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Rapor Numarasi / Report Number I 2023/0486-DBL-2, 2023/0486-DBL-3, 2023/0486-DBL-4, 2023/0486-DBL-5, 2023/0486-DBL-6
DENEY SONUCU / Test Result:

1. Amagve Tanim
Bu calismada, ratlarda % 4 DSS oral yolla verilerek kolon mukoza epiteli hasari ve baslica nétrofilik reaksiyonla
karakterize Ulseratif koltis olusturulmasi ve insanlarda enflamatuar bagirsak hastaligi (IBD; Chrone hast., ilseratif
kolitis) benzeri deney hayvanin modelinde, testi talep eden firma tarafindan temin edilen oral gida takviyesi ticari
urlintin (Zarenca, 500ml) hastaligi énleyici etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Analizler

Calismada; 8 haftalik erkek wistar albino ratlara oral yolla DSS (Dekstran 40, 100mg/ml) % 4 konsantrasyonda 14 giin

sureyle uygulanarak ilseratif kolitis modeli olusturuldu (Chassing ve ark., 2014, Current Protoc Immunol, 104:15-25).
Deney gruplari agagidaki sekilde dizayn edildi;

Grup 1: Ulseratif kolitis grubu (n=3), Bu grupta deney siiresince yalniz %4 DSS 14 giin igme suyu ile uygulandi.

Grup 2: Tedavi grubu (n=3), 14 giin siireyle DSS (Dekstran 40, 100mg/ml) %4 icme suyu ile verilirken, 1.5 ml Zarenca
oral gida takviyesi glinliik olarak oral gavaj ile uygulandi.

Calisma suresince; ratlarin canli agirliklar giinliik olarak élgiildii ve gruplardaki ratlarin % viicut agirhg degisimleri
olctim yapilan giin agirhg ile deney baslangicindaki agirliklar arasindaki fark alinarak, % degisim seklinde hesaplandi.
%10 ve daha yliksek canl agirlik azalmasi DSS uygulamasi ile kolitis modelinin olustugunun dogrulanmasinda kriter
olarak kabul edildi. Diger taraftan, 3 giinde bir feces goriinimd, kivami ve rengi yéniinden degerlendirildi.

Distal kolon uzunlugu, sekum ile rektum arasindaki kalin bagirsak bolimleri mezenteriyal baglantilar abdomende
kalacak sekilde diseke edildikten sonra olglilerek kaydedildi.

Histopatolojik incelemeler icin alinan koronal kolon dokulari 24-48 saat siireyle %10 tamponlu formalinde tespit
edilecek ve rutin doku takip prosediirlerinden sonra parafine emdirilerek 4um kalinliginda alinan kesitleri HE ile
boyandi ve histopatolojik olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmede; mukoza epitel biitiinliigli, L propriyada
enflamasyon, hiperemi/hemoraji, nekroz ve kript hasari kriterleri dikkate alinarak asagidaki tanimlandigi sekilde
semikantitatif skorlama yapildi (Clin Exp Immunol. 1998 Dec; 114(3): 385-391). Herbir kriter skoru, lezyon yayginhigi
ile carpildiktan sonra, her g kriterin skoru toplanarak toplam skor belirlendi.

Enflamasyon siddeti; O: Yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli

Enflamasyon yayilimi; 0: Yok, 1: Mukoza, 2: Submukoza, 3: Transmural

Kript hasari; O: Yok, 1: Bazal 1/3 hasarli, 2: Bazal 2/3 hasarl, 3: Total kript kaybi, 4: Kript ve yiizey epiteli kaybi
Yizde tutulum; 0: %0, 1: %1-25, 2: %26-50, 3: %51-75, 4: %76-100

3. Hematoksilen Eozin Boyama
Mikrotom kullanilarak 4-5u kalinliginda alinan kesitler, iig seri ksilolde toplamda 5’er dakika siirelerle
deparafinize edildi. Ardindan, kesitler sirasiyla 3 dakika boyunca absolut alkole, 2’er dakika boyunca %96,
%80, %70 ve %50’lik alkolde bekletildi. Alkol serisinden gikan doku preparatlar distile su icerisinde 2 dakika
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bekletildi. Mayer's Hematoksilen sollisyonunda 6 dakika boyunca bekletildi ve sonra akan gesme suyu
altinda yikandi. Daha sonra, 1 dakika boyunca Eosin soliisyonunda bekletilen kesitler, sirasiyla %50, %70,
%80 ve %96 alkol serilerinin her birinde 1 dakika bekletildikten sonra absolut alkolde 3 dakika bekletildi. Son
olarak, 3 seri ksilolde 5'er dakika boyunca bekletildi ve Entellan damlatilarak lamel ile kapatildi. Boyanan
kesitler histopatolojik yonden degerlendirilerek, Leica DMI 5000B mikroskop ve Leica DFC 425C dijital
kamera kullanilarak mikrofotograflari gekildi.

4. Sonuglar
Deney suresince ratlarin canl agirlik degisiminin, baslangig agirliklarina gére % olarak degeri Figiir 1'de verilmistir. Bu
figlirde, wistar albino rat irkina ait eszamanli yas bilylime egrisi de referans olarak gosterilmistir. Buna gére, DSS
uygulamasini 4ncii gliniinden itibaren agirlik kaybinin kolitis ve tedavi gruplarinda %10’un tizerinde sekillendigi tespit
edildi. DSS uygulamasinin 8 nci giinden itibaren ise tedavi grubunda yatay bir seyir izleyerek deney sonuna kadar sabit

kaldigi, ilag uygulanmayan kolitis grubunda ise hafif derecede daha diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir.

Canli Agirlik Degisimi
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Ratlarin feces goriiniimleri, her iki deney grubunda da 5 nci giinden itibaren koyu siyah renkli ve kanla karisik
goriiniimdeydi. Kolitis grubunda, daha sulu ve dagimik goriiniimde olmakla birlikte aniis ¢evresinin feces
bulagik goriiniime sahipti. 10 ncu giinden itibaren ratlarin aniis gevresi ve feces daha ¢ok mukuslu ve agik

kahverengi goriiniime sahipti.
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Kolitis Grubu Kolitis+Tedavi Grubu

Resim 1. Resim 1. Aniis gevresi ve feces goériinimi
Deney sonunda dtenazi yapildiktan sonra kolonlari diseke edilerek, 6lciilen sekum siniri-rektum arasi uzunluklarina ait
veriler asagidaki tabloda gosterilmistir. Buna gore; tedavi grubu kolon uzunluklarinin, tedavi almayan gruba gére
belirgin sekilde daha uzun olduklari gosterilmistir. Makrosopik degerlendirmede ise serozal ylizeyden segilebilir

sekilde hiperemi ve 6dem ile segmental bogumlanma seklindeki daralmalara kolitis grubunda daha belirgin sekilde

rastlandi.

Kolon Uzunlugu

# Kolon Uzunlugu Kolitis  Kolon Uzunlugu Tedavi

1
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Kolitis  Grubu | Kolitis+Tedavi

(cm) Grubu (cm)
1 19 20,5
2 16 19,5
3 19,5 20
Ort 18,16 20,33

Resim 2. Kolitis grubunda kolon

dikkati cekmekte.

uzunlugunun, belirgin sekilde daha kisa
oldugu, sekumdan baglayan daralmalar ile
serozadan segilebilen 6dem ve hiperemi

segmental goriinim.

Resim 3. Kolitis+Tedavi grubunda birbirine
yakin uzunlukta kolon yapisi ve daha ¢ok
distale dogru belirginlesen hafif derecede

Enflamasyon Enflamasyon Kript Hasari Yiizde Tutulum Toplam Skor
Siddeti Yayilimi

Kolitis1 2 1 2 2 10

Kolitis2 2 2 2 2 12

Kolitis3 1 1 2 1 4
Ortalama 8.66

Tedavil 1 1 1 1 3

Tedavi2 1 1 1 2 6

Tedavi3 2 1 2 1 5
Ortalama 4.66

Enflamasyon siddeti; 0: Yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Siddetli

Enflamasyon yayilimi; 0: Yok, 1: Mukoza, 2: Submukoza, 3: Transmural
Kript hasart; 0: Yok, 1: Bazal 1/3 hasarli, 2: Bazal 2/3 hasarli, 3: Total kript kaybi, 4: Kript ve yzey epiteli kaybi
Yiizde tutulum; 0: %0, 1: %1-25, 2: %26-50, 3: %51-75, 4: %76-100
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Resim 4. Villus uzantilarinin kiitleserek yer yer diizlestigi, propriayada siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve kript yapilarinda atrofi ve ileri derecede dejeneratif ve nekrotik degisiklikler.
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Resim 5. Propriyada hafif ve orta dereceli enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve villus epitel
hiicrelerinde yersel dejenrasyon ve dokiilme.
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KOLITIS HISTOPATOLOJIK SKOR

|

Histopatolojik degisiklikler yontiinden degerlendirildiginde, kolitis grubu kolon érneklerinde kolon mukoza epitelinde
deskuamasyon, L.propriyada yogun olarak nétrofil I6kosit, makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu ile az sayida eozinofil
I6kosit birikimleri gozlendi. L. propriya ve submukozal damarlarda hiperemi, fokal hemorajiler ve yer yer subserozal
bolgeye kadar ilerleyebilen 6dem dikkati gekti. En belirgin degisiklikler, villus atrofisi ile kriptlerde atrofik ve kistik
yapilar ile bazi siddetli olgularda total nekroz ile gozden kaybolduklari izlendi.

Kolitis+tedavi grubunda; enflamatuar degisiklikler hafif ve orta siddetli olup, siklikla villuslarin uglarina dogru
lokalizasyon gosteren fokal kiimeler seklindeydi. Villus ylizey epitelinde yine yersel nekrotik degisiklikler ve dokiilmeye
ait bulgularin yanisira, kript epitellerinin belirgin derecede hiperplazik olduklar dikkati gekti.

Sonug olarak, kolon uzunlugunun kolitis grubunda (ort.18,16cm), tedavi uygulanan gruba (ort.20,33) gore belirgin
sekilde daha kisa oldugu, kolon mukozasinda tespit edilen histopatolojik degisikliklerin siddetine gore de; test edilen
triin kullanilan grupta (Zarenca, Gida Onay numarasi 017131-13.04.2023) 4.66, tedavi almayan kontrol grubunda ise
8.66 ortalama lezyon skoru elde edildiginden, deneysel kolitis iliskili lezyonlarin daha diisiik seviyede sekillendigi
yoniinde degerlendirilmistir.
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