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OZET

Kronik Kolite Bagh inflamasyon ve Enterik Sinir Sistemi Dejenerasyonu

Uzerine Akkermansia Muciniphila’nin Tyilestirici Etkisi

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH) nedeni tam olarak anlasilamamus ataklar ile
seyreden kronik hastaliklardir. Giiniimiizde kullanilan ilaglar yan etkileri nedeniyle
yalnizca kisa siire uygulanabilmektedir. Bu nedenle yeni tedavi yaklasimlarina ve
aragtirmalara ihtiyag vardir. Ayrica IBH’nin enterik sinir sisteminde (ESS)
dejenerasyona neden oldugu bilinmektedir. Son yillarda inflamasyona bagli enterik
dejenerasyonun Onlenmesi ve tedavi edilmesinde mikrobiyota kaynakli bakterilerin
olumlu etkileri olabilecegi tartisilmaktadir. Akkermansia muciniphila (A. muciniphila)
bagirsak mikrobiyotasinda miisin tabakada bulunan anaerobik bir bakteridir. Yeni
arastirmalar farkli hastaliklarda A. muciniphila popiilasyonunun azaldigi veya
koruyucu/tedavi edici olarak arttigr bulunmustur. Bu bilgiler 1s181inda ¢alismada A.
muciniphila uygulamasinin kolite bagli inflamasyon ve enterik sinir dejenerasyonunda
iyilestirici etkisi aragtirllmigtir. Calismada Trinitro-benzen-sulfonik asit (TNBS) ile
indiiklenmis kronik kolit modelinde farelere 5 hafta boyunca 4. Muciniphila oral
olarak verilmistir. Kolon 6rnekleri mikroskopik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
tyilesme bakimindan incelenmistir. Tedavi Oncesi, sirast ve sonrasi fekal ornekler
toplanarak mikrobiyotada genel popiilasyon degisimi izlenmistir. ESS’den salgilanan
spesifik proteinler Olclilmiis ve enterik dejenerasyon mikroskopik diizeyde
incelenmistir. Ek olarak in vitro myenterik pleksus izolasyonu yapilmis ve A.
Muciniphila’nin ESS hasari lizerine etkileri arastirilmistir. A. muciniphila’nin TNBS
kolit modelinde inflamatuvar parametreler {lizerinde ve ESS hasari sonrasi hem
parametrelerde hem de doku diizeyinde iyilestirici etkileri oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak A. muciniphila’nin kronik kolit modelinde tedavi edici etkinligi ortaya
konmustur. 4. muciniphila’mn IBH’de potansiyel bir mikrobiyota tedavi secenegi

olarak degerlendirilmesi i¢in daha ileri klinik ve deneysel arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sézciikler: Akkermansia muciniphila, Enterik sinir sistemi, inflamatuvar

bagirsak hastaliklari, Mikrobiyota, TNBS



ABSTRACT

Ameliorative Effect of Akkermansia Muciniphila on Chronic Colitis Induced

Inflammation and Enteric Nervous System Degeneration

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic diseases that are not fully understood.
Drugs in use can only be applied for a short time due to their side effects. Therefore,
research is needed to develop new treatment approaches. In addition, it has been
proven that IBD causes degeneration in the enteric nervous system (ENS). In recent
years, it has been discussed that bacteria derived from microbiota may have positive
effects in the prevention and treatment of inflammatory enteric degeneration.
Akkermansia muciniphila (4. muciniphila) is an anaerobic bacterium found in the
mucin layer of the intestinal microbiota. It has been found that the population of 4.
muciniphila decreases in case of different diseases and it has an anti-inflammatory
effect as a preventive and therapeutic. In the light of this information, the curative
effect of A. muciniphila application on inflammation and enteric nerve degeneration
due to colitis was investigated. 5 weeks of A. muciniphila treatment in Trinitro-
benzene-sulfonic acid (TNBS) induced chronic colitis model was investigated. Colon
samples were examined at microscopic, biochemical, and molecular levels for
recovery. Fecal samples were collected before, during, and after treatment to evaluate
the population changes in the microbiota. Specific proteins secreted from ENS were
evaluated and enteric degeneration was examined at the microscopic level. In addition,
the effects of A. muciniphila treatment on enteric nerve damage and healing after in
vitro myenteric plexus isolation were investigated. As a result of the research, the
ameliorative effects of A. muciniphila were observed in the TNBS colitis model
induced inflammation and. ENS injury. In the light of these results, the therapeutic
efficacy of A. muciniphila has been demonstrated. In combination of these results, A
muciniphila can potentially evaluated as a microbiome-based treatment in IBD with

further clinical and experimental studies.

Keywords: Akkermansia muciniphila, Enteric nervous system, Inflammatory bowel

diseases, Microbiota, TNBS



1 GIRIS VE AMAC

Calismada Akkermansia muciniphila (A. muciniphila)’nin 2,4,6-trinitro benzene
sulfonik asit (TNBS) ile indiiklenen kronik kolit modelinde tedavi edici etkisinin ve
kolite eslik eden enterik sinir sistemi (ESS) hasarinda iyilestirici roliiniin in vivo ve in

vitro dlizeyde arastirilmasi amaglanmistir.

Inflamatuvar bagirsak hastalig1 (IBH) nedeni tam olarak anlasilamamis olmakla
beraber; siiregen immiin aktivasyon, inflamasyon ve remisyonlarla seyretmekte ve
diinya niifusunun %7-10’unu etkilemektedir (1). Bagirsakta bariyer biitiinliigiinde
bozulma ile anormal sekresyon/motilite ve gecirgenlikte artis meydana gelmektedir.
Artan gecirgenlik bakteriyel antijenlerin gastrointestinal liimene gecisine ve sitokin
{iretiminde anormal artisa neden olmaktadir (2). Inflamatuvar bagirsak hastaliklari
tedavisinde uzun zamandir ¢esitli ilag tedavileri kullanilmaktadir (3). Ancak bu
ilaglarin etkinligi inflamasyon ve buna bagli komplikasyonlarin azaltilmasi ile
sinirhidir (4). Bunun yaninda bu ilaglarin diizenli alinmasi gastrik iilser, Cushing
sendromu, hiperglisemi, kas zayifligi, enfeksiyon, yara iyilesmesinde gecikme,
katarakt, glokom ve lenfoma gibi yan etkilere neden olmaktadir (4). Yine ayn1 ¢alisma
bazi ilaglar ile ciddi diizeyde morbidite oraninin arttig1 ve hayat kalitesinin diistiigii de
gosterilmistir. Son yillarda anti-tliimor nekroz faktor alfa (TNF-a), anti-o-4 integrin,
peroksizom proliferatdor aktive reseptor-y ligandi ve probiyotik tedavileri
kullanilmaktadir (5,6). Ancak infliximab, adilimumab ve certolizumab gibi yaygin
kullanilan anti-TNF ilaglarin enfeksiyon ve malignite riskini arttirdigi, 6zellikle non-
hodgkin lenfomaya neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (7,8,9). Kalp rahatsizliklar1 ve
akut enfeksiyon ataklar1 da bu ilaglarin potansiyel yan etkileri arasinda bulunmustur.
Yaymlanan raporlar IBH hastalarinin %40’nin  alternatif tedavi yontemlerine
yoneldigini gostermektedir (10). Son yillarda mikrobiyota tedavilerinin iyi etkilerinin

gdsterilmesi ile IBH iizerinde mikrobiyota ile tedaviler 6n plana ¢tkmaktadir.

2004 yilinda kesfedilen A. muciniphila bagirsak mikrobiyotasinda en ¢ok bulunan
bakterilerden biridir (popiilasyonun yaklasik %0,5-5). Verrukomikrobia ailesine iiye

gram negatif anaerobik bir bakteridir. Miisin ile beslenmektedir ve mukus tabakasina



yerlesmistir (11). Son yillarda 4. muciniphila insan ve hayvan sagligina pozitif etkisi
nedeniyle ilgi ¢ekmektedir (12). Yapilan ¢esitli arastirmalarda diyet ile indiiklenmis
obez farelerde A. muciniphila igerikli prebiyotik tedavisi sonrasi kilo alim1 azalmis, 4.
muciniphila popililasyonunun ise normal diyete gore yaklasik 100 kat arttig
gosterilmistir (13,14). Bu c¢alismalarin yaninda obezite, tip 2 diyabet, IBH,
hipertansiyon, karaciger hastaliklar1 gibi patolojik durumlarda A4. muciniphila
dagiliminda belirgin azalma oldugu gosterilmistir (15-19). 2016 yilinda yapilan bir
arastirmada farelerde indiiklenmis kolit modelinde kafeik asit uygulamasi ile A.
muciniphila popilasyonunda artis ve buna bagli olarak inflamasyonda iyilesme
gozlemlenmistir (12). 2018°de ise A. muciniphila’dan elde edilen metabolitlerin siki
baglant1 proteinlerini diizenleyerek gecirgenligi etkiledigi ve inflamasyonda koruyucu
etkisinin olabilecegi gosterilmistir (20). Bunun yaninda Li ve arkadaglar1 8 haftalik 4.
muciniphila tedavisinin bat1 tarzi diyet ile olusan inflamasyon parametrelerinde
azalmaya yol actig1 gosterilmistir (21). 2013 yilinda yapilan ¢arpict bir aragtirmada
farelerde dekstran sodyum sitilfat (DSS) ile indiiklenmis iilseratif kolit modelinde
toplanan fekal orneklerde A. muciniphila’nin ekstraseliiler vezikiillerinde (AMeV)
belirgin bir azalma oldugu ve AMeV verilmesinin kolite karsi koruyucu oldugu

gosterilmistir (22).

ESS gastrointestinal sistemde bulunan ve bagirsaklarin yonetim merkezini
olusturan noronlar toplulugudur (23). Hayvan ve insan iizerinde yapilan ¢aligmalar,
IBH modellemelerinde ESS hiicrelerinde hiperatrofi, hiperplazi ve sinir liflerinde
aksonal hasar, gliyal hiicrelerde hiperplazi ve sayisal artig, yapisal morfoloji degisimi
gostermektedir (24,25,26). 2005 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada ise inflamasyona
bagli enterik néronlarda olugan anormalliklerin bagirsak yapisinda bozulmaya neden
oldugu gosterilmistir (27). Epitel sekresyonun ndéral kontroliinde bozulma, enterik
noronlarda artan uyarilabilirlik ve sinaptik iletide degisimler baslica noral degisimler
olarak ayni ¢alismada gruplanmistir. Ancak ESS ile kolit arasindaki beraber seyir ve
bu bozulmanin nasil tedavi edilebilecegi heniiz agiklanmamistir. Ayn1 zamanda A.

muciniphila ile ESS ilgili etkilesim heniiz arastirilmamistir.



Enterik gliya hiicreleri ESS’de en belirgin hiicresel yapiy1 olusturmaktadir ve
mukozal yapinin biitiinligii ve sagligi izerinde faydalarinin oldugu gosterilmistir (28).
Fenotip olarak merkezi sinir sisteminde bulunan astrositlere benzemektedir (29).
Myenterik pleksus ve submukozal pleksusta enterik néronlar1 ¢evrelemesinin yaninda
kan damarlar1 ve lenfatik sistemle de iligkilidir (30). Olgun gliya hiicreleri ara filament
proteininden (GFAP) zengindir ve IBH gibi inflamasyon durumunda ekspresyonu
belirgin bir sekilde arttigi gosterilmistir (31,32). Bunun yaninda gastrointestinal
sistemde S100 proteinlerinden gliya hiicrelerinde eksprese olan tek protein S100B’dir
ve son bulgular ekspresyonda artisin gut inflamasyon derecesini belirlemede énemli
bir etken oldugu gostermektedir (33,34). Enterik gliya hiicreleri bagirsak bariyer
fonksiyonunu, siki baglanti proteinlerinden Zonulin-1 ve Okludin ekspresyonunu
artisin1 diizenleyerek ve S-nitrosoglutatyon salinimini arttirarak kontrol etmektedir
(35). Yapilan cesitli calismalar ile homeostasisin kontroliinde gliya hiicrelerinin elzem
bir rolii oldugu gosterilmistir (36,37). 2012 yilinda yapilan ¢alismada ise uygulanan
antiprotozoal ilag sonrasinda farelerde indiiklenmis kolit modelinde GFAP ve S100B
ekspresyonunda ve mukozal inflamasyonda belirgin bir azalma gdsterilmis, ilacin anti-

inflamatuvar etkisinin gliya hiicrelerini hedefleyerek gergeklestigi bulunmustur (38).

2014 yilinda germ-free fareler {izerinde yapilan arastirmalarda bagirsak
mikrobiyotasinin dogum sonrasi erken donemde ESS’nin gelisiminde elzem oldugu
gosterilmistir. Steril ortamda biiyliyen ve genetik olarak mikrofloraya sahip olmayan
farelerin bozulmus noral krest ve azalmig hiicre hatti sayisina sahip oldugu
bulunmustur (39). Aym1 zamanda bu farelerde jejunum ve ileumda spontan kas
kasilmalar1 da gosterilmistir. Germ-free farelerde azalmis duysal ndron uyarilabilirligi
gbzlemlenmis, normal mikrobiyotanin diizenlenmesi ile bu durum diizeltilmistir (40).
2017 yilinda ise ESS’nin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu diizenledigi ve ESS
hiicrelerinin kaybinin mikrobiyota kompozisyonunda disbiyosise neden olabildigi

gosterilmistir (41).

Bu aragtirmalarin 1s181inda ¢alismada A. muciniphila’nin TNBS ile indiiklenen
kronik kolit modelinde terapétik etkisi ve kolite eslik eden ESS hasarinda A.

muciniphila’nin iyilestirici etkisi arastirilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH) nedeni tam olarak anlasilamamus ataklar
ile seyreden, cesitli faktorlerin tetikledigi otoimmiin siiregle karakterize kronik
hastaliklardir. Temel olarak {lseratif kolit ve Crohn hastaligi olarak
siiflandirilmaktadir (42). Bu iki hastalik klinik, endoskopik ve histolojik 6zellikleri
ile birbirinden ayrilmaktadir (43). Hastalarin yaklasik %10-15’inde ise Crohn hastalig

ve Ulseratif kolit ayrim1 yapilamamakta ve bu durum kolit olarak adlandirilmaktadir.

Ulseratif kolit genellikle kolon, rektum ve proksimale dogru tutulumu ile
karakterize iken, Crohn hastalifi gastrointestinal kanalin tamaminda aralikli
segmentler halinde kendini gdsterebilmektedir (44). Klinikte ortak belirtiler olarak
kanli ishal, karin agrisi, kilo kaybi ve ates ile kendini gOsterebilmektedir.
Arastirmalarin  devam  etmesinin yaminda IBH’nin etiyolojisi tam olarak

bilinememektedir (45-47).

Goriilme siklig1 cografi konum ve popiilasyonun oOzelliklerine gore farklilik
gostermek ile beraber, IBH diinyada yaklasik olarak bes milyon insan1 etkilemektedir
(48,49). Ulseratif kolit ve Crohn hastaliginin kadin ve erkekte goriilme siklig1 aynidir.
Hastaligin farkli yaslarda ortaya ¢iktig1 goriilse de, Crohn hastaligi genellikle 20’li
yaslarda, Ulseratif kolit ise genellikle 30’lu yaslarda tan1 almaktadir (50).

Son yillarda yapilan arastirmalar Tirkiye ve diger gelismekte olan tilkelerde
goriilme sikliginda artig egilimi oldugunu gostermektedir. Ekonomik gelismeler ve
buna bagl olarak sanayilesme ile hastaliklarin insidanslar1 arasinda bir korelasyon
oldugu da gosterilmistir (51). Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’nin yliksek vaka
sayisinin yaninda Cin, Giliney Kore, Afrika ve Hindistan gibi iilkelerde de
endiistrilesme ile birlikte yayginlasmaktadir (52). ABD’de gériilme siklign Ulseratif
kolit i¢in 7-9/100000 iken, Crohn hastalig1 i¢cin ve 6—8/100000 olarak bildirilmistir



(53). Ulkemizde ise IBH insidans1 Ulseratif kolit i¢in 2,6/100000 ve Crohn hastaligi
icin 1,4/100 000 olarak bildirilmistir (54).

2.2 Patogenez

IBH’nin patogenezinde bilinen bir¢ok faktér rol oynamaktadir. Hastalik {izerinde
genetik yatkinlik, immiin yanit, ¢esitli patojenler, mikroflora ve ¢evresel faktorlerin
etkisinin oldugu bilinmektedir. Ancak son bilimsel gelismelere ragmen kesin

patogenez tam olarak a¢iklanamamugtir (55).

2.2.1 IBH patogenezinde immiin yamt

IBH patogenezinde olusan immiin yanitta T hiicreleri nemli bir yere sahiptir (Zhu
vd., 2010). iBH’de temel patofizyolojik mekanizma Yardimci T hiicre 1 (Thl) ve
Yardimct T hiicre 2 (Th2) lenfositlerinin aktivasyonunda olusan bozukluk ile
karakterizedir. Crohn hastaliginda genellikle Thl hiicrelerinde aktivasyon
gerceklesirken, Ulseratif kolit hastalarinda Th2 hiicre aktivasyonu gdzlemlenmektedir.
Saglikli bireylerde salgilanan kemokinler ve sitokinlerin bir T hiicre alti grubu
tarafindan inhibe edilmesi veya baskilanarak dengelenmesi dengeli bir sekilde
ilerlemektedir. IBH hastalarinda ise asir1 inhibisyon veya saliima bagli olarak hastalik
durumu gézlemlenmektedir (56). Son yillarda yapilan c¢aligmalarda ise Thl ve Th2
aracili cevabin bir siire sonra benzer oldugu, ayirici inflamatuvar yanitin olusmasi igin
Th9, Th17, Th22 ve T regiilator-diizenleyici (Treg) lenfositlerin de dnemli etkisinin
oldugu bulunmustur (57-59).

Treg hiicreleri doku iizerine dogrudan ve parakrin etkileri ile inflamasyonda
onemli fonksiyona sahiptir (60). Treg tarafindan iretilen anti-inflamatuvar sitokin
Interldkin-10 (IL-10) mukozal inflamasyonun olusmasini énlemektedir (61). Yapilan
hayvan calismalarinda IL-10’un mukozal immiin sistem igerisindeki rolii ¢aligilmas,
inaktivasyonu ile IL-12 ve Interferon- y (IFN-y) iiretiminde artisa neden oldugu
gosterilmigtir (62,63). Aym1 zamanda Treg lenfositlerde segici olarak IL-10

ekspresyonunun bozulmasinin spontan kolit gelisimine neden oldugu bulunmustur



(64). Homeostatik dengenin kurulmasi i¢in IL-10 eksresyonunun disinda inhibitor
sitokin iiretimi, etken hiicrenin sitolizi, metabolik bozulma, hiicre tamirinin
baslatilmas1 gibi fonksiyonlara da sahiptir (65). IBH’de bu fonksiyonlarin
stirdiiriilmesi ve dengenin saglanmasi i¢in Treg lenfositlerin 6nemli bir rol oynadigi

distiniilmektedir.

2005 yilinda yapilan ¢alismalar ile inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde IL-17
tiretimini kontrol eden yeni bir T hiicre alt tiirii olarak Th17 lenfositler kesfedilmistir
(66). Giiniimiizde ise Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolit hastalarindan alian dokularda
asirt Th17 infiltrasyonu ve Th17 iliskili sitokinlerin iiretimi ger¢eklestigi bilinmektedir
(67,68). 1L-21, IL-22, IL-23 ve IL-26 gibi sitokinlerin IBH hastalarinda belirgin bir
sekilde artt1g1, bu cevabin Th17 iliskili oldugu ¢aligmalar ile desteklenmistir (69,70).

IL-17, Niikleer faktor-kappa B (NF-kB) hiicre alt1 sinyal yolaginin aktivasyonuna
neden olarak TNF-a, IL-18, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin olusumunda da rol
oynamaktadir (71-73). IL-17’nin IBH hastalarinda serum ve doku diizeyinde artis
gosterdigi, saglikli bireylerde ise bu sitokinlerin goriilmedigi belirlenmistir (74). Bu
nedenler ile IL-17 ve Thl7 Ilenfositlerin inflamasyonun lokalizasyonu ve

amlifikasyonu  lizerinde  oOnemli  bir roli  oldugu  diisiiniilmektedir.

Ulseratif Kolit Crohn Hastalifi

Pro- inflamatuvar

IL-1, IL-6, IL-12,
IL-17, IL-21,
IL-23, TNF-a \

IL-5, IL-8, IL-13, IL-25
IL-33, IL-35

IL-18, IL-27

IL-4, IL-19 IL-10, IL-22, IL-13,

TGF-B

Anti- inflamatuvar

Sekil 1: Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarinda Etkin Pro-inflamatuvar ve Anti
inflamatuvar Sitokinler



2.2.2 1BH patogenezini etkileyen faktorler

IBH hastalarinin cografi ve irk dagilimi heterojen bir yap1 gdstermesi ile hastaligin
patolojisinde genetik yatkinligin 6nemli oldugunu gostermektedir. Yapilan
aragtirmalar ailede IBH 6ykiisiiniin olmasinin hastalik riskini 4 ila 20 kat arttirdigimi
gostermektedir (4,75).2013 yilinda yayimnlanan bir ¢alisma, GWAS (Genom-wide
Associtation Studies) arastirmalarinda Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi ile iliskili 160
gen bolgesi bulundugunu bildirmistir (76). Bulunan genlerin lenfositlerin
aktivasyonunda, immiin sistem yanitinda, bariyer biitiinliigiiniin korunmasi ve
patojenlerin taninmasi gibi savunma mekanizmalarinin diizenlenmesinde 6nemli rolii

oldugu gosterilmistir.

Luminal antijenler hastaligin olusumu ve gelisiminde diger 6nemli bir faktordiir.
Saglikli bireylerde antijenler bagirsak mukoza tabakasimi gegemez iken, IBH
hastalarinda mukoza biitiinliigliniin bozulmasina bagli olarak gecirgenlik artmakta ve
inflamasyona neden olmaktadir (77). Stres, kotii beslenme aligkanliklari, sigara vb.
etmenler mukoza ve mukus tabakasina zarar vermesi ile intestinal kanalda
gecirgenligin artmasina neden olur. (78). Daha sonra luminal antijenlerin mukoza
epiteli ile etkilesime girmesi ile inflamasyon siireci aktive olmaktadir. Ek olarak
mikrobiyota kompozisyonundaki degisiklikler ile mikrobiyal toksinler belirgin bir
sekilde artis gostermektedir. Bu artis, miisin tabakasinin iiretimini saglayan ve
kimyasal kompozisyonunu diizenleyen bakterilerin azalmasina da neden olmaktadir.
Bu azalma ile mukus tabakasi koruyucu etkisini yapamaz ve luminal antijenler epitel
ile temasa girerek immiin sistemi aktive etmektedir (79-81). Bu durum IBH’de gériilen

immiin aktivasyon siirecini agiklamaktadir.

Gelismekte olan ve gelismis iilkelerde IBH nin yaygin olarak goriilmesi genetik
yatkinligin yaninda ¢evresel etmenlerin de 6nemli oldugunu gostermektedir. Beslenme
sekli, sigara kullanimi, giines 15181, kimyasallara maruz kalma gibi etmenlerin de bu
artisa etki ettigi diisiiniilmektedir. (1,82,83). Ozellikle dogal seker yerine rafine seker
ve fruktoz sekeri kullanimi, doymus yag asitlerinden zengin hazir yemek tiiketiminin

artmasi, bunun yaninda saglikli gida kategorisindeki meyve, sebze gibi bitkisel



gidalarin tiiketiminin ve kalitesinin azalmas: ile IBH riskinin artt1ig1 gosterilmistir (84).
Doymus yaglar, hayvansal gidalar, yliksek rafine seker tiikketimi gibi etmenlerin
bagirsak mukoza yapisini etkileyerek inflamasyon riskini arttirdigr gosterilmis
(85,86); tersine bitkisel ve liften zengin, dengeli beslenmenin ise IBH gelisim riskini

azalttig1 bulunmustur. (87,88).

Sigara kullanimi, antibiyotikler, c¢esitli non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar,
appendektomi, ¢evre kirliligi ve stres IBH ile iliskilendirilen diger énemli ¢evresel
etmenler olarak kabul edilmektedir. (84,89). Antibiyotiklerin ve cesitli ilaglarin ise
mukozal biitiinligii bozarak immiin sistemi aktive ettigi ve riski arttirdig
gosterilmistir (89,90). Appendektomi ameliyat: olan kisilerde ise Ulseratif Kolit
gelisim riskinin ilging bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (91,92).

Bunun yaninda ¢ocukluk ¢aginda maruz kalinan gesitli ¢evresel faktorler ve
patojenlerin IBH gelisimi ve korunmasinda énemli risk faktorleri arasinda yer aldig
diisiiniilmektedir. Dogumun tipi, anne siitii tiikketimi, hava kirliligi, stres, hijyen, belirli
dozda patojenlere maruz kalma, asilama gibi etmenler ve IBH iliskisini gdsteren gesitli

arastirmalar bulunmaktadir (50, 87, 88, 89, 93,94).

Ayni zamanda insanlar ve hayvan kolit modellerinde kullanilan genis spektrumlu
antibiyotiklerin hastaligin ilerleyisini etkiledigi gosterilmistir. Bu etkisini
mikrofloranin dengesini bozarak ve buna baglh faydali bakterilerin de azalmasina
neden olarak gerceklestirdigi, diizensiz ve asir1 immiin uyarima neden oldugu

bildirilmistir (95).

Mikrobiyotanin IBH’de énemli bir faktor oldugu gosterilmistir (96,97). Yapilan
calismalarda IBH hastalarinin mikrobiyota kompozisyonlarinmn saglikli bireyler gore
belirgin bir sekilde degistigi bulunmustur (98-100). IBH hastalarinda mikrobiyotada
disbiyosis meydana geldigi, c¢esitliligin azalmasi ve patojenik bakterilerin
dominasyonu gibi degisimlerin gergeklestigi bildirilmistir (101,102). Farkli bir
arastirmada ise cerrahi olarak alinan terminal ileum ve kolon doku oOrneklerinde

mukozanin bakteriyel invazyonu oldugu bulunmustur. (103). Ulseratif koliti olan
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hastalardan alinan doku orneklerinde 9%83,3’linde, Crohn hastalig1 hastalarinda
%355,6’sinda goriiliirken, kontrol gruplarinda herhangi bir bakteri gézlemlenmemistir.
Qin ve ark. IBH hastalarmin total mikrobiyal gen sayisinin saglikli bireylere gore %25

oraninda daha az oldugunu gostermistir (104).

Yapilan IBH ¢alismalari intestinal biitiinliik ve inflamasyon arasinda kompleks bir
iliski oldugunu gdstermektedir. IBH hastalarinda bagirsak biitiinliigiiniin bozuldugu,
gecirgenligin arttig1 gosterilmistir (105-107). IBH hastalarinda okludin, zonulin,
klaudin gibi siki baglanti proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin belirgin bir sekilde
azaldigl, yapilarmin bozuldugu bulunmustur (108). Crohn hastalariin saglikli
bireylere gore intestinal gecirgenliklerinde belirgin bir fark oldugu da cesitli
arastirmalarla desteklenmistir (105,109). Bu nedenle intestinal permeabilite
parametrelerinin  hastaligin  evrelerinde teshis icin  kullanilabilecegi  de

disiiniilmektedir (110,111).

2.3 Medikal Tedaviler

IBH tedavisinde uzun zamandir gesitli ilag tedavileri kullanilmaktadir. Hafif atak
durumunda salfasalazin ve 5-aminosalisilik asit gibi anti-inflamatuvar ilaclar, kronik
ve daha agir ataklarda ise rektal ve sistemik Kkortikosteroid tedavisi ve
immiinosupresanlar kullanilmaktadir (3). Buna ragmen bu ilaglarin etkinligi
inflamasyon ve buna bagli komplikasyonlarin azaltilmasi ile siirhidir (4). Bunun
yaninda bu ilaglarin diizenli alinmasi gastrik tilser, Cushing sendromu, hiperglisemi,
kas zay1flig1, enfeksiyon, yara iyilesmesinde gecikme, katarakt, glokom ve lenfoma
gibi yan etkilere neden olmaktadir (4). Yine ayni ¢alisma bazi ilaclar ile ciddi diizeyde
morbidite oraninin arttig1 ve hayat kalitesinin diistiigii de gosterilmistir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalar sonucunda anti-TNF-o, anti-a-4 integrin, PPARy ligand1 ve
probiyotik tedavileri kullanilmaktadir (5,6). Ancak infliximab, adilimumab ve
certolizumab gibi ilaglarin enfeksiyon ve malignite riskini arttirdigi, 6zellikle non-
hodgkin lenfomaya neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (7-9). Kalp rahatsizliklar1 ve
akut enfeksiyon ataklar1 da bu ilaclarin potansiyel yan etkileri arasinda bulunmustur.

Yaymlanan raporlar IBH hastalarinin %40 nin alternatif tedaviye yoneldigini
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gostermektedir (10). Bu nedenle giiniimiizde halen IBH nin patogenezi ve potansiyel

tedaviler ile ilgili tartigmalar siirmekte ve yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4 Deneysel Kolit Modelleri

IBH mekanizmalarinin arastirilmasi ve potansiyel terapotik ajanlarm bulunmasi
i¢in hayvan ¢alismalar1 bilyiik nem tasimaktadir (112). IBH modellerinin biiyiik bir
kismini indiikleme modelleri olusturmaktadir. Epitel biitiinliigiiniin bozulmasina
yardimct  kimyasallarin ~ kolitojenik  maddeler ile uygulanmasi  sonucu
gerceklestirilmektedir. Epitel hasarin olugmasi ile kolitojenik maddeler mukozaya
geemekte ve inflamasyon yanitina neden olmaktadir. Bu durum insanlarda goriilen
IBH’deki karakteristik durum ile benzerlik gostermektedir. Bu amag ile TNBS, DNBS,
DSS, oksazolon gibi ¢esitli deneysel ajanlar inflamasyon indiikleyici olarak

kullanilmaktadir.

1989 yilinda Morris ve arkadaglarinin TNBS ile indiiklenmis kolit modelini
tanimlamasi ile Thl aracili modellerin arastirilmasinda 6nemli bir yontem olmustur
(113). TNBS ile olusturulan hayvan modellerinin iIBH semptomlarinin ve potansiyel
tedavinin arastirilmasi i¢in giivenilir ve efektif modellerden biri oldugu gosterilmistir
(114). Etkisini Thl aracili immiin yanit ile ger¢eklestirmesi ve kilo kaybi, diyare ve
rektal kanama komplikasyonlar: ile klinik olarak goriilen Crohn hastaligini taklit
etmektedir (115). Bunun yaninda tekrarlanabilir, basit ve kolay ulasilabilir olmasi ile

de avantajli bir yontem olarak kullanilmaktadir (116).

2.4.1 'TNBS kolit etki mekanizmasi

Calismalarda kolit olusturmak amaciyla TNBS, bagirsak biitiinliigliniin bozulmasi
ve etkilesimin saglanmasi i¢in etanol ile verilmektedir. Etanol bariyer biitlinliigiinii
bozmasi ve TNBS’e uygun bir ortam hazirlamasi nedeniyle elzem bir maddedir (117).
Bu uygulama Thl aracili asir1 bir immiin yanita neden olmaktadir (118) Thl aracili
inflamasyonun genel 06zellikleri yardimcr T hiicreleri tarafindan olusturulan

infiltrasyon ve ¢esitli pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimimi igermektedir. Yapilan
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arastirmalar sonucunda ancak gilinlimiizde farkli sitokinlerin etkisinin oldugu

gostermektedir (119,120).

TNBS etkisini sirali etkin bir yol ile baslatmaktadir. Etanol ile birlikte TNBS
intrarektal olarak verilir. Mukozada bulunan aminoasitler ve bakteriyel proteinler
immiinojenik hale gelir, haptenizasyona hazirlanir. Daha sonra etanoliin mukoza
hasar1 sonras1t TNBS mukozadan gecer. Burada bulunan biiyiik yapidaki tastyici
proteinlere hapten olarak baglanir, haptenizasyonu gerceklestirir. Haptenize olmus
proteinler antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan algilanarak T hiicrelerine tanitilir.
Buna bagli olarak IL-12 ekpresyonunda asir1 artisa ve sonrasinda agirt Thl uyarisina
neden olur. Asir1 uyarilmis Thl ise, 6zellikle interferon-y (IFN-y) ile makrofajlari
uyararak TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini arttirir,
inflamasyon siireci baglatir. (121). Siire¢ Sekil 2°de gosterilmektedir. Bu inflamatuvar
siire¢ histolojik ve immiinolojik seviyede insanda goriilen IBH’ye benzerlik

gostermektedir (122).

proteini

Haptenize g&‘\\
kolon By

S

Haptenize ‘7

kolon Q.
7

proteini

IL-12

Sekil 2: TNBS Etki Mekanizmas1 (121)

13



2.4.2 TNBS ile indiiklenmis kronik kolit modeli

Kimyasal olarak indiiklenen kolit modellerinde akut TNBS modeli siklikla
kullanilmaktadir. Model hizli, tekrarlanabilir ve etkin olmasi1 nedeniyle uygulanmasina
ragmen, insanlarda goriilen IBH’nin patogenezinin agiklamasinda yetersiz
kalmaktadir. Yapilan arastirmalar akut olarak hasar gérmiis epitel bariyerin lokalize
inflamasyonunun, kronik bir hastalig1 taklit etmekte yetersiz kaldigini géstermektedir
(123,124). Ancak, akut ataklar, yara iyilesmesi ve akut inflamasyonun arastirilmasinda
Oonemli bir yontem olabilecegi gdsterilmistir (124). Bu nedenle, inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin mekanizmasinin arastirilmasi ve potansiyel terapotik ajanlarin kesfi

i¢in kronik kolit modellerinin kullanilmas1 6nem tasimaktadir.

TNBS ile indiiklenmis kronik kolit modeli direngli lamina propriya fibrozisi ile
karakterizedir (112). Bu durum kronik inflamasyona bagli salgilanan cesitli
mediyatorlerin mezenkimal hiicreleri aktive ederek doku fibrozis ve steanosis gelisimi
ile karakterize olan insan Crohn hastaliginda da goriilmektedir (125). Bu nedenle
TNBS ile indiiklenen kronik kolit modelinin insan IBH’nda gériilen intestinal
fibrozisin potansiyel mekanizmasini arastirmada etkin bir yontem olabilecegini
gostermektedir (123). Histolojik ve immiinolojik olarak insan Crohn hastaliginin
karakteristik 6zelliklerini yansitmasi ile kronik TNBS modeli etkin bir aragtirma

yontemi olarak bulunmustur (112).

2.5 Enterik Sinir Sistemi

Gastrointestinal kanal, 6zefagustan aniise kadar enterik sinir sistemi denen bir
sinir sistemine sahiptir (126). Yaklasik olarak icerdigi 100 milyon néron ile
omurilikten daha fazla ndron sayisina sahiptir (127). Beyinden bagimsiz olarak da
caligabilen bu yapi, sindirim sisteminin intrensik kontroliinii saglamaktadir (128).
Yapilan aragtirmalarda gastrointestinal sistemin kanal duvarinda duysal sinir almaglari
bulundugu ve bu almaglarin bagirsak i¢inde lokal reflekslere neden oldugu
bulunmustur (129). Bu durumun bulunmasi gastrointestinal sistemin beyinden nasil

bagimsiz olarak ¢alistigini ve intrensik bir kontrol ag1 oldugunu gostermistir
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Sekil 3: Enterik Sinir Sistemi Organizasyon Yapisi (131)

Enterik sinir sisteminde (ESS) ndron-hiicre govdeleri gruplar halinde kiiciik
gangliyonlar i¢inde toplanmistir (23,130). Bu gruplasma ise kanal duvarinda
Myenterik (Auerbach) ve submukozal (Meissner) pleksus olmak iizere iki farkl
yiizeyel sinir ag1 yapilanmasini olusturmaktadir. Myenterik pleksus longitudinal ve
sirkiiler kas tabakasi arasinda bulunmakta, bu kas tabakalarni innerve ederek
motiliteyi kontrol etmektedir. Submukozal pleksus ise mukozal ve sirkiiler kas
tabakasi arasinda bulunmakta, daha ¢ok gastrointestinal salgilar1 ve lokal kan akiminin
kontroliinde etkinlik géstermektedir. Sekil 3 gastrointestinal sistemin inervasyonunu
gostermektedir (131). Pleksus yapisinda afferent ndron, ara néron ve motor néron
olmak iizere {i¢ tip ndron bulunmaktadir. Bu néronlar pleksus yapilari arasinda sinaptik
baglantilar kurarak myenterik pleksus ve submukozal pleksus arasinda baglantinin
olusmasini da saglamaktadir. Bunun yaninda enterik noronlarin ¢evresini saran ve
destekleyen enterik gliya hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler merkezi sinir
sisteminde astrositlere morfolojik ve fonksiyonel olarak benzer islev gérmekte, enterik

noron fonksiyonunu diizenleyebilmektedir (130). Ayn1 zamanda enterik noronlar
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mukozal immiin sistem ve intestinal epitel hiicreleri ile de yakin iligkilere sahiptir.
Miisin iiretimi, sitokin ekspresyonunun kontrolii, bariyer biitlinliigiiniin kontrolii gibi
fonksiyonlar1 da bu iliskiler ile desteklemektedir (132). Inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda bozulan bu yapisal islevler iizerinde enterik sinir sistemi etkisinin

goriilmesi enterik néroinflamasyonun arastirilmasi i¢in yeni bir alan agmustir.

2.5.1 Enterik sinir sistemi ve IBH

Hayvanlarla ve insanlarla yapilan calismalarda, IBH modellemelerinde enterik
sinir sistemi hiicrelerinde hiperatrofi, hiperplazi ve sinir liflerinde aksonal hasar, gliyal
hiicrelerde hiperplazi ve sayisal artis, yapisal morfoloji degisimi goriilmiistiir (24-26).
2005 yilinda yayinlanan bir c¢alismada ise inflamasyona bagli enterik noronlarda
olusan anormalliklerin bagirsak yapisinda bozulmaya neden oldugu gdsterilmistir
(27). Epitel sekresyonun noéral kontroliinde bozulma, enterik noronlarda artan
uyarilabilirlik ve sinaptik iletide degisimler baslica noral degisimler olarak aym
calismada gruplanmistir. 2005 yilinda Linden ve ark. tarafindan yapilan bir calismada
TNBS ile indiiklenmis akut kolit modelinde inflamasyonun baslangicinda enterik
noron sayisinda %20’lik azalma goriildiigii gosterilmistir (25). Bu azalmanin ise hiicre
Oliimiine bagl notrofil infiltrasyonu ile inflamatuvar siireci baslattigi bildirilmistir. Bu
nedenle enterik sinir sistemindeki anormalitenin IBH ile salinan molekiiller ile iliskili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Olusan bu degisimlerin bagirsagin inflame kismi disindaki kisimlarda da
goriilmesi IBH’de enterik sinir sisteminin patolojik rolii iizerine hipotezler ortaya
cikarmigtir (133). Ohlsson ve ark. tarafindan yapilan calisma ile bu hipotez
desteklenmis, Crohn hastalarinin iltihaplanmamis ince bagirsaklarinda dejenerasyon,
hiperatrofi, gliya hiicrelerinde hiperplazi gosterilmistir (134). Schneider ve ark. ise
Crohn hastalarinin  iltihaplanmamis dokularinda yapilan immiinohistokimya
caligmasinda vazoaktif intestinal peptit saliniminda artig, yaygin kolin asetiltransferaz
ve nitrik oksit sentaz lokalizasyonu, kalsitonin gen iliskili peptit lifleri iizerinde
hiperatrofi goézlemlenmistir (135). Bu sonuglar ile Crohn hastalarinda enterik sinir

sisteminin olusan degisikler ve adaptif cevabi desteklenmistir.
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Enterik gliya hiicreleri ESS’de en belirgin hiicresel yapiyr olusturmaktadir ve
mukozal yapinin biitiinligii ve sagligi izerinde faydalarinin oldugu gosterilmistir (28).
Fenotip olarak merkezi sinir sisteminde bulunan astrositlere benzemektedir (29).
Myenterik pleksus ve submukozal pleksusta enterik néronlar1 ¢evrelemesinin yaninda
kan damarlar1 ve lenfatik sistemle de iligkilidir (30). Olgun gliya hiicreleri ara filament
proteininden (GFAP) zengindir ve IBH gibi inflamasyon durumunda ekspresyonunun
belirgin bir sekilde arttigi gosterilmistir (31,32). Bunun yaninda gastrointestinal
sistemde kalsiyum baglayici protein S100 ailesinden gliya hiicrelerinde eksprese olan
tek protein S100B’dir ve son bulgular ekspresyonda artisin intestinal inflamasyon

derecesini belirlemede 6nemli bir etken oldugunu gostermektedir (33,34).

Enterik gliya hiicreleri intestinal bagirsak bariyer fonksiyonunu, 6zellikle
gecirgenligi, siki baglanti proteinlerinden zonulin-1 ve okludin ekspresyonunun
artisin1 diizenleyerek ve S-nitrosoglutatyon salinimini arttirarak kontrol etmektedir
(35). Yapilan cesitli calismalar ile homeostasisin kontroliinde gliya hiicrelerinin elzem
bir rolii oldugu gosterilmistir (36,37). 2012 yilinda yapilan ¢alismada ise uygulanan
anitprotozoal ilag¢ sonrasinda farelerde indiiklenmis kolit modelinde GFAP ve S100B
ekspresyonunda ve mukozal inflamasyonda belirgin bir azalma gdsterilmis, ilacin anti-
inflamatuvar etkisinin gliya hiicrelerini hedefleyerek gerceklestigi bulunmustur (38).
Son bulgular ise enterik gliya hiicrelerinin intestinal biitlinliik ve inflamasyona kars1

noron koruyucu etkileri oldugunu gostermistir (136,137).

2.5.2 Enterik sinir sistemi ve mikrobiyota

Gastrointestinal ~ sistemde  yasamin ilk  yillarindan  itibaren  cesitli
mikroorganizmalar kolonize olmaktadir. Farkli bakterilerin sayilarindaki degisimler
sindirim, vitamin sentezi, epitel ve bariyer biitiinliigiiniin korunmasi, immiin sistem
hiicrelerinin olgunlagsmasi gibi faktorlerde dnemli bir etkiye sahiptir. Cesitli calismalar
gastrointestinal sistemde kolonize olmus mikroorganizmalarin enterik sinir sisteminde
de etkinliginin oldugunu gostermektedir. Enterik duysal ndronlarin uyarilabilirliginin
artmasi1 ve ince bagirsak motilitesinin azalmasi gibi etkilerinin oldugu bulunmustur

(138,139). Ayn1 zamanda steril ortamda biiyiiyen “germ free” hayvan deneylerinde
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anormal myenterik pleksus gelisimi gozlenmistir (40). 2014 yilinda Collins ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢caligmada steril farelerin dogum sonras1 gangliyon
basina néron oraninda azalma ve azalmis néron yogunlugu belirlenmistir (39). Ayni
calismada bagirsak motilitesinde belirgin azalma da gosterilmistir. Gliya hiicrelerinin
homeostatik denge islevinde bozulmalar oldugu, mikrobiyotanin yeniden
diizenlenmesi ile bu islevde iyilesmeler gozlendigi bildirilmistir (140). 2018 yilinda
Vadder ve ark. ise enterik sinir sisteminin olgunlagsmasi i¢in mikrobiyota varligimin
onemine dikkat cekmistir (141). Miiller ve ark. ise antibiyotik ile mikrobiyotada
disbiyosis yaratilan farelerde belirgin motilite bozuklugu gozlemlemistir (142). Ayni
zamanda enterik ndron-muskiiler makrofaj dengesini gosteren Koloni uyarici faktor-1
(CSF-1) ve Kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) seviyelerinde azalma
bulunmustur. Bu yapisal ve fonksiyonel bozukluklar, enterik sinir sistemi gelisiminde

mikrobiyotanin 6nemini ortaya koymaktadir.

2.6 Akkermansia Muciniphila

A. muciniphila ilk kez 2004 yilinda Derrien ve ark. tarafindan saglikli bireylerin
fekal orneklerinden izole edilmis probiyotik bir bakteridir (11). Verrukomikrobia
familyasina ait anaerobik, spor olusturmayan, oval sekilli gram negatif bir bakteridir.
Gastrointestinal sistemde kayganlik ve koruyucu etkinlik gdsteren mukus tabakasinin
yapisinda Onemli bir bilesen olan miisini degrade ederek farkli etkinlikler
gostermektedir. Sahip oldugu enzimler ile baglattig1 degredasyon sonucunda fruktoz,
galaktoz, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin, siyalik asit, siilfat, disakkarit ve
kiigiik oligosakkaritler agiga ¢ikarmaktadir (143,144). Bu agiga c¢ikan metabolitler ile
mikrobiyotanin ihtiyaclari karsilanmaktadir. Ek olarak 4. muciniphila asetat, biitirat
ve propiyonat basta olmak lizere kisa zincirli yag asitlerinin {iretiminde gorev
almaktadir. Uretilen kisa zincirli yag asitleri epitel hiicrelere yakin olarak konakgi
kullanimina uygun durumdadir (145). Kisa zincirli yag asitleri daha sonra G protein
esli reseptor 41 ve 43 yardimiyla konakgiyr uyarmakta ve gerekli durumlarda immiin

stimiilasyonu saglamaktadir (146).
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Yapilan ¢alismalarda 4. muciniphila 'nin saglikli olma durumu ile iliskili oldugu,
farkli hastaliklar ile negatif korele olarak gézlenmistir. Akut pankreatit teshisi almig
hastalarda bakteri popiilasyonun negatif korelasyona sahip olarak bulunmustur (147).
Bunun yaninda insan ve hayvan deneylerinde viicut agirligi ve tip 1 diyabet ile ters
iligkili oldugu gosterilmistir. Genetik olarak obez olan farelerde probiyotik tedavisi ile
A. muciniphila seviyelerinde 80 kat artis oldugu, kilo kaybinda 6nemli bir etmen olarak
gosterildigi bulunmustur (148). 2011 yilinda Wang ve ark. ise otizm modelinde A.

muciniphila’'nin belirgin bir sekilde kontrol grubuna gore azaldigini gostermistir (149).

2.6.1 Inflamatuvar bagirsak hastahklar ve A. muciniphila

A. muciniphila’nin gosterilen anti-inflamatuvar etkinliklerinin degerlendirilmesi
icin son yillarda inflamatuvar hastaliklarin modellemelerinde ¢alisilmaktadir. insan
calismalarinda Ulseratif kolit ve Crohn hastaliginda saglikli gruba gére belirgin bir
azalma gozlenmistir (149-151). Bunun yaninda fekal transplantasyon sonrasi A.
muciniphila popiilasyonunda yine belirgin bir artis oldugu gosterilmistir (152).
Deneysel modellerde ise insan c¢alismalarini destekler nitelikte A. muciniphila
popiilasyonunda hastalik sonrasi belirgin bir azalma goézlemlenmistir (153-156).
Bunun yaninda tedavi olarak A. muciniphila uygulanmasi sonucu makrofaj
infiltrasyonunda ve sitotoksik T lenfositlerde belirgin bir azalma oldugu, buna bagh
DSS kolit modelinde iyilesme gozlemlendigi bulunmustur (157). 2019 yilinda Bian ve
ark. ise DSS ile indiiklenmis tilseratif kolit modelinde A. muciniphila uygulamasinin
bagirsak bariyer biitliinliiglinii korudugunu, inflamatuvar sitokin seviyelerini azalttigi
ve mikrobiyota ¢esitliligini diizenledigini gostermektedir (158). A. muciniphila
etkinlik mekanizmasinin artan kisa zincirli yag asitleri liretimine bagli G protein esli
reseptor 41 ve 43’°e baglanarak kolonda Foxp3+ T regiilator hiicreleri arttirdigi, immiin
cevabi diizenleyerek inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda rahatlamaya neden oldugu

gosterilmistir (159-161).

Bu ¢alismalarin yaninda IBH de 4. muciniphila’nin arttigin1 gdsteren arastirmalar
da bulunmaktadir. 2017 yilinda Seregin ve ark., yayinladig1 calismada A. muciniphila
tedavisi sonrasi kolit hasarinda artis oldugu gosterilmistir (162). 2013 yilinda Ganesh
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ve ark. ise kolit modelinde A. muciniphila ile hasarin arttigi, uygulamanin
durdurulmas: ile iyilesme parametrelerinde gelisme oldugunu raporlamistir (163).
Calismalar arasinda pozitif ve negatif korelasyon farklarinin gézlenmesinin nedeni
bakteri tiirli arasindaki farklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. 2017 yilinda Guo
ve ark. tarafindan yayinlanan ¢alismada genomik cesitlilige sahip farkl: alt tiirdeki 4.
muciniphila’min farkli fonksiyonlar1 olabilecegini gosterilmektedir (164). Bunun
yaninda insan fekal 6rneklerinden elde edilmis 4. muciniphila ATCC BAA-835T ve
fare 6rneklerinden elde edilmis 4. muciniphila 139 arasinda anti-inflamatuvar etkinlik

farki oldugu bulunmustur (161).
Bu bilgilerin 1518inda ve yapilan arastirmalar g6z Oniine alinarak kronik kolite

bagli inflamasyonda ve kolite bagli néron dejenerasyonunda A. muciniphila 'nin yararh

etkisinin in vivo ve in vitro diizeyde degerlendirilmesi amaglanmustir.
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3 GEREC VE YONTEM

Deneyler in vivo ve in vitro olarak ii¢ hedef dogrultusunda gergeklestirilmistir.

1. Hedef: TNBS ile kronik kolit modeli olusturulan farelerde A. muciniphila ‘nin

tedavi edici etkisinin gosterilmesi igin;

Farelerde TNBS ile kronik kolit indiiklenmis,

Secici besiyerleri kullanilarak A. muciniphila iretilmis ve tedavi olarak
kullanilacak stoklar elde edilmis,

Elde edilen A. muciniphila stoklar1 belirli miktarlarda tedavi olarak
uygulanmis,

Makroskopik, mikroskopik, biyokimyasal 6l¢iimlerle kolitle gelisen hasar
degerlendirilmis,

NF«B yolag1 aktivasyonu incelenmis,

Bagirsak gecirgenligi ve kolit ile olusan mikrobiyota degisimi

degerlendirilmistir.

2. Hedef: In vivo diizeyde kolite bagli ESS dejenerasyonunun varligimnin ve A4.

muciniphila’nin dejenerasyonda tedavi edici etkisinin gdsterilmesi i¢in;

Faralerde olusturulmus kronik kolit modelinde A. muciniphila tedavisi ile
ESS i¢in hasar gostergesi proteinlerin ekspresyonu degerlendirilmis,
Enterik ndron ve gliyalarda sayisal ve morfolojik inceleme yapilarak
immiinofloresan mikroskopi diizeyde hasar degerlendirilmesi yapilmas,
Gegirimli Elektron Mikroskopi (TEM) ve Taramal1 Elektron Mikroskopi

(SEM) ile néron morfolojik yapisi degerlendirilmistir.

3. Hedef: In vitro diizeyde kolite bagli ESS dejenerasyonunun gosterilmesi ve A.

muciniphila ‘min tedavi edici etkisinin gosterilmesiigin;

Enterik noron ve gliya hiicreleri farelerden myenterik pleksus izole edilerek
kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis,

Sitokin kokteyli ve LPS uygulanarak hiicre hasar1 olugturulmus,
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o A. muciniphila ekstraseliiler vezikiilleri elde edilerek kiiltiirdeki hiicrelere
uygulanmus,
e Hasar ile iligkili parametrelerdeki degisim mikroskopik olarak ol¢iilerek

terapotik etkinligi degerlendirilmistir.

3.1 Hayvanlar

Calismada 8-12 haftalik, n=12 /grup olmak {izere, esit sayida erkek ve disi
BALB/c fareler kullanilmis, 12 saat aydinlik/karanlik donglisiinde sabit nem ve
sicaklik kosullarinda tutulmustur. Fareler standart yem ile beslenmis ve suya serbest
ulasabilir sekilde barmmuiglardir. /n vivo igin toplam 36 fare kullanmis olup, o hata
degeri 0.5, kuvvet olarak 0.85 hesaplanarak gii¢ analizi degerlendirilmesi sonucu bu
saytya ulasilmistir. Hayvanlar diizenli olarak her giin takip edilmis, temizlik ve viicut
agirligr degerlendirilmesi yapilmistir. Yapilmis olan tiim hayvan deneyleri Acibadem
Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (ACU-HADYEK 2019/28) (EK1)

3.2 Kronik Kolit Modelinin Olusturulmasi

Kronik kolit modelinin olusturulmas: i¢in Fitchtner Fiegl vd. 2007 yilinda
uyguladig1 protokol kullanilmistir (123). BALB/c farelere 7 hafta boyunca 16-18 saat
gece acligr sonrasinda artan dozlarda intrarektal TNBS uygulanarak kronik kolit
modeli olusturulmustur. Hafif izofloran anestezi alinda %45-50 etanolde ¢oziilmiis
TNBS, artan dozlarda (1.25-2.50 mg) 7 hafta boyunca uygulanmistir. (Sekil 1) Vazelin
ile yeterince kayganlastirilan bir kateter aracigiyla 4cm kolon igerisine intrarektal
olarak yavas bir sekilde verilmistir. Islem sirasinda fareler Tredelenburg 19
pozisyonunda rektumu yukarida kalacak sekilde 30 saniye tutularak verilen ¢dzeltinin
disar1 ¢ikmasi minimize edilmistir. Kontrol grubuna ise TNBS yerine intrarektal
fizyolojik tuzlu su (SF) uygulanmistir. Tedavi grubuna 3. haftadan baslayarak, deney
sonu olarak belirlenen 7. Haftanin sonuna kadar bakteri siispansiyonu giinliik olarak
oral gavaj yolu ile verilmistir. Kontrol ve Kolit gruplarina ise bakteri slispansiyonu

yerine yine oral gavaj yolu ile fosfat tamponlu ¢ozelti (PBS) verilmistir. Deney siiresi
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boyunca giinliik besin ve siv1 tiikketimi izlenmis, diyare durumu ve haftalik kilo takibi
yapilmustir. 7. haftanin sonunda hayvanlar ekssanguinasyon yontemi ile sakrifikiye
edilerek kolon dokusu, kan ve fekal 6rnekleri toplanmistir. Deney protokolii Sekil 4’de

gosterilmistir.

0
|

$+ 3 3 3 3 3 33

» HAFTALAR

TNBS T T T T T T T T

1.25mg 1.50mg 1.75mg 2mg 2,25 mg 2,25 mg 2.50mg 2.5

! I I ! I

mg

<> Kolonoskopi ‘ Kilo takibi

Sekil 4: Deney Protokolii

3.3 A. muciniphila’mn Kiiltir Ortaminda Cogaltilmas1 ve Tedavi icin

Kullanima Hazirlanmasi

A. muciniphila Derrien et al. (ATCC® BAA-835™) bakteri kokeni, Amerikan tipi
kiiltiir koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir. Liyofilize halde temin edilen bakteri
anaerobik biyogiivenlik kabin icerisinde acilmis ve tiyoglikolat sivi besiyeri (Merck-
milipore) igerisinde sulandirilmistir. Daha sonra BD BACTEC Plus Anerobic/F kiiltiir
sisesine ve %5 koyun kanli Columbia besiyerine (Becton, Dickinson and Company,
USA) ekilmistir. Kan kiiltiir sisesi BD BACTEC™ kan kiiltiirii sistemi igerisine

konmus ve iireme grafigi cihazin sinyali esliginde takip edilmistir (Resim 1).
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Resim 1: Anaerobik kan kiiltiirii sisesi ve sistemindeki iireme egrisi

%35 koyun kanli Columbia besiyerine (Becton, Dickinson and Company, USA)
ekilen ornek ise BD GasPak™ EZ pouch sistemi igerisine yerlestirilmis ve 37 °C,
CO2’li inkiibatorde (Becton, Dickinson and Company, USA) koloniler gézlemlenene
kadar inkiibe edilmistir (Resim 2, Resim 3). Bakterilerin tlirediginin dogrulanmasi

MALDI-TOFF cihazinda yiiksek skor eldesi saglanarak yapilmustir.

Resim 2: %5 koyun kanli Columbia besiyeri ve BD GasPak™ EZ pouch sistem
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Resim 3: A. muciniphila kolonileri

Ureme sonrasinda elde edilen bakterilerden literatiirde yapilan calisma &rnek
alinarak tedavi dozuna uygun olacak sekilde sulandirilmalar steril anaerobik (degaze)
fosfat tampon tuz ¢ozeltisi ile yapilmistir (13, 164). 0.5 Mcf standard: kullanilarak
hazirlanan bakteri siispansiyonu daha sonra steril anaerobik fosfat tampon tuz ¢ozeltisi
ile seyreltilerek, 0.2 x 108 CFU/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Belirlenen bu tedavi
dozunda her giin i¢in, 2ml’lik vida kapakl: tiiplerde hazirlanmis ve -80°C’de muhafaza

edilmistir.

3.4 Makroskopik Hasar Degerlendirmesi

Makroskopik hasar, deney boyunca kolonoskopi aracili kolon i¢i goriintiileme,
hastalik indeksi ve fekal skor hesaplamasi yapilarak degerlendirilmistir. Deney

sonunda ise 1slak doku indeksi hesaplanmistir.

3.4.1 Kolon i¢i goriintilleme

Kronik kolit olusturulmus Kolit ve Tedavi gruplarinda 1, 3, 5 ve 7. haftalarda
Hopkins teleskopi (Karl Storz Endoskope, Germany) kullanilarak kolon igci
makroskopik olarak incelenmistir. Degerlendirme Wirtz ve ark. tarafindan yayinlanan
calisma dogrultusunda yapilmistir (124). Hiperemi varligi, kanama, iilserasyon

degerlendirmeleri ile skorlama yapilmistir.
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Resim 4: Kolonoskopi Optigi ve Goriintiileme Sistemi

3.4.2 Hastalik indeksi ve fekal skorlama

Farelerde 3, 5 ve 7. Haftalarda digki kivami, diskida kanamanin varligi, bagirsakta
yapisiklik kriterlerine gore incelenerek hastalik indeksi hesaplanmistir. Fekal skorlama

ile periyodik olarak digki kivami degerlendirilmistir. Degerlendirme puan tablosu

asagida gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Hastalik Indeksi Degerlendirme Tablosu

Skor Diski Kivami- Diskida Kan Bagirsakta
Fekal Skor Yapiskanhk
0 Normal Yok Normal
1 Yumusak-Sekilli Cok az
2 Yumusak Az Orta
3 Cok yumusak- Diskida
Islak Goriilebilir
4 Ishal Rektal Kanama Yiiksek
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3.4.3 Islak doku agirhig (IDA)

Kolon dokular ¢ikarildiktan sonra islak olarak tartilmis, doku agirligi gr/100gr

agirlik olacak sekilde indeks olarak hesaplanarak ifade edilmistir.

3.5 Biyokimyasal Olciimler

Dokuda inflamasyonun degerlendirilmesi i¢in pro-inflamatuvar TNF-a, IL-1,
IL-6 ve anti-inflamatuvar IL-10 sitokin degerlendirilmesi yapilmistir. Mukus tabakasi
ve gecirgenligin degerlendirilmesi icin lipopolisakkarid (LPS) olgiimii yapilmistir.
Inflamasyonunun néronlar {izerindeki etkinliginin degerlendirilmesi i¢in CSF-1
diizeyinin degerlendirilmesi yapilmistir. Notrofil infiltrasyonu degerlendirilmesi i¢in

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi degerlendirilmistir.

3.5.1 ELISA analizi

Pro-inflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-1p, IL-6, anti-inflamatuvar sitokin IL-10
seviyeleri ve CSF-1 analizi i¢in deney sonunda toplanan doku ornekleri sivi azot ile
dondurularak -80°C’de saklanmistir. Maksimandibular arterden periyodik olarak
alinan kan 6rneklerinden serum elde edilmis, LPS diizeyleri deney siireci tamamlanana
kadar -80°C’de saklanmistir. Deney siireci sonunda ELISA kit yardimiyla iireticinin

talimatlar1 dogrultusunda degerlendirilmistir.

3.5.2 Dokuda MPO ol¢iimii

Toplanan kolon doku oOrneklerinde MPO aktivitesi, ndtrofil infiltrasyonunu
gosteren biyokimyasal bir parametredir. Bu amacla toplanan kolon doku ornekleri
%0,5'lik HETAB (Heksadesiltrimetilammonyum bromide) (50mM potasyum fosfat
tamponu i¢inde; pH:6) ile 10 kez sulandirilarak homojenize edilip, 12.000 rpm'de, 4
°C’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen pelletten siipernatan uzaklastirildiktan
sonra 50 mM potasyum-fosfat tamponu i¢inde tekrar homojenize edilmistir. Daha

sonra her bir tiipe 50 mM potasyum fosfat tamponu +o-dianisidin. 2HCI (20 mg/ml) +
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H>0; (20 mM) + 6rnek konulmus ve su banyosunda 37 °C’de 3 dk. siiren reaksiyon
%2'lik sodyum azid ile durdurulmustur. Ornekler 5,000 rpm’de 4 C’de 15 dk. santrifiij

edildikten sonra siipernatanlar abzorbans degerleri 460 nm’de okunmustur.

3.5.3 Protein analizi

Inflamatuvar aktivitenin, enterik ndron ve gliya ekspresyonundaki degisimlerin
protein diizeyinde degerlendirilmesi icin Western Blot yontemi kullanilmistir. N6ron
spesifik HuC/HuD, Tubulin III ve enterik gliya hiicrelerinden salgilanan spesifik
GFAP, S100B ve Sox10 proteinlerinin ekspresyonu degerlendirilmistir. inflamatuvar
aktivite degerlendirilmesi icin NFxB p65 alt iinitesindeki degisimler Sl¢lilmiistiir.
Kullanilan birincil ve ikincil antikorlar Tablo 2’de verilmistir. Doku 6rneklerine RIPA
tampon c¢ozeltisi ve proteinaz inhibitorii eklenerek homojenize edildikten sonra
Bradford yontemi ile protein diizeyleri dl¢iilmiis ve olusturulan standart egri protein
degerleri hesaplanmistir. Hesaplama sonrast %10-12 SDS-PAGE jel iizerinde
proteinler yliritiilmiis, daha sonra jel iizerindeki proteinler PVDF membrana
aktarilmistir. Spesifik olmayan antikorlarin baglanmasini engellemek icin %5°lik
yagsiz siit ile muamele edilen membran gece boyu +4°C’de birincil antikor ile
bekletilmistir. Daha sonra TBS-T ile 3 kez yikandiktan sonra ikincil antikor ile 1 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Tekrar TBS-T ile yikanan membranlar ChemiDoc (MP

Biosystems, Biorad) kullanilarak karanlik odada degerlendirilmistir.

Tablo 2: Kullanilan Birincil ve kincil Antikorlar

Kullanilan Antikorlar Marka
Monoclonal anti-mouse Tubulin III Sigma T8578
Monoclonal anti-mouse HuC/D Invitrogen A21271
Poly anti-rabbit GFAP Abcam Ab7260
Mono anti-rabbit S100B Abcam 52642
Mono anti-rabbit Sox10 Abcam Ab27655
Poly anti-rabbit NFxB Santa Cruz sc8008
Anti-mouse Alexa Flour 488 Invitrogen A32723
Anti-rabbit Alexa Flour 555 Invitrogen A32732
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3.6 Mikroskopik Degerlendirme

3.6.1 Hematoksilen-eozin boyama ile inceleme

Dokular formalin ile fikse edildikten sonra yiikselen etil alkol serisinden ve
saydamlastirma asamalarindan geg¢irilmistir. Parafine gomiilen dokulardan kesitler
alinmistir. Alinan kesitler hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi ile boyanarak 1sik
mikroskopisi altinda degerlendirilmistir. Kesitler histopatolojik olarak 0 ila 4 arasinda
skorlanmigtir. Skorlama i¢in Fuss ve ark. tarafindan yayinlanan skorlama tablosu

kullanilmistir (166) (Tablo 3).

Tablo 3: Mikroskopik Skorlama Tablosu

Degerlendirme Kriteri Skor
Lokosit infiltrasyonu hi¢ yok 0
Az derecede 16kosit infiltrasyonu 1
Orta derecede 16kosit infiltrasyonu 2
Siddetli 16kosit infiltrasyonu, damarda ve 3

kolon duvarinda kalinlasma

Cok ciddi; transmural 16kosit infiltrasyonu, 4
goblet hiicresi kaybi, damarda ve kolon
duvarinda kalinlasma

3.6.2 Immunofloresan yontem ile inceleme

Dokularda Tubulin III, HuC/D, GFAP, SOX 10, S100B ekspresyonlarini
degerlendirmek amaciyla immiinohistokimya yontemi kullanilmistir. Bu amagla,
%4’liikk PFA 1ile fikse edilen dokulara parafin doku takibi yapildi. Doku takibi sonrasi
alian 5 um’lik kesitler, ksilende 20 dakika bekletildikten sonra azalan konsantrasyonda
etanol (%100, %96) serilerinde 10’ar dakika bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra
kesitler sitrat tamponunda (0,1 m, pH:6) 200 W’de 20 dakika mikrodalgada 1sitildu.
Oda 1s1sinda sogutulan kesitler PBS ile yikandiktan sonra, %1 BSA iceren PBS-T’de
10 dakika, daha sonra kesitler %5 BSA igeren PBS-T tamponunda 30 dakika bekletildi.
Kesitler, anti-GFAP, anti- Tubulin III, anti HuC/D, anti-SOX 10, anti- S100B primer
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antikorlart (1:200) ile 1 gece +4 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor uygulamasi
sonrast kesitler, %1 BSA iceren PBS-T’de 10 dakika bekletildi. Kesitler daha sonra
floresan isaretli sekonder antikorda (1:500) 37°C’ de 1 saat bekletildi. Sekonder
antikor sonras1 %1 BSA iceren PBS-T ile yikanan kesitlere 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) uygulandiktan sonra kesitler konfokal (Zeiss-LSM 700) mikroskopta incelendi
ve fotograflandi. Fotograflanan kesitlerdeki myenterik pleksuslardaki 1s1ma
yogunlugu, biitiinlesik 1s1ma (integrated density) degeri Image J (1.44 software,

National Institutes of Health) programi kullanilarak analiz edildi.

3.6.3 Gegirimli elektron mikroskopi ile inceleme

Kolon doku ornekleri %2,5’luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit
fiksatifi icerisinde 1 gece fikse edildi. Daha sonra orneklere, %1’lik osmiyum
tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapildi. Doku 6rnekleri, yilikselen alkol serilerinden
(%50, %70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi. Propilen oksitten
gegirilerek epon 812°ye gomiilen ve 60°C’deki etiivde 1 gece polimerize edilen
bloklardan, ultramikrotomda (Leica EM UC7) yaklasik 60 nm kalinligindaki ince
kesitler alindi. Kesitler daha sonra uranil asetat-kursun sitrat soliisyonlar1 ile
kontrastlandi. Kontrastlama sonrasi ince kesitler transmisyon elektron mikroskobu

(Thermo Scientific- Talos L120C) ile incelendi.

3.6.4 Taramal elektron mikroskopi ile inceleme

Kolon doku ornekleri %2,5” luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit
fiksatifi icerisinde fikse edildi. Tamponla yikamadan sonra, %1’lik osmiyum
tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapildi. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyon sonras1 3/1, 1/1 ve 3/3
alkol/amilasetat serilerini takiben saf amilasetata konulan Ornekler kritik nokta
kurutucusunda  kurutulduktan sonra altinla kaplandi ve taramali elektron

mikroskopunda (Thermo Scientific- Quattro SEM) incelendi.
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3.7 Fekal Mikrobiyota Analizi

Kolite bagli mikrobiyota degisimi ve tedaviye bagli popiilasyon etkilesimi
degerlendirildi. 0, 3, 5 ve 7. haftalarda toplanan taze fekal ornekler iizerinde gen
dizilenmesi yapildi ve biyoinformatik degerlendirilmeler igin destek alindi

(Epigenetiks Biyoinformatik)

3.8 In vitro Calismalar

3.8.1 Myenterik pleksus izolasyonu

Izolasyon protokolii igin 2015 yilinda Grundmann vd. tarafindan yayinlanan
calisma referans alinmistir (167). Disekte edilen yenidogan farelerden (1-3 giinliik)
elde edilen longitudinal kas tabakasinda myenterik pleksus izolasyonu mikroskopi
altinda gerceklestirilmistir.

Disekte edilen longitudinal kas yapisi izotonik Hank soliisyonu (HBSS),
Penisilin-Streptomisin, Liberaz TH ve DNAz igeren sindirim soliisyonunda 2-2,5 saat
boyunca 37°C, %5 CO2’de inkiibe edildi. Siire sonunda diseksiyon mikroskopi altinda
siispansiyon 35-mm petri kabinda arter, mezenterik yapi, sindirilmemis kas yapisindan
arindirilarak saflagtirildi. Saflagtirma sonrasinda myenterik pleksus aglarit mikroskop

altinda toplanarak 100g hizda, 3 dakika boyunca santrifiij edildi.

3.8.2 Hiicre kiiltiiri

Norosfer olusumu icin santrifiij sonrasinda supernatan uzaklastirilarak
proliferasyon medyas:t (DMEM/F12 (GIBCO), %10B27 w/ retinoik asit (PAA), %5
penisilin/streptomisin (Applichem), %5 BSA, %0,1 B-mercaptoethanol (GIBCO)
icinde 1 pl/ml EGF ve 2 pl/ml FGF (Immunotools) ile inkiibasyona birakilmistir.
Proliferasyon medyasi 1, 3 ve 6. glinde yenilenmistir.

Norosfer olusumu tamamlandiktan sonra diferansiyasyon basamagi i¢in
ekstraseliiler matriks (ECM, Sigma Aldrich, 1:100) ile kaplanan mikroskopik lameller

1 saat boyunca 37°C, %5 CO;’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda ndrosferler
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toplanarak diferansiyasyon medyasi i¢inde (DMEM/F12 (GIBCO), %10 B27 w/
retinoik asit (PAA), %S5 penisilin/streptomisin (Applichem), %5 BSA, %0,1B-
mercaptoethanol (GIBCO)I pl/ml GDNF (immunotools) eklenerek ekstraseliiler

matriks kapli lamel iizerinde 3-6 giin inkiibasyona birakilmustir.

3.8.3 TNBS ve sitokin kokteyli uygulamasi

In vitro hiicre hasarlanmasi1 i¢in TNBS (Sigma Aldrich, France) ve sitokin kokteyli
(Immunotools) kullanilmistir. TNBS hasarlamast 200 pg/ml olarak uygulanmistir.
Sitokin kokteyli 10 ng/ml IFN-y (recombinant, human, ImmunoTool, Germany), 10
ng/ml TNF-a (recombinant, human, ImmunoTool, Germany) ve 5 ng/ml IL-1fB
(recombinant, human, ImmunoTool, Germany) ile hazirlanmistir (Schreiber vd.,
2017). Norosferler hazirlanan TNBS ve sitokin kokteyli ile 24 saat boyunca 37°C, %5
COy’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda PBS ile yikanip %4 formaldehit ile fikse

edilerek immiinofloresan boyamaya hazirlanmistir.

3.8.4 A. muciniphila vezikiillerinin elde edilmesi ve karakterizasyonu

Toplanan bakterilerden ektraseliiler vezikiillerin elde edilmesi i¢in degisen
hizlarda ultrasantrifiij teknigi uygulanmistir. Degisen hizlarda ve siirelerde santrifiij
edilen bakteri siispansiyonu protokolii asagida gosterilmistir (Sekil 5). Elde edilen
vezikiillerin degerlendirilmesi ve karakterizasyonu i¢in SDS-PAGE ve TEM

kullanilmistir.
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Sekil 5: Ultrasantrifiij ile Vezikiil Elde Edilme Asamalari

SDS-PAGE i¢in oncelikle vezikiiller RIPA ile muamele edilmis, vezikiil
yogunlugu protein konsantrasyonu iizerinden degerlendirilmistir. Protein yogunlugu
degerlendirilmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. Konsantrasyon hesaplamasi
sonrasinda %10 yogunlukta SDS-PAGE iizerinde yiiriitiilerek gece boyu Coomassie
mavisi ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin boyanan jel
goriintlisit.  ChemiDoc (MP Biosystems, Biorad) kullanilarak karanlik odada

degerlendirilmistir.

A. muciniphila kaynakl vezikiilleri igeren 6rnekler, 2,5 saat boyunca PBS (0.1 M,
pH 7.2) icinde hazirlanmis %2,5 glutaraldehit ile fikse edilmistir. Bir damla
glutaraldehit ile muamele edilmis vezikiil siispansiyonu, 10 dakika boyunca karbon
kapl grid tizerine yerlestirilmistir. Kalan ¢6zelti, bir filtre kagidi ile emildi ve grid,
negatif boyama iglemi yapilarak (gridler %2’lik uranil asetat solusyonu igerisinde 5
dakika bekletildi) boyanmistir. Daha sonra SEM (Thermo Fisher Scientific- Talos

L120C) ile 6rneklerin morfolojisi ve boyutlart incelenmis ve fotograflanmstir.
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3.9 Differansiye olan Norosferlerin Immunofloresan Boyanmasi

Fikse edilen norosferler 10 dakika boyunca %0,5 Triton (Serva) ve sonrasinda
%10 normal esek serumu (NDS, Sigma Aldrich), ile 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkl'ibasyon sonrasinda birincil antikorlar (Tubulin III, HuC/D ve S100B, Sox10,
GFAP ile hasar gostergesi icin iNOS) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda ti¢ defa steril PBS ile yikanarak ikincil antikorlar ile (Alexa
Flour 488 veya Alexa Flour 555) 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Daha sonra steril su ile yikanan lamellerde hiicre ¢ekirdegi DAPI ile isaretlenmistir.
Gorilintiiler Axionvision 4.8 uygulamasi kullanilarak Cell Observer Z1 (Zeiss) ile

degerlendirilmistir.

3.10 istatistiksel Analiz

(Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism 5.1 programi
ile yapilmistir. Sonuglar aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Gruplar
aras1 fark tek yonlii ANOVA ve Tukey-Kramer testleri kullanilara degerlendirildi.
Istatistiksel anlamlilik i¢in P<0.05 kullanildi. Makroskopik verilerin istatistiksel
olarak degerlendirmek i¢in tek yonlii ANOVA ve Tukey-Kramer testi kullanilda.
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4 BULGULAR

4.1 Makroskopik Bulgularin Degerlendirilmesi

7 haftalik TNBS ile indiiklenen kronik kolitin 3., 5. ve 7. Haftada periyodik olarak
degerlendirilen hastalik skor indeksi {izerine etkisi incelenmistir. Hastalik indeksi
degerlendirildiginde TNBS uygulamasinin 5 ve 7. haftalarda anlamli sekilde hastalik
indeksinde artisa neden oldugu (P<0.001 ve P<0.01), tedavi ile hastalik indeksinde

kolit grubuna gore yine anlamli bir sekilde azalma oldugu bulunmustur (P<0.01 ve

P<0.05) (Sekil 6).

+++

Hastahk indeksi
I

— B % I%

Kontrol Kolit Kolit+ AKM Kontrol Kolit Kolit+ AKM Kontrol Kolit Kolit+ AKM
.. - } 4 |

3. Hafta 5. Hafta 7. Hafta

3

Sekil 6: Haftalik Hastalik indeksi. +++ 5. Hafta Kontrol grubuna gére P<0.001, nxt 5.
Hafta Kolit grubuna gore P<0.01, ¢ 7. Hafta Kontrol grubuna gore P<0.01, # 7. Hafta
Kolit grubuna gore P<0.05.

3, 5 ve 7. haftalarda hastaligin gelisiminin degerlendirilmesi i¢in fekal 6rneklerde
skorlama yapilmustir (Sekil 7) 3. Haftadan itibaren fekal skor TNBS grubunda anlamli
bir sekilde artmis (P<0.05), 5. Haftada bu artis anlamli olarak devam etmistir
(P<0.001). 7. Haftada ise istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir.
Bunun yaninda verilen tedavi kolit grubuna gore anlamh olarak 5. Haftada fekal

skorda bir azalma gostermistir (P<0.05).
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Sekil 7: Fekal skor * 3. Hafta Kontrol grubuna goére P<0.05; +++ 5. Hafta Kontrol
grubuna gore p<0,001; n 5. Hafta Kolit grubuna gore P<0.05

Deney sonunda toplanan kolon doku 6rneklerinde gruplar arasi hasar analizi igin
gruplar arasi 1slak doku agirligt (IDA) indeksi degerlendirilmistir (Sekil 8). Deney
sonunda doku agirligi gr/100gr olacak sekilde indeks olarak hesaplanarak ifade
edilmistir. Kolit grubunda IDA indeksi anlamli bir sekilde artmis (P<0.01), tedavi ile

kolit grubuna gore istatistiksel anlamlilik ile azalmistir (P<0.05).
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Sekil 8: Islak Doku Indeksi (IDA) ** Kontrol grubuna gére P<0.01 + Kolit grubuna
gore P<0.05
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Deney gruplar1 arasinda makroskopik degerlendirme i¢in periyodik olarak
farelere kolonoskopi uygulanmistir (Resim 5). Resim 5A’da kontrol grubuna ait
saglikli kolon yapis1 gozlenirken, 3.haftadan itibaren hiperemi ve hafif iilserasyon
bulgular1 kolonda gbzlenmeye baslamistir (Resim 5B ve Resim 5C). Tedavi grubunda

ise hafif hiperemi gozlemlenirken, lilserasyon gézlenmemistir (Resim 5D).

Resim 5: Kolonoskopi Goriintiileri A: Kontrol Grubu B, C: TNBS Grubu D: Tedavi
Grubu Mavi Ok: Hiperemi ve hafif iilserasyon
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4.2 Biyokimyasal Bulgular

4.2.1 Notrofil infiltrasyonu degerlendirmesi

Notrofil infiltrasyonu gostergesi olarak MPO aktivitesi degerlendirilmistir (Sekil

9). Kolit grubunda MPO aktivitesi anlaml1 bir sekilde artarken (P<0.001), tedavi ile

kolit grubuna gore anlamli bir azalma goézlemlenmistir (P<0.05).

Eﬂ_ oA
:m 204
2
o
a
= 10
-
0
Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 9: MPO Sonugclart *** Kontrol grubuna gore P<0.001, + Kolit grubuna gore
P<0.05.
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4.2.2 Iinflamatuvar sitokinlerin degerlendirilmesi

Inflamasyon durumunun degerlendirilmesi i¢in inflamatuvar sitokin IL-1p, TNF-
a, IL-6 ve anti inflamatuvar sitokin IL-10 ELISA ile degerlendirilmistir (Sekil 10).
TNF-a. ve IL-6 kolit modelinde anlamli bir sekilde artarken (P<0.05 ve P<0.01), tedavi
ile belirgin bir azalma bulunmustur (P<0.05).IL-1p sonuclarinda ise gruplar arasi
anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Anti-inflamatuvar sitokin IL-10 ise kolit ile
anlamli bir sekilde azalmis (P<0.05), tedavi ile istatistiksel anlamlilik gdstererek

artmistir (P<0.05).
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Sekil 10: ELISA Sonuglar1 * Kontrol grubuna gore P<0,05, ** Kontrol grubuna gore
P<0,01, + Kolit grubuna gore P<0,05
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Kontrol Kolit Kolit + AKM
Sekil 11: CSF-1 Sonuglari

Inflamatuvar sitokin etkinligi ve ndronal hasarm degerlendirilmesi igin CSF-1
etkinligi degerlendirilmistir (Sekil 11). Gruplar arasi istatiksel bir anlamlilik

bulunmamastir.

4.2.3 Gegirgenlik degerlendirmesi

Bagirsak biitiinliigliniin ve gecirgenligin degerlendirilmesi i¢in lipopolisakkarit
(LPS) degerlendirmesi ELISA kit yardimi ile yapilmistir (Sekil 12). Periyodik olarak
3, 5 ve 7. Haftalarda toplanan kan 6rnekleri ile analizler gerceklestirilmistir. 3. haftada
kolit ve tedavi grubunda LPS miktar1 kontrol grubuna gore daha yiliksek bulunmustur
(P>0.05 ve P<0.01). Tedavi etkinliginin artis1 ile beraber 5.haftada LPS azalmuis, 7.
Haftada ise kolit grubuna gore anlaml bir degisim gdstermistir (P<0.05). 7. haftada

kolit grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gézlemlenmistir (P<0.01).
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Sekil 12: LPS Sonuglar1. ** Kontrole gore P<0.01, ++ Kolit+AKM grubuna gore

P<0.01, n Kolit grubuna goére P<0.05.

4.2.4 Protein ekspresyonu degerlendirmesi

Protein ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi icin Western blot yontemi

kullanilmistir. Resim 6’da beta aktin sonuglar1 goriilmektedir.

KONTROL

TNBS TEDAVI- AKM

Resim 6: Beta Aktin Jel Goruntiileri

—'_'_--
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Deney sonunda elde edilen kolon doku 6rneklerinde gliyal hiicre belirteci olarak
kullanilan GFAP ekresyonunu gosterilmistir (Sekil 13). TNBS grubunda GFAP
eksresyonu belirgin bir sekilde artarken (P<0.001), tedavi ile kolit grubuna gore yine
belirgin sekilde azalma gosterilmistir (P<0.001).

KONTROL TNBS TEDAVi- AKM

0.4+

ke ol

0.0 o
Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 13: GFAP Sonugclar1. A: GFAP Jel Goriintiileri, B: GFAP Istatistiksel
Degerlendirme Sonuglari
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Deney sonunda elde edilen kolon doku Orneklerinde néron belirteci olarak
kullanilan Tubulin III protein ekspresyon seviyelerini gosterilmistir (Sekil 14). TNBS
uygulamasi sonrasi Tubulin III ekspresyonu belirgin bir sekilde artarken (P<0.01),

tedavi ile anlamli bir azalma gézlemlenmistir (P<0.05).

KONTROL TNBS TEDAVI- AKM

S
et R —m—

2.0+

i

1.5

1.0

Tubulin I

0.5

0.0

Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 14: Tubulin III Sonuglari. A: Beta Tubulin III Jel Gériintiileri, B: Beta Tubulin
Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari
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Deney sonunda elde edilen kolon doku &rneklerinde diger bir noron belirteci
olarak kullanilan HuC/D proteini ekspresyon seviyelerini gosterilmistir (Sekil 15).
Gruplar arasinda bir trend olugsmasimna ragmen istatistiksel bir anlamlilik

saglanamamustir (P>0.05).

KONTROL TNBS TEDAVi- AKM

2.0
15
o
g 107 .
T i
0.5 A
0.0

Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 15: HuC/D Sonuglari. A: HuC/D Jel Gériintiileri, B: HuC/D Istatistiksel
Degerlendirme Sonuglari
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Inflamasyonun sinyal alt1 yolagmin degerlendirilmesi i¢in niikleer faktér-kappa B
(NFxB) aktivasyonu degerlendirilmistir (Sekil 16). TNBS ile indiiklenen grupta
kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlemlenirken (P<0.001), tedavi ile kolit

grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlemlenmistir (P<0.01).

KONTROL TNBS TEDAVI- AKM

2.0+
1.5

m

& 1.0

2
0.5
0.0

Kontrol Kaolit Kolit + AKM

Sekil 16: NFxB Sonuglar1. A: NFxB Jel Sonuglari, B: NF«xB Istatistiksel
Degerlendirme Sonuglari
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4.3 Mikroskopik Degerlendirme Sonuclari

4.3.1 Hematoksilen eozin boyama

Kolon doku kesitlerinde histolojik organizasyon i¢in hemoksilen eozin boyama
uygulanmis ve Resim 7°de gosterilmistir. Kontrol grubunda normal yapida histolojik
organizasyon gozlemlenirken (Resim 7A), TNBS grubunda epitelde dokiilme ve
kanama bdlgeleri, bez yapisinda dejenerasyon, goblet hiicrelerinde sayica azalma ve
vazokonjesyon gozlemlenmistir (Resim 7B). AKM grubunda ise grubunda yiizey
epiteli genel olarak diizenli bir yap1 sergilemekte olup, mukozadaki bez yapisinda
diizenli yapilanma ve goblet hiicrelerinde sayica artis gézlemlenmistir (Resim 7C).
Histopatolojik skor analizleri ise Sekil 17°de gosterilmigtir. TNBS grubunda anlamli
olarak skor artarken (P<0.001), tedavi ile anlamli bir azalma gdzlemlenmistir

(p<0.05).
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Resim 7: Kontrol grubuna ait kolon doku kesitinde normal yapida kolon histolojik organizasyonu (A), TNBS grubunda epitelde dokiilme ve
kanama boélgeleri, bez yapisinda dejenerasyon, goblet hiicrelerinde sayica azalma ve vazokonjesyon (B), AKM grubunda yiizey epiteli genel

olarak diizenli bir yap1 sergilemekte olup, mukozadaki bez yapisinda diizenli yapilanma ve goblet hiicrelerinde sayica artis gozlemlenmistir
(C) Inset: mukozada nétrofil infiltrasyonu(ok) (Parafin kesit, H&E boyamasi).
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Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 17: Deney gruplarinin histopatolojik skor analiz grafigi. *** p<0,001 Kontrol
grubuna gore; + p<0,5 Kolit grubuna gore.
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Resim 8: Hematoksilen Eozin Boyama ile Myenterik Pleksus Goriintiileme. A: Kontrol grubu, B: TNBS grubu, C: AKM Grubu



Myenterik pleksus yapist incelendiginde ise; kontrol grubuna ait kolon
kesitlerinde dairesel ve uzamina diiz kas demetleri arasinda yerlesik myenterik pleksus
yapisinin normal morfolojide oldugu goriilmiistiir. (Resim 8A). TNBS grubunda,
myenterik pleksus yapisinda vakuollesme gosteren yer yer de tamamen dejeneratif
bulgular iceren néron ve geniglemis akson yapilar1 dairesel ve uzamina diiz kas
demetleri arasinda gozlenmistir (Resim 8B). AKM grubunda ise myenterik
pleksusdaki akson yapilarinda minimal genisleme esliginde normale yakin histolojik

organizasyon izlenmistir (Resim 8C).

4.3.2 Taramal elektron mikroskopi incelemesi

Mikroskopik hasar degerlendirmesi i¢in SEM mikrograflar1 5000x olarak
paylasilmistir (Resim 9). Alinan goriintiilerde kontrol grubuna ait kolon dokusunda
normal morfolojiye sahip epitel hiicreleri gozlemlenirken (Resim 9A), TNBS
grubunda ise epitel hiicreleri arasinda ayrilma ve hiicre yiizeyinde belirgin ¢ukursu
dejenerasyonlar bulunmustur (Resim 9B). AKM grubunda ise normal morfolojiye
sahip epitel hiicrelerin yaninda, lokalize hiicreler arasinda ve TNBS grubuna gorece

daha az sayida ayrilma goriilmektedir (Resim 9C).
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Resim 9: SEM Mikrograflar1 A: Kontrol Grubu B: TNBS Grubu C: AKM Grubu Siyah Ok: Epitel hiicreler aras1 ayrilma Siyah Ok Basi:
Hiicre ylizeyinde ¢ukursu dejenerasyon



Myenterik pleksus yapisindaki ultrastriiktiirel inceleme ve yapisal degisim
bulgulart i¢cin TEM goriintiilleme sonuglari Resim 10°de gosterilmistir. Kontrol
grubuna ait kolon kesitlerinde myenterik pleksus yapisinda normal morfolojiye sahip
noronlar, akson sonlanmalar1 ve normal morfolojide mitokondriler goriilmiistiir.
(Resim 10A) TNBS grubunda ise morfolojisi bozulmus mitokondriler, dejenere akson
demetleri ve sitoplazmada kolajen yapisinda diizensizlik gozlenmistir (Resim 10B).
Bunun yaninda AKM grubunda ise normal morfolojiye sahip ndronlar, diizenli
morfolojide kolajen yapist ve akson sonlanmalarinin yaninda yer yer az sayida

dejenere yapida akson sonlanmalari goriilmiistiir (Resim 10C).
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Resim 10: Ultrastriiktiirel Inceleme Goriintiileri




4.3.3 Immunofloresan sonuclari

Enterik noron hasar1 ve tedavi sonrasi degisimlerinin degerlendirilmesi icin
immiinofloresan boyama yapilmistir (Resim 11-28). Enterik gliya hiicre belirteci
olarak kullanilan GFAP ekspresyon seviyeleri TNBS kolit grubunda artarken, tedavi
ile azalma gozlemlenmistir (Resim 11-13, Resim 20-22). Yapilan istatiksel analizler
dogrultusunda degisim anlamli olarak bulunmustur (P<0.05) (Sekil 18). Bir diger
enterik gliya hiicre belirteci olarak SI00B TNBS grubunda azalirken, tedavi ile artis
gozlemlenmistir (Resim 14-16, Resim 23-25). Yapilan degerlendirmeler sonrasinda
degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (P<0.05) (Sekil 20). Ek
olarak diger bir enterik gliyal belirte¢ olarak kullanilan Sox10 iizerinde TNBS
uygulamasi ile azalma, tedavi ile bir artis gézlemlenmistir (Resim 17-19, Resim 26-

28). Bunun yaninda istatistiksel olarak bir degisim bulunmamistir (P>0.05) (Sekil 19).

Enterik noron belirteci olarka Tubulin III ve HuC/D belirtegleri kullanilmistir.
Tubulin III TNBS ile bir azalma gézlemlenirken, tedavi sonrasi bir artt bulunmustur
(Resim 11-19). Bu degisim istastiksel olarak anlamli olarak gosterilmistir (P<0.05)
(Sekil 21). Diger bir enterik ndron belirteci olarak kullanilan HuC/D ise TNBS
uygulamasi sonrast artig ve tedavi ile bir azalma gostermektedir (Resim 20-28). Bu
degisim  istatistiksel analizler ~sonrast anlamli  bir  degisim  olarak

bulunmamaistir(P>0.05) (Sekil 22).
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Kontrol Tubulin III

Kontrol CAKISMA

Resim 11: Kontrol grubu Tubulin IT ve GFAP Immunofloresan Géoriintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, Tubulin IIT ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 12: TNBS grubu Tubulin III ve GFAP Immunofloresan Goriintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, Tubulin III ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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AKM Tubulin III

Resim 13: AKM grubu Tubulin IIT ve GFAP Immunofloresan Goriintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, Tubulin IIT ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Kontrol Tubulin III

Kontrol CAKISMA

Resim 14: Kontrol grubu Tubulin III ve S100B Immunofloresan Goriintiileri. A:
S100B immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile
nukleuslarin isaretlenmesi D: S100B, Tubulin III ve DAPI goriintilerinin
cakistirilmasi
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TNBS Tubulin III

TNBS CAKISMA

Resim 15: TNBS grubu Tubulin Il ve S100B Immunofloresan Gériintiileri. A: SI00B
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: S100B, Tubulin IIT ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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AKM Tubulin III

AKM CAKISMA

Resim 16: AKM grubu Tubulin III ve S100B Immunofloresan Gériintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: S100B, Tubulin IIT ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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Kontrol Tubulin III

Resim 17: Kontrol grubu Tubulin III ve Sox10 Immunofloresan Gériintiileri. A:
S100B Iimmunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile
nukleuslarin isaretlenmesi D: Sox10, Tubulin III ve DAPI goriintiilerinin
cakistirilmasi
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Resim 18: TNBS grubu Tubulin III ve Sox10 Immunofloresan Gériintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: Sox10, Tubulin III ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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AKM Tubulin IIk.
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Resim 19: AKM grubu Tubulin III ve Sox10 immunofloresan Gériintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: Tubulin III Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: Sox10, Tubulin III ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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KontrolptiuC/D

Kontrol GAKISMA

Resim 20: Kontrol grubu HuC/D ve GFAP Immunofloresan Gériintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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TNBS HuC/D

TNBS CAKISMA
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Resim 21: TNBS grubu HuC/D ve GFAP Immunofloresan Gériintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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AKM HuC/D

AKM CAKISMA

Resim 22: AKM grubu HuC/D ve GFAP Immunofloresan Gériintiileri. A: GFAP
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: GFAP, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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KontrolHuC/D

o D

Resim 23: Kontrol grubu HuC/D ve S100B Immunofloresan Goriintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: S100B, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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TNBS HuC/D

B :

TNBS CAKISMA

Resim 24: TNBS grubu HuC/D ve S100B Immunofloresan Gériintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: S100B, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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AKM HuC/D

AKM CAKISMA

%
<

p #] ‘, -
4% -

»,

Resim 25: AKM grubu HuC/D ve S100B Immunofloresan Gériintiileri. A: S100B
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: S100B, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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KontrolHuC/D

Kontrol CAKISMA

Resim 26: Kontrol grubu HuC/D ve Sox10 immunofloresan Goriintiileri. A: Sox10
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: Sox10, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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TNBS HuC/D

TNBS CAKISMA

Resim 27: TNBS grubu HuC/D ve Sox10 Immunofloresan Gériintiileri. A: Sox10
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: Sox10, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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AKM HuC/D

AKM CAKISMA 2

Resim 28: AKM grubu HuC/D ve Sox10 Immunofloresan Goriintiileri. A: Sox10
Immunoreaktivitesi B: HuC/D Immunoreaktivitesi C: DAPI ile nukleuslarin
isaretlenmesi D: Sox10, HuC/D ve DAPI goriintiilerinin ¢akistirilmast
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Sekil 18: GFAP immiinoreaktivite Sonuglari. * Kontrol grubuna gére P<0.05, ++
Kolit grubuna gore P<0.01.
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Kontrol Kolit Kolit + AKM

Sekil 19: Sox10 immiinoreaktivite Sonuglari
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Sekil 20: S100B immiinoreaktivite Sonuglar1. * Kontrol grubuna gore P<0.05, +++
Kolit grubuna goére P<0.001.
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Sekil 21: Tubulin III immiinoreaktivite Sonuclari. ** Kontrol grubuna goére P<0.01
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Sekil 22: HuC/D immiinoreaktivite Sonuglari



4.4 In vitro Degerlendirme Sonuclar
4.4.1 Myenterik pleksus izolasyonu
Disekte edilen yenidogan farelerden (1-3 giinliik) elde edilen longitudinal kas

tabakasinda 151k mikroskopi altinda myenterik pleksus izolasyonu gergeklestirilmistir

(Resim 5).

Resim 29: Diseksiyon Mikroskopi altinda Post-natal Longitudinal Kas izolasyonu
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Disekte edilen longitudinal kas tabakasi iki saat inkiibasyon sonrasinda
sindirilmemis arter, mezenterik yapi, sindirilmemis kas yapisindan arindirilarak

saflagtirilmistir (Resim 30A ve 30B).

Resim 30: Inkiibasyon Sonras1 Gériintii. A: Saflastirma Oncesi myenteric pleksus
yapist B: Saflastirma Sonrasi myenteric pleksus yapisi
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Proliferasyon medya iginde proliferasyona birakilan izole myenterik pleksus
yapilarmmin 3. ve 6. gilinde norosfer olusumu Resim 31A ve Resim 31B’de

gosterilmistir.

Resim 31: Norosfer Olusumu. A: 3. Giin ndrosfer olusumu B: 6. giin nérosfer olusumu
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Norosfer olusumu tamamlandiktan sonra ECM kaphi  kuyucuklarda
differansiyasyon medya i¢inde inkiibasyona birakildiktan sonra 3 ve 6. Giinde hiicre

kiltlirii goriintiisii Resim 32A ve Resim 32B’de sirasiyla gosterilmistir.

Resim 32: Differansiye Olmus Norosfer Yapilari
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4.4.2 Vezikiil karakterizasyonu sonuclari

AmEYV izolasyonu ve karakterizasyonu basari ile gergeklestirilmistir. Toplanan

bakterilerin degisen hizlarda dondiiriilmesi ile bakteri peleti elde edilmistir (Resim 33).

Resim 33: Ultrasantrifiij sonras1 vezikiil peleti
Elde edilen vezikiillerin karakterizasyonu i¢in SDS-PAGE ve TEM goriintiileme

yontemleri secilmistir. SDS PAGE yontemi ile vezikiil proteinleri %10’luk jelde

yiiriitiilmiis ve Coomassie mavisi boyama sonrasi goriintiileri alinmistir (Resim 34).
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Resim 34: SDS PAGE goriintiisii

Vezikiiller daha sonra TEM goriintiileme ile degerlendirilmis, saglikli ve uygun

boyutlu olma durumlarina gore analiz edilmistir (Resim 35).

500lnm .

Resim 35: TEM ile vezikiil goriintiisii
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4.4.3 Myenterik pleksus hasar sonuclari

in vitro olarak izole edilen Myenterik pleksus yapisinda noronal aglarin histolojk
degerlendirilmesi gosterilmistir (Resim 36-38). Kontrol grubunda hasar gostergesi
olarak iNOS2 1s1masi1 gézlemlenmezken, sitokin kokteyli ile inkiibe edilen kesitlerde

iNOS2 1s1mast belirgin bir sekilde artmistir (Resim 36).

B (iNOS) C (Cakisma)

D (Tubylin ) F [g;:k.;ma;

Resim 36: in vitro Hasar Goriintiileri. Tubulin III: Yesil, Kirmizi: iNOS2, Mavi: DAPI

TNBS ile hasarlanan Myenterik pleksus kiiltiiriinde AMeV uygulamasi sonrasi
Tubulin III immiinoreaktivitesi degerlendirilmistir (Resim 37). TNBS grubunda
anlamli olarak olarak Tubulin III immiinoreaktivitesi azalirken, tedavi ile anlamli bir
artis gézlemlenmistir. Sitokin kokteyli ile hasarlanan kiiltiirde ise yine ayni sekilde
Tubulin III immiinoreaktivitesi anlamli bir sekilde azalmis, AMeV ile anlamli bir artis
elde edilmistir. Tim sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi Sekil 23°de

gosterilmistir.
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A (Kontrol) : 4 B(TNBS) © C(10ugA

E {[;aklgma) " G (Cakisma)

Resim 37: in vitro TNBS ve AMeV Uygulamasi. A: Kontrol Grubu Tubulin III Immunoreaktivitesi B: TNBS Grubu Tubulin III
Immunoreaktivitesi C: 10 ug AMeV uygulamasi D: 20 ug AMeV uygulamasi. E-H: Cakisma Gortintiileri.



A (Kentrol) : ‘ B (Kokteyl) _ C{10 ug AMeV)

E gg:akr.-;ma) " F (Cakisma) ' G (Cakisma)

Resim 38: in vitro Sitokin ve A. muciniphila Ekstraseliiler Vezikiil Uygulamasi. A: Kontrol Grubu Tubulin III Immunoreaktivitesi B: TNBS
Grubu Tubulin III Immunoreaktivitesi C: 10 ug A. muciniphila ekstraseliiler uygulamasi sonrast Tubulin III D: 20 ug A. muciniphila
ekstraseliiler uygulamasi. E-H: Cakigsma Goriintiileri
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Sekil 23: in vitro Tubulin III immiinoreaktivite sonuglari
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5 TARTISMA

Yapilan ¢alismada 4. muciniphila tedavisinin TNBS ile indiiklenen kronik kolit
modelinde enterik hasar iizerine olan etkinligi degerlendirilmistir. Arastirma in vivo
ve in vitro diizeyde ii¢ asamali olarak gerceklestirilmistir. Ilk asamada kronik kolit
modelinde A. muciniphila’nin  inflamasyon parametreleri {izerine etkinligi
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonunda pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar
sitokinler iizerinde istatistiksel olarak anlamli degisimler gozlenmistir. Bunun yaninda
nétrofil infiltrasyonu igin MPO ve NF-«xB sinyal yolagi degerlendirilmesi yapilmas,
istatistiksel olarak literatiir ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. ikinci asamada kronik
kolite bagli in vivo myenterik pleksus hasarinin degerlendirilmesi i¢in enterik néron
ve gliyal protein ekspresyon seviyeleri 6l¢iilmiis ve histolojik analizler yapilmistir.
Deney sonunda toplanan kolon doku 6rneklerinde gliyal hiicreler ve enterik néronlar
tizerinde protein ekspresyon seviyelerinde pozitif ayrigmalar gozlemlenmistir. Bu
degisimler hematoksilen eozin boyama, konfokal mikroskopi ve elektron mikroskopi
analizleri ile desteklenmistir. Son agamada ise kolite bagli myenterik pleksus hasari
lizerine A. muciniphila ekstraseliller vezikiillerinin etkisi in vitro diizeyde
degerlendirilmistir. Post-natal farelerden izole edilen myenterik pleksus yapisinda
hasar olusturulmus, A. muciniphila ekstraseliiler vezikiilleri uygulanmasi ile histolojik

olarak anlamli degisimler degerlendirilmistir.

IBH patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber sitokin konsantrasyonundaki
degisimler anahtar immiinoregiilator olarak gérev yapmakta, buna bagli biyo-belirteg
ve tedavi olarak kullanilabilmektedir (168). T hiicre aktivasyonuna bagli salinan pro-
inflamatuvar sitokinlerde dengesizlik ile IBH iliskisi ¢esitli calismalarda belirtilmistir
(169-171). Luminal antijenlerin algilanmasi ile T hiicre aktivasyonu ve buna bagl
sitokin salmminda artis IBH progresyonunda yakindan iligkili oldugu aym
caligmalarda gosterilmistir. Bu nedenle inflamatuvar sitokin konsantrasyonundaki
degisimler inflamasyon siirecinde 6nemli bir yer tutmaktadir (172). Bu veriler 1518inda
IBH tedavisinde sitokinlerin hedeflenmesi ve sitokin yolaklarmin blokaji iizerine

caligmalar stirmektedir (2).
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Pro-inflamatuvar sitokin bazl1 ajanlarin kullanimi IBH klinik tedavisinde énemli
bir yer tutmaktadir (173). Yapilan ¢alismalarda IBH hastalarinda anlamli bir sekilde
TNF-o artis1 gdzlemlenmektedir (2). Ek olarak IBH hastalarina ait mukoza ve lamina
propria Orneklerinde artmis TNF-o’nin mukozal bagisiklik ve doku hasarinda etkin
oldugu gosterilmistir (174,175). 2009 yilinda Alex ve ark. in vivo akut ve kronik DSS
ve TNBS kolit modellerinde sitokin profilleri incelenmis ve TNF-a konsantrasyonu
anlaml bir sekilde yiiksek bulunmustur (176). 2017 yilinda Lin ve ark. tarafindan
yapilan bir c¢alismada ise TNBS kolit modeli uygulanan sicanlarda TNF-a
konsantrasyonu anlamli bir sekilde yine yliksek bulunmustur (177). Giinlimiizde
klinikte anti-TNF-o ajanlar1 kullanilarak, kronik inflamasyonun baskilanmasi ve
mukozal iyilesme hedeflenmektedir. Ancak, tedavinin yan etkilerinden dolay1

potansiyel ajanlar ve tedavi yontemleri aragtirilmaktadir.

IL-6, IBH hastalarinda bir diger 6nemli pro-inflamatuvar sitokin olarak
gosterilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Crohn hastalarinda IL-6 konsantrasyonunda
anlamli bir artis bulunmustur (2). Bunun yaninda TNF-o inhibitorlerine direngli
hastalarda IL-6 konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu raporlanmistir (178). Bu
nedenle IL-6 pro-inflamatuvar sitokininin TNF-o’dan bagimsiz olarak inflamasyona
neden olabildigi diisiiniilmektedir. Ayni zamanda hayvan ¢aligmalar1 da insan
calismalarin1 destekler nitelikte IBH modellerinde IL-6 artisim gdstermektedir
(176,177). 2021 yilinda yayinlanan bir calismada akut TNBS modelinde IL-6
konsantrasyonunun anlamli bir sekilde arttii, anti-inflamatuvar etkinligi bilinen

tedavi ile azaldig1 gosterilmigstir (179).

IL-1p, sistemik ve lokal etkileri olan bir diger 6nemli pro-inflamatuvar sitokindir.
IBH hastalarinda mukozadan lamina propria monositleri ve makrofajlar1 tarafindan
salgilanmaktadir. Bunun yaninda intestinal diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar
tarafindan da iiretildigi bilinmektedir (180). Yapilan klinik ¢alismalarda aktif IBH
hastalarindan alinan kolon 6rneklerinde yiiksek IL-1pB seviyeleri raporlanmistir (181-
184). Bunun yaninda kolon dokusunda yiiksek IL-1f seviyelerinin hastalik aktivitesi
ile iligkili oldugu bulunmustur (185). Bu sonuglar dogrultusunda lokal inflamasyonda

onemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Klinik ¢aligmalarin yayinda in vivo
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IBH modellemelerinde de kolon IL-1p seviyeleri yiiksek bulunmustur (186,187). Anti
IL-1pB ajanlarinin uygulanmas: ile akut intestinal hasar ve inflamasyon modellerinde
tyilesmeler gozlemlenmistir (188,189). Bu c¢alismalarin yaninda enfeksiyona bagh
olarak gelisen Clostridium difficile kolit ve Solmonella typhimurium enterit
modellerinde IL-1f seviyelerinin intestinal inflamasyonda Onemli bir parametre

oldugu gosterilmistir (190,191).

Bunlarin yaninda IL-10, anti-inflamatuvar etkinligi olan 6nemli bir sitokindir
(192). IL-10, inflamasyon ile olusan hasari ve immun cevaplar1 inhibe ederek
etkinligini gostermektedir. Insanlarda ve hayvanlarda immiinmodiilatér olarak
merkezi gorev iistlenmektedir (193). IL-10 knockout veya IL-10 reseptor knockout
fareler ile yapilan ¢aligmalarda erken dénem spontane kolit gelisimi gbzlemlenmistir
(112). Bunun yaninda Kiihn ve ark. tarafindan IL-10 knockout farelerde enterokolit

geligimi raporlanmigstir (63).

Calismamizda pro-inflamatuvar sitokin IL-13, TNF-o, IL-6 ve anti-inflamatuvar
IL-10 sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismada kronik kolit uygulamasi ile TNF-a ve
IL-6 belirgin sekilde artmis, A. muciniphila tedavisi ile anlamli bir azalma
gosterilmistir. Sonuclar1 destekler nitelikte, anti-inflamatuvar sitokin IL-10 ise kolit
grubunda azalirken, 4. muciniphila tedavisi ile anlamli bir artig saglanmistir. Bunlarin
yaninda IL-1f diizeyleri kolit grubunda artis, tedavi ile azalma gostermesine ragmen
istatistiksel bir anlam kazanmamistir. 2019 yilinda Bian ve ark. tarafindan A.
muciniphila’nin DSS kolit modelinde etkinligi lizerine yapilan caligmada anti-
inflamatuvar etkinlik gosterdigi bulunmustur (158). Bu sonugclar literatiirde cesitli
calismalar ile desteklenmis olup, elde edilen sonuglari literatiir ile uyumlu olarak

gostermektedir (158, 194,195).

Sitokin saliniminin yaninda, nétrofil infiltrasyonu ©6nemli bir inflamasyon
gostergesidir (196). Patojenik veya irritan stimiilasyon sonrasi salgilanan sitokin ve
kemokinler nétrofilleri uyarir, daha sonra uyarilan nétrofiller vaskiiler duvardan
infiltre olarak inflamasyon alanina go¢ etmektedir. Bu gd¢ mekanizmasi koruyucu

etkinliklerin yaninda doku hasarina neden olabilmektedir. Literatiirde ndtrofil
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infiltrasyonu belirteci olarak MPO aktivitesi dnemli bir parametredir (197). Kolon
mukozasindan inflamasyon durumunda salgilanir ve dokudaki konsantrasyon degisimi
kolonda nétrofil akiimiilasyonunu gostermektedir (198). 2012 yilinda yapilan bir
arastirmada MPO aktivitesindeki degisimlerin inflamasyon ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Tedaviye bagli mukozal iyilesme ile MPO aktivasyonunda anlamli
azalma bulunmustur (199). Yapilan ¢esitli ¢calismalarda TNBS ile indiiklenmig kolit
modelinde MPO artis1 gosterilmis, artan kolonik inflamasyon belirteci olarak
kullanilmistir (200). 2017 yilinda Lin ve ark. tarafindan yaymlanan ¢alismada TNBS
kolit modelinde MPO aktivitesinin anlaml1 bir sekilde arttig1 gosterilmistir (177).

Calismamizda ise kolit grubunda kontrol grubuna gére MPO konsantrasyonu
anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. Bunun yaninda tedaviyle anlamli bir azalma
gozlemlenmistir. Diger taraftan notrofil infiltrasyonu gostergesi olarak degerlendirilen
MPO, A. muciniphila tedavisi ile anlamli bir azalma gostermistir. TNBS uygulamasi
sonrast salgilanan sitokinler ve kemokinlere bagli olarak nétrofiller vaskiiler duvardan
infiltre olarak hasar bolgesine go¢ etmektedir. Bu go¢ sirasinda MPO enzimi salinimini
arttirmaktadir. 4. muciniphila tedavisi ile MPO aktivasyonunda azalma olmasinin
yaninda degerlendirilen sitokinlerdeki degisimlerinin de bu sonuglar1 desteklemesi

potansiyel terapdtik etkinligini gostermektedir.

NF-kB inflamatuvar cevapta merkezi bir yol oynayan transkripsiyon faktoriidiir.
Inflamatuvar  siiregte  pro-inflamatuvar  sitokin  genlerin  transkripsyonunu
diizenlemektedir (202). NF-xB p65 alt iinitesinin ekspresyonunun artmasi ile
inflamatuvar siirecin basladig1 ¢alismalar ile desteklenmistir (177,202,203). 2009
yilinda yayinlanan bir calismada ise IBH etiyolojisinde énemli bir parametre oldugu,
artisinin inflamasyon yanitinda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (204).
Bunun yaninda Quaglio ve ark. tarafindan NF-xB sinyal yolag: aktivasyonunun TNF-
a, IL-1B ve IL-6 salintmini indiikledigi bir ¢aligmada bulunmustur (205). 2017 yilinda
Zhao ve ark. tarafindan yapilan bir calismada 4. muciniphila supplementasyonunun
NF-«B inhibitér protein ekspresyonunu arttirarak NF-xB aktivasyonunu azalttig
bulunmustur (206). Metabolik inflamasyonu azalttig1 ve potansiyel terapotik etkinlik

gosterdigi de ayn1 ¢alismada gosterilmistir. Calismamizda da p65 alt iinitesinin protein

88



ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis, TNBS grubunda anlamli olarak artig ve tedavi
ile azalma goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiir ile uyumlu olup, A. muciniphila 'nin anti-
inflamatuvar etkinligini NF-kB sinyal yolagin1 inhibe ederek gerceklestirdigini
gostermektedir. Calismanin inflamatuvar sonuglar degerlendirildiginde TNBS ile
uygulanan kronik kolit modelinde potansiyel A. muciniphila etkinlik mekanizmasinin
NF-«B yolagi inhibe edilmesi ile pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimini ve nétrofil

infiltrasyonunu onlemesi ile gergeklestirdigi diistiniilmektedir.

IBH nin patogenezinde ¢esitli yaklasimlar olmasma ragmen, bagirsak
permeabilite bozulmasinin énemli bir faktoér oldugu diisiiniilmektedir. Yayinlanan
calismalar intestinal permeabilite bozukluklarinin 6nemli bir etken olabilecegini
desteklemektedir. (207,208). Diger taraftan agirlik kazanan bu yaklasimla bazi
aragtirmacilar IBH’yi bozulmus bariyer biitiinliigii hastalig1 olarak da tanimlamaktadir
(209). Bozulmus intestinal epitel bariyer fonksiyonunun ve buna bagli gecirgenligin
bozulmasinin inflamatuvar hastaliklara neden olabildigi ve hastali§in atak doneminde
etkili oldugu gdsterilmistir (210,211). Bu bozulmalarin siki baglanti proteinleri olarak
adlandirilan multiprotein komplekslerinde olusan anormalite ile ilgili oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (106,107). 2015 yilinda yayinlanan in vivo ¢aligmada temel
sik1 baglanti proteinlerinden olan Klaudin-7’nin genetik olarak delesyonu ile mukozal
inflamasyonun artt1g1 bulunmustur (212). Farkli calismalar ile IBH modellerinde ve
hastalarinda intestinal bariyer biitlinliiglinii saglayan goblet hiicrelerinde sayica azalma

ve hasar olustugu gézlemlenmistir (213,214).

Bunun yaninda Dbariyer biitlinligiindeki bozulmalara bagli bagirsak
gecirgenliginin degisiminin Crohn patogenezinde erken bir belirte¢ olabilecegi
belirtilmistir (215). Atak evresinde olmayan ve endoskopik bulgusu bulunmayan
bireylerde de gecirgenligin etkisi raporlanmistir. Ek olarak ayni ¢alismada Crohn
hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinde gecirgenligin anlamli bir sekilde arttig1 yine
gosterilmistir 2012 yilinda yayimlanan baska bir ¢alismada ise in vivo Crohn hastaligi

modellerinde hastaligin gelisiminden 6nce gecirgenligin arttigi bulunmustur (216).
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LPS gram negatif bakterilerin yiizeyinde bulunan toksik bir bilesendir. Hiicre
hasarina bagl iceriginde bulunan endotoksin molekiilii aktifleyerek endotoksinemi
kaskatin1 baslatmaktadir. Toll benzeri reseptdr-4 reseptdrleri lizerinden ise sitokin
salinim1 ve kaspaz aktivasyonunu baslatmaktadir (217). Yapilan calismalarda IBH
hastalarinda intestinal bariyer bozulmasina bagli olarak mikrobiyota tarafindan
tiretilmis LPS’nin kan akimina gectigi gosterilmistir. Buna durumun metabolik
endotoksemiye neden oldugu ve IBH obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kronik bobrek hastaliklar ile iliskilendirilmistir (218-220). IBH hastalarinda artan
gecirgenlige bagli LPS artisinin NFkB aktivasyonuna neden oldugu, IL-1, IL-6, and
TNF-a gibi sitokinlerin salinimin arttirdigi gosterilmistir (221).

Yapilan caligmada gegirgenlik degerlendirilmesi icin periyodik araliklar ile
toplanan kan orneklerinde LPS analizi yapilmistir. Sonuglar dogrultusunda TNBS
grubunda LPS anlamli bir sekilde deney sonuna kadar artis bulunmustur. 3.haftada
baslanan tedavi sonrasinda deney sonuna kadar LPS anlamli bir sekilde azalmus,
tedavinin etkinligini gosterilmistir. Sonugclar literatiir ile uyumlu olup, 4. muciniphila

tedavisinin ¢arpici etkinligini gostermektedir (13).

IBH hastalarinda mukus iiretiminden sorumlu goblet hiicrelerinde azalma oldugu
bilinmektedir (222,223). Bunun yaninda epitel yiizeyde dokiilme ve hasar farkl
calismalar ile de desteklenmistir (224,225). Calismada histolojik incelemelerde TNBS
grubunda epitel dokiilme, goblet hiicrelerinde belirgin azalma ve vazokonjesyon
gozlemlenmistir. Tedavi ile TNBS grubuna gore epitel yiizeyinde iyilesme ve goblet
hiicreleri sayisinda artis bulunmustur. Buna ek olarak yapilan taramali elektron
mikroskopi sonuglarinda TNBS grubunda kontrol grubuna gore epitel hiicreler arasi
ayrilma ve belirgin ¢ukursu dejenere yapilasma gozlemlenmistir. A. muciniphila
tedavisi ile epitel hiicreler aras1 ayrilma azalmis, dejenere yapilar daha az olarak
degerlendirilmistir. Bu veriler goz oniline alindiginda sonuglar literatiir ile uyum
gostermektedir (226,227). Elde edilen sonuclar TNBS kolit uygulamasi sonrasi
histolojik olarak epitel yapmin bozuldugu, gecirgenligin artarak pro-inflamatuvar

sitokin salinimini arttirdigini  gostermektedir. A. muciniphila tedavisi ile goblet
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hiicrelerinin ~ sayisinin ~ arttigit ~ ve  epitel yapmin iyilesmeye basladig

gozlemlenmektedir.

Enterik sinir sistemi gastrointestinal sistemi sinir lifleri ile inerve etmekte ve
intrinsik kontrolden sorumludur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bulgular enterik
sinir sisteminin IBH patogenezinde muhtemel bir rolii oldugunu desteklemektedir
(228,229). Enterik néron ve gliya hiicrelerinin inflamasyon durumunda savunmaya
gecerek hasardan korunmaya calistiklar1 cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. 2016
yilinda yayinlanan bir ¢alismada enterik gliyal hiicrelerinin inflamasyon durumunda
enterik noronlarin  6limiine neden oldugunu gostermektedir (228). Calisma
sonuclarinda inflamasyon sirasinda salgilanan piirinler, noronlarin panneksin-1
kanallarin1 aktive eden P2X7 reseptorlerini uyarmaktadir. Daha sonra ndronlar gliyal
hiicreler iizerindeki P2Y1 reseptorlerini uyaran piirinleri salgilamaktadir. Bu
reseptorler gliyal hiicreleri aktive eder ve plazma membranlarinda konneksin-43
hemikanallarin1 agan ve daha fazla plirinin salinmasina izin veren nitrik oksit
sentezlemek lizere indiiklenmektedir. Gliyal piirinler daha sonra néronlar1 dliime

stiriiklemektedir (230,231).

IBH hastalarinda enterik ndron sayisinda azalma, ndrotransmitter sentezinde ve
gliyal hiicre sayisinda degisim, myenterik gangliyonit olarak raporlanmistir (232).
Ayn1 zamanda enterik ndron hiper-uyarilabilir, sinaptik aktivite artisi, azalmis
inhibitdr néromuskiiler gecis cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (233-234). Bu sinir
sistemi lizerindeki degisimler myenterik noron kaybina ve buna bagli olarak uzun
stireli kolon motor aktivitesinde bozulmalara neden olmaktadir. Bunun yaninda farkli
caligmalar inflamasyona bagli noroplastisitenin enterik ndron sayisi arttirabildigini de
gostermektedir. Bu artis ile bozulmus intestinal motiliteyi diizenlemeye
calisilmaktadir (25,234). Bunun yaninda inflame olmamis bagirsak bolgelerinde de
motilite bozukluklar1 gézlemlenmektedir. Bozulan motilitenin yaninda inflamasyona
bagli sekresyon da etkilenmektedir. Ayn1 ¢alismada TNBS ile indiiklenmis kolit
modelinde inflame olmamis ileum bdlgesinde non-kolinerjik sekresyon anlamli bir
sekilde azaldig1 gosterilmistir (235). Deneysel kolit modellerinde de enterik sinir

sistemi anormallikleri ¢esitli ¢aligmalar ile desteklenmistir. Linden ve ark. yayimladigi
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bir calismada TNBS ile indiiklenmis kolit modelinde néronlarin %20 oraninda
azaldigin1 ve artan notrofil infiltrasyonunu gostermektedir. Ayni sonuglar Sanovic ve
ark. tarafindan da desteklenmistir (236). Ek olarak inflamasyonun sonlandirilmasina
ragmen asiri-uyarilabilirlik uzun siire devam etmektedir. Buna bagli olarak enfeksiyon

sonrast irritabl bagirsak sendromuna neden olabilecegi belirtilmektedir (237,238).

Cesitli calismalar ile enterik néron ve gliyal hiicrelerin inflamasyon durumunda
protein ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirilmistir. Gliya hiicrelerinden
saliman spesifik bir protein olan GFAP, gliyal hiicrelerin isaretlenmesi ve hasar
parametresi olarak kullanilmaktadir (239) inflamasyon siirecinde in vivo ve in vitro
deneylerde gliyal marker GFAP ekspresyonunda anlamli bir artis gézlenmektedir
(240). Ayn1 zamanda IBH hastalarindan alinan 6rneklerde GFAP ekspresyonunun
belirgin bir sekilde arttigi raporlanmistir (32,37,133). Crohn hastalarindan alinan
biyopsi drneklerinde de GFAP artis1 anlaml bir sekilde gosterilmistir (241). S100B
enterik gliyal hiicrelerde salgilanan bir diger spesifik bir S100 grubu proteindir.
Kalsiyum baglayici protein olarak islev gorerek enterik gliya gelisim ve degisiminde
etkinlik gostermektedir. Enterik gliyal hasarin degerlendirilmesi igin kullanilan bir
diger belirtegtir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda S100B ekspresyonunun IBH
hastalarindan alinan fekal 6rneklerde belirgin bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (242).
Buna karsin farkli c¢alismalarda uygulanan TNBS kolit modelinde S100B

ekspresyonunun azaldig1 da gosterilmektedir (243).

Beta Tubulin I1I sadece noronlar ve testis tarafindan salgilanan tubulin ailesine ait
bir proteindir. Noronal hasar ve genel degerlendirme i¢in ekspresyon degisimleri
degerlendirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda akut TNBS uygulamas: sonrasinda Beta
tubulin III ekspresyonu anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir (244). Bunun
yaninda beta tubulin III ekspresyonunun gastrointestinal inflamasyon ve kanser
belirteci olarak arttigin1 gosteren ¢alisma da bulunmaktadir (245). HuC/HuD enterik
noron degerlendirilmesinde kullanilan bir diger proteindir. Noéronal RNA baglayan
protein olarak islev gormekte, merkezi ve periferal sinir sistemi gelisiminde gorev
almaktadir (246). 2014 yilinda DNBS ile indiiklenen kolit modelinde yapilan bir

calismada HuC/HuD protein 151ma yogunlugunun degismedigi gosterilmistir. Buna
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karsin 2015 yilinda yayinlanan farkli bir ¢alismada TNBS ile indiiklenen kolit
modelinde HuC/D ile isaretlenen néron yogunlugunun kontrol grubuna gore anlaml
bir sekilde azaldigi gosterilmistir. Bunun yaninda gine domuzu lizerinde yapilan
TNBS kolit arastirmalarinda HuC/D noron 1s1masinda azalma bulunmustur (25,247).

Fare tizerinde yapilan ¢aligmalar da bu sonuclar1 desteklemektedir (37).

Yapilan in vivo protein analizi sonuglarinda GFAP ekspresyonu TNBS grubunda
anlamh bir sekilde artmis, tedavi ile istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
azalmistir. Histolojik olarak yapilan degerlendirmelerde yine aymi sekilde GFAP
ekspresyonu degisimi protein analizleri ile uyumlu sekilde gozlenmistir. Bu sonuglarin
yaninda diger gliyal belirte¢ler S100B ve Sox10 proteinlerinin histolojik incelemesi
sonuglari da hasar ve tedavi etkinligini gostermektedir. Bu sonuglar TNBS uygulamasi
sonrast enterik hasarin arttigini ve enterik gliosis gelisimini gostermektedir (248,249).
Bunun yaninda ayni c¢alismalarda yavas gelisen noOronal hasar ile de
iligkilendirilmektedir. Enterik gliya hiicreleri {izerinde yapilan veri analizleri literatiir
ile uyumlu olmakta olup, tedavinin etkinligine bagl degisimleri anlamli bir sekilde
bulunmustur. Bunun yaninda 4. muciniphila tedavisinin enterik gliyal hiicreler tizerine

etkinligi daha 6nce gosterilmemistir, literatiire ilk ¢calisma olacaktir.

Enterik noronlarda Tubulin III ekspresyonu degerlendirildiginde TNBS grubunda
protein ekspresyonu istatistiksel artmis, tedavi ile anlamli olarak azalmistir. Bu durum
akut TNBS modelinde azalmasi beklenen tubulin III ekspresyonunun kronik modelde
etkilenmedigini gostermektedir. Kronik olarak uygulanan TNBS kolit modelinin
siiregelen hasara kars1 tepkisi olarak degerlendirilmistir. Yapilan c¢alismalarda akut
olarak uygulanan modellemelerde inflamasyona bagli motilite bozuklugu ve
noroplastisite degisimi gozlemlendigi raporlanmistir. Buna karsin, 2015 yilinda Mawe
ve ark. tarafindan yayinlanan ¢alismada uzun siireli motilite bozuklugunun 6niine
geemek icin enterik ndron ekspresyonunun arttigr gosterilmistir. Bu nedenler goz
Oniline aliarak enterik ndron hasarina bagli problemlerin 6niine gecmek i¢in kronik
TNBS kolit modelinde Tubulin III ekspresyonunun protein analizlerinde azalmadigi
diisiiniilmektedir. Bunun yaninda immunofloresan goriintiillemelerinde Tubulin III

ekspresyonunda TNBS grubunda artis gozlemlenirken, tedavi ile bir degisim
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gozlemlenmemistir. Bu sonuglar istatistiksel anlam kazanmamistir. Bu sonuglar
literatlirde daha once kronik TNBS kolit ve enterik ndron iizerine ¢aligmamis olan
etkinlik {lizerine 6nemli bir katki saglayacaktir. Bunun yaninda bir diger noronal
belirteg olarak kullanilan HuC/D, protein ve histolojik analizler sonrasinda istatistiksel
bir degisim gostermemistir. HuC/D sonuglar literatiir ile uyumlu olup, beklenildigi
tizere anlamli bir degisim gostermemistir. A. muciniphila tedavisinin enterik néronlar

tizerine etkinligi daha 6nce gosterilmemistir, literatiire dnemli bir katki olacaktir.

IBH’de enterik sinir sistemi yapisal olarak incelendiginde gangliyon hiicre ve sinir
ag1 dejenerasyonu ve nekroz eslik etmektedir. Yapilan galismalar IBH hastalarinda
enterik sinir sisteminde genislemis akson uclari, vakuollesme, mitokondri
deformasyonu ve norofibril yogunlasmasi ile karakterize oldugunu gostermektedir
(250). Deneysel kolit modellemelerinde ise aksonal hiperatrofi ve ndronal hiicre 6limii
raporlanmistir (251). Bu sonuglar ¢alismamizda 11k mikroskopi altinda ile incelenen
myenterik pleksusta da gozlenmistir. Hematoksilen eozin boyama ile incelenen TNBS
grubunda dejeneratif bulgular, vakuollesme ve genislemis akson yapilar
gozlemlenmistir. Tedavi grubunda ise TNBS grubuna gore minimal akson genislemesi
ve kontrol grubuna benzer bulgular elde edilmistir. Ultrastriiktiirel inceleme
sonucunda ise TNBS grubunda dejenere akson sonlanmalari ve kolajen diizensizlikleri
bulunurken, tedavi ile daha az dejenere akson sonlanmalar1 ve belirgin sayida normal
morfolojiye sahip néron gézlemlenmistir. Bu sonuglar 2014 yilinda Moynes ve ark.
tarafindan yayinlanan derleme ile uyumlu oldugu goériilmektedir (252).2021 yilinda
Dora ve ark. tarafindan in vivo DSS kolit modelinde de yapilan calisma ile
desteklenmistir (253). Bu veriler dogrultusunda uygulanan TNBS kolit modelinde
myenterik pleksus hasarinin olustugunu ve tedavi ile iyilesme parametrelerinde olumlu

yonde degisimler oldugu gosterilmektedir.

2014 yilinda Muller ve ark. tarafindan yayimnlanan bir ¢alismada enterik néronlar
ve immun hiicreler arasinda bilinen tiirde ndron-sinaps iligkisi olmadig1 gosterilmistir.
Enterik néronlar ve makrofajlar arasinda kemik morfogenetik protein (BMP2) ve
koloni uyarict faktor 1 (CSF-1)salinimi ile inflamasyon siirecinde iletisimde olduklari

bulunmustur (142). 2019 yilinda Cipriani ve ark. makrofajlarin 6neminin ve enterik
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noron iliskisinin degerlendirilmesi igin Csfl1°”°Pfareleri kullanmistir. Arastirma
sonucunda enterik néron ve muskularis makrofaj iliskisinin gelisim-olgunlasma
doneminde etkinligini gosterdigi bulunmustur (254). Bu sonuglar 2018 yilinda
yayinlanan farkli bir ¢alismada desteklenmis, muskularis makrofaj ve ESS iligkisinin
post-natal donemde gelistigi ve cevresel faktorlerden etkilendigini gostermistir (255).
Bu yolagin daha o6nce kronik TNBS modelinde c¢alisiimamis olmasi nedeniyle
calismamizda CSF-1 degerlendirmesi yapilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel bir
degisim gozlemlenmemistir. Bu nedenle diger sonuglar gz oniine alindiginda TNBS
ile indiiklenmis kronik kolit modelinde immiin hiicreler ve enterik sinir sistemi

hasarinda mekanizmanin farkli bir yol ile ilerledigi diisiiniilmektedir.
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6 SONUC

Yapilan ¢alismada kronik TNBS kolit modelinde 4. muciniphila’nin potansiyel
terapotik etkinligi {ic hedef iizerinde calisilmistir. Calisma sonucunda A.
muciniphila’nin bagirsak permeabilitesini diizenleyerek anti-inflamatuvar bir yolak

baslattig1 diisiiniilmektedir. Tiim veriler Sekil 23’te 6zetlenmistir.

1 Permeabilite Bozukluklari
LPS }
Goblet Hiicreleri T
Bariyer Biitunliig T

————— Nétrofil infiltrasyonu
MPO l

A. muciniphila
uygulamasi

TNBS uygulanmig inflame
Bagirsak IL-6 *

e | Enterik SS Hasar
Enterik Gliosis l
Enterik néroinflamasyon l

illiistrasyon: Ozgiir Yilmaz, 2021

Sekil 24: A. muciniphila’nin Etkinlik Sonuglar

Tiim veriler degerlendirildiginde TNBS ile uygulanan kronik kolit modelinde
beklenildigi iizere epitel hasara bagli permeabilite artist bulunmustur. Permeabilite
artisina bagl olarak mikobiyal toksin olan LPS kan dolasimma gegmistir. Intestinal
permeabilitenin bozulmasi ile bariyer biitiinliigiinii diizenleyen 6zellesmis hiicrelerden
goblet hiicrelerinin histolojik olarak azaldigir bulunmustur. Bunun yaninda TEM ile
yapilan degerlendirme sonrasi epitel hiicreler arasi ayrilmanin artis1 kullanilan
modelde bariyer biitiinliigliniin  bozuldugunu ve  gecirgenligin  arttigim

desteklemektedir. Tedavi sonrasi hasar parametrelerinde anlamli diizelmelerin
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goriilmesi ve sonuglarin literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle A. muciniphila
tedavisinin IBH hastalarinda potansiyel bir terapdtik etkinligi olabilecegi
distiniilmektedir. Etki mekanizmasinin goblet hiicre sayisini arttirarak mukus
tretimini dlizenledigi, buna bagli olarak gecirgenligi azaltarak gergeklestirdigi

distiniilmektedir.

Bunun yaninda TNBS uygulamasi sonrasi nétrofil infiltrasyonu gostergesi MPO
anlaml bir sekilde artmistir. Bu sonucun yaninda inflamasyon kaskadinin basladigi
NF«B ve sitokin salinimindaki anlamli degisimler gosterilmistir. A. muciniphila
tedavisi ile MPO ve NF«B anlamli bir sekilde azalmistir. Bunun yaninda sitokin

konsantrasyonundaki olumlu yonde anlamli degisimler gozlemlenmistir.

Calismanin ikinci hedefi dogrultusunda TNBS uygulamasi sonrasi enterik noron
ve gliya hiicreleri protein ekspresyon seviyeleri ve histolojik degerlendirmeleri
yapilmustir. TNBS uygulamasi ile olusan enterik ndron hasar1 ve gliosis literatiire
uyumlu olarak belirlenmistir. 4. muciniphila tedavisi ile enterik gliya ve ndron hasari
tizerinde iyilesme yoOniinde ¢arpici sonuglar bulunmustur. A. muciniphila’nin bagirsak
biitiinliglinii diizenleyerek noroinflamatuvar siireci engelledigi diisliniilmektedir. Bu
calisma A. muciniphila’nin enterik noron ve gliya hasar1 lizerinde etkinliginin
incelendigi ilk calismadir. ileri calismalar ve bu sonucu destekler nitelikte farkli

aragtirmalarin gelisimi ile IBH hastalarinda 6nemli bir terapétik segenek olabilecektir.
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