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Deneyde uygulanan modelin sematik olarak gosteerimi

Deney hayvanlarindan alinan kolon dokularinin makroskobik
gorunimu

Swiss Rolling tekniginin uygulanmasi. A ve B kolon liimeninin
yikanmasi, C Kolon liimeninin longitudinal olarak agilmasi, D
ltimenin roll i¢gin diizgiin bi¢cimde yayilmasi, E Swiss Rolling, F
dokunun kasete aktarilmasi

Hayvanlarin canli agirlik degisimleri

Kontrol grubuna ait kolon dokusu. Alanda daha ¢ok distal ve
mid kolon segmentleri goriilityor. Kript boylari, goblet
hiicreleri ve mukoza kalinlig1 normal goriiniimde. H&E, X4,
200um Bar.

Kontrol grubuna ait kolonun distal segmenti. Az sayida yangi
hiicresi mevcut. H&E, X20, 50um Bar.

Kontrol grubunda mid segment kolon dokusu. Saglam olan
epitel, goblet hiicreleri ve Liberkiihn kriptleri goriilityor. Az
miktarda yangi hiicresi mevcut. H&E, X20, 50um Bar
Kontrol grubu proksimal bolgeye ait kolon dokusu. Tiim
katmanlarin gdriinlimii normal histolojik yapiya benzerlik
gosteriyor. H&E, X20, 50um Bar.

Kolitis grubuna ait bir farenin kolonu. Distal bolgede genis
iilserasyonlar (oklar), Liberkiihn kriptlerinin hemen hemen
tamami gozden silinmis, mukoza yangi nedeniyle kalinlagmis
(y1ldi1z), infiltrasyon serozaya kadar yayilmis (ok basi), H&E,
X4, 200um Bar.

Kolitis grubuna ait kolon dokusunda iilserasyon bolgesi.
Mukozada epitel hasari ve kriptlerin yoklugu. Propria mukoza
ve llserasyonun oldugu alanin liimeninde ¢ok yogun yangisal
hiicre infiltrasyonlari, hiperemik damarlar. H&E, X10, 100um
Bar.

Kolitis grubunda distal kolonda yangisal infiltrasyon.
Infiltrasyon propriadan serozaya kadar yayilmis halde, kas
liflerinin arasinda yangi hiicreleri; tek tiik kalan liberkiihn
kriptleri ve goblet hiicreleri goriiliiyor. H&E, X10, 100um Bar.
Kolitiste mid kolon dokusunda hiicre infiltrasyonu. Goblet
hiicreleri ve kriptlerin sayis1 azalmis. H&E, X20, 50um Bar.
Sekil 4.10. Kolitis grubuna ait kolon dokusunda propriada
yangisal hiicre infiltrasyonu. Notrofil, lenfosit ve plazma
hiicrelerinden olusan yangisal hiicreler, hiperemik damar
(yildizlar). H&E, X40, 20um Bar.

Kolitisli mid kolon. Kript ¢evresinde (oklar), propriada (ince
ok) ve muskuler katmanda (ok bas1) yangisal hiicre
infiltrasyonu, goblet hiicre sayisinda belirgin azalma. H&E,
X20, 50um Bar.

Kolitisli proksimal kolonda yanginin goriiniimii ve damarlarda
hiperemi. H&E, X20, 50um Bar.
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Sivelestat grubuna ait bir kolonda distal segmentte iilserasyon
(oklar), yangisal infiltrasyon (y1ldiz) ve mid kolon serozasinda
O0demle birlikte hiperemik damarlar (ok bas1). H&E, X20,
50um Bar.

Sivelestat grubu mid kolon dokusunda nétrofil, lenfosit, plazma
hiicrelerini igeren yangisal hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre
sayisinda azalma ve hiperemik damar. H&E, X40, 20um Bar.
Sivelestat grubu mid kolon dokusunun goériiniimii. Propriadan
muskuler katmana kadar yayilan yangisal infiltrasyon, goblet
hiicre sayisinda azalma, yer yer kript sayisinda azalma. Mukoza
kalinlagmis. H&E, X10, 100um Bar.

Sivelestat grubu proksimal kolon goriiniimii. Mukozada
yangisal infiltrasyon ve hiperemik damarlar. H&E, X10,
100um Bar.

Farelerin kolon dokulariin segmentlerine gore ve total olarak
yapilan histopatolojik degerlendirmesi ve istatistik sonuglart (*:
P <0,05; **: P <0,01; ***:P <0,001)

Farelerin kolon dokularinin histopatolojik degerlendirmesi ve
gruplar arasindaki istatistik sonuglart (*: p <0,05; ***: p
<0,001)

4HNE immunreaksiyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20, 50um
Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total 4HNE ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
Kolon dokularinda NRF2 immunreaksiyonlari. IHC, DAB
Kromojen, X20, 50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total NRF2 ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05).

Gruplarda PARP1 ekspresyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20,
50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total PARP1 ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01).

Kolon dokularinda gruplara gére H2AX immunpozitif
boyanmalar. [HC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total H2AX ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
Kolon dokularinda gruplara gére YH2AX immunpozitif
boyanmalar. [IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total YH2AX ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
Gruplarda 80OHAG ekspresyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20,
50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total SOHdG ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; ***: p <0,001).

Kolon dokularinda TNFa immunreaksiyonlari. IHC, DAB
Kromojen, X20, S0um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total TNFa ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
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Tiim kolon segmentlerinde COX-2 immunreaksiyonlari. IHC,
DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total COX-2 ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
Kolonun tiim segmentlerinde Ly6G pozitif immunreaksiyon
veren notrofillerin goriintimii. IHC, DAB Kromojen, X20,
50pm Bar.

Sivelestat grubu distal kolonda Ly6G immunpozitivite veren bir
notrofil 10kosit. IHC, DAB Kromojen, X40, 20um Bar.

Tiim kolon segmentlerindeki ve total Ly6G ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
Kolonun tiim segmentlerinde ELA2 immunreaksiyonlarinin
goriiniimii. IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Kolitis grubu distal kolonda ELA2 immunpozitivite veren
ndtrofil 16kositler. IHC, DAB Kromojen, X40, 20pm Bar.
Tiim kolon segmentlerindeki ve total ELA2 ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (**: p<0,01; ***: p <0,001).

Distal kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglari

Mid kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglari

Proksimal kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglari

Total kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglari

Distal kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglar1

Mid kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglar1

Proksimal kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon
analiz sonuglar1

Total kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz
sonuglar1

Calisma dokularindan elde edilen SOD verilerinin istatistiksel
degerlendirmesi (**: p <0,01; ***: p <0,001).

Kolon dokusunun GSH diizeylerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi ve istatistik sonuglar1 (***: p <0,001)
Kolon dokusunun MDA diizeylerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi ve istatistik sonuglar1 (**: p <0,01)
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OZET

Farelerde Kronik Kolitis Modelinde Sivelestat’in DNA Hasar1, Oksidatif Stres ve
Yangisal Yanit Uzerine Etkileri

Bu tez ¢alismasinda, iilseratif kolitisin patogenezi, yangisal siire¢leri, oksidatif stres
ve DNA hasar1 mekanizmalari, AOM/DSS ile indiiklenen deneysel bir kolitis modeli
tizerinden incelendi. Caligmanin amaci, iilseratif kolitisin kolorektal kanser gelisimiyle
iliskisini ve Sivelestat uygulamasinin belirtilen siiregler tlizerindeki etkilerini
arastirmaktir. Calismada, toplam 24 adet 10+£2 haftalik BALB/c cinsi fare, kontrol,
kolitis ve kolitis + Sivelestat gruplar1 olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Deneysel modelde,
kolitis ve kolitis + Sivelestat gruplarinda sifirinci ve dordiincii giinlerde intraperitoneal
12 mg/kg dozunda AOM uygulandi, ardindan %3 oraninda i¢gme suyuna eklenen 5 kDa
DSS 7 giin siireyle ad libitum verildi ve bu siire¢ 4 tur tekrarlanarak kronik yangisal
model olusturuldu. Son DSS periyodundan sonra Sivelestat grubu farelerine 50 mg/kg
dozunda Sivelestat 5 giin boyunca intraperitoneal olarak uygulandi. Tiim fareler deney
sonunda  eksanguinasyon  yoOntemiyle  Otenazi  edildi; histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal analizler yapildi. Histopatolojik analizlerde,
DSS uygulamasinin yangisal hiicre infiltrasyonu, epitel hiperplazisi, kript kayb1 ve
tilserasyon gibi belirgin doku hasarlarina neden oldugu gézlemlendi. Kolitis grubunda
distal kolonda lezyonlarin daha siddetli oldugu, mid-kolon ve proksimal kolon
dokularinda ise daha hafif lezyonlarin bulundugu tespit edildi. Sivelestat uygulamasi
sonras1 ise yangisal yanit ve histopatolojik hasarin azaldigi, ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig1 belirlendi. Immunohistokimyasal
degerlendirmelerde, kolitis grubunda 4-HNE, NRF-2, PARP1, ELA2, Ly6G, H2AX,
YH2AX, 8-OHdG, COX-2 ve TNF-a protein ekspresyonlarinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli sekilde arttig1 goriildii. Sivelestat tedavisi sonras1 YH2AX, 4-HNE,
ELA2, Ly6G, COX2 ve TNF-a ekspresyonlarinda kolitis grubuna goére anlamli bir
azalma gozlendi. Ancak, NRF-2 ve 8-OHdG ekspresyonlarinda kolitis grubuna kiyasla
belirgin bir azalma izlenmezken, PARP1 ekspresyonu her iki grupta da yiiksek
bulunmus ve anlamli fark saptanmamisti. H2AX ekspresyonu ise kolitis grubuna
kiyasla sivelestat grubunda daha yiiksek tespit edilmistir. Biyokimyasal analizler de
histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular1  desteklemis, Sivelestat
uygulamasinin oksidatif stres gostergesi olan MDA seviyelerini diislirdiigii ve
antioksidan kapasite gostergesi GSH seviyelerini artirdigi belirlenmigtir. SOD
seviyesinde ise bir farklilik goriilmemistir. Sonug olarak, bu c¢alisma sivelestatin
notrofil elastaz inhibitorii olarak inflamasyonu, DNA hasarin1 ve oksidatif stres
belirteclerini baskilama potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bulgular,
notrofil elastaz inhibitorlerinin tilseratif kolitis ve komplikasyonlarinin yonetiminde
potansiyel terapotik ajanlar olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasar1, Notrofil elastaz, Oksidatif stres, Sivelestat, Ulseratif
kolitis
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ABSTRACT

Effects of Sivelestat on DNA Damage, Oxidative Stress and Inflammatory Response
in a Chronic Colitis Model in Mice

In this thesis study, the pathogenesis, inflammatory processes, oxidative stress, and
DNA damage mechanisms of ulcerative colitis were investigated through an
experimental colitis model induced by AOM/DSS. The aim of the study was to
investigate the relationship between ulcerative colitis and the development of
colorectal cancer, as well as the effects of Sivelestat administration on the
aforementioned processes. In the study, a total of 24 BALB/c mice, aged 10+2 weeks,
were divided into three groups: control, colitis, and colitis + Sivelestat. In the
experimental model, 12 mg/kg AOM was administered intraperitoneally on days zero
and four to the colitis and colitis + Sivelestat groups. Then, 5 kDa DSS was added to
the drinking water at a concentration of 3% and given ad libitum for 7 days. This
process was repeated four times to create a chronic inflammatory model. After the
final DSS period, 50 mg/kg Sivelestat was administered intraperitoneally to the
Sivelestat group for 5 days. All mice were euthanized by exsanguination at the end of
the experiment; histopathological, immunohistochemical, and biochemical analyses
were performed. Histopathological analyses revealed that DSS administration caused
significant tissue damage, including inflammatory cell infiltration, epithelial
hyperplasia, crypt loss, and ulceration. In the colitis group, lesions were more severe
in the distal colon, while milder lesions were found in the mid-colon and proximal
colon. Following Sivelestat administration, it was determined that the inflammatory
response and histopathological damage decreased, although this decrease was not
statistically significant. In immunohistochemical evaluations, the expression levels of
4-HNE, NRF-2, PARP1, ELA2, Ly6G, H2AX, yH2AX, 8-OHdG, COX-2, and TNF-
a proteins were significantly increased in the colitis group compared to the control
group. After Sivelestat treatment, a significant decrease was observed in YH2AX, 4-
HNE, ELA2, Ly6G, COX-2, and TNF-a expression levels compared to the colitis
group. However, no significant decrease was observed in NRF-2 and 8-OHdG
expression levels, while PARP1 expression remained high in both groups, with no
significant difference. H2ZAX expression was higher in the Sivelestat group than in the
colitis group. Biochemical analyses also supported the histopathological and
immunohistochemical findings. It was determined that Sivelestat administration
decreased MDA levels, an indicator of oxidative stress, and increased GSH levels, an
indicator of antioxidant capacity. No difference was observed in SOD levels. In
conclusion, this study demonstrates that Sivelestat has the potential to suppress
inflammation, DNA damage, and oxidative stress markers as a neutrophil elastase
inhibitor. The findings suggest that neutrophil elastase inhibitors may be evaluated as
potential therapeutic agents in the management of ulcerative colitis and its
complications.

Keywords: DNA damage, Neutrophil elastase, Oxidative stress, Sivelestat, Ulcerative
colitis
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (CRC); kanser nedeniyle meydana gelen Oliimlerde
Amerika’da 2, diinyada ise 3. sirada yer almaktadir (Siegel ve ark., 2023). CRC
vakalarinin bliyiik bir kismi kalitsal genetik degisikliklerden ziyade cevresel
nedenlerle meydana gelir. Risk faktorleri arasinda c¢evresel ve gida kaynakli
mutajenler, spesifik bagirsak parazitleri, patojenler ve yangisal bagirsak hastaligi
sayilabilir (Rustgi, 2007). Buna ek olarak gelismis veya gelismekte olan (insan gelisim
endeksine gore) ililkelerde goriilen artisin nedeni yasam tarzi ve diyet farklilig:
nedeniyledir. Hayvansal gida alimindaki artis, hareketsiz yasam, fiziksel aktivitenin
azalmasi, asirt yeme prevalansinin artmasi, agir alkol tiiketimi, sigara kullanimu,
kirmiz1 veya iglenmis et {iriinlerinin tiiketilmesi 6nemli risk faktorlerinden sayilirken,
kalsiyum takviyesi, yeterli tam tahil, 1if ve siit tiiketimi CRC riskini azaltmaktadir

(Siegel ve ark., 2023).

Yangisal bagirsak hastaligi altinda degerlendirilen Crohn hastalig1 ve tilseratif
kolitis gibi hastaliklar CRC’nin baslica nedenlerinden sayilabilmektedir. Kronik
bagirsak yangisi ile kanser arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Her yil
kolitisli hastalarin yaklasik %3,5-4’1i kolorektal kansere yakalanmaktadir (Eaden ve
ark., 2001), insanlarda goriilen kolorektal kanserlerin yaklasik %20’sinin ise kanser
oncesi meydana gelen yangiyla iliskili oldugu bildirilmistir. Bununla beraber iilseratif
kolitis ve Crohn hastaligi da dahil olmak iizere yangisal bagirsak hastalig1 olan
hastalarda CRC riski oldugu bilinmektedir (de Robertis ve ark., 2011). Ayrica
kolorektal kanser Oykiisii goriilen hastalarda hastaligin cesitli genlerle familial
aktarimimin oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle iilseratif kolitis, patogenezi iyi

anlasilmasi gereken hastaliklardan biridir.

Akut respiratorik disstres sendromu, kronik bobrek hastaliklart gibi
hastaliklarda yangisal cevabin azaltilmasi ve hastaligin siddetinin baskilanmasi
amaciyla notrofil elastaz inhibitorlerinin kullanimi yayginlasmaya baslamistir (Ding
ve ark., 2023). Bununla birlikte, bilgimize goére nétrofil elastaz inhibitdrlerinin
tilseratif kolitis modellerindeki etkinligi ve beraberinde DNA hasar1 ve oksidatif stres

tizerindeki etkileri hakkinda da bilgi bulunmamaktadir. Bu bilgilere dayanarak yapilan



bu tezin amaci; Balb/c farelerde AOM/DSS modelini kullanarak kolorektal kanser
olusturmadan, kolorektal kanser olusumu igin gereken inisiyasyonu saglayarak
yalnizca iilseratif kolitis olusturmak, tilseratif kolitisli hayvanlarda bir notrofil elastaz
inhibitorii olan Sivelestat’in, hastalik nedeniyle meydana gelen yangiya, oksidatif
strese ve DNA hasarma karsi etkilerini histopatolojik, immunohistokimyasal ve

biyokimyasal olarak ortaya koymaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.  Yangisal Bagirsak Hastahig1

Yangili ve diyare ile izleyen hastaliklar tiim diinyada yaygin goriilen saglik
problemlerinden biridir. Kuzey Amerika’da 1,5 milyon, Avrupa’da 2 milyondan fazla
insan bu hastaliktan mustariptir ve halen diinyada bu hastalikla yagayan insan sayisi
belirsizdir. Yapilan epidemiyolojik calismalar hastaligin patogenezi ve c¢evresel
nedenleri ile ilgili ¢esitli bilgiler vermektedir. Sanayilesen iilkelerde insidansinin
siklig1 morbidite ile iliskilendirilmistir. Bu tip hastaliklar cesitli etiyolojilere sahip
olabilirler. Genellikle enterik patojenler veya sistemik kronik hastaliklar, yangisal
bagirsak hastaliklar1 altinda degerlendirilen Crohn hastalig1 ve iilseratif kolitis gibi
hastaliklarin baslica nedenlerinden sayilabilmektedir. Baz1 kaynaklarda Behcet ve
Colyak hastaliklar1 bu iki hastalik yaninda yangisal bagirsak hastaliginin diger ana alt
tipleri olarak degerlendirilmektedir. Yapilan caligmalar intestinal mikrobiyotanin,
bagirsakta olusan hasarla patojen hale gectigi ve Toll-like reseptorlerin bu yanginin
olusmasiyla ilgili oldugu bildirilmistir. Yani hastalifin olusmasi i¢in gerekli patojen
bagirsakta bulunmaktadir ancak hastaligin olusmast icin c¢evresel tetikleyiciler
gereklidir. Bahsedilen tiim yangisal bagirsak hastaliklarin etiyolojileri farkli olmasina
karsin patogenezleri benzer oldugundan yangisal bagirsak hastaliklar1 altinda

degerlendirilmektedir (Barry ve ark., 2020; Ng ve ark., 2017; Ohkusa ve Koido, 2015).

Yangisal bagirsak hastaliklarinin =~ ortak  goriiniimleri  bulunmaktadir:
Disbiyozis, mukozal bariyerin bozulmasi ve siddetli derecede yangi en sik goriilen
ortak lezyonlardan sayilabilmektedir (Barry ve ark., 2020). Ornegin iilseratif kolitis
kolon ve rektumla smirli kalir, her zaman rektumu tutar beraberinde kolonun bir
boliimiinii veya tiimiinii tutacak sekilde proksimale dogru devam eder ancak bundan
farkli olarak Crohn hastalig1 her zaman rektumu tutmaz ve kolonda farkli boliimlerde

multifokal olarak goriilebilir (Kumar ve ark., 2023).

Yangisal bagirsak hastaliklarinin sonu, hastaligin siddetine gore degismektedir.

Orta dereceye kadar olan hastalik tedaviye yanit verebilmekteyken hastaligin siddetli



formlarinda; etkenin direnci, hastanin bagisikligr gibi durumlara gére degismek tlizere

hastalarda terminal sonuclar olusabilmektedir (Barry ve ark., 2020).
2.1.1. Ulseratif Kolitis

Onceki boliimde de belirtildigi gibi iilseratif kolitis yangisal bagirsak
hastaliginin ana alt tipinden biridir. Rektumdan proksimal kolona dogru tutulum
gosteren, degisen derecelerde siirekli mukozal yangiya neden olan, idiopatik, kronik
yangisal hastaligidir. Hastalik siirekli tekrarlayan yapida ve degisen derecelerde
tilserlerle karakterize bir seyirle izlenmektedir. Hastalik ilk olarak 1859 yilinda Samuel
Wilks tarafindan tanimlanmistir ve diinya ¢apinda Crohn hastaligindan daha yaygin
goriilmektedir. Hastaligin 2019°daki insidansi 1,2-20,3/100.000 kisi/y1l ve yayginligi
da 7,6-245/100.000 kisi/y1l olarak bildirilmistir (Gajendran ve ark., 2019; Kumar ve
ark., 2023; Nakov, 2019).

Hastaligin genel risk faktorleri arasinda genetik, ¢evre, otoimmiin durum ve

bagirsak mikrobiyotasi sayilabilir (Gajendran ve ark., 2019).

Yas ve cinsiyet risk faktdrleri arasinda énemli bir yer tutar. Insanlarda 20-30 ve
50-80 yaslar1 arasinda ¢ok daha sik goriilen hastalikta erkekler ve kadinlar arasinda
onemli bir fark gézlenmemis olmasina karsin, bazi ¢calismalar erkeklerde daha yaygin

goriildigilinii bildirmistir (Langholz ve ark., 1987; Loftus, 2004).

Bunun disinda insanlarda irklar arasinda da farkliliklar goriilmiistiir.
Yahudilerde ve 6zellikle Askenazi Yahudilerinde Yahudi olmayanlara gore 3 kat daha
fazla {lseratif kolitise yakalanma riski vardir. Afro-Amerikan ve Hispanik
popiilasyonun diger popiilasyonlara goére daha yiiksek insidansa sahip oldugu

belirtilmistir (Karban ve ark., 2004; Veluswamy ve ark., 2010).

Ulseratif kolitisli hastalarm %8-15"inde yangisal bagirsak hastalig1 ve daha
yaygin olarak iilseratif kolitis hikayesi bulundugu bildirilmistir. Genom ¢apinda iligki
calismas1 (GWAS) yapilan arastirmalarda TNFSF15 (TL1A) lokusunun bulunmasi,
IL1 beta geni, ABCBI/MDR17, HSP708 ve HLA-DR29'daki polimorfizmlerin
siddetli iilseratif kolitis riskini artirdig1 ortaya konmustur (Kopylov ve ark., 2016).
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Tiitlin ve sigara kullanimiyla ilgili farkli goriisler mevcuttur. Baz1 kaynaklar
sigaranin hastaligin olugsma riskini artirdigin1 bildirirken bu konuda yapilan diger
caligmalar; sigara kullanimi ve buna bagl olarak nikotin aliminin iilseratif kolitis
riskini azalttigin1 belirtmektedir. Ancak iilseratif kolitise nikotinin etkisinin
arastirildigr bir ¢aligmada nikotinin hastaligin gelismesinde herhangi bir etkisinin
olmadigini gostermistir (Biedermann ve ark., 2014; Kumar ve ark., 2023; Mahid ve

ark., 2006).

Yangisal bagirsak hastaligi olarak degerlendirildiginde gida antijenlerinin
hastaligin gelisiminde énemli bir yeri oldugu ortaya konmustur. Islenmis et iiriinleri,
rafine karbonhidratlar, infant donemde alinan inek siitii gibi gidalar iilseratif kolitis
gelisme riskini artirmaktadir. Diyetle alinan kolesterol, hayvansal yag ve coklu
doymamus yag asitlerinin de benzer etkide bulundugu bilinmektedir (Geerling ve ark.,

2000; Glassman ve ark., 1990; Martini ve Brandes, 1976).

Bagirsak mikrobiyotasinda olusan disbiyozun daha yogun olarak Crohn
hastaligina neden oldugu bilinmektedir ancak son yapilan ¢aligmalarda iilseratif kolitis
gelisen hastalarda da bagirsak mikrobiyotasinda disbiyotik degisiklikler meydana
geldigi gosterilmistir (Gajendran ve ark., 2019).

Makroskobik olarak: kolon mukozasi hafif kirmizi ve graniiler gériintimli
olabilir. Yaygin olarak genis tabanli iilserler icerir. Hastalikli ve saglam kolon
arasindaki gecis keskindir. Ulserler kolon liimenine paralel sekilde uzanirlar. Mukozal
atrofi ve diiz bir mukozal yiizey ile sonuglanir. Mural kalinlasma yoktur, serozal yiizey
normaldir, striiktiir gelisimi olmaz. Yang1 ve yangisal mediatorler muscularis propriaya
zarar verebilir, néromuskuler fonksiyonlar1 bozabilir. Kolon dilatasyonu, toksik
megakolon gibi sendromlar ¢ok siddetli yapidaki iilseratif kolitisin sonuglar1 olarak
gozlemlenebilir. Hastalifin siddetine gore pankolitis goriilebilir. Mikroskobik
lezyonlar arasinda yangisal infiltrasyon, kriptte apostematéz degisiklikler, kript
distorsiyonu, epitelyal metaplazi sayilabilir. Agir vakalarda mukoza hasarina
submukozadan derine inen {iilserler eslik eder, buna ragmen muskuler propria nadiren

tutulur. Ulseratif kolitisin patognomik bulgusu eritem, normal vaskiiler yapinin kaybr,



graniiler yangi hiicrelerinin sayica artisi, erozyon, frajil yapidaki kolon, kanama ve

tilserasyonlardir (Gajendran ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2023).

Hastaligin siddetinin belirlenmesinde Amerikan Gastroenteroloji Kurulu,
Avrupa Crohn ve Kolitis Organizasyonu, Japon Gastroenteroloji Dernegi’nin ortak
olarak olusturdugu Truelove-Witts kriterleri takip edilmektedir. Buna gore; “hafif
siddetteki tlseratif kolitis glinde 4’ten az sayida kanli veya kansiz diskilama, sistemik
hastalik belirtisi yok, normal eritrosit sedimentasyon hizi, hafif krampl karin agrisi,
zaman zaman tenesmus, nadiren kabizlik; orta siddetteki hastalik giinde 4 veya daha
fazla karin agrisinin da eslik ettigi yumusak diskilama, hafif anemi, diisiik dereceli
ates, normal beslenme, kilo kayb1 yok; yiiksek siddetli hastalik ise siddetli krampla
birlikte sik yumusak ve kanli diskilama, yiiksek ates, tasikardi, yilikselmis eritrosit
sedimentasyon hizi, sistemik hastalik bulgulari, kisa zamanda siddetli kilo kayb1”
olarak tanimlanmistir (Dignass ve ark., 2012; Kornbluth ve Sachar, 2010; Peyrin-
Biroulet ve ark., 2016).

Hastaligin tanisinda ““altin standart” olarak gosterilebilen bir tani kiti yoktur.
Tanida klinik bulgular, laboratuvar testleri, goriintiileme araglar1 ve histopatoloji
hastaligin hekim tarafindan diisiiniilmesine yardimci olur. Bunun yaninda bazi
kaynaklar tarafindan kolonoskopi ile beraber alinan biyopsinin incelenmesi kesin tani
icin tek yol olarak gosterilmektedir. Ayrica histopatoloji hastali§in teshisinde, siddetin
degerlendirilmesinde kolonik mukozadaki displazi, neoplazi ve maligniteyi

belirlemede kesin aractir (Gajendran ve ark., 2019; Nakov, 2019).

Ulseratif kolitisin tedavi hedefinde hastanin yasam Kkalitesini iyilestirmek,
kalic1 remisyona ulagsmak ve hastaligin kansere ilerlemesini 6nlemek bulunmaktadir.
Temel yaklagim hastaligin siddetine, dagilimina, siiresine, seyrine, hastanin yasina,
niiks sikligina, onceki kullanilan ilaglara, kullanilacak ilaglarin yan etkilerine,
hastaligin sistemik belirtilerine gore yapilmaktadir. Klinisyenler tarafindan dikkat
edilen en 6nemli noktalar hastaligin klinik remisyonunun uzun vadeli ve biiyiik 6l¢iide
olmasi, kolektomi riskinin azalmas1 ve kortikosteroid kullanimina miimkiin oldugunca
ihtiyag duymamaktir. Bu amagla en sik kullanilan ilag sulfasalazine, beselamine ve 5-

aminosalisilik asit -aminosalisilik asit ayn1 zamanda kanser 6nleyici etkiye de sahiptir-



etken maddeleridir (Gajendran ve ark., 2019; Rogler, 2013). Bunun disinda prednizon,
immunsupresantlar, anti-TNF ve anti-integrin antikorlar1 daha siddetli vakalarda
kullanilmaktadir (Rogler, 2013). Ayrica nutrisyonel terapilerin de etkinligi
arastirilmistir (Persson ve ark., 1993). Operasyon 6ncesinde yapilan elemental protein
icerikli diyetin hastaliga karsi olumlu etkisinin oldugunu diisiinen O’Morain ve
arkadaslar1 ile Sanderson ve arkadaslar1 bununla ilgili anlamli sonuglar
bulamamalarina karsin; beslenmenin etkilerini arastiran smirli sayida ¢alisma
yapilmistir. Bu nedenle Gastroenteroloji dernekleri, beslenme dernekleri, Crohn ve
Kolitis Orgiitii enteral beslenmenin tesvik edilmesi iizerine durmuslardir (Mcllroy ve
ark., 2018; Shah ve ark., 2016). Bunlarin disinda operatif tedavi de uygulanmaktadir.
[leostomi, parsiyel veya total kolostomi, pos veya ileorektal anastomoz,
proktokolektomi gibi yontemlerle tekrarlayan yangi bolgesinin uzaklastirilmasi ya da
“pas gecilmesi” kullanilan operatif tedavi yontemlerindendir. Her ne kadar kalici
¢Oziim gibi goriilse de yapilan operatif miidahalelerin ¢ogunlugu irreversibl
degisikliklerdir ve son care olarak operasyon karari alinmaktadir (Andersson ve

Soderholm, 2009).

Ulseratif kolitis hastaligmin sonu, hastaligin siddetine ve tedaviye verilen
yanita gore degismektedir. lyilesme oldugunda iilserli kolon bdlgesinde submukozal
fibrozis, mukozal atrofi, mukoza yapisinda diizensizlik goriilebilir. Iyilesmeden sonra
gecen uzun remisyon doneminden sonra kolon normal histolojik yapisina yakin
goriinebilir (Kumar ve ark., 2023). Iyilesmenin olmadigi veya hastaligm siirekli
tekrarlamas1 durumunda iilseratif kolitis kolon displazi/metaplazileri ve kolorektal

kansere (CRC) evrilebilir (Yashiro, 2014).
2.1.2. Kolitis ve Kolorektal Kanser iliskisi

Crohn ve Rosenberg 1925 yilinda bir iilseratif kolitis hastasinda hastaligin
devaminda goriilen ilk CRC vakasmi bildirmislerdir (Dobbins, 1984). Sonrasinda
yapilan ¢alismalarda iilseratif kolitis ile CRC arasindaki iligki daha detayli olarak
ortaya konmustur (Grivennikov, 2013). CRC, {ilseratif kolitisli neoplastik olmayan
yangisal epitelin displaziye sonra da neoplazi ve kansere doniisiimi seklinde de

gelistigi  diisiiniilmektedir. ~ Ulseratif  kolitisli  hastalarda tam  remisyon



saglanamadiginda siirekli devam eden veya ara ara alevlenen yangi mukozanin epitel
katmanini tekrar tekrar hasara ugratir. Epitel hiicrelerinin kayb1 sonunda kontrolden
cikip CAC’a yol agabilecek bir onarim mekanizmasi olan epitel proliferasyonuyla

tamir edilmeye c¢aligilir (Rogler, 2014).

Ulseratif kolitis iliskili kolorektal kanser (CAC) tiim iilseratif kolitis
vakalarinin %1’ini olusturur (Gyde ve ark., 1982). Bununla birlikte iilseratif kolitis
pankolitis seklinde daha siddetli seyreden patogeneze sahip ise CAC olusma
olasiligimin %3,7 oldugu da Eaden ve arkadaslar: tarafindan ortaya konmustur (Eaden
ve ark., 2001). CRC riski tilseratif kolitis tanisindan yaklasik 8 ila 10 y1l sonra artmaya
baslar (Bernstein ve ark., 2001; Ekbom ve ark., 1990; Langholz ve ark., 1992). Yapilan
calismalarda tlseratif kolitisli hastalarda hastaligin siiresiyle birlikte CAC olusma
olasiligmin arttig1 bildirilmistir. Ulseratif kolitis baslangicindan 10 y1l sonra %1,6, 20
yil sonra %8,3 ve 30 yil sonra %18,4 olasilikla CAC olusma riski oldugu
belirtilmektedir (Eaden ve ark., 2001). Baska bir calismada ise yangisal bagirsak
hastalarinin %21’inde teshisten sonraki 10 yil i¢ginde CAC gelistigi bildirilmistir
(Brackmann ve ark., 2009).

2.1.3. Ulseratif Kolitisin Yangisal Kompozisyonu ve Notrofillerin Rolii

Ulseratif kolitisin ayiric1 6zelligi dogal immun hiicrelerin (nétrofiller,
makrofajlar, dendritik hiicreler ve NK hiicreleri) ve adaptif immun hiicrelerin (B
hiicreleri ve T hiicreleri) lamina propriaya belirgin bir sekilde infiltrasyonudur.
Bagirsak mukozasinda bu hiicrelerin sayisinin artmasi ve aktivasyonu, timor nekroz
faktorii o (TNF-a), interlokin-1p (IL-1p), interferon-y (IFN-y) ve interlokin-23—Th17

yolunun sitokinlerinin lokal seviyelerini yiikseltir (Abraham ve Cho, 2009).

Ulseratif kolitiste bagirsak dokularinda nétrofil akiimiilasyonu meydana gelir.
Ancak, nétrofillerin hastaya zararli olup olmadigi veya ona kars1 koruyucu bir rol
oynayip oynamadigi belli degildir (Colgan, 2015; Kiihl ve ark., 2007). Clinkii buradaki
akiimiilasyonu sonrasi nétrofillerin bagirsak propriasindaki kapillar damarlara
adezyonu ve buralarda toplanmasi artar, TNF-o ve interlokin-1 tarafindan vaskiiler

endotelyal hiicrelerdeki adezyon orta derecede yukari regiile edilir. Bununla birlikte



dokudaki yangisal sitokinlerin artis1 da bolgeye notrofil gogiinii artirir. Mikrovaskiiler
anomalilikler yangi, iskemi ve mukozal rejenerasyonun bozulmasina yol agar. Iskemi
sonucunda bolgede hipoksi meydana gelir, bunun sonucunda hem hasar hem de
korumaya yardimci olan faktdrler diizenlenir (Abraham ve Cho, 2009; Hatoum ve ark.,

2006; Hegazi ve ark., 2005; Robinson ve ark., 2008).

2.1.4. Notrofil Elastaz ve Sivelestat

Notrofil elastaz, polimorfoniikleer nétrofiller ve monositler/makrofajlar
tarafindan {retilen bir serin proteazdir (Werb ve Gordon, 1975). NE, elastin,
interstisyel kollajenler, proteoglikanlar, fibronektin, laminin ve tip IV kollajenler gibi
genis bir hiicre dis1 matris ve hiicre yiizey proteinleri spektrumunu bozar (Janoff, 1985;
Janoff ve Schere, 1968; Mainardi ve ark., 1980; McDonald ve Kelley, 1980). Elastaz,
genis bir dizi hedefe kars1 gii¢lii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasiyla bilinir.
Normal fizyolojik kosullar altinda, geng¢ noétrofiller tarafindan salinan elastazin
proteolitik aktivitesi, alfal-proteaz inhibitorii gibi antiproteazlar tarafindan siki bir
sekilde diizenlenir. Bununla birlikte, neoplazmalarin varligi, cerrahi stres veya yangi
gibi fizyolojik rahatsizlik kosullar1 altinda, elastaz ve antiproteaz arasindaki denge
bozulur ve baskin elastolitik aktivite, ekstraseliiler matriksin yok olmasina neden olur.
Kontrolsiiz serbest birakilmas1 durumunda, elastaz ¢evredeki dokulara zarar verebilir
ve yangmin gelisimine katkida bulunabilir. NE ayrica pro-TGF-a'y1 proteolitik
aktivitesi araciligiyla insan solunum yolu epitel hiicrelerinin yiizeyinde ayirir ve insan
solunum yolu epitel hiicreleri {izerinde olgun, ¢oziinlir TGF-a salgilar. Bu da periferik
hava yollarinda tehlikeli miktarda miisin6z eksudat salgilanmasina yol agar (Kohri ve

ark., 2002; Naito ve ark., 2007).

Sivelestat; notrofil elastazin sentetik, spesifik, diisiik molekiiler agirlikli bir
inhibitoriidiir. Sivelestat'in akut akciger hasari (ALI) iizerindeki etkinligi gesitli
arastirmalarda gosterilmistir ve bu ilacin insanlarda sistemik inflamatuar yanit
sendromu (SIRS) ile iligkili ALI i¢in kullanimi onaylanmistir. Ayrica, baz1 yazarlar
sivelestat'in antikanser 6zelliklere sahip oldugunu bildirmistir (Wada ve ark., 2006;
Kamohara ve ark., 1997). Sivelestat, hiicre zarindan NE kaynakli TGF- a salinimini

ve elastaz aktivitesini inhibe eder (Wada ve ark., 2006). Elastazin aktivitesini inhibe



etmek, notrofiller tarafindan yapilan yangisal yanitt ve dolayisiyla oksidatif stresi
azaltabilir. Sivelestatin kanda SOD ve MDA seviyeleri {izerindeki etkisi, notrofiller
tarafindan olusturulan oksidatif stresin azaltilmasini yansitabilir. Sivelestat, ROS
iiretimini azaltabilir ve bu da SOD ve MDA seviyelerinde bir azalmaya yol agabilir.
Doku diizeyinde, sivelestatin 8-OHdG tizerindeki etkileri, hiicre hasarinin ve oksidatif
stresin azalmasin1 gosterebilir. 8-OHdG, DNA'da oksidatif hasar1 gosteren bir
belirtectir. Sivelestatin bu belirteglerin diizeylerini azaltmasi, oksidatif stresin ve hiicre

hasarinin azaldigin1 gosterebilir (Naito ve ark., 2007).

2.1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Notrofiller, viicudun hiicresel savunma sistemlerinin bir pargasi olan beyaz kan
hiicreleridir. Enfeksiyonlar veya yangi durumunda, nétrofiller etkilenen bolgeye
hareket eder ve potansiyel patojenlere karsi savasirlar. Notrofiller, bu saldiriy
gerceklestirirken cesitli sekillerde oksidatif stres olusturabilir. Notrofiller, hiicre
igerisindeki NADPH oksidaz araciliiyla siiperoksit radikalleri (O *—) olusturur. Bu
stiperoksit radikalleri hizla hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikalleri (¢ OH)
olusturur. Bu reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre zarlarina yakin bir yerde
uretildiklerinde, oksidatif stres olustururlar ve hiicre zarlarinda bulunan fosfolipitlerin
oksidasyonunu (lipid peroksidasyonu) tetiklerler. Bu durum, hiicre zarlarinin
biitiinliiglinlin bozulmasina ve hiicre hasarina neden olabilir. Noétrofiller ayrica, MPO
denilen bir enzim kullanarak H202'nin toksisitesini artirir. MPO, hiicre dis1 ve hiicre
ici halidlerin (6rnegin Cl—, Br—, I-, SCN—) oksidasyonunu katalizler, bu da hipohalous
asitleri olusturur. Bunlar, ¢esitli hedeflerde oksidatif hasara neden olabilir. MPO
aktivitesi, nitrotirozin olusumuna yol agabilir. Nitrotirozin, yangisal durumlarin erken
donemlerinde, ilseratif kolit, Crohn hastaligi ve romatoid artrit gibi durumlarda

gozlenen oksidasyonun énemli bir pargasidir (Naito vd., 2007).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicrelerde {iretilen yiiksek reaktif oksijen
molekiilleridir. Hiicre i¢i ROS seviyeleri siki kontrol edilmelidir. Yiiksek ROS,
oksidatif hasara neden olurken, diisiik/orta seviyeleri hiicresel fonksiyonlarda rol alir.
ROS seviyesindeki dengesizlik, oksidatif stresin ciddiyetini belirler. Hiicre i¢indeki

ROS lokalizasyonlar1 ile diizenlenebilir ve hiicreler ROS'a kars1 koruyucu
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mekanizmalara sahiptir (Cheung ve Vousden, 2022). Bir¢ok protiimorojenik olay ROS
iretimini tegvik eder. Siiperoksit bagimli oksidatif stresin yangi, fibrozis ve kanser
patofizyolojisinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Church ve ark., 1993; Hybertson
ve ark, 2011). ROS, MAPK ailesini aktive eder (Runchel ve ark., 2011) ve bu iiyeler,
hiicresel baglama 6zgii islevler goriir (Wada ve Penninger, 2004; Wagner ve Nebreda,

2009).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile bunlarin
antioksidanlar tarafindan nétralizasyonu arasindaki dengesizlik ile karakterize edilir.
Hiicreler, ROS'a karst korunmak i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirir,
bu mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 icerir (Karihtala ve

Soini, 2007; Lubos ve ark., 2011; McCord ve Fridovich, 1969; Valko ve ark., 2007).

ROS, hiicresel biyomolekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek sonunda
hiicre hasarma ve Oliimiine yol agan oksidatif olarak degistirilmis trilinler verir.
Proteinlerin ve DNA'nin oksidatif olarak degistirilmis tiriinleri olan protein karbonil
ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdQG), oksidatif stres i¢in belirtecler olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Dalle-Donne ve ark., 2006).

HOe*'nun DNA zincirinin niikleobazlari, 6rnegin guanin ile etkilesimi, C8-
hidroksiguanin (8-OHGua) veya bunun niikleosid formu olan deoksiguanozin (8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin) olusumuna yol agar. Baslangigta HOe ilavesinin
reaksiyonu, oksijen radikal eklentilerin olusumuna yol agar, ardindan bir elektron
c¢ikarilmasi ile 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG) olusur. 8-OHdG, oksitlenmis
irliin  8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozini  (8-oksodG) destekleyen keto-enol
tautomerizmine maruz kalir. Bilimsel literatiirde ayni bilesik i¢cin 8-OHdG ve 8-0xodG

kullanilmaktadir (Kasai, 1997).

DNA'nin diger niikleobazlart HOe ile benzer sekilde reaksiyona girse de 8-
0x0odG lezyonu en bol bulunan DNA lezyonudur ciinkii nispeten kolayca olusur ve
promutajeniktir ve bu nedenle potansiyel bir karsinogenez biyobelirtecidir (Kasai,
1997). Deneyler, 8-oxodG'nin mutajenik potansiyelinin, baz ¢ifti 6zgiilliigiiniin kaybs,

bitisik pirimidinlerin yanlis okunmasi veya lezyonlarin karsisina adenin eklenmesi ile
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desteklendigini gosterdi (Kasai, 2002). Bu mutasyonlar GC — TA transversiyon
mutasyonlarini igeren 8-0xodG olusumu nedeniyle ortaya ¢ikabilmektedir (Cheng ve
ark., 1992; Lunec ve ark., 2002). OHdG'nin belirlenmesi ve analizi, oksidatif stres,
yaslanma ve karsinogenezisin bir biyobelirteci olarak hayvan organlarinda ve insan
numunelerinde (idrar, insan organlari, I6kosit DNA's1) gergeklestirilebilir (Valavanidis

ve ark., 2005).

NRF2 (Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2) hiicrelerde antioksidan
yanit1 diizenleyen bir protein ve transkripsyona faktordiir. NRF2, hiicreleri oksidatif
hasara ve yangiya kars1 korur. Bu koruma, belirli genlerin ekspresyonu aktive edilerek
gerceklesir; bu genler antioksidan enzimler ve detoksifikasyon enzimleri iiretir

(Motohashi ve Yamamoto, 2004).

Oksidatif stres, hiicrelerde hasara yol agabilen serbest radikallerin birikmesi
durumunda meydana gelir. NRF2'nin aktivasyonu, bu serbest radikallerin notralize
edilmesine yardimci olur ve bu da hiicre hasarini ve ¢esitli hastaliklarin gelisimini
onler. NRF2 ayrica yangiy1 azaltir ve programli hiicre 6liimiinii (apoptoz) diizenler

(Sajadimajd ve Khazaei, 2018).

NRF2'nin islevi, kanser, norolojik hastaliklar, kalp hastaligi ve otoimmiin
hastaliklar dahil olmak iizere bir dizi saglik durumuyla iliskilendirilmistir. Bununla
birlikte, ¢ok fazla NRF2 aktivasyonu da problemli olabilir ¢linkii baz1 kanser tiirleri
NRF2'yi kendi yarara kullanabilir ve bu sayede tedavilere direng gosterebilir. Bu

nedenle, NRF2'nin diizgiin bir sekilde diizenlenmesi 6nemlidir (Cheng ve ark., 2015).

Oksidatif strese yanit olarak, niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (NRF2
veya NFE2L2), ROS ile savagsmak i¢in upregiile edilir ve etkinlestirilir. NRF2'nin
kanser hiicrelerinde hiperaktivasyonu, asir1 oksidatif bir ortamda hayatta kalmalari,
ilerlemeleri ve terapétik ilaclara direng gostermeleri i¢in onlara fayda saglar (Menegon

ve ark., 2016).

2.1.6. DNA Hasar1 ve DNA Hasar1 ile Oksidatif Stresin liskisi
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DNA organizmanin genetik bilgilerini igeren, bir¢cok i¢ ve dis hasara agik ve
bunlardan etkilenebilen bir biyomolekiildiir. DNA’da meydana gelen bazi mutasyonlar
veya cevresel etkiler DNA sarmali lizerinde hasar olusturabilir. UV 1sin1, gidalar,
ilaglar vb. DNA {izerinde mutajen etkilere sahip olan ¢evresel faktorlerin hepsi DNA
lizerine etkiye sahiptir ancak DNA koruma mekanizmalar1 sayesinde bu etkilerin -
pozitif veya negatif yonde olsun- tamami1 DNA’da degisiklik olusturmaz. DNA siirekli
olarak farkli yapidaki hasarlara maruz kalir, hiicre hasar1 tolere ve tamir etmek igin
bircok mekanizmay1 kullanir. Bu mekanizmalar replikasyon, rekombinasyon ve
onarimdir. ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS), niikleik asitler, proteinler ve lipitler
gibi gesitli hiicresel bilesenlere zarar verebilir. ROS ve RNS'nin oksidatif ve nitratif
DNA hasar1 yoluyla karsinogenezisde dnemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
PARP1 (Polimeraz (ADP-riboz) polimeraz 1), hiicrelerin DNA onarim siirecinde
O6nemli bir rol oynayan bir proteinidir. DNA hasarini tespit ettiginde, PARP1, DNA
onarim mekanizmalarim aktive etmek igin bir molekiiler isaret gérevi goriir. Ozellikle
tek iplikli DNA hasarinin onariminda gorevlidir. Ayrica, hiicresel stres yanitlari,
inflamasyon, hiicre oliimii ve diger birgok biyolojik siirecte de etkilidir. PARPI
tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve bu protein, 6zellikle kanser tedavisinde
hedef olarak onemlidir. DNA hasarinin onarilmasini engelleyen PARP inhibitorleri,
ozellikle BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarina sahip olan ve dolayisiyla normal
DNA onarim mekanizmalar1 zayiflamis olan bireylerde etkili olmustur. Bu durum,
kanser hiicrelerinin DNA hasarina kars1 daha savunmasiz hale gelmesini ve sonugta
O0lmesini saglar. Bu yaklasim 6zellikle meme ve yumurtalik kanseri tedavilerinde
kullanilmaktadir (De Vos vd., 2012; Lord ve Ashworth, 2012; Lord ve Ashworth, 2017,
Rouleau ve ark., 2010).

Oksidatif stres, viicutta serbest radikal olarak adlandirilan zararli molekiillerin
(genellikle oksijenli molekiiller) artmasidir. Bunlar, DNA hasarina neden olabilirler ve
hiicrelerin normal isleyisini bozabilirler. Oksidatif stres, bir dizi hastalikla
iliskilendirilmistir, 6rnegin kanser, kalp hastaliklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar.
PARPI, oksidatif stres ile iligkilidir ¢linkii bu tiir stres durumlar1 genellikle DNA
hasarma neden olur ve bu da PARPI'in aktivasyonunu tetikler. Aktif hale gelen
PARP1, ADP-ribozilasyon adi verilen bir siireg ile diger proteinlere sinyaller gonderir.

Bu, hiicrenin DNA hasarina yanit vermesini ve onarim mekanizmalarini harekete
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gecirmesini saglar. Oksidatif stres durumlarinda, 6zellikle ciddi veya uzun siireli
durumlarda, PARP1'in asir1 aktivasyonu hiicre enerjisini tiiketebilir ve hiicre 6liimiine
(nekroz veya apoptozis) neden olabilir. Bu nedenle, PARP1'in diizgiin bir sekilde
diizenlenmesi ve kontrol edilmesi, oksidatif stresin hiicrelere ve doku biitiinliigiine

verdigi hasar1 yonetme konusunda 6nemlidir (Andrabi ve ark., 2008).

H2AX, histon H2A'nin bir varyantidir ve DNA hasarina yanit olarak ATM,
DNA-PKcs veya ATR tarafindan fosforile edildigi bilinmektedir, YH2AX olarak
anilmistir ve iyonlastirici radyasyonun etkisi YH2AX odak olusumu iyi bilinmektedir
(Keogh ve ark., 2006, Mah ve ark., 2010a). yH2AX odaklarinin olusumu, UV'ye maruz
kalma, metabolik stres ve endojen DNA siirecleri gibi genotoksik etkilere yanit olarak
ortaya cikabilir. yYH2AX, DNA hasar yanitinda epigenetik modifikasyonlar olarak iyi
calisilmis histon varyantlarindan biridir. Ek olarak, yYH2AX, kromatini degistiren
faktorlerin alinmasi igin bir adaptor olarak da islev goriir. Memelilerde, YH2AX'in
yaslanma ve kanserin bir belirteci olarak potansiyel uygulamasi 6nerilmistir (Mah ve

ark., 2010a; Mah ve ark., 2010b).
2.1.7. Kimyasal Olarak indiiklenmis Ulseratif Kolitis Hayvan Modelleri

Ulseratif kolitis hastaligiin patogenezini detayli bir sekilde incelemek,
hastaligin mekanizmasini ve yolaklarini aragtirmak, hastalik iizerine ilaglarin veya
besinlerin etkinligini degerlendirmek, hastaligi 6nlemek veya tedavi etmek gibi
amaglar i¢in hastaligin farkli goriiniimlerini veya hastaligi total olarak taklit edebilen
hayvan modelleri gelistirilmisti. Bu amagla c¢esitli kimyasal maddeler ile
indiiklenebilen modeller veya genetik olarak knockoutlanmis immunsuprese deney

hayvanlar ile olusturulan modeller gelistirilmistir (do Nascimento ve ark., 2020).

Etanol iginde ¢ozdiiriilmiis trinitrobenzenesulfonik asitin (TNBS) fare, rat,
guinea pig ya da tavsanlara intrarektal uygulamasi ilk olarak 1989 yilinda gelistirilmis,
bu yolla yangisal bagirsak hastaligi benzeri kolitis olusturuldugu bildirilmistir.
Modelde diffuz kolon yangis1 ile karakterize artmis notrofil infiltrasyonu, yaygin
tilserler ve hiperemi olusturulabilir. Kisa siireli kullanim1 akut yangisal degisiklikler

meydana getiritken, 2 haftadan wuzun siireli kullanimda kronik kolitis

14



olusturulabilmektedir (do Nascimento ve ark., 2020). TNBS modeli kullanilarak
patolojik goriinim olarak iilseratif kolitise en benzer model olusturuyor olmasina
karsin yangisal infiltrasyon ve immunofizyolojik davranis olarak model Crohn

hastaligina benzer.

Oksazolon (OXA) kolitis olusturma amagli ilk olarak Boirivant ve arkadaglar
tarafindan 1998 yilinda kullanilmistir. OXA kolon mukozasinda hemoraji, kript
apseleri, goblet hiicrelerinde deplesyon, bagirsak duvarinda kalinlasma ve
submukozada sinirli kalan yangisal infiltrasyon olusturmaktadir. Th-1 yanit1 agisindan
Crohn hastaligindan daha ¢ok iilseratif kolitisi taklit eden model negatif bir yon olarak
sadece distal kolona etkiyebilmektedir ayrica mortalite oran1 doza bagli olarak %40°’a

varabilir (do Nascimento ve ark., 2020).

Dekstran sodyum siilfatla (DSS) olusturulan {ilseratif kolitis modeli en sik
kullanilan hayvan modelidir. Kullanilan maddeye karsi olusan yangisal yanit agisindan
insanda goriilen hastaliga en benzer yapiyr bu model olusturmaktadir. Bu reaktifin
yaygin olarak bulunabilmesi, uygulamasiin pratik olusu, uygun maliyetli olmasi1 ve
UC'nin baz1 klinik, histolojik ve immiinofizyolojik yonlerini taklit edebilme yetenegi
nedeniyle kemirgenlerde iilseratif kolitis indiiksiyonu i¢in diinyada en yaygin
kullanilan kimyasaldir. DSS’in olast mekanizmasi1 epitelyal bariyerde hasar
olusturmasi1 ve bu yolla bagirsak permeabilitesini artiran erozyonlar meydana
getirmesi seklindedir. igme suyuna %1-5 DSS uygulanmasi, insanlardaki iilseratif
kolitis hastaligina benzeyen ve ishal, iilserasyonlar, intestinal yangi, viicut agirlig
kayb1 ve kolon uzunlugunun kisalmasi ile karakterize siddetli bir kolitis olusumuna
yol acar. DSS, kalin bagirsagin epitel tabakasina zarar vererek proinflamatuvar
faktorlerin dokuya yayilmasina izin verir. DSS konsantrasyonlarindaki ve uygulama
sikligindaki farkliliklar, akut ve kronik intestinal inflamasyonun modellenmesine
olanak tanir. DSS, farkli molekiil agirliklarinda iretilebilir ve farkli molekiil
agirhginda etkiledigi kolon segmenti ve etki sekli farkli olmaktadir. Hastaligin
ilerlemesi insanlardakiyle bir¢ok benzerlik gosterse de bu fare modelinde hastaligin
gelisimine T ve B lenfositlerin katkida bulunmamasi gibi farkliliklar vardir (do

Nascimento ve ark., 2020; Herrero-Cervera ve ark., 2022).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Modeli

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu‘ndan alinan 8.12.2024 tarih ve 1397 numaral1 izinle tezin deneysel modeli igin
3 grup halinde toplam 24 adet 1042 haftalik yastaki Balb/c irki fareler kullanildi.
Modelin CAC oncesi iilseratif kolitis hastaliginm taklit etmesi ve kolorektal kanserde
olusan ilgili DNA hasarlarinin hayvanlarda olusturulabilmesi i¢in kolitis ve
kolitis+sivelestat gruplarina Parang ve arkadaslarinin (2016) AOM/DSS modeli
modifiye edilerek sifirinci ve dordiincii giinlerde, her bir uygulama 12 mg/kg olacak
sekilde 2 kez, 1mg/ml steril PBS ile sulandirilmis azoksimetan enjeksiyonu
intraperitoneal olarak uygulandi. Ayni giinlerde kontrol (K) grubu hayvanlarina da
agirliklarina uygun olarak hesaplanan hacimde steril PBS enjeksiyonu gergeklestirildi.
Yedinci gilinden itibaren toplamda 4 tur olacak sekilde aralarinda birer haftalik
dinlenme periyodu birakilarak %3 oraninda i¢gme suyu ile sulandirilmis 5 kDa molekiil
agirhgindaki DSS 7 giin siireyle, toplamda 28 giin boyunca ad libitum igme suyu
olarak verildi. Dinlenme periyotlarinda suluklar yikanarak normal igme suyu
hayvanlara bu siirelerde ad libitum olarak 7 giin siireyle, toplamda 21 giin verildi. Son
DSS periyodunun bitimi ve normal su verilen dinlenme periyoduna baglanilan elli
altinc1 gilinden itibaren steril PBS ile 1 mg/ml dozunda sulandirilan Sivelestat

hayvanlara 5 giin boyunca giinde 1 kez 50 mg/kg miktarinda verildi.

/ PBS PBS . su \

KONTROL 1 |

n:8 0 4 7 63
AOM AOM

(12 mg/kg) (12 mg/ke) DSS(%3) SU  DSS(%3) SU  DSS(%3) SU  DSS|(%3) suU

KOLiTis I | | | | ] | | | | !

n:8 0 4 7 14 21 28 35 a2 49 56 63
AOM AOM

: (12 mg/kg) (12 mg/kg) DSS (%3) SU  DSS(%3) SU  DS§(%3) SU DS (%3) SIVELESTAT
SIVELESTAT | | | | | | | | | 11 !

K n:8 0 4 7 14 21 28 35 42 49 56 57 y

Sekil 3.1. Deneyde uygulanan modelin sematik olarak gosterimi.
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Fareler, 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisti olan, kontrollii uygun sicaklik
(21-23°C) ve nem kosullarinda (%55-65), konvansiyonel bir ortamda barindirildi.
Gida ve su stirekli olarak saglandi ve farelerin herhangi bir rahatsizlik veya hastalik
belirtisi gdsterip gdstermedigi diizenli olarak kontrol edildi. Igme suyu giinliik olarak
tazelendi ve yem tiiketimi her 1-3 giin araliginda kontrol edildi. Yem kaplar1 ve su
sigeleri diizenli olarak temizlendi ve azami hijyenik kosullar saglandi. Fareler, genel
saglik, viicut agirligi ve anormal davranis veya rahatsizlik belirtileri agisindan giinliik
olarak incelendi. Toksik belirtiler letarji, zayiflik, kilo kayb1 ve dehidrasyon agisindan
takip edildi. Bunun yaninda diski, idrar, deri, tliyler, gozler, kulaklar, kuyruk renkleri
ve solunum gibi fiziksel belirtiler de kontrol edildi. Anormal diski (6rnegin, kanli,
kanli-kopiiklii, aniise bulagsacak kivamda veya sulu digki), idrar renginde degisiklik,
deri ve tiiylerde yipranma/yapagimsi bir goriiniim, kulaklarda kivrilma/isirik izi/renk
degisikligi, gozlerde akint1 veya sisme ve hizli veya zorlu solunum vb. herhangi bir
fare agir rahatsizlik belirtileri gostermesi veya baslangi¢ viicut agirliginin %20'sinden
fazla kilo kayb1 yasamasi durumunda aci ¢ekmelerini en aza indirmek i¢in insani
yontemlerle 6tenazi uygulanmasi kararlagtirildi. Farelere daha 6nce de belirtildigi gibi

atanan tedavi gruplarina gore ¢alisma ilaglari intraperitoneal olarak uygulandi.
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KONTROL KOLITIS SIVELESTAT

Sekil 3.2. Deney hayvanlarindan alinan kolon dokularinin makroskobik goriiniimii

Deney modeli ve enjeksiyonlar tamamlandiktan sonra fareler ketamin (90
mg/kg; 1.p.) ve ksilazin (10 mg/kg; i.p.) uygulanarak anestezi altina alindi ve

eksanguinasyon yontemi ile insancil bir sekilde Otenazi edildi. Eksanguinasyon
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sirasinda alinan kanlar sar1 kapakli serum tiiplerine konuldu; farelerin kolon dokulari
ise histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in ayr1 ayr1 toplandi. Sonrasinda
kolonun kayipsiz bir sekilde kolekte edilebilmesi i¢in kolon, rektumu ve sekumu
icerecek sekilde alindi. Bagirsak i¢indeki digskinin temizlenmesi i¢in peristaltik yonii
dogrultusunda, ucuna fare gavaj aparati takilmis bir enjektorle bagirsak liimenine FTS
enjekte edildi. Liimen igerisindeki digskinin yeterince temizlendiginden emin
olundugunda bagirsak liimeni mezenterial sinir kilavuz alinarak longitudinal bir
bicimde diseke edildi. Liimen agildiktan sonra olabildigince rektum ve sekum bitimine
yakin alanlar kolondan uzaklastirildi ve tiim kolon dokulart liimenleri yukariya
gelecek sekilde dizilerek fotograflandi (Sekil 3.1.). Biyokimyasal analizler igin tiim
gruplardaki farelerin her bir kolon dokusunun yaklasik 0,5 grami longitudinal olarak
ayrildi. Kalan kolon dokusunda, tiim kolon segmentlerinin detayli olarak
incelenebilmesi i¢in “Swiss Rolling” teknigi kullanildi. Bunun i¢in FTS ile yikanmig
ve longitudinal diseke edilmis kolon dokusu, pamuklu ucu kesilmis bir swab
cubugunun kesik ucu tarafina, distal ucundan baslayarak proksimal sonuna kadar
limen disartya bakacak, doku katlar1 birbiri lizerinden kaymayacak ve ¢ok siki

olmamasina dikkat edilecek bir bigimde sarild1 (Sekil 3.3).

19



Sekil.3.3. Swiss Rolling tekniginin uygulanmasi. A ve B kolon liimeninin yikanmasi,
C Kolon liimeninin longitudinal olarak ag¢ilmasi, D liimenin roll i¢in diizgiin bigimde
yayilmasi, E Swiss Rolling, F dokunun kasete aktarilmasi.

Doku takip kaseti i¢cinde swiss roll yapilan dokularin gevsememesini saglamak
i¢in saril1 halde iken 10 dakika boyunca %10’luk tamponlu formaldehitte bekletildi,
sonrasinda swab ¢ubugundan dikkatli bir bicimde kaydirilarak doku takip kasetlerine
alind1 ve %10’luk tamponlu formaldehitte 24 saat tesbit edildi. Siire sonunda tam
otomatik doku takip cihazinda (Leica ASP300S, Leica Microsystems, Wetzlar,
Almanya) dokularin takibi yapildi, islem sonunda metal basemoldlar yardimiyla
parafine gomiilerek bloklandi. Doku bloklarindan histopatolojik degerlendirme ve
immunohistokimyasal boyama i¢in mikrotom (Leica Rotary Microtome RM2155,
Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) ile 4um kalinli§inda kesitler sirastyla normal

ve polilizinli lamlara alindi.
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3.2.  Patolojik Analizler

3.2.1. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Normal lamlara alinan kesitler 70°C’lik etiivde 1 saat boyunca bekletilerek
dokulardaki parafinin yumusamasi saglandi, sonrasinda dort adet seri ksilolden 15°er
dakika gecirilerek deparafinize edildi. Dokulardaki ksiloliin uzaklastirilmasi igin
sirastyla absolii, %70 ve %50’lik alkollerden gecirildi, dokulara suyunu geri
kazandirmak i¢in distile suda 10 dakika bekletilerek dokularin rehidrasyonu saglandi.
Hematoksilen & Eozin boyama protokolii olarak Harris Hematoksilen kullanildi
(Presnell ve Schreibman, 1997). Bunun i¢in rehidrasyonu saglanan dokular 3 dakika
boyunca Harris Hematoksilen’de tutuldu, sonrasinda akar su altinda kolorizasyonu
saglandi. Eozin islemi i¢in amonyakli sudan gecirildi ve 1 dakika Eozin’le boyanda.
Fazla eozin ¢cesme suyunda akitildiktan sonra diisiik dereceli alkollerden yiiksek
dereceli alkollere en sonunda absolii alkolden gegirilerek dokular tekrar dehidre edildi.

Ksilolle parlatildiktan sonra entellan kullanilarak lamelle kapatildi.

3.2.2. Histopatolojik Analizler

Tiim gruplardaki kolon dokulari Bleich ve arkadaslarinin 2004 yilinda
bildirdikleri TJL skorlamasi kullanilarak semikantitatif olarak yapildi (Bleich ve ark.,
2004). Buna gore kolon proksimal mid ve distal kolon olarak ayr1 ayr1 degerlendirildi
ve degerlendirme 4 genel kriter kullanilarak gergeklestirildi. Tiim kesitler; siddet,
hiperplazi derecesi, iilserasyon derecesi ve etkilenen alanin segmente gore ylizdesi

kriterleri g6z dniinde bulundurularak degerlendirildi.

Lezyonlarin siddeti; normal (0), etkilenen alan kiigiik, fokal ya da multifokal
alanlar halinde ve yangi lamina propriada smirli kalmigsa hafif (1), lezyonlar
multifokal ya da diffuz lokal alanlar seklinde ve yangi submukozaya kadar uzanmigsa

orta (2), iilserlerle kapl genis alanlar mevcutsa siddetli (3) olarak degerlendirildi.

Hiperplazi derecesi; normal (0), morfolojik olarak normal yapidaki epitel
bitisigindeki veya kontrol dokusunun mukozasina gore 2-3 kat kalinlasmis ise hafif

(1), lamina epitelyalis 2-3 kat kalinlagm1s ancak kript hiicreleri hiperkromatik, goblet
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hiicre sayis1 azalmis, az sayida liberkithn kriptleri dagilmis veya aga¢ benzeri
goriinlime sahip ise orta (2), belirgin sekilde kalinlasmis epitelyum ile birlikte
hiicrelerde belirgin hiperkromazi, az sayida ya da yok olmus goblet hiicreleri, yiiksek
mitotik indekse sahip kript hiicreleri, fazla sayida aga¢ benzeri goriiniime sahip kript

varsa siddetli (3) olarak degerlendirildi.

Ulserasyon; iilser yoksa (0), 1-2 adet iilser var ve iilserlerin boyutu en fazla 20
kript kadarsa (1), 1-4 adet iilser var ve iilserlerin boyutu 20-40 kript kadarsa (2), 6nceki

kriterden daha siddetli en az 1 iilser varsa (3) olarak skorlandi.

Etkilenen alanin segmente gore yiizdesi; %0 (0), %10-30 (1), %40-70 (2),
%70’ten fazla ise (3) olarak skorlandi.

Tiim skorlamalar istatistiksel degerlendirmede kullanilmak {izere not edildi.
3.2.3. Immunohistokimyasal Boyamalar

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2125) yardimu ile polilizinli lamlar
(Menzel Polysine Slides, J2800AMNZ) iizerine 4 um kalinliginda kesitler alindi.
Dokudaki parafinin yumusamasini saglamak i¢in 70°C’lik etlivde 1 saat boyunca
bekletildi, sonrasinda dort adet seri ksilolden 15°er dakika gegirilerek dokular
deparafinize edildi. Dokulardaki ksiloliin uzaklastirilmasi icin sirasiyla absolii, %70
ve %50’lik alkollerden geg¢irildi, dokulara suyunu geri kazandirmak i¢in distile suda
10 dakika bekletilerek dokularin  rehidrasyonu saglandi. Olast antijen
maskelenmelerini engellemek amaciyla dokular antigen retrieval islemine tabii
tutuldu. Antigen retrieval i¢in 10 kat sulandirilmis sitrat tampon (Citrate Buffer Heat-
Induced Epitope Retrieval pH:6.0 Thermo Scientific: AP-9003-999) ile 121°C’de 15
dakika otoklavlandi. Sonrasinda 20-30 dakika sogumaya birakilan lamlar PBS
(Phosphate buffered saline Sigma: P4417) soliisyonunda 15 dakika yikandi. Kullanilan
primer antikor hostuna uygun sekonder kit segilerek (ImmPRESS® HRP Goat Anti-
Rat IgG, Mouse adsorbed Polymer Detection Kit, Peroxidase, MP-7444 ya da
ImmPRESS® Excel Amplified Polymer Staining Kit, Anti-Rabbit IgG, Peroxidase,
MP-7601, VectorLabs, CA, ABD) kit protokoliine gore immunohistokimyasal boyama

gerceklestirildi. Soguyan kesitlere eksojen proteinlerin bloklanmasi icin bloxall ile
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muamele edildi ve 10 dakika bekletildi, siire sonunda 5 dakika boyunca PBS ile
yikandi. Primer antikorun nonspesifik baglanmasini engellemek amaciyla at serumu
(Anti-Rabbit IgG kiti i¢in) veya ke¢i serumu (Goat Anti-Rat IgG kiti i¢in) kullanildi,
20 dakika bekletildi. Siire sonunda fazla serum lamlardan uzaklastirildi, Tablo 3.1.’de
verilen sulandirma oranlarinda diliie edilen antikorlar kesitlere uygulanarak 1 gece
boyunca +4°C’de bekletildi. Sonrasinda 5 dakika boyunca PBS ile yikanan dokulara
sekonder antikorun baglanmasini artirmak amaciyla (Anti-Rabbit IgG kiti igin)
yiikseltgeyici antikor damlatilarak 15 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 5
dakika boyunca PBS ile yikandi. Sekonder antikor (her kite uygun olan non-biotin
horseradish peroxidase) uygulanarak 30 dakika bekletildi. Sonrasinda kesitler iki defa
5’er dakika PBS ile yikanip, 3-3 diaminobenzidin (DAB) kullanilarak 151k mikroskobu
vasitastyla kontrollii boyanma saglandi. DAB reaksiyonunu durdurmak ve DAB
fazlasin1 uzaklastirmak amaciyla distile su ile yikandi. Arka plan boyamasi i¢in 10
saniye Mayer Hematoksilen ile muamele edildi. Siire sonunda c¢esme suyunda
kolorizasyonu yapildiktan sonra ksilolle parlatilip entellan kullanilarak lamelle
kapatildi. Kullanilan primer antikorlar, marka, kod ve diliisyon listesi Tablo 3.1.’de

verilmistir.

Tablo 3.1. immunohistokimyada kullanilan antikorlar.

Primer antikor Marka Kod Sulandirma Host
NREF2 PTG ptg16396 1:200 Rabbit
H2AX PTG ptg10856 1:500 Rabbit
PARPI PTG ptgl13371 1:200 Rabbit
8OHAG Bioss bs1278r 1:200 Rabbit
4HNE Bioss bs6313r 1:200 Rabbit
TNFa Bioss bs10802 1:300 Rabbit
Ly6G Cell signaling 19003 1:600 Rabbit
ELA2 (NE) RD Nb100-2284 5 ug/mL Rat
YH2AX BT Lab BT-AP09928  1:400 Rabbit
COX-2 PTG ptg27308 1:200 Rabbit

3.2.4. immunohistokimyasal Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi
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Kolon dokularimin immunohistokimyasal ekspresyonlarinin
degerlendirmesinin yapilmasi amaciyla kantitatif verilerin toplanabilmesi i¢in; her bir
farenin her bir kolon segmentlerinden 151k mikroskobu altinda (Carl Zeiss Axioscope
5, 07745 Jena, Almanya) x20’lik biiylitmede 3 farkli alanin mikrofotografi alindi. Her
bir fotograftan kolonun tiim katmanlarim icerecek sekilde 100.000 um?’lik alanlar
QuPath 0.5.1 (The Queen's University of Belfast, Northern Ireland) programi
kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirme sonunda her alanin histo (H) skoru

istatistiksel analizlerde kullanilmak i¢in toplandi.

Ly6G ve NE immunohistokimyasal ekspresyonlarinin skorlamasi i¢in kolon
dokusunda rastgele 5 farkli 100.000 um?’lik alan segildi ve pozitiflik gdsteren hiicreler
sayildi. Her um? alan basima diisen pozitif hiicre ile toplam hiicre sayis1 ve pozitif
hiicrelerin belirlenen alandaki toplam hiicrelere olan yiizdesi QuPath 0.5.1 programi

ile belirlendi. Elde edilen sayisal verilere gore istatistiksel analizler gerceklestirildi.
3.3. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in alinan kolon dokusu 6rnekleri, %0,9’luk NaCl ile
yikandiktan sonra kurutulup, analiz zamanina kadar -20 °C’de saklandi. Doku
ornekleri PBS (0.05 mol/l, pH 7.4) i¢inde 1/10 oraninda sulandirilarak homojenize
(Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) edildi. Santrifiij sonrasi elde
edilen siipernatantta analizler gergeklestirildi. Dokularda antioksidan ve oksidan
parametreler dlgiilerek oksidatif stres durumu degerlendirildi. Bu amagla; SOD, MDA
ve GSH aktiviteleri belirlendi. SOD aktivitesi Sun ve ark. (1988), GSH Sedlak ve
Lindsay (1968), MDA ol¢iimii Yoshioka ve ark. (1979) tarafindan bildirilen

yontemlerle 6lctildii.
3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplarin istatistiksel degerlendirilmesi ve grafiklerin ¢izimi GraphPad Prism
10.1.0 (GraphPad Software Boston, MA, ABD) programinda, korelasyon testleri ise
Jamovi 2.4.8 (The Jamovi Project, Sydney, Avustralya), korelasyon 1s1 grafikleri ise

yine Graphpad kullanilarak elde edildi. Shapiro-Wilk testi ile gruplardaki veri setinin
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normalitesi degerlendirildi. Shapiro-Wilk testi sonucuna gore normal dagilim gdsteren
verilerde Bartlett's testi ile gruplarin varyansinin homojenligine bakildi ve P degeri
0,05’ten biiyiik ¢ikmasi sonucu varyanslarin homojen oldugu kabul edildi. Gruplar
homojenlik ve normal dagilim gdstermesi sonrasi gruplar arasinda anlamli bir farkin
olup olmadigint degerlendirmek icin One-Way Anova testi kullanildi. Gruplar
arasindaki p degerleri *:0,01<p<0,05, **:0,001<p<0,01 ve ***: p<0,001 durumlarinda
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verilerin normal dagilim gostermemesi
durumunda Kruskal-Wallis testi uygulandi. Yine aym sekilde gruplar arasindaki p
degerleri *:0,01<p<0,05, **:0,001<p<0,01 ve ***: p<0,001 durumlarinda istatistiksel

olarak anlaml: kabul edildi.

Korelasyon analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla kullanilacak veri setleri;
immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda elde edilen H-skorlari, kolon
dokusunun distal (Dhskor), mid (Mhskor), proksimal (Phskor) segmentlerinden ayri
ayr1 ve ayrica tim segmentlerin ortalamasi alinarak (total H-skor; Thskor) analiz
edildi. Her bir segmentte dlgiilen biyobelirtecler (YH2AX, H2AX, PARPI1, 8-OHdG,
NRF2, 4-HNE, TNF-a ve COX2) arasindaki iligki Spearman sira korelasyon testi
kullanilarak degerlendirildi. Korelasyon analizleri, kontrol grubu hari¢ tutularak,
oncelikle yalnizca kolitis olusturulan grup verileriyle ve ardindan sivelestat grubu
verileriyle gergeklestirildi. Boylece kolitisin indiikledigi patolojik siireclerin sivelestat
uygulamasiyla degisimleri ele alinmis ve siireglerin hangi parametreler arasindaki
iliskileri etkiledigi ortaya konulmaya calisildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 esigi
esas alindi, ancak korelasyon giiciiniin biyolojik yorumlanabilirligi agisindan yalnizca
p-degeri ile degerlendirilmedi. Spearman korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesi
icin veriler “0,00-0,30: Onemsiz, 0,30-0,50: Diisiik, 0,50-0,70: Orta, 0,70-0,90:
Yiiksek, 0,90—1,00: Cok yiiksek™ seklinde siniflandirilarak yorumland: (Hinkle et al.,
2003; Mukaka, 2012). Bu kapsamda, istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak
Spearman rho > 0,30 olan korelasyonlar da biyolojik anlamlilik tasiyabilecek

potansiyel iliskiler olarak not edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhik Analizi

Hayvanlarin canli agirliklar1 8 hafta boyunca deney baslangicindan itibaren
haftada bir kez olmak iizere dokuz kez tartildi ve canli agirlik degisimleri sekil 4.1°de
gosterildi.
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Sekil 4.1. Hayvanlarin canli agirlik degisimleri

Olgiim verileri deney modelinin uygulamalariyla karsilastirildiginda; DSS
uygulamalariyla es zamanli olarak kontrol grubuna kiyasla kolitis ve sivelestat
gruplarinda belirgin agirlik kaybinin oldugu goriildii. Kontrol grubundaki farelerde ise
beklenen fizyolojik agirlik artis1 tespit edildi. Deney uygulamalari sirasinda DSS
verilen gruplarda bulunan farelerde gozlemlenen bu seviyedeki agirlik kayiplart ile
karsilagildiginda, deney hayvanlarinin refahi nedeniyle prosediir geregi deney
hayvanlarinin 6tenazisinin yapilacagi ve deneyin sonlandirilacagi daha onceden
belirtilmisti. Ancak literatiir taramalarinda; DSS kullanilan diger kolitis ve kolorektal
kanser deney modellerinde DSS kullanilan gruplarda, bu tezde uygulanan deney
modeli sirasinda karsilagilana benzer agirlik degisimlerinin bildirildiginin goriilmesi

sebebiyle, farelerdeki agirlik degisimleri hayvan refahina azami dikkat gdsterilerek
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kontrollii bir sekilde géz ardi edildi. Deney uygulamalarina devam edilerek deney

modeli planlandig1 sekil ve zamanda sonlandirildi.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Farelerin kolon dokularimin histopatolojik degerlendirmesi Bleich ve
arkadaslarinin 2004 yilinda bildirdikleri TJL skorlamasina gore yapildi. Bu
degerlendirme kriterlerine gore tiim kolon ii¢ bolgeye ayrildi ve bu bolgeler ayr1 ayri
degerlendirildi. Histopatolojik degerlendirme esnasinda incelenen kesitlerde
belirlenen kriterlerde bulunmayan diger histopatolojik lezyonlar ise bireysel olarak not
edildi.

Hematoksilen & Eozin kesitlerin histopatolojik degerlendirmesinde kontrol

grubundaki farelerin kolonlar1 genellikle normal doku histolojisi gostermekteydi
(Sekil 4.2-4.5).

Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait kolon dokusu. Alanda daha ¢ok distal ve mid kolon
segmentleri goriiliiyor. Kript boylari, goblet hiicreleri ve mukoza kalinligi normal
goriiniimde. H&E, X4, 200um Bar.

Kontrol grubunda az sayidaki farede, 6zellikle distal kolonlarinda teorik olarak

beklenen histolojik goriiniim yerine goriilen hafif derecedeki histopatolojik lezyonlar,
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calismada kullanilan deney hayvanlarinin konvansiyonel sartlarda bakim-besleme
kosullarina tabii tutulmasi nedeniyle “beklenen/olas1” durum olarak diigiiniildii. Ancak
kontrol grubundaki farelerden birkaginda, sadece distal kolon bolgesinde tespit edilen
hafif derecede epitelyal hiperplazi ve az sayida mononiikleer ile birlikte
polimorfoniikleer seriden yangi hiicresi gibi TJL kriterleri icinde degerlendirilen
bulgular da istatistiksel degerlendirmeye dahil edildi. Belirtilen kriterler diginda
kontrol grubundaki bazi farelerin distal kolon bolgelerindeki lenf folikiillerinde hafif
derecede reaksiyon varligi dikkati ¢ekti. Bunlarin yaninda hafif siddette yangili olan
distal kolon bolgelerinde serozadaki kii¢cliik damarlarda hiperemi de goriildii. Kontrol

grubundaki hayvanlarin mid-kolon ve proksimal kolon dokularinda dikkate deger

herhangi bir patolojiye rastlanmadi (Sekil 4.2-4.5).

Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait kolonun distal segmenti. Az sayida yangi hiicresi
mevcut. H&E, X20, 50pm Bar.
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Sekil 4.4. Kontrol grubunda mid segment kolon dokusu. Saglam olan epitel, goblet
hiicreleri ve Liberkiihn kriptleri goriiliiyor. Az miktarda yangi hiicresi mevcut. H&E,
X20, 50um Bar.

Sekil 4.5. Kontrol grubu proksimal bolgeye ait kolon dokusu. Tiim katmanlarin
goriinlimii normal histolojik yapiya benzerlik gosteriyor. H&E, X20, 5S0um Bar.

Kolitis grubundaki farelerin kolonlar1 incelendiginde distal kolonda degisken

yayginlikta ve siddette iilseratif alanlar dikkati ¢ekti (Sekil 4.6-4.7).
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Sekil 4.6. Kolitis grubuna ait bir farenin kolonu. Distal bdlgede genis iilserasyonlar
(oklar), Liberkiihn kriptlerinin hemen hemen tamami gézden silinmis, mukoza yangi
nedeniyle kalinlagmis (y1ldiz), infiltrasyon serozaya kadar yayilmis (ok basi), H&E,
X4, 200um Bar.

Sekil 4.7. Kolitis grubuna ait kolon dokusunda {ilserasyon bolgesi. Mukozada epitel
hasari ve kriptlerin yoklugu. Propria mukoza ve iilserasyonun oldugu alanin liimeninde
cok yogun yangisal hiicre infiltrasyonlar1, hiperemik damarlar. H&E, X10, 100pm Bar.

Ulserasyonun bulunmadigi alanlara bakildiginda, bu alanlardaki epitelyal

katmanin goblet hiicrelerini ¢ogunlukla yitirdigi, rektum ile distal kolonun birlestigi
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alanlarda epitelyal katmanda polipoid kalinlagsmalarin varligi gozlendi. Propria
mukozada, yer yer muskuler laminaya ve hatta serozaya kadar inen, orta siddetten cok
siddetliye degisen derecelerde, mononiikleer ve polimorfoniikleer seriden yangisal
hiicre infiltrasyonlar1 mevcuttu. Bazi alanlarda liberkiihn kriptlerinin gdzden silindigi
goriildii. Muskuler katmanda kas demetlerinin aralarina yangisal hiicrelerin infiltre
oldugu goze carpti. Genel olarak tiim katmanlardaki kapillarlarda hiperemi ve
serozada yer yer 0dem varligina rastlandi. Kolitis grubunun mid-kolon kesitlerine
bakildiginda, kriptlerin belirgin sekilde kiitlestigi goriildii. Goblet hiicrelerinin bazi
alanlarda dejenere oldugu ve sayica azaldigi, bazi alanlarda ise bu hiicrelerin hig
bulunmadig: dikkati ¢ekti. Liberkiihn kriptlerinin aralarinda yogun hiicresellik goze

carptl. Bu infiltrasyonlar nedeniyle mukozanin kalinlastig1 gozlendi. Bunlar disinda

kolonun diger katmanlarinda degisken derecelerde yangi bulgulart mevcuttu (Sekil
4.8-4.12).

Sekil 4.8. Kolitis grubunda distal kolonda yangisal infiltrasyon. Infiltrasyon
propriadan serozaya kadar yayilmis halde, kas liflerinin arasinda yang hiicreleri; tek
tiikk kalan liberkiihn kriptleri ve goblet hiicreleri goriiliiyor. H&E, X10, 100pm Bar.
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Sekil 4.9. Kolitiste mid kolon dokusunda hiicre infiltrasyonu. Goblet hiicreleri ve
kriptlerin say1s1 azalmis. H&E, X20, 50um Bar.

Sekil 4.10. Kolitis grubuna ait kolon dokusunda propriada yangisal hiicre
infiltrasyonu. Notrofil, lenfosit ve plazma hiicrelerinden olusan yangisal hiicreler,
hiperemik damar (yildizlar). H&E, X40, 20um Bar.
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Sekil 4.11. Kolitisli mid kolon. Kript ¢evresinde (oklar), propriada (ince ok) ve
muskuler katmanda (ok bas1) yangisal hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre sayisinda
belirgin azalma. H&E, X20, 50um Bar.
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Sekil 4.12. Kolitisli proksimal kolonda yanginin goriiniimii ve damarlarda hiperemi.
H&E, X20, 50um Bar.

Sivelestat grubuna ait dokularin histopatolojik bulgularmin, kolitis grubu
dokularina benzerlik gosterdigi tespit edildi. Distal kolonda mukozada genis alanlar

halinde iilserasyonlar, goblet hiicre sayisinda belirgin seviyede azalma, kayda deger
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miktarda kriptlerin gézden silinmesi gibi bulgular kolitis grubunda gozlenen bulgular
ile paraleldi. Serozadaki damarlarda hiperemi, muskuler katmana kadar yayilan
yangisal infiltrasyonlar, mukozadaki belirgin kalinlagma kolitis grubuyla benzer

siddette lezyonlardi. Distalde goriilen patolojilerin siddeti ve yogunlugunun proksimal

kolona dogru gidildik¢e hafifledigi ve seyreklestigi goriildii (Sekil 4.13-4.16).

Sekil 4.13. Sivelestat grubuna ait bir kolonda distal segmentte iilserasyon (oklar),
yangisal infiltrasyon (yildiz) ve mid kolon serozasinda 6demle birlikte hiperemik
damarlar (ok basi). H&E, X20, 50um Bar.
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Sekil 4.14. Sivelestat grubu mid kolon dokusunda nétrofil, lenfosit, plazma hiicrelerini
iceren yangisal hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre sayisinda azalma ve hiperemik damar.
H&E, X40, 20pm Bar.

Sekil 4.15. Sivelestat grubu mid kolon dokusunun goriiniimii. Propriadan muskuler
katmana kadar yayilan yangisal infiltrasyon, goblet hiicre sayisinda azalma, yer yer
kript sayisinda azalma. Mukoza kalinlasmis. H&E, X10, 100um Bar.
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Sekil 4.16. Sivelestat grubu proksimal kolon goriinlimii. Mukozada yangisal
infiltrasyon ve hiperemik damarlar. H&E, X10, 100um Bar.

Histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirmesi yapildiginda; kolitis
grubu ile sivelestat grubu arasinda distal kolonda istatistiksel bir fark olmadig: goriildii
ancak kontrol grubu ile kolitis (p<0,01) ve sivelestat (p<0,05) gruplar1 arasinda distal
kolonda anlamli bir farklilik vardi. Mid-kolonun histopatolojik verilerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi yapildiginda istatistiksel anlamliligin distal kolon verilerine
benzer oldugu goriildii. Proksimal kolonda ise kontrol grubu ile kolitis ve sivelestat
gruplarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,01). Tiim kolon
dokular total olarak incelendiginde ise yine ayni sekilde kontrol grubu dokularinin
kolitis ve sivelestat gruplarindaki kolon dokulariyla arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu dikkati ¢ekti (p<0,001). Gruplar arasindaki istatistiksel farkin
grafikleri Sekil 4.17°de verildi.
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Sekil 4.17. Farelerin kolon dokularinin segmentlerine gore ve total olarak yapilan
histopatolojik degerlendirmesi ve istatistik sonuglar1 (*: P <0,05; **: P <0,01; ***:P
<0,001)

Her grup kendi i¢inde degerlendirildiginde histopatolojik lezyonlarin kolon
bolgelerine gore dagilimlarinin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Buna gore
kontrolde istatistiksel olarak anlamli bir histopatolojik lezyon goriilmedi. Ancak kolitis
grubunda lezyonlarin dagiliminin distal kolonda proksimal kolona gore daha yiiksek
oldugu ve dagilimlarin farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu dikkati c¢ekti
(p<0,05). Bununla birlikte sivelestat grubundaki lezyonlarin ise istatistiksel olarak her
kolon bolgesinde belirgin farkliliginin oldugu, ayrica distal kolon lezyonlari ile mid-
kolon lezyonlar (p<0,001) ve distal kolon lezyonlar1 ile proksimal kolon lezyonlar
(p<0,001) arasindaki farkin da istatistiksel olarak 6nemli oldugu ortaya konuldu.
Gruplarin kendi i¢inde yapilan istatistiksel degerlendirmeye ait grafik Sekil 4.18°de

verildi.
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Sekil 4.18. Farelerin kolon dokularinin histopatolojik degerlendirmesi ve gruplar
arasindaki istatistik sonuglar1 (*: p <0,05; ***: p <0,001).

4.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimayasal ekspresyonlar gruplar arasinda hem total kolon dokusu
hem de her bir kolon segmenti 4hne, 8ohdg, gh2ax, h2ax, nrf2, parpl, tnfa ve cox2
immunreaksiyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi. Ly6g ve ELA2 ekspresyonlarinin
degerlendirilmesinde ise ayni sekilde gruplar arasinda total kolon dokusu ve her bir
kolon segmentindeki notrofil infiltrasyonlarinin immunreaksiyonlar1 degerlendirmeye

alindi.
4.3.1. 4 Hydroxynonenal (4HNE) Ekspresyonu

Kolon dokularindaki 4HNE ekspresyonlar1 incelendiginde; kontrol grubu
kolon dokularinda genel anlamda ekspresyonun ¢ok zay1f pozitiflik ile negatif arasinda
degiskenlik gosterdigi goriildii. Kolitis grubunda ise ekspresyonlarin 6zellikle distal
bolgelerde daha yogun oldugu, mid ve proksimal kolon segmentlerinde ise ortadan
siddetliye degisen kuvvette oldugu dikkati ¢ekti. Immunreaktivite genel anlamda
liimen enterositleri, liberkiihn kriptleri, propria mukozadaki mononiikleer seri yangi

hiicrelerinde gézlendi.
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Sekil 4.19. 4HNE immunreaksiyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Tiim kolon segmentlerine total olarak bakildiginda 4HNE ekspresyonlarinin
diger gruplara nazaran kolitis grubunda daha yiiksek immunreaksiyon varlig
gosterdigi dikkati ¢ekti. Sivelestat grubunda, kolitis grubuna gore daha zayif
ekspresyonlar vardi ve bu istatistiksel olarak anlamliydi (p<<0,001). Ayrica sivelestat
grubunun kontrol grubuna gore daha kuvvetli ekspresyonlar gosterdigi goriildii ancak
bu gorliniim istatistiksel olarak anlamli degildi. Buna ek olarak kolitis grubundaki
kuvvetli ekspresyonlar ile kontrol grubundaki ¢ok zayif hatta negatif ekspresyonlar

arasinda goriilen biiyiik fark ayn1 zamanda istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,001).
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Sekil 4.20. Tiim kolon segmentlerindeki ve total 4HNE ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
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Tim  gruplarda kolon  dokularinin  distal segmentindeki  4hne
immunreaksiyonlar1 degerlendirildiginde; kontrol grubu ile sivelestat grubu
dokularindaki ekspresyonlarin benzer oldugu ancak kolitis grubu ekspresyonlariin
diger gruplardaki ekspresyonlardan daha kuvvetli oldugu goriildii. Benzer sekilde
kolitis grubu ile sivelestat grubu ve kolitis grubu ile kontrol grubu arasindaki
ekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01), kontrol grubu ile
sivelestat grubu ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(p=0,594).

Mid kolon segmenti ekspresyonlariin gruplar arasindaki degerlendirmesinde;
kontrol ile sivelestat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 (p>0,999)
ancak kolitis grubu ile kontrol grubu ekspresyonlar1 (p<0,01) ve kolitis grubu ile
sivelestat grubu ekspresyonlar1 (p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu dikkati cekti.

Proksimal kolon dokusu ekspresyonlar1 incelendiginde; kontrol ve sivelestat
gruplar1 arasinda ekspresyon farki gozlenmedi. Kolitis grubunun ekspresyon siddeti
kontrol ve sivelestat gruplarma gore yiiksekti. Ekspresyonlar arasindaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirastyla p<0,001; p<0,01).

4.3.2. NRF2 Ekspresyonu

Kolon dokularindaki NRF2 ekspresyonlar1 incelendiginde; kontrol grubu
kolon dokularinda genel anlamda hafif ile orta siddette ekspresyon varlig1 mevcuttu.
Kolitis grubuna bakildiginda siddetli immunreaksiyonlar dikkati ¢ekti. Sivelestat
grubunda ise ortadan siddetliye degisen ekspresyonlar goriildii. Immunreaksiyonlarin
kontrol grubunda cogunlukla enterositler ve liberkiihn kriptlerinde oldugu, kolitis ve
sivelestat gruplarinda ise enterosit, liberkiihn kriptleri, propria mukozaya infiltre yangi

hiicreleri ve damar endotelinde oldugu izlendi.
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Sekil 4.21. Kolon dokularinda NRF2 immunreaksiyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20,
50um Bar.

Tiim kolon segmentleri birlikte incelendiginde; NRF2 ekspresyonlarinin kolitis
grubunda daha siddetli oldugu, kontrol ve sivelestat gruplar ile karsilastirildiginda,
kolitis grubu ile kontrol grubu arasindaki ekspresyon farkinin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Sivelestat grubundaki ekspresyonlarin kolitis
grubuna gore daha zayif oldugu dikkati c¢ekti ancak bu farklilik istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,134).
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Sekil 4.22. Tiim kolon segmentlerindeki ve total NRF2 ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05).
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Her bir kolon segmenti ayr1 ayri degerlendirildiginde; her segmentte genel
olarak kolitis grubunda goriilen ekspresyonlarin diger gruplara gore siddetli oldugu
gbzlendi ancak istatistiksel degerlendirmede segment bazinda gruplar arasinda anlamli

bir fark bulunmamaktaydi.

4.3.3. PARP1 Ekspresyonu

Tim kolon segmentlerinin immunreaktiviteleri total olarak incelendiginde;
tiim gruplarda PARP1 ekspresyonu varlig1 goriildii. Kolitis ve sivelestat gruplarinda
kontrol grubuna gore immunreaktivitenin daha yliksek oldugu dikkati ¢ekti. Kontrol
ile kolitis (p<0,01) ve kontrol ile sivelestat (p<0,01) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark mevcuttu. Ancak kolitis ile sivelestat gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak fark goriilmedi (p=0,995).
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Sekil 4.23. Gruplarda PARP1 ekspresyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Distal kolon ekspresyonlarina bakildiginda, sivelestat grubundaki
ekspresyonlarin  kontrol grubu ekspresyonlarindan yiiksek ancak kolitis grubu
ekspresyonlarina gore daha diisiik oldugu gozlendi. Proksimal kolonda ise kolitis
grubundaki ekspresyonlarin kontrol grubundan yiiksek ancak sivelestat grubundaki

ekspresyonlardan daha diisiik oldugu goriildii. Fakat bu veriler istatistiksel olarak
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degerlendirildiginde distal ve proksimal kolon segmentlerindeki ekspresyonlarin

gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedigi dikkati cekti.
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Sekil 4.24. Tiim kolon segmentlerindeki ve total PARP1 ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01).

Mid kolon segmentindeki immunreaksiyonlar incelendiginde; kolitis ve
sivelestat gruplarinda goriilen ekspresyonlarin kontrol grubu ekspresyonlarindan daha
yiiksek oldugu ve bu farkin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (her iki
grup i¢in p<0,05). Kolitis ile sivelestat gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark

goriilmedi.

4.3.4. H2AX Ekspresyonu

Tiim kolon segmentleri birlikte incelendiginde; H2AX ekspresyonlariin genel
anlamda kuvvetli oldugu goriildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem kolitis
hem de sivelestat gruplarindaki ekspresyonlarin nazaran daha yliksek oldugu,
sivelestat grubunda ise en yiiksek seviyede oldugu gozlendi. Bu veriler istatistiksel
olarak incelendiginde yalnizca kontrol ile sivelestat gruplari arasinda anlamli bir fark
oldugu dikkati ¢ekti (p<0,05). Kontrol ile kolitis ve kolitis ile sivelestat gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 4.25. Kolon dokularinda gruplara gére H2AX immunpozitif boyanmalar. IHC,
DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Distal kolon dokularinda kontrol ve sivelestat grubu ekspresyonlarinin, kolitis
grubu ekspresyonlarina gore yiiksek oldugu gozlendi. Sivelestat ile kolitis grubu
(p<0,01) ve kontrol ile kolitis gruplar1 (p<0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu dikkati ¢ekti. Kontrol ile sivelestat gruplari arasinda anlamli bir

istatistiksel fark yoktu (p=0,762).
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Sekil 4.26. Tiim kolon segmentlerindeki ve total H2AX ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
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Mid kolon dokularimin ekspresyonlar1 incelendiginde kolitis grubundaki
ekspresyonun  kontrol grubundan yiikksek oldugu, sivelestat grubundaki
immunreaktivitenin ise diger gruplardan daha yiiksek oldugu goriildii ancak bu

farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.

Proksimal kolon dokularmin ekspresyonlarina bakildiginda, kolitis ve
sivelestat gruplarinda goriilen immunreaksiyonun kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
dikkati ¢ekti. Kontrol grubuyla hem sivelestat (p<0,05) hem de kolitis (p<0,01)
gruplar1 arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamliydi. Kolitis ile sivelestat

gruplart arasinda ise anlaml1 bir istatistiksel fark yoktu (p=0,958).

4.3.5. yYH2AX Ekspresyonu

Tim kolon dokularindaki ekspresyonlar birlikte degerlendirildiginde kolitis
grubundaki YH2AX immunreaksiyonunun diger iki gruba gore cok yiiksek oldugu
goriildii. Kolitis grubunda kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek olan yYH2AX
ekspresyonunun sivelestat grubunda azaldigi dikkati ¢ekti. Her ii¢ grup arasindaki

farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001).
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Sekil 4.27. Kolon dokularinda gruplara gére YH2AX immunpozitif boyanmalar. [HC,
DAB Kromojen, X20, 50um Bar.
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Distal ve mid kolon dokular1 degerlendirildiginde YH2AX ekspresyonlarinin
kolitis grubunda diger gruplara gore en yiiksek seviyede oldugu tespit edildi. Kontrol
grubundaki ekspresyonlarin sivelestat grubuna gore daha diisiik oldugu, bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bunun disinda kolitis ile kontrol
(p<0,001) ve kolitis ile sivelestat (p<0,001) gruplar1 arasindaki ekspresyon farkinin ise
aym sekilde istatistiksel olarak anlamli oldugu dikkati cekti. Proksimal kolon
dokularinda da ayni istatistiksel farkin oldugu ancak sivelestat ile kontrol gruplar

arasindaki farkin anlamli ancak daha 6nemli oldugu gozlendi (p<0,01).
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Sekil 4.28. Tim kolon segmentlerindeki ve total YH2AX ekspresyonlarinin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).

4.3.6. SOHdG Ekspresyonu

Total kolon dokular1 ele alindiginda sivelestat grubuyla kontrol ve kolitis
gruplar1 arasinda belirgin bir ekspresyon farki dikkati ¢ekti. Sivelestat grubundaki
ekspresyon diger gruplara goére en yiiksek seviyedeydi. Sivelestat grubunun
ekspresyonu ile kontrol grubu ekspresyonu arasinda (p<0,001) ve sivelestat grubuyla

kolitis grubu arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir fark géze ¢arpti.
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Sekil 4.29. Gruplarda 8OHdG ekspresyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20, 50pum Bar.

Distal kolon dokularinda kontrol grubu ile sivelestat grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik varken (p<0,05), distal kolondaki diger gruplarda ve diger
kolon segmentlerindeki ekspresyonlar incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark goriilmedi.

.
* i o %k %k k
80 5803 803 5 80 "

3 2 3 - 3 [
= 60 T 60 - S 60- T ool
= < 60 2 60 < 60
= 0 J 2
K] o E >3 3 K= 3
S o 5 3 S
F40 5 407 E 40 = 40
) — E W | - -
a = ] x ] (=4 2
Q O e 3 -
220 5 20 o 20 8 204
g I = ] E T =
o T e
(=] ] I 3 © 3
0 0= 8 0- 02

» & X & X » . & AN & X
'&éo é& \06‘? Qéo Q\\ 09\@ 65 ° @ \06}0 <$° (§\\} Og(b
S €Y @ WY e N
% % % %

Sekil 4.30. Tiim kolon segmentlerindeki ve total 80OHdG ekspresyonlarmin
istatistiksel grafikleri (*: p <0,05; ***: p <0,001).

4.3.7 TNFa Ekspresyonu
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Tim kolon dokular1 gruplara gore incelendiginde; TNFa ekspresyonunun
kolitis grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriildii. Kontrol ile kolitis
(p<0,001) ve kolitis ile sivelestat gruplar1 (p<0,001) arasindaki ekspresyon farkinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu dikkati ¢ekti. Ancak kontrol grubu ile sivelestat

gruplar1 (p=0,830) arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir fark gozlenmedi.

Distal

Sekil 4.31. Kolon dokularinda TNFa immunreaksiyonlari. IHC, DAB Kromojen, X20,
50um Bar.

Distal ve proksimal kolon dokularinda kontrol grubu ile kolitis (p<0,01) grubu
arasinda ayrica kolitis ile sivelestat (p<0,05) grubu arasinda anlamli bir fark mevcuttu

fakat kontrol ile sivelestat gruplari (p>0,999) arasinda anlamli bir farklilik yoktu.
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Sekil 4.32. Tiim kolon segmentlerindeki ve total TNFa ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).

Distal ve proksimal kolona benzer sekilde mid kolon dokularinda gruplar
arasinda farkliliklar tespit edildi. Sivelestat ile kolitis grubu (p<0,01) ve kolitis ile
kontrol grubu (p<0,05) arasinda anlamli istatistiksel farkliliklar géze carpti. Ayni
sekilde kontrol ile sivelestat gruplar (p>0,999) arasinda bir farklilik yoktu.

4.3.8 COX-2 Ekspresyonu

COX-2 enziminin dokulardaki varlig1 incelendiginde; total kolon dokusundaki
ekspresyonu kontrol grubunda diisiik seviyelerde bulunurken kolitis grubundaki
orneklerde kontrol grubuna gore ylikselmis oldugu, sivelestat grubunda ise yine diisiik
seviyelere geldigi goriildii. Istatistiksel olarak bakildiginda kontrol grubu ile kolitis
grubu (p<0,001) ve kolitis grubu ile sivelestat grubu (p<0,001) arasinda belirgin bir
fark oldugu ve bu farkin anlamli oldugu tespit edildi. Kontrol grubu ile sivelestat grubu

(p=0,343) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 4.33. Tim kolon segmentlerinde COX-2 immunreaksiyonlari. IHC, DAB
Kromojen, X20, 50um Bar.

Distal kolon segmenti degerlendirildiginde kontrol grubunda goriilen
ekspresyonlarin zayif, kolitis grubunda goriilen ekspresyonlarin ise kontrol grubuna
gore daha kuvvetli oldugu dikkati ¢ekerken, sivelestat grubunda ise ekspresyonlar
kolitis grubuna goére daha zayifti. Kontrol ile kolitis (p<0,01) arasindaki goriilen bu
ekspresyon farki istatistiksel olarak anlamliyken kontrol ile sivelestat ve kolitis ile

sivelestat gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.
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Sekil 4.34. Tiim kolon segmentlerindeki ve total COX-2 ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).
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Mid kolon segmentine bakildiginda, kontrol ile kolitis grubu (p<0,01) ve kolitis
ile sivelestat gruplar1 (p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir ekspresyon farki
goze carparken, kontrol ile sivelestat gruplar1 (p=0,811) arasindaki ekspresyon farki

istatistiksel olarak 6nemsizdi.

COX-2’nin proksimal kolondaki ekspresyonlar1 dikkate alindiginda; belirgin
derecede diisiik olan kontrol grubu ile kuvvetli pozitifliklerin goriildiigi kolitis gruubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,001) mevcuttu. Benzer sekilde kolitis
grubu ile sivelestat grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli ekspresyon farki
(p<0,01) goriildii. Ancak kontrol grubu ile sivelestat grubu arasinda anlamli bir

ekspresyon farki dikkati ¢gekmedi (p=0,345).

4.3.9. LY6G Ekspresyonu

Ly6G notrofil 16kositlerin genel markeridir. Bu primer antikor dokulardaki var
olan nétrofillerin gdsterilmesi ve bu sayede kantitatif veriye doniistiiriilmesi amaciyla
kullanildigindan boyanma yogunluklar1 degerlendirilmedi. Tiim kolon dokularindaki
Ly6G ekspresyonu veren notrofil 10kositler degerlendirildiginde; kontrol grubunda
eksprese olan nétrofil sayisinin az, kolitis ve sivelestat gruplarinda ise fazla oldugu
goriildii. Gruplar birbirileriyle karsilastirildiginda kontrol ile kolitis (p<0,001) ve
kontrol ile sivelestat (p<0,001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
not edildi. Istatistiksel olarak kolitis ile sivelestat gruplar1 arasinda anlamli bir fark

yoktu (p=0,535).
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Sekil 4.35. Kolonun tiim segmentlerinde Ly6G pozitif immunreaksiyon veren
nétrofillerin goriinimii. IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Sekil 4.36. Sivelestat grubu distal kolonda Ly6G immunpozitivite veren bir ndtrofil
16kosit. IHC, DAB Kromojen, X40, 20um Bar.

Distal kolondaki nétrofiller gruplara gore degerlendirildiginde; kontrol ile
kolitis (p<0,001) ve kolitis ile sivelestat (p<0,01) gruplari arasinda nétrofil sayisindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu ancak kontrol ile sivelestat arasindaki farkin

anlamli olmadig1 goriildii (p=0,073).
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Sekil 4.37. Tiim kolon segmentlerindeki ve total Ly6G ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (*: p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001).

Mid kolon verileri degerlendirildiginde; kontrol ile sivelestat (p<<0,01) gruplari
arasinda gortilen istatistiksel olarak anlamli fark, kontrol ile kolitis (p<0,05) gruplari
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farktan biiyiiktii. Fakat kolitis ile sivelestat

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,568).

Proksimal kolonda istatistiksel olarak anlamli olan tek fark kontrol ile kolitis

gruplari arasindaydi (p<0,01). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

4.3.10 ELA2 (NE) Ekspresyonu

ELA2 elastaz aktivitesi gosteren notrofillerin markeridir. Ly6G’de oldugu gibi
ELA2 marker1 da NE aktivitesi gosteren notrofillerin gosterilmesi ve sayisal veriye
dontistiiriilmesi amaglanarak kullanildigindan boyanma yogunluklari
degerlendirilmedi. Total kolon dokusuna bakildiginda sivelestat gruplarinda goriilen
tek tiik boyanmalar haricinde ekspresyon sonuglar1 negatife yakindi. Kontrol grubu ile
kolitis grubu (p<0,001) arasinda ve kolitis grubu ile sivelestat grubu (p<0,001)
arasinda istatistiki olarak anlamli fark goriildii. Kontrol ile sivelestat gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,589). Distal kolon ekpresyonlar
incelendiginde; gruplar arasindaki farkin total kolon ekspresyonlarma benzerlik
gosterdigi dikkati cekti. Total kolon degerlendirmesinde oldugu gibi kontrol grubu ile
kolitis grubu (p<0,001) arasinda ve kolitis grubu ile sivelestat grubu (p<0,001)
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arasinda istatistiki olarak anlamli fark goriildii. Kontrol ile sivelestat gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,480).

Distal __Mid Proksimal

Kontrql

Kolitis

Sivelestat

Sekil 4.38. Kolonun tiim segmentlerinde ELA2 immunreaksiyonlarinin goriiniimii.
IHC, DAB Kromojen, X20, 50um Bar.

Sekil 4.39. Kolitis grubu distal kolonda ELA2 immunpozitivite veren notrofil
l16kositler. IHC, DAB Kromojen, X40, 20um Bar.
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Mid kolona bakildiginda kontrol grubu ile kolitis grubu (p<0,01) arasinda ve
kolitis grubu ile sivelestat grubu (p<0,001) arasinda istatistiki olarak anlamli fark
goriildii. Kontrol ile sivelestat gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu

(p=0,402).
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Sekil 4.40. Tiim kolon segmentlerindeki ve total ELA2 ekspresyonlarinin istatistiksel
grafikleri (**: p<0,01; ***: p <0,001).

Proksimal kolon ekspresyonlart degerlendirildiginde; kolitis ile sivelestat
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu (p<0,01) goriildii ancak

diger gruplar arasinda herhangi bir fark dikkati ¢gekmedi.

4.4 Immunohistokimyasal Bulgularin Korelasyonlari

4.4.1 Kolitis Grubu IHC Parametlerinin Yalniz Degerlendirilmesi
4.4.1.1 Distal Kolon (Dhskor) Bulgularn

Kolitis grubunun distal segmentinde TNF-a-COX2 arasinda yiiksek diizeyde
ve istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon belirlendi (r=0.812, p=0.050).
Anlamli olmayan ancak yiiksek diizeyde pozitif korelasyon 4-HNE-PARP1 ciftinde
saptand1 (r=0.725, p=0.103). Orta diizey korelasyonlar H2AX-8-OHdG (r=0.522),
NRF2-PARP1 (r=-0.600), 4-HNE-H2AX (r=-0.638) ve COX2-4-HNE (r=-0.696)
ciftlerinde goriildii. YH2AX-4-HNE (r=0.377), yYH2AX-NRF2 (r=0.429), COX2-
H2AX (r=0.429) ve TNF-a-8-OHdG (r=0.324) iliskileri diisiik diizeyde korelasyon
gostermistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. Distal kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.1.2 Mid Kolon (Mhskor) Bulgular:

Kolitis grubunun mid segmentinde 8-OHdG-PARP1 arasinda yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (r=0.841, p =0.036). Anlamli
olmayan ancak yiiksek diizeyde korelasyon H2AX-4-HNE arasinda negatif yonde
gbzlendi (r=-0.794). Orta diizeyde korelasyonlar sunlardi: H2AX-TNF-a (r=-0.657),
H2AX-COX2 (r=0.657), COX2-TNF-a (r=-0.600), COX2-4-HNE (r=-0.588), NRF2-
TNF-a (r=-0.543), yYH2AX-PARP1 (r=0.543) ve 8-OHdG-NRF2 (r=0.551) (Sekil
4.42).
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Sekil 4.42. Mid kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.1.3 Proksimal Kolon (Phskor) Bulgular:

Proksimal segmentte (Phskor) YH2AX-H2AX arasinda ¢ok yiiksek diizeyde ve
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (r=-0.943, p =0.017). Anlaml
olmayan ancak yiiksek diizeyde korelasyonlar 8-OHdG-NRF2 (r=0.771), 8-OHdG-
TNF-a (r=0.714), NRF2-TNF-a (r=0.714) ve PARP1-COX2 (r=0.714) ciftlerinde

gozlendi (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Proksimal kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.1.4 Total Ortalama H Skoru (Thskor) Bulgusu

Kolitis grubunun total skorunda H2AX-4-HNE arasinda ¢ok yiiksek diizeyde

ve istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (r=-0.928, p=0.008).

Anlamli olmayan ancak yiiksek diizeyde korelasyonlar YH2AX-NRF2 (r=0.829),
YH2AX-TNF-a (r=0.771) ve PARP1-8-OHdG (1=0.725) ciftlerinde goriildii. Orta
diizeyde korelasyonlar YH2AX-H2AX (r=-0.600), H2AX-NRF2 (1=0.829), 4-HNE-
COX2 (r=-0.551) ve YH2AX-4-HNE (r=0.522) ciftlerinde bulundu (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. Total kolonda kolitis grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.2 Sivelestat Grubunun Yalmz Degerlendirilmesi

4.4.2.1 Distal Kolon (Dhskor) Bulgular:

Sivelestat grubunun distal segmentinde istatistiksel olarak anlamli higbir
korelasyon belirlenmedi. Anlamli olmamakla birlikte orta diizeyde korelasyonlar
YH2AX-PARPI1 (r=0.543), YH2AX-4-HNE (r=-0.580), YH2AX-TNF-a (r=-0.638),
H2AX-8-OHdG (r=-0.600), PARP1-4-HNE (r=-0.609), PARP1-TNF-a (1=0.609), 8-
OHAG-NRF2 (r=-0.657), 8-OHdG-COX2 (r=0.638) ve NRF2-COX2 (r=-0.638)

ciftlerinde gozlendi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Distal kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.2.2 Mid Kolon (Mhskor) Bulgular:

Sivelestat grubunun mid segmentinde istatistiksel olarak anlamli bir iligki
goriilmedi; buna karsin TNF-a-PARP1 arasinda yiiksek diizeyde negatif korelasyon
izlendi (r=-0,754, p=0,084). Orta diizeyde iliskiler yH2AX-H2AX (r=0,600), yH2AX-
PARP1 (r=-0,609), YH2AX-COX2 (r=0,657), H2AX4-HNE (r=-0,657), NRF2-8-
OHJdG (r=-0,600), COX2-8-OHdG (r=0,657), YH2AX-NRF2 (1=-0,543) ve 4-HNE-
TNF-a (r=0,543) ¢iftlerinde kaydedildi (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Mid kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.2.3 Proksimal Kolon (Phskor) Bulgular:

Sivelestat grubunun proksimal segmentinde yalnizca H2AX-PARP1 arasinda
anlamli ve yiiksek diizeyde pozitif korelasyon saptandi (r=0,841; p=0,036). Anlamli
olmamakla birlikte yiiksek diizeye ulasan diger iligkiler H2AX-TNF-a (r=-0,754) ve
PARPI-TNF-a (r=-0,779) ciftlerinde negatif yonde goriildii. Orta diizey korelasyonlar
YyH2AX-H2AX (r=0,600), H2AX-COX2 (r=-0,600), PARPI-COX2 (r=-0,551),
YH2AX -COX2 (1=-0,543) ile 8-OHdG-NRF2 (1=0,543) eslesmelerinde kaydedildi
(Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. Proksimal kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari

4.4.2.4 Total Ortalama H Skoru (Thskor) Bulgusu

Sivelestat grubunun toplam H-skor analizinde yalnizca PARP1-TNF-a c¢ifti
istatistiksel olarak anlamli ve yiiksek diizeyde negatif korelasyon gosterdi (r=-0,886;
p=0,033). Anlamli olmamakla birlikte yiliksek diizeyli iliskiler YH2AX-COX2
(r=0,771), YH2AX-H2AX (1r=0,783) ve 4-HNE-COX2 (r=0,754) ciftlerinde saptandu.
Orta diizey korelasyonlar yH2AX-PARP1 (r=0,657), H2AX-PARP1 (r=0,638),
H2AX-NRF2 (r=0,638), NRF2-8-OHdG (r=-0,657), H2AX-TNF-a (r=-0,580) ve
NRF2-COX2 (r=-0,600) ciftlerinde izlendi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Total kolonda sivelestat grubu verilerinin korelasyon analiz sonuglari
4.5. Biyokimyasal Bulgular

Fare kolon dokularindan alinan orneklere yapilan biyokimyasal analiz

sonuglarinda SOD, GSH ve MDA seviyeleri degerlendirildi.

Verilere bakildiginda kontrol grubunda diisiik seviyelerde bulunan SOD
diizeylerinin kolitis ve sivelestat gruplarinda yiiksek oldugu goriildii. Istatistiksel
degerlendirme yapildiginda kontrol ile kolitis (p<0,01) ve kontrol ile sivelestat

(p<0,001) gruplar1 arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. Calisma dokularindan elde edilen SOD verilerinin istatistiksel
degerlendirmesi (**: p <0,01; ***: p <0,001).

Kontrol grubunda yiiksek olan GSH seviyelerinin kolitis grubunda belirgin
olarak diistiigli gozlendi. Sivelestat grubunda ise kolitis grubuna goére GSH
seviyelerinin belirgin sekilde arttig1 dikkati ¢ekti. Analiz sonuglarinin degerlendirmesi
yapildiginda; GSH seviyesindeki farkin kontrol ile kolitis (p<0,001) ve kontrol ile
sivelestat (p<0,001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi

(Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. Kolon dokusunun GSH diizeylerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi ve istatistik sonuglari (***: p <0,001)

MDA sonuglart incelendiginde ise kontrol grubunda MDA seviyelerinin
yuksek oldugu ancak kolitis grubuna bakildiginda, kolitis grubunda kontrol grubuna
gore MDA seviyelerinin belirgin derecede arttig1 dikkati ¢ekti. Sivelestat grubu ile
kolitis grubu karsilastirildiginda sivelestat grubundaki MDA seviyelerinin kolitis
grubuna gore azaldig1 goriildii. MDA seviyesi dikkate alindiginda kolitis ile sivelestat
gruplart (p<0,01) arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu dikkati cekti
(Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Kolon dokusunun MDA diizeylerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi ve istatistik sonuglar1 (**: p <0,01)
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5. TARTISMA

Ulseratif kolitis siirekli tekrarlayan, degisen derecelerde iilserasyonla
karakterize, yangisal bagirsak hastaliginin Crohn hastaliiyla birlikte iki alt tipinden
biridir ve diinyada Crohn hastaligina gore daha sik goriilme insidansi bulunmaktadir
(Gajendran ve ark., 2019). Bu ¢alismada tilseratif kolitis hastaliginin 6nemi iizerine
duruldu ve hastaligin genel yapisi, insidansi, risk faktorleri, klinik belirtileri,
patogenezi, histopatolojik bulgulari, tan1 ve tedavide kullanilan yaklasimlar, prognoz

ve hastaligin sonu ile ilgili bilgiler giincel literatiir taranarak ortaya konuldu.

Ulseratif kolitis hastalarinda kolitis iliskili kolorektal kanser gelisme riski
oldugu bilinmektedir. Kolorektal kanser olusum bakimindan genetik veya sporadik
nedenlere bagli meydana gelebilir, buna ek olarak tekrarlayan kolon enfeksiyonuna
bagli da sekillenebilir (Eaden ve ark., 2001). Enfeksiyoz kolorektal kanser
olusumunun molekiiler gelisimi familial ve sporadik gelisimden farklidir. Ulseratif
kolitis sirasinda ortaya ¢ikan oksidatif stres ve DNA’da olusan hasar, kolorektal kanser
gelisimi i¢in gerekli olan mutasyonu saglayabilir. Tez caligmasinda kolorektal kanserin
gelisiminde nedenlerden biri olan iilseratif kolitis hastaliginin, kolon dokusunda
oksidatif stres ve DNA hasar1 bakimindan olusturdugu degisiklikleri farelerde

indiiklenen deneysel kolitis modeli tizerinden arastirma hedeflendi.

Ulseratif kolitis, patogenezi hala tam olarak ortaya konulamamus bir hastaliktir.
Bununla birlikte baz1 vakalarda tedavi etkinligi de yetersiz kalabilmektedir. Ulseratif
kolitis tedavisi yapilmaz veya tam remisyonu saglanamazsa oldukga ciddi sonuglara
yol agabilen bir hastaliktir. Bu sonuglardan biri de kolitis iliskili kolorektal kanserdir
ve llseratif kolitis tanist konulmus hastalarin en az %]1-3,7’sinde kolitis iligkili
kolorektal kanser goriiliir (Gyde ve ark., 1982). Ulseratif kolitis hastaliginin
patogenezini detayli bir sekilde incelemek, hastaligin mekanizmasini ve yolaklarini
arastirmak, hastalik iizerine ilaclarin veya besinlerin etkinligini degerlendirmek,
hastalig1 6nlemek veya tedavi etmek gibi amaglar i¢in hastaligin farkli gériiniimlerini
veya hastalig1 total olarak taklit edebilen hayvan modelleri gelistirilmistir. Ancak
yazarlarin arastirmasina gore bu hayvan modelleri hastaligin kolitis iliskili kolorektal

kanser modelini taklit etmemektedir. AOM/DSS ile olusturulan kolorektal kanser
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hayvan modelinde, AOM kolon dokusunda kolorektal kanser olusumu i¢in genlerde
inisiyator etkide, 35-50 kDa molekiiler agirliktaki DSS de promotor etkide
bulunmaktadir. Kolitis hayvan modelinde kullanilan DSS ise 5 kDa molekiiler
agirhiktadir ve bu molekiiler agirliktaki DSS kolorektal kanser modelinde
kullanilmamaktadir. Belirtildigi gibi iilseratif kolitisin en 6énemli sonlarindan biri de
kolorektal kansere doniistimiidiir. Hayvan modelinin bunu taklit etmesi igin DSS ile
olusturulan kolitis hayvan modeli ile AOM/DSS ile olusturulan kolorektal kanser
hayvan modeli birbirine modifiye edilmistir. Bunun i¢in hayvanlara sifirincit ve
dordiincii giinlerde AOM uygulamasi yapilarak beklenen inisiyator etki olusturulmus,
sonrasinda kolorektal kanser modelinde kullanilmayan, sadece kolitise neden olan
molekiiler agirliktaki DSS, deney hayvanlarinda kolitisi uyarmak icin kullanilmigtir.
Bu sayede bu tez caligmasinda hem kolorektal kanser olusturmadan genlerde istenen

DNA hasar1 olusturulmus hem de kolitis gelistirilmistir.

Calismada, AOM ve DSS kullanilarak kronik kolitis modeli olusturulmus ve
elde edilen histopatolojik bulgular literatiirdeki benzer ¢alismalarla uyum gostermistir.
Yu ve arkadaglarinin (Yu ve ark., 2023) DSS ile indiiklenen kronik kolitis {izerine
yaptiklar1 ¢alismada, DSS'in 5 giin siireyle kullanilmasi, ardindan 5 giinliik ara
verilmesi seklinde uyguladiklart DSS dongilisiiniin ii¢ kez tekrarlanmasiyla kronik
kolitis modelinin basariyla olusturuldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada benzer bir
protokol izlenerek, DSS'in kronik yangi olusturma kapasitesi dogrulandi. Ozellikle, Yu
ve arkadaglarinin modelinde tarif edilen submukoza ve kas tabakasindaki yangisal
hiicre infiltrasyonu, mukozal 6dem ve fibrotik doku proliferasyonu gibi belirgin
histopatolojik degisikliklerin, bu tez calismast modelinde de net bir sekilde

gbzlemlenmis olmasi dikkat ¢ekicidir.

Tez c¢alismasinda, DSS uygulamasinin yani swra AOM'un etkisi de
degerlendirildi ve bu iki ajan arasindaki sinerjinin kolon mukozasinda daha belirgin
bir hasara yol ac¢tig1 gozlemlendi. Yu ve arkadaslarinin ¢calismasinda (Yu ve ark., 2023)
rapor edilen, DSS'in mukozal yapry1 bozarak kronik yangisal bir ortam olusturdugu
bulgusu, bu ¢alismada uygulanan modeldeki sonuglarla da uyumlu bir sekilde ortaya
cikmistir. Bununla birlikte, AOM eklenmesiyle DSS'in etkisinin daha siddetli yangisal
yanit ve histopatolojik degisikliklerle birlestigi gosterilmistir.
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Kitajima ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada (Kitajima ve ark., 2000), 5
kDa molekiiler agirliga sahip DSS'in farelerde kolitis indiiksiyonundaki etkileri
incelenmistir. Bahsedilen ¢alismada, 5 kDa DSS uygulamasinin 6zellikle sekum ve
proksimal kolon bolgelerinde yogunlasan histopatolojik degisikliklere yol agtig1 rapor
edilmistir. Belirtilen lezyonlar arasinda kript kaybi, mukozal ve submukozal yangisal
hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem, erozyon ve iilserasyon yer almaktadir. Ayrica,
lezyonlarin siddeti ve dagiliminin DSS'in molekiiler agirligina bagl olarak degistigi
vurgulanmistir. Bu tezde 5 kDa molekiiler agirliga sahip DSS kullanarak olusturulan
kronik kolitis modelinde elde edilen histopatolojik bulgularin benzer olmasina karsin,
lezyonlarin yogunluk gosterdigi bolge agisindan Kitajima ve arkadaglarinin
bulgularindan farklidir. Tez ¢alismasinda 6zellikle distal kolon dokularinda mukozay1
genis alanlarda kaplayan siddetli lezyonlar gézlenmistir. Bu lezyonlar arasinda genis
tilserasyonlar, kript kaybi, epitel hiperplazisi, belirgin hiicresel hiperkromazi, goblet
hiicrelerinin azalmasi veya yoklugu ve dallanan kript yapilar dikkati ¢ekmistir. Mid-
kolon ve proksimal kolon dokularinda ise daha hafifile orta derecede siddetli lezyonlar
gdzlenmis, lilser alanlarinin azaldig1 ve epitel hiperplazisinin daha sinirli oldugu tespit
edilmistir. Tiim bu bulgular, 5 kDa agiligindaki DSS ile indiiklenen kolitis modeliyle
olusturulmus Pengkumsri ve arkadaglarinin yaptigt calisma ile benzerlik

gostermektedir (Pengkumsri ve ark., 2015).

Calismada kullanilan sivelestat uygulamasinin kolondaki patolojik bulgular
azalttigr gozlemlenmistir. Sivelestat grubundaki farelerde, kolitis grubuna kiyasla
histopatolojik olarak tespit edilen lezyonlarin siddetinde azalmalar goriilmiis olsa da
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum, sivelestatin kolitis
tizerindeki potansiyel terapdtik etkilerinin daha derinlemesine arastirilmasi gerektigini
isaret etmektedir. Genel olarak, bulgularimiz DSS'in 5 kDa molekiiler agirliginin
histopatolojik etkilerini ortaya koymakta ve kronik kolitisin patogenezine dair mevcut

literatiirle uyum i¢inde 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Ulseratif kolitis patogenezinde nétrofillerin kritik bir rol oynadig1 uzun siiredir
bilinmektedir. Literatiirde, nétrofillerin mukozal kriptler ve bagirsak mukozasina
birikiminin hastalik aktivitesi ve epitel hasari ile dogrudan iligkili oldugu belirtilmistir

(Naito ve ark., 2007). Aktive olmus notrofiller, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve azot
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tiirleri iireterek oksidatif stresin olusumuna neden olur. Bu siireg, epitel biitiinliigliniin
bozulmasina ve yanginin siddetlenmesine yol agar (Natsui ve ark., 1997; Okayasu ve
ark., 1990). Bu tezde elde edilen bulgular, kolitis grubunda nétrofil elastaz (NE) ve
Ly6G ekspresyonlarinin belirgin sekilde artis gésterdigini ortaya koymus, literatiirde

belirtilen bu mekanizmalarla uyum gostermistir.

Kolon kesitlerine yapilan immunohistokimyasal analizler, kolitis grubunda NE
ve Ly6G eksprese eden hiicrelerin 6zellikle distal kolonda yogunlastigini, mid-kolonda
azaldiginmi ve proksimal kolonda en diisiik diizeyde oldugunu gostermistir. Bu bulgu,
DSS ile indiiklenen deneysel kolitis modellerinde DSS uygulamasinin mukozada
ndtrofil birikimini artirdigina dair literatiir verileriyle tutarlidir (Morohoshi ve ark.,
2006; Natsui ve ark., 1997). Bunun yan sira, kontrol grubunda NE ve Ly6G
ekspresyonlarinin diisiik diizeyde olmasi, normal fizyolojik kosullarda nétrofil
aktivitesinin sinirli derecede varligin1 gostermektedir. Sivelestat grubunda hem NE
hem de Ly6G eksprese eden hiicrelerin sayisindaki azalma dikkat cekicidir ve bu
bulgu, literatiirde notrofil elastaz inhibitoérlerinin DSS ile indiiklenen kolitis
modellerinde yangiyr azalttigini belirten ¢aligmalarla paraleldir (Morohoshi ve ark.,

2006).

Sivelestat uygulamasinin etkileri, NE ve Ly6G ekspresyonlarinin 6zellikle
kontrol grubu distal kolon dokusu basta olmak {izere genel olarak benzer seviyelere
diismesini saglamis ve bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Sivelestat
grubunda, kolitis grubuna gore belirgin sekilde azalan nétrofil infiltrasyonu, nétrofil
elastazin yanginin siddetlenmesindeki roliinii bir kez daha dogrulamaktadir. Bu sonug,
noétrofillerin DSS ile indiiklenen kolitis modellerinde oksidatif stres ve yangisal yanitin
ana belirleyicilerinden biri oldugunu ve noétrofil elastaz inhibitorlerinin terapdtik

potansiyel tasidigin1 gostermektedir.

Oksidatif stresin {ilseratif kolitis patogenezindeki rolii, nétrofillerin ROS
tretimi ve bunun yol actig1 lipid peroksidasyonu mekanizmalar1 ile yakindan
iligkilidir. Literatiirde, DSS ile indiiklenen deneysel kolitis modellerinde ROS
iretiminin oksidatif stresi artirdig1 ve hiicresel hasara yol agtig1 belirtilmistir (Naito ve

ark., 2007; Wang ve ark., 2023). 4-HNE gibi lipid peroksidasyon iirlinleri, oksidatif
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stresin Onemli bir gostergesi olarak on plana ¢ikmaktadir. Caligmamizda, 4-HNE
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla kolitis grubunda belirgin sekilde artmasi,
lipid peroksidasyonunun iilseratif kolitisteki kritik roliinii desteklemektedir. MDA
seviyelerinin kolitis grubunda kontrol grubuna gore artis gostermesi, bu bulguyu
biyokimyasal olarak dogrulamakta ve oksidatif stresin iilseratif kolitisteki etkisini bir

kez daha vurgulamaktadir.

Oksidatif stresin kontrol altina alinmasinda antioksidan mekanizmalarin 6nemi
biiyiiktiir. GSH, hiicrelerin oksidatif stresle miicadelede en dnemli bilesenlerinden biri
olarak bilinmektedir. Calismamizda, GSH seviyelerinin kontrol grubunda yiiksek,
ancak kolitis grubunda belirgin sekilde diisiik oldugu gozlenmistir. Bu durum, ROS
birikiminin antioksidan savunma sistemlerini tiikettigini ve oksidatif hasar1 artirdigin
gostermektedir. Sivelestat tedavisinin, GSH seviyelerini artirmast ve MDA
seviyelerini ~ diislirmesi, oksidatif stresin nétrofil elastaz inhibitorleriyle
azaltilabilecegini ve hiicresel dengenin yeniden saglanabilecegini gostermektedir.
Literatiirde, benzer sekilde, antioksidanlarin DSS ile indiiklenen oksidatif stresi

hafifletmede etkili oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2014).

Biyokimyasal bulgularimiz, immunohistokimyasal analizlerle elde edilen
sonuglar1 desteklemektedir. Ozellikle, Sivelestat grubunda hem 4-HNE hem de MDA
seviyelerinin azalmasi, lipid peroksidasyonunun hafifledigini ve hiicresel zar
biitiinliiglinlin daha iyi korundugunu gostermektedir. Ayrica, NRF-2 ekspresyonunun
kontrol seviyelerine yakinlagmasi, hiicresel savunma mekanizmalarinin Sivelestat ile
yeniden aktive oldugunu diisiindiirmektedir. Calismamiz, oksidatif stresin tlseratif
kolitis patogenezindeki roliinii ve notrofil elastaz inhibitorlerinin bu siirecteki terapotik
potansiyelini ortaya koymaktadir. Hem biyokimyasal hem de immunohistokimyasal
bulgular, Sivelestat'in oksidatif stresi hafifleterek tilseratif kolitisin klinik yonetiminde

umut vadeden bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Pro-inflamatuar sitokinler, 6zellikle TNF-a ve IL-6, DSS ile indiiklenen
kolitiste inflamasyonun ana aracilarindan bazilaridir. Bu sitokinler, mukozal
inflamasyonu siddetlendiren ve doku hasarini artiran 6nemli molekiillerdir (Kim ve

ark., 2012). Siklooksijenaz-2 (COX-2) ise yangisal siireclerde rol oynayan

71



enzimlerden biridir. TNF-o gibi proinflamatuar sitokinler dokuda COX-2
ekspresyonunu artirabilir. Yapilan bir calismada deneysel kolitis olusturulan ratlarda
COX-2 ve TNF-a inhibisyonunun olusturulan yangi lizerine etkileri gosterilmis, COX-
2 ve TNF-a’nin iliskili oldugu ortaya konmustur (Paiotti ve ark., 2012). Calismamizda,
kolitis grubunda TNF-a seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte, sivelestat tedavisi bu sitokin seviyesinde belirgin bir
azalma saglamis, bu da literatiirde bildirilen anti-inflamatuar mekanizmalarla uyumlu
bulunmustur (Zhang ve ark., 2021). Ayrica COX-2 verileri de TNF-a ile paralellik
gostermektedir; kontrol gubunda diisiik seviyelerde iken kolitis grubunda yiiksek
seviyelerde oldugu, sivelestat grubunda ise azaldigi dikkati ¢ekmistir. Zhang ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, DSS uygulamasimin bagirsak mukozasinda ciddi
inflamasyona yol agtig1 ve bu siirecin MAPK/ELK1 sinyal yolaklar1 iizerinden
diizenlendigi gosterilmistir. Ayrica, arbutin gibi dogal anti-inflamatuar ajanlarin bu
yolla TNF-a ve IL-6 seviyelerini diislirerek inflamasyonu azalttigi bildirilmistir.
Paiotti ve arkadaslar1 ise ayr1 ayr1 uyguladiklart COX-2 ve TNF-a inhibitorlerinin
etkisini incelemisler; TNF-a inhibitorii uygulanan grupta COX-2 seviyelerinin
diistiigiini, COX-2 inhibitoriiniin uygulandig grupta TNF-a diizeylerinde herhangi bir
degisiklik olmadigimi bildirmislerdir. Calismamizda, hem COX-2 ile TNF-a
sonuglarin literatiir verileriyle uyumlu oldugu gosterilmis, hem de sivelestatin

arbutine benzer bir etki mekanizmasi ile inflamasyonu hafiflettigini diisiindiirm{istir.

Calismamizdaki biyokimyasal analizlerde, GSH seviyelerinin kolitis grubunda
belirgin sekilde azaldigin1 ve SOD ve MDA seviyelerinin ise kontrol grubuna gore
arttigini tespit ettik. Bu durum, DSS'in oksidatif stres yoluyla lipid peroksidasyonunu
artirdig1 ve antioksidan savunma mekanizmalarini tiikettigini gostermektedir (Kim ve
ark., 2012; Zhang ve ark., 2021). Sivelestat tedavisi ile dokulardaki GSH seviyelerinin
arttigini, SOD seviyelerinde belirgin bir farklilik olmadigi ancak MDA seviyelerinin
azaldigimi gozlemledik. Bu sonuclar immunohistokimyasal verilerle paralellik
gostermekle birlikte istatistiksel olarak anlamliliga ulagmamaistir. Sivelestatin oksidatif
stres lizerindeki baskilayict etkisinin, anti-inflamatuar mekanizmalara bagl olarak
sekillendigi diistiniilmiis ve bu durum GSH, MDA ve SOD oranlarindaki degisimlerle

de kismen desteklendigi goriilmiistiir.
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Tezde elde edilen bulgular, sivelestatin inflamasyonu ve oksidatif stresi
azaltarak DSS ile indiiklenen kolitisin tedavisinde umut vadeden bir ajan olabilecegini
gostermektedir. Inflamasyonun siddetini azaltan bu etkiler, 6zellikle notrofil elastaz

aktivitesini hedefleyen tedavilerin etkinligini vurgulamaktadir.

Ulseratif kolitiste, DNA hasari, Ozellikle ROS ve nitrik oksit tiirevleri
tarafindan tetiklenir. ROS, dogrudan DNA ¢ift sarmalli kiriklarina (DSB) neden
olmamakla birlikte, DNA {iizerindeki tek sarmalli kiriklari (SSB) DSB'lere
doniistiirerek genetik instabiliteye yol agabilir (Sawa ve Ohshima, 2006; Vilenchik ve
Knudson, 2003). Bu mekanizma, SSB'lerin yakin bdlgelerde birikmesi ya da
replikasyon catallarinin ¢dkmesi sonucu ortaya cikar (Cahill ve ark., 2006).
Calismamizda, YH2AX ekspresyonunun kolitis grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli sekilde artmis olmasi, DSB'lerin iilseratif kolitis patogenezindeki 6nemini ve
ROS'un bu siirece katkisini dogrulamaktadir. H2AX, DNA ¢ift sarmalli kiriklarina
yanit olarak hizla fosforile olmakta ve DNA tamirinde rol oynayan proteinlerin
toplanmasini saglamaktadir (Dickey ve ark., 2009; Fernandez-Capetillo ve ark., 2004).
Literatiirde, tilseratif kolitis hastalarindan alinan kolon biyopsilerinde YH2AX
seviyelerinin kontrol gruplarina gore arttig1 ve bu artisin inflamasyonla iligkili oldugu
belirtilmistir (Chambers ve ark., 2005). Sivelestat tedavisi sonrast YH2AX
ekspresyonunun kolitis grubuna gore anlamli derecede diismesi, nétrofil elastaz
inhibisyonunun DNA hasarin1 6nemli dl¢iide geri ¢evirdigi seklinde yorumlanabilir.
Sivelestatin buradaki etkisi; inflamatuar siirecler sirasinda hiicredeki oksidatif stres
yukiini hafifletmesi sonucu DNA hasar1 onariminin bagladigi seklinde yorumlanabilir.
Bu bulgu, Sivelestat'in inflamasyon ve oksidatif stres iizerindeki bazi baskilayici
etkileriyle birlikte DNA hasar1 iizerinde dolayli etkisinin olabilecegini

diistindiirmistiir.

8-OHdG, ROS'un neden oldugu oksidatif DNA hasarmin spesifik bir
gostergesidir ve {iilseratif kolitis ile iligkili neoplazilerde yiiksek seviyelerde bulunur
(D’Inca ve ark., 2004; Gushima ve ark., 2009). Calismamizda, kolitis grubunda 8-
OHJG seviyelerinin belirgin sekilde artmis olmasi, ROS'un DNA {izerindeki yikici
etkisini ve llseratif kolitisin kronik inflamatuar dogasinin genetik stabilite lizerindeki

tehditlerini ortaya koymaktadir. Ancak, 8-OHdG o6l¢limiiniin analitik zorluklari
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nedeniyle sonuclarin dikkatle yorumlanmasi gerekmektedir (ESCODD, 2003).
Calismamizdaki YH2AX ve 8-OHdG bulgulari, DNA hasarinin {ilseratif kolitis
patogenezindeki kritik roliinii ve bu siirecin ROS tarafindan nasil tetiklendigini ortaya
koymaktadir. YH2AX ekspresyonunun kolitis grubuna kiyasla sivelestat grubunda
diismiis olmasi, ndtrofil elastaz inhibitdriiniin DNA hasarini baskiladigini gostermekle
birlikte 8-OHdG’de devam eden artis nedeniyle ROS kaynaklt DNA hasarinin
engellenmesinde sinirli rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bulgular, nétrofil elastaz
inhibisyonunun inflamasyon ve oksidatif stresin baz1 gostergeleri lizerinde etkili olsa
da oksidatif stres aracili DNA hasarina kars1 koruyucu etkilerinin sinirli olabilecegini
ve llseratif kolitisin kronik komplikasyonlarini 6nlemede daha kapsamli tedavi

stratejilerine ihtiyag olabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde ettigimiz segment-spesifik ve toplam korelasyonlar, kolitin
patofizyolojisinde inflamasyon, oksidatif stres ve DNA hasar1 arasindaki ¢ok yonlii
etkilesimi ortaya koymaktadir. Istatistiksel olarak anlaml iliskiler, bu biyobelirteglerin
birbirlerini karsilikli olarak etkiledigi bir kisir dongiiye isaret etmektedir: Pro-
inflamatuvar sitokin TNF-a COX-2’yi ve dolayisiyla prostaglandin aracili
inflamasyonu artirmakta; inflamasyon kaynakli ROT iiretimi DNA’da 8-OHdG ve
hiicre zarlarinda 4-HNE birikimine yol agmakta; biriken hasar iiriinleri (6r. 4-HNE)
epitelyal bariyeri bozup inflamasyonu daha da alevlendirmektedir (Wu ve ark., 2017;
Muro ve ark., 2024). Olusan DNA hasari karsisinda hiicreler onarim mekanizmalarini
(PARP1, H2AX) devreye soksa da, asir1 hasar durumunda bu mekanizmalar yetersiz
kalarak veya kontrolden ¢ikarak (PARPI hiperaktivasyonu gibi) doku hasarim
derinlestirebilmektedir (Zingarelli ve ark., 2003; Vitali ve ark., 2023). Sivelestat
tedavisi, 6zellikle nétrofil kaynakli inflamatuvar dongiiyli hedef alarak bu etkilesim
agindaki kilit halkalar1 zayiflatmistir. Tedavi ile birgok korelasyonun anlamliligin
yitirmesi veya yon degistirmesi, Sivelestat’in inflamasyon-oksidatif hasar sarmalini
kirdigim1 géstermektedir. Nitekim, notrofil elastaz inhibitorlerinin DSS ile tetiklenen
kolitte hem klinik hem biyokimyasal iyilesme sagladigi, inflamatuvar sitokinleri
azalttig1 ve histopatolojik hasar1 onledigi literatiirde bildirilmistir (Shioya ve ark.,
2014; Morohoshi ve ark., 2006). Bizim bulgularimiz da Sivelestat tedavisinin benzer
bicimde TNF-0/COX-2 eksenini baskiladigini, ROS iiretimini kisitlayarak 8-OHdAG ve
4-HNE birikimini engelledigini ve bdylece DNA hasarinin (YH2AX) azaltilip onarim
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kapasitesinin ~ (PARP1, H2AX) daha etkin kullanilmasin1t  sagladigin
diistindiirmektedir. Sonu¢ olarak, anlamli korelasyonlarin parametre bazinda
incelenmesi, kolit patogenezinin molekiiler diizeyde bir ag etkilesimi oldugunu ve bu
agin Sivelestat gibi hedefe yonelik tedavilerle modiile edilebilecegini gdstermektedir.
Bu ¢aligma, literatiirdeki bilgilere ek olarak inflamasyon, oksidatif stres ve DNA hasar1
arasindaki baglantilara dair patogenezi aydinlatarak, nétrofil elastaz inhibisyonunun

kolitiste terapotik potansiyelini molekiiler diizlemde ortaya koymaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi, AOM/DSS ile olusturulan kronik iilseratif kolitis modelinde
notrofil elastaz inhibitérii sivelestatin histopatolojik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal diizeylerdeki etkilerini kapsamli bigimde ortaya koymustur. Model,
beklenildigi gibi distalde yogunlasan tilserasyon, kript kaybi, infiltratif inflamasyon ve
oksidatif/DNA hasar1 belirteclerinde (4-HNE, yH2AX, 8-OHdG, TNF-a, COX-2)
anlaml artiglar meydana getirmistir. Sivelestat tedavisi, 6zellikle notrofil elastaz
(ELA2) ve Ly6G-pozitif hiicre birikimini, TNF-a ve COX-2 ekspresyonunu, lipid
peroksidasyonu (4-HNE) ve c¢ift zincir kirik isaretini (YH2AX) istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaltmis; oksidatif stresin biyokimyasal gostergesi MDA’y1 diistirmiis
ve GSH’yi yiikseltmistir. Bununla birlikte, NRF2 ve 8-OHdG diizeylerinde anlaml1 bir
gerileme izlenmemis, PARP1 ekspresyonu her iki kolitisli grupta da yiiksek kalmis,
H2AX diizeyi ise sivelestat grubunda artis gostermistir. Histopatolojik skorlar
gerileme egilimi gosterse de bu fark istatistiksel esigin altinda kalmistir. Bu veriler,
sivelestatin inflamatuar yanit ve belirli oksidatif/DNA hasar1 parametrelerinde giiglii,
ancak bazi antioksidan savunma veya baz hasari onarim yollarinda sl etki
gosterdigini diisiindiirmektedir. Korelasyon analizleri baglaminda ise bu ¢alisma,
kolitin patogenezinde inflamasyon, oksidatif stres ve DNA hasarinin birbirini besleyen
bir etkilesim ag1 olusturdugunu ortaya koymustur. Sivelestat tedavisinin bu ag1 kirarak
inflamatuvar yaniti, oksidatif hasar1 ve DNA hasarin1 azalttig1 gdsterilmis; boylece
ndtrofil elastaz inhibisyonunun kolitis tedavisinde molekiiler diizeyde etkili bir strateji

olabilecegi ortaya konulmustur.

Sonug olarak, Sivelestat tedavisi inflamasyon ve lipid peroksidasyonu kaynakli
DNA hasarin1 azaltmada etkili olsa da, NRF2-odakli1 antioksidan savunma ve 8-OHdG
birikimi lizerinde siirl etki gostermistir. Korelasyon analizleri, baz oksidasyonu ve
onarim yanitlarinin segment-spesifik farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, Sivelestat’in NRF2 aktivatorleri veya PARP1 modiilatorleri ile kombine
edilmesinin, kolitiste daha genis spektrumlu bir genetik koruma saglayabilecegini

distindiirmektedir.
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