while HRMS indicated a significant impact on the nicotinate-
nicotinamide metabolism and ether-lipid metabolism. Budesonide treatment affected
only these pathways compared to the inflammation group without inducing
inflammation, suggesting that TQ may exert its anti-inflammatory effects through
these pathways.

In conclusion, the current study employed a combined NMR and MS approach for the
comprehensive metabolomic profiling of an in vitro model of intestinal inflammation.
The analysis shed light on the potential metabolic pathways through which TQ may
exert its anti-inflammatory effects. Furthermore, distinct metabolites that varied during
inflammation were identified, laying the groundwork for biomarker studies using cell
culture. The similarity of the metabolite profiles obtained from cell culture to those
from previous metabolomic studies in IBD patients strengthens the utility of cell
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culture in metabolomic analyses. However, further in vivo studies are necessary to
validate the results obtained from cell culture, as the outcomes may not fully reflect
human metabolism.

Keywords: inflammation, thymoquinone, metabolomics, cell culture
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1. GIRIS ve AMAC

Gastrointestinal sistem (GIS), esas olarak barsak bariyeri yoluyla besin ve mineral
aliminda islev goren viicuttaki en biiyiik ikinci organdir. Barsak gecirgenligi,
sindirilmis gidalardan minerallerin ve besinlerin dolagima alinmasini saglar. Yasam ve
tiim metabolik siiregler, dogrudan veya dolayli olarak GIS’in diizgiin ¢alismasina
baglidir. Barsak epitel hiicreleri, iistlerindeki miisin tabakasi ve aralarindaki siki
baglantilar ( tight junction, TJ ), barsak gecirgenligini kontrol eder [1]. Bozulmus
barsak gecirgenliginin sebep oldugu hastaliklardan en Onemlisi, baslica Chron
Hastalign (CH) ve Ulseratif Kolit (UK) olmak iizere iki formdan olusan enflamatuvar
barsak hastaligt (EBH)’dir. EBH’ nin etiyoloji ve patogenezi tam olarak
coziilememigstir. Bununla birlikte hastaliktan, genetik, g¢evresel ve mikrobiyal
faktorlerin etkilesiminin barsak homeostazinda dengesizliklere yol agmasi ve bunun
sonucunda yetersiz bir bagisiklik tepkisi ile bu durumun barsak bariyeri bozulmasina
yol agmasi sorumlu tutulmaktadir [2-4]. Barsak bariyerinin bozulmasi, EBH disinda,

¢olyak hastalig1 ve irritabl barsak sendromu gibi ¢esitli diger hastaliklarla da iligkilidir.

EBH’ nin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte terapotik yaklasimlar semptomlari
kontrol altina almayi, yasam kalitesini artirmayi, hastaligin ilerlemesini ve
komplikasyonlarin1 6nlemeyi amaglar [2]. 5-aminosalisilik asit ve kortikosteroidler
gibi EBH'm1 tedavi etmek icin su anda bir¢ok sentetik ila¢ kullanilmaktadir [1].
Bununla birlikte, uzun siireli ila¢ kullanimi1 bir¢ok komplikasyona neden oldugu i¢in
hepsinin bazi dezavantajlar1 vardir. Caligmalar, EBH hastalarinin biiyiik bir
boliimiiniin terapdtik bir yaklasim olarak geleneksel ve tamamlayici tibbin (GETAT)
ilgi gosterdigini ve bitkisel tibbi iirlinlerin (fitoterapdtik ajanlar) en sik kullanilan
secenekler arasinda oldugunu bildirmektedir [5, 6]. Fitoterapotik ajanlar, kokenlerine,
kimyasal yapilarina ve islevlerine gore polifenoller, alkaloidler, polisakkaritler,
terpenler, glukozinolatlar, karotenoidler, lektinler, poliasetilenler, kapsaisinoidler,

betalainler, klorofil ve allium bilesikleri olarak simiflandirilir. Bunlarin disinda



saponinler, kinonlar, amino asitler, hormonlar ve yag asitleri gibi bitkilerde de bulunan

ve fitokimyasal olarak kabul edilebilecek bir¢ok bilesik vardir [7-9].

Timokinon (TQ), Nigella sativa L. tohumunun ugucu yagindan elde edilen ana aktif
fenolik bir bilesik olup, antioksidan, pro-oksidan, anti-enflamatuvar ve
immunomodiilator etkileri nedeniyle, bir¢ok hastalifin dnlenmesinde ve tedavisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir[10-12].

CH
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Sekil 1.1. Nigella sativa ( ¢orek otu ) bitkisi ve tohumu (sagda), Timokinonun kimyasal formiilii (solda)

TQ'nun bu o6zelliklerinde ¢esitli sekillerde diizenlenen birkag farkli mekanizma
etkilidir. Ozellikle doza bagli olarak TQ, hem antioksidan hem de pro-oksidan etkilere
sahiptir, diisiik konsantrasyonlarda antioksidan gorevi goriirken, yiiksek
konsantrasyonlarda pro-oksidan gorevi goriir. TQ nun anti-enflamatuvar etkilerinden
faydalanarak bir¢ok klinik ¢alisma yapilmus, dzellikle enflamatuvar GIS hastaliklari
ile olan pre-klinik caligmalarda umut verici sonuglar elde edilmistir [1]. Yine de EBH
patogenezi tam olarak anlasilamadigl icin TQ nun hangi molekiiler mekanizmalari
etkileyerek terapotik etki gosterdigi netlestirilememistir. EBH tedavisinde Geleneksel
ve Tamalayict Tip (GETAT) ile ilgili sirlt kanitlar, su anda saglik hizmeti
saglayicilar arasinda kabulii sinirlandirmakta ve klinik uygulamaya entegrasyonunu
karmasiklastirmaktadir. GETAT yaklasimlarinin bilimsel olarak daha fazla
dogrulanmasi, EBH tedavisinde tam potansiyellerinin kullanilmasina yardimci olabilir
ve doktor ile hasta arasinda ig birligi i¢inde biitiinsel bir risk-yarar degerlendirmesine

izin verebilir [13].



Su anda EBH tanis1 endoskopik, histolojik ve radyografik testler ile konulmaktadir,
ancak testler uzman klinisyenler tarafindan yapildiginda bile tani belirsizligi ile
sonuglanabilmektedir [14-16]. Hastalik tanis1 ve atak tayini i¢in serum, diski
orneklerinden ¢esitli biyokimyasal parametreler ¢alisilsa da net bir hastalik belirteci
halen bulunamamigtir. Son donemde hem hastalik patogenezinin tayini hem de
biyobelirteg kesfi icin metabolomik c¢aligmalara egilim artmistir. Metabolomik,
"belirli hiicresel siireclerin geride biraktigi benzersiz kimyasal parmak izlerinin
sistematik olarak incelenmesi", 6zellikle de kii¢lik molekiillii metabolit profillerinin
incelenmesidir. Metabolom, gen ekspresyonunun son {irlinleri olan biyolojik bir
organizmadaki tiim metabolitlerin toplanmasini temsil eder. Bu nedenle, mRNA gen
ekspresyonu verileri ve proteomik analizler, bir hiicrede neler olabilecegine dair tiim
hikdyeyi anlatmasa da, metabolik profilleme, o hiicrenin fizyolojisinin anlik bir
goriintlisiinii verebilir [17]. Bu tiir analizler, doku, biyolojik siv1 veya hiicre 6ziitiiniin
metabolit tamamlayicisini niteliksel ve niceliksel olarak karakterize etmek i¢in proton
1H-NMR spektroskopisi veya kiitle spektrometrisi [MS] gibi analitik kimya
tekniklerinin kullanilmasi yoluyla yapilmaktadir [18]. EBH molekiiler patogenezi ve
biyobelirteg tayininde de birgok metabolomik ¢alisma yapilmis, sonuglarda
enflamatuvar biyomolekiiller 6n planda anlamli yiiksek bulunmus ancak net bir

biyobelirte¢ ya da patogenez tayini saptanamamistir. [19].

Metabolomik caligmalarda hiicre kiiltiirii sistemleri de sik¢a kullanilmaktadir. Tiim bu
bilgilerden yola ¢ikarak ¢alisma ile amacimiz, hiicre kiiltiirii ile barsak enflamasyonu
modeli olusturarak TQ’nun anti-enflamatuvar terapdtik etkinligini, yiiksek
¢oziinlirliiklii NMR spektroskopisi ve LC-MS/MS kullanarak hastalik metobolomik
profillemesini yaparak arastirmak ve bir anti-enflamatuvar steroid olan budenosid
ile karsilastirmaktir. Boylece, hem hastalik patogenezini arastirmak, hem de tan1 ve
tedaviye yanitin belirlenmesinde kullanilabilecek biyomarker caligmalarina katkida

bulunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enflamasyon

Enflamasyon, halk arasinda iltihap veya yangi olarak bilinir ve zarar goren
dokunun onarilmasini saglayan koruyucu bir yanittir. Bu yanit, yabanci organizmalari
veya maddeleri ortadan kaldirarak veya etkilerini notralize ederek gerceklesir ve ayni
zamanda doku hasar1 sonucu olusan artiklar1 da yok eder [20]. Insan saglhig1 ve hayatta
kalma sansi, enflamasyonun etkinligine ve dengeli kontroliine baglidir. Endojen anti-
enflamatuvar mekanizmalar sayesinde enflamasyonun ¢dziilmesi viicudu doku
hasarindan korur [21, 22]. Genel olarak, dogal bagisiklik sistemi akut enflamatuvar
yanit1 dakikalar i¢inde baslatir ve her sey yolundaysa saatler i¢inde ¢oziiliir. Ancak

kronik enflamasyon haftalar, aylar veya hatta yillar boyunca devam edebilir [23].

Enflamasyon, akut ve kronik olmak {izere ikiye ayrilir.

2.1.1. Akut enflamasyon

Akut enflamasyon, dokularin zedelenmeye karsi olusturdugu ilk yanmittir. Cesitli
endojen mediyatorler araciligryla ortaya ¢ikan enflamatuvar yanit, bir dizi vaskiiler ve
hiicresel olaylarla devam eder ve li¢ donemden olusur [24, 25]. Hasarl1 bolgede
vazodilatasyon ve kapiller gecirgenlikte artma goriilen akut donem, daha c¢ok
l16kositlerin ve fagositik hiicrelerin infiltrasyonu ile belirgin hale gelen subakut donem
ve doku dejenerasyonu ve fibrozisin goriildiigii kronik proliferatif donem olarak

tanimlanir [26].

Sitokinler, diisiik molekiil agirlikli diizenleyici proteinler olup bagisiklik yanitinin tim
asamalarinda {iretilirler. Hem hiicresel immiin yanitin gelisiminde hem de akut ve
kronik enflamasyonda goérev alirlar. Erken enflamatuvar yanitin ana sitokinleri
arasinda Interldkin-1 (IL-1), Interlokin-6 (IL-6) ve tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-o)
yer alir. Bu sitokinler, karacigerde akut faz proteinlerinin liretimini uyarmak,

notrofilleri  yaralanma bolgesine yonlendirmek, hipotalamusa ates yanitini



yonlendirmek ve vaskiiler epitelde adezyon molekiillerini artirmak gibi ¢esitli etkilere
sahiptirler. TNF-a; romatoid artrit, osteoartrit ve enflamatuvar barsak hastalig1 gibi
bircok immiinolojik ve enflamatuvar hastalikla iligkilendirilir ve gli¢lii bir sitokindir.

[27].

Akut enflamasyon, tam iyilesme (rezoliisyon), skar (nedbe) ile iyilesme, apse olusumu
ve kronik enflamasyona ilerleme sekillerinden biriyle sonlanabilir. Eger hasar sinirh
ve kisa siireliyse ve dokunun yenilenme kapasitesi varsa, iltihabi siire¢ genellikle tam
iyilesmeyle sonuglanir. Bu sayede, iltihabi doku hem histolojik olarak hem de

fonksiyonel olarak normale doner ve eski halini alir.

Akut enflamasyonun sonlanmasinda, damar gegirgenliginin normale donmesi, lenfatik
drenajla 6demin giderilmesi, damar dismna goc¢ eden lokositlerin apoptozisi,
makrofajlar tarafindan hiicre artiklarinin temizlenmesi ve enflamatuvar siireci
sonlandiran kimyasal mediyatdrlerin salgilanmasi etkili olmaktadir [28, 29]. Sicaklik,
kizariklik, sislik, agr1 ve islev kaybi gibi belirtilerle kendini gosteren akut
enflamasyon, genellikle 1-3 giin i¢cinde sonlanir. Ancak, enflamasyon 1 ay iginde
coziilmezse kronik enflamasyona ilerleme riski bulunmaktadir ve bu durum aylarca

siirebilir [24, 25].

2.1.2. Kronik Enflamasyon

Kronik enflamasyon doku yikimi, aktif enflamasyon ve bunlara baghh hasar
onariminin haftalar, aylar hatta yillar boyunca birlikte seyrettigi bir siirectir. Kronik
enflamasyon akut enflamasyonu takip edebilecegi gibi enflamatuvar yanit ilk bastan
kronik de olabilir [30]. Kronik enflamasyona; persistan (direncli, kalic1) enfeksiyonlar,
otoimmiinite, toksik ajanlara uzun siire maruziyet sebep olabilirken, akut

enflamasyonun uzun siirmesi de kronik enflamasyona yol acabilir [31].

Akut enflamasyon daha ¢ok, travma veya akut enfeksiyon gibi viicutta yeni meydana
gelen hasarlar sonucu goriiliirken kronik enflamasyon ise altta yatan bazi kronik
hastaliklara sekonder olarak goriiliir ve altta yatan etken ortadan kaldirilmadikga
enflamasyondan dogal bir sekilde kurtulmak miimkiin degildir. Enflamatuvar siirecin

uzun vadede devam etmesi, viicudu diger dis etkenlere kars1 savunmasiz birakarak



kisilerin kolay hastalanmasina sebep olur. Ornegin, kronik veya asir1 enflamasyon
durumlarinda, enflamatuvar siire¢ kendi dokularina yonelebilir ve saglikli dokular1 da
etkileyebilir. Bu, ¢esitli hastaliklarin, romatoid artrit, enflamatuvar barsak hastaliklari

ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi, temelinde yer alabilir.

Kronik enflamasyonun patogenezi, karmasik bir siiregtir ve birden c¢ok faktoriin
etkilesimini gerektirir. Bunlar arasinda genetik, ¢cevresel ve yasam tarzi faktorleri yer
alir. Bu faktorlerin etkilesimi sonucunda, immiin sistemin kronik olarak uyarilmasi ve
enflamasyonun siirdiiriilmesi saglanir. Kronik enflamasyonda sitokinler, kemokinler,
l6kositler ve makrofajlar gorev alir. Bu hiicrelerin ve molekiillerin etkilesimi

sonucunda, enflamasyonun kronik hale gelmesi saglanir [32].

Oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon da kronik enflamasyon gelisiminde
onemli rol oynar. Oksidatif stres, viicutta serbest radikallerin birikmesiyle olusan bir
durumdur. Bu serbest radikaller, hiicre hasarina neden olabilir ve enflamasyonu
artirabilir [33]. Mitokondriyal disfonksiyonda ise, hiicrelerin enerji iiretiminde sorun

vardir ve bu da enflamasyonun stirmesine katkida bulunur [34].

Kronik enflamasyon ayni zamanda barsak mikrobiyatas: ile de iligkilidir. Barsak
mikrobiyatasi, viicuttaki enflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Bununla birlikte, barsak mikrobiyatasindaki dengesizlikler, kronik

enflamasyonun olusumuna katkida bulunabilir [35].

Enflamatuvar hiicre aktivitesi, bliylime faktorleri, aktive edilmis stroma ve DNA
hasarini tesvik eden ajanlar gibi ¢esitli faktorler, degistirilmis hiicre proliferasyonuna
neden olabilir ve yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin gelisimine katkida
bulunabilir, bunun sonucunda kanser gelisimine yol agabilirler [36]. Enflamasyon ve
kanser olusumu arasindaki baglant1 heniiz net bir sekilde anlagilamamistir [37], ancak
bircok rapor, kronik enflamasyonun kanser olusumunda 6nemli bir rol oynadiginm

gostermektedir [38].

Sonug olarak, kronik enflamasyon birden fazla faktoriin etkilesiminin rol oynadigi ¢ok
yonlii ve karmasik bir siirectir. Kronik enflamasyon patogenezi hakkinda daha fazla
aragtirma yapilmasi, kronik enflamasyonun onlenmesi ve tedavisi i¢in daha iyi

stratejilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.



2.1.3. Enflamasyon-ROT ve RNT

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamais
elektron iceren yliksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Normalde radikal olmayan
bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da atom veya molekiile bir
elektron ilavesiyle olusurlar [39]. Olusan radikaller ¢cok reaktif ve anstabildirler. Diger
molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan elektron alabildiklerinden

dolay1 viicutta indirgeyici veya ylikseltgeyici olarak davranirlar.

Memeli hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan oksijen metabolizmas1 reakatif
oksijen tiirlerini (ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNT) tiretir. ROT, dis orbital
yorlingesinde paylasilmamis bir elektron bulunduran oksijen atomu ile karakterize
serbest radikallerdir [40]. Temel olarak siiperoksit (O2- ), hidroksil radikalleri (HO"),
peroksil (ROz), alkoksil (RO-) ve hidroperoksil (HO--); lipid hidroperoksitleri; ve
tekli oksijen (02), hidrojen peroksit (H202), hipokloréz asit (HOCI), kloraminler
(RNHCI) ve ozon (Os3) gibi reaktif olmayan bilesikler icerir. Normalde mukozal
hiicreler veya dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen ROT, antimikrobiyal
yanitlarin ve yara iyilesme siireglerinin de dahil oldugu sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi icin gereklidir [41]. Ancak ROT asir1 arttiginda, diger bilesikleri okside
eder ve onlar serbest radikallere ¢evirerek siklikla bircok yeni serbest radikal
olusturan zincir reaksiyonlarini baglatabilirler [42]. Viicudun antioksidan savunma
mekanizmalart asirt ROT'un neden oldugu etkileri dengeleyebilir. Bu savunma
mekanizmalari, ROT/RNT konsantrasyonlarinin kontrol altinda tutulmasini ve zararl
etkilerinin olusmamasini saglar. Endojen antioksidan sistemi, temel olarak siiperoksit
dismutazlar1 (SOD'lar), glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) gibi hiicresel
enzimatik antioksidanlar, hiicresel non-enzimatik antioksidan glutatyon ve vitaminler,
mineraller, seruloplazmin ve tirik asit gibi ekstraseliiler antioksidanlardan olusur. Oz.
radikali SOD aracili reaksiyonla daha stabil olan H2O>’ye diiniistiiriilebilir. Sonrasinda
H>02 su ve oksijene parcalanabilir ya da fagositik miyeloperoksidazlar gibi
peroksidazlar tarafindan C1 ~ iyonlari varliginda, kendisinden 100 kat daha toksik olan
HOCTI’ ye déniisebilir. H>O; ayrica ferrdz (Fe**) demirin varliginda Fenton reaksiyonu
olarak adlandirilan siiregte, O ile enzimatik olmayan sekilde reaksiyona girerek HO-

radikali olusturabilir [43].



Fizyolojik kosullar altinda, bir hiicre kendi antioksidan kapasitesiyle, belli bir ROT
seviyesini tolere edebilir ve bu durum barsak homeostazi i¢in 6nemlidir. Ancak, artan
ROT iiretiminden veya azalan rediiksiyon reaksiyonlarindan kaynaklanan asir1 bir
oksidan yiik, zar gecirgenligini artirabilir, enflamatuvar yanit1 degistirebilir ve lipid ve
protein degisiklikleri, DNA hasar1, apoptoz ve kansere neden olabilir [40]. Bu durum,
bir¢cok hastalikta gézlemlenen pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki belirgin
dengesizlige neden olan oksidatif stres olarak bilinir. Bu hastaliklar arasinda kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz ve kronik obstriiktif akciger hastaligi

bulunur [44].

ROT gibi RNT de stres kosullarinda serbest radikal ve radikal olmayan molekiiller
tiretmektedirler. RNT, cesitli stres tolerans mekanizmalarinda 6nemli bir sinyal
bileseni olarak gdrev yapan nitrik oksitten (NO) elde edilmekte ve bir kismi1 da azot
dongiisiinde yer almaktadir. O>-  radikali, GIS fizyolojisinde 6nemli bir medyatér olan
NO ile hizlica reaksiyona girerek yiiksek oranda reaktif olan peroksinitrit (ONOO )
radikaline doniisebilir. Devam eden reaksiyonlarla peroksinitrit radikalinden diger

RNT olusturulur [45].

ROT ve RNT'nin her ikisi de karbonhidratlarin, proteinlerin, lipidlerin ve niikleik
asitlerin hiicre i¢i hasarlarindan sorumlu baskin medyatorlerdir ve eslesmemis
elektronlarla kararsiz durumlar1 nedeniyle oldukca reaktiftirler. ROT ve RNT’nin
gastrointestinal kanaldaki dogal ve adaptif bagisiklik tepkimelerinde yer alan genlerin

ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir [46, 47].

Eldeki verilere gore, proenflamatuvar mediyator olan TNF ile ROT arasinda yakin bir
iliski vardir. TNF, baglandigt TNF reseptorleri lizerinden NF-kB, mitojen-aktive
protein kinazlar (MAPK'lar), kaspazlar ve ROT/RNT gibi molekiillerin aktivasyonuna
neden olur. Bu ylizden, TNF'nin hiicre hayatta kalmasi ve 6liimii tizerinde etkili oldugu

gorilmektedir [48].

TNF sinyali ayrica ROT/RNT olusumuna neden olur ve bunlarin énemli bir rolii, TNF
reseptOrleri sonrasi sinyallemeyi kontrol etmektedir. Bu nedenle, ROT'un TNF ile
birlikte iltihapli hastaliklarin gelisimindeki roliinii daha iy1 anlamak ve 6zellikle NF-
kB (niikleer faktor-kappa B) aktivasyonu gibi TNF tarafindan indiiklenen yollarin

nasil diizenlendigini anlamak 6nemlidir. [48].



2.2. Enflamatuvar Barsak Hastahgi

2.2.1. Tamim

EBH, GIS’in, immiin aracili, kronik, tekrarlayan, patogenezi tam olarak
bilinmeyen idiyopatik enflamasyonudur. Bu gruptaki hastaliklarin baslica ortak
Ozellikleri genetik bir yatkinligin olmasi, remisyon ve alevlenme ddénemleri ile
seyretme, ekstraintestinal belirti ve bulgularin olmast ve uzun dénemde malignite
gelisme riskidir [49]. EBH’nin iki ana formu Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastalig1
(CH) dir. Makroskopik ve mikroskopik olarak her iki hastaliga ait Ozellikleri de
tasiyan, “indetermine kolit” olarak bilinen siniflandirilamayan EBH ise bu hastalik

grubunun yaklasik %5-10’unu olusturur.

2.2.2. Epidemiyoloji

Diinya capinda EBH insidans1 hizla artarken Asya’da durum Batidan daha ciddi
vaziyettedir [50, 51]. Bu ylizden EBH, major global halk sagligi problemidir. [52]
EBH, bat1 iilkelerinde, ozellikle kuzey avrupa ve kuzey amerikadaki iilkelerde
yaygindir. 785.000°i CH ve 910.000’i UK hastalig1 olmak iizere yaklasik 1,6 milyon
amerikalinin EBH’dan etkilendigi biliniyor [53]. Diinyada CH insidans1 4-7/100000,
prevalansi 100-200/100000 olarak bildirilmektedir [54]. Tiirkiye’de ise CH prevalansi
0.047 olarak bulunmustur. UK’in insidans1 diinyada 7-15/100000, prevalanst ise 150-
250/100000 olarak bildirilmektedir. Tiirkiye’”de UK prevalansi 0.079 olarak
bulunmustur. Ulkemizde EBH insidans1 UK i¢in 2,6/100000 ve CH icin 1,4/10 000
olarak bildirilmistir [55]. Tirkiye, gelismekte olan bir iilke olmasina ragmen, EBH
insidans1 bat1 toplumlar1 kadar yiiksek degildir, ancak dogudaki kadar da diisiik
degildir.

EBH alttiplerinde farklilik olarak herhangi bir cinsiyet yatkinlig1 yoktur ve genellikle
ikinci ya da dordiincii dekadda ortaya cikarlar. Fark olarak CH genelde 15-25 arasinda
sik goriiliirken UK hastalig1 25-35 yaslarinda daha siktir.[52] Onceleri bu hastaligin

Askenazi yahudilerini etkiledigi bilinirken zaman gegtikce hastalik insidans1 Asya ve



hispanik niifusunda da artmistir. Cografi isaretin hastalik etyolojisindeki 6nemi ise
kisilerin diisiik insidans bolgesinden yiiksek insidans bolgesine gd¢ etmesinin, yeni
dogan cocuklarinda hastalik riskini arttirmasindan anlasilmaktadir. Yine ayn1 sekilde
cevresel faktorler gbzoniine alindiginda sehir merkezinde yasayanlarda, kirsal ortamda

yasayanlara gore hastalik insidans1 daha yiiksektir. [52]

2.2.3. Etyopatogenez

EBH patogenezi li¢ ana bilesenden olugmaktadir: genler (predispozisyon),
immiinite (doku hasar mekanizmasi) ve mikrobiyata (¢evresel stimiilus). Bu bilesenler
arasindaki molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, EBH'nin patogenezi hakkinda
onemli bilgiler saglamistir. EBH’nin genetik yatkinlik zemininde, ¢evresel
degisimlere ve barsak mikrobiyatasina karsi uygun olmayan bagisiklik cevabi

sebebiyle ortaya ciktig1 diisiiniilse de altta yatan kesin sebep halen belirsizdir [56].

2.2.3.1. Barsak epiteli

Barsak epiteli, EBH patogenezinde merkezi bir 6neme sahiptir. Gastrointestinal
yol boyunca, konak ve cesitli organizmalar arasinda bir hiicre bariyer hatti olusturur
ki bu da mukozal hemostazin korunmasi i¢in 6nemlidir. Hiicre bariyer hatti; siki
baglantilar (tight junction), adheren baglantilar ve desmosomlardan olusur. Paneth
hiicreleri, absorbtif hiicreler, goblet hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler intestinal
epitel hiicre grubuna dahil olan dort major sekretuvar hiicre grubudur [57]. Goblet
hiicreleri limendeki mikroplar1 sinirlayan mukus ve antimikrobiyal peptidleri iiretir.
Daha &nce yapilan calismalarda UK’li hastalarm barsak mukozasindaki mukus
miktarinin azaldig1 gosterilmistir [58]. Yine bagka bir ¢alismada goblet hiicrelerinden
salinan ve bir antiproteaz molekiil olan ve barsak siki baglantilarinin biitiinliigiini
koruyarak bakteri invazyonunu 6nleyen whey asidik protein dort disiilfid ¢ekirdek
domain 2 (whey acidic protein four-disulfide core domain 2 - WFDC2)’ nin EBH
hastalarinda azaldig1 gosterilmistir.[S9] Bu da goblet hiicrelerinin hastalik

patogenezindeki 6nemini gostermektedir.
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2.2.3.2. Genetik Faktorler

Klinik c¢alismalar, EBH patogenezinde aile Oykiisiinlin en Onemli risk
faktorlerinden biri oldugunu gostermistir. EBH tanisi konulan hastalarin %10-25'inde
birinci derece akrabalarinda da EBH saptanmistir. Bu bulgular, EBH nin genetik
yatkinlikla iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica monozigot ikizlerde de hastalik
insidansinda artis oldugu gosterilmistir [60]. CH’de UK ’ye gore genetik faktorler daha
on plandadir [61].

Genomik c¢alismalarla EBH gelisimi ile iligkili 200'den fazla genetik lokus
tanimlanmistir [62]. Bu lokuslardan bazilari, sitoplazmik mikrobiyal iirlinleri taniyan
hiicre i¢i dogustan gelen bagisiklik yollar: ile iliskili NOD2 (CARDIS) proteinini
kodlayan EBHI1 geni; otofaji ile iliskili ATG16L1, IRGM ve LRRK genleri;
kazanilmis bagisiklik ile iliskili IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, TNFSF15 ve TYK2
genleri; epitelyal fonksiyonlar1 diizenleyen yollarla ilgili OCTN2, ECM1, CDHI,
HNF4A, LAMBI1, GNA12, Xbp-1, NOD2, ATG16L1 genleridir [63].

Majér histokompatibilite kompleksi calismalarinda, HLA-DR2 UK ile iliskili
bulunmustur. CH hastalarinda ise HLAA2, HLA-DR1 ve DQwS5 ekstraintestinal

manifestasyonlar ile iligskilendirilmistir.[64].

Baz1 genetik sendromlar da EBH ile iliskilendirilmistir. Ornegin Turner sendromu,
glikojen depo hastalig: tip 1b ve Hermansky-Pudlak sendromu EBH ile iliskilendirilen

sendromlardandir [64].

2.2.3.3. GIS ve mukozal immiinite

Ag1z boslugundan aniise kadar olan GI kanal epiteli, mikrobiyata olarak bilinen
cok sayida bakteriyi ve potansiyel olarak zararli patojenleri veya maddeleri, GI kanal
liimenine sinirlayan fiziksel bir bariyer olarak islev goriir. GI kanal epiteli, yaklasik

olarak her 4-5 giinde bir yenilenen tek katli hiicre tabakasindan olusur ve bakterilerin
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farkli tiirlerini, miktarmi ve hiicre yiizeyinden uzakligini algilama gorevine sahiptir.
Toplam bakteri sayisi1, Gi kanal boyunca artar ve mide gibi yiiksek asidik ortamda 10°-
10%/ml'den baslayarak, iist ince barsakta 10°/ml'ye ve kolon bdlgesinde 10'%/ml'ye
kadar ulasabilir [65].

Barsak mukozasi, enfeksiy6z patojenlere enflamatuvar sinyaller ve zararsiz
kommensal mikroorganizmalara ise immiin tolerans sinyalleri ile yanit verir. Genel
savunma mekanizmalari, goblet hiicreleri tarafindan salgilanan polisakkaritlerin
liimene dogru bir mukus tabakasi olusturmasi, Paneth hiicreleri tarafindan
antimikrobiyal peptidlerin salinmas1 ve plazma hiicreleri tarafindan sekretuvar IgA'nin
salinmas1 gibi mekanizmalar igerir [66, 67]. Bariyerin biitlinliigliniin korunmasi,
barsak homeostaz1 i¢in temel bir dnkosuldur. Bariyer hasar1 durumunda, epitelyal
tabakanin hizli bir sekilde yeniden kapanma kapasitesi, immiin hiicrelerin mikrobiyata
ile temasimi 6nlemek veya minimize etmek i¢in kritik 6neme sahiptir, aksi halde

iltihabi bir yanitin baslatilmasina neden olabilir [41].

Homeostazis sirasinda, epitelyal bariyer saglamken, luminal barsak antijenlerinin
tamamina kars1 olusturulan mukozal tolerans, yiizey epitelini orten payer plaklarinda
bulunan mikro katlanti (M) hiicreleri, intestinal epitelyal hiicreler (IEH), immatur
lenfoid hiicre alt grubu [68], v T hiicreleri [69] ve dentritlerini dogrudan barsak
liimenine uzatan dentritik hiicreler [70] tarafindan diizenlenir. Antijenik sinyaller,
lenfositleri, plazma hiicrelerini, eozinofilleri, mast hiicrelerini, nétrofilleri ve ¢ok
sayida makrofaj1 bulunduran gevsek bir bag doku olan lamina propriaya (LP) iletilir.
Enflamasyon yokken Treg hiicre baskinligiyla makrofajlar ve dentritik hiicreler anerjik
bir ortamda tutulur. Treg hiicreler, immunsiipresif sitokin olan IL-10 salgilayarak
efektor T hiicre cevabini inhibe ederken TGF-8 salgilayarak CD4+ T lenfositlerinin
Treg hiicrelere doniisiimiinii uyarir. Intestinal epitelyal hiicreler, énceleri tamamen
absorptif bir hiicre tipi olarak diisiiniiliirken simdilerde LP’daki hiicrelere benzer
sekilde mukozal immiinitede 6nemli oldugu diisliniiliiyor. [EH’ler hem membranda
hem de sitozolde yabanci mikrobiyal ligandlar1 taniyan patern tanima reseptorleri
(PRR)’ne sahiptir [67]. Barsak bariyeri bozuldugunda, bakteriler ve mikrobiyal
triinler LP’ya sizar ve bu da fagositik hiicreler ( PMNL ve makrofajlar)
aktivasyonunu, antimkrobiyal savunma i¢in ROT {iretimini ve efektor Thl, Th17 ve

NK hiicrelerinden proenflamatuvar sitokin salinmasini tetikler. Ayni zamanda
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intestinal epitelyal hiicreler ROT iireterek, barsak bariyer tamiri ve iyilesmesi igin

intraseliiler sinyal iletimine katkida bulunur.

Biyolojik sistemlerin, 'diisiik, hosgdoriilebilir' ve 'yiiksek, toksik' ROT seviyeleri
arasindaki dengeyi diizenleyen islevlerindeki bozukluk, kalict ve c¢oziilememis
mukozal enflamasyona yol acgabilir. Yanlis oksidant seviyeleri, ¢ok diisiik veya ¢ok
yiiksek, redoks dengesini degistirerek patolojik siiregleri tetikler. Redoks dengesinin
diizensizlesmesi, antimikrobiyal savunmay1 zayiflatir, immiin aktivasyonu uzatir ve
transkriptasyon faktorlerinin aktivasyonu, inflamazom fonksiyonu veya otofaji gibi
dogustan ve adaptif immiin yanitlar1 degistirir. Ardindan gelen eksik patojen
temizleme ve/veya oksidatif stres, sadece enflamasyonu siirdiirmekle kalmaz, ayni
zamanda fibroz, neoplazi ve ekstra-intestinal semptomlar gibi diger kronik

komplikasyonlara da yol agabilir [71].

Gastrointestinal sistemde, dogal bagisiklik sistemi; epitelyal hiicreler, nétrofiller,
makrofajlar, dendritik hiicreler ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerden olusurken, adaptif
bagisiklik sistemi T lenfositleri ve B hiicreleri igerir. Bu hiicreler aktive olunca sitokin
ve antikor salgilarlar. Mukozal bagisiklik sistemi, etkili bir mekanizma ile patojenik,
patojenik olmayan ve normal barsak mikroorganizmalarini hassas bir sekilde ayirt
edebilir. Normal kosullarda, GI mukozasinda pro-enflamatuvar (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-17 ve IL-23) ve anti-enflamatuvar (IL-5, IL-10, IL-11 ve TGF-) sitokinler
arasindaki denge siki bir sekilde kontrol edilir. Notrofiller ve diger hiicre tipleri
proenflamatuvar sitokinler salgilayarak iltihaplanmay1 baglatirlar ve adaptif bagisiklik
sistemini daha da aktive ederler [72]. EBH patogenezinin altinda yatan immiin
mekanizma, T helper (Th) hiicreleri ile diizenleyici T hiicreleri (Treg) arasindaki
dengenin, 6zellikle Treg hiicrelerin intoleransinin bozulmasidir. Basta makrofajlar ve
nétrofiller olmak tizere bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu, NOX ve NOS tarafindan
stiperoksit ve nitrik oksit olusumuna ve oksidan peroksinitrit {iretimine neden olabilir;
bunlarin tiimii EBH'nin patogenezinde ve oOzellikle CH'nin baslamasinda ve

ilerlemesinde yer alir.[73-75].

Enflamatuvar barsak hastaligi patogenezinde NF-kB sinyal yolagi: NF-xB sinyal
yolagi, hiicrelerde ¢esitli fizyolojik siirecleri diizenleyen bir protein sinyal yolagidir.
Bu sinyal yolagi, hiicrelerin bagisiklik yanitini, iltithaplanma, hiicre biiylimesi ve

apoptozis gibi ¢esitli biyolojik islevleri diizenler. Bir¢ok patojenik siiregte etkili bir
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diizenleyici olan NF-xB, EBH’ da anormal sekilde aktive olmustur [76]. NF-Kb barsak
gecirgenligini modiile edebilir ve intestinal epitel hemostazisiyle ilgilidir [77]. Ancak
NF-«B sinyali kroniklesirse, UK ve CH hastalarinin mukozasinda gdzlenen kronik
barsak iltihabini daha da yogunlastirabilir [76]. Intestinal epitel hiicreleri tarafindan
taninan mikrobiyal olarak aktive olmus TLR'ler ve TNF-a, aynt zamanda oksidatif
strese duyarli olan NF-xB sinyal yolagini uyarir. Aynt zamanda TNF-o kolon
hiicrelerinde ROT olusumunu arttirir[78]. NF-«kB aktivasyonunun EBH patogenezinde
onemli rol oynayan bes farkli gen tipinin transkripsiyonunu artirabilecegi
belirtilmektedir. Ik olarak, IL-6, IL-8, IL-16 ve TNF-a gibi proenflamatuvar
sitokinlerin transkripsiyonunu artirarak iltihaplanmaya neden olabilir. Ikinci olarak,
hiicre hayatta kalma ve ¢ogalma siireglerini modiile eden genlerin transkripsiyonunu
artirarak, NF-«xB apoptozisi tetikleyebilir ve UK gelisimine katkida bulunabilir [79].
Ugiincii olarak, barsak bariyerinin gegirgenligiyle ilgili genlerin transkripsiyonunu
artirarak, TNF-o tarafindan indiiklenen NF-kB aktivasyonu, intestinal bariyerdeki
myosin proteininin yikimina neden olan myosin hafif zincir kinazint (MYLK)
artirabilir [79]. Dordiincii olarak, TNF-o tarafindan uyarilan ve mukozal hiicrelerin
sindirilmesine neden olabilen metalloproteinazlarin transkripsiyonunu artirabilir ve
besinci olarak, NF-kB tarafindan aktive edilen COX-2 ve iNOS enzimlerinin
transkripsiyonunu artirarak, ROT metabolizmasi araciligiyla bariyer stabilitesine
miidahale edebilirler [80]. Bu nedenle, NF-xkB aktivasyonu EBH patogenezinde
onemli bir rol oynar ve bu genlerin transkripsiyonunu artirarak, enflamasyonu, barsak

bariyerinin hasarini ve diger EBH semptomlarini tetikleyebilir.

Enflamatuvar barsak hastaligi patogenezinde Nrf2 sinyal yolagi: Niikleer faktor-
eritroid 2 ile iliskili faktor (Nrf2), EBH'de asir1 ROT iiretimini bastirarak mukoza
homeostazin1 koruyabilen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf2, antioksidan
mekanizmasi araciligiyla proenflamatuvar yaniti ve mukozal bozulmay1 baskilar. DSS
ile olusturulan bir kolit modelinde, Nrf2 geni susturulmus fareleri, vahsi tip farelerin
kript kaybn ile karsilagtirildiginda daha siddetli semptomlar gosterdigi ve ayrica, Nrf2-
geni susturulmus farelerde IL-1f, IL-6, IL-8, iNOS ve COX-2 gibi proenflamatuvar
genlerin artan ekspresyonlart ve hem oksijenaz-1 ve GST Mu-1 gibi antioksidan

enzimlerin azalan ekspresyonu gosterdigini bulunmustur [81, 82].
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2.2.34. Mikrobiyata

Barsak epitel hasarindan sonra EBH patogenezinde diger énemli basamak ise
mikrobiyatadir. Uzun yillardir, EBH'nin nedeni olarak normal barsak mikrobiyatasina
anormal bir immiin yanitin mi1, yoksa anormal barsak mikrobiyatasina 6zgii bir yanitin
m1 oldugu konusu arastirilmaktadir. Son hayvan ¢aligsmalari, her iki durumun da EBH
gelisimine neden  olabilecegini  ve hatta  birbirleriyle  Ortiisebilecegini

gostermektedir.[83]

CH, barsak duvarinin tiim katmanlarini iceren derin ve yaygin ilserlerle kendini
gosteren, terminal ileum dahil olmak {izere GI sistemin herhangi bir boliimiinii
etkileyen bir durumken, UK sadece kolon ve rektumu sinirlidir ve barsak astarinin en
i¢ katmaninda iltihaplanma meydana gelir. EBH hastalarinda goézlenen uyumsuz
kronik 1iltihabi yanitlar, konak¢inin bagisiklik toleransini diizenleyen fizyolojik
mekanizmalardaki degisikliklerle karakterizedir ve LP bagisiklik sistemi tarafindan

kommensal mikroorganizmalarin anormal algilanmasina yol agar (34).

Bazi insanlar, dogal immiin sistemdeki anormallikler nedeniyle barsak
mikrobiyatasinda degisikliklere sahip olabilirler ve bu da EBH riskini artirabilir.
Ayrica, hayatin erken donemlerinde antibiyotik kullanimi gibi faktorler barsak
mikrobiyatasindaki bilesenlerde erken degisikliklere neden olabilir ve bu da

suboptimal bagisikliga ve EBH'ye yatkinliga yol agabilir.[84]

2.2.3.5. Enflamatuvar barsak hastalig gelisiminde ROT

Barsak, kommensal mikrobiyataya veya patojenlere immiin tolerans veya
proenflamatuvar sinyallerle yanit veren bir¢ok farkli hiicre tipinden olusur. ROT
iiretimi, GIS’1 igeren bir¢ok enflamatuvar bozuklugun ilerleyisinde 6nemli bir olaydir.
Barsakta, mukozal bariyerin bozulmasi, hizli bir sekilde dogal bagisiklik sistemini
aktive eder ve LP bolgesinde baslayan akut bir enflamatuvar yamiti tetikler.
Polimorfontikleer 16kositler (PMNL'ler), enfeksiyon ya da travma bolgesine go¢ eder,
invaze olan patojenleri fagositoz eder ve ROT, graniiler enzimler, vazoaktif ve pro-

enflamatuvar aract maddeler salgilar[45]. PMNL'ler tarafindan ROT iiretimi, oksijen
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tiikkenmesine bagl olarak hipoksik bir ortam yaratabilir ve bu, iltihabin ¢oziilmesine
yardimci olabilir [85]. Bununla birlikte, kontrolsiiz ve siirekli oksidatif stres, ROT'un
asir1 liretimi ve/veya antioksidan sistemler tarafindan yetersiz olarak temizlenmesi,
apoptozis ve doku hasarina neden olabilir [86]. EBH hastalarinda, mitokondriyal
elektron transport zincirindeki (mtETZ) bozulmanin, artmig mitokondriyal ROT
(mtROT) seviyelerine sebep oldugu ve yine bununla ilgili olarak azalmis mtROT un
kolitteki iyilesme bulgulariyla birlikte oldugu gosterilmistir [87]. Enterositler ve
fibroblastlar gibi non-fagositik hiicrelerde eksprese edilen enzimler tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilen ROT {iretimi, ROT’un hiicre i¢i diizenleyici olarak kavramanin
yolunu acmistir [88]. Aslinda, disik fizyolojik seviyelerde ROT, gen
transkriptiyonunu (genetik bilginin RNA'ya doniistiiriilmesi), protein kinaz
aktivasyonunu (protein molekiillerinin aktif hale getirilmesi) ve fosfataz
inhibisyonunu (enzimlerin inhibe edilmesi) iceren bir dizi sinyal yolunda
vazgecilmezdir. Bu siirecler sayesinde ROT, sitokin iiretimini (iltihap tepkisi) ve
hiicrelerin koordineli hareketliligini diizenleyerek hiicre i¢i islemleri kontrol

etmektedir [67].

Barsakta asir1 miktarda ROT iiretildiginde oksidatif stres artar ve bu da protein
fonksiyonlarii1 modifiye ederek ve lipid peroksidasyonuna yol acarak hiicre hasarimni
hizlandirir [89]. Mukozal enflamasyon sirasinda, enflamatuvar sitokinler tarafindan
indiiklenen NOX ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivasyonu yoluyla
intestinel epitel hiicreler, notrofiller ve makrofajlar gibi siiperoksit ve nitrik oksit
tiretirler ve yine NOX ve iNOS aktivasyonu aracilifiyla daha fazla ROT / RNT
tiretilmis olur. Bu ROT yiiklemesi, hiicre iskelet proteinlerine zarar verebilir ve epitel
hiicreleri arasindaki siki baglantilarin ve epitelyal gecgirgenligin degisimlerine neden

olarak intestinal bariyer hasarina yol agabilir [90, 91].

SOD aktivitesi, EBH hastasinin hastalik seyri ile iliskilidir [92]. Genel olarak, SOD'
aktivitesi, enflamasyon ve EBH'deki oksidatif stres kosullarinda dokuyu oksidatif
hasara karsi korumak i¢in bir tepki olarak artmaktadir. EBH hastalarinin periferik
kanindaki SOD seviyeleri zaten oksidatif stres ic¢in bir biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Yine antioksidan enzimlerden olan GPX1 ve GPX2'nin birlikte
mutasyonlari farelerde, GI sistemdeki oksidatif hasar ve enflamasyondan kaynaklanan

EBH'ye benzeyen semptomlara neden oldugu yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir [93].
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Oksidatif stres, kolon iltihabinin gelisiminde potansiyel bir etiyolojik ve/veya
tetikleyici faktor olarak kabul edilir [94]. Genetik yatkinlig1 olan bireylerde kronik ve
tekrarlayarak ortaya ¢ikarlar. Ayrica, beslenme, hijyen, stres gibi c¢evresel risk
faktdrlerine ve mikrobiyom degisikliklerine bagli olarak da olusabilir. CH ve UK,
enflamatuvar barsak hastaligi (EBH) olarak tanimlanan barsak rahatsizliklaridir [95].
Her iki EBH formu da 6nemli morbidite ile iligkilidir ve barsak iltihabi, ishal, karin
agrisi, kilo kayb1 gibi belirtilerle karakterizedir ve ekstraintestinal belirtiler arasinda

artrit, sedef hastaligi, eritema, kolangit ve goz iltithab1 bulunmaktadir [96].

Oksidatif stres, EBH'ye yol acan radyasyon, kemoterapi, sigara , barsak limeni
antijenleri, alkol, ilaclar ve xenobiyotikler gibi ¢evresel faktorler tarafindan da aktive
edilebilir [97]. Diyetle alinan demir (Fe) ve bakir (Cu), baz1 islenmis gidalardaki trans
yag asitleri ve atistirmalik krakerlerdeki akrilamid, ROT iiretimini artirarak oksidatif
stresi tetikler [98-100]. Yiiksek alkol konsantrasyonlari, GIS mukozal bariyerini
dogrudan etkileyebilir. Ayrica, gesitli ilaglar ve xenobiyotikler barsakta serbest radikal

tiretimini arttirdig1 bildirilmistir [101].

Gl sisteminde, ROT ve RNT'in baslica kaynaklart NADPH oksidaz enzimleri [NOX /
dual oksidaz (DUOX)], mitokondriyal elektron tagima zinciri (mETZ) ve NOS'lerdir.
Hem deneysel modellerden hem de klinik ¢aligmalardan elde edilen veriler, oksidatif
stres sinyalinin de EBH gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir. Oksidatif
stres, gastrointestinal mukozanin hasar gérmesine ve bakteriyel invazyona yol agarak

bagisiklik tepkisini uyarir ve bu da EBH'yi baglatir [97].

2.2.3.6. Enflamatuvar barsak hastali§1 patogenenezinde NO

NO, mukoza vazodilatasyonunu, artmis intestinal epitel gegirgenligi ve motilite
degisimi de dahil olmak tizere EBH'nin birkag belirtisini dogrudan veya dolayl1 olarak
diizenler. Kumulatif kanitlar, NO {iretiminin EBH sirasinda arttigin1 géstermektedir
[102, 103]. Enflame barsak dokusundaki major NO kaynaklari; monosit, makrofaj ve
miyofibroblastlardir.

Genel olarak, diisiik ve gecici diizeydeki NO'mun barsak homeostazinin énemli bir
diizenleyicisi oldugu goriinmektedir, ¢linkii NOS3 (eNOS) eksikligi olan fareler kolite
kars1 yiiksek duyarhilik gostermektedir [104]. Ote yandan, NOS2 tarafindan uzun
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stireli ve yiiksek dozlarda NO {iretimi, barsakta iltihabi yanit1 arttirabilir, ¢iinki
indiiklenebilir NOS (iNOS) eksikligi, DSS modelinde kolite kars1 koruma saglamistir
[105]. Bu veriler, hastaliklarda endotel NO'nun koruyucuu roliiniin, belli bir noktada
ortadan kaybolabilecegini, muhtemelen aktive olan immiin hiicreler tarafindan iiretilen
fazla miktardaki OONOe tarafindan baskilanabilecegini ve sonug olarak kronik barsak

iltihabina katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

2.2.3.7. Enflamatuvar barsak hastalig ve siki baglanti (SB) proteinleri

Enflamatuvar barsak hastaliklari, epitelyal bariyerin biitiinliigiiniin bozuldugu
iltihaplanma ile karakterizedir. Apikal siki baglanti proteinleri, epitelyal bariyer
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde ve paraseliiler gecirgenligin kontroliinde kritik 6neme
sahiptir [106]. Dort integral transmembran protein tanimlanmistir: okludin [107],
klaudinler [108], baglantili adezyon molekiilii (JAM) [109],ve triyosellulin [110]. Bu
transmembran proteinlerin hiicre i¢i bolgeleri, sitozolik iskelet proteinleri olan zonula
okludens (ZO) proteinleri ile etkilesime girer ve bu da transmembran proteinlerin aktin
sitoskeletonuna baglanmasini saglar. SB proteinlerinin aktin sitoskeletonu ile
etkilesimi, SB yapisinin siirdiiriilmesi ve SB bariyer biitlinliigiiniin sitoskeletal

diizenlemesine izin vermek i¢in hayati 6nem tasir [111].

Klaudin: Klaudin molekiillerinin ekstraseliiler loplari, yan yana bulunan hiicrelerle
hemofilik ve heterofilik etkilesimler olusturur ve bu etkilesimler, paraseliiler alanda
molekiillerin gecisine karst secici bariyerler veya gozenekler olusturur [112, 113]
Bircok c¢alisma, klaudinlerin SB’larin temel bileseni ve omurgasi oldugunu
gostermistir. Klaudinlerin farkli izoformlari, farkli yiikk ve boyutlardaki iyonlarin
paraseliiler hareketini diizenler [114]. Barsak bariyerini olusturan proteinlerden olan
claudinlerin diizensiz ifadesi ve yeniden dagilimi, barsak gecirgenliginin artmasina,
barsak enfeksiyonlarina duyarlilifa ve EBH hastalarinin barsak semptomlarma yol

acabilir [106].

Klaudin knockout farelerini kullanan son ¢alismalar, klodinlerin ¢esitli dokularda
bariyer olusturma ve paraseliiler gecirgen segiciliginde kritik bir rol oynadigini

gostermistir [115]. One ¢ikan bir 6rnek olarak, klaudin-1 knockout farelerinin
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dogumdan sonraki 24 saat i¢inde, epidermal bariyerin bozuklugu nedeniyle dramatik

bir sekilde s1v1 ve elektrolit kaybindan 6ldiiglinii gostermektedir.

Okludin: Okludin, dort transmembran alan, iki ekstraseliiler dongii ve ii¢ sitoplazmik
bolge iceren bir primer transmembran proteindir [116]. Ekstraseliiller dongiilerin
benzersiz yiik yapisi hiicrelerin birbirine yapismasini saglayabilir [117]. Okludin,
paraseliiler bir bariyer olarak islev goriir, ZO-1 ile etkilesime girerek hiicre yiizeyi
polaritesini siirdiiriir ve endotel hiicrelerinin gegirgenligini diizenler [118]. Bu
proteinin ekspresyonu, beyin, testis, epididim, bobrek, karaciger, akciger, mide,
onikiparmak bagirsagi, ince barsak, kolon, deri ve kan damarlar1 dahil olmak {izere

bir¢ok organ ve doku i¢inde rapor edilmistir [119, 120].

Okludin knockout farelerde olusturulan deneysel kolit modelinde barsak epitelyal
hiicrelerinde siki baglanti proteini olan okludinin, CASP3 ifadesini arttirdigi
bulunmustur. Okludin kaybi, bu hiicrelerin apoptoza duyarliligini azaltig1 saptanarak
enflamatuvar barsak hastaligi olan hastalarin barsak epitelyal hiicrelerinde diisiik
seviyelerde okludin ve CASP3’iin, enflamatuvar kosullara yanit olarak mukozal

homeostazin restorasyonunu tesvik edebildigi sdylenmistir [121].

Sonu¢ olarak EBH’da artmis barsak paraseliiler gecirgenligi goriiliir. Bariyer
disfonksiyonunun hastaliktan once gelip gelmedigi veya aktif iltihaptan kaynaklanip
kaynaklanmadigi hala belirsiz olmasina ragmen, EBH hastalarinda artmis barsak siki
baglantilarinin bozulmasi, siki baglant1 bariyer biitlinliigiiniin diizensizliginin EBH
ilerlemesini yatkinlastirabilecegini veya artirabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
sik1 baglant1 bariyer biitiinliigiinii geri kazanmay1 hedefleyen terapotik yaklagimlar,

EBH'ye kars1 etkili tedavi ve dnleyici yaklasimlar saglayabilir [122].

2.24. Klinik

EBH klinik bulgular1 hastalik alt tipine gore farklilik gdztermektedir. UK’li
hastalar genellikle ishal veya diskida kan nedeniyle bagvurur. Semptomlar kolik
tarzinda karin agrisi, sikisma hissi, tenesmus ve inkontinansi igerir [123]. CH’ da ise
semptomlar sinsi olabilir, spesifik olmayabilir ve hastaligin lokasyonuna ve siddetine

bagl olabilir. Baz1 hastalarda CH teshisinden yillar 6nce semptomlar olabilir [124].
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UK hastalarinda semptomlarin siddeti, kanli veya kansiz giinde dort veya daha az digki
ile hafif hastaliktan, glinde 10'dan fazla diski ile siddetli kramplar ve siirekli kanama
ile siddetli hastaliga kadar degisebilir [123]. Hastalarda ates, yorgunluk ve kilo kayb1
gibi sistemik semptomlar olabilir. Hastalarda ayrica kan kaybindan kaynaklanan demir
eksikligine bagli anemi, kronik hastalik anemisi veya otoimmiin hemolitik anemi
nedeniyle nefes darlig1 ve carpinti olabilir. Sistemik semptomlarin varlig1 ve siddeti,
barsak hastaliginin klinik siddetine baghdir. Fizik muayene, 6zellikle hafif hastalig
olan hastalarda genellikle normaldir. Orta-siddetli UK’i olan hastalarda palpasyonla
abdominal hassasiyet, ates, hipotansiyon, tasikardi ve solgunluk olabilir. Rektal
muayenede kan goriilebilir. Uzun siireli ishal semptomlari olan hastalarda kilo kaybi
ve yetersiz beslenme nedeniyle kas kaybi, deri alt1 yag kaybi ve periferik 6dem
belirtileri olabilir [123]. CH’da ise ishal ve karin agris1 baslica semptomlardir (128).
Diger semptomlar yorgunluk, kilo kaybi, ates, anemi, tekrarlayan fistiiller ve diger
perianal bulgulardir. Striktiiran hastalig1 olan hastalarda barsak tikanikliklari, barsak
hareketlerinin eksikligine neden olarak hiperaktif barsak seslerine, bulant1 ve kusmaya
neden olabilir. Fistiiller veya apseler, penetran hastaligin bir belirtisi olabilir [125].
Apse mevcut oldugunda, hastalarda ates ve titreme gibi sistemik semptomlar olabilir.
Fistiillerden kaynaklanan semptomlar fistiiliin konumuna baglidir: enteroenterik fistiil
durumunda ishal, enterovezikiiler (barsak ve mesane arasinda) veya enteroiireteral
fistlil durumunda idrar yolu enfeksiyonlari, enterovajinal fistiil durumunda vajinaya
disk1 gecisi ve enterokutanoz fistiil durumunda ise mide veya barsak igeriginin deriden

drenaj1 meydana gelir.

2.2.5. Tam

2.2.5.1. Enflamatuvar barsak hastahi@l tanisinda giincel biyobelirtegler

Endoskopi, enflamatuvar barsak hastalig1 teshisinde temel teshis metodu olarak
kullanilmaktadir. CH ve UK hastaligmin barsak tutulumlar farkli oldugu igin bu
tutulumun gozle goriilmesi ve ayni zamanda biyopsi imkaninin olmasi endoskopiyi

EBH teshisinde 6nemli kilmaktadir. Ancak endoskopinin girisimsel bir islem olmasi
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ve %100 kesin tan1 imkan1 vermemesi sebebiyle farkli klinik -laborotuar bulgulariyla

ve goriintiileme yontemleriyle desteklenmesi gerekir.

Enflamatuvar silirecin monitdrizasyonu i¢in bir¢ok biyomarker tanimlanmistir. Ancak
bunlar genellikle nonspesifik oldugundan dolay1 hastalik teshisinden ziyade tedaviye

cevabin takibinde kullanilmaktadir. [126]

Enflamasyona yanit olarak makrofajlarin sitokin kaskadin1 baglatmasiyla
hepatositlerde sentezlenen CRP (C reaktif protein), en duyarli enflamasyon
belirteclerinden biridir ve EBH tan1 ve takibinde siklikla kullanilir. [127] CRP, 19
saatlik kisa yar1 Omrii ve enflamasyona cevap olarak 500 veya 1000 kat
artabilmesi[128] gibi 6zelliklerle enflamasyon igin 6nemli bir belirtegtir ancak 6zgiin
degildir. Enflamasyon haricinde sigara icme, obezite ve ila¢ kullanim1 gibi durumlarda
da artmaktadir. [127] CRP’ nin EBH barsak hastalig1 i¢in negatif prediktif degeri
yiiksektir ancak aktif CH’larinin %30 unda CRP normal bulunmustur. [129] Ayrica
CRP, CH ve UK hastaligin1 ayirmada kullaniimaz.

Fekal kalprotektin (FK), barsak enflamasyonunun dogrudan bir belirtecidir.
Enflamasyon sirasinda nétrofil sitozoliinde iiretilir ve noétrofil degraniilasyonuyla
saliir. [130] Bu nedenle, seviyeleri divertikiilit, enfeksiyoz kolit, barsak neoplazmlari,
siroz ve nonsteroid anti-enflamatuvar ilaglar ve proton pompa inhibitdrleri kullanimi

durumunda da artabilir.[131] FK disk1 6rneklerinde 7 giine kadar stabildir.

EBH tanisinda yardimer olmak icin birkag biyobelirte¢ de belirlenmistir. Periniikleer
antindtrofil sitoplazmik antikor (p-ANCA) pozitifligi, CH hastalarinin %6 ila
%39'unda, UK hastalarinin %41 ila %73'iinde ve saglikl1 kontrol grubundaki bireylerin
%0 ila %8'inde bulunur.[132] Bu bulgu, bu biyobelirte¢ icin CH tamisinda diisiik
ozgiillik (19%) verir ve kullamshihg, UK'yi CH'den %52 duyarlilik ve %91
ozgiilliikkle ayirt etmek i¢in kullanilir.[133] Anti-Saccharomyces cerevisiae antikoru
(ASCA), CH hastalarmin yaklasik %60'1nda, ancak UK hastalarimin sadece %13'iinde
ve saglikli kontrol grubundaki bireylerin %3'linde bulunur ve CH tanisinda
duyarhiligini (%72) ve ozgiilliiglinii (%82) gosterir.[134] CH'li hastalarin saglikl aile
tiyelerinin %?20'sine kadar ANCA ifade ettigi gosterilmistir ve farkli etnik gruplar,
ozellikle CH'li Asyali popiilasyonlar, ANCA testi pozitif ¢ikmazlar.[132]
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Serum Biyobelirtegleri

Bu siddetli barsak iltihabi, serum ve kani izleyen akut faz cevab ile birlikte gelir. Akut
faz yaniti, fibrinojen, plazminojen, Faktor VIII ve protrombin gibi pihtilasma ve
fibrinolizde rol oynayan proteinlerin artan iiretimi ile karakterizedir; C1 inhibitord,
Cls, C2, C3, C4, C5 ve C9 gibi kompleman sistemi bilesenleri; a-1-antitripsin, ol
anti-kiyomotripsin gibi proteinaz inhibitorleri; haptoglobin ve seruloplazmin gibi
tasima proteinleri; ve CRP, serum amiloid A (SAA), ferritin, fibronectin ve
rosomukoid gibi ¢esitli diger proteinler. Diger serum proteinleri, albiimin, transferin,
a2 makroglobulin ve Faktor XII gibi akut faz cevabinda baskilanir.[135] Pro-
enflamatuvar sitokinlerin serum seviyeleri de, akut faz yanitin1 uyaran bir¢ok sitokin
dahil olmak iizere yiikseltilmis olabilir. Bunlar arasinda TNF a, interferon b,
transforming growth factor b (TGF-b), IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 ve IL-23 yer
alabilir.[136] Diger potansiyel serum belirtecleri arasinda adenozin deaminaz[137],
¢Oziiniir ST2[138] ve triptofan[139] bulunur. Kanin hiicresel bilesenleri de
enflamasyonu gosterebilir ve beyaz kan hiicresi ve trombosit sayisindaki yiikselmeler
bunu yansitir.[136] Eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), akut faz yanit proteinlerinin
artmasi nedeniyle plazma viskozitesindeki artis yoluyla iltihabin dolayli bir 6l¢iisiidiir.
Ancak, ESH, anemi ve polisitemi gibi hematokriti etkileyen diger hastaliklar ve
fizyolojik durumlar gibi diger durumlardan da etkilenir, bu da EBH'de dogrulugunu ve

ozgilliiglini azaltir.[140]

EBH hastaliginin kan veya serumda enflamasyon belirtecleri olarak yaygin bir sekilde
kullanilan ve ayrintili olarak dogrulanmis ¢ok az sayida belirte¢ bulunmaktadir. CRP
ve ESH en yaygin kullanilanlaridir. CRP, yaklagik 19 saat olan kisa yari omrii
nedeniyle ¢ogu diger akut faz reaktanlarindan daha duyarli bir akut enflamasyon
gostergesi olarak kabul edilir.[140] Hassasiyetleri ve normal kesim degerlerinin
tanimlar1 arasinda farkliliklar olmakla birlikte, yliksek hassasiyetli testler icin 0.8
mg/L'den standart hassasiyetli testler i¢in 5 mg/L'ye kadar degisen kesim degerleri
mevcuttur. Bununla birlikte, klinik sonuglar 0.8 ila 200 mg/L arasinda degismektedir
ve bu test icin genis bir dinamik aralik saglamaktadir. Tipik akut faz yanitinda
hepatositler pro-enflamatuvar sitokinler, 6zellikle IL-6, tiimor nekroz faktorii a ve IL-
Ib'ye yanit olarak CRP firetirler.[140] Daha yeni olarak, CH'li hastalarda CRP'nin
mezenterik adipositlerde de ifade edildigi fark edilmistir[141], bu da CH'de UK'den
daha yiliksek CRP diizeyleri gozlenmesini agiklamaktadir. Bununla birlikte, akut
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siddetli UK'li hastalarda yiiksek CRP seviyeleri, daha yiiksek kolonektomi olasilig1 ile
iliskilidir[142] ve en yiiksek UK siddeti olanlarda normalde mukoza ile smirli olan
enflamasyonun transmural yayilimini yansitabilir. CRP ekspresyonunun genetik
belirleyicileri de karmasiktir[143] ve endoskopide CH aktivitesi gosteren hastalarin%

25'inden fazlasinda normal esik degerlerinin iizerinde CRP seviyeleri gozlenmez.[144]
Gaita Biyobelirtecleri

Kan veya serum belirteglerine kiyasla, diski belirtegleri bagirsaga lokalize olan
enflamatuvar stiregler i¢in artmis Ozgiilliige sahiptir. Baz1 diski belirtegleri, a-1-
antitripsin ve okiilt kan gibi, mukozal bariyerin bozulmasini yansitirken, bu belirtecler
EBH'nin temel patojenik enflamatuvar stiregleriyle iliskili olan diger belirtecler kadar
dogru degildir[145]. Lokositten kaynaklanan irlinlerin degraniilasyon iirlinleri,
lysozym, myeloperoksidaz, eozinofilik katyonik protein, eozinofilik protein X,
laktoferrin, matriks metalloproteinaz (MMP)-9, neopterin ve polimorfoniikleer elastaz
gibi, aktif EBH'li hastalarin diskisinda daha yliksek konsantrasyonlarda saglikli
normal bireylerin digkisina gore bulunan nispeten stabil proteinlerdir.[145] Ayrica,
hasarla iligkili molekiiler kaliplar (DAMP) proteinleri S100A8/S100A9, birlikte
kalprotektin olarak adlandirilan ve S100A12, diskida da kararlidir ve aktif EBH'de
artar.[145] Fekal M2-piriivat kinaz[146] ve kitinaz 3-benzeri-1[147] diizeyleri de
EBH'deki hastalik aktivitesiyle iligkili olarak artar. Bazi diski belirteglerinin
sinirlamalari, hastalarin digki toplama isteksizligi ve diski belirteglerinin EBH'ye 6zgii
olmamasi, diger enfeksiydz veya enflamatuvar siireclerle karsilastirildiginda
Ozgilliglintin eksikligidir.[148] Ayrica, bazi diski belirteclerinin, farkli bir glinde
toplanan farkli digki 6rneklerini karsilastirmak bile olsa, intra-bireysel degiskenliginin
bliylik olabilecegi goriinmektedir.[149] Kalprotektin ve laktoferrin, 6nerilen diger
disk1 belirteglerinden daha fazla calisilmis ve klinik laboratuvarlarda kolayca

mevcuttur.
Idrar Biyobelirtecleri

IBD'deki enflamasyonun biyobelirtecleri olarak incelenen idrarda atilan az sayida
madde vardir. Bunlar arasinda c¢esitli prostaglandin ve I6kotrien yolak iirtinleri[ 150-
153], notrofil jelatinaz iligkili lipokalin[154], alfa 1-asit glikoprotein ve Zn-alpha 2-
glikoprotein[155] ve neopterin[156] yer alir. Higbiri kapsamli bir sekilde

dogrulanmamaistir ve higbiri klinikte yaygin olarak kullanilmamaktadir.
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2.2.5.2. Goriintiileme

EBH tanisinda radyolojik goriintiilemenin 6nemi biiytliktiir. Gerek tanida gerekse
tedavide bilgisayar tomografisi (BT) ve manyetik rezonans (MR) sikca
kullanilmaktadir. Ancak BT ile radyasyona maruziyetin olmasi, MR i¢in de uzun stire
kapali alanda bulunma gerekmesi hastanin hem sagligi hem de konforu i¢in sorun
olusturabilmektedir. Barsaklarin degerlendirilmesinde ultrasonografi, iyonlastirici
radyasyon kullanimini da onler. Intraven6z mikrobiile kontrast ve diisiik mekanik
indeksli gorlintiileme modu veya gli¢lii Doppler'in bir kombinasyonu, tim bagirsagin

degerlendirilmesini miimkiin kilar.

EBH siiphesi olan hastalar i¢in birgok tanisal degerlendirme yapilmasi gerekmektedir.
Tani, oncelikle endoskopi ve capraz kesitsel goriintiileme ile barsak iltihabinin
gdsterilmesi ile yapilir. ideal olarak, biyopsi almir ve histoloji hastalik desenini CH
veya UK olarak dogrular; ancak, bu bulgular belirsiz ise, dogru taniy1 belirlemekte
potansiyel olarak faydali olan 6zel biyobelirte¢ paneli bulunmaktadir. Dogru tani,
hastalarin uygun tedavi Onerilerini almasini ve en iyi olasi sonuglar1 elde etmesini

saglamak i¢in 6nemlidir.[126]

2.2.6. Tedavi

2.2.6.1. Modern tedavi yontemleri

EBH remisyon ve niikslerle seyreden kronik bir hastaliktir. Tedavi ile asil amag
hem remisyon indiiksiyon olusturup bunun devamini saglamak hem de komplikasyon
olusumunu engellemektir. Remisyon sadece tedaviye klinik yanit alinmasi1 degildir,

ayni zamanda mukozal iyilesme de remisyon tanimina girmektedir. [157, 158].

Enflamasyonun EBH hastaliklarinin temel nedeni oldugu diisiiniildiiglinde, hastalig

yonetmek icin oncelikle bir dizi antienflamatuvar ilag tercih edilmistir. Ozellikle
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immiinsiipresif tedaviler hem remisyonun baslamasinda hem de idame ettirilmesinde

onemli rol oynamaktadir.

NSAID olan 5-Aminosalisilatlar COX inhibisyonu yoluyla prostoglandin sentezini
azaltirlar ve proenflamatuvar sitokin iiretimini baskilarlar. Antienflamatuvar etki
prensibiyle UK tedavisinde siklikla kullanilan 5-ASA’larin CH igin etkinligi smirlidir
[159, 160]

Kortikosteroidler, EBH nin remisyon indiiksiyonu ve idamesinde tek basina ya da
diger ilaglarla kombine olarak kullanilabilen en eski ve erken donemde en etkin tedavi
yontemidir. Ancak tiim hastalarda steroide yanit esit sekilde alinmayabilir hatta
yanitsizlik da siktir. Ayrica hiperglisemi, osteoporoz ve enfeksiyon riskinde artis gibi

yan etki profili nedeniyle uzun siireli tedavide yerleri yoktur [161, 162].

Infliksimab, adalimumab, sertolizumab gibi TNF-alfa antikorlar1 ve azatioprin, 6-
merkaptopiirin, metotreksat, siklosporin gibi immunomodiilatorler kortikosteroid
tedavisinde yanit vermeyen hastalarda kullanilmaktadir [163]. Yine EBH tedavisinde
kullanilan biyolojik ajanlara 6rnek olarak da vedolizumab gibi anti-integrin verilebilir.
Ayrica son yillarda IL-12 ve IL-23 blokan1 olan Ustekinumab da 6zellikle primer ve
sekonder anti-TNF yanitsiz hastalarda kullanilmaya baslanmistir [164-167].

EBH barsak hastalig: ile ilgili son donemlerde tani, tedavi ve takip agisindan bazi
degisikliklere gidilmistir. Onceden EBH nin aralikli alevlenen bir hastalik oldugu
bilinirken simdilerde 6nemli bir kisminin progresif oldugu kabul edilmis durumdadir.
Yine eskiden tiim hastalara ayni tedavi verilirken giliniimiizde hastalik siddetine ve
prognoza gore degisen bireysellestirilmis yaklasim uygulanmaktadir. Ayrica giincel
tedavi yonemleriyle tam yanit ve remisyon hedeflenmek yerine artik mukozal iyilesme

gibi daha objektif sonuglar hedeflenmeye baslanmistir [168].

Mevcut ve gelisen tedaviler ile EBH tedavisinde ¢ok fazla ilerleme kaydedilmis
olmakla birlikte, sadece semptom kontroliine yonelen ¢ogu giincel yaklasim, bu
hastaligin dogal seyrini degistirmede basarisiz olmustur [169, 170]. Ayrica tiim bu
tedavi yontemleri her ne kadar klinikte giivenle kullanilabilir gibi diisliniilse de immiin
sistem baskilayici etkilerinden dolay1 firsat¢1 enfeksiyon, sekonder malignite ve daha

pek cok yan etki agisindan yiiksek risk tasimaktadir [171].
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2.2.6.2. Tamamlayici tedavi yontemleri

EBH ile birlikte kolorektal kanserin insidans1 ve siddeti arttikca, EBH i¢in devrim
niteliginde tedavi yaklagimlarina olan talep de artmaktadir. EBH'deki oksidatif stres
patomekanizmasinin bir¢ok laboratuvar raporu ve klinik ¢alisma tarafindan 6nerilmesi
nedeniyle, Nrf2 sinyalizasyonunu diizenlemek ve NOX veya mitokondri hedef alarak
ROT olusumunu baskilamak, EBH i¢in potansiyel tedavi secenekleridir. Ayrica, ROT
olusumunu inhibe eden, hormonlar, fonksiyonel diyet miidahaleleri ve hiicre 6liimiinii
inhibe eden ve antioksidan enzimleri aktive eden dogal veya sentetik maddeler gibi
antioksidan etkileri olan baz1 geleneksel olmayan tedavi yontemleri, tamamlayic1 ve

alternatif tip (TAT) olarak giderek artan ilgi ¢ekmektedir [172].

2.2.6.3. EBH tedavisinde polifenoller

Polifenoller; antioksidan, anti-enflamatuvar, immunomodiilatér ve apoptotik
ozelliklere sahiptir ve bu sayede, enflamasyonda rol oynayan bircok hedef geni,
ornegin NF-xB, Nrf-2, STAT ve MAPK ’lar1 diizenleyebilirler. Polifenoller ayrica, IL-
8, IL-1P ve TNF-a gibi sitokinlerin Uretimini engelleyebilir ve SOD ve GPX gibi
hiicresel antioksidanlarin aktivitelerini arttirabilirler. Antioksidan aktiviteleri
sayesinde, polifenoller dogrudan serbest radikalleri yakalayabilir ve NF-kB ve MAPK
yollar1 gibi baz1 redoks sinyalleme yollarin1 da etkisiz hale getirebilirler [173, 174]
Polifenoller ayrica barsak gecirgenligini azaltarak barsak mukozasini korur ve siki
baglant1 stabilizasyonu yoluyla intestinal mukozayr korur. EBH miidahalelerine
yonelik klinik ¢aligmalar, polifenoller bakimindan zengin yar1 vejetaryen bir diyeti
takip eden 22 CH hastasinin semptom rahatlamasi bildirdigini gostermistir [175].
Ancak, polifenollerin su olumsuz etkilerine dikkat edilmelidir: birinci olarak, yiiksek
dozlarda pro-oksidan olarak hareket edebilirler; ikinci olarak, diger ilaglarin emilimini

etkileyebilirler; ve li¢lincii olarak, metabolizma yollarina miidahale edebilirler.

Polifenoller, flavonoidler ( isoflavonoidler ve antosiyaninler ) ve flavonoid olmayanlar
(fenolik asitler, kumarinler, stilbenler ve taninler ) olarak smiflandirilabilir.
Flavonoidlerin, oksidatif stres karsisinda hiicreyi korudugu ve in vivo ve in vitro olarak

barsak epitelyal mukozas1 katmanini korudugu bildirilmistir [176].
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Antioksidan tedavinin, mide veya barsak iltihabi olan hastalarda iltihab1 durdurma
konusunda gegerli bir yontem olup olmadig1 heniiz tam olarak ¢oziimlenmemistir.
Ornegin, kolit deneysel modellerinde SOD temelli tedavilerin olumlu etkisi [177],
insan EBH'sinde SOD tedavisi ile tekrarlanmamustir [178]. 5-ASA'nin bir antioksidan
olarak kabul edilmesine ragmen [179], iki klinik ¢aligma, 5-ASA'nin N-asetil sistein
[180] veya ksantin oksidaz inhibitorii olan alloprinol gibi diger antioksidanlar ile
birlestirildiginde UK tedavisinde daha etkili oldugunu gdstermistir [181], bu da
oksidatif hasarin  Onlenmesinin EBH tedavisinde faydali olabilecegini

distindiirmektedir.

2.2.6.4. EBH tedavisinde timokinon (TQ) kullanim

Cok sayida bitki ve bunlarin izole edilmis bilesenleri, anti-enflamatuvar,
antikanser, antimikrobiyal ve immiinomodiilatér etkiler dahil olmak {izere yararl
terapotik ozellikler gdstermistir [182]. Nigella sativa (N. sativa) olarak da bilinen
¢orek otu, Ranunculaceae familyasina ait ¢igekli bir bitkidir [183]. N. sativa'nin
uccucu yaginin ana bileseni, bir monoterpen olan ve etkisi deneysel caligsmalarla
kapsamli bir sekilde arastirilan TQ dur. TQ'nun en 6nemli 6zelliklerinden biri
antioksidan bir molekiil olmasidir. Calismalar TQ'nun oksidatif stresle miicadelede
umut verici bir antioksidan oldugunu gdstermektedir [184]. TQ'nun antioksidan
ozelligi, mitokondriyal elektron tasima sisteminde Oonemli bir potansiyele sahiptir.
Elektron tasima zinciri, TQ'v diisiik antioksidan aktiviteye sahip oksitlenmis
formundan, yiiksek radikal temizleme ozellikleri olan indirgenmis formuna
donustiirtir. Bu nedenle, sitoprotektif enzimlerin indiiksiyonu yoluyla oksidatif stres
tarafindan kaynaklanan hiicresel hasara karsi koruma saglar [184]. Bircok ¢alisma,
TQnun mRNA ekspresyonu yoluyla CAT [185], SOD ve GSH-Px [186] gibi
antioksidan ve sitoprotektif enzimlerin aktivitesini indiikledigini ve lipit
peroksidasyonunu Onledigini gostermistir [187]. Daha 6nce yapilan caligmalarda,
ratlarda seruleinle olusturulmus akut pankreatit modelinde, TQ’nun anti-enflamatuvar
ve antioksidan etkisi gosterilmistir [188]. Ayrica TQ bakimindan zengin Nigella sativa
yaginin, farelerde gastrik enflamasyona ve iilserlere karsi koruma saglamak igin

gastrik miisin {iretimini arttirdigini kanitlayan ¢alismalar da mevcuttur [189].
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MAPK'lar ve NF-«B, enflamasyonda yer alan 6nemli sinyal yollaridir. Birkag ¢aligma,
EBH hastalarinin barsaklarinda MAPK'larin artmis ekspresyonu ve fosforilasyonunu
rapor etmistir [190-192] Benzer sekilde, intestinal epitel hiicrelerinde artmis NF-kB
ekspresyonu, EBH hastalarinda enflamasyonla iliskilidir [76]. In vitro ve in vivo
calismalar, TQ'nun enflamasyonla ilgili MAPK yollarinin aktivasyonunu bastirmak

icin kinaz aktivitesine hedef olabilecegini gostermektedir [193].

Onceki ¢alismalar, TQ’nun farelerde DSS (dekstran siilfat sodyum) ile indiiklenen
kolitte kolonik miyeloperoksidaz aktivitesinde azalma, malondialdehit'in azalmasi1 ve
glutatyon seviyelerinin artmasi ile kolonik enflamasyonu hafiflettigini gostermistir
[194]. TQ tedavisi ayrica, siganlarda asetik asitle indiiklenen kolitte miyeloperoksidaz
aktivitesini, platelet-aktivasyon faktoriinii (PAF) ve histamini inhibe ederek, glutatyon
(GSH) tilkenmesinin 6nlenmesiyle birlikte enflamasyonu azaltmis ve oksidasyonun
inhibisyonunun rol oynadigini gostermistir [195]. Ancak, kolitte TQ'nun aracilik ettigi
anti-enflamatuvar etkinin temel molekiiler mekanizmas1 hala tam olarak

anlagilamamustir.

2.3. Enflamatuvar barsak hastaligi tanisi icin yeni biyobelirte¢ kesfi

calismalan

EBH hastalarinin klinik semptomlar1 hastalik aktivitesiyle siklikla uyumlu
olmadigi i¢in, her hasta i¢in dogru teshis ve farmakolojik tedaviyi belirlemek zordur
[129]. Bu nedenle, klinisyenler, tan1 koymak, hastalik siddetini degerlendirmek veya
farmakolojik tedaviye yaniti degerlendirmek i¢in "altin standart" bir test belirlemek
icin daha fazla araca ihtiyag duyarlar. Bu amagla, son on yillarda EBH
biyobelirteglerinin arastirmasi yogun bir sekilde yapilmis ve bunlarin birkag¢i klinik
uygulamaya dahil edilmistir. Bu biyobelirtecler arasinda periniikleer anti-nétrofil
sitoplazmik antikorlar (pANCA), anti-sakkaromises serevisiae antikorlari (ASCA),
eksokrin pankreas antikorlar1 (PAB'lar), mi-RNA'lar ve IncRNA'lar gibi dolasimdaki
kodlanmayan RNA'lar, CRP, katelisidin ve Trefoil faktér 3 (TFF3) bulunmaktadir
[196]. Bununla birlikte, bildirilen ¢ogu biyobelirtecin kullanimi1 hala tartigmalidir ve
ne yazik ki, EBH hastalarinda klinik hastalik aktivitesini daha iyi teshis etmelerine

veya degerlendirmelerine olanak taniyan bir biyobelirtec seti eksiktir.
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2.3.1. EBH icin yeni biyobelirte¢ kesfinde metabolomik ¢alismalarin yeri

Genomik, proteomik ve daha yeni olan metabolomik gibi ¢esitli ‘omics’
teknolojilerle organizmalarin metabolit profilleri belirlenir [197]. Metabolomik
analizle, 1000 kda’dan diisik agirlikli, metabolizma sirasinda kimyasal olarak
dontstiiriilen reaksiyon reaktifileri, ara iirlin ve son iirlinleri gibi binlerce kiigiik
molekiil yani metabolom tespit edilebilir. Hiicrelerin metabolomikleri, biyoteknoloji
[198], hiicre fenotip siniflandirmasi [199], toksikoloji [200] ve ilag testi ¢aligmalari
[201], tedavi sonrast hem farmakokinetik hem de farmakodinamik profilleri izleme

[202] ve biyobelirteglerin kesfi [203] gibi bir¢ok alanda kullanilir.

Metabolomik, belirli bir zamanda belirli bir 6znede tutulan veya buradan atilan lipit,
karbonhidrat, protein ve yag asidi metabolizma yollar1 dahil olmak {izere bir¢ok farkli
metabolik yolun genel metabolit profilini belirlemeye ¢alisir. Bu nedenle bircok farkli

hastalig1 temsil eden biyobelirtegleri aramak i¢in ideal bir ara¢ saglayabilir. [204]

Metabolomik teknikler, yiizlerce hatta binlerce kii¢iik molekiiliin yani metabolitin
tanimlanmasina ve nicelendirilmesine olanak tanir [18]. Metabolomik analiz ile
bulunan metabolitler biyobelirte¢ olarak tan1 amagli kullanilabilecegi gibi tarama ve
tedavi takibi amacgli da kullamilabilir [202]. Hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan
metabolit profilinde degisiklikler olabilir. Bu da metabolomik analizleri iyi bir tarama
aract haline getirebilir. Ayrica tedaviye yanit1 degerlendirmede de tedaviyle degisen

metabolit profili, takip amaclh kullanilabilir. [205]

Ornek tipi kullanilan analiz teknigini etkileyebilir. Metabolomik analiz i¢in en popiiler
platformlar sivi kromatografisi [LC]-MS, gaz kromatografisi [GC]-MS ve niikleer
manyetik rezonans (1H-NMR) spektroskopisidir.[18] Hiicre ¢alismalar1 i¢in de 1H-
NMR spektroskopisi ile bazi stratejiler tanimlanmistir [206-208]. NMR, farkl
tekniklerle (6rnegin GCMS veya LCMS gibi) ayni Orne8in daha fazla
degerlendirilmesine olanak taniyan yikict olmayan (non-destriiktif-molekiilleri
parcalamayan) bir analiz yontemi sagladig i¢in popiiler bir secimdir [209]. MS,
ozellikle hedefsiz metabolomik analizde, metabolit analizi platformu olarak daha
popliler hale gelmektedir ve ¢ogu arastirma girisimi, MS'i temel profil olusturma

yontemi olarak kullanir [210-212]. GC-MS [213] ve LC-MS [214] gibi kiitle
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spektrometrisi teknikleri, daha son zamanlarda yliksek c¢oOziintirliklii kiitle
spektrometrisi (HRMS) ile birlikte, sadece minimal 6rnek miktarlari ile kullanilan en
yaygin ultra-hassas yontemler haline gelmektedir. NMR ve MS, birbirini tamamlayan
bilgi saglar ve birlikte kullanimlar1 metabolom kapsamini genisletir [215].
Uygulamalarma iliskin olarak, GC-MS kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar) ve diger
ucucu bilesiklerin analizi i¢in sik¢a kullanilirken, LC-MS lipitler ve bir dizi polar
molekiil dahil olmak iizere genis bir molekiil yelpazesini yakalayabilir. [216] MS
[0zellikle GC-MS], analiz 6ncesinde genis c¢apli 6rnek hazirligi ve ekstraksiyon
gerektirir. MS, NMR spektroskopisine gore daha yliksek hassasiyet sunabilir, ancak
daha basit ornek hazirligi, hizli analiz ve tekrarlanabilirlik nedeniyle yiiksek

verimlilikli analiz i¢in popiiler bir platform olan NMR, yaygin olarak kullanilir.[217]

Metabolomik analizler hedefli ve hedefsiz olarak ikiye ayrilabilir. Hedefsiz analizde
belirli bir hedef olmadan tiim metabolitler tanimlanmaya caligilirken bu analizlerle
belirlenen olas1 biyobelirtecler daha sonra hedefli analiz kullanilarak kesinlestirilir.
Hedeflenen analizler, bilinen metabolitlerin bir alt kiimesine odaklanirken,
hedeflenmeyen metabolomik analizler (metabolik parmak izleme) genel tarama
yaklagimlaridir.Hedefsiz analizle elde edilen veri kiimelerinde, metabolitlerin nispeten
kiiciik bir bolimii tamamen tamimlanirken daha biiyiik bir sayida metabolit
tanimlanamaz ve genellikle "metabolomik karanlik madde" olarak adlandirilir [218].
Buna karsilik, hedefli analizler 6nceden secilmis bilesiklere odaklanir, analiz
asamasinda gecirilen zamani azaltir ve daha hassas ekipman kullanimi nedeniyle
dogrulugu artirir. Ancak, hedefli bir yontem gelistirmek ve dogrulamak i¢in 6nemli

bir zaman gereklidir ve dnceden belirlenmis bir biyolojik hipotez gerektirir [219].

Metabolomik veri analizinde kullanilan iki temel ¢ok degiskenli analiz yontemi PCA
ve PLS-DA'dir. PCA, ¢ok boyutlu verilerdeki varyansin biiyiik bir kismini agiklamak
icin degiskenlerin birbirleriyle olan iligkilerini kullanarak veri setini daha diisiik
boyutlu bir alana projekte etmek icin kullanilan bir tekniktir. PCA, veri setindeki
karmasiklig1 azaltir ve verilerin gruplandirilmasi ve farklilastirilmasi igin kullanilabilir
[220, 221]. PCA, bir dizi biyokimyasal bilesigin konsantrasyonu gibi ¢cok sayida
degisken iceren metabolomik verilerde kullanilabilir. PLS-DA, degisken sayisinin
yiiksek oldugu metabolomik veri setlerinde bilesiklerin farkli gruplara ait olup
olmadigin belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. PLS-DA, 6zellikle kii¢iik gruplar

arasindaki farkliliklarin ~ belirlenmesi igin  kullamislidir. PLS-DA, verilerin
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simiflandirilmas1 veya gruplandirilmasi icin tasarlanmistir ve PCA'nmin aksine,

smiflandirma bilgisini kullanarak degiskenler arasindaki iliskiyi degerlendirir.

Enflamatuvar barsak hastaligi (EBH), gastrointestinal sistemin tekrarlayan kronik bir
bozuklugu olup, epitelyal bariyer fonksiyonunun bozulmasi ve barsak mikrobiyatasina
asirt immiin yanit ile karakterizedir. Erken tani saglayan veya patolojinin durumunu
belirleyen biyobelirteglerin yoklugu hastaligin dogru bir sekilde degerlendirilmesini
zorlastirmaktadir. EBH hastalarinda gozlenen farkli metabolomik profiller géz oniine
alindiginda, metabolomik caligmalar, altta yatan patolojinin anlagilmasina ve yeni
terapotik hedeflerin belirlenmesine yardimer olabilecek, 6nemli biyobelirte¢ adaylari

ortaya ¢ikarabilir.[222]

Son zamanlarda gelistirilen tiim omik teknikleri arasinda, metabolomik EBH'de atilim
yapan en yeni tekniklerden biridir. Bu, metabolomik'in sadece tani ve hastalik
davraniginin izlenmesi i¢in Ozgiil biyobelirtecler tanimlamak icin potansiyeli
olmasindan degil, ayn1 zamanda bu patolojide yer alan 6zel molekiiler mekanizmalari
da aydinlatma potansiyeline sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Aslinda, bu omik
teknik, kanser, diyabet, multipl skleroz, kardiyovaskiiler iskemi gibi bir¢ok hastaligin
arastirmasinda kullanilmaktadir. Metabolomik, biyolojik 6rneklerdeki kiigiik
molekiiller, yani metabolitlerin biiylik 6l¢ekli calismasidir ve EBH hastalarinda
biyopsiler, digki, plazma ve idrar 6rnekleri olabilir. Simdiye kadar yapilan ¢calismalarin
cogu 1H-NMR kullanmis olsa da, metodolojideki ilerlemeler ve kiitle spektroskopisi
(MS) de biyolojik o6rneklerdeki metabolomik profillerin analizinde bu teknigi
tanmitmistir [19]. Barsak iltihabinin bir¢ok metabolik yol iizerindeki dogrudan etkisi
yaygin olarak varsayilmaktadir. Bu metabolitlerin genellikle iltithabi yanitla ilgili
molekiiler yollarla iligkili oldugu g6z oniine alindiginda, bu metabolik degisikligin
EBH hastalarinda var olan kronik ve siirekli iltihabin bir nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu hala net degildir. Artan calismalar, bu metabolik bozukluklarin iltihabi bir
senaryonun bir sonucu olarak ortaya cikabilecegini One siirse de, bu hipotezi

dogrulamak i¢in daha fazla calisma gerekmektedir.

2.3.2. Metabolomik analizde hiicre Kiiltiirii kullanimi

Hiicre kiiltiirti, ilgili hedef orneklerden c¢ikarilan hiicrelerin yapay kontrollii

ortamlarda in vitro olarak biiyiitiilmesidir. Cesitli birincil hiicre hatlar1 mevcuttur ve
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birgok tedarik¢iden kolayca temin edilebilirler. Hiicre kiiltiirti, 6rneklem alma ihtiyaci
olmadan klinik 6rneklemelerden daha kolay edinilebilir ve ¢ogaltilabilir oldugu i¢in
metabolomik analizde sik kullanilan biyolojik bir kaynaktir. Ayrica gelistirilmis
tekrarlanabilirlik ve daha ekonomik olmak dahil olmak iizere hayvan modellerine
nazaran bazi avantajlart vardir [223]. Ancak, hiicre kiiltiirii analizi, klinik bir 6rnege
yakin bir 6rnek olmasina ragmen tam bir temsil olmayabilir ve bu nedenle genellikle
ilave klinik dogrulamalar gereklidir. Buna ragmen, bdyle orneklerin kolayca
edinilebilmesi, ilk metabolomik analize biiyiik fayda saglar. Metabolomik analiz i¢in
hiicre ¢aligsmas1 metodolojileri, biyolojik sistemlerdeki hiicrelerin gercek bir temsilini
ve tam metabolitlerin verimli bir sekilde ¢ikarilmasini saglamak i¢in bir¢ok faktorii
dikkate alir. Hiicre metabolomiginin gelisiminde, biiyliime ortam1 formiilasyonlarinin
ve katki maddelerinin degiskenligi, hiicre hatlarinin biiyiime kosullarina ve kiiltiiriin
yasina (pasaj sayisi) bagli olarak farkli proliferasyon oranlari, hiicre kiiltiirliniin bir
‘queenching’ yontemi yoluyla metabolizmasinin inaktivasyonu, hasat, ekstraksiyon
prosediirleri ve saglam analitik yontemlerin gelistirilmesi gibi c¢esitli zorluklar
bulunmaktadir [224]. Bireysel hiicrelerin metabolik profillerinin sagladig: veriler, tim
sistem sonuglarina ek bilgi saglayabilir. Hiicre hatlar1 uygulamalari, hayvan modelleri
ve insan konularinin analizinden daha kolay kontrol edilebilir, daha az maliyetli ve
daha kolay yorumlanabilir. Ayrica, farkli konular ve zaman noktalar1 arasindaki
bireysel farkliliklar, popiilasyon kontroliindeki zorluklar ve yas, cinsiyet, genel saglik,
cevresel maruziyetler ve farkli dokulardan gelen katkilar gibi ¢esitli karistirici faktorler
gibi bazi son derece zor problemler, hiicre kiiltiirii uygulamalarinda sorun degildir. Ek
olarak, hiicre kiiltiirlerinin analizi, hayvan ve insan konularindaki uygulamalar i¢in
gereken etik diisiince seviyesini gerektirmez. Belirli bir hiicre tipine odaklanmak,
degiskenligi azaltabilir ve daha ince metabolik degisikliklerin daha belirgin hale
geldigi daha sabit bir arka plan saglayabilir. Metabolitlerin hiicre hatti1 dlglimleri
genomik veya proteomik verileriyle dogrudan iliskilendirilebilir. Ayrica, metabolomik
veriler, diger verilerle bagimsiz olarak veya bir arada biyolojik yollar ve aglarin
modellerinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilir. Aynm1 zamanda, metabolomik analiz,
cesitli sonuglarin yorumlanmasinda diger hiicre kiiltiirii calismalarina biiylik dlgiide

yardimei olabilir [225]
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1. de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve markalar:

Otomatik pipetler CAPP, Almanya; Eppendorf,
Almanya.

Distile su cihaz1 Millipore Co., ABD

Ultra saf su cihazi Sartarius Stedim Biotech,
Almanya

Hassas terazi Daihan, Kore

Santrifiij Hermle, Almanya; Beckman
Coulter, ABD

Vorteks Stuart, Ingiltere

Buzdolabi (+4°C) Beko, Tiirkiye

Derin dondurucu (-20°C, -80°C)

Ugur, Tiirkiye; Haier, Cin

pH metre

Milwaukee, Mi 151, Rocky

Mount, ABD

Manyetik 1siticili karistirict

Stuart, Ingiltere
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Otomatize klinik kimya analizorii

Siemens Atellica® CH 930

analyzer, Almanya

UV-vis spektrofotometre

Thermo Scientific, ABD;
Biochrom, ABD

Homojenizator

Retsch, Almanya

500 MHz NMR

Bruker, Almanya

Q Exactive™ Plus Hybrid
Quadrupole-Orbitrap™

Thermo Fisher, Almanya

Hiicre kiiltiir inkiibatoru

Niive, Tiirkiye

Biyogiivenlik kabini(Simif-2)[HK]

Niive, Tiirkiye

Varioskan multiplate reader

Thermo Fisher, Almanya

Invert Mikroskop [HK]

Optika, XDS-2, italya

Su banyosu Memmert, Almanya
Orbital Karistirict Biosan, OS-20
Isitic1 blok

Benchmark, ABD

Trans-blot Turbo System

Biorad

kemiliiminometrik 6l¢iim cihazi-

WESTERN

3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.2. de gdsterilmistir.
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Tablo 3.3. Kullanilan kimyasallar ve markalar1

DMEM besiyeri

Capricorn, Almanya

Fetal Sigir Serumu, FBS

Capricorn, Almanya

DMSO

ATCC, Ingiltere

Penisilin streptomisin

Capricorn, Almanya

PBS

Capricorn, Almanya

Tripsin-EDTA %25

Capricorn, Almanya

Timokinon Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Michigan, Amerika Birlesik
Devletleri

Budesonid 97%, 97%, Thermo Scientific Chemicals,
Ingiltere

MTT Thermo Scientific Chemicals, Ingiltere

2'7"-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate (H2DCF-DA) floresan probu

Thermo Scientific Chemicals, Ingiltere

Lipopolisakkarit (LPS)

Thermo Scientific Chemicals, Ingiltere

Ortho-Phosphoric Acid 85%

Merck, Amerika Birlesik Devletleri

Siilfanilamid

Merck, Amerika Birlesik Devletleri

N-(1-Naphthyl)ethylenediamine
dihydrochloride

Sigma-Aldrich, ABD

100 pl RIPA lysis buffer

Thermo Scientific Chemicals, Ingiltere

BSA standart

BioRad, Almanya

Commasie blue

BioRad, Almanya

35




Laemmlie buffer

Sigma-Aldrich, ABD

ECL reaktifi

Thermo Scientific Chemicals, Ingiltere

Yagsiz siit tozu

Sigma-Aldrich, ABD

Sekonder antikor

Cell signaling, ABD

Primer antikor

Cell signaling, ABD

Metanol

Merck, Amerika Birlesik Devletleri

Déteryum oksit

Sigma-Aldrich, ABD

DSS

Sigma-Aldrich, ABD

3.1.3. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 3 te gdsterilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan sarf malzemeler ve markalari

Ependorf tiip 2 ml

[solab, Almanya

Falkon tiip 15 ml

[solab, Almanya

Pipet ucu 1000 pl

Isolab, Almanya

Pipet ucu 200 pul

[solab, Almanya

Pipet ucu 10 pl

[solab, Almanya

Pipet ucu 5 ml

Isolab, Almanya

Hiicre kiiltir flask: 75 cm2

Isolab, Almanya

Hiicre kiltir flaski 25 cm?2

Isolab, Almanya

5 ml serolojik pipet

Isolab, Almanya

10 ml serolojik pipet

Isolab, Almanya

50 ml serolojik pipet

Isolab, Almanya

Steril hiicre kaziyict

Isolab, Almanya

96 kuyulu seffaf plate

Isolab, Almanya

36




6 kuyulu seffaf plate Isolab, Almanya
Toma lami Isolab, Almanya
96 kuyulu ROS 6l¢lim plate Thermo Fisher Scientific, Ingiltere
PVDF membran Sigma-Aldrich, ABD
Biorad mini page gel BioRad, Almanya
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiira

3.2.1.1. Hiicre hattinin agilmasi

Proje i¢cin HT-29 insan kolon adenokarsinom (ATCC) ve Raw 264.7 (ATCC)
hiicre hatlar1 kullanild1. Her iki hiicre i¢in de DMEM besiyeri (I-glutamin, sodyum
piriivat ve 4,5 g/1 glikoz iceren, Capricorn Scientific) kullanildi.

Azot tankinda -180 °C de saklanmis olan hiicreler 37°C’lik su banyosunda ¢6zilinene
kadar bekletildi. Kriyo tiipler i¢inde eriyen fetal sigir serum (FBS), DMSO (Dimetil
Siilfoksit ) ve hiicre karisimi bulunan siv1 2 ml’lik ependorf tiipler igerisine aktarildi
ve lizerine 2 ml’ye kadar medium konuldu. Falkon tiipler 800 rpm (dakika devir say1si1)
dontis hizinda 10 dakika kadar santrifiij edilerek hiicreler ependorfun dibinde pellet
olusturarak c¢oktiiriilmesi saglandi. Bunun ardindan toksik etkisi bulunan DMSO
slipernatanttan pipetaj ile uzaklastirildi. Ardindan hiicreler DMEM high glukos
mediumu ile resiispanse edildi ve flask igerisinde cogalmaya birakildi. Hem Raw 264.7

hem de HT-29 hiicre hatt1 i¢in ayn1 prosediirler uygulanda.
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3.2.1.2. Hiicrelerin cogaltilmasi

HT-29 ve Raw 264.7 hiicreleri icerisinde %10 fetal sigir serumu ve %1 de
penisilin/streptomisin igeren DMEM high glukos medium kullanilarak 25 cm?’lik ya
da 75 cm?’lik flasklarda ekildi ve %5 CO2 li ortamda 37°C'de inkiibator icerisinde
cogalmaya birakildi. Takip eden her 24-48 saatte bir medyumlar1 degistirildi. Cogalan
hiicreler %80 yogunluga ulastiginda pasajlandi. Calismalar Laminar Flow Kabin

icerisinde yapildi (Niive, Tiirkiye)

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80 yogunluga ulasan HT-29 hiicrelerin iist fazlar1 uzaklastirilarak PBS(fosfat
tamponlu salinle) ile yikama yapildi. Hiicre flasklar1 {izerine flask boyutuna gore ( 25
cm? igin 1 ml, 75 cm? igin 2-3 ml olacak sekilde) tripsin eklenerek 2-3 dk inkiibatorde
bekletildi. Tripsin etkisiyle kalkan hiicreler falkonlara toplanip {izerlerine besiyer ilave
edilerek 800 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Olusan pellet lizerindeki tripsin igeren
slipernatant uzaklastirilarak karisim besiyeri ile resiispanse edildi. 3x10° hiicre olacak
sekilde tekrar flasklara ekilerek iizerlerine uygun miktarda besiyeri eklendi ve
inkiibatorde tekrar cogalmaya birakildi. Yeterli sayida hiicreye ulasildiginda deneysel
calismalara baglandi.

%80 yogunluga ulasan Raw 264.7 hiicreleri hiicre kaziyiciyla kazilarak kaldirildi.
Flasktaki hiicreler besiyeriyle birlikte toplanarak 15 ml’lik falkona alindi. 800 rpm de
10 dk santrifiij edilip Ust faz uzaklastirildi. Elde edilen hiicre pelletinin iizerine taze
besiyeri eklenerek hiicreler siispanse edildi ve her flaskta 3x10° hiicre olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine uygun miktarda besiyeri eklenerek inkiibatérde tekrar
cogalmaya birakildi. Yeterli sayida hiicreye ulasildiginda deneysel calismalara

baslandi.

3.2.2. Sitotoksisite tayini

TQ, budenosidin HT-29 hiicreleri {izerine ve LPS nin Raw264.7 hiicreleri lizerine
sitotoksik etkisi MTT tayini ile yapildi. Farkli dozlarda TQ, DMSO igerisinde

¢oziilerek analize hazirlandi. Calismada kullanilacak tiim hiicreler 96 kuyucuklu seffaf
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plakalara her bir kuyuda 7 x 10* hiicre olacak sekilde ekildi. Farkli dozlarda TQ
kuyulara verilerek 24 saat 37°C’de %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakildu.
MTT tozu, ph:7.4 PBS’te 5 mg/ml olacak sekilde ¢oziildii. inkiibasyon sonras1 her
kuyuya 5 ul hazirlanan MTT soliisyonundan eklenerek 4 saat daha 37°C’de %5 CO2
iceren ortamda inkiibe edildi. Sonrasinda plakadaki tiim besiyeri uzaklastirilarak ve
her kuyuya 100 ul DMSO eklenerek 570 nm de (Thermo, Varioskan, USA) 6l¢iim
yapildi. Kontrol hiicresi olarak hi¢gbir muamele gérmeyen hiicreler kullanildi ve bu
hiicrelerin canlilik yiizde degerleri 100 olarak hesaplanirken diger gruplarin degerleri
kontrole gore oranlanarak ve gruplar arasi canlilik yiizdeleri karsilastirildi. Deneyler

ticlii tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.

3.2.3. Hiicre i¢i ROT iiretimi ol¢iimii

TQ’nun hiicre i¢i ROT iiretimine olan etkileri 2’,7'-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate (H2DCF-DA) floresan probu kullanilarak analiz edildi. Bunun i¢in 96’lik
plakalara kuyu basma 5x10° hiicre olacak sekilde HT-29 hiicreleri uygun besiyeri ile
ekilip 24 saatlik inkiibasyonun ardindan farkli konsantrasyonlarda TQ ile muamele
edildi. Hiicreler 24 saat daha inkiibe edildikten sonra plakadaki besiyeri tamamen
uzaklastirildi. Her kuyuyaa 100 ul PBS eklendi ve 5 dk boyunca calkalayicida
bekletildi. Yikama sonras1 PBS uzaklastirildi ve her kuyuya 100 pl 20,5 pM H2DCF-
DA eklendi. 30 dk ¢alkaliyicida bekletildi ve 485-528 nm de florometrik 6l¢giim alindi.
(Thermo, Varioskan, USA) Es zamanli yapilan MTT analiziyle canlilik bagina ROT

tretimi hesaplandi ve istatistiksel analiz yapildi.

3.2.4. Barsak enflamasyon modeli olusturma

75 cm? flasklara ekilen HT-29 hiicreleri tam konfluens saglanana kadar 2-3 giin
arayla besiyeri degistirilerek inkiibe edildi. Es zamanli olarak 75 cm? flasklarda
cogaltilan Raw 264.7 hiicreleri de %80 hiicre yogunluguna ulagana kadar inkiibe
edildi. Enflamasyon olusumunun saglanmasi i¢cin Raw 264.7 hiicreleri {lizerine son
LPS konsantrasyonu 1 pg/ml olacak sekilde daha dnceden hazirlanmig LPS ¢ozeltisi

eklendi. 24 saat inkiibasyona birakildi. Enflamasyonsuz gruplar i¢in ayni islemler LPS
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eklenmeden uygulandi. Inkiibasyon sonrasi Raw 264.7 iizerindeki besiyeri her iki
flasktan da toplanarak ayr1 ayr1 santrifiij edildi. Enflamasyon olusumunu gézlemlemek
i¢cin Griess reaktifiyle nitrit 6l¢limii yapildi. Tam konfluens saglanmis HT-29 hiicreleri
tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak santrifiijlenmis olan LPS’li ve LPS’siz Raw 264.7

hiicrelerinden alinan besiyeri eklendi.

3.2.5. TQ ve Budesonid uygulanmasi

ROT sonuglarina gore uygun dozlarda TQ ve budesonid hazirlanarak HT-29,
enflamasyonlu ve enflamasyonsuz HT-29 hiicrelerinin besiyeri eklendi. %10 DMSO
ve besiyerinde ¢oziilen TQ 20x olarak hazirlandi. Son konsantarsyon 1x olacak
sekilde, besiyeri eklenmesinden 4 sa sonra hiicrelere uygulandi. Kontrol i¢in LPS’li ve
LPS’siz birer hiicre flaski ayrildi. 24 saat inkiibatorde bekletildi. Tiim gruplar 4 tekrar
calisildi. Metabolomik analiz i¢in 3 tekrar kullanilirken, son tekrar hiicre sayimi ve

western blot analizi i¢in kullanildi.

3.2.6. Deney gruplarinin belirlenmesi

ROT analizine gore en fazla ROT seviyesini diisiiren dozlar olan 2uM ve 3uM TQ
dozlar1 deney i¢in kullanildi. Ayrica budesonid i¢in de MTT analizine gore sitotoksik

olmayan 5 uM dozu secildi. Deney gruplari tabloda gdsterildigi gibidir.
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Tablo 3.5. Deney gruplari

Kontrol Herhangi bir madde uygulanmamis grup

TQ2 2uM TQ uygulanmis grup

TQ3 3uM TQ uygulanmis grup

B5 5uM Budesonid uygulanmis grup

LPS 1 pg/ml LPS uygulanan Raw makrofaj
besiyeri verilmis grup

L+TQ2 1 pg/ml LPS uygulanan Raw makrofaj
besiyeri verildikten 4 sa sonra 2uM TQ
uygulanmis grup

L+TQ3 1 pg/ml LPS uygulanan Raw makrofaj
besiyeri verildikten 4 sa sonra 3uM TQ
uygulanmis grup

L-B5 1 pg/ml LPS uygulanan Raw makrofaj

besiyeri verildikten 4 sa sonra 5uM

Budesonid uygulanmis grup

3.2.7. Nitrit Olciimii

Tim deney gruplarindaki besiyeri nitrit diizeyleri Griess metoduna gore

belirlendi. Griess reaktifi, %5 fosforik asit icinde hazirlanmis %1 siilfanilamid ve 0.1

% naftiletilendiamin karistirilarak hazirlandi. Besiyerlerinden alinan 50 pl 6rnek yine
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50 pl Griess reaktifiyle karistirildi ve 10 dakika oda sicaklifinda inkiibasyonun
ardindan olusan rengin 550 nm’de verdigi absorbans mikroplaka okuyucuda (Thermo,
Varioskan, USA) olgiildii [226]. Besiyeri nitrit konsantrasyonlar1 sekilde verilen

standart grafigine gore belirlendi.
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Sekil 3.1. Nitrit 6l¢iim standart grafigi

3.2.8. Hiicre Sayim

Dordiincii tekrar grubundaki hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak PBS ile bir kez
yikandi. Ardindan her flaska 2’ser ml tripsin eklenerek inkiibatdrde 2-3 dk bekletildi.
Tamamen kalkan hiicrelerin {izerine tripsin inaktivasyonu ugun 4 ml besiyeri eklendi.
Hiicrelerin tamami 15 ml’lik falkonlara alinarak 800 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
Ustiindeki tripsinli besiyeri uzaklastirilarak 6 ml taze besiyeri eklendi. Hiicreler pipetaj
yapilarak duvarlarina zarar vermeden siispanse edildi. Siispanse edilen hiicrelerden 10
pul toma lamina alinarak sayim yapildi. Her deney grubu icin hiicre sayilari

hesaplanarak not edildi.
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3.2.9. Western Blott Analizi

3.2.9.1. Protein izolasyonu

Sayim sonrasi hiicreler tekrar santrifiij edilerek supernatan uzaklastirildi ve PBS
ile iki kez 800 rpm de 10 dk santrifiij edilerek yikandi. Hiicre sayisina gore her gruptan
2x10% hiicre olacak sekilde ependorflara alind1. Ustteki pbs tamamen uzaklastirildiktan
sonra 100 pl RIPA lysis buffer eklenerek 15 dk buzda inkiibasyon 15 sn vorteks olacak
sekilde 4 kez tekrar edildi. Son vorteks sonras1 10000 g de 30 dk santrifiij yapildi. Ust

faz toplanarak protein 6l¢limii i¢in ayrildi.

3.2.9.2. Protein miktar analizi

Izole edilen proteinlerden 5Spl almarak 96 kuyulu plakalara ii¢ tekrarli olacak
sekilde eklendi. Yine protein standardi olarak kullanilan sigir serum albumini ( 0.125—
2.0 mg/ml araliginda iki kat artan konsantrasyonlar seklinde) ii¢ tekrar olarak Sul
alinip kuyulara koyuldu. Her kuyuya 250ul commasie mavisi eklendi. 96’lik plaka
11ktan korunarak 10 dk boyunca galkaliyicida oda 1sisinda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast 595 nm de coklu plaka okuyucuda (Varioskan multiplate reader, Thermo
Scientific, USA)  fotometrik oOl¢iim yapildi. Standart Olc¢iimleri kullanilarak

olusturulan grafige gére numunelerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.
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Sekil 3.2. Protein standart grafigi. x ekseni pg/ml cinsinden protein konsantrasyonunu gosterirken y
ckseni absorbans degerlerini gostermektedir.

3.2.9.3. Western blot protokolii

Miktar analizi yapilan proteinlerden her kuyu i¢in 40 pg protein olacak sekilde
ka¢ ul alinacagi hesaplandi. Hesaplanan miktara 30 pl’ye tamamlamak igin distile su
eklendi. Toplam 30 pl olan 6rneklerin iizerine 10 ul 4x laemmlie buffer eklendi.
Hazirlanan 6rnekler 100°C 1sitict blokta 10 dk sitilarak +4°C’de 1-2 dk bekletildi.
Ornekler inkiibe edilirken yiiriitme tamponu hazirlanarak tanka konuldu. Ticari olarak
alimmis (Biorad mini page gel) jeller tanka konularak taraklar1 yavasca ¢ikarildi. ilk
kuyuya 4pul protein marker, diger kuyulara ise her oérnekten 26ul eklendi. Yiirlitme
tankindan 120 volt verilerek 75 dk yiiriitiildii. Islem sonrasi jeller tanktan ¢ikarilarak
transfer tamponuna alindi. Blotlama islemi igin alttan iiste transfer kartonu, PVDF
membran, jel, transfer kartonu olacak sekilde transfer plakasina yerlestirildi ( PVDF
membran yerlestirilmeden dnce metanol-su-transfer tamponda sirastyla 30sn-2dk-5dk
olacak sekilde bekletilerek aktive edildi.). Transfer cihazinda 25 volt ile 30 dk aktarim
yapildi.

Aktarim sonrasi proteinler PVDF membrana ge¢mis oldu. PVDF membran 3 kez 10’ar
dk TBST ile yikandi. Yikama sonrast %5 yagsiz siit tozu ile hazirlanan TBST de oda
1sisinda 1 saat bekletilerek bloklama islemi yapildi. Bloklama sonrasi PVDF
membranlar yine 3 kez 10’ar dk TBST ile yikandi. Yiizde 2,5 luk yagsiz siit tozu ile
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hazirlanan TBST i¢ine 1000:1 oraninda primer antikor eklendi ve PVDF membran bu
karisimda 16-18 saat +4°C de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi PVDF
membranlar yine 3 kez 10’ar dk TBST ile yikand1.Yiizde 2,5 luk yagsiz siit tozu ile
hazirlanan TBST ig¢ine 1000:1 oraninda sekonder antikor eklendi ve PVDF membran
bu karigimda 1 saat oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrast PVDF
membranlar 3 kez 10’ar dk TBST ile yikandi. Yikama sonrast ECL reaktifi ile
kemiliiminometrik 6l¢iim alind1 (Vilber Lourmat Ste, Collegien, France). Goriintiiler

imagej programi ile analiz edildi .

3.2.10. Metabolomik analiz

3.2.10.1. Numunelerin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde ii¢ tekrarli sekilde 75cm? plakalarda calisilan her bir drnek
grubunun besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile iki kez yikama yapildi. Plakalarin i¢ine 2
ml soguk metanol eklenerek steril hiicre kaziyiciyla hiicreler kaldirildi ve 2 ml
ependorflara konuldu. Ardindan ayni islem tekrar edildi ve plakada hiicre metaboliti
kalmamas1 saglandi.

Ependorflara alinan metanollii hiicreler 5 dk vortekslendi ve sonrasonda ultrasonik
homojenizatérde 10 dk boyunca +4 derecede bekletildi. Tiim hiicreler pargalandiktan
sonra 10.000*g de 15 dk santifiij edilerek hiicre kalintilar1 uzaklastirild1 ve iist faz
toplanarak ayr1 ependorfa alindi. Metabolit eldesi i¢in vakum konsantrator santrifiijde
2 saat metanol uguruldu.

Metanolii ugurulan 6rnekler tizerine 900 ul 20 mM pH 7.4 fosfat tamponu eklendi.
Elde edilen numuneden 600ul alinarak iizerine 100ul déteryum oksit (D20) icerisinde
hazirlanmis 1.75 mM sodium trimethylsilyl propanesulfonate (DSS) eklenerek 30
saniye vortekslendi ve 5 mm NMR tiipiine alindi. Numunedeki son konsantrasyonu
250 uM olacak sekilde eklenen DSS, numune igerisindeki metabolitlerin miktar
tayininin yapilabilmesi i¢in referans standart olarak (kalibrator) olarak kullanildi. Yine

ayn1 o6rnekler NMR sonrast LC-MS/MS analizine verildi.
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3.2.10.2. NMR analizi

On hazirhg yapilan hiicre lizatlarinin metobolomik profilleme analizi yiiksek
rezoliisyonlu 500 MHz NMR cihaz1 (Bruker Avance, Germany) ile gerceklestirildi.
NMR’da elde edilen ham veriler Bruker’in TopSpin (Version 4.1.3, Almanya) yazilimi
ile pre-processing isleminden gegirilerek piklerin ayrimi, giiriiltiilerin ayiklanmasi ve
spektrum hizalamasi islemleri gerceklestirildi. NMR spektrumlarinin eldesi igin ilgili
parametreler; acquisition time: 4 sn, spectral width: 12 ppm, time-domain: 2 sn., delay
time: 5 sn., mixing time: 0.2 sn., dummy scan: 8, scan number: 128, center of the
spectrum: 4.7 ppm, receiver gain: 101 olarak belirlendi. Fourier transformasyonu, su
piki baskilamasi, otofazlama, baseline diizeltme uygulamalari, piklerin ayrimi,
giiriiltiilerin ayiklanmasi ve spektrum hizalamasi iglemleri yine TopSpin programinda
gerceklestirildi. Her bir numune i¢in 1D- Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
(NOESY) metodu ile bir standart spektrum ve bir Carr—Purcell-Meiboom—Gill
(CPMGQG) spektrumu edinildi. Pre-processing islemlerinden sonra metabolitlerin hem
kantitatif tayini hem de kimliklerini tespit etmek amaciyla Chenomx NMR Suite
(v.9.02, Almanya) programi kullanildi. NOESY sekanslari ile elde edilen standart
spektrumlarin kullanildig: bu uygulamada kiitliphanelerinde

(https://www.chenomx.com/libraries/) belirtilen metabolitlerin analizi yapildi.

3.2.10.3. LC-HRMS analizi

NMR cihazinda analiz edilen ayni numuneler LC-HRMS Q Exactive Plus Hybrid
Quadrupole-Orbitrap MS (Thermo Fisher, ABD) cihazi kullanilarak analiz edildi. LC-
HRMS 200 pL o6rnek viallere aktarilarak elektrospray iyonizasyon metodu ile enjekte
edildi. Numuneler hem ESI (+) / (-) hem de tam tarama modunda izokratik akisla

(Fortis C18 kolonu, 3 um partikiil biiytlikliigli, 150 mm) analiz edildi.

3.2.104. Metabolomik Profilleme

Gercek kimlik karakterizasyonu yapilan molekiiller MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/) Programi ve GNPS gibi programlar ve SPSS
(Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp.) paket programlari kullanilarak metabolitlerin
metabolik yolak analizleri, network analizleri, temel bilesenler analizi gibi analizleri

gergeklestirildi. Boylece hangi TQ nun hiicrede hangi metabolik yollar iizerinde etkisi
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oldugu ortaya konuldu. Bununla birlikte mediatoér ve moderatdr molekiil tespiti icin
ise SmartPLS 3 ve yine SPSS paket programlarindan faydalanildi. Kimlik

karakterizasyonu yapilamayan molekiiller m/z oranina gore rapor edildi.

Molekiiler network analizi Feature-Based Molecular Networking (FBMN) (Nothias L.
F.vd., 2020) metodu ile ham, islenmis veya gruplandirilmig MS datalarina acik erisimi
saglayan bir kiitiiphane sistemi olan GNPS (https://gnps.ucsd.edu) (Wang M. vd.,
2016) i¢in uygun forma getirilen veriler ile yapildi. Bu sebeple MS verileri ilk olarak
MZmine2 (Pluskal T. vd., 2010) ile islenerek GNPS uygulamasina aktarima uygun
hale getirildi. Datalar prekiirsér m/z oraninin +/- 17 Da araliginda olan tiim
fragmanlarin ¢ikarilmasiyla elendi. MS/MS spektrumlari, spektrum boyunca +/- 50 Da
araliginda sadece ilk 6 fragman iyon segilerek filtrelendi. Onciil iyon kiitle toleransi
ve MS/MS fragman iyon toleransi 0.05 Da degerine sabitlendi. Daha sonra, kenarlarin
0.70'in iizerinde bir kosiniis puanina ve 6'dan fazla eslesen tepe noktasina sahip olacak
sekilde filtrelendigi bir molekiiler network plani olusturuldu. Ayrica, her biri bir
metaboliti ifade eden ‘node’lar arasindaki kenarlar, bu nodelarin her biri digerinde en
benzer ilk 10 nodelar arasinda oldugu takdirde network analizine dahil edildi. Son
olarak bir molekiiler ailenin maksimum boyutu 100'e ayarlanarak molekiiler aile
boyutu bu esigin altina diisene kadar molekiiler ailelerden en diisiik puanlama kenarlari
cikarildi. Agdaki spektrumlar daha sonra GNPS spektral kiitiiphanelerinde arandi. Ag
spektrumlart ve kiitiiphane spektrumlar1 arasinda tutulan tiim eslesmelerin 0,7'nin
lizerinde bir puana ve en az 6 eslesme gosteren pik olacak sekilde veriler elendi.
MS/MS spektrum datalarina bir GNPS dékiimantasyon aract olan DEREPLICATOR+
(Mohimani H. vd., 2018) programu ile dereplikasyon islemi (Bir kimyasal karisimdan
bilinen bilesenleri ortadan kaldirmak ve yenilerini birakmak i¢in ayirma ve
saflagtirma)yapildi.

DEREPLICATOR-+(http://gnps.ucsd.edu/ProteoS AFe/static/gnps-theoretical.jsp)
peptidik dogal fdriinleri (PNP) yaninda poliketidler, terpenler, benzenoidler,
alkaloidler, flavonoidler ve diger dogal iiriin siniflarinin tanimlanmasi i¢in genisleten
bir algoritma olarak gelistirilmistir. Molekiiler network analizleri Cytoscape yazilimi

kullanilarak gorsellestirildi.
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4. ISTATISTIiK ANALIZ

Calismadaki degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ortalama, medyan, standart
sapma, minimum ve maksimum olarak verildi. Verilerin normal dagilima uygunluklar
Shapiro Wilk testi ile incelendi. Normal dagilim gosteren gruplarin ortalama
karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Farklilik ¢ikan
gruplarin  ¢oklu karsilagtirmalarinda Tukey testi kullanildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenlerin gruplar arasi ortalama karsilastirmasi ise Kruskall Wallis
testi ile incelendi. Farklilik ¢ikan gruplarin ¢oklu karsilastirmalarinda ise Dunn’s testi
kullanildi. Hesaplamalarda SPSS 28 (Statistical Package for the Social Science) paket
programi kullanildi. Anlaml farkliliklar tim gruplarin kendi aralarinda kiyaslanmasi
ile belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli farkliliklarm oldugu gruplar igin grafik
tizerinde anlamlilik derecelerine gore (p<0,05, p<0,01, p<0,001) farkli semboller (*,
#, 0 vb.) kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1. Canhlik Analizi

S5.1.1. TQ’nun HT-29 hiicre canhihgi iizerine etkisi

TQ’nun HT-29 hiicre canliligi lizerine etkisini bulabilmek i¢in 0, 1, 2, 2,5, 3,
5,7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 80 uM dozlarinda TQ, 96 kuyulu hiicre
kiiltiirii plakalarina ekilen HT-29 hiicreleri lizerine uygulandi. 24 saat inkiibasyon
sonrast canlilik tizerine etki MTT ile analiz edildi. Sekil 5.1. de gosterildigi gibi 25
uM TQ’ dan itibaren doz arttik¢a hiicre canliligina etkisi anlamli olarak arttigi, artan
TQ dozlarinin sitotoksik etki gosterdigi saptandi. Diisiik doz TQ uygulanmasinda ise

canlilik tizerine ya etki etmedigi ya da proliferasyonu arttirarak canliligi arttirdig

goriildi.
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140
.
120
T

= 100 .
]
B
L
-~ EES
-
= &0 P
c
m T
L T

2'] EX 1 —

0

0 1 2 2,5 3 5 5 10 125 15 20 25 30 40 50 60 a0
TQ miktar

Sekil 5.1. uM cinsinden TQ’nun HT-29 hiicreleri canlilig1 {izerine etkisinin MTT testi ile analizi. x
ekseni: pM cinsinden TQ miktarini, y ekseni: % cinsinden canliligi gostermektedir. ¥ One Way
ANOVA testiyle kontrole gore istatistiksel olarak anlamli; p < 0,05 **p p < 0,01 *** p < 0,001 Post
hoc testi: Tukey Testi.
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5.1.2. Budesonidin HT-29 hiicre canhihg iizerine etkisi

Anti-enflamatuvar etkisi bilinen budesonid, TQ ile kiyaslamak amaciyla
kullanildi. Belirtilen dozlarla yapilan MTT analizinde, sekil 5.2. de gosterildigi gibi

HT-29 hiicre canlilig1 lizerine anlamli bir sitotoksik etki saptanmadi.

Budesonid MTT

N

kontrol 0,25pM  O0,5pm 0,75 uM 1puM 2,5puM 7,5 UM 10 pM
Budesonid (uM)
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Sekil 5.2. HT-29 hiicre canlilig1 lizerine pM cinsinden budesonidin etkisi. x ekseni uygulanan budesonid
dozlarini gosterirken y ekseni % cinsinden canlilig1 ifade etmektedir.

5.1.3. LPS’nin HT-29 hiicre canlhilhig1 iizerine etkisi

HT-29 hiicreleri tizerine LPS nin sitotoksik etkisini belirlemek i¢in belirtilen dozlarda
LPS, 96 kuyulu palakalara ekilen HT-29 hiicreleri tlizerine verildi. MTT ile canlilik
analizi yapildi. Sekil 5.3. te gosterildigi gibi 2,5 ve 5 pg/ml dozlar1 anlamli olarak
sitotoksik saptanirken deneylerde kullanilan 1 pg/ml dozunda sitotoksik etki

saptanmadi.
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Sekil 5.3. HT-29 hiicre canlilig1 iizerine pg/ml cinsinden LPS’nin etkisi. x ekseni uygulanan LPS
dozlarini gosterirken y ekseni % cinsinden canliligi ifade etmektedir . ** p < 0,01 *** p < 0,001 One
Way ANOVA testiyle kontrole gore istatistiksel olarak anlamli.

5.2. ROT analizi

Hiicre i¢i ROT analizi H2DCF-DA floresan probu kullanilarak yapildi. MTT
sonuclarina gore sitotoksik olmayan diisiik dozlarda TQ ( 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7,5uM)
hem inflamasyon olusturulmamis hem de LPS ile inflamasyon olusturulmus gruplara
uygulandi. Ayni gruplarla MTT analizi de yapilarak ROT sonuglart MTT ye oranland1
ve canlilik bagina hiicre ici ROT hesaplandi. Sekil 5.4. te gosterildigi gibi inflamasyon
olusturulan LPS grubunda, kontrole gore ROT miktar1 anlamli derecede yiiksek
saptand1.Yine inflamasyonsuz gruplarda kontrol grubuna gore anlamli fark
goriilmezken inflamasyonlu gruplarda 6zellikle 2 ve 3uM TQ uygulanan gruplarda
ROT seviyelerinde anlamli diisiikliik saptandi.
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Sekil 5.4. Hiicre i¢i ROT ol¢iimiine TQ etkisi: Sonuglar MTT sonuglarina oranlanarak canlilik basina
diisen ROT miktar1 seklinde verilmistir.x ekseninde rakamlar pM cinsinden TQ dozlarin1 L: LPS’yi
ifade ederken, y ekseni ROT/MTT oranini gostermektedir. * p<0.05, ** p<0.01 *** p<0.001 One Way
ANOVA testiyle LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli. xxx p<0.001 kontrol grubuna gore

anlaml

5.3. Nitrit ol¢iimii

Nitrit 6l¢timii Griess reaktifi kullanilarak yapildi. Sekil 5.5.” de gosterildigi gibi
kontrol grubuna gore TQ2, TQ3 ve B ( budesonid) gruplarinda nitrit seviyeleri anlamli
olarak diisiik bulundu. LPS grubunda nitrit seviyeleri kontrole gore artmisken,
LPS+TQ gruplarinda bu seviyenin diistiigli, en anlamli disiisiin ise budesonid

uygulanan inflamasyonlu ve inflamasyonsuz gruplarda oldugu goriildii.
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Sekil 5.5. Nitrit diizeyi 6l¢iimii. x ekseni deney gruplarini ya ekseni uM cinsinden nitrit miktarini ifade
etmektedir. * p<0.05, ** p<0.01 *** p<0.001 One Way ANOVA testiyle kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli. x p<0.05 ,xx p<0.01, xxx p<0.001

5.4. Western Blot analizi

Okludin ve Claudin-5 siki baglanti proteinlerinin ifade seviyeleri western blot
yontemiyle analiz edildi ve ¢ikan sonuclar beta- aktin proteinlerine oranlanarak
hesaplandi. Sekil 5.7 de goriildiigi gibi TQ2 grubunda kontrole gore okludin
ekspresyonlar1 artarken TQ3 ve B5 gruplarinda, ekspresyon seviyeleri azalmis
bulundu. Yine LPS grubunda kontrole gore okludin eskpresyonu anlamli seviyede
diisiik bulunurken, L-TQ2, L-TQ3, L-B5 gruplarinda sirasiyla ekspresyon seviyeleri
LPS grubuna anlamli derecede yiiksek bulundu. Klaudin-5 proteini i¢in inflamasyonlu
gruplarda okludine benzer sonuglar bulundu. Inflamasyonsuz gruplarda ise TQ2, TQ3,
ve B5 (budesonid) gruplarinda kontrole gore klaudin-5 ifadesinin arttig1 goriildii.
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Sekil 5.6. Okludin ve beta aktin proteinlerinin bant goriintiisii
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Sekil 5.7. Okludin protein ekspresyon seviyelerini gosteren bar grafigi. x ekseni deney gruplarini
gosterirken y ekseni protein ekspresyon seviyesini gostermektedir. * p<0.05, ** p<0.01 *** p<0.001
One Way ANOV A testiyle kontrole gore istatistiksel olarak anlamli. x p<0.05 ,xx p<0.01, xxx p<0.001
LPS grubuna gore anlamli
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Sekil 5.8. Klaudin-5 ve beta aktin proteinlerinin bant goriintiisii
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Sekil 5.9. Klaudin-5 protein ekspresyon seviyelerini gosteren bar grafigi. x ekseni deney gruplarini
gosterirken y ekseni protein ekspresyon seviyesini gostermektedir. * p<0.05, ** p<0.01 *** p<0.001
One Way ANOV A testiyle kontrole gore istatistiksel olarak anlamli. x p<0.05 ,xx p<0.01, xxx p<0.001
LPS grubuna gore anlamli

5.5. NMR analizi

NMR analizi ile kantitasyonu yapilan metabolitler:

2-Hidroksiizobiitrat, Siringat, Dimetil siilfon, Asetoasetat, Galaktarat, Galaktitol,
Glikolat, Timin, Sitrakonat, Betain, Fumarat, Suksinat, N-Nitrozodimetilamin,
Alloizoldsin, Malonat, Karnitin, n-Metilhistidin, Trimetilamin N-oksit, Xantin, O-
Asetilkolin, Pirtivat, Dimetilamin, Oksipurinol, Riboz, Guanidoasetat, Kreatin fosfat,
Piroliitamat, Glukoz, Alanin, Glisin, Myo-Inositol, Asetat, Laktat.

Metabolitlerin tanimlanmasi ve nicel analizi, Chenomx NMR Suite 7.1 (Chenomx,
Inc., Edmonton, AB, Kanada) kullanilarak gerceklestirildi. Nicel analiz, 1D NOESY
deneylerinin sonuglarina dayanilarak yapildi, burada bilesiklere ve i¢ standardi DSS'ye
karsilik gelen belirli proton sinyalleri manuel olarak entegre edildi (Chenomx Inc.,
Kanada). NOESY deneyi sonuglarindan elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve genis
sinyallerin baskilanmasi i¢in bir CPMG darbe dizisi kullanildi. Metabolitlerin goreceli
konsantrasyonlari, i¢ standardi olarak DSS'nin kullanildigi 1H NMR spektrum sinyal

yogunluk yontemiyle hesaplandi. Elde edilen degerler uM cinsinden konsantrasyonlar
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olup, hiicre pasajlamasi sirasinda hesaplanan hiicre sayisi ile dogru orantili oldugu
varsayilarak uygun kat sayilarla ¢arpilarak standardize edildi.

Tek degiskenli analiz ve metabolitlerin ve biyokimyasal parametrelerin ortalama ve
medyan degerlerinin belirlenmesi SPSS versiyon 26 kullanilarak yapildi. Istatistiksel
anlamlilik, varyanslarin homojenligine bagl olarak Student t-testi ve Mann-Whitney
U testi kullanilarak hesaplandi ve a p <0.05 degeri, istatistiksel anlamlilik esigi olarak
kabul edildi.

Metabolitlerin ortalama konsantrayonlar1 ile Spearman korelasyon analizi yapildi.
NMR analizi ve biyokimyasal analiz yoluyla elde edilen tanimlanmis metabolit listesi,
veri azaltma ve gorsellestirme igin MetabolAnalyst 5.0 yazilimina aktarildi. Bu
calismada, ¢esitli veri kiimelerinden elde edilen p degerlerinin kullanimini igeren bir
meta-analiz yontemi kullanilmistir. Bu p degerleri, Stouffer'in yontemi kullanilarak
birlestirildi. Kemometrik analiz yapilmadan dnce veriler, medyan, kiip tranformasyon
ve veri Olgeklendirmeyi igeren bir 6n isleme adimindan gegirildi.

[statistiksel olarak en anlamli fark gosteren metabolitler Wilcoxon rank-sum teste tabi
tutularak anlamlilik diizeyleri degerlendirildi. Calismada ikili karsilastirmalarda x
ekseninde kat sayisi degisim degerleri ve ye ekseninde p degerinin -logl0 degerini
alan ‘Volkan Grafigi’ ile gorseller olusturuldu. Lineer diskriminant modeller, girdi
ozellikleri olarak kantitasyonu yapilan metabolit oranlar1 kullanilarak olusturuldu.
Konsantrasyona dayali verilerde gorsellestirme Seyrek Kismi En Kiigiik Kareler
Ayrim Analizi (PLS-DA) unsupervised analiz yontemi kullanilarak gerceklestirildi:
Ardindan Degisken Onem Grafigi (VIP) elde edildi. Belirli yolakar icin biyolojik
olarak anlamli olan metabolitleri degerlendirmek iizere MetaboAnalyst 5.0 ile

metabolit seti zenginlestirme analizi (MSEA) ve yolak analizleri yapildu.

5.5.1. Tiim Gruplar (K- LPS —- LPS+TQ2 — LPS+TQ3 — TQ2 — TQ3)

Kemometrik analizden 6nce her bir numune metabolit seviyesinin kiip degeri
alinarak toplam degere gore normalize edildi. Genel veriler ise aralik dl¢eklendirme
ile normal degerler elde edildi. Sonuglara gore tiim gruplar arasinda en anlamh
derecede farklilik gosteren metabolitler sekil 5.10. da gosterildigi gibi laktat ve
glukolat olarak saptandi.
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Sekil 5.10. Hiicre homojenatlartyla yapilan NMR analizi sonucu elde edilen metabolit
konsantrasyonlari ile olusturulmus one-way ANOVA gorseli. Yesil renkli metabolitler anlamli
olmayan, kirmizi renk anlamlilik gdsteren metabolitleri temsil eder. Tiim gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli fark gosteren metabolitlerin laktat ve glikolat oldugu goriilmiistiir.

f.value |p.value |FDR
Lactate [9.6926 |0.000678|0.022364
Glycolate | 6.8845 |0.003007 | 0.049607
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Sekil 5.11. Gruplar aras1 Laktat(A) ve Glikolat (B) konsatrasyonlarinin bar grafigi. Siyah noktalar, tim
numunelerden segilen metabolitin konsantrasyonlarini temsil eder. Centik, +/- 1,58 IQR sqrt(n) olarak
tanimlanan her bir grubun medyani civarinda %95 giiven araligini gostermektedir. Gruplar arasindaki
farklar1 degerlendirmek i¢in ¢entik kullanilabilir, ¢entiklerin iistiiste gelmemesi medyan degerlerin
farkli oldugunu gostir. Her grubun ortalama konsantrasyonu barlarin orta kisimlarinda yer alan sar1 bir
elmasla temsil edilir.
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Sekil 5.12. Numunelerdeki metabolitlerin konsantrasyon degerlerinin normallestirilmis verileri ile
olusturulmus bir heatmap. Haritadaki her bir renkli hiicre, veri tablonuzdaki bir konsantrasyon degerine
karsilik gelir; 6rnekler satirlarda ve metabolitler siitunlardadir. Timokinon igeren gruplarin (agik mavi,
pembe, sar1, mor) benzer patern sergiledigi gosterilmistir.

5.5.2. Kontrol-LPS gruplarinin kiyaslamasi

Numuneler toplam degere gore normalize edildi. Genel veriler oto 6lgeklendirme
ile normallestirildi. Sonucta her iki grup arasindaki en anlamli farklilik gosteren
metabolit ksantin olarak bulundu. Yol zenginlestirme analizinden elde edilen verilerde
ise Sekil 5.16°da gosterildigi gibi plirin metabolik yolaginin anlamli derecede

etkilendigi saptandi.
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Sekil 5.13. LPS — kontrol hiicre metabolit verileri ile olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1
(FC) esik degeri 2.0 olarak almmustir. iki farkli grup arasindaki metabolitlerin istatistiksel farklari ve
onemli metabolitleri gorsellestirir. Grafigin x ekseni metabolitlerin log2 tabaninda katlanma sayisini, y
ekseni ise -log10 p degerini temsil eder. Grafikte kirmizi renkli noktalar azalmis degerleri gosterir.
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Sekil 5.14. Istatistikel olarak anlamli fark gdsteren Ksantin metabolitinin gruplar arasi
konsatrasyonlarinin  bar grafigi. Siyah noktalar, tim numunelerden secilen metabolitin
konsantrasyonlarini temsil eder. Centik, +/- 1,58 IQR sqrt(n) olarak tanimlanan her bir grubun medyani
civarinda %95 giiven araligin1 gostermektedir. Gruplar arasindaki farklar1 degerlendirmek igin gentik
kullanilabilir, ¢entiklerin istiiste gelmemesi medyan degerlerin farkli oldugunu gostir. Her grubun
ortalama konsantrasyonu barlarin orta kisimlarinda yer alan sar1 bir elmasla temsil edilir.
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Sekil 5.15. Kontrol ve LPS uygulamasi yapilan hiicre gruplarindan elde edilen metabolitlerin PLS-DA
analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorsel (A) ve degiskenlerin 6nem siralamasini gosteren VIP grafigi (B).
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Sekil 5.16. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklari gosteren yolak dagilim grafigi. LPS-kontrol karsilagtirmasi.

Eslesen
Toplam metabolit
Yolak bilesen sayisl Eslenen metabolit p Etki
Purine
metabolism 65 1 Xanthine 0.017783 |0.01217

5.5.3. Kontrol-TQ2 karsilastirmasi

Kontrol ve TQ2 gruplarinin NMR analizinden elde edilen her bir numune
metabolit seviyesinin kiip degeri alinarak median degere gore normalize edildi. Genel
veriler ise aralik dlgeklendirme ile normal degerler elde edildi. Ksantin ve glikolat

molekiilleri Sekil 5.17°de gosterilen volkan grafigine goére her iki grup arasinda
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anlaml seviyede farkli bulundu. Sekil 5.19°da gosterilen yol zenginlestirme analiz

sonuglarina gore, piruvat, glikoliz/glikoneogenez, valin-10sin-izolosin sentez ve

yikimi, piirin ve glutatyon metabolik yolaklar1 gruplar arasinda anlamli seviyede

etkilenmis bulundu.
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Sekil 5.17. Kontrol — TQ 2. Doz uygulanan hiicre metabolit verileri ile olusturulmus volkan grafigi. p
< 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 2.0 olarak alinmustir. iki farkli grup arasindaki metabolitlerin
istatistiksel farklart ve Snemli metabolitleri gorsellestirir. Grafigin x ekseni metabolitlerin log2
tabaninda katlanma sayisini, y ekseni ise -logl0 p degerini temsil eder. Grafikte kirmiz1 renkli noktalar

azalmis degerleri gosterir.
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Sekil 5.18. Kontrol ve TQ 2. doz uygulamasi yapilan hiicre gruplarindan elde edilen metabolitlerin PLS-
DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorsel (A) ve degiskenlerin 6nem siralamasini gosteren VIP grafigi

(B).
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Sekil 5.19. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklari gosteren yolak dagilim grafigi. Kontrol — TQ 2. Doz uygylanan
hiicrelerin kargilastirmasi.

Total

Cmpd |[Hits |Eslenen metabolit Raw p Impact
Pyruvate Pyruvate; (S)-Lactate; Acetate;
metabolism 22 4 Fumarate 0.001749|0.26749
Glycolysis / Pyruvate; (S)-Lactate; beta-D-
Glukoneogenesis | 26 4 Glucose; Acetate 0.003017|0.12971
Valine, leucine
and isoleucine
biosynthesis 8 1 L-Isoleucine 0.007945 |0
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Valine, leucine
and isoleucine

degradation 40 2 Acetoacetate; L-Isoleucine 0.016336|0

Glutathione

metabolism 28 2 Glycine; 5-Oxoproline 0.030274|0.09582

Purine

metabolism 65 1 Xanthine 0.039874|0.01217

5.5.4. Kontrol-TQ3 gruplarinin kiyaslanmasi

Kontrol ve TQ3 gruplarinin NMR analizinden elde edilen her bir numune
metabolit seviyesinin kiip degeri alinarak median degere gore normalize edildi. Genel
veriler ise aralik Ol¢eklendirme ile normal degerler elde edildi. Ksantin ve glikolat
molekiilleri Sekil 5.20°de gosterilen volkan grafigine gore her iki grup arasinda
anlamli seviyede farkli bulundu. Sekil 5.22°de gosterilen yol zenginlestirme analiz
sonuglarina gore, piruvat, aminoacil tRNA sentezi, glikoliz/glikoneogenez, valin-
16sin-izoldsin sentezi, plirin ve glutatyon metabolizmasi ile glioksalat ve dikarboksilat

metabolizmasi yolaklar1 gruplar arasinda anlamli seviyede etkilenmis bulundu.
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Sekil 5.20. Kontrol — TQ 3. Doz uygulanan hiicre metabolit verileri ile olusturulmus volkan grafigi. p
< 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 2.0 olarak almmustir. Iki farkli grup arasindaki metabolitlerin
istatistiksel farklar1 ve 6nemli metabolitleri gorsellestirir
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Sekil 5.21. Kontrol ve TQ 3. doz uygulamasi yapilan hiicre gruplarindan elde edilen metabolitlerin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorsel (A) ve degiskenlerin dnem siralamasini gosteren VIP
grafigi (B).
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Total
Cmpd Hits | Eslesen metabolit Raw p Impact
Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis 8 1 L-Isoleucine 0.007612|0
Aminoacyl-tRNA biosynthesis | 48 3 Glycine; L-Alanine; L-Isoleucine [0.013201 |0
Pyruvate; (S)-Lactate; Acetate;
Pyruvate metabolism 22 4 Fumarate 0.020028 | 0.26749
Pyruvate; (S)-Lactate; beta-D-
Glycolysis / Gluconeogenesis |26 4 | Glucose; Acetate 0.02487 |0.12971
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Purine metabolism 65 1 |Xanthine 0.039863|0.01217
Glyoxylate and dicarboxylate Glycolate; Glycine; Acetate;

metabolism 32 4 Pyruvate 0.041835|0.18519
Glutathione metabolism 28 2 Glycine; 5-Oxoproline 0.045902 | 0.09582

Sekil 5.22. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklar1 gosteren yolak dagilim grafigi. Kontrol — TQ 3. Doz uygulanan
hiicrelerin karsilastirmasi.

5.5.5. LPS ve LPS+TQ uygulanan gruplarin karsilastirmasi

LPS ve LPS+TQ gruplarinin NMR analizinden elde edilen her bir numune metabolit
seviyesinin kiip degeri alinarak median degere gore normalize edildi. Genel veriler ise
aralik dl¢geklendirme ile normal degerler elde edildi. Yapilan analizlerde LPS+TQ2 ve
LPS+TQ3 gruplarinin sonuglari ayni ¢iktigi i¢in bu sonuglar LPS+TQ adiyla tek bir
baslik altinda toplandi. Sekil 5.23’te volkan grafigine gore N-nitrosodimetilamin
metabolit diizeyleri gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdi. Yolak analizinde
anlamli bir metabolik yolak bulunmazken 6nem sirasina gore gruplar arasi farklilik

gosteren VIP skor > 1 olan metabolitler sekil 5.25°te gosterildi.
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Sekil 5.23. LPS — LPS+TQ hiicre metabolit verileri ile olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1
(FC) esik degeri 2.0 olarak almmustir. iki farkli grup arasindaki metabolitlerin istatistiksel farklari ve
o6nemli metabolitleri gorsellestirir. Grafigin x ekseni metabolitlerin log2 tabaninda katlanma sayisini, y
ekseni ise -log10 p degerini temsil eder. Grafikte kirmizi renkli noktalar azalmis degerleri gosterir.
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Sekil 5.24. Unsupervised analiz metodu olan PCA ile net bir sinif ayrimi yapilamamasina ragmen
supervised metot olan PLS-DA ile gruplar aras1 ayrim yapild: .
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Sekil 5.25. LPS ve LPS-TQ uygulamasi yapilan hiicre gruplarindan elde edilen metabolitlerin PLS-DA
analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorsel (A) ve degiskenlerin 6nem siralamasini gosteren VIP grafigi (B).
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5.6. LC-MS/MS analizi

Metabolitlerin hiicre kiiltlirii ekstaktinda kiitle spektrometrisi metoduyla
tanimlanmasi, Q-Exactive LC-MS/MS - Orbitrap (Thermo Scientific, Hemel
Hempstead, UK) kullanilarak gergeklestirildi. Dogru kiitle 6l¢limii i¢in hem negatif
hem de pozitif iyonlastirma modu Q Exactive hibrid quadrupole-Orbitrap kiitle
spektrometresi ile calistirlldi. Hedeflenmemis LC-MS/MS analiziyle bulunan
metabolitler m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore belirlenmistir. Veri dnislemesi XCalibur
2.2 yazilimi1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Tepe secimi, tepe hizalamasi ve tepe notasyon islemleri Mzmine3 ve
Metaboanalyst 5.0 kullanilarak gerceklestirildi. UHPLC-HRMS metabolomikten elde
edilen metabolitler, dogru kiitle ve MS/MS bilgilerini veritabanlariyla karsilastirarak
tanimlandi: HMDB (insan Metabolom Veritabani) (http://www.hmdb.ca/) ve
mzCloud (https://www.mzcloud.org/).

5.6.1. Kontrol-TQ2

LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-TQ2 gruplarinin hiicre
metabolitleriyle m/z oranina gore olusturulan volkan grafigi sekil 5.26. da, PLS-DA
analizi sekil 5.27. de, VIP grafigi ise sekil 5.28. de gosterilmistir.
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Sekil 5.26. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir. (degiskenler

m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.27. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitlerinin

PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.28. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitlerinin
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Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol - TQ2 hiicre
metabolitleriyle olusturulan volkan grafigi Sekil 5.29. da, PLS-DA analizi sekil 5.30.
da, VIP grafigi ise sekil 5.31. de gosterildigi gibidir.
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= 691.53 7%7950.84 Status
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Sekil 5.29. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir. (degiskenler
m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.30. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.31. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).

5.6.2. Kontrol-TQ3

LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre
metabolitleriyle olusturulan grafikler Sekil 5.32. de gosterildigi gibidir. m/z
degerlerine gore karsiligi olan metabolitler belirlenerek  MetaboAnalyst 5.0
programiyla incelendi ve yolak analizi yapildi. Piirin, askorbat-aldalat ve vitamin B6

metabolizmasi anlamli derecede farkli bulundu.
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Sekil 5.32. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ3 hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir. (degiskenler
m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.33. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ3 hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.34. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ2 hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.35. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ3 hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir. (degiskenler

m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.36. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ3 hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.37. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- TQ3 hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.38. Kontrol-TQ3 karsilagtirmasina ait LC-HRMS fonksiyonel analiz zenginlestirme testi

(enrichment test) sonug gosterimi.

04 0.5

Eslesen
Toplam | metabolit
Yolak bilesen |sayisi Eslenen metabolit p Etki
Purine metabolism 65 2 Adenosine, Adenine 0.023294 | 0.00652
Ascorbate  and  aldarate
metabolism 8 1 D-Glucarate 0.03062 |0
Vitamin B6 metabolism 9 1 Pyridoxal 0.034392 |1 0.4902

Tablo 5.1. TQ3 grubunda kontrole gére anlamli bulunan yolak analizi sonuglari (MetaboAnalyst v.5.0,

KEGG veritabani, yolak analizi).

5.6.3. Kontrol-Budesonid

NMR analiziyle budesonid etkisinin incelenmesi yapilamadi. LC-MS/MS ile

pozitif iyonizasyonda analiz edilen

Kontrol-Budesonid  gruplarinin  hiicre

metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
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Yine m/z oranina gore metabolitlerin karsiligi bulunarak Metaboanalyste 5.0

programina yiiklendi ve yolak analizi yapildi. Analiz sonuglarina gore valin, 16sin,

izolosin sentezi, askorbat-aldarat metabolizmasi ile vitamin B6 metabolizmasi anlaml

derecede etkilenmis bulundu (sekil 5.45.)
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Sekil 5.39. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-Budesonid hiicre

metabolitleriyle olusturulmus volkan grafigi. p <0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir.

(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.40. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- Budesonid hiicre
metabolitlerinin PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.41. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- Budesonid hiicre
metabolitlerinin dnem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade
edilmigtir).

LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-Budesonid gruplarinin

hiicre metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
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Sekil 5.42.
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LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-Budesonid hiicre

metabolitleriyle olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir.
(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.43. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- Budesonid hiicre
metabolitlerinin PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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metabolitlerinin dnem siralamasini gosteren VIP grafigi .

edilmigtir).
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Sekil 5.45. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki

degerlerine gore eslesen yolaklar1 gosteren yolak dagilim grafigi. Kontrol — budesonid uygulanan

hiicrelerin karsilastirmasi.

Eslesen

Toplam | metabolit
Yolak bilesen |sayisi Eslenen metabolit p Etki
Valine leucine and isoleucine
biosynthesis 8 1 L-Threonine 0.050574 |0
Ascorbate and aldarate
metabolism 8 1 D-Glucarate 0.050574 |0
Vitamin B6 metabolism 9 1 Pyridoxal 0.056731 {0.4902

Tablo 5.2. Budesonid grubunda kontrole gére anlaml1 bulunan yolak analizi sonuglar1 (MetaboAnalyst

v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).
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5.6.4. Kontrol-LPS

LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS gruplarinin hiicre

metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir. MetaboAnalyst v.5.0

programin1  kullanarak yapilan yolak analizinde purin ve askorbat aldarat

metabolizmasi yolaklar1 anlamli derecede etkilenmis bulundu (sekil 5.52.).
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Sekil 5.46. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmistir. (degiskenler

m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.47. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- LPS hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.48. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol- LPS hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).

LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS gruplarinin hiicre
metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
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Sekil 5.49. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alimmustir. (degiskenler

m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.50. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.51. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen Kontrol-LPS hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.52. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklar1 gosteren yolak dagilim grafigi. Kontrol — LPS uygulanan hiicrelerin
karsilagtirmasi.

Toplam | Eslesen Raw p Eslenen metabolit | Impact

bilesen | metabolit

sayisl
Purine metabolism 65 2 0.0050569 | Xanthosine; 0.00528
Adenine
Ascorbate and | 8 1 0.015414 | D-Glucarate 0

aldarate metabolism

Tablo 5.3. LPS grubunda kontrole gére anlaml1 bulunan yolak analizi sonuglar1 (MetaboAnalyst v.5.0,
KEGG veritabani, yolak analizi).
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5.6.5. LPS+TQ -LPS

LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS gruplarinin
hiicre metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir. MetaboAnalyst v.5.0
programi kullanilarak m/z oranina karsilik gelen metabolitlerle yolak analizi yapildi.
Nikotinat-nikotinamid ve eter-lipid metabolizmas1 yolaklart anlamli derecede

etkilenmis bulundu (sekil 5.59.).
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L] °
.. I, ol Mot ¥331,1692....660.36

log2(FC)

Sekil 5.53. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir. (degiskenler
m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.54. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.55. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).

LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS gruplarinin hiicre
metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
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Sekil 5.56. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitleriyle
olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alimmustir. (degiskenler
m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.57. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitlerinin
PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.58. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+TQ — LPS hiicre metabolitlerinin
Onem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.59. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklart gosteren yolak dagilim grafigi. LPS+TQ — LPS gruplarinin

karsilastirmasi.
YOLAK Toplam Eslesen Eslesen Raw p Impact
bilesen metabolit metabolit
sayi1st
Nicotinate and | 15 1 Nicotinate 0.038188 | 0
nicotinamide
metabolism
Ether lipid | 20 1 sn-Glycero-3- | 0.050671 | 0
metabolism phosphocholine

Tablo 5.4. LPS+TQ grubunda LPS grubuna goére anlamli bulunan yolak analizi sonuglar

(MetaboAnalyst v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).
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5.6.6. LPS+Budesonid- LPS

LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS
gruplarinin  hiicre metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
MetaboAnalyst v.5.0 programi kullanilarak m/z oranina karsilik gelen metabolitlerin
yolak analizi yapildi. Butonat, nikotinat-nikotinamid ve eter-lipid metabolizmas: ile

sitrat siklusu yolaginin anlamli derecede etkilendigi bulundu (sekil 5.66.).
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Sekil 5.60. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre
metabolitleriyle olusturulmus volkan grafigi. p <0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir.
(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.61. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre
metabolitlerinin PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.62. LC-MS/MS ile pozitif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre

metabolitlerinin dnem siralamasini gosteren VIP grafigi .
edilmigtir).

(degiskenler m/z degerlerine gore ifade

LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS gruplarinin

hiicre metabolitleriyle olusturulan grafikler asagidaki gibidir.
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Sekil 5.63. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre
metabolitleriyle olusturulmus volkan grafigi. p < 0.05 ve kat say1 (FC) esik degeri 10.0 olarak alinmustir.

(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Sekil 5.64. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre
metabolitlerinin PLS-DA analizi ile elde edilen 2 boyutlu gorseli
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Sekil 5.65. LC-MS/MS ile negatif iyonizasyonda analiz edilen LPS+Budesonid- LPS hiicre
metabolitlerinin dnem siralamasini gosteren VIP grafigi . (degiskenler m/z degerlerine gore ifade
edilmigtir).
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Sekil 5.66. Yol zenginlestirme analizinden alinan p degerlerine ve topoloji analizinden alinan yol etki
degerlerine gore eslesen yolaklar1 gosteren yolak dagilim grafigi. LPS+Budesonid-LPS gruplarinin
karsilastirmasi.
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YOLAK Toplam | Eslesen Eslesen metabolit | Raw p Impact
bilesen | metabolit
sayi1sl
Butanoate metabolism 15 1 Succinate 0.038188 | 0
Nicotinate and | 15 1 Nicotinate 0.038188 | 0
nicotinamide metabolism
Ether lipid metabolism 20 1 sn-Glycero-3- 0.050671 | O
phosphocholine
Citrate cycle (TCA cycle) | 20 1 Succinate 0.050671 | 0.03273

Tablo 5.5. . LPS+Budesonid grubunda LPS grubuna gore anlamli bulunan yolak analizi sonuglari

(MetaboAnalyst v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).
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6. TARTISMA

Calismada hiicre kiiltlirii ile barsak enflamasyon modeli olusturularak EBH
hastalig1 i¢in TQ’nun olas1 terapétik etkisi ve bu etkiyi hangi metabolik yolaklar ve
metabolitler lizerinden gergeklestirebildigi arastirildi. Bunun i¢in 6ncelikle MTT
canlilik analizi yapildi ve uygun TQ dozlariyla ROT/RNT etkisi arastirildi. ROT/RNT
seviyelerine negatif yonde etki eden TQ dozlar segilerek ileri deneylere devam edildi.
Enflamasyon modeli iizerinde TQ’nun, sik1 baglant1 proteinlerinden olan claudin-5 ve

okludin ifade seviyeleri ve ayrica metabolomik parametreler {izerine etkisi arastirildi.

6.1. TQ’nun ROT ve RNT iizerine etkisi

Hiicrelerde ROTnin (ROT) iiretimi ile viicudun antioksidanlarla serbest radikalleri
noétralize etme yetenegi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stresin
yaslanma siireclerini hizlandirabildigi ve kanser, kardiyovaskiiler hastalik ve ndrolojik
bozukluklar gibi kronik hastaliklarin gelisimine yol agabildigi daha onceki
caligmalarla gosterilmistir [227]. N. Sativa’nin bir bileseni olan TQ’nun deneysel
calismalarla antioksidan enzim sisteminin aktivitesini arttirarak hiicreleri, artmis
oksidatif stresin hasarlarindan korudugu gosterilmistir [228]. Calisma sonug¢larimizda
ROT 6l¢iimiiyle kontrol gruplarinda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmasa da
LPS gruplarinda 2uM ve 3uM TQ uygulanmasinin ROT seviyesini anlamli derecede
diisiirdligii bulundu. Bu da eski caligmalar1 destekler nitelikte, uygun dozlarda TQ’nun

enflamasyon durumunda antioksidan etki gosterebilecegini isaret etmektedir [188].

RNT degisimi, NO metabolizmasinin son iiriinii olan nitrit seviyesi Griess reaktifi ile
Olciilerek dolayli yoldan analiz edildi. Sonuglarda LPS grubunda kontrole gore anlamli
seviyede nitrit yiiksekligi bulundu. TQ2, TQ3 ve B5 gruplarinda nitrit seviyelerinde
diisme goriilmesine ragmen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. L-B5 grubunda LPS’ye gore nitrit seviyelerinde anlamli diisme gozlendi.
L-TQ2 ve L-TQ3 gruplarinda LPS’ye gore nitrit seviyelerinde rakamsal olarak
diistikliik goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. RNT de tipki
ROT gibi oksidan sistemin bir yoniinii olusturmaktadir ve antiifnlamatuar olan

budesonidin RNT seviyelerini diislirdiigii ¢alismamizda gosterilmistir. TQ gruplarinda
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anlamli fark olmasa ileri ¢aligmalarla daha uygun dozlarda RNT iiretimini de azaltacak

doz belirlemesi yapilabilir.

Lipopolisakkarit (LPS) veya proenflamatuvar sitokinlerle uyarilan hiicrelerde
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ifadesi artar ve bu da nitrik oksit (NO)
iretimine yol acar [229, 230]. Daha once yapilan ¢aligmalarda LPS ile enflamasyon
olusturulan sigan bagirsaginda iNOS tarafindan iiretilen NO'nun artan iiretiminin
artt1igr ve bunun da siki baglant1 proteinlerinin ifadesinin azalmasina ve barsak
gecirgenliginin artmasina yol agtig1 gosterilmistir [231]. Calismamizda LPS grubunda

sik1 baglanti proteinlerinin ifade seviyelerindeki azalma da bunu desteklemektedir.

6.2. TQ’nun okludin ve klaudin-5 iizerine etkisi

Yapilan aragtirmalarda EBH hastalarinin barsaklarinda SB proteinlerinin yeniden
dagilimina bagl olarak artmis paraseliiler gecis gozlendigi ve bunun da EBH'da
epitelyal bariyer fonksiyonunun azaldigini yansittig1 tespit edilmistir. Sik1 baglanti
proteinlerinden olan Claudin-5 normal yiizey ve kript epitelyumlarinda sikca
bulunurken, aktif Crohn hastalifindaki (CH) siki baglantilarda azaldig1 ve yeniden
dagilim gosterdigi daha Onceki c¢aligmalarla kanitlanmistir. Bu da bariyer
gecirgenliginde artisa yol agmaktadir [232]. Yaptigimiz ¢alismada, Claudin-5
seviyelerine hem LPS’li hem de LPS’siz gruplarda TQ’nun pozitif yonde etkisi
goriilmektedir. Oksidatif stresi diistirerek bu etkiyi yapabildigi gibi anti-enflamatuvar
ozelligiyle de barsak dokusuna iyilestirici etkisi bulundugu diisiiniilmektedir. ileri
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Yine siki baglanti proteinlerinden olan
okludin seviyesi de hem kontrol hem de LPS grubunda anlamli olarak ytikselmistir.
Her iki siki baglanti proteini i¢in benzer sonuglarin goriilmesi deneyin giiciinii

arttirmakta ve sonuglar birbiriyle desteklenmektedir.

6.3. Barsak enflamasyonunun metabolomik incelenmesi

EBH toplumda siklig1 giderek artmakla birlikte kesin tan1 ve tedavi yonteminin
bulunmamasi sebebiyle deneysel aragtirmalara sik¢a konu olmustur. Tan1 amaciyla
yapilan biyobelirteg kesif calismalar1 son yillarda oldukca artmis ancak serum, gaita

ve doku oOrneklerinin toplanmasindaki zorluklar ve uzun siirecler arastirmacilari
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alternatif deneysel yoOntemlere yonlendirmistir. Hiicre kiiltiir modellerinde
metabolomik analizin ne kadar dogru ve anlamli sonu¢ verdigi heniiz bilinmese de
calismamizda hiicre kiiltiiriinde enflamasyon olusturarak metabolomik analizin nasil

degistigini ve eski calismalar1 ne kadar destekledigini gostermeye ¢alistik.

Ksantin ve Piirin metabolik yolagi: LPS ile enflamasyon olusturulan grupta hem
volkan hem de bar grafiginde, kontrol grubuna gore ksantin metabolit seviyesinin
anlaml derecede diistiigli gosterilmistir. Yol zenginlestirme analizinde de ksantinin de
dahil oldugu piirin metabolizmasinin her iki grup arasinda anlamli seviyede etkilendigi
belirlenmistir. Piirin metabolik yolaginda hipoksantinden ksantin olusumu ve
ksatinden tirik asit olusumu ksantin oksidaz enzimiyle katalize edilir. Ksantin oksidaz
enzimi ROT olusumunda 6nemli olan enzimlerden biridir. Artmis ksantin oksidaz
aktivasyonu ROT iiretimini de arttirir [233]. LPS grubunda ROT f{iretiminin artisi,
ksantin oksidaz aktivasyonu yoluyla piirin metabolik yolaginin etkilendigini
diisiindiirmektedir. Daha 6nce yapilan deneysel kolit modelli bir ¢alismada ksantin
oksidaz inhibitérii olan allopurinol uygulamasinin enflamasyonu simirladig
saptanmistir [177]. Bu da ksantin oksidaz aktivasyonun barsak enflamasyonunda
artigini diistindiirmektedir. Ksantin artisinin ksantin oksidaz aktivasyonuna bagli olup
olmadig1 ve ksantinin tedavi takibinde kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olup olmadigi
ileri ¢aligmalarla gosterilmelidir. Diger taraftan allopiirinol metaboliti olarak bilinen
oksipiirinol bir ksantin oksidaz inhibitoriidiir[234] ve kontrol grubunda, LPS grubuna
gore yilksek bulunmustur. Inflamasyon grubunda oksipiirinol seviyesinin diisiik
bulunmasi ksantin oksidaz inhibisyonunun azalmasina ve oksidatif stres artigina yol

agabilir.

Laktat: VIP skoru analiz sonuglarinda LPS uygulanan grupta laktat seviyelerinin
anlamli olarak arttig1 goriildii. Laktat memelilerde L ve D steroizomeri olarak iki farkli
sekilde bulunur. Anaerobik glikoliz sirasinda iiretilen baskin form L-laktattir [235].
Tiimor hiicrelerinde goriilen warburg etkisiyle oksidatif fosforilasyon anaerobik
glikolize kayar. Enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonuyla da yine buna benzer etkiler
goriillir ve laktat seviyesinde artma saptanir. L-laktat artis1 enflamasyonda metabolik
bir yanit olarak goriiliir ve laktatin varlig1, neoplazi malignitesi, sepsis ve otoimmiin
hastaliklar dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarda bir biyobelirte¢ olarak onerilmistir
[236-238]. Calismamizda, enflamasyon grubunda goriilen laktat yiliksekligi de bu

bilgileri destekler niteliktedir.
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Glikolat: Bir diger anlamli farklilik gdsteren metabolit olan glikolat kontrol grubunda
LPS grubuna gore daha yiiksek bulundu. UK ve CH hastalariyla yapilan bir ¢aligmada
gaita metabolomik analizinde anti-enflamatuvar metabolit olarak kabul edilen glikolat
diisiik seviyelerde bulunmustur [239]. Bu da glikolat seviyelerinin hastalik tedavi
takibinde kullanilabilecek olasi bir biyobelirte¢ oldugunu diistindiirmektedir. Bunun

icin ileri deneysel ¢alismalara ihtiyag vardir.

Galaktarat: VIP skoruna gore galaktarat, LPS grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Glukarik asit ve galaktarat seker oksidayon iirlinlidiir. Galaktaratin
enflamasyondaki rolii, barsak iltihab1 sirasinda olusan bir karbon kaynagi olarak one
cikmaktadir. iltihaplanma siireci sirasinda, barsak dokularinda meydana gelen hasar,
enflamatuvar yanitin bir parcasi olarak viicut tarafindan tretilen galaktarat gibi bazi
metabolitlerin artmasina neden olabilir. Bu galaktarat, belirli bakteri tiirleri tarafindan
kullanilabilir [240]. Bu da bize galaktaratin enflamatuvar bir metabolit olabilecegini

diistindiirmektedir.

Fumarat: Fumarik asit bir dikarboksilik asittir. Krebs trikarboksilik asit (TCA)
dongiistinde L-malatin 6nciisiidiir. Stikcinate dehydrogenase tarafindan siiksinik asidin
oksidasyonu ile olusur. Fumarat, fumaraz enzimi tarafindan malata doniistiiriiliir.
Fumarik asit, son zamanlarda bir onkometabolit veya dogal olarak olusan, kansere
neden olan bir metabolit olarak tanimlanmistir. Bu organik asidin yiiksek seviyeleri
timorlerde veya tliimorleri ¢evreleyen sivilarda bulunabilir. Onkogenik etkisi, prolil
hidroksilaz i¢eren enzimleri inhibe etme yetenegi nedeniyle goriinmektedir [241].
Calismada kullandigimiz HT-29 hiicreleri kolon adenoca hatti1 oldugu i¢in kontrol
grubundaki ytliksekligi bu sekilde agiklanabilir. LPS grubunda ise fumarat diizeyleri

kontrol grubuna gore anlaml1 derecede diisiik bulundu.

Myoinositol: VIP skoruna gore kontrol grubunda LPS grubuna gore yiiksek bulunan
diger bir molkiil ise miyo-inositoldiir. Myo-inositol, ¢esitli inositol fosfatlar da dahil
olmak tizere bir dizi ikincil haberci molekiiliin 6ncii molekiiliidiir. Ayrica,
inositol/myo-inositol, fosfatidylinositol (PI) fosfatidylinositol fosfat (PIP) olarak
bilinen lipitlerin 6nemli bir bilesenidir. myo-Inositol, glikoz araciligiyla, glikoz-6-
fosfat (G-6-P) lizerinden iki adimda sentezlenir. [1k olarak, G-6-P, bir inositol-3-fosfat
sentaz enzimi tarafindan myo-inositol 1-fosfat haline getirilir, ardindan bir inositol

monofosfataz enzimi tarafindan fosfatli myo-inositol haline getirilir [242]. Yapilan
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calismalarda myo inositoliin antienflamatuvar ve antioksidan etkileri kanitlanmistir
[243]. Raw makrofajla yapilan bir calismada myo-inositoliin stres kaynakli makrofaj
metabolizmasina karst antienflamatuvar yanit saglayarak koruycu bir ortam
olusturdugu gosterilmistir [244]. Tiim bu ¢alismalar miyo-inositoliin antienflamatuvar
bir ara metabolit olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir ve calismamizda

enflamasyon grubunda diisiik bulunmasi da bu tezimizi desteklemektedir.

2-Hidroksiizobiitirat: 2-Hidroksiizobutirat, ii¢iinciil alkoller simifina aittir. Uciinciil
alkoller, bir hidroksi grubunun, -OH, doymus bir karbon atomuna bagli oldugu
bilesiklerdir. 2-Hidroksiizobutirat bir ikincil metabolittir. Ikincil metabolitler,
metabolik veya fizyolojik olarak zorunlu olmayan metabolitlerdir ve savunma veya
sinyalleme molekiilleri olarak rol oynayabilirler [245]. Daha 6nce EBH hastalariyla
yapilan metabolomik c¢alismalarda aktif EBH hastalarinin idrar o6rneklerinde 2-
Hidroksiizobiitirat diizeylerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmistir
[246]. Giincel calismamiz sonucunda da Onceki caligmayi destekler nitelikte 2-
Hidroksiizobiitirat diizeyleri kontrol grubunda enflamasyon grubuna goére daha yiiksek

bulunmustur.

Glisin: Glisin, alifatik, polar olmayan bir amino asit olarak siniflandirilan en basit
alfa-aminoasittir.Glutatyon sentezinde yer alan aminoasitlerden biri olan glisinin bu
yolla anti-oksidan anti-enflamatuvar etkili bir metabolit oldugu diisliniilmektedir. DSS
ile kolit olusturulmus ratlarla yapilan bir ¢alismada glisin metabolizmasinin asagi
yonde regiile edildigi bulundu [247]. Baska bir ¢alismada UK hastalarina berberin
tedavisi uygulamasinin metabolomik etkisi arastirilirken kontrol grubunda UK
grubuna gore glisin seviyelerinin yiiksek oldugu saptandi [248]. Calismamizda da LPS
grubunda kontol grubuna kiyasla glisin diizeyleri diisiik bulundu. Glisinin
antienflamatuvar etkisiyle ilgili yapilan c¢aligmalar da sonuglarimizi destekler

niteliktedir [249].

Dimetilamin: Dimetilamin (DMA), bir organik ikincil amindir. Calismamizda
dimetilamin metaboliti LPS ile enflamasyon olusturulan grupta yiiksek bulundu.
Dimetilamin, NOS inhibitorii olan ADMA (asimetrik dimetilarginin) ‘nin pargalanma
trlintidiir. Calismamizda enflamasyonla dimetilamin diizeyi artigi, artmis ADMA
yikimina baglanabilir. Boylece NOS iizerindeki inhibitor etki azalir ve NO tiretimi

artar. Bu da RNT iiretimi yolagina etki ederek enflamasyon gelisimine katkida bulunur
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[250]. Dimetilaminin enflamatuvar ara metabolit olabilecegine dair bir kanit da kronik
kolitli farelerle yapilan NMR analizinde dimethylamine diizeyinin kontrol grubuna

gore yiiksek bulunmasidir [251]. Bu da ¢alisma sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Asetat: Asetat ve bununla ilgili asetil-CoA metabolizmasi, enerji tiretimi, lipid sentezi
ve protein asetilasyonu da dahil olmak iizere bir¢cok metabolik islevi saglar [252].
Disardan acetat aliminin da antienflamatuvar yanit1 arttirdigina dair kanitlar mevcuttur
[253]. Calismamizda VIP skoruna gore asetat seviyesi, kontrol grubunda LPS grubuna
gore daha yiiksek bulundu. Bu sonu¢ EBH hastalariyla daha 6nce yapilmis olan
metabolomik analizleri destekler niteliktedir [246]. Daha Once yapilan ¢aligmalarda
barsak kaynakli asetat iiretiminin anti-enflamatuvar Treg'leri tesvik ettigi ve fareleri
tip 1 diyabet, kolit ve alerjilerden korudugu gosterilmistir. Ayrica asetatin B
hiicrelerini IL-10 iireten B hiicrelerine doniigiimiinii artttiarak anti enflamatuvar etkiye
katkida bulundugu da saptanmistir. Bu etkiler artmis asetil koenzim A iiretimi yoluyla
metabolik degisikliklere baglanmis, TCA dongiisiiniin ve postranslasyonel lizin
asetilasyonunun tesvik edildigi belirtilmistir [254]. Bu sonuglar da asetatin anti-
enflamatuvar bir ara metabolit olabilecegini diisiindiirmekte ve bununla ilgili ileri

caligsmalar gerektirmektedir.

Sitrakonat: Anti-inflamtuar ve sitoprotektif 6zellikleri arastirilmis ve kanitlanmis olan
itakonatin izomeridir. Analizimizde kontrol grubunda seviyesi daha yliksek bulundu.
Yapilan ¢alismalarla sitrakonat giiclii elektrofil ve niikleer faktor-eritroid 2 ile iliskili
faktor 2 (Nrf2) agonisti oldugu bulunmustur [255]. Calismamizda gosterilmemis olsa
da itaconatin enflamasyon sirasinda salindig1 ve siiksinat dehidrojenazin giiglii bir
inhibitorii oldugu daha onceki caligmalarla gosterilmistir [256]. Giincel ¢calismamizda
enflamasyon grubunda fumarat azalmasini siiksinat dehidrojenaz  enzim

aktivitesindeki inhibisyonla agiklamak da miimk{indiir.

6.4. TQ etkisinin metabolomik degerlendirilmesi

Uzun yillardir anti-enflamatuvar, antioksidan, anti-tiimor etkileri bilinen TQ’nun bu

etkilerini hangi metabolik yolaklar iizerinden yaptigt halen net bir sekilde
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anlasilamamistir. Uygun anti-oksidan doz belirlendikten sonra yaptigimiz ¢alismada

TQ’nun metabolomik etkisi arastirildi.

LPS uygulanan gruptaki ksantin azalmas1 LPS+TQ grubunda ksantinin goreceli olarak
artmas1 seklinde kendini géstermistir. Onceki calismalarda radyasyona bagli oksidatif
stres olusturulmus sicanlarda TQ’nun, ksantin oksidaz enzim aktivitesini azalttig
gosterilmistir [257]. Yaptigimiz ¢alismada da TQ’nun ROT miktarin1 azaltmasi,
ksantin oksidaz enzim inhibisyonuna bagl olabilir ve yine aym etki ile ksantin

seviyesini arttirdig1 diistiniilmektedir.

Bir 6nceki bolimde enflamasyon grubunda laktat seviyesi kontrole gore yliksek
bulunmus ve bunun enflamasyonda gorilen Warburg etkisiyle oksidatif
fosforilasyondan aerobik glikolize kaymayla olusabilecegi belirtilmistir. ROT ve
RNT” yi diisiiren dozlarda TQ nun LPS ile enflamasyon olusturulan hiicreler iizerine
verilmesiyle laktat seviyesinin sadece LPS verilen gruplara gore daha yiiksek oldugu
calismamizda gosterilmistir. Laktat genellikle glikolizisin metabolik atig1 olarak kabul
edilir; ancak birgok c¢aligma, laktatin bir ara metabolitten daha fazlasi oldugunu ve
enflamatuvar yaniti diizenleyen immunomodulatuvar pleiotropik etkileri oldugunu
one siirmektedir. Laktat, enflamasyon siireci sirasinda bagisiklik hiicreleri tarafindan
onemli miktarlarda {tretilir ve salgilanir [258, 259]. Kisa siireli laktat maruziyeti
sitokin iiretimi tizerinde sinirli etkilere sahip olsa da, uzun siireli laktat tedavisi
monositlerde gii¢lii anti-enflamatuvar etkiler gosterdigi Onceki calismalarla
kanitlanmistir [259]. Bagisiklik  hiicrelerinin, mikrogevredeki laktat
konsantrasyonlarina uyum saglamasi, doku 6zgii bagisiklik hiicrelerinin iglevlerini
etkileyebilir [259].Treg (regiilator T Hiicreleri) hiicreleri, bagisiklik sistemini
dengelemeye ve asir1 iltihab1 sinirlamaya yardimer olan hiicrelerdir. Laktatin, Treg
hiicrelerini aktive ederek iltihap yanitin1 baskilama potansiyeline sahip olabilecegi de
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir [260]. Tiim bunlardan yola ¢ikarak laktat
enflamasyonu igaret eden bir ara metabolit olabildigi gibi immunomodiilator etkiyle
artmis enflamasyonu simirlayabilir. TQ’nun antienflamatuvar dozlarda yaptigi bu
laktat artisinin mekanizmasi heniiz bilinmemekle birlikte ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

Yapilan ¢aligmalarda glikolatin serin ve glisine donilisiimii ilizerinden antioksidan

sistemi aktive ettigi ve bu yiizden endojen antioksidan olarak degerlendirildigi
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belirtilmistir. Glikolat takviyesinin, H2O> maruziyeti nedeniyle olusan GSH (rediikte
glutatyon)/GSSG (okside glutatyon) oranindaki diismeyi Onledigi de Onceki
caligmalarla gosterilmistir [261]. Hem LPS’li hem de LPS’siz gruplarda TQ
takviyesiyle glikolat seviyesinde yiikselme goriilmesi TQ ’nun anti-oksidan etkisiyle

agiklanabilir.

NMR analizinde her iki TQ grubunda yapilan pathway analizlerine gore benzer
metabolik yolaklarin etkilendigi saptandi. Valin, 16sin, izolosin sentez ve yikim
yolaklar1 TQ taksiyesiyle degismis olarak saptandi. Valin, 16sin ve izoldsin dahil
dallanmis zincirli amino asitler (DZAA) enerji dengesi, besin metabolizmasi, barsak
saglig1 ve bagisiklik diizenlemesinde 6nemli bir rol oynarlar [262]. DZAA'ler barsak
gelisimini tesvik eder, barsak amino asit tasimasini ve mukus tiretimini artirir ve ayni
zamanda dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkilerini yiikseltir [263], barsak SIgA
salgisini uyarir, mukozal yiizey savunmasini iyilestirir ve patojenlerin LP’ya niifuzunu
inhibe eder [264]. Giincel ¢alismamizda DZAA olan alloizolosinin TQ uygulanan
grupta kontrol grubuna gore ylikseldigi saptandi. Alloizolésin DZAA lerin hem sentez
hem de yikim yolaklarinda bulunabilen bir metabolit olup TQ’la artmasi, daha 6nceki
calismalarla gosterilmis olan DZAA’lerin barsak gelisimini tesvik ettiine bir kanit

olabilir.

NMR analizinde LPS verilmemis gruplarda, TQ verilen gruplar ve kontrol arasinda
piruvat metabolik yolagi ve glikoliz-glukoneogenez yolaklarimin etkilenmis oldugu
saptand1. Piruvat metabolizmasindaki ayirt edici metabolitler; piruvat, laktat, asetat ve
fumaratti. Piruvat ve fumarat kontrol grubunda daha yiiksek saptanirken, Glukoz ve
laktat TQ verilen gruplarda daha yiiksekti. TQ etkisinde, glikoliz sonru iiretilen
piruvatin sitrat dongiisiine katilmak yerine laktat dehidrijenaz enzimiyle laktata
dontistiigli  diistiniilmektedir. Bir ksenobiyotik olan timokinonun her ne kadar
antienflamatuvar dozlartyla deneyler yiiriitiilmiis olsa da hiicrelerin TQ u bir yabanci
olarak algilayip laktat iiretimini arttirarak bir metabolik degisiklige gitmis olmasi
muhtemeldir. Bir diger agiklama ise laktatin sadece oksidatif stres gostergesi olmayip
ayn1 zamanda bagisiklik sistemi aktivasyonunda da yer alabildigidir [265]. TQ’nun
laktat artisin1 hangi mekanizma {izerinden yaptig1 ve bu laktat artigina ragmen barsak
lyilesmesini gosteren siki baglanti protein ekspresyonunu nasil arttirdigi ileri arastirma
gerektiren konulardir. Yine glukoneogenez yolagi TQ uygulanan grupta etkilenmis ve

ayirt edici metaboliti glukoz olarak bulunmustur. TQ gruplarinda laktat artiginin
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glukoneogenez yoluna kayarak glukoz seviyelerinin yine bu gruplarda yiikselmesine

sebep oldugu da diisiiniilmektedir.

LPS ile enflamasyon olusturulan gruplarda TQ uygulanmasiyla NMR sonuclarinda
pathway analizinde anlamli degisen yolak bulunmazken N-nitrozodimetilamin (
NDMA) diizeyleri LPS grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur. Bir¢ok ¢alisma, N-
nitrozaminlerin oksidatif aktivasyonlar1 nedeniyle mutajenik ve kanserojen
aktivitelerini ortaya koymustur, bu aktivasyon N-demetilaz enzimi tarafindan
gerceklesir. Ayrica, NDMA'nin genotoksisite, hiicre ¢cogalmasi ve patolojik apoptozu
tetikleyebildigi daha onceki calismalarla gdsterilmistir [266]. Calismamizda toksik
metabolit olan NDMA diizeylerin LPS grubuna gére LPS+TQ uygulanan grupta daha
diisiik oldugu saptandi. Bu da TQ nun antioksidan etkisine bir destek niteligindedir.

NMR analiziyle gosterilememesine ragmen anti-enflamatuvar terapotik ajan olan
budesonidin metabolomik analizi LC-MS/MS ile yapilabilmis ve TQ la kiyaslama
firsat1 olmustur. Yapilan yolak analiziyle LPS gruplarina verilen budesonid ve TQ’ nun
iki ortak metabolit yolag1 etkiledigi tespit edilmistir. Nikotinat-nikotinamid
metabolizmasi ile eter lipid metabolizmasi her iki grupta da etkilenmistir ve yine iki
grup i¢in de etki eden yolak metabolitleri ayn1 bulunmustur. Nikotinat-nikotinamid
metabolizmasinin etki metaboliti nikotinat olarak saptanmistir. B3 vitamini olarak da
bilinen nikotinat, in vivo transaminasyon yoluyla nikotinamid adenin dintikleotidinin
(NAD™) ana onciisii olan nikotinamide doniistiiriilebilir [267, 268]. Bir SIRT1 agonisti
olarak NAD", NAD*/NADH oranin1 diizenleyerek SIRT1'1 aktive edecek sekilde
hareket edebilir. SIRT1, proenflamatuvar sitokinlerin {iretiminde rol oynayan dnemli
bir transkripsiyonel faktor olarak kabul edilen NF-kB'nin pozitif bir diizenleyicisidir
[269, 270]. Artan NAD™ iiretimi, SIRT1'in aktivasyonuna yol acar, bu da NF-kB sinyal
yolunun inhibisyonu ile sonuglanir ve anti-enflamatuvar etki elde etmek amaciyla
enflamatuvar faktorlerin salinmasmi engeller [271].Calismamizda enflamasyon
olusturulmus hem TQ hem budesonid gruplarindaki antienflamatuvar etki bu

mekanizmayla agiklanabilir.

Eter lipid metabolizmasinin etki metaboliti glisero 3-fosfokolin olarak saptanmuistir.
Eter lipitleri, sn-1 pozisyonuna bir eter bagiyla baglanan bir alkil zincirine sahip
benzersiz bir gliserofosfolipit siifidir.Eter lipitlerindeki fosfat grubuna bagli alkol

kism1 genellikle kolin veya etanolamindir, ancak ara sira inositol veya serin de
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gozlenmistir. Hiicresel fosfolipid bilesiminin bozulmasi, membran biitiinliigiinii
etkiledigi, endoplazmik retikulum (ER) stresini aktive ettigi ve apoptozu destekledigi
onceki caligsmalarla gosterilmistir [272-274]. Tamoksifenle yag asidi sentaz ifadesi
susturuldugu bir calismada noétrofillerde eter bagli gliserofosfokolinlerde azalma
goriilmiis, bunun da ER stresini ve apoptozu arttirarak neredeyse tam nétropeniye yol
actig1 bulunmustur [275]. Ayrica eter lipid alt grubu olan plazmolojenlerin de hiicreleri
ROT hasarindan koruyabildigine dair kanitlar da mevcuttur [276]. Ttim bu bilgilerden
yola ¢ikarak membran eter lipidlerinin hiicreyi koruyucu etkisi oldugu goriilmektedir.
Calismamizda hem budesonid hem de TQ verilen enflamasyonlu gruplarda eter lipid
metabolik yolaginin etkilenmesi ve sn-Glycero-3-phosphocholine metabolitinin farkl
bulunmas1 antienflamatuvar etkiyi bu yolak iizerinden gergeklestirebilecegini

diistindiirmektedir.
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7. SONUC ve ONERILER

Giincel bilimsel g¢alismalara siklikla konu olan EBH’nin hiicre kiiltiir modeli
olusturularak metabolomik profilinin arastirilmasi daha Onceki caligmalarla
gosterilmis olsa da giincel calismada hem NMR hem de HRMS’in birlikte kullanimi
calismay1 degerli kilmaktadir. Ayrica anti-enflamatuvar etkisi bilinen TQ’nun bu
etkisini hangi metabolik yolaklar {izerinden gergeklestirildigi de bir korkikosteroid
olan budesonidle kiyaslanarak gosterilmistir. Bu da ileri ¢alismalara 11k tutacak

nitelikte, tedavide bu yolaklarin hedef alinabilecegini gosterir.

Gerek insan numunelerini toplamanin zorlugu gerekse maliyeti g6z 6niine alindiginda
hiicre kiiltiri ¢alismalarimin bir ilk basamak olarak metabolomik analizlerde
kullanilabilecegi de yine mevcut ¢alismayla gosterilmistir. Yapilan hedeflenmemis
metabolomik analizde bulunan metabolitler daha sonrasinda uygun standartlar
kullanilarak ileri ¢aligmalarin konusu olabilecegi, boylelikle hem maliyetten hem de

zamandan tasarruf edilebilecegi de yine giincel ¢alismayla gosterilmistir.

TQ ile ilgili yapilan metabolomik analizler ¢ok sinirli olup, barsak enflamasyonu
tizerine metabolomik etkisinin gosterildigi ilk calisma olmasi da calismay1 degerli

kilmaktadir.

Tiim bu sonuglarla birlikte hiicre kiiltiirli ¢alismalarinin insan metabolizmasini tam
olarak yansitmamaktadir. Bulunan sonuglar ileri ¢alismalara 151k tutabilmekle birlikte

yapilacak in vivo c¢alismalarla desteklenmelidir.

125



8. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Hossen, 1., et al., Phytochemicals and inflammatory bowel disease: a review.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2022. 60(8): p. 1321-1345.
Sairenji, T., K.L. Collins, and D.V. Evans, An update on inflammatory bowel
disease. Primary Care: Clinics in Office Practice, 2017. 44(4): p. 673-692.
Zhang, Y.-Z. and Y.-Y. Li, Inflammatory bowel disease: pathogenesis. World
journal of gastroenterology: WIJG, 2014. 20(1): p. 91.

Xavier, R.J. and D.K. Podolsky, Unravelling the pathogenesis of inflammatory
bowel disease. Nature, 2007. 448(7152): p. 427-434.

Cheifetz, A.S., R. Gianotti, R. Luber, and P.R. Gibson, Complementary and
alternative medicines used by patients with inflammatory bowel diseases.
Gastroenterology, 2017. 152(2): p. 415-429. el5.

Grochenig, H.P., et al., Prevalence and indicators of use of complementary and
alternative medicine in Austrian patients with inflammatory bowel disease.
European journal of gastroenterology & hepatology, 2019. 31(10): p. 1211-
1219.

Tiwari, B.K., N. Brunton, and C.S. Brennan, Handbook of plant food
phytochemicals. 2015: Wiley Online Library.

Garcia, R.N., et al., Physicochemical properties of native and recombinant
mungbean (Vigna radiata L. Wilczek) 8S globulins and the effects of the N-
linked glycans. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2006. 54(16): p.
6005-6010.

El-Dakhakhny, M., STUDIES ON THE CHEMICAL CONSTITUTION OF
EGYPTIAN NIGELLA SATIVA L. SEEDS. 111) THE ESSENTIAL OIL. Planta
medica, 1963. 11(04): p. 465-470.

Karaca, G., et al., Effectiveness of thymoquinone, zeolite, and platelet-rich
plasma in model of corrosive oesophagitis induced in rats. Annals of surgical
treatment and research, 2017. 92(6): p. 396-401.

Wang, F., et al., Protective role of thymoquinone in sepsis-induced liver injury
in BALB/c mice. Experimental and therapeutic medicine, 2019. 18(3): p. 1985-
1992.

Cobourne-Duval, M.K., E. Taka, P. Mendonca, and K.F. Soliman,
Thymoquinone increases the expression of neuroprotective proteins while
decreasing the expression of pro-inflammatory cytokines and the gene
expression NFkB pathway signaling targets in LPS/IFNy-activated BV-2
microglia cells. Journal of neuroimmunology, 2018. 320: p. 87-97.

Weber, L., et al., Anti-inflammatory and barrier-stabilising effects of myrrh,
coffee charcoal and chamomile flower extract in a co-culture cell model of the
intestinal mucosa. Biomolecules, 2020. 10(7): p. 1033.

Beaven, S.W. and M.T. Abreu, Biomarkers in inflammatory bowel disease.
Current opinion in gastroenterology, 2004. 20(4): p. 318-327.

Price, A.B., Overlap in the spectrum of non-specific inflammatory bowel
disease--'colitis indeterminate’. Journal of clinical pathology, 1978. 31(6): p.
567-5717.

Joossens, S., et al., The value of serologic markers in indeterminate colitis: a
prospective follow-up study. Gastroenterology, 2002. 122(5): p. 1242-1247.

126



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Roda, G., et al., New proteomic approaches for biomarker discovery in
inflammatory bowel disease. Inflammatory bowel diseases, 2010. 16(7): p.
1239-1246.

Kaddurah-Daouk, R., B.S. Kristal, and R.M. Weinshilboum, Metabolomics: a
global biochemical approach to drug response and disease. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol., 2008. 48: p. 653-683.

Gallagher, K., et al., Metabolomic analysis in inflammatory bowel disease: a
systematic review. Journal of Crohn's and Colitis, 2021. 15(5): p. 813-826.
Gunes-Bayir, A., et al., Anti-Inflammatory and Antioxidant Effects of
Carvacrol on N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidine (MNNG) Induced
Gastric Carcinogenesis in Wistar Rats. Nutrients, 2022. 14(14): p. 2848.
Arulselvan, P., et al., Role of antioxidants and natural products in
inflammation. Oxidative medicine and cellular longevity, 2016. 2016.
Kuprash, D. and S. Nedospasov, Molecular and cellular mechanisms of
inflammation. Biochemistry (Moscow), 2016. 81: p. 1237-1239.

Lawrence, T. and D.W. Gilroy, Chronic inflammation: a failure of resolution?
International journal of experimental pathology, 2007. 88(2): p. 85-94.

Libby, P., Inflammatory mechanisms: the molecular basis of inflammation and
disease. Nutrition reviews, 2007. 65(suppl_3): p. S140-S146.

Zhang, J.-M. and J. An, Cytokines, inflammation and pain. International
anesthesiology clinics, 2007. 45(2): p. 27.

Ji, R.-R., A. Chamessian, and Y.-Q. Zhang, Pain regulation by non-neuronal
cells and inflammation. Science, 2016. 354(6312): p. 572-577.

Jang, D.-i., et al., The role of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in
autoimmune disease and current TNF-a inhibitors in therapeutics.
International journal of molecular sciences, 2021. 22(5): p. 2719.

Rossi, A. and D.A. Sawatzky, The resolution of inflammation. 2008: Springer
Science & Business Media.

Serhan, C.N., P.A. Ward, and D.W. Gilroy, Fundamentals of inflammation.
2010: Cambridge University Press.

Kumar, V., A. Abbas, and J. Aster, Robbins Temel Patoloji (Cev. Ed: Tuzlali
S, Giilliioglu M, Cevikbas U). Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul, 2013: p. 29-73.
Mielke, M.E., C. Peters, and H. Hahn, Cyrokines in the induction and
expression of T-cell-mediated granuloma formation and protection in the
murine model of listeriosis. Immunological reviews, 1997. 158(1): p. 79-93.
Rubin, R., D.S. Strayer, and E. Rubin, Rubin's pathology: clinicopathologic
foundations of medicine. 2008: Lippincott Williams & Wilkins.

Reuter, S., S.C. Gupta, M.M. Chaturvedi, and B.B. Aggarwal, Oxidative stress,
inflammation, and cancer: how are they linked? Free radical biology and
medicine, 2010. 49(11): p. 1603-1616.

Loépez-Armada, M.J., R.R. Riveiro-Naveira, C. Vaamonde-Garcia, and M.N.
Valcarcel-Ares, Mitochondrial dysfunction and the inflammatory response.
Mitochondrion, 2013. 13(2): p. 106-118.

Rehman, T., Role of the gut microbiota in age-related chronic inflammation.
Endocrine, Metabolic & Immune Disorders-Drug Targets (Formerly Current
Drug Targets-Immune, Endocrine & Metabolic Disorders), 2012. 12(4): p.
361-367.

Coussens, L.M. and Z. Werb, Inflammation and cancer. Nature, 2002.
420(6917): p. 860-867.

127



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Lan, T., L. Chen, and X. Wei, Inflammatory cytokines in cancer:
comprehensive understanding and clinical progress in gene therapy. Cells,
2021. 10(1): p. 100.

Grivennikov, S.I., F.R. Greten, and M. Karin, Immunity, inflammation, and
cancer. Cell, 2010. 140(6): p. 883-899.

Flora, S., Role of free radicals and antioxidants in health and disease. Cellular
and Molecular Biology, 2007. 53(1): p. 1-2.

Valko, M., et al., Free radicals and antioxidants in normal physiological
functions and human disease. The international journal of biochemistry & cell
biology, 2007. 39(1): p. 44-84.

Aviello, G. and U. Knaus, ROS in gastrointestinal inflammation: rescue or
sabotage? British journal of pharmacology, 2017. 174(12): p. 1704-1718.
Pham-Huy, L.A., H. He, and C. Pham-Huy, Free radicals, antioxidants in
disease and health. International journal of biomedical science: IJBS, 2008.
4(2): p. 89.

Winterbourn, C.C., Toxicity of iron and hydrogen peroxide: the Fenton
reaction. Toxicology letters, 1995. 82: p. 969-974.

Chiurchiu, V. and M. Maccarrone, Chronic inflammatory disorders and their
redox control: from molecular mechanisms to therapeutic opportunities.
Antioxidants & redox signaling, 2011. 15(9): p. 2605-2641.

Rizwan, S., P. ReddySekhar, and B. MalikAsrar, Reactive oxygen species in
inflammation and tissue injury. Antioxidants & redox signaling, 2014.
Alzoghaibi, M.A., Concepts of oxidative stress and antioxidant defense in
Crohn’s disease. World journal of gastroenterology: WIG, 2013. 19(39): p.
6540.

Pravda, J., Radical induction theory of ulcerative colitis. World journal of
gastroenterology: WJG, 2005. 11(16): p. 2371.

Blaser, H., C. Dostert, T.W. Mak, and D. Brenner, TNF and ROS crosstalk in
inflammation. Trends in cell biology, 2016. 26(4): p. 249-261.

Grendell, J.H., K.R. McQuaid, and S.L. Friedman, Current diagnosis &
treatment in gastroenterology. 1996: Appleton and Lange.

Ng, S.C,, et al., Incidence and phenotype of inflammatory bowel disease based
on results from the Asia-pacific Crohn's and colitis epidemiology study.
Gastroenterology, 2013. 145(1): p. 158-165. e2.

Zeng, 7., et al., Incidence and clinical characteristics of inflammatory bowel
disease in a developed region of G uangdong P rovince, C hina: A prospective
population-based study. Journal of gastroenterology and hepatology, 2013.
28(7): p. 1148-1153.

Molodecky, N.A., et al., Increasing incidence and prevalence of the
inflammatory bowel diseases with time, based on systematic review.
Gastroenterology, 2012. 142(1): p. 46-54. e42.

Ramos, G.P. and K. A. Papadakis. Mechanisms of disease: inflammatory bowel
diseases. in Mayo Clinic Proceedings. 2019. Elsevier.

OZDEN, A., Tiirkiye'de Iltihabi Bagwrsak Hastaligi Tarihine Kisa Bakus.
Glincel Gastroenteroloji Dergisi, Aralik, 2013. 17(4).

Uk, D., M. Tériiner, H. Hamzaoglu, and A. Tezel, Ensari A. Inflamatuar Barsak
Hastaliklar1 El Kitab1 (Dagh U, ed), 2006.

Tian, T., Z. Wang, and J. Zhang, Pathomechanisms of oxidative stress in
inflammatory bowel disease and potential antioxidant therapies. Oxidative
medicine and cellular longevity, 2017. 2017.

128



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Beisner, J., E.F. Stange, and J. Wehkamp, Innate antimicrobial immunity in
inflammatory bowel diseases. Expert Review of Clinical Immunology, 2010.
6(5): p. 809-818.

Pullan, R., et al., Thickness of adherent mucus gel on colonic mucosa in
humans and its relevance to colitis. Gut, 1994. 35(3): p. 353-359.

Parikh, K., et al., Colonic epithelial cell diversity in health and inflammatory
bowel disease. Nature, 2019. 567(7746): p. 49-55.

Tysk, C., E. Lindberg, G. Jarnerot, and B. Floderus-Myrhed, Ulcerative colitis
and Crohn's disease in an unselected population of monozygotic and dizygotic
twins. A study of heritability and the influence of smoking. Gut, 1988. 29(7): p.
990-996.

Laharie, D., et al., Inflammatory bowel disease in spouses and their offspring.
Gastroenterology, 2001. 120(4): p. 816-819.

Monsen, U., et al., Prevalence of inflammatory bowel disease among relatives
of patients with ulcerative colitis. Scandinavian journal of gastroenterology,
1987.22(2): p. 214-218.

Snapper, S.B. and D. PODOLSKY, Genetic factors in inflammatory bowel
disease. 2013, UpToDate.

Okada, Y., et al., HLA-Cw* 1202-B* 5201-DRB1* 1502 haplotype increases
risk for ulcerative colitis but reduces risk for Crohn's disease.
Gastroenterology, 2011. 141(3): p. 864-871. e5.

Sekirov, I. and S. Russell, Antunes LCM, Finlay BB. Gut microbiota in health
and disease. 2010.

McGuckin, M.A., S.K. Lindén, P. Sutton, and T.H. Florin, Mucin dynamics
and enteric pathogens. Nature Reviews Microbiology, 2011. 9(4): p. 265-278.
Peterson, L.W. and D. Artis, Intestinal epithelial cells: regulators of barrier
function and immune homeostasis. Nature Reviews Immunology, 2014. 14(3):
p. 141-153.

Hepworth, M.R., et al., Group 3 innate lymphoid cells mediate intestinal
selection of commensal bacteria—specific CD4+ T cells. Science, 2015.
348(6238): p. 1031-1035.

Nanno, M., et al., Exacerbating role of yo T cells in chronic colitis of T-cell
receptor o. mutant mice. Gastroenterology, 2008. 134(2): p. 481-490.
Chieppa, M., M. Rescigno, A.Y. Huang, and R.N. Germain, Dynamic imaging
of dendritic cell extension into the small bowel lumen in response to epithelial
cell TLR engagement. The Journal of experimental medicine, 2006. 203(13):
p. 2841-2852.

Neurath, M.F., Cytokines in inflammatory bowel disease. Nature Reviews
Immunology, 2014. 14(5): p. 329-342.

Wallace, K.L., L.-B. Zheng, Y. Kanazawa, and D.Q. Shih, Immunopathology
of inflammatory bowel disease. World journal of gastroenterology: WJG, 2014.
20(1): p. 6.

Mangerich, A., et al., Chemistry meets biology in colitis-associated
carcinogenesis. Free radical research, 2013. 47(11): p. 958-986.

Pacher, P., J.S. Beckman, and L. Liaudet, Nitric oxide and peroxynitrite in
health and disease. Physiological reviews, 2007. 87(1): p. 315-424.

Knutson, C.G., et al., Chemical and cytokine features of innate immunity
characterize serum and tissue profiles in inflammatory bowel disease.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2013. 110(26): p. E2332-
E2341.

129



76.

T7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Rogler, G., et al., Nuclear factor kB is activated in macrophages and epithelial
cells of inflamed intestinal mucosa. Gastroenterology, 1998. 115(2): p. 357-
369.

Pasparakis, M., IKK/NF-kB signaling in intestinal epithelial cells controls
immune homeostasis in the gut. Mucosal immunology, 2008. 1(1): p. S54-S57.
Kuwano, Y., et al., Tumor necrosis factor o activates transcription of the
NADPH oxidase organizer 1 (NOXOI) gene and upregulates superoxide
production in colon epithelial cells. Free Radical Biology and Medicine, 2008.
45(12): p. 1642-1652.

Qiu, W., et al., PUMA-mediated intestinal epithelial apoptosis contributes to
ulcerative colitis in humans and mice. The Journal of clinical investigation,
2011. 121(5): p. 1722-1732.

Andresen, L., et al., Activation of nuclear factor kB in colonic mucosa from
patients with collagenous and ulcerative colitis. Gut, 2005. 54(4): p. 503-509.
Khor, T.O., et al., Nrf2-deficient mice have an increased susceptibility to
dextran sulfate sodium—induced colitis. Cancer research, 2006. 66(24): p.
11580-11584.

Khor, T.O., et al., Increased Susceptibility of Nrf2 Knockout Mice to Colitis-
Associated Colorectal CancerColorectal Cancer Susceptibility of Nrf2
Knockout Mice. Cancer prevention research, 2008. 1(3): p. 187-191.

Butto, L.F. and D. Haller, Dysbiosis in intestinal inflammation: cause or
consequence. International Journal of Medical Microbiology, 2016. 306(5): p.
302-309.

Eminler, A.T., B. Toka, and M.1. Uslan, Inflamatuar barsak hastaligi ve barsak
mikrobiyotasi. Journal of Biotechnology and Strategic Health Research, 2017.
1: p. 81-85.

Campbell, E.L., et al., Transmigrating neutrophils shape the mucosal
microenvironment through localized oxygen depletion to influence resolution
of inflammation. Immunity, 2014. 40(1): p. 66-77.

Rezaie, A., R.D. Parker, and M. Abdollahi, Oxidative stress and pathogenesis
of inflammatory bowel disease: an epiphenomenon or the cause? Digestive
diseases and sciences, 2007. 52: p. 2015-2021.

Dashdorj, A., et al., Mitochondria-targeted antioxidant MitoQ ameliorates
experimental mouse colitis by suppressing NLRP3 inflammasome-mediated
inflammatory cytokines. BMC medicine, 2013. 11(1): p. 1-13.

Holmstrom, K.M. and T. Finkel, Cellular mechanisms and physiological
consequences of redox-dependent signalling. Nature reviews Molecular cell
biology, 2014. 15(6): p. 411-421.

Andersen, J.K., Oxidative stress in neurodegeneration: cause or consequence?
Nature medicine, 2004. 10(Suppl 7): p. S18-S25.

Banan, A., et al., Ethanol-induced barrier dysfunction and its prevention by
growth factors in human intestinal monolayers: evidence for oxidative and
cytoskeletal mechanisms. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 1999. 291(3): p. 1075-1085.

Rao, R., R.D. Baker, and S.S. Baker, Inhibition of oxidant-induced barrier
disruption and protein tyrosine phosphorylation in Caco-2 cell monolayers by
epidermal growth factor. Biochemical pharmacology, 1999. 5§7(6): p. 685-695.
Naito, Y., et al., Changes in superoxide dismutase activity in the gastric
mucosa of peptic ulcer patients. Journal of clinical gastroenterology, 1992. 14:
p. S131-4.

130



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Esworthy, R.S., et al., Mice with combined disruption of Gpxl and Gpx2 genes
have colitis. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver
Physiology, 2001. 281(3): p. G848-G855.

Biasi, F., G. Leonarduzzi, P.I. Oteiza, and G. Poli, Inflammatory bowel
disease: mechanisms, redox considerations, and therapeutic targets.
Antioxidants & redox signaling, 2013. 19(14): p. 1711-1747.

Kaplan, G.G., The global burden of IBD: from 2015 to 2025. Nature reviews
Gastroenterology & hepatology, 2015. 12(12): p. 720-727.

Levine, J.S. and R. Burakoff, Extraintestinal manifestations of inflammatory
bowel disease. Gastroenterology & hepatology, 2011. 7(4): p. 235.

Goyette, P., et al., Molecular pathogenesis of inflammatory bowel disease:
genotypes, phenotypes and personalized medicine. Annals of medicine, 2007.
39(3): p. 177-199.

Bergmark, E., C.J. Calleman, F. He, and L.G. CosTA, Determination of
hemoglobin adducts in humans occupationally exposed to acrylamide.
Toxicology and applied pharmacology, 1993. 120(1): p. 45-54.

Fraga, C.G. and P.. Oteiza, Iron toxicity and antioxidant nutrients.
Toxicology, 2002. 180(1): p. 23-32.

Zapolska-Downar, D., A. MIDER, and M. Naruszewicz, TRANS FATTY
ACIDS INDUCE APOPTOSIS. Journal of physiology and pharmacology,
2005. 56(4): p. 611-625.

Bhattacharyya, A., R. Chattopadhyay, S. Mitra, and S.E. Crowe, Oxidative
stress: an essential factor in the pathogenesis of gastrointestinal mucosal
diseases. Physiological reviews, 2014. 94(2): p. 329-354.

Kolios, G., V. Valatas, and S.G. Ward, Nitric oxide in inflammatory bowel
disease: a universal messenger in an unsolved puzzle. Immunology, 2004.
113(4): p. 427-437.

Winter, S.E., et al., Host-derived nitrate boosts growth of E. coli in the inflamed
gut. science, 2013. 339(6120): p. 708-711.

Sasaki, M., et al., Increased disease activity in eNOS-deficient mice in
experimental colitis. Free Radical Biology and Medicine, 2003. 35(12): p.
1679-1687.

Krieglstein, C.F., et al., Regulation of murine intestinal inflammation by
reactive metabolites of oxygen and nitrogen: divergent roles of superoxide and
nitric oxide. The Journal of experimental medicine, 2001. 194(9): p. 1207-
1218.

Landy, J., et al.,, Tight junctions in inflammatory bowel diseases and
inflammatory bowel disease associated colorectal cancer. World journal of
gastroenterology, 2016. 22(11): p. 3117.

Furuse, M., et al., Occludin: a novel integral membrane protein localizing at
tight junctions. The Journal of cell biology, 1993. 123(6): p. 1777-1788.
Furuse, M., et al.,, Claudin-1 and-2: novel integral membrane proteins
localizing at tight junctions with no sequence similarity to occludin. The
Journal of cell biology, 1998. 141(7): p. 1539-1550.

Martin-Padura, 1., et al., Junctional adhesion molecule, a novel member of the
immunoglobulin superfamily that distributes at intercellular junctions and
modulates monocyte transmigration. The Journal of cell biology, 1998. 142(1):
p. 117-127.

131



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Ikenouchi, J., et al., Tricellulin constitutes a novel barrier at tricellular
contacts of epithelial cells. The Journal of cell biology, 2005. 171(6): p. 939-
945.

Gonzalez-Mariscal, L., Betanzos A, Nava P, and Jaramillo BE. Tight junction
proteins. Prog Biophys Mol Biol, 2003. 81: p. 1-44.

Van Itallie, C.M. and J.M. Anderson, Claudins and epithelial paracellular
transport. Annu. Rev. Physiol., 2006. 68: p. 403-429.

Tsukita, S. and M. Furuse, Pores in the wall: claudins constitute tight junction
strands containing aqueous pores. The Journal of cell biology, 2000. 149(1):
p. 13-16.

Turksen, K. and T.-C. Troy, Barriers built on claudins. Journal of cell science,
2004. 117(12): p. 2435-2447.

Tamura, A., et al., Loss of claudin-15, but not claudin-2, causes Na+ deficiency
and glucose malabsorption in mouse small intestine. Gastroenterology, 2011.
140(3): p. 913-923.

Tsukita, S. and M. Furuse, Occludin and claudins in tight-junction strands:
leading or supporting players? Trends in cell biology, 1999. 9(7): p. 268-273.
Ando-Akatsuka, Y., et al., Interspecies diversity of the occludin sequence:
cDNA cloning of human, mouse, dog, and rat-kangaroo homologues. The
Journal of cell biology, 1996. 133(1): p. 43-47.

McCarthy, K.M., et al., Occludin is a functional component of the tight
Jjunction. Journal of cell science, 1996. 109(9): p. 2287-2298.

Gye, M., Expression of occludin in canine testis and epididymis. Reproduction
in domestic animals, 2004. 39(1): p. 43-47.

Kimura, Y., et al., Expression of occludin, tight-junction-associated protein, in
human digestive tract. The American journal of pathology, 1997. 151(1): p. 45.
Kuo, W.-T., et al., Inflammation-induced occludin downregulation limits
epithelial apoptosis by suppressing caspase-3 expression. Gastroenterology,
2019. 157(5): p. 1323-1337.

Lee, S.H., Intestinal permeability regulation by tight junction: implication on
inflammatory bowel diseases. Intestinal research, 2015. 13(1): p. 11-18.
Silverberg, M.S., et al., Toward an integrated clinical, molecular and
serological classification of inflammatory bowel disease: report of a Working
Party of the 2005 Montreal World Congress of Gastroenterology. Canadian
journal of gastroenterology, 2005. 19(Suppl A): p. SA-36A.

Danese, S., et al., Development of red flags index for early referral of adults
with symptoms and signs suggestive of Crohn’s disease: an IOIBD initiative.
Journal of Crohn's and Colitis, 2015. 9(8): p. 601-606.

Ott, C. and J. Scholmerich, Extraintestinal manifestations and complications
in IBD. Nature reviews Gastroenterology & hepatology, 2013. 10(10): p. 585-
595.

Flynn, S. and S. Eisenstein, Inflammatory bowel disease presentation and
diagnosis. Surgical Clinics, 2019. 99(6): p. 1051-1062.

Pepys, M.B. and G.M. Hirschfield, C-reactive protein: a critical update. The
Journal of clinical investigation, 2003. 111(12): p. 1805-1812.

Volanakis, J.E., Human C-reactive protein: expression, structure, and
function. Molecular immunology, 2001. 38(2-3): p. 189-197.

Peyrin-Biroulet, L., et al., Clinical disease activity, C-reactive protein
normalisation and mucosal healing in Crohn's disease in the SONIC trial. Gut,

2014. 63(1): p. 88-95.

132



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

Ministro, P. and D. Martins, Fecal biomarkers in inflammatory bowel disease:
how, when and why? Expert Review of Gastroenterology & Hepatology, 2017.
11(4): p. 317-328.

Bressler, B., R. Panaccione, R.N. Fedorak, and E.G. Seidman, Clinicians’
guide to the use of fecal calprotectin to identify and monitor disease activity in
inflammatory bowel disease. Canadian Journal of Gastroenterology and
Hepatology, 2015. 29(7): p. 369-372.

Zhou, G., et al., ASCA, ANCA, ALCA and many more: are they useful in the
diagnosis of inflammatory bowel disease? Digestive Diseases, 2016. 34(1-2):
p- 90-97.

Prideaux, L., P. De Cruz, S.C. Ng, and M.A. Kamm, Serological antibodies in
inflammatory bowel disease: a systematic review. Inflammatory bowel
diseases, 2012. 18(7): p. 1340-1355.

Annese, V., et al., Familial expression of anti-Saccharomyces cerevisiae
Mannan antibodies in Crohn’s disease and ulcerative colitis: a GISC study.
The American journal of gastroenterology, 2001. 96(8): p. 2407-2412.
Vermeire, S., G. Van Assche, and P. Rutgeerts, Laboratory markers in IBD:
useful, magic, or unnecessary toys? Gut, 2006. $5(3): p. 426-431.

Cioffi, M., et al., Laboratory markers in ulcerative colitis: Current insights
and future advances. World journal of gastrointestinal pathophysiology, 2015.
6(1): p. 13.

Maor, 1., T. Rainis, A. Lanir, and A. Lavy, Adenosine deaminase activity in
patients with Crohn's disease: distinction between active and nonactive
disease. European journal of gastroenterology & hepatology, 2011. 23(7): p.
598-602.

Diaz-Jiménez, D., et al., Soluble ST2: a new and promising activity marker in
ulcerative colitis. World journal of gastroenterology: WIG, 2011. 17(17): p.
2181.

Gupta, N.K., et al., Serum analysis of tryptophan catabolism pathway:
correlation with Crohn's disease activity. Inflammatory bowel diseases, 2012.
18(7): p. 1214-1220.

Mendoza, J. and M. Abreu, Biological markers in inflammatory bowel disease:
practical consideration for clinicians. Gastroenterologie clinique et
biologique, 2009. 33: p. S158-S173.

Peyrin-Biroulet, L., et al., Mesenteric fat as a source of C reactive protein and
as a target for bacterial translocation in Crohn's disease. Gut, 2012. 61(1): p.
78-85.

Travis, S., et al., Predicting outcome in severe ulcerative colitis. Gut, 1996.
38(6): p. 905-910.

Danik, J.S. and P.M. Ridker, Genetic determinants of C-reactive protein.
Current atherosclerosis reports, 2007. 9(3): p. 195-203.

Vermeire, S., G. Van Assche, and P. Rutgeerts, C-reactive protein as a marker
for inflammatory bowel disease. Inflammatory bowel diseases, 2004. 10(5): p.
661-665.

Foell, D., H. Wittkowski, and J. Roth, Monitoring disease activity by stool
analyses: from occult blood to molecular markers of intestinal inflammation
and damage. Gut, 2009. 58(6): p. 859-868.

Chung-Faye, G., et al., Fecal M2-pyruvate kinase (M2-PK): a novel marker of
intestinal inflammation. Inflammatory bowel diseases, 2007. 13(11): p. 1374-
1378.

133



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

Aomatsu, T., et al., Faecal chitinase 3-like-1: a novel biomarker of disease
activity in paediatric inflammatory bowel disease. Alimentary pharmacology
& therapeutics, 2011. 34(8): p. 941-948.

Lehmann, F.S., E. Burri, and C. Beglinger, The role and utility of faecal
markers in inflammatory bowel disease. Therapeutic advances in
gastroenterology, 2015. 8(1): p. 23-36.

Lasson, A., et al., The intra-individual variability of faecal calprotectin: a
prospective study in patients with active ulcerative colitis. Journal of Crohn's
and Colitis, 2015. 9(1): p. 26-32.

Cracowski, J.-L., et al., Increased urinary F2-isoprostanes in patients with
Crohn’s disease. The American journal of gastroenterology, 2002. 97(1): p.
99-103.

Johnson, J.C., et al., Urine PGE-M: a metabolite of prostaglandin E2 as a
potential  biomarker of advanced colorectal neoplasia. Clinical
Gastroenterology and Hepatology, 2006. 4(11): p. 1358-1365.
Stanke-Labesque, F., et al., Urinary leukotriene E4 excretion: a biomarker of
inflammatory bowel disease activity. Inflammatory bowel diseases, 2008.
14(6): p. 769-774.

Arai, Y., et al., Prostaglandin E—major urinary metabolite as a reliable
surrogate marker for mucosal inflammation in ulcerative colitis. Inflammatory
bowel diseases, 2014. 20(7): p. 1208-1216.

Bolignano, D., et al., Neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels in
patients with Crohn disease undergoing treatment with infliximab. Journal of
Investigative Medicine, 2010. 58(3): p. 569-571.

Marko, L., et al., Potential urinary biomarkers of disease activity in Crohn's
disease. Scandinavian journal of gastroenterology, 2010. 45(12): p. 1440-1448.
Nancey, S., et al., Urinary neopterin is a valuable tool in monitoring Crohn's
disease activity. Inflammatory bowel diseases, 2008. 14(11): p. 1548-1554.
Stein, R.B. and G.R. Lichtenstein, Medical therapy for Crohn's disease: the
state of the art. Surgical Clinics of North America, 2001. 81(1): p. 71-101.
Pineton de Chambrun, G., L. Peyrin-Biroulet, M. Lémann, and J.-F. Colombel,
Clinical implications of mucosal healing for the management of IBD. Nature
reviews Gastroenterology & hepatology, 2010. 7(1): p. 15-29.

Herfarth, H. and S.R. Vavricka, 5-Aminosalicylic acid chemoprevention in
inflammatory bowel diseases: is it necessary in the age of biologics and small
molecules? Inflammatory Intestinal Diseases, 2022. 7(1): p. 28-35.

Neurath, ML.F., Current and emerging therapeutic targets for IBD. Nature
Reviews Gastroenterology & Hepatology, 2017. 14(5): p. 269-278.

Sc, T. and W. LJ, Cortisone in ulcerative colitis; preliminary report on a
therapeutic trial. British Medical Journal, 1954. 2(4884): p. 375-378.

Yasir, M., A. Goyal, and S. Sonthalia, Corticosteroid adverse effects. 2018.
Nielsen, O.H. and M.A. Ainsworth, Tumor necrosis factor inhibitors for
inflammatory bowel disease. New England Journal of Medicine, 2013. 369(8):
p. 754-762.

Van Dullemen, H.M., et al., Treatment of Crohn's disease with anti-tumor
necrosis factor chimeric monoclonal antibody (cA2). Gastroenterology, 1995.
109(1): p. 129-135.

Sands, B.E., et al., Infliximab maintenance therapy for fistulizing Crohn's
disease. New England Journal of Medicine, 2004. 350(9): p. 876-885.

134



166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.
183.

184.

Hanauer, S.B., et al., Human anti—tumor necrosis factor monoclonal antibody
(adalimumab) in Crohn’s disease: the CLASSIC-I Trial. Gastroenterology,
2006. 130(2): p. 323-333.

Feagan, B.G. and A. Alfadhli, Methotrexate in inflammatory bowel disease.
Gastroenterology Clinics, 2004. 33(2): p. 407-420.

CAGIN, Y.F. and Y. SECKIN, Inflamatuvar Barsak Hastaliginda Degisen
Tedavi Stratejileri.

Torres, J., et al., Ulcerative colitis as a progressive disease: the forgotten
evidence. Inflammatory bowel diseases, 2012. 18(7): p. 1356-1363.

Im, J.P., B.D. Ye, Y.S. Kim, and J.S. Kim, Changing treatment paradigms for
the management of inflammatory bowel disease. The Korean journal of internal
medicine, 2018. 33(1): p. 28.

Dahan, A., G.L. Amidon, and E.M. Zimmermann, Drug targeting strategies
for the treatment of inflammatory bowel disease: a mechanistic update. Expert
review of clinical immunology, 2010. 6(4): p. 543-550.

Yanai, H., N. Salomon, and A. Lahat, Complementary therapies in
inflammatory bowel diseases. Current gastroenterology reports, 2016. 18: p. 1-
8.

Biasi, F., et al., Polyphenol supplementation as a complementary medicinal
approach to treating inflammatory bowel disease. Current Medicinal
Chemistry, 2011. 18(31): p. 4851-4865.

Romier, B., Y.-J. Schneider, Y. Larondelle, and A. During, Dietary
polyphenols can modulate the intestinal inflammatory response. Nutrition
reviews, 2009. 67(7): p. 363-378.

Chiba, M., et al., Lifestyle-related disease in Crohn’s disease: relapse
prevention by a semi-vegetarian diet. World journal of gastroenterology: WJG,
2010. 16(20): p. 2484.

Vezza, T., et al., Flavonoids in inflammatory bowel disease: a review.
nutrients, 2016. 8(4): p. 211.

Keshavarzian, A., et al., Role of reactive oxygen metabolites in experimental
colitis. Gut, 1990. 31(7): p. 786-790.

Emerit, J., et al., Phase II trial of copper zinc superoxide dismutase (CuZn
SOD) in the treatment of Crohn's disease. Free Radical Research
Communications, 1991. 13(1): p. 563-569.

Managlia, E., R.B. Katzman, J.B. Brown, and T.A. Barrett, Antioxidant
properties of mesalamine in colitis inhibit phosphoinositide 3-kinase signaling
in progenitor cells. Inflammatory bowel diseases, 2013. 19(10): p. 2051-2060.
Guijarro, L.G., et al., N-acetyl-L-cysteine combined with mesalamine in the
treatment of ulcerative colitis: randomized, placebo-controlled pilot study.
World journal of gastroenterology: WJG, 2008. 14(18): p. 2851.

DISEASES, S.0.F.S.0.1.B., Allopurinol in addition to 5-aminosalicylic acid
based drugs for the maintenance treatment of ulcerative colitis. Alimentary
pharmacology & therapeutics, 2000. 14(9): p. 1159-1162.

Goreja, W., Black seed: nature's miracle remedy. 2003: Karger Publishers.
Kooti, W., et al., Phytochemistry, pharmacology, and therapeutic uses of black
seed (Nigella sativa). Chinese journal of natural medicines, 2016. 14(10): p.
732-745.

Staniek, K. and L. Gille. Is thymoquinone an antioxidant? in BMC
pharmacology. 2010. BioMed Central.

135



185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

Kassab, R.B. and R.E. El-Hennamy, The role of thymoquinone as a potent
antioxidant in ameliorating the neurotoxic effect of sodium arsenate in female
rat. Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences, 2017. 4(3): p. 160-167.
Sayed-Ahmed, M.M., et al., Thymoquinone attenuates diethylnitrosamine
induction of hepatic carcinogenesis through antioxidant signaling. Oxidative
medicine and cellular longevity, 2010. 3(4): p. 254-261.

Badary, O.A., R.A. Taha, A.M. Gamal El-Din, and M.H. Abdel-Wahab,
Thymoquinone is a potent superoxide anion scavenger. Drug and chemical
toxicology, 2003. 26(2): p. 87-98.

Dur, A., et al., The anti-inflammatory and antioxidant effects of thymoquinone
on ceruleine-induced acute pancreatitis in rats. 2016.

El-Dakhakhny, M., M. Barakat, M. Abd El-Halim, and S. Aly, Effects of
Nigella sativa oil on gastric secretion and ethanol induced ulcer in rats.
Journal of ethnopharmacology, 2000. 72(1-2): p. 299-304.

Broom, O., et al., Mitogen activated protein kinases: a role in inflammatory
bowel disease? Clinical & Experimental Immunology, 2009. 158(3): p. 272-
280.

Kaminska, B., MAPK signalling pathways as molecular targets for anti-
inflammatory therapy—from molecular mechanisms to therapeutic benefits.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, 2005. 1754(1-
2): p. 253-262.

Waetzig, G.H., et al., p38 mitogen-activated protein kinase is activated and
linked to TNF-a signaling in inflammatory bowel disease. The Journal of
Immunology, 2002. 168(10): p. 5342-5351.

Afrose, S.S., et al., Targeting kinases with thymoquinone: A molecular
approach to cancer therapeutics. Drug Discovery Today, 2020. 25(12): p.
2294-2306.

Lei, X., etal., Thymoquinone prevents and ameliorates dextran sulfate sodium-
induced colitis in mice. Digestive diseases and sciences, 2012. 57: p. 2296-
2303.

Mahgoub, A.A., Thymoquinone protects against experimental colitis in rats.
Toxicology letters, 2003. 143(2): p. 133-143.

Chen, P., et al., Serum biomarkers for inflammatory bowel disease. Frontiers
in Medicine, 2020. 7: p. 123.

Patti, G.J., O. Yanes, and G. Siuzdak, Metabolomics: the apogee of the omics
trilogy. Nature reviews Molecular cell biology, 2012. 13(4): p. 263-269.
Chrysanthopoulos, P.K., C.T. Goudar, and M.1. Klapa, Metabolomics for high-
resolution monitoring of the cellular physiological state in cell culture
engineering. Metabolic engineering, 2010. 12(3): p. 212-222.

Allen, J., et al., High-throughput classification of yeast mutants for functional
genomics using metabolic footprinting. Nature biotechnology, 2003. 21(6): p.
692-696.

Wang, J.-R., et al., Improved sphingolipidomic approach based on ultra-high
performance liquid chromatography and multiple mass spectrometries with
application to cellular neurotoxicity. Analytical chemistry, 2014. 86(12): p.
5688-5696.

Winder, C.L., et al., Global metabolic profiling of Escherichia coli cultures:
an evaluation of methods for quenching and extraction of intracellular
metabolites. Analytical Chemistry, 2008. 80(8): p. 2939-2948.

136



202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

Bayet-Robert, M., D. Morvan, P. Chollet, and C. Barthomeuf,
Pharmacometabolomics of docetaxel-treated human MCF7 breast cancer cells
provides evidence of varying cellular responses at high and low doses. Breast
cancer research and treatment, 2010. 120: p. 613-626.

Cao, B., et al., GC—TOFMS analysis of metabolites in adherent MDCK cells
and a novel strategy for identifying intracellular metabolic markers for use as
cell amount indicators in data normalization. Analytical and bioanalytical
chemistry, 2011. 400: p. 2983-2993.

Strimbu, K. and J.A. Tavel, What are biomarkers? Current Opinion in HIV
and AIDS, 2010. 5(6): p. 463.

Kennedy, A.D., et al., Metabolomics in the clinic: A review of the shared and
unique features of untargeted metabolomics for clinical research and clinical
testing. Journal of Mass Spectrometry, 2018. 53(11): p. 1143-1154.

Lane, A.N. and T.W.-M. Fan, Quantification and identification of isotopomer
distributions of metabolites in crude cell extracts using 1 H TOCSY.
Metabolomics, 2007. 3: p. 79-86.

Martineau, E., et al., Strategy for choosing extraction procedures for NMR-
based metabolomic analysis of mammalian cells. Analytical and bioanalytical
chemistry, 2011. 401(7): p. 2133.

Teng, Q., et al., A direct cell quenching method for cell-culture based
metabolomics. Metabolomics, 2009. §: p. 199-208.

Barnes, S., et al., Training in metabolomics research. 1. Designing the
experiment, collecting and extracting samples and generating metabolomics
data. Journal of Mass Spectrometry, 2016. 51(7): p. 461-475.

Zhang, A., et al., Cell metabolomics. Omics: a journal of integrative biology,
2013. 17(10): p. 495-501.

Laponogov, 1., et al., ChemDistiller: an engine for metabolite annotation in
mass spectrometry. Bioinformatics, 2018. 34(12): p. 2096-2102.

Lee, S.Y., et al., Comparison of GC/MS and LC/MS methods for the analysis
of propofol and its metabolites in urine. Journal of Chromatography B, 2012.
900: p. 1-10.

Danielsson, A.P., T. Moritz, H. Mulder, and P. Spégel, Development and
optimization of a metabolomic method for analysis of adherent cell cultures.
Analytical biochemistry, 2010. 404(1): p. 30-39.

Vuckovic, D., Current trends and challenges in sample preparation for global
metabolomics using liquid chromatography—mass spectrometry. Analytical
and bioanalytical chemistry, 2012. 403(6): p. 1523-1548.

Want, E.J., et al., Global metabolic profiling of animal and human tissues via
UPLC-MS. Nature protocols, 2013. 8(1): p. 17-32.

Zhou, B., J.F. Xiao, L. Tuli, and H.W. Ressom, LC-MS-based metabolomics.
Molecular BioSystems, 2012. 8(2): p. 470-481.

Emwas, A.-H., et al., NMR spectroscopy for metabolomics research.
Metabolites, 2019. 9(7): p. 123.

Peisl, L., E.L. Schymanski, and P. Wilmes, Dark matter in host-microbiome
metabolomics: Tackling the unknowns—A review. Analytica Chimica Acta,
2018. 1037: p. 13-27.

Gorrochategui, E., J. Jaumot, S. Lacorte, and R. Tauler, Data analysis
strategies for targeted and untargeted LC-MS metabolomic studies: Overview
and workflow. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2016. 82: p. 425-442.

137



220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

Worley, B. and R. Powers, Multivariate analysis in metabolomics. Curr
Metabol 1: 92—107. 2012.

Jolliffe, I.T. and J. Cadima, Principal component analysis: a review and recent
developments. Philosophical transactions of the royal society A: Mathematical,
Physical and Engineering Sciences, 2016. 374(2065): p. 20150202.

Bauset, C., L. Gisbert-Ferrandiz, and J. Cosin-Roger, Metabolomics as a
promising resource identifying potential biomarkers for inflammatory bowel
disease. Journal of Clinical Medicine, 2021. 10(4): p. 622.

Cuperlovié—Culf, M., D.A. Barnett, A.S. Culf, and 1. Chute, Cell culture
metabolomics: applications and future directions. Drug discovery today, 2010.
15(15-16): p. 610-621.

Leodn, Z., J.C. Garcia-Canaveras, M.T. Donato, and A. Lahoz, Mammalian cell
metabolomics: experimental design and sample preparation. Electrophoresis,
2013. 34(19): p. 2762-2775.

Khoo, S.H.G. and M. Al-Rubeai, Metabolomics as a complementary tool in
cell culture. Biotechnology and applied biochemistry, 2007. 47(2): p. 71-84.
HHHW, S., Determination of nitrite and nitrate by the Griess reaction.
Methods in nitric oxide research, 1996: p. 491-497.

Pizzino, G., et al., Oxidative stress: harms and benefits for human health.
Oxidative medicine and cellular longevity, 2017. 2017.

Oskouei, Z., S. Mehri, F. Kalalinia, and H. Hosseinzadeh, Evaluation of the
effect of thymoquinone in d-galactose-induced memory impairments in rats:
Role of MAPK, oxidative stress, and neuroinflammation pathways and
telomere length. Phytotherapy Research, 2021. 35(4): p. 2252-2266.

Han, X., M.P. Fink, and R.L. Delude, Proinflammatory cytokines cause NO-
dependent and-independent changes in expression and localization of tight
Jjunction proteins in intestinal epithelial cells. Shock, 2003. 19(3): p. 229-237.
Han, X., M.P. Fink, R. Yang, and R.L. Delude, Increased iNOS activity is
essential for intestinal epithelial tight junction dysfunction in endotoxemic
mice. Shock, 2004. 21(3): p. 261-270.

Hori, M., et al., Upregulation of iNOS by COX-2 in muscularis resident
macrophage of rat intestine stimulated with LPS. American Journal of
Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology, 2001. 280(5): p. G930-
G938.

Zeissig, S., et al., Changes in expression and distribution of claudin 2, 5 and 8
lead to discontinuous tight junctions and barrier dysfunction in active Crohn’s
disease. Gut, 2007. 56(1): p. 61-72.

Ozcan, O., H. Erdal, and Z. Yonden, Iskemi-reperfiizyon hasari ve oksidatif
stres iliskisine biyokimyasal bakis. The Medical Journal of Mustafa Kemal
University, 2015. 6(23): p. 27-33.

Chu, W.-Y. et al, Pharmacokinetic/pharmacodynamic modelling of
allopurinol, its active metabolite oxypurinol, and biomarkers hypoxanthine,
xanthine and uric acid in hypoxic-ischemic encephalopathy neonates. Clinical
Pharmacokinetics, 2022: p. 1-13.

Connor, H., H. Woods, and J. Ledingham, Comparison of the kinetics and
utilisation of D (—)-and L (+)-sodium lactate in normal man. Annals of
nutrition and metabolism, 1983. 27(6): p. 481-487.

Ippolito, L., A. Morandi, E. Giannoni, and P. Chiarugi, Lactate: a metabolic
driver in the tumour landscape. Trends in biochemical sciences, 2019. 44(2):
p. 153-166.

138



237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

Jansen, T.C., J. van Bommel, and J. Bakker, Blood lactate monitoring in
critically ill patients: a systematic health technology assessment. Critical care
medicine, 2009. 37(10): p. 2827-2839.

Pucino, V., M. Bombardieri, C. Pitzalis, and C. Mauro, Lactate at the
crossroads of metabolism, inflammation, and autoimmunity. European journal
of immunology, 2017. 47(1): p. 14-21.

Sitkin, S., et al., Dysbiosis in ulcerative colitis and celiac disease and its
therapeutic correction by butyric acid plus inulin. Experimental and Clinical
Gastroenterology, 2017(6): p. 77-98.

Shelton, C.D. and M.X. Byndloss, Gut epithelial metabolism as a key driver of
intestinal dysbiosis associated with noncommunicable diseases. Infection and
Immunity, 2020. 88(7): p. 10.1128/iai. 00939-19.

HMDB. Fumaric acid. 2023; Available from:
https://hmdb.ca/metabolites/HMDBO0000134#identification.

HMDB. Showing metabocard for myo-Inositol (HMDB0000211). 2023;
Available from: https://hmdb.ca/metabolites/HMDBO000021 1#identification.
Formoso, G., et al., Inositol and antioxidant supplementation: Safety and
efficacy in pregnancy. Diabetes/metabolism research and reviews, 2019. 35(5):
p. e3154.

Kim, HW., et al., Myo-inositol restores the inflammation-induced down-
regulation of taurine transport by the murine macrophage cell line, RAW
264.7. Life sciences, 2003. 73(19): p. 2477-2489.

HMDB. Showing metabocard for 2-Hydroxyisobutyrate (HMDB0242161).
2021; Available from:
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0242161#identification.

Dawiskiba, T., et al., Serum and urine metabolomic fingerprinting in
diagnostics of inflammatory bowel diseases. World journal of
gastroenterology: WIG, 2014. 20(1): p. 163.

Oz, H.S., T.S. Chen, and H. Nagasawa, Comparative efficacies of 2 cysteine
prodrugs and a glutathione delivery agent in a colitis model. Translational
Research, 2007. 150(2): p. 122-129.

Liao, Z., et al., LC-MS-based metabolomics analysis of Berberine treatment in
ulcerative colitis rats. Journal of Chromatography B, 2019. 1133: p. 121848.
Aguayo-Ceron, K.A., et al., Glycine: The Smallest Anti-Inflammatory
Micronutrient. International journal of molecular sciences, 2023. 24(14): p.
11236.

Hannemann, J. and R. Boger, Dysregulation of the nitric
oxide/Dimethylarginine pathway in hypoxic pulmonary vasoconstriction—
molecular mechanisms and clinical significance. Frontiers in Medicine, 2022.
9: p. 835481.

Liu, Z., et al., O31 Dysregulated gut microbiota-host metabolism underpins
immune activation in a microbiota-dependent model of ulcerative colitis. 2022,
BMJ Publishing Group.

Bose, S., V. Ramesh, and J.W. Locasale, Acetate metabolism in physiology,
cancer, and beyond. Trends in cell biology, 2019. 29(9): p. 695-703.

Yang, H., et al., Acetic acid alleviates the inflammatory response and liver
injury in septic mice by increasing the expression of TRIM40. Experimental
and therapeutic medicine, 2019. 17(4): p. 2789-2798.

Daien, C.I., et al., Gut-derived acetate promotes BI0 cells with
antiinflammatory effects. JCI insight, 2021. 6(7).

139


https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000134#identification
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000211#identification
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0242161#identification

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

Chen, F., et al., Citraconate inhibits ACODI (IRGI) catalysis, reduces
interferon responses and oxidative stress, and modulates inflammation and cell
metabolism. Nature Metabolism, 2022. 4(5): p. 534-546.

O’Neill, L.A. and M.N. Artyomov, ltaconate: the poster child of metabolic
reprogramming in macrophage function. Nature Reviews Immunology, 2019.
19(5): p. 273-281.

Akyuz, M., et al., Radioprotective effect of thymoquinone on salivary gland of
rats exposed to total cranial irradiation. Head & Neck, 2017. 39(10): p. 2027-
2035.

Palsson-McDermott, E.M. and L.A. O'neill, The Warburg effect then and now:
Jrom cancer to inflammatory diseases. Bioessays, 2013. 35(11): p. 965-973.
Ratter, J.M., et al., In vitro and in vivo effects of lactate on metabolism and
cytokine production of human primary PBMCs and monocytes. Frontiers in
immunology, 2018. 9: p. 2564.

Gu, J., et al., Tumor metabolite lactate promotes tumorigenesis by modulating
MOESIN lactylation and enhancing TGF-f signaling in regulatory T cells. Cell
reports, 2022. 39(12).

Diez, V., et al., Glycolate combats massive oxidative stress by restoring redox
potential in Caenorhabditis elegans. Communications biology, 2021. 4(1): p.
151.

Nie, C., et al., Branched chain amino acids: beyond nutrition metabolism.
International journal of molecular sciences, 2018. 19(4): p. 954.

Zhang, S., et al., Novel metabolic and physiological functions of branched
chain amino acids: a review. Journal of animal science and biotechnology,
2017. 8: p. 1-12.

Ma, N., et al., Nutrients mediate intestinal bacteria—mucosal immune crosstalk.
Frontiers in immunology, 2018. 9: p. 5.

Manosalva, C., et al., Role of lactate in inflammatory processes: Friend or foe.
Frontiers in Immunology, 2022. 12: p. 808799.

Adeleke, G.E. and O.A. Adaramoye, Betulinic acid abates N-
nitrosodimethylamine-induced changes in lipid metabolism, oxidative stress,
and inflammation in the liver and kidney of Wistar rats. Journal of Biochemical
and Molecular Toxicology, 2021. 35(11): p. €22901.

Penberthy, W.T., Editorial [hot topic: nicotinamide adenine dinucleotide
biology and disease (executive editor: w. todd penberthy)]. Current
pharmaceutical design, 2009. 15(1): p. 1-2.

Zhai, R.G., M. Rizzi, and S. Garavaglia, Nicotinamide/nicotinic acid
mononucleotide adenylyltransferase, new insights into an ancient enzyme.
Cellular and molecular life sciences, 2009. 66: p. 2805-2818.

Matsushita, T., et al., The overexpression of SIRTI inhibited osteoarthritic
gene expression changes induced by interleukin-1f in human chondrocytes.
Journal of Orthopaedic Research, 2013. 31(4): p. 531-537.

Imai, S.-i., The NAD World: a new systemic regulatory network for metabolism
and aging—Sirtl, systemic NAD biosynthesis, and their importance. Cell
biochemistry and biophysics, 2009. 53: p. 65-74.

Ma, Y., et al.,, Anti-inflammation effects and potential mechanism of
saikosaponins by regulating nicotinate and nicotinamide metabolism and
arachidonic acid metabolism. Inflammation, 2016. 39: p. 1453-1461.

140



272.

273.

274.

275.

276.

Li, Z., et al., The ratio of phosphatidylcholine to phosphatidylethanolamine
influences membrane integrity and steatohepatitis. Cell metabolism, 2006.
3(5): p. 321-331.

Fu, S., et al., Aberrant lipid metabolism disrupts calcium homeostasis causing
liver endoplasmic reticulum stress in obesity. Nature, 2011. 473(7348): p. 528-
531.

Yen, C.-L., M.-H. Mar, and S.H. Zeisel, Choline deficiency-induced apoptosis
in PCI12 cells is associated with diminished membrane phosphatidylcholine
and sphingomyelin, accumulation of ceramide and diacylglycerol, and
activation of a caspase. FASEB Journal, 1999. 13(1): p. 135-142.

Lodhi, LJ., et al., Peroxisomal lipid synthesis regulates inflammation by
sustaining neutrophil membrane phospholipid composition and viability. Cell
metabolism, 2015. 21(1): p. 51-64.

Broniec, A., et al., Interactions of plasmalogens and their diacyl analogs with
singlet oxygen in selected model systems. Free Radical Biology and Medicine,
2011. 50(7): p. 892-898.

141



