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Arastirma Makalesi Research Article

Deneysel Sican Kolit Modelinde Alfa Lipoik Asit Tedavisinin
SOD ve NLRP3 Seviyesi Uzerine Etkisi

Effect of Alpha Lipoic Acid Treatment on SOD and NLRP3 Levels in

Experimental Rat Colitis Model

0z

Ulseratif kolit, kolonun mukozal ve submukozal tabakalarinin kronik inflamasyonuyla seyreden bir
hastaliktir. Kolon inflamasyonu, immuin sistem hicrelerinin asiri aktivasyonuna yol acarak reaktif
oksijen ve nitrojen tlrevlerinin salinmasina ve oksidatif strese sebep olmaktadir. Calismamizda,
sicanlarda asetik asitle olusturulmus kolit modelinin serum ve kolon dokusu NOD benzeri reseptor
proteini 3 (NLRP3) ile kolon slperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri Uzerine etkileri arastiriimistir.
Ayrica, glcll bir antioksidan olan alfa lipoik asitin (ALA) bu parametreler Uzerine dlzenleyici
etkilerinin arastinlmasi da amaclanmistir. Arastirmamizda, 8-10 haftalik 200-250 g agirliginda
saglikli 34 adet erkek Wistar Albino irki sican kullanildi. Hayvanlar kontrol grubunda 6, deney
gruplarinda 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubu disindaki hayvanlara kolit
indUksiyonu amaciyla %4 asetik asit intrarektal olarak uygulandi. Daha sonra ALA, mesalamin ve
her ikisinin birlikte kullanilmasiyla tedaviye baslandi ve 14 giin sireyle devam edildi. Tedavi
prosedird boyunca hayvanlarin diyare skorlari kaydedildi. Deney sonrasi sicanlarin serum ve
kolon dokularindaki NLRP3 seviyeleriile kolon SOD aktivitesi degerlendirildi. Diyare skorunun kolit
grubunda diger gruplara gére anlamli olarak yukseldigi; mesalamin+ALA grubunda ise anlamli
olarak azaldig saptandi. Kolit grubunda, serum ve kolon dokusu NLRP3 seviyesinin en yuksek,
kolon SOD aktivitesinin ise en distk seviyede oldugu belirlendi. Mesalamin+ALA grubunda bu
parametrelerin diger gruplara gére anlaml olarak dizeldigi belirlendi. Sonug olarak, kolit
olgularinda NLRP3 inflamazomunun arttig), SOD aktivitesinin azaldigi; ALA’'nin mesalamin ile olan
kombinasyonun bu degerler Gzerine duzenleyici etkilerinin tek basina kullanimina goére daha iyi
oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Alfa lipoik asit, Diyare, Kolit, inflamazom, Oksidasyon.

ABSTRACT

Ulcerative colitis is a disease accompanied by chronic inflammation of the mucosa and
submucosa layers of the colon. Colon inflammation causes the release of reactive oxygen and
nitrogen derivatives due to excessive activation of immune system cells, and oxidative stress.
In our study, the serum and colon NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) levels and colon
superoxide dismutase (SOD) levels were investigated in the acetic acid-induced colitis model
in rats. Furthermore, this study aims to investigate the regulatory effects of alpha-lipoic acid
(ALA), a potent antioxidant, on these parameters. In our study, 34 healthy 8-10 week-old male
Wistar Albino rats weighing 200-250 g were used. The animals were divided into 5 groups
with 6 in the control group and 7 in each study group. To induce colitis, 4% acetic acid was
administered intrarectally to the animals, except for the control group. Subsequently,
treatment was initiated with ALA, mesalamine, and a combination of both, continuing for 14
days. Diarrhea scores of the animals were recorded throughout the treatment procedure.
After the experiment, serum and colon tissue NLRP3 levels, as well as SOD activity in the colon
were evaluated. The diarrhea score was observed to significantly increase in the colitis group
compared to the other groups, while it significantly decreased in the mesalamine+ALA group.
In the colitis group, NLRP3 levels in the serum and colon tissue were the highest, while colon
SOD activity were the lowest. These parameters were significantly regulated in the
mesalamine+ALA group compared to the other groups. In conclusion, it was determined that
NLRP3 inflammasome activity increases and SOD activity decrease in cases of colitis;
moreover, the combination of ALA with mesalamine had a more pronounced regulatory effect
on these values compared to their use alone.

Keywords: Alpha lipoic acid, Diarrhea, Colitis, Inflammation, Oxidation.
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Giris
Ulseratif kolit, rektumda baslayip proksimal kolona kadar
ilerleyen, kolonun mukozal ve submukozal tabakalarinda
inflamasyon ve (lserasyon gelismesi ile karakterize bir
hastaliktir (Cagatay, 2022, Farid ve ark., 2022). Hastaligin
etiyolojisi net olarak bilinmemekle beraber genetik,
cevresel ve immiinolojik faktorlerin 6dnemli rol oynadig
disinidlmektedir (Tahvilian ve ark.,, 2021, Preda &
Istratescu, 2022). Yapilan preklinik ve klinik ¢alismalarda,
oksidatif stresin, hastaligin patogenezinde etkili oldugu
gorulmiustir (Rana ve ark., 2014a; Rana ve ark., 2014b; Tian
ve ark., 2017; Dizakar & Demirel, 2022; Muro ve ark., 2024).
Kolit olgularinda, kolonda meydana gelen inflamasyona
baglh aktive olmus bagisiklk hiicreleri, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevleri Ureterek oksidatif strese neden
olmaktadir. Bu durum, mukozal bagirsak bariyerinin
gecirgenliginin artmasina, homeostazin bozulmasina ve
inflamasyonun yayilmasina yol agmaktadir (Tian ve ark.,
2017; Krzystek-Korpacka ve ark., 2020). Reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevlerinin yol actigl bu inflamasyona karsi ilk
savunma hattini enzimatik antioksidanlar olugturmaktadir.
Enzimatik antioksidanlarin ana gorevi serbest radikallerin
olusumunu engellemek ve onlar notralize etmektir.
Dokulari oksidatif strese karsi korumada 6nemli bir gérevi
olan superoksit dismutaz (SOD) bu antioksidanlar
arasindadir. Ayrica, son yillarda birgok hastalik Uzerine
yapilan
inflamazomlarin aktivasyonu arasinda bir iliski oldugu da
ortaya konulmustur (Sharma ve ark, 2018; de Deus ve ark,
2023). NOD benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3)
inflamazomunun, bagirsak homeostazinda 6nemli bir
gorevi oldugunun belirlenmesiyle birlikte, bu inflamazomu

galismalarda, inflamasyon, oksidasyon ve

hedefleyen bircok vyeni tedavi segenekleri (zerinde
arastirmalar yapilmaktadir. Bu nedenle, bir bagirsak
hastaligi olan {lseratif kolit tedavisinde de NLRP3
inflamazomunun  umut verici bir hedef oldugu
distnilmektedir (Wagatsuma & Nakase, 2020; Xue ve ark.,
2023b).

Ulseratif kolit tedavisinde, semptomlarin giderilmesi ve
inflamasyonun 6nlenmesi amaciyla 5-aminosalisilatlar
(mesalamin, olsalazin, balsalazid), steroidler, pirin
analoglari, takrolimus, metotreksat, siklosporin,
metronidazole, rifaksimin gibi ajanlar (Dignass ve ark, 2012;

Nitzan & ark., 2016; Tripathi & Feuerstein, 2019; Li ve ark.,
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2022) ve direngli olgularda monoklonal timoér nekrozis
faktor alfa (TNF-a) inhibitorleri kullaniimaktadir (Ferretti ve
ark., 2022). Glinlimiizde kullanilan bu ajanlarin, maliyeti
yuksek, etkinligi diisiik ve 6nemli yan etkilere sahip olmasi
nedeniyle Ulseratif kolitte alternatif olabilecek yeni tedavi
yontemleri arastinimaktadir (Hirten & Sands, 2021; Barber
& Gubatan, 2023; Long, 2024).

Alfa lipoik asit (ALA), tiyotik asit olarak da bilinen, yapisinda
kisa zincirli yag asiti ve iki adet kiikiirt molekili iceren
enzimatik bir antioksidandir (Ergene, 2018). Antioksidan
etkilerini serbest radikalleri yakalayarak, agir metallerle
selat olusturarak ve glutatyon, E vitamini, C vitamini gibi
diger antioksidanlarin yeniden kullanilabilirligini saglayarak
gerceklestirmektedir (Dalmis & Ekici, 2024). ALA'nin, glicli
antioksidan 06zelligi nedeniyle gastrointestinal sistem
Ulserleri, meme kanseri, intoksikasyon, diyabetik néropati
AIDS, Alzheimer, parkinson ve katarakt gibi bircok
hastaligin tedavisindeki kullanim alani arastiriimistir
(Biewenga ve ark., 1997; Bilska & Wlodek, 2005; Karakoyun
ve ark., 2009; Oztan ve ark., 2019; Kaur ve ark., 2021;
Tripathi ve ark., 2023).

Bu ¢alismanin amaci, sigan kolit modelinde serum ve kolon
dokusu NLRP3 seviyesi ile kolon SOD aktivitesi Uzerine
ALA’nin tek basina veya mesalaminle kombinasyonunun
etkilerinin kargilagtirmali olarak arastiriimasidir.

Yoéntemler

Deney Hayvanlari

Arastirmamizda 8-10 haftalik 200-250 g agirhginda
pubertasa ulasmis saglikli 34 adet erkek Wistar albino irki
sican kullanildi.  Hayvanlar 12 saat gece/gindiiz
periyodunda, 21-24 °C ve %45-55 nem orani olan barinma
yerlerinde, standart sigan yemi ve musluk suyuyla ad
libitum olarak beslendi. Siganlarda yapilan tiim islemler ve
deneklerin izlenmesi Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan gerekli onay (30.04.2024,
G.U.ET-24.037) alindiktan sonra Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesinde
yapildi. Uniteye kabul edilen hayvanlar bir hafta
adaptasyon sirecini gegirdikten sonra kontrol grubunda
alti, deney gruplarinda ise yedi hayvan olacak sekilde Tablo

1’de belirtildigi gibi bes gruba ayrildi.
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Tablo 1. Deney gruplari

Table 1. Experimental groups

n Deney . Deney
Gruplar sayisi Modeli Tedavi suresi
Kontrol 1mL distile ..
Grubu 6 ) su(per os) 14 gun
intrarektal -
KolitGrubu | 7 | %ansetic | tm-distile 14 giin
) su(per os)
asit
Mesalamin intrarektal 1mL mesalamin
7 %4 Asetik 50 mg/kg/glin 14 gilin
Grubu .
asit (per os)
intrarektal ;Sri.:l'lgga lipoik
ALA Grubu 7 %4 Asetik .. 14 giin
. mg/kg/giin (per
asit
0s)
1mL mesalamin
Mesalamin+ Intrarektal fnog/kg/giimalfa
N . .
ALA Grubu / A)A.‘ Asetik lipoik asit 100 14 gun
asit i
mg/kg/gln (per
os)

Kolit indiiksiyonu

Kontrol Grubu disindaki hayvanlara kolit indiksiyonu
amaciyla %4 asetik asit intrarektal olarak uygulandi. Modeli
olusturmak amaciyla 12 saat boyunca yiyecekten yoksun
birakilan siganlara ksilazin (8 mg/kg/i.p.) ve ketamin (75
mg/kg/i.p.) anestezisi uygulandi. Sicanlara yumusak
pediatrik sonda rektal yolla 6 cm ileriye ulasacak sekilde
yerlestirildi. Hayvanlar bu islem sirasinda trendelenburg
pozisyonuna getirilip 2 mL volimde %4 asetik asit ¢ozeltisi
yavas sekilde intrarektal yoldan verildi. Daha sonra verilen
maddenin aniisten disariya ¢ikmasini 6nlemek amaciyla
ratlar 2 dakika trendelenburg pozisyonunda bekletildi
(Shahid ve ark., 2022).

Diyare Skoru

Deney prosediri boyunca hayvanlar kafeslerde bireysel bir
sekilde barindinldi. Althk materyali olarak filtre kagidi
kullanildi ve her 24 saat sonunda degistirildi. Hayvanlarin
diski yapilari deneyin sonuna kadar giinliik olarak incelendi.
Diyare skorlamasi, 0 (normal diski), 1 (hafif siddette,
yumusak diski), 2 (orta siddette sulu, diizensiz yapili diski)
ve 3 (siddetli sulu diski) puanlama sistemine gore yapildi
(Liao ve ark., 2022).
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Tedavi Protokolii

Asetik asit uygulamasindan 24 saat sonra gruplara gore
tedavi protokoliine baglandi ve 14 giin siireyle devam
edildi. Test materyalleri 5 mL/kg volimde distile su
icerisinde ¢ozdiiriilerek gavaj yardimiyla oral yolla verildi.
Kolit modeli indiiksiyonu yapilmayan Kontrol Grubu ile kolit
indiksiyonu yapilip tedavi almayan Kolit Grubu
hayvanlarina distile su verildi. Mesalamin Grubu hayvanlara
kolit induksiyonu sonrasi 14 giin boyunca 50 mg/kg/gin
dozda mesalamin (MedChem Express; Katalog no: HY-
15027) (Rao ve ark., 2022) uygulandi. ALA Grubu
hayvanlarina kolit modeli sonrasi ALA (MedChem Express;
Katalog no: HY-N0492) 100 mg/kg/gin (Moura ve ark,
2016) dozda 14 giin boyunca per os verildi. Mesalamin+ALA
Grubu hayvanlarina kolit modeli sonrasi 50 mg/kg/giin
dozda mesalamin ile ALA (100 mg/kg/giin) 14 giin boyunca
uygulandi.

Deneysel Prosediiriin Sonlanmasi

Kolit indiksiyonu sonrasi 14 giinlik tedavi prosediriinii
takiben tim hayvanlar ksilazin (8 mg/kg/i.p.) ve ketamin
(75 mg/kg/i.p.) ile genel anestezi altina alindi ve kardiyak
ponksiyon yontemiyle kan alinarak sakrifiye edildi.

Kan Analizi

Sakrifikasyon Oncesi kardiyak ponksiyonla toplanan kan
ornekleri BD vacutainer biyokimya tupiine alindi. Daha
sonra 3.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlari
aynistirlldi ve eppendorf tiiplerine alinarak analizler
yapilana kadar -80°C'de saklandi. Elde edilen serum
orneklerinde NLRP3 seviyesi tiire spesifik ticari bir kit (BT-
lab; Katalog No: E1627Ra) kullanilarak Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile analiz edildi. Bu
amacla, mikroplakalarda rat NLRP3 antikoru ile 6nceden
kaplanmis kuyucuklara serum 6rnekleri eklendi. Ardindan
streptavidin-HRP NLRP3 eklenerek inkiibe edildi. Daha
sonra baglanmamis antikorlarin yikamasi yapilarak
uzaklastirildi. Substrat soliisyonu eklenerek tekrar inkiibe
edildi. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonunun
eklenmesiyle sonlandirildi ve Biotek ELx 800 Microplate
Reader cihazi kullanilarak 450 nm dalga boyunda okutuldu.
Elde edilen verilerin optik yogunluk degerleri hesaplandi.

Doku analizi

Hayvanlarin sakrifikasyonundan hemen sonra uygun
diseksiyon yontemi ile ¢ikarilan distal kolon (aniisten 8 cm
uzakta) eppendorf tiiplerine alinarak analizleri yapilana
kadar -80°C’de saklandi. Elde edilen 6rnekler homojenize
edildikten sonra NLRP3 diizeyleri ve SOD aktiviteleri
degerlendirildi. Kolon dokusu homojenizasyonu amaciyla; 1
g doku 9 mL galisma soliisyonunda (140 mmol Potasyum



Kloriir tamponu) homojenizatdor yardimiyla homojenize
edildi. Daha sonra, elde edilen homojenat 7.000 rpm’de 4
°C’'de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatantlari
toplandi. Sipernatantlar analizlerde serum gibi ¢ahsildi.
Elde edilen stiipernatant drneklerinde NLRP3 seviyesi tiire
spesifik ticari bir kit (BT-lab; Katalog No: E1627Ra)
kullanilarak serum orneklerinde c¢ahsildigi gibi ELISA
yontemi ile bakildi.

Kolon dokusu homojenizasyonundan elde edilen
sipernatantlarda SOD aktivitesi Otto Scientific kit (Otto
3047) kullanilarak kolorimetrik yontemle degerlendirildi.
SOD’un rolii, oksidatif enerji siirecleri sirasinda uretilen
toksik suiperoksit radikalin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene dismutasyonunu (doénistiirme) hizlandirmaktir.
Bu vyontem, siperoksit radikallerinin olusturulmasi
amaciyla ksantin ve ksantin oksidazin kullanilmasi ve 2(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir ile
reaksiyona giren kirmizi formazan boyasinin olusturulmasi
prensibine gore yapildi. SOD aktivitesi tam otomatik
cihazda (Mindray BS400) reaksiyon tiri endpoint olarak
olglildi.

istatistiksel analiz

istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.0 kullanilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi
(SEM) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin
onemini belirlemek igin tek yonli ANOVA ve Tukey post-
hoc testleri kullanildi. Istatistiksel anlamliliklar p< ,05
diizeyinde degerlendirildi.

Bulgular

Deney prosedirid boyunca hayvanlarin digki yapisindan
elde edilen diyare skorunun kolit grubunda, mesalamin (p<
,05), ALA (p<,01) ve mesalamin+ALA (p< ,0001) gruplarina
gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica,
diyare skorunun kolit (p<,0001), meselamin (p<,01) ve ALA
(p< ,01) gruplarinda kontrol grubuna gore anlamh olarak
arttigl goraldi. Tedavi gruplan arasinda mesalamin+ALA
grubunun diger gruplara gore azaldigl, kolit grubu ile
arasindaki farkliligin anlamh (p<,0001) oldugu dikkati ¢ekti
(Sekil 1.). Deney protokolii sonrasi kolit grubundaki
hayvanlarin kolon dokusunda degisen siddette Ulserasyon,
hiperemi ve mukozal 6deme bagl doku hasari meydana
geldigi gorildi. Tedavi gruplarinda ise, bu hasarin azaldigi
dikkati cekti (Sekil 1.).
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Sekil 1. Grup | (a), Grup Il (b), Grup Ill (c), Grup IV (d) ve
Grup V (e)’e gore kolonun makroskobik goriintiisi ve diyare
skoru (f).

Figure 1. Macroscopic appearance of the colon and
diarrhoea score (f) according to Group | (a), Group Il (b),
Group lll (c), Group IV (d) and Group V (e).

Sonuglar ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir. *Grup
I'e gore anlamh farkliigr (p< ,0001); #Grup I'e gbre anlamli
farkhhgr (p< ,01); &Grup II'ye gore anlamli farkhhg (p< ,05);
aGrup I'ye gére anlamli farkhhg (p< ,01); BGrup Il'ye goére
anlamli farkliigi (p< ,0001) gostermektedir.

Deney sonrasi siganlarin serum ve kolon dokularindaki
NLRP3 seviyeleri sirasiyla Sekil 2 ve Sekil 3’de sunulmustur.
Serum NLRP3 seviyesinin en vyiiksek kolit grubunda
(2,67+0,07 ng/mL) oldugu belirlendi. Kolit (Grup II)
grubundaki NLRP3 seviyesinin kontrol (1,47+0,13 ng/mL;
p< ,0001), mesalamin (1,60+0,25 ng/mL; p< ,01), ALA
(1,78+0,15 ng/mL; p< ,01) ve mesalamin+ALA (1,61+0,21
ng/mL; p< ,0001) gruplarina gore anlamli dizeyde yiiksek
oldugu belirlendi. Serum NLRP3 seviyesinin kontrol grubu
ve tedavi gruplari arasindaki farklihginin anlamli olmadigi
goruldi (p>,05).
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Sekil 2. Serum NLRP3 seviyeleri.

Figure 2. Serum NLRP3 levels

Sonuglar ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir.
*Kontrol Grubuna goére anlamh farkliigi (p< ,0001); &Kolit
Grubuna gore anlamli farkliligi (p< ,01); #Kolit Grubuna goére
anlamli farkhhgi (p<,001); géstermektedir. M: Mesalamin Grubu;
ALA: Alfa lipoik asit Grubu; M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit
Grubu

Kolon dokusu NLRP3 seviyesinin en yuksek kolit grubunda
(2,68+0,18 ng/mL) oldugu belirlendi. Kolit grubundaki
NLRP3 seviyesinin kontrol (1,711#0,06 ng/mL; p< ,001)
grubuna gore oOnemli diizeyde yiiksek oldugu
bulundufarkhiligin ~ anlamh oldugu bulundu. Tedavi
uygulanan gruplarda ise, doku NLRP3 seviyesinin azaldigl
dikkati ¢ekti. Mesalamin (1,9940,22 ng/mL; p< ,05), ALA
(1,65+0,07 ng/mL; p< ,001) ve mesalamin+ALA (1,34+0,14
ng/mL; p< ,0001) gruplarinin kolon dokusu NLRP3
seviyesinin kolit grubuna goére anlamh olarak azaldig
gorildu. Ayrica, tedavi gruplan arasinda doku NLRP3
seviyesi en diisiik mesalamin+ALA grubunda belirlenirken,
Mesalamin grubu arasindaki farkliliginin anlamli oldugu (p<
,05) saptandi.

Doku NLRP3
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Sekil 3. Kolon dokusunda NLRP3 seviyeleri

Figure 3. NLRP3 levels in colon tissue

Sonuglar ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir.
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*Kontrol Grubuna gdre anlamli farkhhgi (p<,001); #Kolit Grubuna
gore anlaml farkhhg (p< ,05); &Kolit Grubuna gore anlamh
farklilig (p<,001); aMesalamin Grubuna gore anlamli farkhhgi (p<
,05); BKolit Grubuna goére anlamh farkhhg (p< ,0001)
gbstermektedir. M: Mesalamin Grubu; ALA: Alfa lipoik asit Grubu;
M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit Grubu

Deney sonrasi siganlarin  kolon dokularindaki SOD
aktiviteleri Sekil 4’ de verilmistir. Kolon dokusu SOD
aktivitesinin kontrol grubunda (246,8243,01 ng/mL) diger
gruplara gére daha yiiksek oldugu gorildi. Kolit
indiiksiyonu ile birlikte SOD aktivitesinin diistiigli saptandi.
Kolit (114,97+1,10 ng/mL), mesalamin (207,66+11,00
ng/mL; p< ,05), ALA (209,77+4,71 ng/mlL; p< ,05) ve
mesalamin+ALA (224,56+3,00 ng/mL; p< ,05) gruplarinda
SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldigr belirlendi. Ancak, tedavi gruplarinda SOD
aktivitesinin kolit grubuna goére anlamh olarak artis
gosterdigi (p< ,0001) dikkati ¢ekti. SOD aktivitesindeki bu
artisin  mesalamin+ALA grubunda daha fazla oldugu
belirlense de tedavi gruplari arasinda anlamh bir fark
olmadigi gorildi.

Doku SOD
300

Sekil 4. Kolon dokusunda SOD seviyeleri

Figure 4. SOD levels in colon tissue

Sonuglar ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir.
*Kontrol Grubuna gore anlamh farkhlig (p< ,0001); #Kontrol
Grubuna gore anlamh farkliigi (p< ,05); &Kolit Grubuna gére
anlamli farkhhg (p<,0001) géstermektedir. M: Mesalamin Grubu;
ALA: Alfa lipoik asit Grubu; M+ALA: Mesalamin+Alfa lipoik asit
Grubu

Tartisma

Ulseratif kolitin, etiyopatogenezi tam olarak bilinmemekle
birlikte, kolon dokusu inflamasyonu ve oksidasyonuyla
iliskili oldugu ortaya konulmustur (Kobayashi ve ark., 2020;
Tahvilian ve ark., 2021). Yapilan ¢alismalarda, hastaligin
gilincel tedavisinin disinda antioksidan ajanlarin da etkili
oldugu belirlenmistir (Tian ve ark., 2017; Dzigbowska-
Grabias ve ark., 2021). Asetik asit nedenli Ulseratif kolit
sican modeli kullanilarak yapilan bu calismada, gliclii bir
antioksidan oldugu bilinen ALA'nin serum ve kolon dokusu



NLRP3 ile kolon dokusu SOD aktivitesini diizenledigi
gorilmistir.

Yapilan in vivo g¢alismalarda, asetik asit, dekstran siilfat
sodyum (DSS), 2, 4, 6-trinitrobenzen siilfonik asit 34 (TNBS),
oksazolon, cartagena iyodoasetamid ve indometasin gibi
kimyasal ajanlar kullanilarak dlseratif kolit indiksiyonu
yapilabildigi bildirilmistir. Bu arastirmalarda, %4 asetik
asitin  intrarektal yoldan uygulanmasiyla mukozal
inflamasyondan bagirsak fibrozuna kadar ilerleyen ulseratif
kolit modelinin olusturulabildigi gosterilmistir. Ayrica, bu
modelle insan Ulseratif kolit patolojisine benzer sonuglar
elde edilebildigi ortaya konulmustur (Hartmann ve ark.,
2012; Al-Rejaie ve ark., 2013; Subramanian ve ark., 2022).
Bu bilgiler 15181 altinda, ¢alismamiz kapsaminda, sicanlarda
kolit modeli induksiyonu %4 asetik asitin intrarektal yoldan
uygulanmasi ile yapilmig ve literatir bilgisine paralel olarak,
tim hayvanlarda klinik olarak kolit modeli gelistigi
gozlenmistir.

Ulseratif kolitin ana semptomlar arasinda diyarenin yer
almasi nedeniyle deneysel kolit modelinde diyare skoru
degerlendirilmektedir (Liao ve ark., 2022; Wang ve ark.,
2023). Siganlarda ilseratif kolit modeli indiiksiyonu sonrasi
ALA uygulamasi yapilan galismalarda, diyare bulgularinin
ivilestigi bildirilmistir (Kolgazi ve ark., 2007; Ozbeyli ve ark.,
2017; Ergiil ve ark., 2019; Oztan ve ark., 2019). Bu ¢alisma
kapsaminda da, kolit modeli indiksiyonu sonrasi
hayvanlarda degisen siddette diyare belirtileri gérilmustir.
Deney prosediiriiniin sonunda, diyare skorunun tedavi
uygulanan gruplarda kolit grubuna goére dustugi; ALA
uygulamasinin etkili oldugu; 06zellikle mesalamin+ALA
uygulamasi yapilan grupta bu skorun anlamli derecede
azaldig belirlenmistir.

Ulseratif kolit tedavisinde anti-inflamatuvar etkinligin
saglanmasi amaciyla 5-aminosalisilik asit, silfasalazin,
mesalazin, osalazin ve balsalazid gibi ilaglar yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Ayrica, kolitin ~ akut  ataginin
giderilmesinde metilprednizolon, prednizolon, budesonid
gibi glukokortikoid ajanlar da tercih edilmektedir (Gupta ve
ark.,, 2022). Son vyillarda, Janus Kinaz inhibitérleri
(tofasitinib, upadasitinip), fosfodiesteraz inhibitérleri
(apremilast), sfingozin reseptér modiilatérleri (etrasimod,
ozanimod), anti-interlékin  antikorlari  (ustekinumab,
mirikizumab), adezyon énleyici molekiiller (vedolizumab,
etrolizumab) de tedaviye direncli {ilseratif kolit olgularinda
kullanim alani bulmustur (Kasapoglu & Tiirkay, 2023).
Ancak, Ulseratif kolit tedavisinde kullanilabilecek ajanlarin
cesitliligine ragmen istenilen yanitin alinamamasi ve
ilaclarin yan etkileri nedeniyle alternatif yontemler
arastiniimaktadir. Ozellikle, bagirsak florasinin
diizenlenmesi Ulseratif kolit tedavisinde dnemli stratejiler
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arasinda yer almaktadir. Glinimiizde probiyotik, prebiyotik
ve sinbiyotik iceren mikrobiyal ekolojik ajanlar kolit
tedavisinde siklikla tercih edilmektedir (Li ve ark., 2022).
Yapilan ¢alismalarda, Bifidobacterium ve Lactobacillus
tirlerinin kolit olgularinda inflamasyonu azalttigl, bagirsak
bariyeri Uzerine koruyucu etkiler gosterdigi ve klinik
semptomlar giderdigi belirtilmektedir (Bozkurt & Kara,
2020; Jakubczyk ve ark., 2020). Bunun yani sira, katesinler,
flavonoidler, terpenler, alkaloidler, antosiyaninler ve
kininler gibi bitkisel biyoaktif bilesenlerin de ilseratif kolit
tedavisindeki etkinligi arastirilmistir. Calismalar sonucunda
elde edilen bulgulara gore, bu bilesenlerin, TNF-a,
interlokin 1-beta (IL-1B), siklooksijenaz, lipoksijenaz ve
nikleer faktor kappa beta (NF-kB) gibi inflamatuvar
sinyalleri baskilayarak etki gosterdigi belirlenmistir (Gupta
ve ark., 2022; Live ark., 2022; Xue ve ark., 2023a; Rodriguez
& Johnson, 2023). Calismamizda, gii¢li antioksidan
Ozelliginin yani sira anti-inflamatuvar etkinligi de oldugu
bilinen ALA’'nin, tek bagsina ve mesalamin ile
kombinasyonunda SOD aktivitesi ve NLRP3 seviyeleri
Uzerindeki duzenleyici rolii arastinlmistir. Elde edilen
bulgular  dogrultusunda, ALA’'nin  mesalamin ile
kombinasyonunun bu parametrelerin modiilasyonunda tek
basina ALA veya mesalamin uygulamasina gére daha etkili
oldugu gorulmdstar.

NLRP3 inflamazomu enfeksiyon ve yaralanma gibi endojen
ve ekzojen uyaranlara karsi dogal bagisiklik sisteminin bir
pargasi olarak iiretilen protein kompleksidir ve pro-
inflamatuvar sitokin Gretimini artirarak inflamatuvar
cevabin siddetlenmesine yol agmaktadir (Wagatsuma &
Nakase, 2020). Bu kompleks vyapi, immiin sistem
hiicrelerindeki uyarici sinyalleri taniyan NLRP3 proteini,
apoptoz iliskili benek benzeri protein (ASC) ve pro-kaspaz-
1’den olusmaktadir. Antioksidan enzimlerin yetersizligi
nedeniyle artan reaktif oksijen tirevleri de NLRP3
inflamazom kompleksinin olusumunu tetiklemektedir.
Aktive edildiginde, pro-kaspaz-1 aktif kaspaz-1 formuna
doniiserek pro-interlokin (IL)-1beta ve pro-IL-18’i aktif
formlariolan IL-1B ve IL-18’e donistiirir (Ge ve ark., 2021).
Daha 0Once vyapilan arastirmalarda, NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun (lseratif kolitin patogenezinde rolii
olabilecegi bildirilmistir (Concoran ve ark., 2021; Xue ve
ark., 2023b). Bu ¢alismada da, inflamazom kompleksinde
stres sensorii gorevi yapan NLRP3 protein dizeyinin kolit
grubundaki sicanlarin hem serum hem kolon dokusunda
yikseldigi gozlenmistir. Bu bulgular 6nceki ¢alismalar
destekler niteliktedir ve NLRP3’iin kolit patogenezinde
onemli islevi olabilecegine isaret etmektedir. Son yillarda,
NLRP3 inflamazom aktivasyonunun engellenmesi de kolit
tedavisinde One c¢ikan terapotik yaklasimlar arasindadir
(Concoran ve ark., 2021; Xue ve ark., 2023b). Ayrica,
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polifenollerden flavanoidlere farkh yapidaki bir¢ok dogal
bilesigin tek basina veya mevcut tedavi ile kombine
verildiginde yararl etkileri oldugu ileri stirilmistir (Xue ve
ark., 2023b). ALA’nin deneysel lilseratif kolit modellerinde
antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-apoptotik ve anti-
fibrotik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Sun ve ark., 2015;
Trivedi ve ark., 2013; Jiang ve ark., 2024; Samman ve ark.,
2018). Bu calismada da, ALA'nin kolit grubunda artan
NLRP3 seviyesini hem serumda hem kolon dokusunda
anlamh olarak diisiirdiigii ve bu etkinin mesalaminle olan
kombinasyonunda daha belirgin oldugu gozlendi. Bu veriler
ALA’nin hem sistemik hem lokal anti-inflamatuvar etkisinde
NLRP3 seviyelerini azaltmasinin roli olduguna isaret
etmektedir.

Memeli hiicre canlihgi icin gerekli olan reaktif oksijen
tiirleri, hipoklordz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H202),
peroksil (RO2), hidroksil radikalleri (H.O.) ve siiperoksit
olarak bilinen serbest radikallerdir (Martemucci ve ark.,
2022; Ashique ve ark., 2023). Reaktif oksijen tiirleri ve
reaktif nitrojen tirleri, hiicrede nikleik asitler, lipitler,
proteinler ve karbonhidratlara zarar veren, gastrointestinal
sistemdeki immiinolojik aktiviteden sorumlu gen
transkripsiyonunu diizenleyen iki 6nemli bilesendir. Asiri
miktarda (retilen reaktif oksijen tirleri, oOzellikle de
siperoksit, membran fosfolipitleri ve niikleik asit
bilesenlerinde makromolekiiler hasara neden olabilir
(Ashique ve ark., 2023). SOD, dogrudan siiperoksit ile
birleserek reaktif nitrojen ve oksijen tirlerinin miktarlarini
diizenleyen birincil katalizor temel sinyal aracilaridir. SOD,
metabolik siiregler sonucu olugan siiperoksit radikallerinin
hidrojen  peroksite donlisiminid  katalize ederek
antioksidan etkinlik gdsteren bir enzim sistemidir (Hwang
ve ark., 2020; Ashique ve ark., 2023). Yapilan ¢alismalarda,
SOD aktivitesinin lseratif kolit derecesi ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Ulseratif kolitte, reaktif oksijen tiirleri
Uiretiminin fazla olmasinin ve SOD diizeyinin azalmasina
bagh oksidatif stresin artmasinin  hastaligi temel
sebeplerinden biri oldugu bildirilmistir (Hwang ve ark.,
2020; Ashique ve ark., 2023). Arastirmalar, ilseratif kolitte
antioksidan ajanlar kullanilarak azalan SOD seviyesinin
artinlmasi yoluyla tedaviye katki saglanabilecegini ortaya
koymustur (Zhou ve ark., 2006; ispiroglu ve ark., 2021;
Ashique ve ark., 2023; Blagov ve ark., 2023; Li ve ark.,
2023). Alfa lipoik asitin ke¢i oosit maturasyonu izerinde
SOD enzim duzeylerini arttirarak oksidatif stresi
dengeledigi; oosit kalitesi ve verimliligi (izerinde olumlu etki
gosterdigi belirlenmistir (Al-Anshori ve ark., 2023). Yapilan
baska bir calismada da, alfa lipoik asitin glutatyon
peroksidaz, miyeloperosidaz ve SOD gibi antioksidan enzim
seviyelerini arttirarak Tip 2 Diyabetes mellitus tanih
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hastalarda oksidatif stresi azalttigi ve boylece tedaviye katki
sagladigi bildirilmistir (Mendoza-Nunez ve ark., 2019).
Farelerde TNBS ile indiiklenen (lseratif kolit modelinde
yedi glinliilk ALA tedavisinin kolon dokusunda SOD ve GSH
diizeyini artinp MDA diizeyini azaltarak vyararli etki
gosterdigi bildirilmistir (Sun ve ark., 2015). Bu bilgilerden
hareketle, calismamizda, sicanlarda asetik asit ile
indiiklenen dlseratif kolit modelinde ALA’nin kolon dokusu
SOD diizeyi lizerinde modile edici etkisi arastiriimistir.
Literatiir bulgulariyla uyumlu olarak bu ¢alismada da, kolit
grubunda SOD seviyesinin diger gruplara goére anlamli
olarak azaldigl goérildii. Ayrica, ALA uygulamasinin SOD
dizeyini anlamh olarak artirmasi da hipotezimizi
dogrulamis, meselamin ile birlikte kullaniminin daha etkili
oldugu gorulmdstar.

Sonug

Sonu¢ olarak, ALA’'nin kolon dokusunda azalan SOD
aktivitesini  artirarak, reaktif oksijen bilesiklerinin
azalmasina ve dolayisiyla NLRP3 seviyesinin diismesine yol
actig belirtilebilir. ALA’nin mesalamin ile
kombinasyonunun bu parametreler lizerindeki diizenleyici
etkisinin tek basina kullanimina gére tedaviye daha iyi katki
saglayabilecegi kanaatine varildi.
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