T.C.

ISTANBUL SABAHATTIN ZAIiM UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BESLENME VE DIiYETETIiK ANABILIM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BiLiM DALI

PROPOLIS VE POLEN ICERIGI ETKEN
BILESIKLERIN CROHN HASTALIGI UZERINDE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ceren DEMIR

Istanbul
Mart-2022



T.C.

ISTANBUL SABAHATTIN ZAIiM UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BESLENME VE DIiYETETIiK ANABILIM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BiLiM DALI

PROPOLIS VE POLEN iCERIiGi ETKEN BILESIKLERIN
CROHN HASTALIGI UZERINDE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ceren DEMIR

Tez Danmismani
Dr. Ogr. Uyesi ismail Hakki TEKINER

istanbul
Mart-2022



TEZ ONAYI

Lisansiistli Egitim Enstitiisii Midiirliigiine,

Bu ¢galisma, jiirimiz tarafindan Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dali, Beslenme ve
Diyetetik Bilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi ismail Hakki TEKINER (Islak Imza)

Uye: Dog. Dr. Mustata YAMAN (Islak Imza)

Uye: Dog. Dr. Elvan YILMAZ AKYUZ (Islak Imza)
Onay

Yukaridaki imzalarin, ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Metin TOPRAK
Enstiti Mudiru



BIiLIMSEL ETIiK BILDIRIMIi

Yiiksek lisans tezi olarak hazirladigim “Propolis Ve Polen icerigi Etken Bilesiklerin
Crohn Hastaligi Uzerinde Etkilerinin Arastirlmas1” adli ¢alismanin oneri
asamasindan sonuc¢landigi asamaya kadar gecen siirecte bilimsel etige ve akademik
kurallara 6zenle uydugumu, tez igindeki tiim bilgileri bilimsel ahlak ve gelenek
cercevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigimi, bu
calismamda dogrudan veya dolayl olarak yaptigim her alintiya kaynak gosterdigimi

ve yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu beyan ederim.

Ceren DEMIR



ON SOz

Tez calismam siiresince yardimci olan ve mesleki bakisima farkli uzak gorisliiliik
kazandiran tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakki TEKINER’e ve beslenme
bilimine farkli bir bakis agisindan bakmami saglayan tez es danismanim Dr. Leila
MEHDIZADEHTAPEH’¢, in siliko, in vitro ve molekiiler tabanli analizlerde yardimci
olan Dr. Ogr. Uyesi Mehmet OZBIL, Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK, Uzm.
Muhammet GOKCE’ye, egitim ve ogretim hayatim boyunca desteklerini ve
giivenlerini esirgemeyen ebeveynlerim Celal DEMIR ve Mensure DEMIR ile
yasamim boyunca seving kaynaklarim olan kardeslerim Cansu, Rabia, Aliye, Mustafa
Eren’e ve akademik hayatim boyunca giiciinii hep yanimda hissettigim dedem Mustafa

DEMIR e siikranlarimi sunarim.

Ceren DEMIR
istanbul-2022



OZET
PROPOLIS VE POLEN iCERIGi ETKEN BIiLESIKLERIN

CROHN HASTALIGI UZERINDE ETKILERININ

ARASTIRILMASI
Ceren DEMIR
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik

Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakki TEKINER

Mart, 2022 -95 Sayfa

Crohn hastaligi (CH) kronik seyreden inflamatuar bagirsak hastaligidir. Bu ¢aligmanin
amaci, propolis-ar1 poleni igerigi baz1 etken bilesiklerin Aril Hidrokarbon Reseptdrii
(AhR) ve HCT-116 hiicre hatt1 ile etkilesimlerini arastirmaktir. Bu baglamda, toplam
12 adet biyoaktif bilesigin AhR ile etkilesim diizeyleri in siliko molekiiler kenetlenme
teknigi ile incelenmistir. Bilesikler arasinda en yiiksek ve en diisiik afinite skoru veren
ikisinin farkli zaman (24.-48.saat) ve doz diizeylerinde (25 pM-400uM) HCT-116
hiicre hatt1 canlilig1 tizerinde in vitro etkileri MTS testi ile 6l¢iilmiistiir. MTS testi
sonuclarina gore seg¢ilen zaman ve dozlarda iki bilesigin uygulandigi hiicrelerden RNA
izole edilmis, cDNA’ya doniistiiriilmiis ve dort hedef genin (CYP1A1, CYP1B1, IDO1
ve IDO2) ekpresyon seviyesi real-time PCR ile analiz edilmistir. /n siliko hesaplamali
bulgulara gére, AhR ile en diisiik afinite skoru inositol (-7.5 kkal/mol) ve en yiiksek
ise niasin (-4.7 kkal/mol) bulunmustur. /n vitro bulgularina gore, diisiik doz niasin
uygulamalar: canlilik tizerine kayda deger degisiklige sebep olmazken, 200 uM 48.
saatte ve 400 uM ise 24. ve 48. saatlerde hiicre canliligini kontrol grubuna kiyasla
kayda deger miktarda azaltmustir. Inositol ise 48. saatte en yiiksek dozda hiicre
canliligini kontrol grubuna kiyasla kayda deger miktarda disiiriirken, diger uygulama
gruplarinda anlaml bir etki gdstermemistir. Gen ekspresyonu bulgulari, inositoliin
CYP1B1, IDO1 ve IDO2 ve niasinin CYP1B1 geni ekspresyonunu azalttigini
gostermistir. Iki bilesigin birlikte dort genin ekspresyon diizeyini diisiirmiistiir. Sonug
olarak, CH ile gida ve beslenme arasindaki iligskiyi daha iyi anlamak ag¢isindan klinik

bilimleri ile birlikte in-vivo incelemelere gerek oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Crohn Hastalig1, Aril Hidrokarbon Reseptorii, HCT-116, Niasin,

Inositol, Molekiiler Kenetlenme, MTS testi, Gen ekspresyonu
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF INFLUENCES OF ACTIVE COMPOUNDS
IN PROPOLIS AND POLLENBEE ON CROHN'S DISEASE
Ceren DEMIR
Master, Nutrition and Dietetics
Thesis Advisor: Asst. Prof. Dr. ismail Hakk1t TEKINER
March, 2022- 95 Pages

Crohn's disease (CD) is a chronic inflamatory bowel disease. This study aims to
investigate the interactions of 12 bioactive compounds from propolis-bee pollen with
Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR) and HCT-116 cell line. The interactions of the
compounds with AhR were assessed by in silico molecular docking technique, and
beta-carotene with the highest affinity score and biotin with the lowest one. Among
them 2 were considered for further analyses. After that, the effects of two compounds
on HCT-116 cell line exposed to different durations (24th — 48th hour) and doses (25
uM - 400uM) were determined by in vitro MTS technique. Following that, RNA
isolated from the cells was converted to cDNA, and subjected to real-time PCR for
gene expression test. In silico results showed that inositol (-7.5 kcal/mol) exhibited the
lowest score with AhR while niacin (-4.7 kcal/mol) did the highest one. In vitro MTS
results revealed that low-dose niacin applications did not cause a significant change in
viability, whereas 200 puM/48 h and 400 uM/24 - 48 h resulted in significant decrease
compared to the control group. Furthermore, inositol significantly decreased cell
viability at 400 uM/48 h compared to the control group, but it did not have a significant
effect on viability in other administration groups. The gene expression analysis
provided that inositol upregulated the expression levels of CYP1B1, IDO1 and IDO2
whereas niacin downregulated upregulated CYP1B1 only. The combined application
of both compounds downregulated the expression levels of all target genes. Overall,
we concluded that in vivo studies should be conducted together with the clinical

sciences to understand better the correlation between CD, food, and nutrition.

Keywords: Crohn's Disease, Aryl Hydrocarbon Receptor, HCT-116, Niacin, Inositol,
Molecular Docking, MTS test, Gene expression.
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BIiRINCI BOLUM
GIRIS

Crohn Hastaligi (CH), diinya genelinde artan insidansi ile kronik gastrointestinal
sistem hastaligidir. CH diinya genelinde artis gostermektedir. Gelismis iilkelerde
CH insidansi, gelismemis iilkelere nazaran daha yiiksektir. Genel olarak 15-30
yas gruplar1 arasinda goriilen CH komplikasyonlar1 arasinda bagirsak tikanikligi,
karin i¢i abse ve fistiil gibi ciddi belirtiler yer almaktadir (Torres, Mehandru ve
Colombel, 2017).

CH, en yaygin distal ince bagirsak ve kolonu tutmaktadir buna karsin, agizdan
baslayip aniise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir béliimiinde de
segmenter tarzda goriilebilmektedir. Nutrisyonel problemleri CH’nin hastalik ve

tedavisi ile iliskili nedenler artirabilmektedir (Kaplan ve Ng, 2017).

CH’nin etiyolojisi net bi¢imde ortaya konulmamistir. Cevresel, genetik,
beslenme, psikolojik, immiinolojik faktorler ve enfeksiy6z ajanlarin

etiyolojisinde rol oynadigi distiniilmektedir (MP ve Bosca-Watts, 2017).

Avrupa Crohn ve Kolit Orgiitii (ECCO) hastaligin normal dénemlerinde diizenli
ve lifge sinirli diyetler kullanilmalidir. Yiiksek seker tiiketiminin CH riskini
artirdig1 bilinmektedir. Tam tahilli ekmek ve sebze gibi sindirilebilir olmayan
liflerden zengin diyetin CH’nda koruyucu etkisi oldugu goériilmiistiir. Fermentabl
oligo, di- ve monosakkaritler ile polioller intestinal gegirgenlige genetik olarak
yatkin bireylerde CH’n1 tetikleyici faktér oldugu goriilmistiir(Statovei vd.,
2017).

Baz1 ¢alismalarda uzun donemli seker ve yagca zengin beslenmenin, artan fast
food tarzi tiikketiminin CH ig¢in risk faktorii oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek
miktarda hayvansal protein tiiketimi CH igin risk olabilecegi diisiiniillmektedir.
Islenmis etler olan sosis, salam vb. Gidalarin tiiketiminin CH olusumu riskinde
pozitif yonde artis olabilecegi gozlemlenmistir. Diyetin CH’nin gelisimi
tizerindeki etkilerini belirlemeye doniik kapsamli ¢aligmalara gereksinim vardir

(Torres vd., 2017).



Art iriinlerinden propolis yapisinda bulunan fenolik madde bilesikleriyle
apiterapide; antibakteriyal, antiviral, antifungal, antitiimoral, analjezik etkilerde
kullanildigr  bilinmektedir. Propolis yaralanma, yaniklarda, egzamada,
gastrointestinal hastaliklarinda tedavi edici o6zellik gostermektedir. Koruyucu
etkisinden dolay1r karaciger ve immiin sistem hastaliklarinda da
kullanilabilmektedir. Bir baska faydali ar1 {iriini olan ar1 poleninin ise
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ar1 poleninin karaciger koruyucu, antianemik, antikarsinojenik,
kemoterapi yan etkilerinden koruyucu 6zellikleri bulundugundan sifali yiyecekler
arasinda yer almaktadir (Karlidag ve Keskin, 2020 ; Meltem vd., 2018).

CH ile ilgili ulusal ve uluslararasi aragtirmalarin azligi nedeniyle bilimsel
literatiirde ag¢ik alan bulunmaktadir. Yapilacak arastirmalarda CH ve
antiinflamatuvar etki iliskisine yonelik caligmalara agirlik verilmelidir. Bu
calismanin amaci, propolis-ar1 poleni igerigi bazi etken bilesiklerin Aril
Hidrokarbon Reseptorii (AhR) ve HCT-116 hiicre hatti1 ile etkilesimlerini

arastirmaktir.



IKINCi BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1 inflamatuar Barsak Hastalig

Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal sistemin ¢esitli
bolgelerinin katmanlarinda tutulum goésteren, inflamasyon ve remisyonun eslik
ettigi kronik inflamatuar hastaliklari olarak bilinmektedir. Inflamatuar barsak
hastaliklar1 igerisinde Ulseratif Kolit (UK), CH en yaygin tiirler arasindadir.
Genetik ve cevresel faktdrler IBH’lerin etiyolojisi olup, konak¢1 organizmada

immiin yanitlara sebep olmaktadir. (Hamarat veTemel, 2020).

IBH, yirminci yiizyi1lda Kuzey Amerika ve Avrupa'da bir Bati hastalig1 olarak
kabul edilmistir. Diinya genelinde en yiiksek insidans Kuzey Amerika, kuzey ve
bati Avrupa ve Okyanusya'da goriildiigli tespit edilmistir. Son yillarda Asya
bolgesinde IBH vaka sayilar1 artmaktadir. Yapilan arastirmalarda, genetik
yatkinlik ve c¢evresel etmenlerin immiinolojik faktorleri degistirebildigi
gozlemlenmistir (Ng vd., 2017). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 1,8 - 3,1
milyon yetiskinin IBH pozitif olduklar1 tahmin edilmektedir. Hastalik
prevalansina bakildiginda IBH’nin ¢ogunlukla orta yas ve yash yetiskin
gruplarinda arttig1 bildirilmektedir (Alatab vd., 2020). Diger taraftan, gelismekte
olan iilkelerde IBH UK ve CH goriilme siklig1 diizenli artis gdstermektedir
(Kaplan ve Ng, 2017). Ulkemizde, 2009 yilinda yapilan bir ¢aligmaya gore, UK
insidans1 100.000°de 4.4 ve CH insidansi1 ise 100.000’de 2.2 olarak belirlenmistir
(Yonet, 2020).

Giiniimiizde IBH patogenezi heniiz anlasilamamistir. IBH patogeneziynin immiin
disfonksiyon, konagin genetik duyarliligi ve cevresel risk faktdrleri arasinda
karmasik etkilesimlere bagli oldugunu gostermektedir (Morvillo vd.,2020).
Spesifik ¢evresel (6rnegin, sigara igme, antibiyotikler, enteropatojenler) ve
genetik faktorlerin konakg¢ida dengeyi bozdugu ve bunun sonucunda kronik
diizensiz inflamasyon gelistigi goriilmektedir (Bourgonje vd., 2020; Bolek,
2020). Diyet tercihleri hastaligin patogenezinde rol oynayan anahtar

faktorlerdendir. Son yillardae IBH insidansinin  6nemli 6lgiide arttigi



gbozlemlenmistir. Giiniimiizde diisiik oranlarda sebze tiiketimini yliksek miktarda
protein ve doymus yag tiiketiminin takip ettigi bati tarzi beslenmenin
benimsenmesi ve yasam tarz1 degisiklikleri ile iliskilendirilebilir (Fiocchi, 2018).
Saglikli bir diyette tiiketilen bilesenlerin terapotik etkileri bulunabilir. Beslenme
yetersizliklerini diizeltebilmenin yaninda antiinflamatuar amagli da uygulanabilir
(Schreiner vd., 2020). Arastirmalar yalnizca genetik yatkinligin gelismis ve
gelismekte olan iilkelerdeki yiiksek IBH prevalansini agiklamakta yetersiz
kalmaktadir (Cakir, 2019). Arastirmalar sigara kullanan bireylerde igmeyen
bireylere gore CH gelisiminin iki kat fazla oldugunu gostermektedir. Hastalik
kadin ve erkekleri genel olarak esit sekilde etkilemektedir. UK daha fazla
erkeklerde goriilirken, CH ise kadinlarda daha fazla rastlanmaktadir
(Cakir,2019).

2.2 Crohn Hastahgi (CH)

CH, alanyazinda ilk defa 1932 yilinda yerini almistir. Gastrointestinal sistemin
tiim boliimleri CH’ndan etkilenebilmektedir. En ¢ok etkilenen béliimler arasinda
terminal ileum ve kolon bulunmaktadir. Cogunlukla hastalar inflamatuar bir
hastalik tablosuyla hastaneye basvurmaktadir (Torres, Mehandru ve Colombel,
2017; Kaplan ve Ng, 2017). CH belirtileri arasinda baslicalar1, kilo kayb1 ve
yorgunluk, ishal, karin agrisi, rektal kanama ve atestir (Lichtenstein vd., 2018).
Hastaligin tutundugu bolgeler, %27-42 ileal, %28-35 kolon ve %23-33
ileokolondur (Burisch vd., 2019). CH, Klinik degerlendirme, endoskopik,
histolojik, radyolojik ve biyokimyasal incelemeler sonucu teshis olarak
konulabilmektedir. Bu konuda uluslararas1 Lennard-Jones tarafindan gelistirilmis
kistaslar tanimlanmigtir. Bu hastalikta belirtiler hastaligin fenotipi ve yeri ile
iligkili olabilmektedir. Baz1 hasta bireylerde CH tanis1 konulmadan seneler dnce
belirtileri goriilebilmektedir (Lennard-Jones, 1989; Feuerstein ve Cheifetz,
2017).



2.2.1 Sebepleri

CH'nin etiyolojisi tam olarak bilinmediginden ve patogenezi de kesin olarak
kurulamadigindan giiniimiizdeki mevcut kanitlar, hastaligin, genetik olarak
yatkin bireylerde, belirli ¢evresel faktorlerin etkisi ile bagirsak mukozasinin
bagisiklik sisteminin homeostazindaki bir degisiklik sonucuyla olustugu
goriilmektedir. Bagirsak mikrobiyomundaki degisiklikler veya bagirsak
mukozasi ve genetigindeki harabiyetlerin CH gelisiminde risk faktorleri olduklari
distniilmektedir (MP ve Bosca-Watts, 2017; Feuerstein ve Cheifetz, 2017;
Ahluwalia vd., 2018).

2.2.1.1 Cevresel

Sigara tiiketimi ¢evresel faktorler igerisinde bilinen en 6nemli risk faktoriidiir.
CH gelisme riski sigara kullanan kisilerde 2 kat artis gosterebildigi bilinmektedir.
Sigara kullanimi aktif igicilerde CH’n1 alevlendirmekte ve hastalik seyrini
kotilestirmektedir (Rubin vd., 2020).

Bagirsak mikrobiyomunda olusan degisiklikler veya bagirsak mukozasindaki
bozulmalarin CH’n1 tetikledigi diisiiniilmektedir. IBH'li hastalarda disbiyoz var
olmaktadir. Bagirsak mikrobiyomundaki degisikliklerin CH'na yatkinlig:

belirleyen mekanizmasi heniiz anlagilamamistir (Feuerstein ve Cheifetz, 2017).

Ayrica, oral kontraseptif, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar, apendektomi gibi
pek cok cevresel risk faktoriinlin hastalig: tetikledigi ya da gelisimi agisindan
uygun kosullar1 sagladig ileri siiriilmektedir (de Jong vd., 2018). Ornegin,
cocukluk déneminde yogun ve asirt antibiyotik kullaniminin CH riskini artirdig:

distintilmektedir (Torres vd., 2017).

Uyku, stres ve egzersiz CH iizerinde etkili ti¢ giinliik aktivitedir. CH olusumu
riskinde fiziksel aktivite hastalarda hastaligin seyrini diisiirmektedir. CH'nda
bozuk uyku diizeni ¢ok daha yaygindir ve aktif hastalik ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Uyku ve CH iliskisi ¢ift yonliidiir. Aktif hastaligin uykuyu bozmasi
disinda kot uyku da inflamasyonu siddetlendirmektedir. Kohort calismalari
anksiyete ve depresyon gibi psikolojik olumsuz durumlarin CH riskini

ylikselttigini gostermektedir (Gajendran vd., 2018; Koutouratsas vd., 2021).



2.2.1.2 Beslenme

Seker, omega-6 yag asitleri, ¢oklu doymamis yag asitleri, toplam yag, sivi yag ve
etten yiiksek beslenilen diyetlerin CH riskini arttirdigi bilinmektedir. Diyetin
roliinti kesinlestirmek daha ileri ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir (Feuerstein ve
Cheifetz, 2017).

Saglikli beslenme CH etiyolojisinde rol oynayan bir bagka 6nemli etkenlerdendir.
Asya ve Dogu Avrupa iilkelerinden gogen bireyler tizerinde yapilan arastirmalar,
beslenme aliskanliklarindaki degisimin ve bati tarzinda diyetin CH olusumundaki
onemini ortaya ¢ikarmaktadir. Anne siitiinin CH’na kars1 koruyucu etkileri
oldugunu diisiindiiren sonuglar da bulunmaktadir. Kirmizi et tikketiminin CH’nin
gelisme riskini arturdigi; bitkisel agirlikli  beslenmenin ise azalttigi

gozlemlenmistir (Statovci vd., 2017).

Benzer sekilde, daha fazla omega-3, daha diisiik omega-6ve yeterli D vitamini
aliminin CH olusumu riskini azalttig1 bildirilmektedir. IBH hastalar1 igerinde D
vitamini eksikliginin yaygin oldugu goriilmektedir (Sassi, Tamone ve D’ Amelio,
2018).

2.2.1.3 Genetik

CH, poligenik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Caligmalar, CH ile
iligkilendirilen ve NOD2/CARD15 (bakteriyel muramil dipeptitleri algilayan ve
intraselliiler sinyalleri regiile eden sitozolik molekiil) kodlamaktan sorumlu
genlerin oldugunu gdstermektedir. IBH'l1 hastalarin %10- 25"inin birinci derece
akrabalarinda CH ldugu gorilmiistiir. Tek yumurta ikizlerinde dizigotik ikizlere
kiyasla %20 — 50 arasinda CH’na yatkinlik oldugu belirlenmistir. CH’nin Afrika
kokenli Amerikalilar veya Hispaniklerde daha az goriilmektedir. Genetik risk
faktorleri hala aydinlatilma asamasinda olsa da, IBH'nin gelisimi ile
iliskilendirilmis 200'den fazla gen oldugu bilinmektedir (Okobi vd., 2021,

Passarella, Grewal ve Vrabie, 2021).



2.2.1.4 Diger

Basta bagirsak mikroflorasi olmak {izere gesitli ¢cevresel faktorlere cevap olarak
mukozal immiin sistemin ¢esitli hiicreleri tarafindan iiretilen proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar sitokinler CH patogenezinde temel rol oynamaktadir (Nejabat
vd., 2018).

2.2.2 Belirtileri

Gastrointestinal sisteminin ¢esitli boliimlerinde CH siddetli karin agrisina,
kramplara, ishale, yorgunluga ve yetersiz beslenmeye neden olmaktadir. Ayrica
bu belirtiler, yasamda tehdit olusturabilen biiyilk kanamaya, bagirsak
tikanikligina veya fistiillere neden olabilir. Hastaliga 6zgii CH belirtileri yasam
kalitesine ciddi zararlar vermektedir. CH’nin patogenezi kesin bilinmemekle
birlikte hastalik riskini arttirdigi ve hastaligin atipik bagirsak immiin tepkisine
yol actigin1 gosteren bir dizi genetik ve cevresel faktor bulunmaktadir. Bati
toplumlarinda yapilan ¢alismalar, CH’li hastalarin %14-23"iniin, tani
konulduktan sonraki bes yil i¢inde inflamatuar, striktér veya penetran hastalik
davranisindan ilerleme gosterdigini kanitlamaktadir (Jeuring vd., 2017,
Feuerstein ve Cheifetz, 2017; Varni vd., 2017).

2.2.3 Goriilme Sikh@

CH insidanst Kuzey Amerika'da 100.000 kisi-yili basina 0-20,2 vaka ve
Avrupa'da 100.000 kisi-yil1 basina 0,3-12,7 vakadir. Avrupa’da en yiksek CH
prevalansi (Almanya'da 100.000 kisi basina 322 vaka)dir. Kuzey Amerika'da
Kanada'da 100.000 kisi basina 319 vakadir (Feuerstein ve Cheifetz, 2017,
EFCCA, 2020; Zhong ve Chen, 2021). Ulkemizde, 2009 yilinda yapilan bir
calismaya gore, UK insidansi 100.000°de 4.4 ve CH insidans1 ise 100.000°de 2.2
olarak belirlenmistir (Y6net, 2020). Tiirkiye IBH Dernegine gore, CH prevalansi
kadinlarda daha baskin olup, erkeklere gore %24 daha yiliksek seyretmektedir
(Bayrakei, 2017).



2.2.4 Tedavisi

CH’nin kesin bir tedaisi bulunmamaktadir. Hstaliginin tibbi yonetiminde klinik
ve endoskopik remisyon ile niiksii, bagirsak perforasyonu ve cerrahi miidahale
ihtiyacini en aza indirmeye c¢alismaktir. Geleneksel tedavi yontemlerine de
basvurulmaktadir (Campos vd., 2016; Pudipeddi vd., 2019; Pudipeddi vd., 2019).

2.2.5 Crohn Hastahg ve Beslenme Iliskisi

CH ve diyet tercihleri arasinda iliskiler bulmustur. Rafine karbonhidratlar,
hayvansal protein ve toplam yag orani daha yiiksek diyetlerin hastaligin seyrini
olumsuz etkiledikleri, asir1 islenmis gidalarin fazla tiiketildigi toplumlarda daha
yaygin gorildiigi bilinmektedirr. Bati tarzinda beslenmede yaygin olarak
bulunan ¢oklu gida katki maddeleri, konakg¢i bariyer fonksiyonunu veya
bagisiklik fonksiyonlarini etkileyebildigi bilinmektedir. Bu nedenle, yeme
aliskanliklart ve endiistriyel gidalarda yasanan degisikliklere paralel olarak
hastalik diinya genelinde yiikselise ge¢mistir (Torres vd., 2017; Levine, Boneh ve
Wine, 2018; Levine, Boneh ve Wine, 2018).

2.2.5.1 Diinyada Yiiriitiilen Arastirmalar

CH patogenezinin mevcut paradigmasi cevresel faktorler, hastaliga genetik
yatkinlik olan bagirsak mikrobiyomu arasinda bir iliski oldugunu

disiindiirmektedir (Sartor ve Wu, 2017).

Lewis ve ark. (2018) yapmis olduklar1 arastirmada, steroidlerin uzun siireli
kullaniminin antitiimor nekroz faktor (TNF) ajanlarina kiyasla 6nemli yan etkileri
oldugu ve yliksek mortalite ile iliskisine dikkat ¢ekilmektedir. Yeni, giivenli ve

etkili tedaviler gelistirmeye ihtiyag vardir.

Coklu gida katki maddeleri ile bazi besinlerin CH riski ile baglantili oldugu
bilinmektedir. Son zamanda yapilan ¢alismalar CH yonetimine bu gibi gida

bilesenlerinin hari¢ tutulmasini savunmustur (Levine, Boneh ve Wine, 2018).

Gajendran ve ark. (2018), lif alim1 ile CH riski arasinda ters iliski oldugunu

gostermistir. Meyve kaynakli lifin tahil veya baklagiller kaynakli olanlardan daha



az yarar gosterdigini bildirmektedir. Bu koruyucu etki i¢in varsayilan
mekanizma, lifin bagirsak bakterileri tarafindan proinflamatuar mediatorlerin
transkripsiyonunu engelleyen kisa zincirli yag asitlerine (SCFA) metabolize

edilmesi olarak ileri suirilmektedir.

Omega-3 yag asitlerinin antiinflamatuar etki olusturdugu ancak CH’nin seyrinde
kesin koruyucu rol oynadigi iizerinde goriis birligine varilamamistir (Sabino,

Lewis ve Colombel, 2019).

Gajendran ve ark. (2018), yiiksek omega-6 ve diisiik omega-3’iin CH gelisme
riskini yiikselttigini bildirmektedir. Fazla miktarda rafine karbonhidrat
tiiketenlerde insidans1 yiiksek goriilmiistiir. Ayrica, yeni teshis edilen IBH
hastalarinin saglikli bireylere kiyasla daha az diyet lifi, daha az ¢ig meyve ve

sebze tiikettigi gdzlemlenmistir.

Myint vd.’nin (2020), D vitamini diizeyi yiiksek olan kadinlarin, diisiik olanlara
kiyasla daha diisitk CH riski tasidiklari, diisiik D vitamini diizeyinin CH'na baglh

hastaneye yatis riskini arttirdigi gosterilmistir.

Aanne siitii tiikketen bebeklerin gocukluk ve eriskin donemlerinde CH gibi kronik
hastalik riskini azaltmaktadir (Elsen vd., 2019; Wang vd., 2017).

CH’na uygun diyet bicimlerinin bagirsak mikrobiyotasini olumlu yo6nde
etkiledigi, mukozal bariyer disfonksiyonunu o6nledigi ve bu suretle CH’nin
olumsuz seyrini engelleyecek potansiyeli oldugu bilinmektedirr (Wood vd.,
2021).

Eom ve ark. (2018), bagirsak mikrobiyotasi, diyet ve CH patogenezi arasinda
anlamli baglantilar oldugunu ileri siirmiistiir. Ornegin, gida emiilgatérleri ve
yapay lezzet arttiricilarin, CH pozitif hastalarin mikrobiyotasinda bulunan zararli

bakterileri tetikledigi ve patojenik etkisini destekledigi gosterilmistir.

Hayvansal gidalarca zengin beslenme tipinin insan bagirsak mikrobiyotasinda
hizli degisikliklere sebep oldugu, IBH patogenezi ile iliskilendirilen bakterilerin
cogalmalarini tetikledigi bilinmektedir (Sigall Boneh vd., 2017; Narula vd., 2018
; Levine, Boneh, ve Wine, 2018).



Bati tipi beslenme toplam kalori aliminin yiikksek oldugu bir tercihtir. Diistik lif
icerigi, yiiksek glisemik indeksli, doymus yag, rafine karbonhidrat ve gida katki
maddelerini fazla almak demektir. Bati1 tarzi beslenme ile bu iilkelerde goriilen
yliksek CH insidansi arasindaki baglant1 agiklanabilmektedir (Ng vd., 2017).

Beslenme aliskanliklarinin CH'nin gelisiminde kilit rol oynadigi bilinmekle
birlikte, heniiz klinik deneyler ile net sekilde ortaya konulmadigi fark
edilmektedir (Wood vd., 2021).

2.2.5.2 Tiirkiye’de Yiiriitillen Arastirmalar

Tamer ve ark.’nin (2021), IBH patogenezinde besin antijenlerinin direk etkisi
oldugunu, gen expresyonu, enterik flora kompozisyon ve gastrointestinal immiin
sistem ile permeabilite degisikliklerini belirledigini ileri siirmektedir. IBH
patogenezinde yiiksek karbonhidrat, yiiksek yag, kolali igeceklerin klinigi agreve
ettigi gosterilmistir. Diger taraftan, yiiksek protein ve lif i¢eren diyetlerin, B, A
ve D vitaminleri ile demir (Fe), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve ¢inko (Zn)

takviyesinin olumlu anlamda pozitif etkileri oldugu ifade edilmistir.

Yapilan diyetin IBH’da &nleyici etki gdsterebildigine yonelik kolon epiteline
enerji kaynagi SCFA sekresyonunda rol oynayan Faecalibacterium
prausnitzi'nin CH hastalarinda sayica azaldigini ortaya koymustur (Ozden,
Aktura ve Saritas, 2020).

CH tibbi tedavisi diyet tedavisiyle birlikte yonetilmelidir. Ayrica klinik seyir
dikkatli degerlendirilmeli, bununla birlikte enerji  ve besin 0Ogeleri
gereksinimlerinin iyi planlanmasi gerekmektedir. CH’nin olusturdugu yetersiz
beslenme tablosu ve besin Ogeleri eksikliklerinin giderilmesinde akillica

planlanmig beslenme tedavisinin 6nemi biiyiiktiir (Ttimer, 2018).

2.2.6 Propolis ve Ar1 Poleni

Ar1 Uriinleri gida takviyesi olarak geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bal, polen, ar1 siitii ve propolis gibi ari

iriinlerinin besleyici 6zelliklerinin yani1 sira, igerdikleri biyoaktif maddeler
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sebebiyle hastaliklarin tedavisinde kullanilm potansiyeli bulunmaktadir

(Karlidag ve Keskin, 2020).

Propolis, bal arilarinin bitkilerin yaprak, gévde, tomurcuk gibi kisimlarindan
topladigi re¢inemsi maddeler ile bitki nektar ve polenlerini balmumu ve enzimler
ile karistirarak olusturduklari, ‘ar1 tutkali’ olarak da adlandirilan dogal bir ar1

triintidiir (Karlidag vd., 2019)

Propolisin yapisinda bulunan fenolik madde bilesikleri ile apiterapide;
antibakteriyal,  antiviral, antifungal, antitimoéral, analjezik  olarak
kullanilmaktadir. Propolis yaralanma ve yaniklarda, egzamada, gastrointestinal
hastaliklarda tedavi edici unsur, karaciger ve immiin sistem hastaliklarinda
koruyucu unsur olarak bilinmektedir (Cornara vd., 2017 ; Demirseren, 2020 ;
Pasupuleti vd., 2017 ; Onur, Nalbantsoy ve Kisla, 2018).

Art poleni, bal arilar1 ve ignesiz arilarin g¢i¢eklerden ve tohumlu bitkilerden
topladiklar floral polenlerin nektar veya bal, enzimler, mum ve ar1 sekresyonlari
ile yogrulmasiyla olusan ari1 iriinlerinden biridir. Ar1 poleninin yapisinda
bulundurdugu polifenolik bilesikler, flavonoidler, vitaminler, karbohidrat,
protein, yag asitleri, ¢esitli eser elementler, mineraller ve organik bilesikler ile

yararl biyoaktif bilesikler bulunmaktadir (Meltem vd., 2018).

Ar1 poleninin beyin, kalp, karaciger ve prostatin islevlerini de gelistirdigini,
antidepresan, istah modiilatorii ve spor aktivitesinde dayaniklilig1 arttirmak icin
kullanilabilecegini belirtilmistir. Etkili bir diyet miidahalesi olarak kabizlik ve
ishala kars1 tiiketilmesi tavsiye edilmektedir. Tiroidit, multipl skleroz, sistemik
lupus eritematozus ve ¢dlyak gibi otoimmiin hastaliklara kars1 tavsiye edilmistir.
Ayn1 zamanda, radyasyona kars1 koruyucu oldugu bildirilmektedir (Fratellone
vd., 2016).

2.2.6.1 Propolis ve Bilesimi

Bal arilar1 tarafindan propolis, balmumundan, bitki ve ar1 salgilarindan iiretimi
olan dogal bir kovan koruyucu rec¢ineli maddedir. “Ar1 tutkali” olarak da sdylenen

propolis, bal arilarinin ¢esitli bitki recineli salgilari ile sakizlar, recineler, yaprak
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tomurcuklar1 ve miisilajlardan, kozalakli agaglar, cam, hurma, kavak gibi ¢ok
sayida bitki tliriinden elde edilir. Ayn1 zamanda hug agac1 ve kovanlarinda yapilar
insa etmek ve bununla birlikte kovanlarint mikroplardan ve diger dis tehditlerden
korumak amaciyla delikleri doldurmak i¢in kullanilmaktadir (Ciftci-Yilmaz vd.,
2017 ; Zheng vd., 2017).

Milattan 6nce 300 yilindan bu yana yara iyilestirici ajan olarak tipta uzun siiredir
kullanima sahiptir. Ayrica antibakteriyel, antikanser, antiinflamatuar ve
antienfektif etkileri bulunmaktadir (Veiga vd., 2017).

Bitki kaynaklarina ve mevsime gore propolis bilesiminin O6nemli Olgiide
degistmekte olup, bilesimi %50 regine, %30 mum, %10 ugucu yaglar, %5 polen
ve %5 diger maddelerden olusmaktadir (Horvath vd., 2016).

Propolisin tanimlanmis kimyasal bilesenlerinin sayis1 250'yi agmistir. Kimyasal
bilesenlerin genel gruplar alkol ve tiirevleri, alifatik asitler, alifatik esterler,
alifatik hidrokarbonlar, amino asitler, benzaldehit tiirevleri, benzoik asit ve
tiirevleri, sinnamik asit ve tiirevleri, dihidrokalkonlar, enzimler, esterler, yag
asitleri (C7-C18 asitler), flavonoidler, heteroaromatik bilesikler, ketonlar,
mineraller, nikotinik asit, pantotenik asit, kalkonlar, fenoller, seskiterpen,
seskiterpen , steroid hidrokarbonlar, steroller, seker, terpen, triterpen

hidrokarbonlar, vitaminler ve mumsu asitlerdir (Anjum vd., 2019).

Propolisin kimyasal bilesiminin, bitki kaynaklar1 ile ilgili yiiksek varyasyona
sahip oldugu tespit edilmistir. Botanik kaynaklara, cografi konuma, ar tiirlerine,
yiyecek arama mesafesine, bolgedeki bitki ortiistine ve iklim 6zelliklerine bagh
oldugu bilinmektedir (Graikou vd., 2016; Al-Ghamdi vd., 2017; Bankova vd.,
2019; Shahinozzaman, Obanda ve Tawata, 2021).

Farkli zamanlarda ve farkli fitocografik bolgelerden toplanan propolislerin
biyolojik aktivitelerinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, 1liman
bolgelerden toplanan propolis numuneleri flavonoidler pinocembrin, chrysin,
ferulik asit, sinamik asit ve kafeik asit igerirken, tropikal bdlgelerden gelen
propolis benzofenonlarin prenile edilmis tiirevleri, p-kumarik asit, lignanlar ve

diterpenler yoniinden zengin oldugu bilinmektedir (Touzani vd., 2019).
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Propolis gidadan kozmetige kadar oldukg¢a genis kullanim alanina sahiptir.
Bununla birlikte apiterapi uygulamalarinin yaygin olmasiyla kullanimi giin
gectikge artmistir. Dokular1 onarici, yaralari iyilestirici, sedef ve egzama gibi cilt
rahatsizliklarinda, romatizmal hastaliklarda kullanilan propolisin daha birgok
hastaliga iyi geldigi yapilan ¢alismalarda goriillmektedir (Karlidag ve Keskin,
2020).

Propolis ve ekstraktlarinin  antienflamatuar, antiseptik, antioksidan,
antibakteriyel, antimikotik, antifungal, antiiilser, antikanser ve immiinomodiilator
etkileri nedeniyle cesitli hastaliklarin tedavisinde bircok uygulamaya sahip

oldugunu gostermektedir (Doganyigit vd., 2021).

2.2.6.2 Ar1 Poleni ve Bilesimi

Olduk¢a zengin esansiyel aminoasit, antioksidan, vitamin ve lipid igerigi
barindirmasiyla insanlar igin fonksiyonel besin olarak kullanilan polen Apis
mellifera gibi bal ve ignesiz arilarin ¢igeklerden ve ¢esitli bitkilerden topladiklari
poleni nektar veya bal, mum ve kendi salgilarinda bulunan bilesenlerle yogurmasi
sonucu meydana gelir. Arka ayaklari ile arilarin kovana tasidiklarit bu polenler
bal peteklerinde ar1 ekmegi olarak kullanilmak i¢in depolanmaktadir (Ares vd.,
2018).

Sari, turuncu, kirmizi, yesil, mavi, beyaz, kahverengi vb. cesitli renklere sahip
olan ar1 poleni, toplandigi bolgenin cografik yapisina, iklimine, monofloral veya
polifloral bitki ortiisiine, tabi tutuldugu isleme ve depolama kosullarina bagh
olarak, sekil, ebat, igerik ve biyoaktif Ozellik acisindan farkliliklar
bulundurabilmektedir (Kosti¢ vd., 2015 ; Kieliszek vd., 2018).

Taze polenin %21-30 arasinda su igermesi sebebi ile kurutma islemine tabi
tutularak nem oraninin %2-9 arasina indirildigi, ortalama kiil i¢eriginin % 1,5—
3,2, pH degerinin 3,8-6,3, protein degerinin %7- 40, karbohitrat degerinin %24-
60, lipidlerin %1-18, flavonoidlerin %0,2-2,5, vitaminlerin %0,02-0,7 ve niikleik
asitlerin %0,6-4,8 arasinda oldugu, Laktik asit miktarinin %0,56, seliiloz

miktarinin ise %3,7 oldugu rapor edilmistir (Kieliszek vd., 2018).
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Proteinler, serbest amino asitler, 200°den fazla enzim ve seker gibi insanlarin
beslenmesinde gerekli olan tiim bilesenleri ar1 poleni igerir. Ar1 poleninin dana
etinden %50 daha ¢ok protein i¢erdigi ve et, yumurta, siit iirlinleri gibi hayvansal
proteinlerden daha fazla temel amino asitlere sahip oldugu bilinmektedir

(Fratellone, Tsimis ve Fratellone, 2016).

Ar1 polenindeki protein fraksiyonunda baglica albumin, globulinler, glutelin,
prolaminler, histon proteinleri ve ¢esitli enzimlerin oldugu, serbest halde baslica
prolin aminoasidini i¢erdigi, esansiyel aminoasitlerce zengin oldugu, karbohidrat
sinifinin  yiikksek oranda fruktoz ve glukozdan olustugu, esansiyel ve yari
esansiyel yag asitlerinden (linoleik, linolenik ve arasidonik asitler), tekli doymus
yag asitlerinden (Oleik asit), doymus yag asitlerinden (Miristik asit, Sterarik asit
ve Palmitik asit), fosfolipidlerden, fitosterollerden olustugu, B12 ve K Vitamini
hari¢ biitiin vitaminleri yapisinda barindirdigi, polifenolik bilesikleri ve
flavonoidleri (katesin, miriSetin, 16kotrin, fenolik asitler, kaempferol, kuersetin,
kafeik asit, kafeik asit fenil esteri-CAPE, pinosembrin, galangin, p-kumarik asit,
genistein, apigenin, krisin, isorhamnetin) ayrica potasyum (K), Ca, Mg, fosfor
(P), Fe, sodyum (Na), Zn, bakir (Cu), selenyum (Se), cobalt (Co) igerdigi
bildirilmektedir (Komosinska-Vassev vd., 2015 ; Rzepecka-Stojko vd., 2015).

Art poleni laktik asit bakterilerini de icermektedir. Lactobacillus ve
Bifidobacterium bakterileri probiyotik olarak insan ve hayvanlar igin
kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri tirettikleri metabolitlerle patojenik olan
ve toksin tireten mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir (Kieliszek vd.,

2018).

Ar1 poleni antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, karaciger koruyucu,
antianemik, antikarsinojenik, kemoterapi yan etkilerinden Kkoruyucu ve
antiinflamatuar aktivitesinden otiiri  saglikli  bir yiyecek olarak kabul
edilmektedir (Cornara vd., 2017).

Ar1 poleninin tedavi edici ve koruyucu etkilerinin ise antioksidan aktivitesi
yliksek olan polifenolik iceriginden kaynaklandigi savunulmaktadir. Bir ¢orba
kasig1 ar1 poleni (~15 g) yetiskin bir insanin giinliik esansiyel aminoasit ihtiyacini

karsilayabilir. Yetiskin bireylerin giinliik 20-40 g olarak ar1 poleni tiiketebilecegi
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bildirilmektedir. Ar1 poleninin in vivo ve in vitro olarak lipid seviyelerini
distrdiigli, aterosklerotik plak olusumunu ve trombosit agregasyonunu
engelledigi, ince bagirsaktan kolesterol emilimini azalttig1 rapor edilmistir. Ar
poleninin sulu ve etanolik ekstraklarinin antioksidan aktivitesi ile Reaktif Oksijen
Tiirleri olusumunu inhibe ettigi, lipid peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir

(Kieliszek vd., 2018).

2.2.7 Crohn Hastahg ve Ar1 Uriinleri icerigi Biyoaktif Bilesiklerin Etkilesimleri

IBH’lar1 mevcut ilag tedavilerine tamamlayici veya alternatif olarak, bitkisel
triinler de giderek daha fazla kullanmakta ve agirlikli olarak internet, sosyal
medya veya lisanssiz terdavi uzmanlari araciligiyla bilgi edinilmektedir. Bu tiir
tedavilerin sik kullanimi géz Oniline alindiginda, rehberlik ve kanita dayali
tavsiyelerde bulunabilmeleri i¢in doktorlarin ve eczacilarin bu gibi iiriinlerin
etkinligi ve giivenligi hakkinda bilgilendirilmesi esastir. Ari irlinlerindeki
biyoaktif bilesikler, nektar iireten bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunan ugucu
bilesikleri, polifenolleri, karbonhidratlari, amino asitleri ve diger kiigiik
bilesenleri igerir. Bu bilesenler arasinda, flavonoidler ve fenolik asitler de dahil
olmak tizere fenolik bilesikler, en iyi karakterize edilmis gruplardir ve ayni
zamanda temel fonksiyonel bilesenler olarak islev goriirler (da Silva vd., 2016;
Soares vd., 2017; Silva vd., 2018; Wang vd., 2019; Farrag ve Stein, 2021).

Doi vd. (2017), propolisin antiinflamatuvar etkileri oldugunu gostermistir.
Touzani vd. (2019)’de benzer sonuglar1 in vivo ve in vitro calismalar ile teyit
etmigtir. Dodda vd. (2014), propolis biyoaktif bilesiklerinden kuersetinin
IBH’nda siganlarin kolonunda biyokimyasal ve morfolojik olumsuz degisimleri
azalttigin1 ortaya koymustur. Son donemde, ar1 poleninin bozulmus bagirsak
bariyer fonksiyonunu geri getirme potansiyeline sahip oldugu kanitlanmistir
(Chen vd, 2019; Li vd, 2019). Bu gibi arastirmalar, ar1 iiriinlerinin IBH
durumlarinda tamamlayici tedavi segecekelri sundugunu gostermesi bakimindan

onem tagimaktadir (Di Cagno vd., 2019; Kumar vd., 2019).
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Tezin bu boliimiinde CH ve ar1 {iriinleri igerigi onemli biyoaktif bilesiklerin
etkilesimlerini irdeleyen ve alanyazinda taranan Uluslararasi1 ve Ulusal seviyede

One cikan arastirmalar lizerinde durulmaktadir.

2.2.7.1 Uluslararasi Arastirmalar

CH ve biyoaktif bilesikler arasindaki etkilesmeleri belirlemeye doniik

alanyazindan ¢ikarilan arastirmalar Tablo 2.1’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Uluslararas1 Calismalar ve Bulgular:

Latince Genel Adi Referans Ac¢iklama

Adi
Nigella Yag 6ztiindeki timokinonu

98 Corek Otu  Lei vd. (2012) antioksidan ve antiinflamatuar

sativa S -
terapdtik ajan gibi davranmistir.
Cydonia Bl
oglon . Ayva Benkhadir vd.  Polifenolik éziitii giiclii
g (2012) inflamasyon tesir sergilemistir.

Aloysia Limon Lenoir vd. . W,
triphylla Minegigegi (2012) Kolit gelisimi iizerinde koruyucu

etkiler oldugu belirlenmistir.

Hypericum perforatum

Hypericum  Perfore Sart ~ Mozaffari vd. ekstraktinmn anti-inflamatuar ve

perforatum — Kantaron (2011) anti-oksidatif etkileri oldugu
bildirilmistir.
Kirmizibiberde bulunan
Capsicum ' Bortolotti ve kgpsalsmm IBH hastalarinda
Kirmizibiber viseral asir1 duyarlilik
annuum Porta (2011) ST
belirtilerini azaltip
azaltamayacagi degerlendirildi.
Bitki 6zleri ile yapilan geleneksel
Withania Morsalkim Pawar vd. tedavilerin, iltihaplanma gibi ¢ok
somnifera (2011) faktorlii durumlari iyilestirme

yetenekleri bulunmaktadir.
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Tablo 2.1: Uluslararas1 Calismalar ve Bulgulari (devami)

Latince Ad1  Genel Adi  Referans Aciklama
Biberiye yapragi hidroalkolik
Rosmarinus I Minaiyan vd. 0zU Ve ueuct yagin, kolon‘
officinalis Biberiye (2011) fiokusu le_Z}_lonlarlm ve k01_1t
indekslerini azaltmada etki
gOstermistir.
Centella Indian Di Paola vd. S}gan}arda "?’hal ve vuicut
— agirligindaki kaybi
asiatica Pennywort (2010)
yavaglatmistir.
Punica Larrosa vd. Igerlgmdekl urolttm-A ve
ranatum Nar (2010) ellagitannin IBH’da
g antiinflamatuar etki gostermistir.
. IBH pozitif siganlarda kolon
Hypericum  Perfore Sart 1y 14 2009) yiizeyindeki hasar ciddi bigimde
perforatum Kantaron
azaltmustir.
Cannabis Esrar Borrelli vd. Kannabidioli si¢anlarda kolit
sativa (2009) gelisimini onlemistir.
Gastrointestinal agri,
gastroenterit ve ishal gibi
Cannabis Esrar Massa ve gastrointestinal (GI)
sativa Monory (2006) bozukluklarin tedavisi i¢in farkli
esrar miistahzarlar
kullanilmagtir.
. Kannabinoidler CB1 ve CB2
Cannabis Ma ssa ve P )
sativa Esrar Monory (2006) reseptorlerini aktive etmis ve
antiinflamatuar etki sergilemistir.
Anti-TNF-a antikorlari, akut
Crohn hastaliginin tedavisinde
Urtica Isirean otu Konrad vd. ¢ok etkilidir, ancak tekrarlanan
dioica & (2005) uygulamalardan sonra

etkinliklerinin azalmasi ile
sinirhidir.
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Tablo 2.1: Uluslararas1 Calismalar ve Bulgulari (devami)

Latince Genel Ad1 Referans Aciklama
Adi
Coriandrum Jagtap, Shirke
sativum Kignis ve Phadke IBH vakalarinda antiinflamatuar
(2004) davranis sergilemistir.
Camellia Maity vd. Pol_l_fenol thearublg_m kolite kars1
. . Cay antiinflamatuar etkiler
sinensis (2003) e -
gostermistir.
Allium Hodge, Hodge I]%H nda IL-10 ure‘urmm
. Sarimsak diizenlerken Th1 ve inflamatuar
sativum ve Han (2002)

sitokinleri inhibe etmektedir.

Kaynak: IMPPAT, 2021

2.2.7.2 Ulusal Arastirmalar

Propolisin Gram pozitif bakterileri, Gram negatif bakterilere gore inhibe etmede
daha etkili oldugu ve oral mikroorganizmalar iizerinde klorheksidin (CHX) kadar

etkili olabilecegi tespit edilmistir (Akca vd., 2016)

Tarak¢1 vd. (2018), propoliste yiiksek anti Helicobacter pylori ve antiiircaz

aktivitesinin oldugunu bildirmistir.

Yildirim vd. (2016) tarafindan tilkemizde yapilan bir ¢alismada, Hatay ilinden
toplanan propolisin, uguga neden olan Herpes Simplex Viriis (HSV)-1 ve HSV-

2'ye kars1 onemli antiviral etkinlik diizeylerine sahip oldugu rapor edilmistir.

Altiparmak vd. (2019) yapilan bir c¢alismada, Hypericum perforatum (HP),
Liquidambar  orientalis (LO) ve propolisin esit oranda karisim
kombinasyonlarinin, yaralarina giinliik olarak uygulanan tedavi gruplarinda
kontrol grubuna gore anjiyogenez ve epitelizasyon oranlarinin anlamli olarak
daha yiiksek ve inflamasyon oranlarinin daha diisiik oldugu, kesi yaralarinda

pozitif sinerji ile iyilesmeyi arttirdig: ifade edilmistir.
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Propolisin diizenli ve siirekli kullaniminda sindirim, solunum, dolagim sisteminde
ve patojenlere karsi dnemli bir savunma goézlemlenmektedir. Propolis, sentetik
antibiyotiklerin tam tersine uzun siire kullaniminda zararli bakterilere kars1 direng
olusturmamakla birlikte, yararli bakterileri de olumsuz etkilemedigi
bilinmektedir. Bagisiklik sistemini propolisin 6nemli oranda arttirdig1 ve antikor
salgilanmasini arttirarak ilaglarin etkilerini arttirdigi bilinmektedir (Korkmaz,

Kutluca ve Geng, 2006).
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UCUNCU BOLUM
GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 HCT-116 Hiicre Hatt1

In vitro hiicre kiiltiirii analizinde, yetiskin erkekten elde edilen kolon ATCC HCT-
116 hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatt1 Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi
(izU) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii hiicre hatt1 koleksiyonundan temin

edilmistir.

3.1.2 Biyoaktif Bilesikler

CH ile iliskili besinlerin igerdikleri biyoaktif bilesikler hakkinda bilgi, Nutrition
in  Immune Balance (Nimbal) (www.nimbal.org), PubMed/PubChem
(www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) ve Indian Medicinal Plants, Phytochemistry
And Therapeutics A Curated Database (IMPPAT)
(https://cb.imsc.res.in/fimppat/basicsearchauth)  platformlarinda  taranmastir.
Taranan bilesiklerden Aril Hidrokarbon Reseptorii (AhR) ile en yiiksek ve en
disiik kimyasal skor (afinite) gosteren, niasin (Nature’s Supreme, Fransa) ve

inositol (BASF, Darmstadt, Almanya) tedarik¢ilerden temin edilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 insiliko Analizi

In siliko molekiiler modelleme analizleri laboratuvar deneysel c¢alismalarinda
izlenmesi miimkiin olmayan, protein fonksiyonundan sorumlu {i¢ boyutlu
katlanmalar1 ve kimyasal yapilarina bagli hedef ligand molekiiller ile interaksiyon
potansiyellerini net ve detayli belirlemektedir. /n siliko yntemi ile hesaplanan
analiz sonuclari, molekiillerin birbiri ile olan uyum derecesini, fonksiyonlar1 ve
baglanma enerjilerini skor kapsaminda vermektedir. Ayrica ele alinan iki molekiil
arasindaki birlesme veya baglanma ilgisinin tahmin edilmesinde kullanilan bir

metottur (Lengauer ve Rarey 1996; Kitchen vd., 2004; Thavamani ve ark., 2015).
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Bu asamada, Aril Hidrokarbon Reseptorii (AhR)
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000106546-AHR) ve secilen biyoaktif
bilesikler (Ligand) arasindaki etkilesim in siliko molekiiler kenetlenme yazilim
araclart kullanilarak incelenmistir. Protein ve ligand eslestirmesine dair
modelleme sonuglarindan elde edilmis lic boyutlu yapisal ayrintilar simiile
edilerek, yapisal 6zelliklerine iliskin veriler kaydedilmistir. AutoDock yazilimi1
i¢in secgilen tiim protein tiirlerine ait yapilarin dort karekterli ID bilgilerine
https://www.proteinatlas.org/ web sayfasindan ulasilip daha sonra bu koda iliskin
veriler Chimera 1.15 yazilim programina yiiklenerek; pdb formatina ait dosya
indirilmistir. Pdb dosyasi, makromolekiil yapisina ait atomik koordinatlarin
olmas1 ile birlikte; birincil ve ikincil yapi bilgilerini, kristalografik yap1

faktorlerini gibi bircok karakteristik 6zelliklerini belirtmektedir.

AhR’nin tasarlandigi Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Protein Databank (RCSB), protein veritabani biyolojik makro molekiillerin 3
boyutlu yapi bilgilerini isleyen ve dagitan arsiv niteliginde ¢ok onemli bir
kaynaktir (Berman vd., 2000). RCSB protein veri tabani ile homoloji modellemesi
yapilarak li¢ boyutlu yapisal ayrintilari protein-ligand etkilesim potansiyellerinin

simiilasyonu i¢in kullanilmistir.

AutoDock yazilimina iliskin genel siirecin ilk agsamasinda protein yapilarinin pdb
formati, Chimera 1.15 programindan elde edilerek Autodock programinda girdi
(input) olarak kopyalanmigstir. Elde edilen yeni formattaki dosya igerisindeki hem
protein hem de ligand yapisina ait olmayan amino asitlerin rezidiilari
uzaklastirtlmistir. Bu rezidiilere oOrnek olarak; ligandlar, iyonlar ve su
gosterilmistir. Buradaki amag, ligand ve protein yapilarina ait tek bir zincir elde
etmektir. Bu kapsam da elde edilen protein yapisina ait aktif bolgelerin; x, y ve z
kordinatlarin1 belirlenmesi ise bir sonraki asamay1 olusturmaktadir. Bu asamada
ayn1 zamanda protein ve de ligand yapilarina; polar hidrojen ve kollman sarj
unsurlart eklenmistir. Son asama da ise, proteine kenetlenme siirecinden elde

edilen pdbqt format1 kaydedilmistir.
Yazilimlarin kullanim amaglar1 sunlardir:

e AutoDock Tools-1.5.7: Makromolekiil yapilarmin ilgili etken madde
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icerisindeki ligant ile konformasyonunun saglanmasi.

e Chimera 1.15 programi: Icerisinde ligandlarin PubChem’de yer alan ID
numaralar1 kullanilarak 3D formlarinin analiz edilmesi/AhR igin protein data

bank verileri kullanilarak komut sistemi igerisinde eslestirme yapilmasi.

e Chimera ve Discovery Studio: Molekiiler simiilasyon ve analiz asamalari.

Ligandlarin seciminin ardindan PubMed/PubChem
(www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabin1 kullanilarak ID numaralari
kaydedilmistir. Bu numaralar Chimera 1.15 programina iglenerek, {ic boyutlu yap1
formati olan pdb dosyasina ulasilmistir. Bu dosya Autodock programinda girdi
(input) olarak degerlendirilmis, ligand molekiilii polar hidrojen ve kollman sarj
eklenme islemleri ile opimize edilmis ve yeni optimize edilmis molekiil pdbqt
dosya formatinda kaydedilmistir. Ligand yapisina ait spesifik koordinatlar ve
aktif bolge gridbox haritasina (grid.gpf dosyasi) girilerek etkilesim i¢in yapinin
karakteristik boyutu simiile edilmistir. Ayrica genetik algoritmaya bagl protein
ylizeyindeki tiim interaksiyonlart 20 olasi konformasyon eslestirme sayisi ile
analiz edilmigtir. Ligand yapisina ait degisebilen tiim konformasyon skorlama

fonksyonlar1 tespit edilerek; baglanma afinite degerleri hesaplanmistir.

Ligand ve spesifik olarak belirlenen reseptdr yapilari tek tek, AutoDock yazilim
programinin protokollerine uygun olarak isleme tabii tutulmustur. Basta doklama
parametreleri pdb dosyasi formatinda yapilar1 Chimera 1.15 yazilim
programindan hazirlanarak, doklama prosodiirii otomatik olarak baslatilma islemi
gerceklestirilmistir. Pdb formatina ait dosyalara gerekli goriilen (hidrojen bag
sayist ve kollman sarj eklenmesi gibi) islemlerin yapilmasinin ardindan, yeni
yapilarin pdbgt dosyalar1 indirilmistir. Bu dosyalar daha sonra Windows komut
sistemine islenerek; vina AutoDock yazilim sistemleri dahilinde molekiiler
yapilarin kenetleme siireci baslatilmistir. Burada yapilarin enerjileri skorlari dahil
olmak tlizere; bircok onemli bilgileri iceren analiz sonuglar1 log.txt ve dock.txt
formatinda dosya olarak indirilmistir. Indirme islemi sonrasinda ligand-reseptor
kompleksine ait pdbgt dosyasi tekrar Chimera 1.15 yazilimina aktarilarak,
interatomik yakin ve wuzak bag etkilesimlerinin detayli incelenerek
gorsellestirilmistir. In siliko molekiiler modelleme analizlerinden ¢ikan sonuglara

uygun olarak etken bilesikler belirlenmis olup, laboratuvar deneysel
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caligmalarinda kullanilmigstir. Yapilar da izlenmesi miimkiin olmayan, protein
fonksiyonundan sorumlu ii¢ boyutlu katlanmalar i¢in in siliko analizler hedef
ligand molekiiller ile reseptor arasindaki potansiyellerin net ve detayli olarak
belirlenmesini saglanmaktadir. Elde edilen in siliko analiz sonuglarindan sonra;
ikinci asama olarak in vitro deneysel ¢alismalar yapilarak, etki potansiyelleri

dogrulanmstir.

3.2.2 In vitro (Hiicre Kiiltiirii) Analizi

In vitro (Hiicre Kiiltiirii) analizi IZU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Laboratuvarinda yapilmistir. Analizde HCT-116 hiicre hatt1 soyu se¢ilmistir.
Analiz, hiicrelerinin ¢ogaltilmasini, pasajlanmasini, dondurulmasini, ¢éziilmesini

ve sayilarak istenen flask ya da plaklara ekilmesini kapsamaktadir.

Sekil 3.1: Calismada kullanilan kolon kanseri hiicre kiiltiir ortam goriintiisii,
HCT-116 (5X mikroskop objektifi)

3.2.2.1 Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Kullanilan deney malzemeleri ve araglari: cam sise, falkon tiipler (10,15 ml), cell
culture flask (75 cm? ), filtreli steril pipet uglar1 (10, 200 ve 1000 pl), santrifiij
tipleri (1, 5 ve 10 ml), serolojik pipetler (5, 10 ve 20 ml), steril filtre (0,2 um),
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Trypsin/EDTA, DMEM, LEICA DMil Mikroskop, NUVE NF 800 Santrifiij
cihazi, MN 120 Biyogiivenlik Kabini, Vortex Mixer, 6’11 pipet, Buzdolabi,
Inkiibatdr Cihazi, Elisa Microplate Reader (MTS), Inositol ve Niasindir.

3.2.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Ik kez ¢oziilen hiicreler 25 c¢cm? flasklara 5 ml biiyiime ortami icerisinde
ekilmistir. Hiicreler konfluent olduktan sonra 75 cm? flasklara 13 ml biiyiime
ortami igerisine pasajlanmis ve denemeler i¢in bu flasklarda ¢ogaltilmistir. Tim
deneyler 96 kuyucuklu pleytlerde gergeklestirilmistir. Hiicrelerin biiylime ortami1
tic dort glinde bir yeni biiylime ortami saglaamak i¢in degistirilmistir. Hiicreler
konfluent olduklarinda 1:4 ya da 1:5 oraninda seyreltilerek pasajlama islemi
uygulanmistir. Hiicreler 4-5 pasajda bir dondurularak (%40 FBS, %10 DMSO,
%50 biiyiime ortam1) 3-4 hafta igerisinde ¢oziilecekse -80 °C’de saklanmistir.
Hiicreler EGCG ya da etoposit ile muamele edilirken, hiicrelerin yasam
dongilisliniin ayn1 fazina ge¢melerini saglamak amaci ile FBS diizeyi %1’e
disiirilmistiir. Flaskin igerisindeki besin ortami (DMEM) atilim1 saglanmistir.
Flask steril PBS soliisyonu ile yikanmis ve 25 cm? flask i¢in 1-2 ml, 75 cm? flask
icin 3-5 ml onceden 37 °C’ye 1sitilmis tripsin/EDTA ilave edilmistir. Flask
inkiibatorde 3-5 dk bekletilmistir. Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler 10 ml’lik
tiiplere toplanmig ve lizerlerine 5’er ml besin (DMEM) ilave edilmstir. Tiipler
santrifiij cihazinda 1.300 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Tiplerin igerisindeki
siipernatan atilmis, pelletin istenen miktar1 6nceden 37 °C’ye getirilmis biiyiime
ortami igerisinde siispanse edilmistir. Dondurulacak hiicre siispansiyonuna 1:1
oraninda soguk %80 FBS %20 DMSO ilave edilmistir. Bu sekilde tiipteki son
derisimler: %40 FBS, %10 DMSO, %50 biiylime ortami olmustur. Elde edilen
siispansiyon Kriyo tiiplere paylastirilarak -18 °C’ye kaldirilmis ve bir saat
bekletildikten sonra kriyo tiipler -80°C’de saklamaya alinmistir.

3.2.2.3 Hesaplama

Ters-faz 151k mikroskobunda 10x biiyiitmede sayim yapilmistir. Hemositometre
laminin her biri 16 kii¢iik kare i¢eren 4 farkli alan1 sayilarak ortalamasi alinmaistir.

Dista kalmis olan ve ¢izgi lizerine gelen hiicreler sayima dahil edilmemistir.
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Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri x seyreltme faktérii x10* formiiliinden
bir hiicre siispansiyonunun bir mililitresindeki hiicre sayisi belirlenmistir. Hiicre
siispansiyonu seyreltilerck istenen kderisimde hiicre siispansiyonu elde edilerek

ekim yapilmistir.

3.2.2.4 Hiicre Sayimi

Tiipteki pellete dokunmadan dipte kalan sivi mikropipet yardimiyla alinmaistir.
Coken pelletin tizerine her bir pl soliisyonda 1.000 hiicre bulunacak sekilde 4,425
ul taze medya konularak pipetaj islemi uygulanmistir. Homojenize olan soliisyon
96 kuyucuklu pleytlere dagitilmistir. Pleytin kenar kisimlarindaki kuyucuklar
inkiibatorde kuruma olasilig1 oldugundan dolay1 soliisyon pipetlenmemistir.
Pleytin toplam 72 kuyucuguna ekim gerceklestirilmistir. Pleytte 1 siitun kontrol
grubu, kalanr 5 siitun ise her bir bilesen igin deney grubu olarak seg¢ilmistir. 24.
Ve 48. saatlerde olmak iizere her birinden 2 adet farkli pleyt i¢ine hiicre ekimi
yapilmistir. Her bir kuyucuga 5.000 hiicre ve 100 pul medya konulmustur. Bir giin
boyunca hiicrelerin kuyulara tutunmasi beklenmistir. Deney gruplarina farkl
derisimlerdekonsantrasyonda bilesenler konuldu. Kuyulara eklenecek bu bilesen
soliisyonlarin1 sterilize edebilmek i¢in 0,22 mikrometre ¢apinda porlari olan

filtrelerden soliisyonlar gecirilmis ve pelytler 24 ve 48 s inkiibatore konulmustur.

3.2.2.5 MTS Hiicre Canhlik Testi

MTS, tetrazolyum tuzu ile yapilan bir hiicre canlilik testidir. Bu testte
proliferasyona ugrayan hiicreler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile MTS’i koyu pembe-kirmizi formazan kristallerine doniistiirmekte ve
olusan formazanin verdigi absorbans 492 nm’de ol¢iilmektedir. Ucuz, kolay
uygulanabilirligi, performansinin diger testler kadar iyi olmasi, dogru, hizli ve

kesin sonuglar vermesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

Deney plan dogrultusunda elde edilen sayiya bagli olarak ekim/pasajlama
islemine gecilmistir. Hiicrelerin 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine ekimi gergeklestirilmistir. Gece asir1 37 °C’ de inkiibasyonu
takiben hiicrelere 0- 40 uM doz araliginda niasin ve inositol ayr1 ve kombine

sekilde pipetlenmis ve pleytler 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasi hiicreler 4 saat niasin ve insitol ile formazan tuzunda
¢Ozlndiriilmis ve 570 -655 nm dalgaboyu araliginda ¢alisan mikroplaka

okuyucuya aktarilmistir.

MTS testi i¢in 24 ve 48 saat inkiibate edilen pleytler ¢ikarilmistir. Alikotlanan 1
ml’lik MTS buzluktan ¢ikarilmis ve ¢oziinmesi beklenmistir. Her bir kuyuya 100
ul PBS %4,5 glikoz ve 10 pul MTS soliisyonu karanlik ortamda pipetlenmis ve
sterilizasyon i¢in 0,22 pum siringa filtreden gegirilmistir. Coklu pipet yardimi ile
10 ul soliisyon bulunan kuyulara 110 pl karisim eklenmistir. Pleytler sonra
karanlik ortamda 37 °C/1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminden
1 s sonra platytler Elisa mikropleyt okuyucuya yerlestirilmis ve 590 nnm
dalgaboyunda absorbans okumalari alinmigtir. Okuma sonuglari Excel’e
katarilmis, bulgularin ortalamasi, standart sapmasi, normalize ortalamasi ve

normalize standart sapmasi hesaplanmigtir.

3.2.2.6 Hesaplama ve Istatistiksel Analiz

Absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikartilarak
asil absorbans degerleri elde edilmistir. Her oOrnek igin iki paralel ekim
yapilmistir. Elde edilen ii¢lii asil absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak
ortalama absorbans degeri (ABS ortalamasi) elde edilmistir. Orneklerin ortalama
absorbans degerleri, kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans
degerine boliinmiis ve kontrol hiicrelerine karsi rolatif absorbans orani elde
edilmistir. Bu oran 100 ile ¢arpilarak her bir 6rnek i¢in yiizde (%) canlilik degeri

hesaplanmistir ve ortalama deger +/- standart sapma olarak ifade edilmistir.

Yiizde Canlilik= (Ornek ABSortalama / Kontrol ABSortalama] x 100)

Hiicreler biliyiimeleri i¢in %10 Sigir Fetlisi Serumu (FBS) (Gibco 10500,
Massachusetts, ABD), %1 L-glutamin (Gibco 25030149) ve %l
penisilin/streptomisin igeren McCoy’s 5A (Gibco 16600082) modifiye besiyeri
igeren hiicre biiylitme kaplarina pipelenmis ve %5 CO2’li nemlendirilmis ortamda
37 °C inkiibe edilmistir. Gelisimini tamamlayan hiicrelerin pasaj islemi hiicrelerin
bulunduklar1 kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde ve yogunlugu
%80°’1 astiginda yapilmistir. Hiicrelerin yetistirildikleri kiiltiir kab1 iginden
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kaldirilabilmesi i¢in hiicreler, hiicre kiiltiirii petrisi igerisine fosfat tamponlu tuz
¢ozeltisi (PBS) (Lonza BE17-51-5F, Basel, Isvigre) ile yikandiktan sonra PBS
uzaklastirilmistir. %0.25 EDTA-Tripsin (Gibco 25200-056) ile 37 °C/3 dk
inkiibatérde (Thermo Scientific Fisher Heracell 1150) bekletilmistir. Inkiibasyon
sonunda (hiicrelerin zarar gérmemesi) i¢in petri kabina ayni miktar DMEM
besiyeri (Gibco 11960044) eklenmis, bu sekilde tripsinin aktivitesi durdurulmus
ve hiicreler santrifiij tiipline alinmistir. Tipler 2000 rpm/ 5 dk santrifiij
(Eppendorf 5417R, Hampton, ABD) santrifiij edilmistir. Islemin ardindan
siipernatant uzaklastirilmis ve hiicrelerin lizerine 1 ml yeni besiyeri eklenmistir.
Pipetaj yapilip homojen hiicre siispansiyonu hiicre sayimina gotliriilmiistiir.
Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinmis, hemositometreye aktarilmis ve iizeri
lamel ile kapatilarak 25 karedeki hiicre sayis1 belirlenmistir. Bu say1 10 ile

carpilarak 1 ml’deki hiicre sayisini bulunmustur.

Inositol ve niasinin HCT 116 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini tespit icin 2
farkl1 etken maddenin 6 farkli dozu sirasiyla 0 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 200
uM,400 uM final konsantrasyonlarinda olacak sekilde HCT 116 hiicrelerine
uygulanmis olup, 24 ve 48 saat siiresince inkiibe edilmistir. Koloni olusum
yetenekleri bakimindan her bir 6rnek doz ve zaman bagimli muamelesine
bakilmistir. Bu yapilan analize sonucuna gore, kontrol grubu hiicrelerine gore

koloni olusturma yetenekleri karsilastirilarak degerlendirilmistir

3.2.3 Gen Ekspresyonu Analizi

IDO-1, IDO-2, CYP1Al, CYP1B1 genlerinin; HCT-116 hiicre hatt1 tizerindeki
ifadelenme diizeyini belirlemek amaciyla RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Bu kapsamda, innuPREP RNA Mini Kit 2.0 kiti kullanilmigtir. Kit i¢erisinde yer
alan protokole uygun olarak RNA’lar izole edilmistir. RNA izolatlarin miktar
analizi i¢in spektrofotometrik ol¢timler yapilmistir. Protokol asamalarinin
izlenerek cDNA sentezi i¢in, 1 pg RNA Ornekleri alinmistir. Bu islem i¢in
homojenize edilen hiicre pelleti tizerine 500 pl Lysis Solution RL eklenmis ve
oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Bekleme siiresince 5 dk araliklarla
resiispanse edilme islemi gerceklestirilmistir. Lizis isleminin tamamlanmasinin

ardindan lizat igerigi, vorteks cihazinda karistirillmis ve 2 ml’lik tiiplerin
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igerisinde bulunan ‘D’ kodlu filtre i¢cerinde aktarilmis, filtreye baglanan genomik
DNA’y1 uzaklagtirmak i¢in 11.000 rpm/2 dk santrifiij edilmist ve drnegin filtreyi
gecerek 2 ml’lik tiip igerisinde toplanmasi saglanmistir. Siiziintide RNA
bulundugu igin tizerine, 500 ul %70’lik (v/v) etanol ilave edilerek pipetaj
yapilmistir. Pipetaj isleminin ardindan karisim, 2 ml’lik tiip i¢ine yerlestirilmis
‘R’ kodlu filtre lizerine aktarilarak tekrar 11.000 rpm/2 dk santrifiij edilmistir.
Siiziintiiyii i¢eren tiip atilmis ve RN A’ nin baglanmis oldugu ‘R’ kodlu filtre baska
bir tlipe yerlestirilmistir. Yeni filtre tizerine, 500 ul ‘HS’ kodlu yikama soliisyonu
eklenerek 11.000 rpm/1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
stizlintii igerigi kalan tiip atilarak, tekrar ayni filtre kullanilmak iizere, yeni bir 2
ml’lik tiip i¢ine yerlestirme islemi yapilmistir. Olusan yeni filtrenin {izerine, kit
igerisinde bulunan ‘LS’ kodlu yikama sollisyonundan 700 pl eklenmistir.
Soliisyon tekrardan 11.000 rpm/ 1 dk santrifiij yapilmis, santrifiijiin bitmesinin
ardindan, ayni filtre yeni bir 2 ml’lik tlip i¢gine alinmistir. Tiim etanol kalintilarini
uzaklastirmak i¢in 11.000 rpm/3 dk tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan, filtre igerisine 1,5 ml’lik eliisyon tiipii yerlestirilmistir. Miks igerigi; 4
uL Buffer (4 uL x 35 (hiicre) = 140 pL) olarak ve 1 pL reverse trankriptaz enzimi
(1 pL x 35 (hiicre)= 35 pL) koyularak hazirlanmigtir. Filtre igerisine baglanan
RNA’nin saf bir sekilde eldesi i¢in, filtre {izerine 35 pul RNaz icermeyen su ilave
edilmis ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, filtre
tizerine tekrar 35 ul RNaz igermeyen su ilave edilerek oda sicakliginda ikinci kez
5 dk birakilmistir. Ardindan 6rnekler, 11.000/1 dk santrifiij edilerek eliisyon ile
tiip icerisinde toplanan siiziintliniin icerdigi RNA miktar1 (ng/pl) ve Shimadzu
BioSpec-Nano spektrofotometre cihazi kullanilarak 280 nm dasgaboyunda
belirlenmistir. Total olarak RNA igeren 6rnekler, ¢calisma yapilincaya kadar -80

°C’de saklanmistir.

RT- PCR asamasina ge¢cmeden oOnce konvansiyonel RT-PCR’ da GAPDH
derisimi en diisiik olan numune se¢ilerek, IDO-1, IDO-2, CYP1Al ve CYP1B1
genine ait primerlerinin ¢alisip ¢alismadigi kontrol edilmistir. Olusan bu
primerlerin baglanma derecesinde istenen optimizasyonun gerceklesmesi
amactyla, primer titrasyonlar1 her gen icin ayri ayr1 yapildi. NTC ve NAC

ornekleri, toplam enzim ve kullanilan su igeriginin miktarina uygun olarak
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hazirlanmistir. Bu 6rnekler disinda hazirlanan miks karisimi ile totalde bulunan

RNA’dan ne kadar cDNA sentezlendigi hesaplanmistir.

Cc¥PlEl forxward {5‘ ATGTCCTGGCCTTCCTTTATGA 3') 5€.0
CYPLBl reverse (5" ARGACAGAGGTGTTIGGCAGTG 3'), s7.2 G 0bo
\GCCTGATTGAGCA-3"), 57.5
\CCCAGCTCCRRAGA-3'), 57.6 120bp
35.8
36.3 164bp
IDO2 Forward (5'-CTGATCACTGCTTARCGGCA-3'),  $5.2
IDOZ2 Reverse (5'-TGCCACCAACTCAACACATT-3'), 55.2 281bp
36.5
56.7 276kp

Sekil 3.2: Primerlerin Dizilimleri

RT-PCR ile yapilacak olan mRNA ekspresyon g¢alismalari i¢in; 6zgiil olmayan
floresan isaretli Syber green boyasi kullanilmistir. RT-PCR ¢aligsmalari i¢in Light
Cycler 485 (Roche Diagnostic) cihazi kullanildi. 100 ng/ul forward ve reverse
primerlerinden 0,5’er pl, 1 ng olacak sekilde 1 pl hacimde cDNA, 5 ul SYBR®
Green PZR Master Mix ve 3 ul dH2O0 kullanilacak sekilde belirlenerek; son hacim
10 pl olarak belirlenmistir. Bu sonug ile RT-PZR gerg¢eklestirildi. mRNA’nin
kullanildig1 ve ¢aligmasi planlanan genlerin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi
amactyla primerler kullanildi. Belirlenen primerler i¢in ortak baglanma sicaklig:

60 °C olarak belirlenmistir (Sekil 3.2).

IDO-1 ve diger genler i¢in; 25 °C baglanma (anneling) sicakligi altinda, 10 dk
boyunca bekletilerek ilk asama gerceklestirilmistir. Ikinci asama da 42°C’de, 15
dk ters (reverse), 85 °C sicakliginda 5 dk siire de inaktivasyon olusumu
saglammisir. Son asama da ise; 40 °C sicaklig1 altinda primerin sogutulmasi i¢in
bekletilme islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, primer
dimerden kurtuldugu i¢in istenen optimizasyon gerceklestirilerek primer tasarimi

yapilmistir.

NAC olarak belirlenen kontrol o6rneginde 15 pM su bulunurken, enzim

icermemektedir. NTC de ise; 15 pM Ornek yerine su ve total mix igerigi

29



bulunmaktadir. Bu asamada temel prensip ise, RNA’y1 optimum seviyede
cogaltmaktir. Toplam mix karisimi 15 pl primer 18 adet sentez igin gerekli 6rnek
igin (15 uLx18) toplam 280 ul mix hazirlanmistir. Bu mix igerigi niikleik asit ve
su icermektedir. Her bir 6rnek i¢in su miktarlar: farkli olmasi, total de RNA’dan
cDNA sentezleme miktarin1 degistirebilecegi i¢in; en diisiik derisim 6rnegi baz
alinmistir. Miks disinda; her bir 6rnege buffer 4 pl ve reverse trankriptaz enzimi
1 wl kullanilmistir. Bu karisim her bir 6rnege 5 um koyularak, analiz i¢in
bekletilmistir. Life Technologies (ABI) marka Stepone Plus cihazi ile RT-PCR
analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarini standardize etmek amaci ile,

GAPDH ‘housekeeping geni” referans (kontrol) olarak alinmistir
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR

4.1 insiliko Bulgular Protein-Yapi Analiz Bulgular:

Protein yapilarimizin ligand ile eslestigi (R) konformasyonunda olan
modellerimiz sirast ile (Numara) bunlardir. Tez ¢alismamiz kapsaminda protein
ve ligand i¢in yapilan eslestirme yapi-analizlerin sonuglari asagida verilmistir.
Protein yapisi i¢in; hedef protein yapimiz olan Aril hidrokarbon reseptorii (AhR)
icin belirlenen katalitik bolgelerin dogrultusunda, aminoasit sekans dizilim
bilgileri elde edilmistir. Elde edilen bu bilgiler ile Protein Data Bankasindaki
(PDB) wveriler karsilagtirilmistir. AhR'nin 6zelliklerinden iyi ¢oziiniirlik
kistaslarina dikkat edilerek, Protein Data Bank verilerinde bulunan ve %100
benzerlik ile ortiisen kristal yapisi; pdb kodu 5NJ8 olarak segilmistir. Secilen

protein igerigi Tablo 4.1 ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.1: AhR Icin Karakteristik Ozellikler Tablosu

PDB Kodu Enzim Adi Bulundugu Aminoasit Sekans Uzunlugu
Organizma
5NJ8 AhR Homo sapiens MNM

Kaynak: (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/. Erisim Tarihi: 10.12.2021)

4.1.2 Molekiiler Kenetlenme (Docking) Analiz Bulgulari

Analiz Oncesinde gerekli olan eslestirme i¢in dncelikle AhR protein yapisinin
konformasyonu tespit edilmistir. Bu konformasyonun yiizey analizi igin
DiscoveryStudio 2017 programi kullanilmistir. Boylece AhR proteini i¢in hedef
baglanma bolgelerinin ara yiizli ve koordinatlar1 olusturulmustur. Koordinatlarin
belirlenmesinden sonra istenen ylizey analizi gergeklestirilmistir. Bu yiizey
analizi AhR ile 12 adet ligand yapilarinin docking igsmei AutoDock programi ile

yapilmistir. AhR proteinin toplam ¢6ziiniitliigl 3,30 olarak bulunmustur. Docking
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isleminde toplamda A ve C zinciri alinmistir. Kordinatlari; x (-13,750), y
(11.639), z (4.944) seklinde bir alinarak bir konformasyon yakalanmistir. Leu
272, Pro 271, Thr 270, Ala 269, Phe 266, Leu 265, Ala264, Leu 263, GIn 262,
Pro 261, Lys 250 aminoasitlerine uzak bag yapma kapasitesinin oldugu
gozlemlenmistir. Docking islemi sonucunda olusan her bir ligand i¢in baglanma
enerjileri (AG) degerleri hesaplanmistir. Bu analiz verilerinin sonuglarina gore
AhR proteinin altinca yaklasiminda baglanma enerjisi degeri; inositol igin (-7.5
kkal/mol), niasin i¢in ise, (-4.7 kkal/mol) olarak hesaplanmistir. Bu ¢alisma
analizi sonuglarina goe AHR ile toplam 12 adet biuoaktif bilesik (ligand)
molekiiler kenetlenme (docking) islemine alinmistir. Her bir yap1 igin etkilesim

analizi gerceklestirilmistir.

In siliko hesaplamali bulgulara gore, AhR ile en yiiksek baglanma enerjisi inositol
(-7.5 kkal/mol) ve en diisiik baglanma enerjisi niasin (-4.7 kkal/mol) igin

gozlenmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).

Tablo 4.2: In siliko Molekiiler Kenetlenme Bulgular

No Etken madde Baglanma enerjisi (kkal/mol)
1 Pinocembrin 71
2 Kaempferol 74
3 Quercetin -7.40
4 Tectochrysin 7.3
5 Pinostrobin -7.3
6 Artepillin C -7.0
7 Klorojenik asit 7.2
8 Pantotenik asit -4.8
9 Nikotinik asit (Niasin) 4.7

10 Folik asit 6.7
11 Biyotin -5.3
12 Inositol (B8 vit) -75
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® Pinocembrin u Kaempferol m Quercetin m Tectochrysin
m Pinostrobin m Artepillin C m Klorojenik asit m Pantotenik asit
m Nikotinik asit (Niasin) = Folik asit ® Biyotin  Inositol (B8 vit)

1 II
48 4T
53
6.7
71 -1
74 -740 73 13 12

Sekil 4.1: In siliko Molekiiler Kenetlenme Bulgulari

Afinite (kcal/mol)

-7.5

4.1.2.1 AhR’nin Doking Bulgular:

AhR'nin igerisinde yer izoform yapisi incelendiginde, ¢alisma kapsaminda Leu
272,Pro 271, Thr 270, Ala 269, Phe 266, Leu 265, Ala264, Leu 263, GIn 262, Pro
261, Lys 250 aminoasitleriyle uzak bag yaptigi goézlemlenmistir. Baglanma
enerjisi (AG) -7.61kkal/mol olarak bulunmustur.

4.2 In Vitro (Hiicre Kiiltiirii) MTS Testi Bulgular:

In vitro bulgularina gore, diisiik doz niasin uygulamalar1 canlilik iizerine kayda
deger bir degisiklige sebep olmazken, 200 uM 48. saatte ve 400 uM ise 24. ve
48. saatlerde hiicre canliliin1 kontrol grubuna kiyasla kayda deger miktarda
azalttig1 goriilmiistiir. Inositol ise 48. saatte en yiiksek dozda hiicre canliligini
kontrol grubuna kiyasla kayda deger miktarda azaltirken, diger uygulama

gruplarinda canlilik {izerine kayda deger bir etki gostermemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Inositol, Niasin ve Kombine MTS Testi Bulgular
4.3 Gen Ekspresyonunda Analiz Edilen Bulgular

Tim amplifikasyonlara ait Ct degerleri 18-25 °C arasinda yiikselme gostermistir.
Ilgili gene gore tek bir dissociation curve egrisi ile basarili sicaklik aralig1 83.5
ile 91 °C arasinda gergeklesmistir. Amplifikasyon egrileri Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3: CYP1AL Genine Ait Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.4: CYP1B1 Genine Ait Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.5: GAPDH Genine Ait Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.6: IDO-1 Genine Ait Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.7: IDO-2 Genine Ait Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 4.8: Melt Peaks’e Ait Amplifikasyon Egrisi
Gen ekspresyonu analizine gore, inositol; CYP1B1, IDO1 ve IDO2 genlerinin ve
niasin ise yalnizca CYPIBI geninin ekspresyonunu azaltmistir. iki bilesigin

birlikte dort hedef genin ekspresyon diizeylerini diisiirdiigli goriilmiistiir (Tablo
4.2).
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Tablo 4.3: Gen Ekspresyon Bulgulari

CYP1A1l CYP1B1 IDO2 IDO1
Ornek
NORM | ddCT | FOLD | NORM | ddCT | FOLD | NORM | ddCT | FOLD | NORM | ddCT | FOLD
Kontrol 6.41 0.00 1.00 5.26 0.00 1.00 3.51 0.00 1.00 19.58 0.00 1.00
inositol 5.91 -0.50 0.71 5.28 0.02 1.01 3.60 0.10 1.07 20.32 0.74 1.67
Niasin 6.27 -0.14 0.91 5.27 0.00 1.00 3.14 -0.37 0.78 20.51 0.94 1.91
inos+Nias 5.68 -0.73 0.60 4.76 -0.51 0.70 3.09 -0.42 0.75 18.35 -1.23 0.43
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BESINCi BOLUM
DEGERLENDIRME VE TARTISMA

Bu calismada, propolis-ar1 poleni igerigi bazi etken bilesiklerin in siliko AhR ve
in vitro HCT-116 hiicre hatti ile etkilesimleri ve CYP1A1, CYP1B1, IDO1 ve
IDO2 genlerinin ekspresyon seviyeleri iizerine etkileri arastirilmistir. In siliko
hesaplamali bulgulara gore, AhR ile en diisiik ve en yliksek afinite skorlari
sirastyla inositol (-7.5 kkal/mol) ve niasin (-4.7 kkal/mol) vermistir. /n vitro MTS
testi bulgulari, diisik doz niasin uygulamasinin hiicre canliligi tizerine kayda
deger degisiklige sebep olmadigini, 200 uM/48. saat ile 400 uM/24. ve 48.
saatlerde hiicre canliligini kontrol grubuna kiyasla kayda deger miktarda
azaltmistir Inositoliin ise 48. saatte en yiiksek dozda hiicre canliligini kontrol
grubuna kiyasla kayda deger miktarda diistiriirken, diger uygulama gruplarinda
anlamli etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Gen ekspresyonu bulgular ise, inositoliin
CYP1B1, IDO1 ve IDO2’yi, niasinin ise CYP1B1’in ve iki bilesigin birlikte dort

genin ekspresyon diizeylerini diisiirdigli tespit edilmistir.

CH, gastrointestinal sistemi etkileyen, agizdan aniise kadar lezyonlara ve
ekstraintestinal komplikasyonlara neden olan idiyopatik kronik aktif inflamatuar siire¢
olarak tanimlanmaktadir. CH prevalansi yetiskinlerde ve ¢ocuklarda her gecen giin
artmaktadir. CH, genetik ve g¢evresel faktorler iliskilendirilmektedir. Kisinin
mikrobiyal populasyon bilesimini etkileme potansiyeli olan diyet tercihleri ise nemli

bir ¢evresel faktor olarak kabul edilmektedir (\VVeauthier ve Hornecker, 2018).

Diyet ve bagirsak homeostazi arasindaki iliski karmasiktir. Konak bagisikligi, bagirsak
epiteli ve bagirsak mikrobiyotasi arasinda genis ve capraz etkilesim agi dikkat
cekmektedir. Ortaya ¢ikan bagirsak iltihabi hiicresel ve mikrobiyal metabolizmalari
etkileyerek sistemin homeostazin1 degistirmektedir (Sugihara, Morhardt ve Kamada,
2019).

Gastrointestinal traktiiste tedavisi olmayan kronik inflamatuvar durumu olan CH
terapisinde niitrisyon, ilag ve cerrahi miidahalelere basvurulmaktadir. ilag
tedavisinde, anti-inflamatuvar (salisilatlar, kortikosteroidler), immiinomodiilator

(kortikosteroidler, azatioprin, 6-merkaptopiirn) ve biyolojik ajanlar (anti-TNF-a,
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sitokin-hedefli terapi, anti-integrin) tercih edilmektedir (Vrdoljak vd., 2022).
Benzer sekilde, CH kiside niitrisyonel sorunlari arttirdig1 i¢in 6-8 hafta siiren
enteral beslenme de ¢ocuk ve yetiskin hastalarda malniitrisyonu ve hastaligi
kontrol etmek igin ilk terapétik yaklasimlardan birisidir. Kullanilan enteral
beslenme formiilasyonlari, tam protein (%5—60 karbonhidrat, %15-20 protein ve
%30-40 yag), modifiye proteinler (oligopeptitler, dipeptitler veya tripeptitler,
orta zincirli trigliseritler, amino asitler, diisiik yaglh basit sekerler) ve diger CH-
spesifik 6geleri icermektedir (Hansen ve Duerksen, 2018; Ashton, Gavin ve
Beattie, 2019). Diger taraftan, her CH igin ortak bir beslenme yaklagimindan
bahsetmek pek dogru bir ifade olmayacaktir. Bu sebeple, degisik diyetlerin
hastalara tavsiye edildigi bilinmektedir. Tavsiye edilen diyet tarzlar1 arasinda
baslicalari, paleolitik, Akdeniz, diisiik-fermente olan oligo-di ve monosakkaritler
ve poliyoller (FODMAP), spesifik karbonhidrat bazli, glutensiz ve Groningen
anti-inflamatuvar diyet bulunmaktadir (Durchschein, Petritsch ve Hammer, 2016;
Owczarek vd., 2016; Balestrieri vd., 2020). Ozellikle Akdeniz diyetinin tekli
doymamis yag asitlerince, tokoferoller ve polifenoller gibi biyoaktif bilesiklerce
zengin olmasinin CH modiilasyonunda aktif rol oynadig1 (Cucinotta, Romano ve
Dipasquale, 2021; Hart vd., 2021) ve hastanin yasam kalitesini iyilestirdigi
(Chicco vd., 2021) bildirilmektedir. Bu sebeple, CH’nda inflamasyonu kontrol
altina almak amaci ile daha tolere edici ve etkili diyet arayis1 arastirmacilarin
artan sekilde ilgisini ¢ekmeyi basarmistir (de Sire vd., 2021). Bir diger ifadeyle
klinik bilimlerde yeni tedavi anlayis1 hastalik baslamadan 6nle modeli ile “hedefe
gore tedavi et algoritmasi1” ve “siki kontrol et” seviyesine ge¢mistir. Ciinkii, CH
i¢in malniitrisyonun tipinin ve prevalansinin karakterize edilmesi hastaligin
heterojen dogasindan kaynaklanan zorluluklar barindirmakta ve takibini zorunlu
kilmaktadir (Sandall, Wall ve Lomer, 2020; Singh vd., 2022). Bunun nedeni, IBH
tiirlerinden Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastalar: ile saglikli kisilerin diyetle
ilgili baz1 degiskenlerinde farkliliklar oldugu bilinmektedir. Ornegin, saglikl1 bir
kisinin ortalama enerji alim1 UK hastasina gére diisiik iken, Crohn hastasina gore
yiiksektir. UK hastalarinda makro besin 6geleri, diyet lifi ve kalsiyum alimi diisiik
iken, Crohn hastalarinda ise hayvansal protein, meyve ve kalsiyum alimi kayda

deger sekilde farklilasmaktadir (Sila vd., 2019).
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Lin ve Micic (2021) ve Kikut vd. (2021), diyetisyen desteginin Crohn hastalarinin
ayakta tedavi siire¢lerinde zorunlu tutulmasim1i ve kisiye 0Ozel takviyeleri
onermektedir. Ozetle, CBH iizerinde ¢alismak isteyen Beslenme ve Diyetetik
uzmanlarinin heniiz hastaligin tanisi1 asamasinda siirece dahil olmalari, dikkatli
niitrisyonel degerlendirme yapmalar1 ve ayakta tedavi asamasinda hastanin 6z
bakim giiciinii yiikseltecek destegi vermeleri, tedavi sonunda son degerlendirme
yaparak niitrisyonel destegin devam edip etmeyecegine karar vermeleri
gereklidir. Ilaveten, hastalarin tedaviye uyma durumlarinin takibini, tedaviye
uymama durumunda alternatife ¢dziimlerin hemsireler ve psikologlar ile isbirligi
icinde Onerilmesinde aktif rol oynamalar1 6nemlidir. Bu arastirma, beslenme ve
diyetetik bilimdali agisindan CH siirecinin niitrisyonla yakin ve sasirtici iliskisini
Uluslararas1 diger arastirmalar ile Ortiisen sonuglari ortaya koymus olup,
beslenme ve diyetetik uzmanlar1 agisindan ise Crohn hastalarinin niitrisyonel
sorunlarini ¢ézmek icin teshiste standart tarama yaklasimlari gelistirmeye doniik

calismalar1 baglatmalar1 gerektigini géstermistir.

CH tedavi stratejilerine bakildiginda niitrisyonel segeneklere ilginin arttigi fark
edilmektedir. Hastaligin frekansinin yiikseldigi géz Oniline alinirsa, sayica ve
kapsamca daha ileri calismalara duyulan gereksinim de oldugu fark edilmektedir
(Forbes vd., 2017; Gonezi vd., 2021). Ulkemizde ise Beslenme ve Diyetetik Bilim
dalinda CH ve niitrisyon iliskisini anlamaya doniik disiplinler arasi ve modern
yontemlerin kullanildig1 ¢alismalara rastlanmamaktadir. Bu ¢alismada, propolis
ve ar1 poleni kaynakli bazi biyoaktif bilesiklerin AhR ile in siliko molekiiler
kenetlenme afinite skorlari, in siliko hesaplamali bulgulara gore segilen en yiiksek
niasin (-4.7 kkal/mol) ve en diisiik inositol (-7.5 kkal/mol) kimyasal skorlu iki
bilesigin HCT-116 hiicre hatt1 canlilig1 tizerindeki etkileri in vitro MTS hiicre
kiltirii yontemi ve son olarak CH ile iliskili dort hedef genin ekspresyoun

seviyeleri aragtirilmistir.

Propolis (Ar1 zamki) arilarin, bitkiler ve agaglardan topladiklari re¢inemsi dztiilerini,
salya ve art mumu ile karistirdiktan sonra kovanin onarimi ve izolesi i¢in kullandiklar
bir maddedir. Propolisin biyolojik ve farmasotik Ozellikleri son yillarda
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve Pubmed’te son 30 yil i¢inde 2,500 caligma

yayimlanmigtir (Da Silva vd., 2018). Giiniimiizde, propolis, mukozit, kolit, gastrit ve
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peptik llser gibi gastrointestinal hastaliklarin  tedavisinde yaygin bigimde
kullanilmaktadir (Ruiz-Hurtado vd., 2021). Tercih edilmesinin nedeni ise, propolisin
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip olmasindandir (Pasupuleti vd., 2017,
Soleimani vd., 2021). Baslica etki mekanizmasinin bazi transkripsiyonel faktorleri ve
proteinlerini Onleyerek aracilik ettigi disiiniilmektedir. Bu sebeple, propolisin IBH
karsisinda terapdtik etkisinin arastirilmasina gerek oldugu savunulmaktadir (Wand
vd., 2018; Boeing vd., 2021). Benzer sekilde, ar1 poleni, arilarin ¢igeklerden
topladiklar1 polenleri kovanda koloninin beslenmesi amaci ile pelet formuna
getirdikleri formudur. Iceriginde bitkisel sekonder metabolitler (tokoferol, niasin,
tiamin, biotin, folik asit, inositol, pantotenik asit, polifenoller, karotenoid pigmentler,
kamferol, izorhamnetin, kuversetin), yagda ve suda ¢6ziinen vitaminler (E vitamini,
pro-vitamin A, D vitamini, B1, B2, Bs ve C), enzimler ve ko-enzimler bulunmaktadir
(Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016). Fenolik bilesikler ar1 poleninin igerikge
%1,6’sm1 olusturmaktadir. Yapilan klinik ve deney hayvani modeli ¢aligmalarda ar
poleninin, antiinflamatuvar 6zelligi 6ne ¢ikmaktadir (Margaoan vd., 2019). Ayrica, ar1
poleni ince bagirsagin erken gelisimini desteklemekte, emilim ve sindirim
fonksiyonlarmi kolaylagtirmaktadir (Khalifa vd., 2021). Bu arastirmada, propolis ve
ar1 poleni igerigi baz1 etken biyoaktif bilesiklerin in siliko AhR ve in vitro HCT-116
hiicre hatti ile etkilesimleri ve CH’da dort adet CYP1A1, CYP1BI1, IDO1 ve IDO2
hedef genlerinin ekspresyon seviyeleri tizerine etkileri arastirilmigtir. Bulgularimiz,
propolis ve ar1 poleni aktif bilesiklerinin CH ve insan saglig1 lizerindeki fonksiyonel
diyet potansiyelinin deneysel bulgulara dayali anlasilmasi agisindan diyetetik
uzmanlarinin faydalanmasi igin ¢ok yénlii ve disiplinlerarasi verileri sunmustur. ilag
ve modern tip alanlarinda arastirmalarin temel yaklasimi; molekiiler mekanizmalar
etkileyen metabolik ve fiziyolojik degisimlerin yeterince anlasilamamig yOniini
aydinlatmak ve yeni terapotik stratejileri gelistirmektir (Kuenzi ve Ideker, 2020).
Hesaplamali molekiiler kenetlenme (molecular docking) araglari bu amag
dogrultusunda gelistirilmistir. /» siliko analizleri hedef proteinin interatomik seviyede
baglanma afinitesi ve etkilesim ihtimallerini 6ngéren bir tekniktir. Analizler, farkli
ligand konformasyonlar1 ile hedef reseptoriin tanimli aktif bolgesinde baglanma
enerjilerinin skorlanmasi ile ilerlemektedir. AutoDock, Vina, GOLD, FLexX, MOE-
Dock yazilimlar1 bu skorlama fonksiyonlarini tahmin edebilmek i¢in tercih edilen

giivenilir yazilimlardir (Seyedi vd., 2016).
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in siliko ve in vitro yontemler esliginde tasarlanan bu tez calismasinda CH iliskili segili
biyoaktif bilesiklerin AutoDock Tools-1.5.7, PyMOL 2.4.1 ve Discovery Studio v20
yazilimlar1 kullanilarak, liganda bagli transkripsiyonel aktivite gosteren Aril
Hidrokarbon Reseptorii (AhR) ile olasi baglanma ihtimallerinin modellenmesi ve aday
komponentlerin zamana ve doza bagli olarak HCT-116 hiicre hattina, gen ekspresyon
profili degisimi ve CH prognozlarindaki rollerinin aydinlanmasi ve irdelenmesi

amagclanmustir.

AhR, benzo{a}piren ve halojenli dioksinler gibi ¢evresel kirleticilere karsi
liganda bagli bir transkripsiyon faktoriidiir. AhR gii¢lii immiinosupresif yanitlarin
aktivasyonunu gerceklestirmektedir. Ayni zamanda, bariyer ve mukozal
arayiizlerdeki kritik/fonksiyonel hiicre tiplerinin biyolojik yanitlarint modiile
ederek homeostazin korunmasinda ve/veya patolojinin tetiklenmesinde rol
oynadigi bilinmektedir (Denison ve Nagy, 2003; Cella ve Colonna, 2015). AhR,
yaygin olarak immiin ve immiin olmayan gut hiicrelerinde eksprese olmaktadir.
AhR’nin aktivasyonu inflamatuar IBH sonuglar ile iligkilidir. AhR ekspresyonu
mukozal immiin yanitlar1 dahil sitokinler, adipokinezler ve hiicresel stres
yanitlarini etkilemekte ve diizenlemektedir. CD’de, fazlasiyla kronik inflamasyon
vardir. Bu inflamasyon durumu gutta yiliksek oranda 16kosit birikimi ile
karakterize edilir. Diyet bilesiklerinin, ksenobiyotiklerin ve bazi kimyasallar ile
metabolitler AhR’yi aktive edebilmekte ve inflamatuvar yanitlarin
diizenlemektedir (Pernomian, Duarte-Silva ve de Barros Cardoso, 2020; Dong ve
Perdew, 2020). AhR, ayni zamanda, eksojen ligandlar bitki flavonoidleri,
polifenolikler ve indoller ile de baglanmaktadir. Ligand-aktif transkripsiyon
faktori olan AhR’nin inflamasyon siirecine dahil olmakta ve bakteriyel
infeksiyonlara kars1 koruyucu rol oynamaktadir. Ancak, bu reseptdriin endojen
ve eksojen ligadlar ile baglanma etkilesimlerinin yapisal biyoloji modelleri
kullanilarak arastirilmasi gerekmektedir (Barouki vd., 2012). Son yillarda, segici
AhR ligandlarina doniik aragtirmalar artig gostermektedir. Cogu AhR ligandlari
parsiyel agonist veya yarismali antagonisttir (lizim basta olmak iizere pek ¢ok
farkli bitkide varolan dogal bir fitoaleksin resveratrol). Poulikova vd. (2020), dere
otu, kimyon ve nane ugucu yaglarinin ana bileseni olan ve aromaterapi ve
alternatif tipta kullanilan karvonun (monosiklik monoterponoid) onleyici ve

terapotik potansiyeli ile yeni bir AhR non-kompetitif allosterik antagonist sinifi
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oldugunu gostermistir. Diger taraftan, turpgillerde (lahana, brokoli, karnabahar,
briiksel lahanas1) bulunan glukozinolat glukobrassisinin par¢calanmasiyla iiretilen
indol-3-karbinoliin AhR agonisti oldugu (Costa, Hirsch ve DeKrey, 2019; de Juan
ve Segura, 2021),

Bazi besinler ve bitkiler (kusburnu, thlamur, sarap, bal ve ar1 tiriinleri, tiziim vb.)
flavonidlerce (kuversetin, apigenin ve kamferol) zengindir. Arastirmalar, bu
flavonoidlerin farkli dokulardaki AhR iizerinde agonist veya antagonist etkileri
oldugunu Dbelirlemistir  (Hooper, 2011). Resveratrol, CYP1Al genini
baskilamakta ve AhR aktivasyonunu dnlemektedir (Papoutsis vd., 2010). Turpgil
sebzelerde bulunan indol-glukosinolatlar AhR i¢in yiiksek afiniteye sahip
bilesiklere (klinik diyet takviyesi indol-3-karbinol vb.) metabolize edilmektedir
(Reed vd., 2005; Andreeva-Gateva vd., 2020).

Reseptor kavrami yaklagik bir asir dnce terminolojiye girmistir. Giinlimiizdeki
ila¢ etki mekanizmalarinin temelini olusturan kavramdir (Buchwald, 2019).
Ligandlarin baglanma yeri ile etkilesimine baglanma afinitesi ile tanimlanir,
Ekseriyetle, ligand ile reseptor arasinda daha yiiksek gii¢lerin olugsmasi yiiksek
afiniteli ligand baglanmasina yol agar. Bu tip baglanmalarda, ligad, baglanma
yerinde daha uzun kalirken, diisiik afiniteli baglanmalarda bagli kalinan zaman
kisalir. Reseptor-ligand etkilesmeleri molekiiller arasindaki diger non-kovalent
etkilesmelerden yiiksek afiniteleri ile ayrilirlar (Attie ve Raines, 1995). Bir ligand
bir reseptore baglanir ve reseptoriin fonksiyonunu degistirirerek fizyolojik bir
tepkiye yol agarsa, o’na reseptoriin “agonist”; fizyolojik tepkiyi kismen
etkinlestirirse "kismi agonist" ve reseptore baglanir ancak reseptoriin fizyolojik
tepki vermesini saglayamaz ise "antagonist™ adi verilir (Mohan, 2019). Reseotor-
ligand baglanmas1 ancak serbest enerji degisimi (AG) negatif oldugunda spontan
olarak olusur. Bir diger ifadeyle, negatif AG, olusan kompleksin reseptor ile
stabilitesine isaret eder (Afriza, Suriyah ve Ichwan, 2018). Bu arastirmada, in
siliko hesaplamali molekiiler kenetlenme teknigi kullanilmis ve AhR hedef
reseptori ile en diisiik baglanma enerjisi inositol (-7.5 kkal/mol) ve en yiiksek
baglanma enerjisi ise niasin (-4.7 kkal/mol) i¢in tespit edilmistir. Bulgular, ilk
sirada olmak kaydiyla inositol ve niasinin ikisinin de AhR ile gii¢lii ve kararli

kompleksler olusturma potansiyelleri oldugunu gdstermistir. Reseptor-ligand
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etkilesiminde ligandin etkisinin 6l¢iimii i¢in kullanilan bir diger afinite kavrami
intrinsik aktivite (IA)’dir. Buna gore, tam agonist (IA=1), kismi agonist
(IA=0~1), antagonist (IA = 0) ve ters agonist (IA < 0) olarak kategoriz edilir
(Stejskalova, Dvorak ve Pavek, 2011). Bu sebeple, inositol ve niasinin AhR
almacimi aktive etmedikleri, ancak uyar1 yoklugunda AhR’nin gosterdigi
kendiliginden etkinligi baskiladiklar1 sdylenebilir. Ancak, in siliko analiz teorik
olarak baglanma potansiyeli olan aday ligandlar hakkinda 6n bilgi verdigi i¢in,

bir sonraki agsamada in vitro MTS testine bagvurulmustur.

AhR’nin yiiksek afiniteli diyet ligandlar1 tarafindan sitozolik reseptor olarak
aktivasyonu epitel bariyerin korunmasinda 6nemli fizyolojik roller oynamaktadir
(Mezrich vd., 2010).

Kronik aktif inflamasyon olan UK ve CH sonu kolon kanserine kadar uzanabilen
hastaliklardir. Diyetle alinan inositol, farkli patolojileri (kanser) onleme, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi, RNA eksportu, DNA onarimi, enerji
transdiiksiyonu ve ATP rejenerasyonu siire¢lerindeki selliiler metabolik ve sinyal
transdiiksiyon yolaklarinda 6nemli roller oynamaktadir. Bu nedenle, kolite bagl
kanser gelisiminin 6nlenmesinde biyolojik fonksiyonu olabilir (Weinberg vd.,
2020). Beta-glukan, inositol ve bazi sindirim enzimleri igeren takviye karigimin
IBH hastalarinda siskinlik, gaz ve karin agrisi gibi belirtileri hafiflettigi ve
hastalarin genel klinik durumunu iyilestirdigi gézlemlenmistir (Spagnuolo vd.,
2017). Suda ¢oziinen B3 vitamini olarak da bilinen niasin (nikotinik asit), canli
hiicre fiziyolojisi i¢in gerekli nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) ve
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP) koenzimlerin prekiirsoriidiir. Cogu
hayvansal kaynakli besin (kanatli eti, sigir eti ve balik) niasince zengindir.
Bitkisel kaynakli besinlerden kabuklu yemisler, sebzeler ve tahillar da niasin
igermektedir. Ayrica, karacigerde NAD’ye sentezlenen triptofana amino asiti de
bir diger niasin ebsin kaynagidir (Office of Dietary Supplements, 2021). Pre-
klinik ve klinik arastirmalarda niasin kolit ve kolon kanseri tedavilerinde
degerlendirilmektedir (Sing vd., 2014). Niasin, kolonik epitel apoptozu
baskilamis, proinflamatuar sitokin sekresyonunu azaltmis ve IBH’nin iyilesme
seyrini hizlandirmistir (Li vd., 2017). Bu ¢alismada, in siliko molekiiler

kenetlenme analizinde en zayif ve en kararli baglanma afinitesi ile dikkat ¢eken
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diyet kaynakli niasin ve inositoliin CH nin yasam kalitesi ve tedavi siireclerinde
etkileri diyetisyenlerin hastalara destek siirecinde kisiye 6zel diyet uygulamasina

gecmelerinde faydali olabilecektir.

HCT-116, Insan kolon dogal (wild) tip hiicre hatt1 olup, kanser hiicre biyolojisi,
intestinal immiinite ve inflamasyon arastirmalarinda ragbet gérmektedir (Gu vd.,
2016). Bu galismada, bu hiicre hattinda diisiik doz niasin uygulamalar1 hiicre canlililigi
lizerine kayda deger bir degisiklige sebep olmazken, 200 uM 48. saatte ve 400 uM ise
24. ve 48. saatlerde kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide azaltmistir. Niasin, nemli
bir hiicre koruyucu vitamindir. He vd. (2019), HCT116 hiicre hattinda, 72 saat
stiresince, 0-12,5-25-50 ve 100 uM niasin dozu uyguladiklar1 aragtirmalarinda, doz ve
siire arttikca hiicre canliliginda artis bildirmislerdir. Kumar vd. (2013), 10 uM
diizeyinde niasinin rapamisin memeli hedefinin (Mammalian Target of Rapamycin)
sinyal yolunda gergeklesen hiicre proliferasyonu, protein sentezi ve transkripsiyonu
gibi aktiviteleri ve tiretim seviyesini diizenlenlediginive debagirsak homeostazini
korumak ve inflamasyonu azaltici rolii oldugunu belirtmislerdir. Bir diger arastirmada,
Salem ve Wadie (2017), IBH patogenezinde 6nemli rol pynayan ve bilyliime ve gelisme
ile yara iyilesmesi gibi siireglerde olmasi beklenen anjiyogenezinde iiksek 320 mg/kg
niasin dozunun 80 mg/kg doza kiyasla hiicre dig1 substrat seviyesini daha fazla
uyardigi ve bagirsak homeastazini diizenlendigini rapor etmistir. Yaptigimiz
calismada yiiksek dozdaki niasin aliminin hiicre canliligini diisiik dozdaki niasin
seviyesine gore daha daha cok inhibe etmesi bu sonucu dogrulamistir. Diger taraftan,
bu ¢alismada, MTS bulgulari, inositoliin 48. saatte en yiiksek dozda hiicre canliligini
kontrol grubuna kiyasla anlamli seviyede azaltirken, diger uygulama gruplarinda ise
canlilik iizerine etkili olamadigin1 gostermistir. Spagnuolo ve ark., (2017) inositol
destegi alan Crohn hastalarininkarin agris1 ve siskinlik gibi sikayetlerinin anlaml
sekilde azaldigini bildirmistir. Bir diger ¢alismada, Baldassarre vd. (2021), 0.025-100
mM ve 48 saat inositol uygulamasinin epitelyal disfonksiyonu kaynakli kronik
inflamasyona kars1 hiicreleri koruyucu etki gosterdigini rapor etmistir. Ozetle, bu
calismada elde edilen niasin ve inositole ait in vitro bulgularin diger ¢alismalarin

sonuglart birbirlerini destekler nitelikte olduklar1 goriilmektedir.

Bu arastirmanin ti¢lincli asamasinda in vitro hiicre kiiltiirii isleminden elde edilen

HCT116 hiicre hattinda CH ile iligkili dort hedef genin (CYP1A1, CYP1B1, IDO1 ve
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IDO2) ekspresyonu diizeyleri real-time PCR yontemi ile analiz edilmistir. Gen
ekspresyonu bulgularina gore, inositoliin CYP1B1, IDO1 ve IDO2 genlerini, niasinin
ise CYP1B1 genini ve iki bilesigin birlikte dort genin ekspresyon diizeylerini
diistirdiigii tespit edilmistir. Arastirmalar, AhR aktivitesi ile CYP1AL geni ifadesi
arasinda dogrudan bir iliski oldugunu kanitlamaktadir (Harrow vd., 2018). AhR
aktivasyonu, CYP1A1l/CYP1B1 gibi genlerinin ekspresyon seviyelerinin 6nemli
o6l¢iide yiikseltmektedir (Jin vd., 2017). AhR, sitokrom P450 enzimleri CYCP1Al VE
CYPIB1’in ekspresyonunu direkt/dogrudan regiile etmektedir. CYP1A1 intestinde
immiin yanitlar1 diizenlemekte ve intestinal inflamasyona karst koruma sunmaktadir
(Ye vd., 2019). Diger taraftan, bazi arastirmalarda, IBH kisilerden alinan ince bagirsak
mukozasinin epitelinde bulunan emme hiicrelerinde CYP1A1 ekspresyonunun normal
kisilere gore cok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Artan CYP1Al aktivitesinin
intestinde reaktif metabolitlerin fazla birikmesine, diizensiz immiin yanitin
gelismesine ve mukozada geri doniisii zor hasar ile sonuglanacagi diisiiniilmektedir
(Delescluse vd., 2000; Zhu vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda, niasin ve inositoliin
CYP1A1 genini ekspresyon seviyesini ayr1 ayri upregiile ettikleri, ancak birlikte ise
down regiile ettikleri tespit edilmistir. Ozetle, iki biyoaktif bilesigin CYP1AL geni
ekspresyon seviyesi tizerindeki sonuglari ile diger Uluslararasi ¢alismalarin sonuglar

benzerlik gostermektedir.

Pro-inflamatuvar sitokinler CYP1B1 ekspresyonunu arttirmaktadir. Yakin zamanda
yayimlanan arastirma sonuglari, CYPIB1 ekspresyonunun kan-beyin bariyeri
fonksiyonunun regiilasyonunu karistirdigini ve bozdugunu gostermektedir (Yang vd.,
2008). Yiiksek CYCIBI1 ekspresyonu IFNy’nin epitelyal gecirgenligk iizerindeki
etkilerine katilmaktadir. CYCP1B1’in inhibisyonu FNy’ye bagl epitelyal bariyer
biitinligiindeki degisiklikleri dengelemekte ve bu sayede inflamasyona bagl
intestinal gegirgenlik hastaliklar1 {izerinde terapodtik potansiyeli oldugu ileri
stirilmektedir (Al-Dhfyan, Alhoshani ve Korashy, 2017; Borovok vd., 2020). Bu
calismada, niasin ve inositoliin ayr1 ayr1 ve birlikte CYP1B1 geni ekspresyon
seviyesini down regiile ettikleri tespit edilmistir. Ozetle, iki biyoaktif bilesigin
CYPI1B1 geni ekspresyon seviyesi lizerindeki sonuglar1 ile diger Uluslararasi

caligmalarin sonuglar1 ortiismektedir.
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Bu c¢alismada, inositol ve niasinin CYP-1A1 ve CYP-1B1 genlerinin
ekspresyonlarini baskilamasinin, pro-inflamatuar yanitin azalmasina ve bu
sayede IBH belirtilerini regiile edici bir mekanizmanin olusmasina yardime1

olacagi kanisina varilmistir.

Genetik  polimorfizimler CH  riskini arttirmakta ve hastalik fenotipini
etkileyebilmektedir. IDO1, CH’de en fazla eksprese edilen genlerden birisidir ve
kinuren yolagi yaninda triptofan metabolizmasi araciligi ile gii¢lii anti-inflamatuvar
etkilere onciiliik etmektedir. Alvarado vd. (2019), IDOI'in bagirsak homeostazina
katkida bulundugunu bildirmistir. Diger calismalarda ise, Ciorba (2013), IDO1
aktivitesinin bir hastalik biyobelirte¢i oldugunu ve gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde potansiyeli oldugunu; Wolf vd. (2004) ise, yiiksek IDO ekspresyonun
IBH'de T hiicrelerinin dokuya zarar veren etkilerini dengelemeye yonelik bir anti-
inflamatuar mekanizmay1 temsil ettigini ifade etmektedir. Bu c¢alismada, niasinin
IDO1 ve IDO2 genlerini upregiile ettigi, tersi sekilde inositoliin ise iki geni down
regiile ettigi goriilmiistiir. Iki biyoaktif bilesigin ise birlikte uygulandiklarinda dort
geni de downregiile ettikleri tespit edilmistir. Ozetle, iki biyoaktif bilesigin CYP1B1
geni ekspresyon seviyesi lzerindeki sonuglari ile diger Uluslararasi galismalarin
sonuglar1 oOrtiismektedir. Bu baglamda, IDO1 ve IDO2 genlerinin farkli sinyal

yolaklari ile iliskili olabilecegi fikrine varilmistir.

Bu calismada, CH ile ilgili ulusal/uluslararasi niitrisyonel temelli arastirmalar ile
ortiisen sonuglar ortaya koymustur. Alanyain acgisindan, 6zellikle lilkemizde,
beslenme ve diyetetik bilim dali agisindan, farkli tekniklerin birlikte kullanildig1
ilk ¢ok yonli ve ¢ok disiplinli arastirma olmustur. Bulgular, besinler ve CH
arasindaki etkilesimlerin goriindiigiinden ¢ok daha karmasik oldugunu
gostermistir. Bir diger ifadeyle, yiiksek saflikta biyoaktif bilesik/takviye/destek
almanin tek basina yeterli olmayabilecegi anlasilmistir. Eliminasyon diyetlerine
ek olarak, biyoaktif bilesikler ve CH hastalig1 arasindaki iliskilerin ¢ok yonlii ve
multidisipliner irdelenmesinin ©6nemi ortaya konulmustur. Arastirmamiz,
prevalansi artis gosteren IBH vakalarinda beslenmenin tedaviyi destekleyici
roliiniin Onemini kanitlamigtir. Ancak, bu noktada, diyetetik egitiminde
arastirmamizda kullanilan tekniklerin bilinmesi ve deneyim edinilmesi gerekliligi

gOrilmiistiir.
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ALTINCI BOLUM
SONUC

CH kronik seyreden bir irratabl bagirsak rahatsizligidir. Goriilme siklig1 diinyada
ve lilkemizde yiikselmektedir. CH, kiside niitrisyonel sorunlar1 arttirdigi gibi,
beslenme aligkanliklar1 ve besinlerde hastaligin seyrini olumlu veya olumsuz
sekilde etkilemektedir. Bu sebeple, besinler ve besinlerin igerdikleri etken
bilesiklerin hastaligin belirtileri {izerindeki etkilerini belirlemeye doniik
arastirmalara gerek duyulmaktadir. Sonuglar, besinler ve CH arasindaki
etkilesimlerin daha karmasik bir yapisi oldugunu gostermistir. Bu agidan
bakildiginda benzer saglik sorunlarinda tercih edilen eleme diyetlerine ek olarak
biyoaktif bilesikler ve CH arasindaki iliskilerin ¢ok yonlii ve multidisipliner
sekilde irdelenmesinin gerekliligi goriilmiistiir.

Arastirma, beslenme ve diyetetik uzmanlarinin IBH teshisi ve tedavisinde klinik
bilimler ile isbirligi i¢inde dahil edilmesinin Onemini gostermistir. Ayrica,
beslenme ve diyetetik uzmaninin tedavi siirecinde dgerlendirmeye dayali diyet
Onerisi yaparken farkli tekniklerden elde edilecek bulgulara ihtiyaci olacagini,
hastanin 6z bakim giiciinii siirdiirmesinde etkin ve 6nemli roliinii, ¢ok disiplinli
calisma becerisi kazanmasinin gerekliligini, hastanin niitrisyonel takibinin
tedavisinden sonra da yapilmasi ve gerekli iyilestirmelerin siirdiiriilmesi bilincini
kazanmasinin dnemini gostermistir.

Sonug¢ olarak, CH ile gida ve beslenme arasindaki iliskiyi daha iyi anlamak
acgisindan klinik bilimlerle birlikte in-vivo incelemelere gerek oldugu sonucuna

varilmistir.
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EKLER

EK-1 Biyoaktif Bilesenlerin in siliko Analiz Sonuglari

Apigenin
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— o
1 -7.5 2.eoa 8.ega
2 -7.4 2.627 6.478
3 -7.3 1.617 7.@21
4 -7.1 2.948 A.757
5 -7.1 2.984 6.788
5] -7.8 3.ea4 B5.973
7 -7.8 1.765% 6.712
8 -6.7 11.917 14.129
9 -6.6 11.981 14.284
1a -6.5 1.935 6.665
11 -6.5 12.964 15.666
12 -6.3 3.514 5.329
13 -6.3 12.938 15.476
14 -6.3 3.372 4854
15 -6.1 12.188 14.931
16 -6.1 28.316 23.822
17 -6.1 14 .886 17 . 448
18 -6.1 13.635 15.483
19 -6.1 2._620 7.113
2a -6.8 11.158 14.869
Writing output ... done.
Artepillin C
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e e
1 -7.a e.aoa 8. eoa
2 -6.8 1.279 6.292
3 -6.7 6.531 18.862
4 -6.7 1.87@ 2716
5 -6.7 18.372 13,379
53 -6.6 1.824 2.418
7 -B.6 2.589 5.175
8 -6.6 3.778 8.8064
9 -6.6 2 .48 5.677
18 -B6.5 3.534 J.891
11 -6.5 6.781 9.389
12 -6.5 2.131 B8.216
13 -B.4 3.783 5.446
14 -6.4 2.717 6.891
15 -6.1 1. 225 12.922
16 -6.1 2.185 5.633
17 -5.9 3.674 7.585
18 -5.9 15.181 17 .877
19 -5.7 3.473 6.851
28 -5.7 11.137 14 . 248
Writing ocutput ... done.
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Beta-Phellandren-6-ol

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e e S
1 -b6.@ 8. aga 8. aaa
2 -6.8 1.675 4.5328
3 -5.7 2221 4.199
4 -5.5% 2.827 3.228
= -5.5 2. 284 4824
G -5.2 2.239 4.597
7 -5.1 17.558 18.419
8 -5.8 2.445 3.487
9 -5.8 2.298 3.833
1@ -4.9 1.845 2_568
11 -4 .7 17.367 18.566
12 -4 .6 17.325 19.352
13 -4.5 2.838 4.893
14 -4.5 3.765 5.382
15 -4.4 17.807 28.472
16 - .4 5.68l18 8.888
17 -4.4 2.677 S.eaz
18 . I | 3.458 5.227
19 -4.3 18.254 21.263
28 -4 .2 9.215 11 .994
Writing output ... done.
Biotin
mode | affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e
1 -5.3 2. e0a B .aaa
2 -5.2 2.785 5.929
3 -5.1 2.294 2_.575
£ -5.8 3.492 5.683
= -4.9 20.128 21 .947
[+ -4.9 1.562 2.819
7 -4.8 23 .238 24 .528
8 -4.8 18.862 19.588
9 - .7 19.391 28 .781
1e -4.6 2.522 2.789
11 -d.6 14.665 16.548
12 -4.5 3.337 3.943
13 4.5 2. pBa 6 .899
14 -4.5 2.535 2.984
15 4.5 22.169 23 .267
16 -4.4 19. 487 26 .846
17 -4.4 20 .476 21 .985
18 -4 2 19.51a 21 . .a74
19 -4 .2 18.947 20 .689
2 -4 .2 28 .856 21.359
Writing output ... done.
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Chrysin

mode | affinity | dist from best mode
| (kcalf/mel) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— s
1 -7.6 g .egg g .eoa

2 -F7.3 2.628 4_475

3 -F.3 2.694 5.915

4 -7.2 2.893 0.563

5 -7.2 2.696 5.142

) -7.1 2.259 65.699

7 -6.9 12.171 14.382

8 -6.8 12.255 14.486

9 -6.6 3.567 5.354

18 -6.5 13.846 16.292
11 -6.5 14.143 16.397
12 -6.5 3.286 4645
13 -6.5 3.447 6.495
14 -6.5 12 .886 14.287
15 -6.2 14.791 17.149
16 -6.1 4248 J.851
17 -6.1 13.398 15.333
18 -6.8 2.454 4.892
19 -6.8 4331 5.718
28 -5.9 12.765 14.612

Writing output ... done.
cis-anetol

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e e S
1 -7.6 2.eaa 2.aaa

2 -7.3 2.628 4,475

3 -7.3 2.694 5.915

4 -7.2 2.893 6.563

5 -7.2 2.696 5.142

6 -7.1 2.259 6.699

7 -6.9 12.171 14.3282

8 -6.8 12255 14 . 488

9 -6.6 3.567 5.354

1a -56.5 13.846 16.292
11 -6.5 14.143 16.397
12 -6.5 3.286 4,645
13 -6.5 3.447 5.495
14 -6.5 12 . 886 14287
15 -6.2 14.791 17.149
16 -6.1 4,248 7.851
17 -6.1 13.398 15.333
18 -6.8 2.454 4.892
19 -6.8 A4.331 5.718
28 -5.9 12.765 14.612

Writing output done.
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Folik Asit

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— L B e T
1 -6.7 a.eea g.eea
2 -6.4 28.318@ 22.928
3 -6.3 18.566 28.621
4 -6.2 17.837 28,658
5 -6.8 17.778 28.573
& -6.8 3.821 11.234
7 -5.9 8.678 11.374
a -5.9 4._881 7.66e5
9 -5.8 la.51@ 13.264
1@ -5.8 3.262 18.997
11 -5.8 7.889 9.946
12 -5.8 5.133 6.688
13 -5.7 15.626 19.541
14 -5.7 28,376 22.188
15 -5.7 17 .484 28.265
16 -5.7 18.555 28.613
17 -5.6 12.185 17.914
18 -5.6 19.397 22.159
19 -5.6 14.924 18.656
28 -5.6 13.827 16.785
Writing output done.
Galangin
mode | affinity | dist from best mode
| {(kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— S
1 -7.5 2.80a B.e0e
2 -7.3 2.784 5.941
3 -7.2 2.547 4,379
a4 -7.1 2.528 5.994
5 -7.8 2.163 65.555
& -6.7 12.861 14.166
r -6.7 2.767 5.469
a8 -6.4 11.886 14847
9 -6.3 12.548 14.713
1@ -6.3 3.13@ 4974
11 -6.2 2.215 3.444
12 -6.1 13.650 16. 848
13 -6.8 13.5328 15. 628
14 -6.8 2.893 3.858
15 -5.9 12.468 15.458
16 -5.8 12348 14452
17 -5.8 6.748 9.283
18 -5.8 18.856 21.485
19 -5.7 4845 7.757
Writing output done.
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Inositol

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— s Tt S
1 -7.5 8.200 9 .000
2 -7.4 2.627 6.478
3 -7.3 1.617 7.821
il -7.1 2.948 4 .757
5 -7.1 2.984 o780
6 -7.8 3.e04 6.973
7 -7.8 1.765 6.712
8 -6.7 11.917 14.129
9 -6.6 11.981 14,284
16 -6.5 1.935 b&.665
11 -6.5 12.964 15. 666
12 6.3 3.514 5.329
13 -6.3 12.938 15.476
14 -6.3 3.372 4854
15 -6.1 12.1688 14 .931
16 6.1 28.316 23.0822
17 -6.1 14.886 17.446
13 -6.1 13.635 15.483
19 -6.1 2.6208 F.113
28 -6.8 11.158 14.869
Writing output ... done.
Izorhamnetin
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— L B
1 -7.5 B.80a8 8. 0ea
2 -7.4 2.628 6.487
3 -7.3 1.612 7.825
4 -7.3 2.675 6.595
5 -7.2 2.846 6.642
& -7.1 2.911 4838
7 -7.1 2.979 6.947
a -6.7 1.983 6.641
9 -6.6 11.982 14.281
1la -6.5 1.952 6.672
11 -6.5 12.973 15.78a4
12 -6.4 3.852 5.551
13 -6.4 3.489 4937
14 -6.3 12.949 15.588
15 -6.1 28.319 23.882
16 -6.1 13.636 15.482
17 -6.1 2.542 7.147
13 -6.8 4926 7.782
19 -6.8 2.522 3.253
28 -5.9 12.628 14.588
Writing output ... done.
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izotiyosiyanat, Glucosinolates

mode | affinity | dist from best mode
| (kcalfmoel) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e S S
1 -7.8 0.000 o.000
2 -7.8 3.519 5.191
3 6.9 1.873 2.078
4 -6.8 14472 17.185
5 -6.7 1.593 1.757
& -6.7 2.118 2.927
7 -6.6 2.667 4.005
a8 -6.4 2.578 3.933
=] -6.2 2.497 4._828
1a -6.2 4,113 7.435
11 -6.2 2.630 3.578
12 -6.1 3.484 5.683
1= -6.1 2.414 4285
14 -6.8 15. 642 17.957
15 6.8 3.928 5.533
16 -6.8 22348 25.879
17 -6.8 4. 846 6.528
18 -5.9 28.159 29.121
19 -5.9 15.836 17.603
28 -5.8 2.444 3.942
Writing output ... done.
Kaempferol
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— T
1 -7.4 g.oea a.e0e
2 -7.3 1.786 6.866
3 -7.8 2.766 4.769
4 -7.8 2.689 6.665
5 -7.8 2.583 6.385
5] -6.9 8.846 1.435
7 -6.5 11.875 14.855
a -6.2 2.798 6.677
9 -6.1 13.688 15.572
1a -6.1 1.925 6.769
11 -6.8 1.981 7.836
12 -6.8 18.835 21.528
13 -6.@ 3.838 5.693
14 -5.9 28392 23.259
15 -5.9 6.826 9.348
16 -5.8 12.878@ 14.8986
17 -5.8 3.677 7.935
18 -5.7 14425 16.483
19 -5.6 14.863 15.726
28 -5.5 2.649 4.413
Writing output ... done.
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Klorojenik asit

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e .

1 -7.2 o.e68 e.e68

2 -6.8 1.778 3. 488

3 -6.7 3.862 4765

4 -6.6 2.778 4,985

5 -6.6 1.763 2.829

2] -6.5 1.761 2.438@

7 -6.5 4,389 5.578

a -6.4 2.423 3.632

9 -b6.4 2.148 2.658

1@ -6.3 3.248 4.331

11 -6.2 1.428 2.887

12 -6.1 1.865 8.195

13 -6.1 14.e61 15.457

14 -5.9 21.329 24798

15 -5.9 13.452 17 .94

16 -5.9 22 _.885 25.135

17 -5.9 4.811 7.356

1a -5.9 4 _688 8.835

159 -5.8 14.5983 17.382

28 -5.7 3.894 8.163

Writing output ... done.
Nikotinik Asit
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mel) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e
1 -4 .7 8. eee 8 .8aa
2 -4 .7 2894 2.647
3 -4.5 1.194 2.857
4 -4.5 2719 3 .465
= -4.5 2.968 3. 733
o -4 .3 16.564 17.425
7 -4 .1 2.9a85% 3I.8F7
8 -4.1 16432 17.228
9 -4 .8 23386 24 _216@
18 -3.8 3.893 3.957
11 -3.8 1.649 2._B86
12 -3.6 2.251 2.997
13 -3.6 17.837 17.893
14 -3.6 3I.188 3.843
15 -3.5 25436 26 .39
16 -3.5 12.235 12.267
17 -3.5 18.1a7 18.928
138 -3.4 29 ._.614 Ig.191
19 -3.4 15.769 16.563
268 -3.3 17.283 18.896
HWriting output done .
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Pantotenik Asit

mode |

16
17
18
19
28

affinity | dist from best mode

| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

Writing output

Pinobenchin

28

atfinity
(kcal/mol)

-5.

Writing owtput

T~ 0O WEARAAANR,RERENGD

L I o I N B U T o I v B o B S S e O T O T N T WY Y o R '

_____ +__________
8,008 g2.08a
3.311 4,489
3.686 5.712
1.681 2.155

19.877 20,228
18.883 19.371
2.957 5,383
27.657 28.539
1.425 2.892
1.938 2.569
28.883 29.751
3.437 4,277
1.742 2.342
21.942 23.542
15.181 16.267
2.825 2.948
19.642 28,551
28.433 21.467
13.397 14.528
2.218 2.698
done.
dist from best mode
rmsd 1.b.| rmsd u.b.
__________ +__________
8. 080 8 .0aa
2.481 5.975
2.567 4,265
2.171 6497
2.751 5.9&63
12.835 14.168
3.113 4,659
1.499 2.128
12.531 14732
11.858 14 . 848
3.545 5. 286
13.539 15 . 688
3.515 6638
28 _.882 23 .587
14.917 15 . 728
12.357 14 .a52
12.328 14.415
3.154 h.834
46853 7.785
3.143 6.873
done.
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Pinocembrin

mode | affinity | dist from best mode

| (kcalf/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

————— T T

1 -7.5 g.e0a a._oeeg

2 -7.4 2.148 6.632

3 -7.3 2.899 5.976

4 -7.3 2.755 6488

5 -7.2 2.627 4,472

6 -7.2 2.725 6.124

7 -7.8 2.439 5.924

8 -6.9 12.846 14,217

9 -6.9 2.635 6.367

18 -6.8 2.717 6.273

11 -6.7 12.371 14.639

12 -6.6 3.116 4,657

13 -6.4 3.223 4,845

14 -6.4 14.158 16.439

15 -6.3 28.864 22.618

16 -6.2 6.517 9.236

17 -6.@ 12.711 15.248

18 -6.8 13.449 15.379

19 -6.8 4,543 7.2208

28 -6.8 2.448 4,898

Writing output ... done.
Pinostrobin
mode | affinity | dist from best mode
| (kcalf/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e e e SE R
1 -F.3 2. aaa 2. 880
2 -F.3 3 _.498 4768
= -F.2 1.748 2.594
A -7.1 1.225 1.481
= -6.8 2.884 6.71l6
= -6.7 11 . 358 13445
7 -6.7 1a.986 12 .687
8 -6.4 12.746 14.767
= -6.4 2.343 5.957
1 -6.3 11 .136 12944
11 -&.3 28 .683 24 652
12 -6.1 11.252 13.937
13 -6.1 2.652 5.426
14 -6.1 2_338 4882
15 -&.1 14.829 17.428
16 -6.8 2.371 6.665
17 -6.8 F.T2T 18.296
18 -5.9 11 .287 13.757
19 -5.8 11.593 142268
28 -5.7 J.828 11.526
Writing output done
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Quercetin

mode | affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e S S
1 -7.4 8.ea8a8 8.88a8
2 -7.4 1.435 F.825
3 -7.2 2.922 3.478
4 -7.1 2.452 3.887
5 -7.8 3.768 b.a874
G -6.6 3.992 5.512
7 -6.6 1.619 6.993
a -6.5 1.463 2.851
a -6.4 12.188@ 14.875
1@ -6.3 3.822 6.743
11 -6.1 5.557 6.554
12 -6.1 28.816 21.591
13 -6.1 12.833 14.813
14 -6.8 4354 6.542
15 -6.8 12775 15.326
16 -6.8 1.565 1.818&
17 -6.8 28.426 22.837
18 -5.9 14148 16.543
15 -5.9 21.165 22573
2a -5.8 3.791 4. 608
Writing output ... done.
Tectochrysin
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
————— e e TP
1 -7.3 0 .000 o.000
2 7.2 0.601 1.253
3 7.2 1.585 3.395
4 -7.8 3.323 4557
5 -7.8 1.584 2.958
3 -7.8 2.712 6.176
7 -6.8 11.784 13.581
a8 -6.8 1.855 2.181
9 -6.8 2.876 6.801
1a -6.7 2.576 3.675
11 -6.6 2_980 6.274
12 -b.6 11481 12.951
13 -6.5 2.583 5.986
14 -6.3 3.348 4.865
15 -6.2 28.296 24,348
16 -6.8 11.699 13.991
17 -6.8 14.384 16.774
13 -6._8 3.132 6.1838
19 -5.9 8.962 11. 308
28 -5.8 28.978 25.135
Writing output ... done.
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