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OZET

Amag: Ulseratif Kolit tekrarlayan inflamasyon ataklar1 sonucunda kolon mukozasinda
goriilen yap1 bozuklugudur. Ginumuzde ulseratif kolitin ila¢ tedavisine destek olmak
amaciyla probiyotikler de kullanilmaktadir. Probiyotik, insan sagligmni olumlu yonde
etkileyen mikroorganizmalardir. Calismamizda deneysel Ulseratif kolitte lactobacillus

acidophilus’un serotonin tizerine etkisini aragtirmak amaclanmistir.

Yontem: Calismamizda 40 adet erigkin erkek rat kullanildi. Deney gruplarimiz; kontrol,
deneysel kolit, sham, probiyotik tedavi ve probiyotik koruyucu grubu olmak dzere
toplam 5 gruba ayrildi. Kolon dokusunda serotonin protein diizeyinin analizi icin elisa,
serotonin ekspresyonu icin rabbit anti 5-HT antikoru ile immunohistokimyasal olarak

degerlendirildi. Elde edilen veriler istatiksel olarak analiz edildi.

Bulgular: Deneysel kolit, tedavi ve koruyucu grupta kolonda serotonin saliniminin ve
yogunlugunun tetiklendigi ve belirgin bir artis oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
deneysel kolit grubunda istatiksel olarak belirgin farklilik géze ¢arpmaktadir. Kolondaki
serotonin ng/mg protein diizeyi deneysel kolit grubunda (1,98+0,52) diger gruplara
oranla anlaml derecede artarken koruyucu (1,77+0,51) ve tedavi (1,72+0,26) gruplarinin
da serotonin ng/mg protein diizeyi kontrol (1,38+0,42) ve sham (1,48+0,50) gruplarina
oranla anlamli derecede artmistir (p=0,01, p<0,05). Kolondaki serotonin ekspresyonu
deneysel kolit (0,15+£0,02) grubunda diger gruplara gore anlamli olarak artarken
koruyucu (0,12+0,02) ve tedavi (0,12+0,01) grubunda da kontrol (0,02+0,03) ve sham
(0,0440,02) gruplarma oranla anlamli derede yiikselmistir (p=0,01, p<0,05).

Sonug: Calismamizda probiyotiklerin koruyucu ve tedavi edici etkisinde kolon icin
anlamli sonuglar elde edilmistir. Elde ettigimiz veriler ile probiyotiklerin kolondaki

serotonin miktari ile iligkisinin literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: ulseratif kolit, mikrobiyota, lactobacillus acidophilus, serotonin



ABSTRACT

Objective: Ulcerative Colitis is a structural disorder in the colonic mucosa as a result of
recurrent attacks of inflammation. Today, probiotics are also used to support the drug
treatment of ulcerative colitis. Probiotics are microorganisms that positively affect
human health. In our study, it was aimed to investigate the effect of lactobacillus

acidophilus on serotonin in experimental ulcerative colitis.

Method: In our study, 40 adult male rats were used. Our experimental groups; were
divided into 5 groups as control, experimental colitis, sham, probiotic treatment and
probiotic preservative group. Elisa was evaluated for the analysis of serotonin protein
level in the colon tissue and immunohistochemically with rabbit anti 5-HT antibody for
the expression of serotonin. The obtained data were analyzed statistically.

Results: In the experimental colitis, treatment and preventive group, it was determined
that the release and intensity of serotonin in the colon was triggered and there was a
significant increase. There is a statistically significant difference especially in the
experimental colitis group. While the serotonin ng/mg protein level in the colon
increased significantly in the experimental colitis group (1.98+£0.52) compared to the
other groups, the prophylactic (1.77+0.51) and treatment (1.72+0.26) groups had a
significant increase in serotonin ng levels. /mg protein level was significantly increased
compared to the control (1.38+0.42) and sham (1.48+0.50) groups (p=0.01, p<0.05).
Serotonin expression in the colon increased significantly in the experimental colitis
(0.15+0.02) group compared to the other groups, while it was significantly higher in the
protective (0.12+0.02) and treatment (0.12+0.01) groups in the control (0.02+ 0.03) and
sham (0.04+0.02) groups (p=0.01, p<0.05).

Conclusion: In our study, significant results were obtained for the colon in the
protective and therapeutic effect of probiotics. We think that the relationship between

probiotics and the amount of serotonin in the colon will contribute to the literature.

Key words: ulcerative colitis, microbiota, lactobacillus acidophilus, serotonin
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SIMGELER ve KISALTMALAR

UK : Ulseratif Kolit

IBH : Inflamatuar Bagirsak Hastalig
GIS - Gastrointestinal Sistem

5-HT : 5-Hidroksitriptamin, Serotonin
EC : Enterokromafin

MSS : Merkezi Sinir Sistemi

5-HTP : 5-Hidroksi-L-Triptofan

5-HTT/SERT: Serotonin Tasiyicisi
5-HIAA : 5-Hidroksi Indol Asetik Asit

DAI : Hastalik Aktivite indeksi (Disease Activity Index)

Vil



1. GIRIS

Kronik inflamatuar bir bagirsak hastalig1 olan ulseratif kolit (UK), kolon mukozasmin
yaygmn inflamasyonuna bagli olarak gelisen, iilser alanlar1 ile karakterize, akut
alevlenme-dinlenme periyotlariyla seyreden ve genellikle rektumdan baslayip
proksimale dogru ilerleyen bir rahatsizliktir (Gitter ve ark., 2001). Inflamatuar bagirsak
hastahgmm (IBH) bir alt grubu olan UK, Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 2
milyon kisiyi etkilerken diinya genelinde ¢ok daha fazlasmi etkilemektedir. UK’nin
kesin nedeni saptanmamis olmakla birlikte, genetik ve cevresel faktorlerin bir
kombinasyonuyla iliskili oldugu distiniilmektedir (Kathleen wve Julie, 2003).
Halihazirdaki UK’ye yonelik olan tedaviler, hastalarin dnemli bir kesiminde yan etkilere

sebep olmaktadir ve bu nedenle alternatif tedaviler aranmaktadir.

Probiyotikler, gastroenterit ve posit gibi enflamatuar sorunlari1 tedavi etmek i¢in
kullanilabilen canli mikroorganizmalardir (Mallon ve ark., 2007). Patojenik olmayan bu
faydali floranin, bagirsak florasiin kararliligmin surdirtilmesinde 6nemli etkileri vardir
(Fuller, 1989). Probiyotikler, bakteriyel asir1 ¢ogalmayi Onleyip bagirsak mukozal
bariyerinin biitiinliigiinii korurlar. Boylece bagirsak ortamini ayarlayip stabilize ederek
bagirsak florasinin ve komponentlerinin metabolik aktivitelerini dengeleyebilirler
(Shanahan, 2004; Bengmark, 1998). Probiyotikler, yeterli dl¢ilerde uygulandiklarinda
konak¢iya saglik acisindan yarar getiren sindirilemez canli mikroorganizmalardir
(Fedorak ve Demeria, 2012). Oziinde gastrointestinal sistemdeki (GIS) bakteri tipini ve
sayisin1 degistirme fonksiyonuna sahiptirler ve boylece enterik florayr olumlu bigcimde
etkilerler. Etkileri hem lokal hem de sistemiktir, 6rnegin konak¢inin bagisiklik yanitini
module edip bagirsak gegirimliligini azaltarak ve sik1 baglantilar1 saglamlastirarak epitel
bariyer islevini iyilestirirler. Ayrica antimikrobiyal etkilere de sahiptirler (Fedorak ve
Demeria, 2012).

GIS’deki kan akimmin, motilitenin ve salgi fonksiyonunlarinm ideal seviyede
seyretmesi i¢in farkli etkenlerin uyumlu olmasi gerekir. Bu etkenlerden bazilarini;
enterik sinir sisteminin isleyisi, ilgili norotransmiter ve reseptOrlerinin yogunlugu,

immun hiicreler gibi ¢ok sayida hiicre grubu olusturur. GiS’deki kan akiminm,

1



motilitenin ve salgi fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev alan ndrotransmiterlerden
birisi de Serotonindir. Serotonin ilk kez 1948 yilinda Rapaport ve arkadaslar1 tarafindan
kanda trombositlerde daha sonra da santral sinir sisteminde izole edilmistir (Tamam ve
Zeren, 2002).

Bagirsak-Beyin Aksi; kisaca santral sinir sistemi ve enterik sinir sistemi ve bagirsak
topluluklar1 arasinda ¢ift yonlii iletisime dayanan bir sistem olarak betimlenir (Bercik ve
ark., 2012; Zhu ve ark., 2017). Giinden giine gelisen bagirsak-beyin ekseninde bagisiklik
sisteminin, bakteriyel metabolitlerin, vagal afferent yolun ve endokrin etkilerin rolini
aydinlatan bircok hipotez bulunmaktadir (Cryan ve O’mahony, 2011; Dovrolis ve ark.,
2019; Forsythe ve ark., 2012; Mayer ve ark., 2014; Rao ve Gershon, 2016).

Mikrobiyotalarin hangi mekanizmalar1 kullanarak etkilerini gosterdikleri ile ilgili
literatiirde bilgi eksikligi vardir. Bu sebeple ¢alismamizda deneysel kolit modelinde L.
Acidophilus’un serotonin iizerine etkisini belirlemeyi hedefledik. Deneysel kolit
modelimizde kolonda olusmasi beklenen muhtemel morfolojik degisiklikleri inceledik

ve serotonin dizeylerini immunohistokimyasal ve Elisa yontemiyle tespit ettik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ulseratif Kolitin Tanim ve Genel Bilgi

Diinya genelindeki inflamatuar bagirsak hastaliklari icinde en yaygim gorileni olan UK
kolonda meydana gelen ve kronik inflamasyonla 6zgiinlesen bir hastaliktir. Inflamasyon
yapisal olarak kolonun mukoza ve submukoza tabakasi ile sinirli olmakla birlikte
karakteristik olarak rektumda baslar ve kolon proksimaline dogru yayilir. Hastaligin
nedeni ise kesin olarak bilinmemektedir (Kalkan ve Toruner, 2013).

Kolon duvarinm iltihaplandig1 ve uilserlerin meydana geldigi UK, kanamaya ve diyareye
yol agan, tipik belirtilerin birbirini takip ettigi alevlenme ve remisyonlarla ilerleyen,
gastrointestinal kanalin kronik idiyopatik inflamatuar bir hastaligidir (Judge ve
Lichtenstein, 2003; Osterman ve Lichtenstein, 2010; Peppercom ve Kane, 2019).

UK’nin insidans1 ve prevalansi yas, cinsiyet, 1k, cografik konum ve sosyoekonomik
dizeye gore farklihik gostermektedir (Loftus, 2004; Osterman ve Lichtenstein, 2010).
Ulkemizde 2001-2003 yillar1 arasinda surdiriilen bir calismanin sonuglarma goére UK
insidansinin 4,4/100.000 oldugu belirlenmistir (Tozun ve ark., 2009). Son yillarda, farkl
yas topluluklarinda artmis olmasina karsin, UK'li hastalarin ¢ogu teshis aninda 30-40 yas
grubundadir (Cosnes ve ark., 2011).

Arastirmalarin geneli, cinsiyetler arasinda esit bir dagilimi veya erkek hakimiyetini
gostermistir (Cosnes ve ark., 2011; Prideaux ve ark., 2012). Bir¢ok ¢alismada butiin yas
topluluklarinda erkek kadin arasindaki oranin 1’¢ yakin oldugu ortaya g¢ikarken, 40
yasindan bliylik kadinlarda hastalik insidansinin agamali olarak azaldigini 6ne sliren bazi

caligmalara da rastlanmistir (Zmora ve ark., 2007).

Mortalite ile ilgili olarak; UK'li bireyler su anda genel popiilasyondaki orana benzer ya
da biraz daha yiiksek 6liim oranlarina sahiptir (Jess ve ark., 2007; Manninen ve ark.,
2012). Bu neticenin, son zamanlarda bagisiklik sistemini baskilayict tedavinin
kullaniminin artmasmn bir Urini olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat, sadece UK

popiilasyonu dikkate alindiginda, mortalitenin sinirh alt gruplarda ve bilhassa yeni tani



konmus ve yaygin kolitli hastalarda daha (st seviyelerde oldugu agiktir (Jess ve ark.,
2007).

Hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik, konakci immiinitesi ve
cevresel faktorler ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. UK nin ilerlemesinde yer alan
mekanizmalar ve mediyatorler hakkinda pek ¢ok teori gelistirilmektedir. Gastrointestinal
mukozal bariyer biitiinligiiniin kotilesmesiyle, luminal antijenler mukozal immun
sistemi tetiklemekte ve boylece doku hasar1 olusarak IBH’nin klinik semptomlari
meydana ¢ikmaktadir. Hastaligin hem baslangi¢ asamasinda hem de ilerlemesinde
gastrointestinal kanalin immiin reguilasyonundaki defektlerin etkili oldugu giiniimiizde

en fazla kabul géren gortstiir (Sartor, 1995).

Ailede UK Oykisii varligr hastah@in gelismesi icin bir risk unsuru olmasimna karsin, UK
hastalarinda olumsuz bir prognostik faktor gibi goriilmemektedir (Peeters ve ark., 2000;
Halme ve ark., 2002). Yapilan bir ¢alismadan elde edilen verilere gore; hastaligin
baslangic yasi, aile Oykiisii olanlarda, olmayanlara gore daha diisiik bulunmustur.
Bununla beraber, hastaligin klinik ilerleyisinin aile 6ykusunden etkilenmedigi

belirtilmistir (Kuwahara ve ark., 2012).

IBH'li hastalarm, bu tip hastaliklarin gelismesine genetik bir egilime sahip oldugu ancak
bu egilimin inflamasyonun baslangici i¢in tek basmna yeterli olmadigi bilinmektedir.
Mevcut inanis, genetik egilimi olan hastalarin ¢evresel etkenlerle temas halinde
olduklarinda, GiS’de inflamasyona sebep olan yetersiz bir immiin yanit gelistirdikleri
yonindedir (Wallace ve ark., 2014).

Bagirsak mikrobiyotasi, homeostazda ve bagisiklik sisteminin mekanizmasinda énemli
bir rol oynar. Farkli c¢evresel ve genetik etkenlerin mikrobiyotadaki degisiklikleri
uyarabilecegine inanilmaktadir. Ornegin antibiyotik kullammi ve diyetsel etmenler
luminal floray:r bagkalastirabilmektedir. Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar ve akut
enfeksiyonlar inflamasyona sebep olarak mukozal gecirgenligi artirabilmektedir (Evans
ve ark., 1997). Genetik egilimi olan kisilerde patojenik bir mikrofloranin olusumu, epitel
islevindeki degisiklikler, GIS’in immun fonksiyonunun diizensizligi ve kalic1 intestinal
inflamasyon ile ilgilidir (DuPont A. W. ve DuPont H. L., 2011).



Dikkat cekici olarak sigara, UK gelisimine karsi koruyucu bir etken olarak
gorilmektedir. Bir metaanalizde, sigara icmeyenlerde UK gorilme riskinin sigara
icenlere gore yaklasik li¢ kat daha yiiksek oldugu neticesine varilmistir (Calkins, 1989).
Hatta UK'li hastalar arasinda, sigara igmeyenlerde hastaligm zamanla daha az olumlu bir
bicimde ilerlemesi s6z konusu olmustur (Odes ve ark., 2001).

Hastaligin patogenezinde enterik immin cevabin ¢ok O©nemli rol {stlendigi
bilinmektedir. Bagirsaklarda fizyolojik olarak g¢evresel uyaranlara karsi daima hafif
dereceli bir inflamasyon bulunur. Cevresel unsurlar mukozal immin sistemde devamli
ve gitgide artan bir aktivasyona neden oldugunda sistemdeki denge bozulur ve kronik
inflamasyon meydana gelir. Hem humoral hem de hiicresel yanitlar1 kapsayan
immiinolojik mekanizmalar UK’nin patogenezinde rol almaktadir (Osterman ve
Lichtenstein, 2010; Zmora ve ark., 2007).

2.2. Ulseratif Kolitin Klinigi ve Stmflandirilmasi

Kronik, intermittent bir hastahik olan UK’nin bulgular1 niiks esnasmda degisken iken,
dinlenme ddnemlerinde hafiflemekte ya da yok olmaktadir (World Gastroenterology
Organisation Global Guideline, 2015; Peppercom ve Kane, 2019). Hastaligin ana
belirtileri diyare, rektal kanama, mukus varligi, tenesmus ve alt karin bélgesinde agridir.
Daha siddetli olgularda ise ates ve agirlik kaybi belirginlesebilmektedir (Osterman ve
Lichtenstein, 2010; Zmora ve ark., 2007).

Hastalik rektumun yukarisina ulastigi zaman cogunlukla kan ve mukus ile karigmis
ishale rastlanmaktadir. Kanli ishal UK’nin karakteristik &zelligidir ama 06zellikle
hastaligi  rektum ya da  rektosigmoid ile limitli  olan  vakalarda
gOzlemlenmeyebilmektedir. Diyare genellikle postprandiyal (yemek sonrasi) ve
nokturnal (gece olusan)dir. Tamamlanmamis defekasyon hissi ile tuvalete gitme
gereksinimi olarak betimlenen tenesmus vakalarda oldukca sik rastlanilan bir durumdur.
Karin agrismm yeri kolon tutulumunun seviyesine baghdir ve bir¢ok vakada
gozlemlenmesine karsin Ustlin bir bulgu degildir (Zmora ve ark., 2007). UK’nin

semptomlar1 Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir (Peppercom ve Kane, 2019).



Tablo 2.1. Ulseratif kolitin semptomlar1 (Peppercom ve Kane, 2019)

Bagirsak Semptomlari Bagirsak Dis1 Semptomlar
Hafif UK Orta-Siddetli UK
Seyrek rektal kanama Sik, sulu kanli defekasyon UK’nin aktif oldugu dénemlerde
(glinde >10) goriilen semptomlardir.

Rektumdan mukus atilimi

Diisiik kan sayimi (anemi)  Inflamasyon siklikla diz ve kalga

Hafif ishal (glinde <4) gibi blyuk eklemleri etkileyerek

Siddetli  olabilen  karm

Hafif kramp bigiminde karmn sisme ve agriya sebep olur.

agrisi
agrist Gozler, cilt ve daha ender olarak
Bagirsak hareketlerinde Ates akcigerler etkilenebilir.
yorgunluk Agirlik kaybi

Konstipasyon nobetleri

Kolon mukozasmnin goriiniisii hastaligmm yogunluguna ve yaygmhigma uygun olarak
farklilik gostermektedir. Kronik UK’li bireylerde kolondaki haustralar kaybolmakta ve
diizlesmekte, psodopolipler ortaya ¢ikmaktadir. Ayriyeten i¢inde, duvarinda ve etrafinda
notrofil 16kositleri bulunan kript apseleri de UK’ye 6zgil lezyonlardir (Osmanoglu,
2007).

Kolon etkilenimini smiflamak icin asagidaki tabirler kullanilmaktadir ve bunlar

hastaligin kliniginde gorev Ustlenirler:

e Ulseratif proktit: Rektuma sinirhdir,

e Distal kolit veya proktosigmoidit: Yaklagik olarak sigmoid kolon orta
diizeylerine ulasan tipidir,

e Sol kolit: En fazla splenik fleksuraya ulasan ancak ilerisine gegmeyen seviyeyle
siirlt tipidir,

e Yaygn kolit: Splenik fleksuranm ilerisine ulasan tipidir,



e Pankolit: inflamasyonun ¢ekuma kadar ulastig1 tipidir (Garud ve Peppercorn,
2009)

UK, Truelove-Witts kriterlerine gore ise hafif, orta ve agir olmak (zere

simiflandirilmastir.

Hafif diizeyde hastalik: Normal inflamatuar isaretleri olan, sistemik toksisite olmayan

(ates, kalp hiz1 normal), giinde 4'ten az defekasyon goriilen (kanli veya kansiz), normal
hemoglobin duzeyine sahip, kolonoskopik ve klinik belirtileri normal olan hasta grubu

olarak tanimlanir.

Orta diizeyde hastalik: Giinde 6'dan fazla kanli bagirsak hareketi meydana gelen,

sistemik toksisite belirtileri (ates>37.5, kalp hizi>90) gosteren hasta grubu olarak

tanimlanir.

Agir diizeyde hastalik: Sistemik toksisite belirtileri gosteren, giinde 10'dan fazla kanl

defekasyon gergeklestiren, anemi ortaya ¢ikan, kolonoskopide bagirsak duvari 6demli
gordlen, klinik olarak karinda sislik ve gerginlik hissi olan hasta grubudur (Feuerstein ve
ark., 2019).

2.3. Intestinal Mikrobiyota ve inflamatuar Bagirsak Hastalklar ile Iliskisi
Mikrobiyom, viicutta yasayan tiim mikroorganizmalar ve onlarin genetik materyalini,
mikrobiyota ise viicudun farkli ekosistemlerindeki mikroorganizma populasyonlarini
belirtmek amaciyla (6rnegin barsak mikrobiyotasi, cilt mikrobiyotasi) kullanilmaktadir
(Khanna ve Tosh, 2014). Bagirsak mikrobiyotasi insanlarda dogumdan hemen sonra
bicimlenmeye baslamaktadir. Dogum sirasinda yenidoganin vajinal kanalda sayisiz
mikroorganizma ile rastlasmasi sindirim sistemi mikrobiyotasin1 meydana getirmektedir
(Celebi ve Uygun, 2013).

Insan bagirsagi normalde 1000 farkli geside kadar yaklasik 10'* bakteri organizmasimi
bunyesinde barindirir ve bu bakteri toplulugunun agirhg:r 1-2 kg'a kadar ulasabilir
(Wehkamp ve ark., 2013). Bagirsakta bulunan toplam bakteri sayisi, insan bedenini
meydana getiren hiicre miktarinin yaklasik on katidir ve igbirlikli bakteri genomu, ayni

zamanda tim insan genomundan 100 kat daha fazla gen ihtiva eder (Stephani ve ark.,
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2011; Tsai ve Coyle, 2009). GIiS’in en yogun niifuslu bdliimil, gram basina 102
bakteriden meydana gelen bir yigilim ile kolondur (Wehkamp ve ark., 2013).

Bagirsak mikrobiyotasinin IBH patogenezinde rol aldig1 hipotezini dogrulayan pek ¢ok
argiiman bulunmaktadir. UK de en yiiksek intestinal bakteri konsantrasyonlarmi igeren

kolon ve distal ileumda ortaya ¢ikmaya yatkindir (Sartor, 2008).

Bagirsakta kolonize olan mikroorganizmalar, koruyucu ve zarar verici olmak tizere 2
gruba ayrilmaktadir. Her iki grup da bagirsaktaki immiin homeostazinin sekillenmesinde
onemli rol oynamakta, bakterilerin bilesimlerindeki 6nemli degisiklikler, kronik barsak

iltihabina yani IBH ye neden olabilmektedir (Backhed ve ark., 2005).

2.4. Probiyotikler ve Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar ile iliskisi
Probiyotikler, yeteri kadar alindiginda, konaga saglik agisindan yarari olan yasayan
mikroorganizmalardir (Ringel ve ark., 2012). “Pro” ve “Biota” kelimelerinden olusan bu

tabir “yasam i¢in” manasima gelmektedir (Yilmaz, 2015).

Normal bagirsak florasmin unsurlar1 olmalar1 nedeniyle Lactobacillus ve
Bifidobacterium cesitleri en ¢ok yararlanilan probiyotikler olmakla beraber, farkl tirleri

cesitli formulasyonlarla da kullanilmaktadir (Guarner ve ark., 2008).

Probiyotikler, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla intraluminal patojenlere ve toksinlere
epitelin gecirimliligini azaltip epitelyal bariyer Ustinde direkt olarak etkilidirler.

Probiyotikler genel olarak;

e Zararl bakterilerle savasarak, bakteriyel tutunmay1 azaltirlar.

e Patojenlerin olusumunu engelleyen bakteri {irinlerinin salinimini arttirirlar.
e Antioksidan nitelik gosterirler.

e Antijen yukunu hafifletirler.

e Epitelyal bariyerin surekliligini saglarlar.

e Immiin isleyisi modiile ederler (Marteau ve ark., 2002).



Klinik insan ¢alismalar1 ve hayvan modelleri, probiyotiklerin inflamasyonu hafifleterek,
IBH bulgularini rahatlatmada verimli olabilecegini belirtmektedir (Isaacs ve Herfarth,
2008).

2.5. Probiyotik Kullamminin Mikrobiyota ile iliskili Hastahklar Uzerine Etkisi
Intestinal mikrobiyota; viicudumuzdaki fizyolojik, metabolik, nérolojik ve immiinolojik
etkilerinden dolay: oldukca énemli islevlere sahiptir. Intestinal mikrobiyota dengesinin
bozulmasi ise disbiyozis olarak tanimlanir ve disbiyozisin dogrudan veya dolayli olarak
birgok hastalik ile iligkili oldugu disiiniilmektedirr (Kocak ve Sanlier, 2017; Varim ve
ark., 2017). Tablo 2.4.’de bazi hastaliklardaki mikrobiyota profilleri 6zetlenmeye
calisilmistir (Zhang ve ark., 2015).

Tablo 2.2. Bazi1 hastaliklardaki disbiyozis 6rnekleri (Zhang ve ark., 2015).
Hastalik Model Dishiyozis Ornek

Ulseratif Kolit Insan |Roseburia hominis Fekal

| Faecalibacterium prausnitzii

Crohn Hastaligi Insan |Bacteroides Fekal
|Bifidobacteria

Tip 1 Diyabet Insan (Cocuk) |Lactobacillus Fekal
|Bifidobacterium

|Blautia coccoides
|Eubacterium rectal
|Prevotella
1Clostridium
TBacteroides
1Veillonella

Tip 2 Diyabet Insan |Clostridia Fekal

|Firmicutes

1Betaproteobacteria




Tablo 2.2.(devam) Bazi hastaliklardaki disbiyozis drnekleri

Hastalik Model Disbiyozis Ornek
HIV Insan | Lactobacilli Fekal
|Bifidobacteria
TCandida albicans

TPseudomonas aeruginosa

Otizm Insan (Cocuk) 1 Bacteroides vulgates Fekal
1 Desulfovibrio
| Firmicutes

| Actinobacteria

Romatoid Artrit Insan | Bifidobacteria Fekal
| Bacteroides fragilis

Kolorektal kanser | Insan |Prevotella Fekal
|Pseudobutyrivibrio ruminis
1 Acidaminobacter,
TPhascolarctobacterium,
TCitrobacter farmer

1 Akkermansia muciniphila

JRuminococcus spp.

Lactobacillus acidophilus dahil olmak tizere bircok Lactobacilli ¢esidi ve susu ile,
insanlarda ve hayvanlarda rastlanan hastaliklarin engellenmesi amaciyla kapsamli bir
bicimde c¢alisilmaktadir. Probiyotikler, intestinal mikrobiyotadaki mikroorganizma
populasyonunu farklilagtirabilir ve intestinal mikrobiyotanin mekanizmasimi kontrol
edebilmektedir (Azad ve ark., 2018).

Inflamatuar hastaliklar icin 6zel bazi Laktobasil ve Bifidobakteri probiyotik suslarinmn,
farelerde UK’yi hafiflettigi goriilmiistiir. J. McCarthy araciigiyla fareler (zerinde
yapilan bir arastirmada, probiyotikler UK’yi istatiksel agidan anlamli derecede

hafifletmistir (Alagon Fernandez Del Campo ve ark., 2019).
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Hafif ila orta derecede aktif UK olan 20 hastayr (plasebo grubu dahil) tedavi etmek
amaciyla, tedaviye yardimci olarak Bifidobacterium iceren (B. breve, B. bifidum ve L.
acidophilus) fermente siit kullanilmis ve 12 hafta sonunda hem Kklinik hem de
endoskopik agidan anlamli derecede bir iyilesme gozlemlenmistir (Basso ve ark., 2019).

Bir baska arastrmada, UK hastalarina 4 tiir Lactobacillus (L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus ve L. delbrueckii subsp. Bulgaricus), 3 tir Bifidobacterium (B. longum, B.
breve ve B. infantis) ve Streptococcus (S. salivarius subsp, thermophilus) iceren
probiyotik karisimi uygulanmis. Giinliilk olarak uygulanan dozlardan sonra, orta
seviyede hafif aktif UK hastalarmin klinik bulgularinda diizelme goriildiigii belirtilmistir
(Basso ve ark., 2019).

Bagirsak mikrobiyotasi; insan viicuduna metabolik, fizyolojik ve immiinolojik yonden
etki eden ve tim yasam boyunca bir¢cok etkenin etkisiyle farklilasabilen kompleks bir
ekosistemdir (Kocak ve Sanlier, 2017). Hastaliklar ile bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki
iligkiye bakildiginda semptomlar, bazi hastaliklara 0zglu bir mikrobiyota igerigi
oldugunu ve bu durumun bagirsak mikrobiyotasi disbiyozisi ile alakali oldugunu
gostermektedir (Zhang ve ark., 2015). Her ne kadar hastaliklar ile bagirsak
mikrobiyotasi arasindaki sebep-sonug iliskisi net olarak kurulamamis olsa da probiyotik
kullanimmin bagirsak homeostazini yeniden dizenlemek ve bagirsak saghigini
iyilestirmek i¢in Umit vadeden bir tedavi sekli olduguna inanilmaktadir (La Fata ve ark.,
2018).

2.6. Enterokromafin Hucreleri ve Serotonin Hakkinda Genel Bilgi

Bagirsak epiteli, insan viicudunda agikta kalan en genis yiizeylerden biridir ve cevresel
duyulari; sinir, immun ve dolasim sistemlerinden gelen fizyolojik sinyallerle
biitiinlestiren benzersiz bir aracidir (Furness ve ark, 2013; Ohman ve ark., 2015). Diyet
besinleri, mikrobiyota iirlinleri ve enflamatuar ajanlarin, sindirim, bagisiklik,
metabolizma ve agriy1 kontrol eden sinyal yollarin1 modiile etmek i¢in bagirsak epiteline
etki ettigi one stirilmistiir (Brierley ve Linden, 2014; Furness ve ark., 2013). Bagirsak
epitelindeki ¢esitli enteroendokrin hiicreler, fizyolojik tepkilere aracilik etmek igin

cesitli hormonlar1 serbest birakarak bu tiir uyaranlara yanit verir (Gribble ve Reimann,
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2016). Enteroendokrin hiicrelerin noronlarla anatomik baglantilar kurdugunu belirten

caligma mevcuttur (Bohorquez ve ark., 2015).

Enterokromafin (EC) hiicresi ise bir enteroendokrin hiicre alt tipidir. Toplam bagirsak
epitelinin %]1’inden azinda bulunmasmma ragmen, vicudun serotonin ihtiyacinin
%90"'ndan fazlasini Uretir ve gastrointestinal motilite, salgilama, mide bulantisi, visseral
asir1 duyarlilik ve sekresyon gibi cesitli fizyolojik veya patofizyolojik durumlari
etkiledigi 6ne siirtilmiistiir (Gershon, 2013; Mawe ve Hoffman, 2013).

Onceki calismalar, EC hiicrelerinin aktivasyonu sonucunda bagirsak kontraktilitesinin
uyarilmasiyla 5-HT salinimini destekleyen duyusal reseptorleri eksprese ettigini ileri
sirmektedir (Braun ve ark., 2007; Doihara ve ark., 2009; Fukumoto ve ark., 2003;
Hagbom ve ark., 2011; Kim ve ark., 2001; Nozawa ve ark., 2009). Ancak hangi uyaric1
sinyal yollarinin, EC hiicrelerinden serotonin salinimini tesvik ettigi ve EC hiicrelerinin
sinir sistemi ile nasil iletisim kurdugu ile ilgili sorular1 ele almak icin EC hiicrelerini tek
basina ve dogrudan sorgulamak gerekir. Fakat boyutlarinin kiigiik olmasi (<10mm) ve
sayilarinin az olusu géz oniine alindiginda bu teknik olarak oldukc¢a zordur (Bellono ve
ark.,2017).

5-Hidroksitriptamin (5-HT) olarak bilinen serotonin, merkezi sinir sisteminin (MSS)
serotonerjik sinir hiicrelerinde (Fuller ve Wong, 1990) ve GIS’in EC hiicrelerinde
(Furness ve Costa, 1982) sentezlenen bir monoamin ndrotransmiterdir. Rapport ve
arkadaslar1 serotonini 1948'de hipertansiyona yol acan vazokonstriktorleri ararken
kesfetmis ve serumda (sero) varlig1 ve vazoaktif nitelikleri (tonin) dolayisiyla uygun bir

bicimde adlandirmistir (Rapport ve ark., 1948).

Serotoninin genel olarak hafiza, ruh hali, duygular, istah, uyku, uyaniklik ve sicaklik
regiilasyonu gibi bir dizi davranigsal, fizyolojik ve bilissel fonksiyona etki ettigi
bilinmektedir (Jacobs ve Azmitia, 1992). Serotonin 1900'lerin ortalarindaki kesfinden bu

zamana kadar derin arastirma konusu olmustur.
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Biyokimyasina bakildiginda; esansiyel bir amino asit olan triptofandan sentezlendigi
goriilmiistiir. Triptofan, sindirildikten sonra bir dizi tepkime araciligiyla serotonine
dontstiriliir (Sekil 2.1.) (Jonnakuty ve Gragnoli, 2008).

Ik énce, L-triptofan, triptofanhidroksilaz enzimi araciligiyla 5-hidroksi-L-triptofana (5-
HTP) hidroksile edilir. Bu enzim, sirasiyla noronal olmayan (Walther ve ark., 2003) ve
noronal (Zhang ve ark., 2004) serotonin sentezinden sorumlu olan iki izoformda,
triptofanhidroksilaz 1 ve triptofanhidroksilaz 2 olarak meydana gelir. Bu tepkime,
serotonin sentezinde hiz limitleyici basamagi olusturur. Bu reaksiyonun ortaya ¢ikmasi
icin kofaktorler oksijen ve tetrahidropteridine ihtiyag¢ vardir. 5-HTP daha sonra enzim L-
amino asidekarboksilaz araciligiyla 5-HT'ye doniistiiriiliir (Boadle-Biber, 1993). Bu
tepkime icin gereksinim duyulan kofaktorler B6 vitamini, B3 vitamini ve
magnezyumdur (Boadle-Biber, 1993).

Tryptophan (TF)

| L-erythrotetrahydrobiopterin | | Tryptophan Hydroxylase

A

S-Hydroxy-Tryptophan (5-HTP)

[ vitamins B, B3, Magnesium | [ L-Amino Acid Decarboxylase |
L 4

5-Hydroxy-Tryptamine (5-HT)

5- Hydroxyindole Acetalydehyde

k J

| Aldehyde Dehydrogenase |

A J

5- Hydroxyindole Acetic Acid (5-HIAA)

Sekil 2.1. Serotoninin Biyosentezi ve Metabolizmasi. Oklarin solundaki kofaktorler, oklarn sagindaki
enzimler olarak gosterilmistir (Jonnakuty ve Gragnoli, 2008).

Periferik serotoninin yaklasik %95'i GIS kriptlerinde bulunan EC hiicrelerinde
sentezlenir ve depolanirken (Furness ve Costa, 1982), toplam viicut serotoninin yalnizca
kiigiik bir kismi raphe ¢ekirdeklerinin beyin sap1 noronlarinda tiretilir (Maurer-Spurej ve
ark., 2004). EC hiicrelerinden dolagima salinan serotonin, 5-HT tastyicist (5-HTT) veya

serotonin tagtyicist (SERT) aracilifiyla trombositler tarafindan hizla alinir ve neredeyse
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tim viicut dolasimdaki serotonini olusturan trombosit yogun graniillerde depolanir

(Lewis, 1996).

Serotonin, oksidatif deaminasyon yoluyla monoamin oksidaz enzimi (Sekil 2.1.)
tarafindan 5-hidroksiindol asetik aside (5-HIAA) metabolize edilir (Molinoff ve
Axelrod, 1971). Dolasimdaki serotonin portal vene girer ve esas olarak karacigerde
metabolize edilir (Green ve Curzon, 1968). Karaciger metabolizmasindan kagan
herhangi bir serotonin, akciger kilcal damarlarinin endotelyumunda metabolize edilir.

Beyin 5-HIAA, periferik 5-HIAA ile birlikte idrarla atildig1 ¢evreye aktif olarak tagimnir.

Serotonin reseptorlerinin insan viicudunda ¢ok ¢esitli fizyolojik rolleri vardir. Trombosit
agregasyonunda, kardiyovaskiler (Azmitia ve ark., 1996) ve GIS’de diiz kasin
fonksiyonunun diizenlenmesinde kokli bir role sahiptir. Merkezi bir ndrotransmiter
olarak, depresyon ve anksiyete dahil ¢esitli davranis bozukluklarinda da rol
oynamaktadir (Bellivier ve ark., 1998; Lucki, 1998; Mann ve ark., 2001).

2.7. Serotonin, Gastrointestinal Sistem ve Ulseratif Kolit Arasindaki Iliski

GIS’in EC hiicrelerinde bulunan serotonin (Gershon, 1999), burada kritik bir sinyal
molekili olarak rol alir (Bulbring ve Crema, 1958). Serotonin; asetilkolin, sempatik
sinir uyarimi, liimen igi basing artis1 ve diisiik pH'a yanit olarak bu hiicrelerden salinir
(Bulbring ve Lin, 1958). Sinir reflekslerini harekete gegirir ve bagirsak salgilanmasi,
hissi ve peristalsis'te hayati bir rol oynar. Intrinsik ve ekstrinsik duyu néronlari, duyu
noronlarinin aksonlarinda bulunan c¢esitli 5-HT reseptorleri araciligiyla aktive edilir.
Intrinsik duyu néronlari, GIS’in duvarinda bulunur ve bunlarin aktivasyonu, peristalsik
ve sekretuar reflekslerle sonuglanir (Bulbring ve Crema, 1958; Bulbring ve Lin, 1958).
Ekstrinsik noronlar, GIS duvarmin disinda yer alir ve parasempatik ve sempatik
innervasyon yoluyla beyin ile GIS arasinda iletisime izin verir (Stephen ve ark., 2006).
Serotoninin external afferent refleks yolundaki rolii mide bulantisi, kusmanin yani sira
GIS’de agr1 ve rahatsizlik hissi ile ilgilidir. Serotoninin normal gastrointestinal
fizyolojideki kesin roliniin tam olarak anlasilamamasi1 nedeniyle, IBH ve irritabl
bagirsak sendromu gibi gastrointestinal bozukluklarin patofizyolojisindeki yeri yogun

bir aragtirma alan1 haline gelmistir (Thorson, 1958; Grahame-Smith, 1967).
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TNBS ile indiiklenmis bir kolit hayvan modelinde, distal kolondaki 5-HT miktarinin,
kontrol ile karsilastirildiginda TNBS kolitinde dnemli 6lgilide arttigi ortaya konmustur.
Kolonun 5-HT igerigindeki iltihaplanmanin neden oldugu artisin EC hiicrelerinin
sayisindaki bir artigla iligkili olup olmadigini belirlemek igin, 5-HT-imminoreaktif
mukozal epitel hiicreleri, kontrol ve iltihapli distal kolonun enine kesitlerinde 6lgiilmiis
ve 5-HT-immiinoreaktif EC hiicrelerinin sayisi, kontrol grubundakilere kiyasla TNBS ile
indiklenen hayvanlardan alinan kolon kesitlerinde iki kat artmis olarak tespit edilmistir
(Linden ve ark., 2003). Ayrica; UK’li ve irritabl kolonda rektal mukozal
adrenerjik(sinirsel) inervasyonun ve EC hiicrelerinin sayisinin incelendigi insan kaynakli
bir caliymada, UK grubunda kontrol &rneklerine kiyasla adrenerjik sinir aginin
yogunlugunun onemli o6lglide arttigi, EC hiicrelerinin sayismin ise onemli 6lglde
azald1g1 tespit edilmistir. Irritabl kolonda ise kontrol &rneklerine kiyasla EC hiicrelerinin
say1s1 onemli dlciide yiiksek bulunmustur (Kyosola ve ark., 1977). Yine UK li ve irritabl
kolonda makrofajlarda EC hiicrelerinin incesendigi insan kaynakli bir ¢alismada; irritabl
kolonlu hastalarda, ortalama EC hiicre sayis1 kontrol grubuna oranla daha yutksekken,
UK’li hastalarda ise kontrollere oranla daha az EC hiicresi tespit edilmistir (Ahonen ve
ark., 1976).

Serotoninin, gastrointestinal motilite, sekresyon ve duyunun duzenlenmesinde kritik bir
rol almas: (Gershon, 1999; Camilleri, 2002; Tack ve Sarnelli, 2002) nedeniyle;
biyosentezindeki, igerigindeki, salimimindaki veya yeniden alimindaki degisikliklerin,

diizensiz gastrointestinal fonksiyona neden oldugu distiniilmektedir.

2.8. Serotonin ve Beyin-Bagirsak Ekseni Arasindaki fliski

Beyin-bagirsak ekseni, MSS ile GIS arasindaki ¢ift yonlii bir iletisim sistemi olarak
tanimlanir. Serotonin, bu agm her iki terminalinde de 6nemli bir ndrotransmiter olarak
islev gormektedir. Triptofan ve metabolizma sonucu elde edilen serotoninin genis bir
fizyolojik repertuvari vardir, bu da onu saglik i¢in temel hale getirmektedir ve bu durum
sistemler ile hastaliktaki degisiklikler arasinda sayisiz iliskiye yol agmaktadir (Berger ve
ark., 2009; Schwarcz ve ark., 2012; Le Floc’h ve ark., 2011).

Bu alandaki arastirmalar hem enterik sinir sisteminde hem de MSS'de anahtar bir sinyal

molekiilii olarak islev géren serotonin ile beyin ve bagirsak arasinda ¢ift yonlii bir
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iletisim ag1 olan beyin-bagirsak ekseni kavraminim (Sekil 2.2.) ilkelerine dayanmaktadir
(Mayer, 2011; Rhee ve ark., 2009; Mawe ve Hoffman, 2013). Son zamanlarda, bagirsak
mikrobiyomunun bu eksenin kritik bir bileseni oldugu ve sadece GIS’de lokal olarak
degil, birden ¢ok seviyede kontrol uygulayan bir bilesen oldugunu ortaya ¢ikmistir
(Collins ve ark., 2012; Cryan ve Dinan, 2012; Cryan ve O’mahony, 2011; Grenham ve
ark., 2011).

Behavioural Effects CNS Effects

Visceral pain Motor control

Emotion Circadian rhythm
Stress response Cerebellar regulation
Appetite Body temperature
Addiction CNS vascular tone
Sexuality

COOH COOH
NH, HO NH, HO. NH,
\ A\ A\
H — H —ty =
TPH ARAD
Tryptophan §-hydroxy Serotonin

try ptophan (5-HT)

Gl Effects

Gastric secretion
Gastrointestinal motility
Intestinal secretions
Colonic tone

Pancreatic secretion

Sekil 2.2. Beyin-Bagirsak Ekseni ve Serotonerjik Metabolizma. Beyin ve bagirsak arasinda iki yonlil bir
iletisgim ag1 vardir ve 5-HT, bu iki ana organda meydana gelen islevlerde énemli bir rol alir. Ornegin, SHT,
MSS seviyesinde ruh halinin diizenlenmesinde anahtar bir norotransmiterdir ve GiS’deki viseral asiri
duyarhlikla iligkilendirilmistir. Triptofandan 5-HT Uretimi hem MSS'de hem de enterik sinir sisteminde
meydana gelir. 5-HT sistemindeki degisiklikler, burada gériildiigii gibi davranigsal (viseral agri, duygu,
stres, istah gibi) ve santral (motor kontrol, sirkadyen ritim, viicut 1sis1 gibi) semptomlarin ortaya ¢iktigi
beyin-bagirsak ekseni bozukluklarinda belirgindir (O’Mahony ve ark., 2015).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvanlarin Sayi, Soy ve Cinsiyetleri

Calismamizda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde bulunan
agirliklar1 250-300 gr. arasinda degisen normal aktiviteye sahip, 40 adet Wistar albino
erigkin erkek rat kullanilmistir. Denekler iizerinde yapilan tiim iglemler Akdeniz
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve
onaylanmistir. Ortama alismalar1 i¢in c¢alismaya baslamadan Once denekler bir hafta
boyunca standart laboratuar kosullarinda (12 saat giindiiz- 12 saat gece olacak sekilde
isiklandirma, 20-22 derece oda 1sisi, %50—60 nem) tutularak ortama aligmalari

saglanmig ve ihtiyaclar1 kadar su ve yem verilmistir.

3.2. Cahsma Gruplan

Baslangicta proje dneri formumuzda deney hayvanlarimizin rastgele 4 gruba ayrilacagmi
belirtmistik. Ancak iilseratif kolit modelindeki degisimleri daha iyi analiz edebilmek i¢in
bir grup daha (Sham) eklemenin gerekliliginin farkina varilmistir. Bu gereklilik
calismanin yayin agamasinda elimizdeki verilerin saglam olmasi i¢in diisiiniilmiistiir.
Sonug olarak ¢alismada 40 adet denekler rastgele 5 gruba ayrilmistir. Calisilan gruplar;
Kontrol, Sham, Deneysel iilseratif kolit, Terapdtik ve Koruyucu grup seklinde
belirlenmistir. Calisilan gruplar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Projemizin basinda tilseratif kolit modeli olusturmak amaciyla Dekstran Sodyum Sulfat
(DSS) secilmistir. Deney hayvanlariin igme suyuna DSS ilave edilerek kolit modelinin
olusturulmasi amaglanmistir. Ancak DSS uygulamasi ile deneklerde kolit olugsmamustir.
Farkli dilusyonlarda da g¢alisilarak modelin olusturulmasi/gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar
yapilmig fakat deneklerde kolit olusumu ile ilgili olarak (gerek morfolojik gerekse
histolojik olarak) bir gelisme gozlemlenmemistir. Literatiir arastirmalarina bakildiginda
pek ¢cok deneysel kolit modeli bulunmaktadir. Dekstran Sodyum Siilfat (DSS’m yani sira
asetik asit kullanimi da deneysel iilseratif kolit modelinde kullanilan ydntemlerden
biridir. Maliyeti ucuz ve kullanimi kolaydir. Bu baglamda caligmada asetik asit

kullanarak deneysel kolit modelinin olusturulmasi denendi ve sonug elde edilmistir.
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Tablo 3.1. Deney Gruplar1 [-V
Grup I. Kontrol (K)(N:8)

Grup 1. Deneysel ulseratif kolit modeli (DK)(N:8)

Grup I11. Sham grubu (S)(N:8)

Grup IV. Tedavi grubu: Deneysel Ulseratif kolit + L.acidophilus (KL)(N:8)

Grup V. Koruyucu ajan grubu: L.acidophilus + Deneysel ulseratif kolit (LK)(N:8)

Grup 1. Kontrol (N:8)

Bu gruptaki deneklere higbir islem uygulanmamistir. Bagwsak dokulari, serotonin

ekspresyonunun tespiti i¢in kullanilmistir.
Grup I1. Deneysel Glseratif kolit modeli (N:8)

Deneklere hafif eter anestezisi altinda %4“liikk hazirlanan asetik asit ¢dzeltisi denekler
uygun pozisyonda tutularak intrarektal yolla 2 ml uygulanmistir. Uygulamadan 48 saat

sonra denekler sakrifiye edilerek bagirsak dokular1 alinmistir.
Grup I11. Sham (N:8)

Bu gruba ait deneklere stres olusturmak amaciyla iilseratif kolit modeli uygulanmis
ancak deneklere tredelenburg pozisyonunda pediatrik Kkatater ile asetik asit yerine
(intrarektal olarak 6 cm ilerlenerek) 2 ml serum fizyolojik (%0.9°luk NaCl) verilmistir.
Sonrasinda ise 14 giin boyunca gavaj ignesi yardimiyla ve agiz yoluyla probiyotik
cozelti yerine 1 ml distile su uygulanmistir. 16.glinde denekler sakrifiye edilip doku

ornekleri alinmustir.
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Grup IV. Terapotik- Deneysel ulseratif kolit + L. acidophilus (LA) (N:8)

Deneklere hafif eter anestezisi sonrasi iilseratif kolit modeli uygulanmig ve uygulamadan
48 saat sonra gavaj yoluyla 1 ml distile su icerisinde 2x10° kob/ml miktarinda her bir
denege giinliik olmak tizere 14 giin boyunca L. acidophilus (DSM 20079) verilmistir. 16.

giinde denekler sakrifiye edilerek bagirsak dokular1 alinmastir.
Grup V. Koruyucu- L. acidophilus (LA) + Deneysel (lseratif kolit (N:8)

Gavaj yoluyla 1 ml distile su icerisinde 2x10° kob/ml miktarinda her bir denege giinliik
olmak tizere 14 giin boyunca L. acidophilus (DSM 20079) verilmistir. 15. giinde
deneklere hafif eter anestezisi sonrasi iilseratif kolit modeli uygulanmis ve 16 gilinde

denekler sakrifiye edilerek bagirsak dokular1 alimmaistir.

Deney siiresi boyunca hayvanlarin yem ve suya serbest erigimleri saglanmigtir. Tim

gruplardaki deneklerin viicut agirhiklari, fekal tutarliliklar1 ve rektal kanamalar1 giinliik

olarak takip edilerek kayit altina alinmigtir.

Sekil 3.1. Deneklerin Gavaj, Tartma ve Rektal Kanama Takibine Ornekler

3.3. Deneysel Ulseratif Kolit Modeli

Calismamizin ilk hedefi deneklerimizde deneysel iilseratif kolit olusturmakti. Proje 6neri
formumuzda {lseratif kolit modeli olusturmak i¢in Dekstran Sodyum Silfat (DSS)
kullanilacagini bildirmistik. Deneyimizin baginda deney hayvanlarmin igme suyuna DSS
ilave edilerek kolit modelinin olusturulmasi amaglanmistir ve caligsmalar yapilmistir.
Fakat deneklerde kolit olusumu ile ilgili olarak gerek morfolojik gerekse histolojik

olarak olumlu yonde bir gelisme gbézlemlenmemistir. Literatiir arastirmalaria
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baktigimizda pek ¢ok deneysel kolit modeli bulunmaktaydi. Dekstran Sodyum Siilfat
(DSS)’1n yani sira asetik asit kullanim1 da deneysel iilseratif kolit modelinde kullanilan
yontemlerden biri olarak verilmektedir. Maliyeti ucuz ve kullanim1 kolay oldugu i¢in

projemizde asetik asit kullanarak deneysel kolit modelinin olusturulmasi denenmistir.

UK olusturmak amaciyla deney hayvanlarina hafif eter anestezisi altinda ve
trendelenburg pozisyonunda, yumusak pediatrik sonda intrarektal yolla 6 cm ileriye
yerlestirilerek asetik asit %4 c¢ozeltisi (2 ml, pH:2,4) yavas bir sekilde kateterle
uygulanmistir. Uygulama sonrasinda ratlar trendelenburg pozisyonunda 30 saniye kadar
bekletilip sonrasinda kafeslerine birakilmiglardir. Uygulamadan 48 saat sonra
deneklerden almman doku oOrnekleri hematoksilen-eosin boyanmasi yapilarak histolojik
olarak degerlendirilmistir. Yapilan 6n ¢alismanin sonunda dokular histolojik olarak
incelendiginde UK olusumu pozitif yonde gozlemlendigi igin asetik asit ydnteminin

kullanim1 kesinlestirilmistir.

3.4. Deneklerin Sakrifasyonu
Sakrifasyon isleminden 24 saat Once deneklerin yemleri alinmis ve suya serbest
erisimleri saglanmistir. Denekler derin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon

yoluyla sakrifiye edilmistir.

Karin alt kismina 2-3 cm insizyon hatti agilarak batina girilmistir. Disseke edilen kolon
ve ileumlardaki fekal icerik serum fizyolojik kullanilarak temizlenmistir. Doku
orneklerinin her biri horizontal planda iki pargaya bolinmiistiir. Her iki par¢adan biri
%10’luk formalin iceren soliisyonla dolu olan falcon tiiplere yerlestirilerek 24 saat
bekletilip sonrasinda doku takibi yapilarak histolojik incelemeler i¢in parafin bloklara
gomiiliirken digeri ise Elisa yontemi uygulanmak iizere cryo tiiplere konularak -80 °C’de

bekletilmistir.
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Sekil 3.2. Deneysel Ulseratif Kolit Grubundaki Bir Hayvanin Batin Bélgesinin incelenmesi
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Sekil 3.3. Kontrol Grubundaki Bir Hayvanin Batin Bélgesinin incelenmesi

3.5. Deneklerin Makroskopik Degerlendirilmesi

Tiim deney gruplar1 makroskobik olarak incelenmek {izere hastalik aktivite indeksi
(Disease actitviy index: DAI) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu baglamda, si¢anlarin
DAI skorlar1 viicut agirhgr degisimine, fekal tutarliliklarma ve rektal kanamaya
dayanarak kor olarak puanlanmistir. Skorlar su sekilde ol¢tilmiistlr: fekal tutarlilik: O
(normal), 1 (yumusak) ve 2 (siv1); viicut agirligi kaybi/artisi: 0 (<%5), 1 (%5-10), 2
(%10-15), 3 (%15-20), 4 (%20-25) ve 5 (>%25); ve rektal kanama: O (yok) ve 1

(mevcut).

3.6. Histolojik Degerlendirme

Bagirsak dokularindaki inflamasyonu degerlendirmek i¢in histolojik degerlendirme
yontemi yapildi. Ornekler formaldehitle fikse edildikten sonra 7um’lik kesitler alinarak
H&E boyamasi yapildi. Calismadaki her doku kesitleri, deneyimli bir patolog tarafindan

0-3 olgeginde bir enflamatuar aktivite skoru yapildi. Puanlama sistemi su sekilde
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belirlendi: mukozal yikim (0, normal; 1, hafif; 2, orta; 3, siddetli), lamina propriadaki
inflamatuar hiicre sayisi (0, normal; 1, hafif; 2, orta; 3, siddetli), kas tabakasinin kalinlig1

(0, normal; 1, hafif; 2, orta; 3, siddetli).

3.7. Iimmunohistokimyasal Analiz

Deney gruplarina ait kolon dokular1 %10’luk formaline alinarak 24 saat boyunca fikse
olmasi1 saglanmistir. Daha sonra 2 saat musluk suyunda yikanarak dokular artan etanol
serilerinde (%70, %80 ve %90) 24’er saat ve %100’liikk etanolde 3 saat bekletilerek
dehidrasyon gergeklestirilmistir. Ksilol icerisinde 2 kez 1,5 dakika bekletilerek
seffaflastirilma islemi yapilmistir. 58°C’ye ayarl etiivde dokular 3 defa 1’er saatlik
parafin icerisinde bekletildikten sonra etiiv disinda erimis temiz parafine gomiilmiis ve
parafin bloklar hazirlanmistir. Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda alinan
kesitlere hematoksilen eozin boyamasi ve serotonin ekspresyonunu belirlemek icin

rabbit anti 5-HT (5-Hydroxytryptamin) antikoru uygulanmuistir.

3.8. Elisa Yontemi

Elisa yontemi i¢in deneklerden elde edilen bagirsak dokulari cryo tiiplere konularak
calismaya baslayana kadar -80°C’de bekletilmistir. -80°C’den ¢ikarilan dokular oda
isisinda  muhafaza edildikten sonra agirlik tartimlari  yapilmis ve ardindan
homojenizasyon islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda Rat serotonin (Rat serotonin /5

hydroxytryptamine) kiti ile immuno assey yontemiyle analiz edilmistir.

3.9. Verilerin Analizi

Verilerin analizi konusunda; Tanimlayicr istatistikler ortalama, standart sapma degerleri
ile sunulmustur. Calisma gruplarma goére kolon bdlgesinin serotonin olgiimlerinin
farkliliginin incelenmesinde Mann-Whitney-U testi yapilmistir. Kolon bdlgesinde
calisma gruplarma gore serotonin Ol¢limlerinin farkliliginin degerlendirilmesi igin
Kruskall Wallis testi uygulanmistir. Calismada 0,05' den kiiciik p degerleri anlamli kabul
edilmistir. Analizler SPSS 25.0 ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Olarak Elde Edilen Bulgular

Vicut agirliklarina bakildiginda; deneysel iilseratif modeli olusturulan grup hari¢ tiim
gruplarda agirlik artist s6z konusudur. Deneysel tlseratif kolit olusturulan grup ise
deney sonucunda agirliklarinin %1,5’ini kaybetmistir. Agirlik artist sham ve kontrol
grubunda esit oranda saptanmistir. Bu iki grubun agirligi deney sonunda kendi
agirhiklarinin %8,1°1 kadar artmigtir. Tedavi grubundaki deneklerin agirhigi ise %7,6
oraninda artarken, koruyucu ajan grubunda ise %35,3 artig goriilmiistiir. Sonug olarak
sham ve kontrol gruplarinda tedavi ve koruyucu gruba oranla daha fazla agirlik artisi
olurken, tedavi grubunun agirlig1 koruyucu gruba oranla daha fazla artmistir. Ayrica
deneysel kolit grubunda da diger gruplara oranla anlamli derecede agirlik kaybi
meydana gelmistir (p=0,03, p<0,05). Deney gruplarindaki agirlik degisim oranlar1 Sekil

4.1.de gosterilmistir.

Agirhik Degisimi
14.00%
12.00%
10.00%
8.00%
6.00%
4.00%
2.00% T
0.00%
-2.00%

-4.00%

-6.00%
-8.00%
Sekil 4.1. Deney Gruplarindaki Agirlik Degisim Oranlar1 (Standart sapma ile, * = p<0,05) (S: Sham

grubu, K: Kontrol grubu, DK: Deneysel ulseratif kolit modeli, KL: Deneysel ulseratif kolit+L.
acidophilus, LK: L. acidophilus + Deneysel Ulseretif kolit)
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Fekal tutarlilik ile ilgili olarak deneysel kolit grubunda tim hayvanlarda uygulamadan
sonraki ilk giin sivi kivamda fekal igerik goriilmesi beklenen bir durumdur. Ikinci giin
ise deneklerin yarisindan fazlasinda yumusak fekal igerik tespit edilmistir. Tedavi
grubunda goriilen yumusak fekal igeriklere genellikle kolit uygulamasi sonrasi
rastlanmistir. Ancak deneklerin yarisindan azinda tedavi amaciyla probiyotik verilirken
de aralikli olarak yumusak fekal icerik goriilmeye devam edilmistir. Dolayisiyla
probiyotigin de fekal igerikte degisime neden olabilecegi disiiniilmiistiir. Sham
grubunda goriilen yumusak fekal igerige de intrarektal yoldan serum fizyolojik
verilmesinden sonra rastlanmistir. Bunun da sebebinin hayvanlarin psikolojik olarak
gecirmis olabilecegi uygulamanin yol agtig1 stresten dolay1 olabilecegi diistiniilmiistiir.
Koruyucu grupta gozlenen yumusak fekal icerikler ise kolit uygulamasi 6ncesinde
goriilmiistiir. Bu gruba kolit uygulamasi yapildiktan sonra fekal icerikleri normal
seyretmistir. Bu durumun da probiyotigin bagirsak dengesini koruyucu etkisinin
olabilecegini diistindiirmiistiir. Kontrol grubunda hi¢bir hayvanda yumusak fekal icerik
gbzlemlenmemesi de bu hayvanlar hep sabit kosullarda kaldigi i¢in beklenilen bir
durumdur. Elde edilen verilere gore genel olarak deney gruplarindaki fekal tutarlilik

birbirlerine oranla anlamli farkliliklar géstermemistir (p>0,05).

Fekal Tutarhhk

20
15

10

-10
Sekil 4.2. Deney Gruplarindaki Fekal Tutarlilik Oranlar1 (Standart sapma ile, p>0,05) (S: Sham grubu, K:

Kontrol grubu, DK: Deneysel Ulseratif kolit modeli, KL: Deneysel ulseratif kolit+L. acidophilus, LK: L.
acidophilus + Deneysel Glseretif kolit)
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Rektal kanama ¢ok sik rastlanan bir bulgu olmamasina ragmen ¢alismamizda en fazla
kanama miktarinm deneysel kolit grubunda goriilmesi doku hasarini destekleyen ve
beklenen bir durumdur. Kontrol ve sham gruplarinda deney siresi boyunca hi¢ rektal
kanama gozlemlenmemesi de bu gruplarda kolon hasari yaratacak bir uygulama
yapilmadigi i¢in beklenen bir durumdur. Tedavi grubunda saptanan rektal kanamalara
kolit uygulamasi1 sonrasi rastlanmistir. Koruyucu grupta tespit edilen rektal kanama
skorunun tedavi ve deneysel kolit grubuna oranla diisiik olmas1 probiyotigin koruyucu
etkisi agisindan anlamli bir sonug olarak nitelendirilmistir. Elde ettigimiz verilere gore;
deneysel kolit grubunda tedavi ve koruyucu gruba gore daha fazla rektal kanama
g6zlemlenirken, koruyucu grupta da tedavi grubuna gore daha az rektal kanama
gozlemlenmistir. Fakat bulunan tiim oranlar birbirine oranla istatiksel olarak anlaml

farkliliklar gostermemistir (p>0,05).

Rektal Kanama

3.5
3
2.5
2
1.5

e L 1
St e T

-1
-1.5

Sekil 4.3. Deney Gruplarindaki Rektal Kanama Oranlar1 (Standart sapma ile, p>0,05) (S: Sham grubu, K:
Kontrol grubu, DK: Deneysel ulseratif kolit modeli, KL: Deneysel ulseratif kolit+L. acidophilus, LK: L.
acidophilus + Deneysel ulseretif kolit)

4.2. Histolojik Bulgular

Histolojik degerlendirme icin yapilan skorlamadan sonra elde edilen veriler
degerlendirildiginde, kontrol ve sham grubuna gore iilseratif kolit olusturulan gruplarda
mukozadaki ve lamina propriadaki inflamatuar hiicrelerin istilasmin kolonda belirgin

oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve sham grubuna kiyasla diger gruplarda mukozada
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kalinlik, lamina propria’da inflamatuar hiicreler ve mukozada inflamasyon belirgin bir
sekilde goriilmiistiir. Koruyucu ve tedavi gruplarda ise bu degisiklikler tilseratif kolit

olusturulan grupla hemen hemen ayni olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (Sekil 4.4.).

> el

Sekil 4.4. Kolon Bolgesindeki Hematoksilen Eozin Boyamasi Gorintileri (a: kontrol, b: sham, c:

deneysel lserarif kolit, d: deneysel Ulseratif kolit+ L. Acidophilus, e: L. Acidophilus+ deneysel Ulseratif
kolit) (skala bar:200 pm — 100 pm)
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4. 3. Serotonin Ekspresyonlar

4.3.1. Elisa Yontemiyle Elde Edilen Bulgular

Gruplarin kolon bolgesindeki serotonin ng/mg protein diizeyleri incelendiginde; kontrol,

sham, deneysel kolit, tedavi ve koruyucu ajan gruplarmin serotonin ng/mg protein

diizeylerinin farkli seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Sham ve kontrol gruplarinda

serotonin ng/mg protein dlglimleri sirasiyla 1,48+0,50; 1,38+0,42 olarak tespit edilirken,

deneysel kolit, tedavi ve koruyucu gruplarinda ise protein dl¢itimleri sirasiyla 1,98+0,52;

1,72+0,26; 1,77+0,51 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore kolondaki

serotonin protein miktar1 kontrol ve sham grubuna gore diger gruplarda anlamli artis

gostermistir. Ayrica deneysel kolit grubu olglimlerinin koruyucu ve tedavi gruplarma

gore daha yiiksek diizeylerde oldugu goriilmiistiir (p=0,01, p<0,05) (Tablo 4.1. ve Sekil

45.).

Tablo 4.1. Elisa Yontemiyle Elde Edilen Gruplarm Kolon Bélgesindeki Serotonin ng/mg Protein

Duizeylerinin incelenmesi

Bolge Grup X s.S p
Sham 1,48 0,50
Kontrol 1,38 0,42
Kolon Deneysel Kolit 1,98 0,52 0,01*
Kolit+LA 1,72 0,26
LA+Kolit 1,77 0,51
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Sekil 4.5. Elisa Yontemiyle Elde Edilen Gruplarin Kolon Bélgesindeki Serotonin ng/mg Protein Dlzeyleri
(Standart sapma ile, * = p<0,05) (S: Sham grubu, K: Kontrol grubu, DK: Deneysel Ulseratif kolit modeli,
KL: Deneysel Ulseratif kolit+L. acidophilus, LK: L. acidophilus + Deneysel Ulseretif kolit)
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4.3.2. immunohistokimyasal Yéntemle Elde Edilen Bulgular

Kolon bdlgesinde serotonin ekspresyonu olgiimlerinin gruplara gore farkl seviyelerde
oldugu tespit edilmistir. Farkin nedeninin kontrol ve sham gruplarinin deneysel kolit,
koruyucu ve tedavi gruplarina gére daha diisiik diizeylerde olmasindan kaynaklandigi
tespit edilmistir. Kontrol ve sham grubunda serotonin ekspresyonu sirasiyla 0,02+0,03;
0,04+0,02 olarak tespit edilirken; deneysel kolit, koruyucu ve tedavi grubunda ise
strastyla 0,1540,02; 0,12+0,01; 0,12+0,02 olarak tespit edilmistir. Ayrica deneysel kolit
grubunda tedavi ve koruyucu ajan grubuna goére serotonin ekspresyonu élciimlerinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistir (p=0,01, p<0,05). Elde edilen gruplarin kolon
bolgesindeki serotonin ekspresyonu dlgumleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Immunohistokimyasal Olarak Elde Edilen Gruplarin Kolon Bolgesindeki Serotonin

Ekspresyonlar1
Olciim X S.S p
Kontrol 0,02 0,03
Sham 0,04 0,02
Kolon Deneysel Kolit 0,15 0,02 0,01*
Kolit+LA 0,12 0,01
LA+Kolit 0,12 0,02

0.18

0.16

-0.02

Kolon

0.14
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02
0
S J( DK KL LK

Sekil 4.6. Immunohistokimyasal Olarak Elde Edilen Gruplarm Kolon Bolgesindeki Serotonin
Ekspresyonlar1 (Standart sapma ile, * = p<0,05) (S: Sham grubu, K: Kontrol grubu, DK: Deneysel
Ulseratif kolit modeli, KL: Deneysel ulseratif kolit + L. acidophilus, LK: L. acidophilus+Deneysel

ulseretif kolit)
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Sekil 4.7. Kolon Bolgesindeki 5-HT immunoboyanmasi Goriintiileri (a: izotip kontrol, b: kontrol, c:
sham, d: deneysel Ulseratif kolit, e: deneysel Ulseratif kolit+ L. Acidophilus, f: L. Acidophilus+ deneysel
Ulseratif kolit) (skala bar:100 pm)
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5. TARTISMA

Halihazirdaki UK’ye yonelik olan tedaviler, hastalarin énemli bir kesiminde yan etkilere
sebep olmaktadir ve bu nedenle alternatif tedaviler aranmaktadir. Probiyotikler,
gegmisten glinlimiize insan sagligma yararlari sayisiz ¢calismayla kanitlanmaya ¢alisilan
canli mikroorganizmalardir. Giiniimiizde artik UK gibi IBH’larinda da bagmrsak
mikrobiyotasi iizerine olan olumlu etkileri taninmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda cesitli
gruplardaki bakterilerin kombinasyonlariyla UK tedavisi i¢in etkileri arastirilmistir
(Ismailoglu ve Yilmaz, 2019). Ancak yaptigimiz literatiir taramalarinda Lactobacillus
Acidophilus’un tek basma kullanilmasi ile ilgili literatlirde ¢calisma sayisinin az oldugu

kanisina varilmustir.

GIS’deki kan akiminm, motilitenin ve salg1 fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev alan
norotransmiterlerden birisi de serotonindir. Serotonin ilk kez 1948 yilinda Rapaport ve
arkadaslar1 tarafindan kanda trombositlerde daha sonra da santral sinir sisteminde izole
edilmistir (Tamam ve Zeren, 2002). Serotonin, sindirim sisteminde gida alimina baglh
aktivite gosterir, epifiz bezinde ise 151g1n varliga bagl olarak triptofandan sentezlenir.
Vicudumuzdaki serotoninin %80-95’i bagirsaklarda bulunur (Simsek ve ark.,2011;
Saglam ve ark., 2010). GIS’deki serotoninin EC hiicreleri, miyenterik pleksuslardaki
serotonerjik ndronlar ve bag doku mast hiicreleri ile kan dokudaki trombositlerce
salindig1 bildirilmektedir. Bu hiicreler kriptlerde epitel proliferasyonuna, diiz kaslarin
kontraksiyonlarma, istah, uyku ve hafiza gibi pek ¢ok Onemli fonksiyonlarm
regiilasyonuna aracilik etmektedir (Simsek ve ark.,2011). Serotonin (5-HT) bugiine
degin en fazla arastirilmis ve dolayisiyla iizerinde en fazla bilgi edinilmis
norotransmiterdir (Nathan ve Schatzberg, 1994). Serotoninin; anksiyete, depresyon,
obsesif kompulsif bozukluk ve sizofreni gibi psikiyatrik bozukluklarin yani sira inmeler,
hipertansiyon, vaskiiler bozukluklar, migren ve bulant1 gibi bozukluklarin olusumunda

da rol oynadig diistiniilmektedir (Tamam ve Zeren, 2002).

Periferik serotoninin %95'inden fazlasi, GiS’in EC hiicrelerinde bulunur (Gershon,
1999) ve burada kritik bir sinyal molekiilii olarak rol alir (Bulbring ve Crema, 1958).

Serotonin, gastrointestinal motilite, sekresyon ve duyumun dizenlenmesinde kritik bir
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rol almaktadir (Gershon, 1999; Camilleri, 2002; Tack ve Sarnelli, 2002); bu nedenle
biyosentezindeki, igerigindeki, salmimindaki veya yeniden alimindaki degisikliklerin,
diizensiz gastrointestinal fonksiyona katkida bulunabildigi diisiiniilmektedir. Fakat yine
de serotoninin normal gastrointestinal fizyolojideki kesin rolu tam olarak
anlasilamamustir. Bu nedenle, IBH ve irritabl bagirsak sendromu gibi gastrointestinal
bozukluklarin patofizyolojisinde serotoninin rolii tartismalidir ve son yillarda yogun bir
arastirma alanidir. Biz de c¢alismamizda bu konudaki arastirmalara katki sunmak
amactyla UK varliginda bagirsaklardaki serotonin miktarini ve ekspresyonunu 6lgmeyi
amacladik. Bdylece probiyotik kullanimmin da serotonin ile ilgili 6lgclimleri

etkileyebilecegini gorduk.

5.1. Makroskopik Degisimler

Deneysel kolit modeli olusturulan farkli hayvan ¢alismalarinda genel olarak hasta edilen
grupta saglikli kontrol grubuna oranla daha fazla agirhik kaybi oldugu gozlenmistir
(Barnett ve Fraser, 2011; Ozkan, 2008). TNBS ile induklenen kolit hayvan modelini
iceren bir ¢alismada, probiyotik ile tedavi edilen gruba gore deneysel kolit grubunda
anlamli oranda agirlik kaybi tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2013). Yine TNBS ile
indiklenen bir kolit hayvan modelinde, deneysel kolit olusturulan grupta saglikli kontrol
grubuna oranla anlaml 6l¢iide agirlik kaybi1 ve siddetli ishal tespit edilmistir (Neurath ve
ark., 1995). Bizim ¢alismamizda ise deneysel kolit grubunda en fazla olmak (zere tiim
gruplarda agirlik kaybi beklenirken; sadece deneysel kolit grubunda agirlik kaybi
gozlemlenmis ve diger tiim gruplarda agirhik artis1 meydana gelmistir. En ¢ok agirlik
artis1 ise kontrol ve sham gruplarinda olmustur. Sonug olarak kolit uygulamasi yapilan
tiim gruplarda uygulamay: takiben diger gruplara oranla anlamli olarak agirlik kaybi
tespit edilmistir. Elde dilen veriler iilseratif kolit varliginda olusan doku hasarini

destekleyici yonde bulunmustur.

5.2. Serotonin ile Tlgili Degisimler

GIS’deki serotoninin EC hiicreleri, myenterik pleksuslardaki serotonerjik néronlar ve
bag doku mast hiicreleri ile kan dokudaki trombositlerce salindig1 bildirilmektedir. Bu
hiicreler kriptlerde epitel proliferasyonuna, diiz kaslarin kontraksiyonlarna, istah, uyku

ve hafiza gibi pek ¢ok 6nemli fonksiyonlarin regiilasyonuna aracilik etmektedir (Simsek
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ve ark., 2011). Serotoninin normal gastrointestinal fizyolojideki kesin rollinin tam
olarak anlagilamamas1 nedeniyle, IBH ve irritabl bagirsak sendromu gibi gastrointestinal
bozukluklarin patofizyolojisindeki yeri yogun bir arastrma alani haine gelmistir
(Thorson, 1958; Grahame-Smith, 1967).

Calismamizda serotonin ng/mg protein degerlerine ve ekspresyonlarma bakildiginda
deneysel kolit grubunun kolonunda diger gruplara oranla belirgin bir artis oldugu tespit
edilmistir. Bu durum kolon hasar1 varliginda bagirsak igerigindeki serotonin miktarinin
ve yogunlugunun arttigini géstermektedir. Serotonin dlglimlerin artmasi onu salgilayan
EC hiicrelerinin sayismnin ya da salgilama miktarlarinin artmig olabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica probiyotik destegi verilen koruyucu ve tedavi grubunun
kolonundaki serotonin ng/mg protein degerlerinin ve serotonin ekspresyonlarinin da
kontrol ve sham grubuna oranla artt1g1 tespit edilmistir. GIS’de serotoninin gida alimma
bagli aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu veriler sonucunda da UK varliginda
probiyotik kullanimi kolonda asir1 artan serotonin miktarini ve yogunlugunu azaltmstir.
Dolayisiyla iilseratif kolit varliginda GIS’deki EC hiicrelerinin sayis1 ya da serotonin
salgilama miktarindaki anlamli artigin  probiyotik destegiyle azaltilarak yeniden
dengelenebilecegi diisliniilmektedir. Deney gruplarinin kolonundaki serotonin ng/mg
protein diizeyleri sirasiyla; deneysel kolit grubunda 1,98+0,52, Kkoruyucu grupta
1,77+0,51, tedavi grubunda 1,72+0,26, sham grubunda 1,48+0,50, kontrol grubunda
1,38+0,42 olarak olgiilmiistiir. Kolondaki serotonin ekspresyonlar1 ise sirasiyla deneysel
kolit grubunda 0,15+0,02, tedavi grubunda 0,12+0,01, koruyucu grupta 0,12+0,02, sham
grubunda 0,04+0,02 ve kontrol grubunda 0,02+0,03 olarak tespit edilmistir.

Caligmamizin ana bulgusu mukozal 5-HT mevcudiyetinin asetik asit ile indlklenen bir
rat modelinde artmasidir. Serotonin seviyeleri bdlgesel olarak immunohistokimyasal
teknikler ve Elisa yontemi kullanilarak biitiin preparatlar iizerinden degerlendirilmistir.
Her iki yontemle elde edilen veriler 5-HT mevcudiyetinin 6zellikle kolonda iltihapla
arttigin1 gostermistir. Bu veriler, IBH'nin hayvan modellerine iliskin 6nceki ¢alismalarla
uyumlu olarak artan EC hiicre sayisiyla desteklenmistir (Linden ve ark., 2003; O’Hara
ve Sharkey, 2007). Ulseratif kolit modeli olusturulan hayvanlarda mukozal yiizeyde
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meydana gelen degisiklikler serotonin birikmesine neden olabilir (McLaren ve ark.,
2001).

Enflamasyon, bazi hayvan modellerinde (Linden ve ark., 2003; O’Hara ve Sharkey,
2007; Oshima ve ark., 1999) ve UK'li hastalarda (EI-Salhy ve ark., 1997), 6zellikle kript
sayisina karst EC hiicreleri ifade edildiginde, EC hiicrelerinin sayisindaki artisla
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, bazi ¢alismalar iltihapli hayvan dokusunda (Linden
ve ark., 2005) EC hiicrelerinin sayisinda herhangi bir degisiklik bulamamistir veya
siddetli UK'li hastalarda (Coates ve ark., 2004) EC hiicre sayisinda bir azalma
bulmustur. Ayrica SERT aktivitesindeki azalma da artan 5-HT seviyelerini aciklayabilir.

Hayvan kolit modelleri (Linden ve ark., 2003; Linden ve ark., 2005) ve UK'li hastalar
(Coates ve ark., 2004) ile ilgili onceki ¢aligmalar, SERT ekspresyonunda diisiisler
gostermistir. Artan 5-HT seviyesi énemlidir ¢linkii 5-HT reseptorlerinin afferent sinir
terminalleri veya EC hicrelerinin  kendileri Uzerindeki aktivasyonunu veya
duyarsizlasmasin1 biiyiik dl¢iide degistirebilir. Ornegin artan 5-HT miktar1 kendisine
0zel olan (6rn 5-HT3) reseptorii duyarsiz hale getirebilir veya salim bolgesinden daha
uzaktaki daha buylk bir reseptdr popilasyonunu aktive edebilir. Bu ikinci senaryo,
hayvan inflamasyon modellerinde (Keating ve ark., 2008) ve klinik verilerde (Bercik ve

ark., 2005; Minderhoud ve ark., 2004) asir1 duyarlilig1 gosteren verilerle tutarhdir.

Elde ettigimiz sonuclar, UK ve Crohn hastalig1 olanlarda kolon mukozasinda serotonin-
immiinoreaktif hiicrelerin hiicre sayisinin énemli 6lgiide arttigina dair 6nceki bulgularla
tutarli bulunmustur (EI-Salhy ve ark., 1997). EC hiicrelerindeki serotonin igerigi vagal
sinirin regiilasyonu altindadir (Pettersson, 1979) ve kolinerjik noronlarm aktivitesini,
kimyasal kolitli tiim kolonda 6nemli élglide yiksek bulan ¢alisma mevcuttur (Kishimoto
ve ark., 1992). Bu nedenle, ¢calismamizda gorilen kolondaki serotoninin diizeylerinin
yikselmesi, kolon dokusu boyunca kolinerjik mekanizmalarin hiperaktivitesiyle iligkili
olabilir. Serotoninin kemirgenlerde ishale neden oldugu gosterildiginden (Kadowaki ve
ark., 1995; Kuwahara ve ark., 1998), asetik asit uygulamasmi takiben kolon
mukozasinda yiikselen serotonin seviyeleri, bu deneysel modelde ishal gelisiminin

olusumuna katkida bulunabilir.
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Bir enterik norotransmiter ve EC hicrelerinden bir parakrin haberci olarak 5-HT,
bagirsak fizyolojisinde 6nemli bir rol oynar (Liu ve ark., 2002). Artan peristalsis ve
sekresyona ek olarak, 5-HT'nin mukozal duyusal iletime katildigi diisiiniilmektedir
(Gershon, 1999). Probiyotik kullanimmnin kolondaki 5-HT seviyelerini 6nemli Olctde
diistirdiigiine dair bulgumuz, probiyotigin bir SERT exhibitort ya da EC hticrelerinin bir

otoreseptdr agonisti gibi davranabilecegini diisiindiirmektedir.

SERT, serotonin tasfiyesi igin gereklidir ve hem merkezi 5-HT sinapslarinda hem de
bagirsakta serotonin homeostazi igin kritik dneme sahiptir (Narboux-Neme ve ark.,
2008). Bagirsakta SERT hem mukozada hem de enterik sinir sisteminin sinirlerinde
bulunur (Wade ve ark.,, 1996). Serotonin geri alimindaki anormallikler, enterik
serotonerjik sinyallemeyi degistirerek, IBH'in patofizyolojisine katkida bulunan
duyusal, motor ve sekretuar bagirsak islev bozukluklarina yol agabilir (Colucci ve ark.,
2008). SERT'in islevleri, membran ekspresyonuna baglhdir (Spiller, 2008). Farkli
sonuglar bildirilmis olmasina ragmen (Kerckhoffs ve ark., 2008; Camilleri ve ark.,
2007), cogu calisma SERT ekspresyonunun saglikli kisilere kiyasla iIBH hastalarinda
azaldig1 goriisiinii desteklemektedir (Coates ve ark., 2004; Bellini ve ark., 2003).
Bununla birlikte, 6nceki ¢alismalara ve bildirilen bulgulara dayanarak, UK ve iBH'de
azalmis mukozal SERT ekspresyonunun 5-HT'nin mukozal mevcudiyetini artirmasi,
refleks aktivitesini artirmasi ve liminal hipersekresyon, hipermotilite ve ishale yol
acmast mimkiindiir. Mukozanin 5-HT'ye siirekli maruz kalmasinin; 5-HT
reseptorlerinin  duyarsizlasmasma, refleks aktivitenin azalmasmma ve liiminal
hiposekresyon ve kabizliga yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla motilite, ic
organ duyusu veya sekresyondaki degisiklikleri iceren ¢esitli gastrointestinal
bozukluklarla ilgili semptomlar, degisen 5-HT sentezi ve geri alim mekanizmalarinin

neden oldugu mukozal 5-HT mevcudiyetindeki bir dengesizlikle iliskilendirilebilir.

Periferik serotonin seviyeleri, bagirsak mikrobiyotasindan etkilenebildiginden,
bagirsaktaki serotonin seviyesindeki herhangi bir dengesizligin, IBH, irritabl bagirsak
sendromu ve Crohn hastaligi dahil olmak iizere ¢esitli bozukluklarin patofizyolojisi ile
baglantili oldugu varsayilmaktadir (Spohn ve Mawe, 2017).
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Bagirsakta ekstraseliler alandaki serotonin, serotonin tasiyicilar1 (SERT) tarafindan
alinir. SERT, neredeyse tiim bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilir ve
bagirsakta serotonin erisiminin diizenlenmesinde onemli rol Ustlenir (Fuller ve Wong,
1990). SERT islevi ile serotonin biyoyararlanimi arasinda ters bir korelasyon oldugunu
goOsteren ¢alisma mevcuttur (Jin ve ark., 2016). Bu nedenle, SERT ifadesindeki azalma
veya artis dahil olmak iizere SERT islevindeki herhangi bir bozulma, IBH, irritabl
bagirsak sendromu ve UK gibi gastrointestinal bozukluklar ile iliskilidir (Jin ve ark.,
2016; Tada ve ark.,2016).

Bagirsak mikrobiyomu ve SERT islevi arasindaki iliski 1yi kurulmamasma ragmen
caligmalar mikrobiyotanin SERT ekspresyonunu etkileyebilecegini gostermistir (EI Aidy
ve ark.,2017; Waclawikova ve El Aidy, 2018). Bazi ¢alismalarda Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium turi bazi probiyotiklerin SERT geninin ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2015; Cao ve ark., 2018). Bununla birlikte, bu
bakterilerin konakg1 ile etkilesiminin altinda yatan kesin mekanizma bilinmemektedir

(Derrien ve ark., 2017; Miquel ve ark., 2013).

Bir zebra baligi modeline dayanarak, probiyotiklerin bagirsak hareketliligi ve serotonin
sentezi Uzerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada; probiyotiklerin zebra baliklarinda
5-HT salgilanmasi diizenleyerek bagirsak hareketliligini hafifletebilecegi ve sagliksiz
bagirsak hareketliligi olan kabizlik hastalarini tedavi etmek igin kullanilabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Lu ve ark., 2019).

Diyet besinleri ve mikrobiyal yan iiriinlerin, hem dogrudan enterik sinir sistemi
iizerindeki eylemler yoluyla hem de dolayl olarak enteroendokrin hiicreler lizerindeki
reseptor stimiilasyonu yoluyla bagirsak fonksiyonunu etkiledigi genel olarak kabul edilir
(Neunlist ve Schemann, 2014). Mikroorganizmalarin, EC hiicreleri tarafindan
sentezlenen 5-HT miktarmni ve ayrica 5-HT salinimini etkiledigini gosteren ¢alismalarda,
bazi insan bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan tretilen ve limene salnan kisa
zincirli yag asitlerinin, EC hiicrelerinden 5-HT sentezini arttirdig1 belirtilmistir (Reigstad
ve ark.,2015; Jones, 2016). Germ-free farelerin, insan bagirsagi mikrobiyotasi ile
kolonize edildiginde ve 5-HT sinyallemesinin temel unsurlar1 degerlendirildiginde, EC
hiicre sayisinda veya serotonin tastyicisinin (SERT) ifadesinde herhangi bir degisiklik
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olmaksizin, mukozal 5-HT seviyelerinde artig gorulmesi, bagirsak mikrobiyotasinin kisa

zincirli yag asitleri yoluyla EC hiicre fonksiyonunu etkiledigini disiindiirmiistiir (Jones,

2016).

Gastrointestinal kanaldaki serotonin salinimi ve mevcudiyeti ile ilgili seviyeler bir dizi
degiskenden etkilenebilir. Bu durum ¢alismamizin bazi sinirhiliklari ile birlesince 5-HT
seviyelerinde meydana gelen degisikliklerin mekanizmasi tam olarak anlasilmamaktadir.
Serotoninin UK patogenezindeki ve tedavisindeki gorevini daha iyi anlamak icin daha

fazla ve detayl ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda probiyotigin koruyucu etkisi agisindan makroskopik olarak anlamli
bulgular elde edilmistir. Ayrica sham grubundaki fekal tutarlilik ile ilgili bulgular
psikolojik stresin de UK benzeri belirtiye neden olabilecegini destekler niteliktedir. Elde
ettigimiz sonuglar UK varliginda koruyucu ya da tedavi edici olarak probiyotik
kullanimmin kolonda anlamli derecede artmis olan serotonin ekspresyonunu ve
miktarini anlamli derecede azaltarak bagirsak duvarmi koruyucu etkisinde inflamasyonu

azaltmada rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Calisgmamizda, 5-HT'nin immuinohistokimyasal ve Elisa yontemiyle &lgtimlerini
belirledik. Kolit uygulamasi yapilmayan dokulara kiyasla iltihapli kolonda 5-HT
mevcudiyetinde ciddi bir artis bulduk. Bu artis, EC hiicrelerinin daha fazla ¢ogalmasina
bagl olabilir veya alternatif olarak, daha yiiksek bir 5-HT igerigi, EC hiicrelerinin
saptanmasini kolaylastirabilir. Her iki durumda da elde ettigimiz verilerin iltihaplanma
sirasinda  goriilen artmug 5-HT mevcudiyetine 6nemli bir katki saglayacagini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda genel olarak kontrol ve sham grubumuzla karsilastirildiginda deney
gruplarimizda istatiksel olarak anlamli farkliliklar elde dilmistir. Ancak deney
gruplarindaki toplam hayvan sayimizin az olmasi arastirmanin zayif yoniinii
olusturmustur. Elde ettigimiz bulgular sonucunda hem probiyotiklerin koruyucu ve
tedavi edici etkilerinin belirlenmesi hem de probiyotiklerin koruyucu ve tedavi edici
amagla kullanildiginda farkli bagirsak boliimlerindeki serotonin ekspresyonunun ve
miktarmin belirlenmesindeki rolii ile ilgili denek sayis1 daha fazla olan farkli probiyotik
tiirleriyle daha spesifik ve detayli g¢aligmalarin yapilmasmnin gerekli oldugunu

diistinmekteyiz.
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