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SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL KOLIiT MODELINDE
GLUKAGON LIiKE PEPTID 2’ NiN BAKTERIYEL TRANSLOKASYON
UZERINE ETKISI

OZET

Amac: inflamatuar barsak hastaliklarin patogenezinde epitelyal fonksiyon bozukluklar
ile birlikte proinflamatuar sitokinler, oksidan ajanlar ve kemokinlerin 6nemli rolii
oldugu son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar ile gostermistir. Bu ¢alismada kolit siirecinin
patofizyolojisinden yola c¢ikarak, GLP 2’nin inflamatuar barsak hastaliklarinda
antiinflamatuar etki ve intestinal permeabiliteyi azaltarak bakteriel translokasyon
lizerine etkisi arastirilip kolit tedavisinde yeni bir teropatik ajanin kullanilmasi

amaglanmaktadir.

Materyal ve Metod: Calismada agirliklar1 225-290 gram arasinda degisen, 28—32
haftalik 21 adet erkek Wistar—Albino rat kullanildi. Gruplar randomize olarak her biri
7’ser ratdan olusan 3 gruba (kontrol, kolit ve tedavi gruplari) ayrildi. Kontrol
grubundaki sigcanlara rektal yoldan serum fizyolojik (SF) verildi. Kolit grubuna
trinitrobenzen siilfonik asit ve etanol karistmi (TNBS—-E) rektal yoldan verilerek kolit
olusturuldu. Son olarak, tedavi grubuna ise TNBS-E ile kolit olusturulduktan bir giin
sonra baslanarak 7 gilin boyunca giinde bir defa subkutan olarak ringerli laktat
solusyonu i¢inde ¢ézlinmiis 50 mikrogramg/kg GLP 2 verildi. Yedi giin sonra anestezi
altinda orta hat insizyonla laparotomi yapildi. Oncelikle vena kava inferiordan ve vena
portadan kan 6rnekleri alinip santrifigasyona tabi tutuldu. Ayrica kan kiiltiiri i¢in kiiltiir
sigelerine kan alindi. Es zamanli olarak sol kolektomi yapildi. Kolondaki inflamasyon
makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi ve derecelendirildi. Bakteriyel
translokasyonu degerlendirmek i¢in doku kiiltiirii amaciyla karaciger, dalak, mezenterik
lenf nodlarindan (MLN) doku 6rneklemeleri yapildi. Doku diizeyinde myeloperoksidaz
(MPO), serumda ise tiimor nekroz faktor alfa (TNF—a), plazma endotoksin diizeylerine

bakild:.

Bulgular: Kolit ve tedavi gruplar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda makroskopik ve
mikroskopik acidan belirgin farklilik mevcuttu (p<0.05). Tedavi grubunda doku
diizeyinde Olgiilen MPO diizeyleri kolit grubuna gore anlamli diizeyde distikti

(p<0.05). Serumda calisilan TNF—a ve plazma endotoksin diizeyleri tedavi grubunda
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kolit grubuna gore belirgin sekilde diistiktii (p<0.05). Kolit grubuyla karsilastirilinca,
tedavi grubunda karaciger, dalak, MLN’ler, portal ve sistemik kanda bakteriyel
translokasyon diistiktii (P<0.05). Transloke olan bakteri Escherichia coli, Enterococus

faecalis, Staphylococcus aureus ve Enterobacter agglomerans olarak saptandi.

Sonug: Deneysel olarak TNBS-E ile olusturulmus kolit modelinde uygulanan GLP 2,
histopatolojik, biyokimyasal, mikrobiyolojik parametrelere bakildiginda inflamasyonu

ve bakteriyel translokasyonu belirgin diizeyde azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Glukagon like peptid 2, Deneysel kolit, Bakteriyel translokasyon.
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EFFECTS OF GLP 2 ON BACTERIAL TRANSLOCATION IN AN
EXPERIMENTAL COLITIS MODEL ON RATS

ABSTRACT

Aim: Studies have shown that impairment in inflammatory bowel disease (IBD) along
with proinflammatory cytokines and chemokines have important roles in pathogenesis
of IBD. Based on the phatophysiology of colitis, this study aimed to invest a new
therapeutic agent in treatment of colitis by studying an agent —glukagon like peptide 2—
having anti—inflammatory effects and decreasing bacterial tanslocation in inflammatory

bowel disease.

Materials and Methods: In this study, 28-32 weeks aged 21 Wistar albino male rats
weighing 225-290 gr were used. Rats were randomly divided into 3 groups each
including 7 rats (control, colitis and treatment groups). Normal saline (SF) was given to
control group rectally. Trinitrobenzene sulfonic acid and ethanol mixture (TNBS-E)
was instilled rectally for colitis formation in colitis group. Finally, for the treatment
group, after instillation of TNBS-E, beginning from first day, 50 mcg/kg GLP 2
involved in lactated Ringer’s solution administered subcutaneous once a day during 7
days. A midline laparotomy was performed on the 7th day. Firstly blood samples were
taken from vena cava inferior and vena porta and santrifugated. The blood sample for
blood culture taken and the left colon was resected. Microscopic and macroscopic
findings of colonic inflammation were evaluated and graded. Myeloperoksidase (MPO)
levels in colonic tissue, tumor necrosis factor—a (TNF—a) and endotoxin levels of blood

samples were measured.

Results: Macroscopic and microscopic grades, in colitis and treatment groups’ were
statistically different (p<0.05). In the treatment group, tissue MPO levels were
significantly lower than colitis group (p<0.05). TNF—a and plasma endotoxin were
decreased significantly in treatment group when compared to colitis group (p<0.05). In
treatment group, in liver, spleen, mesenteric lenf nodes, portal and sistemic blood
samples, bacterial translocation were lower when compared to colitis group (p<0.05).
Escherichia coli, Enterococus faecalis, Staphylococcus aureus and Enterobacter

agglomerans were identified as translocated bacteria.



Conclusion: According to histopathological, biochemical and microbiological findings,
administration of GLP 2 reduced the inflammation and bacterial translocation

significantly on formated TNBS—E colitis rats.

Key words: Glukagon like peptide 2, Experimental colitis, Bacterial translocation.
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1. GIRIS ve AMAC

Inflamatuar barsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal sistemi tutan ve hastanin yasam
kalitesini etkileyen hastaliklardir. Inflamatuar barsak hastaliklarinin patogenezinde
immiin sistemin, genetik yatkinhigin ve c¢evresel faktorlerinin rol oynadig
diistiniilmektedir. Son yillarda bu hastaliklarin goriilme sikliginda belirgin bir artis
dikkati ¢ekmektedir. Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastaligi (CH), iBH olarak
degerlendirilmekte ve benzerliklerinden dolay1 ayni1 grupta incelenmektedir. Etkilenen
dokuda inflamatuar hiicre goc¢li ve sitokinlerin etkisiyle ilerleyici doku yikimi

gelismektedir (1).

Inflamatuar barsak hastalifmin etyolojisi hala netlik kazanmamistir. Etyopatogenezde
bircok faktériin beraber rol oynadigi diisiiniilmektedir. Genetik yatkinligi olan
bireylerde cevresel faktdrlerin de etkisiyle gastrointestinal sistemde (GIS) kontrol dis1
ve yaygin inflamasyon sonucunda barsagin bariyer fonksiyonlarinda meydana gelen
degisiklikler IBH’nin patogenezini acgiklamaya ydnelik en akla yatkin teoridir (2).
Inflamatuar barsak hastaliginda oksidatif stres, potansiyel ve/veya tetikleyici etyolojik
faktordiir. Inflamasyonun ilerlemesinde reaktif oksijen molekiillerinin zararli etkileri
tam olarak kanitlanmistir. Inflamatuar barsak hastaliklarinda, yapilan birgok insan ve
deneysel hayvan caligsmalarinda intestinal mukozada oksidatif stresin arttig1, plazmada
ve kolon mukozasinda glutatyon peroksidaz (GPx), miyeloperoksidaz (MPO),
stiperoksid dismutaz (SOD) gibi hiicre i¢i antioksidan enzimlerin aktivasyonunun arttigi
ve anti—oksidan (vitamin C ve E, selenyum, glutatyon,  karoten gibi) maddelerin

seviyesinin azaldig1 saptanmigtir (3).



Gastrointestinal epitel, interstisyumdaki su dengesini saglayan ve intestinal liimenle
bunun arasinda bariyer olusturan yapidir. Inflamatuar barsak hastaliklarinda, intestinal
mukozal bariyer, inflamasyon ve iilserasyon ile bozulmustur. Bu durumda, enterik
bakteriler ve {irlinlerinin barsak duvarindan extra—intestinal steril bolimlere gegisi
gerceklesebilir. Bakteriyel translokasyon inflamatuar hastaliklarin intraabdominal abse
veya peritonit gibi sekonder enfeksiyonlarima neden olabilir. Endotoksemi ve onun
cesitli hastaliklarla iligkisi ile baglantil1 olarak, artmis intestinal epitelyal permeabilite
klinik relapstan Once gelir ve permeabilite degisikliginin hastalik reaktivasyonunda

erken bir durum olabilecegini gosterir (4).

Inflamatuar barsak hastaliklarinin tam patogenezi az bilinmektedir. Ancak IBH’nin
immiin sistem, genetik hassasiyet ve g¢evre etkilesimi ile ilgili oldugu konusunda
kanitlar bulunmaktadir. Bazi1 ¢alismalarda IBH inda Glukagon like peptid 2(GLP 2)’nin,
ASA (Asetil Salisilik Asit) ile kombine tedavisinin kolonik mukozal bariyere koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (5).

Bir ¢alismada, GLP 2’ nin intestinal permeabiliteyi azaltarak nekrotizan pankreatitte
bakteriel translokasyon iizerine etkisi arastirllmistir. Bu ¢alismada pankreatit
modelindeki intrinsik kisitlamalardan dolayi, akut pankreatitli si¢canlar GLP 2
analoguyla 3 giin tedavi edilmistir. Ince barsak kalinligi artist ve kript-villus
yiiksekliginin istatistiksel olarak 6 giin sonra anlamli olusuna ragmen, GLP 2 analogu
intestinal permeabiliteyi 3 giin sonra belirgin olarak azaltarak bakteriel translokasyonu
rolatif olarak Onlemistir (6). Bir baska calismada GLP 2’nin IL-10 dan bagimsiz

antienflamatuar etkisi de gosterilmistir (7).

Bizim g¢alismamizda da kolit siirecinin patofizyolojisinden yola ¢ikarak, GLP 2’nin
IBH’1nda anti enflamatuar etkisi ve bakteriel translokasyon iizerine etkisi arastirilip
kolit tedavisinde yeni bir teropatik ajan olarak kullanilip, kullanilamayacagi

degerlendirilmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KOLON ANATOMISI

Kolon ileogekal bileskeden baslayip aniise kadar uzanir. 130-150 cm uzunlugunda 2.5—
8.5 cm ¢aptadir. Cekum ile terminal ileum arasinda iliogekal kapak bulunur. Bu kapak
sayesinde kolonik icerigin ileuma gecisi engellenir. Longitudinal kas lifleri bir araya
gelerek tenya omentalis, tenya libera, tenya mesokolika denilen ii¢ ayr1 bant olusturur.
Sirkiiler kas lifleri ise haustra denilen keselenmeleri meydana getirir. Pilika semilunaris
denilen hilal bi¢imli yapilarla haustralar birbirinden ayrilirlar. Appendices epiploika ise

tenyalara tutunan periton kapl yagl ¢cikintilardir.

Kolon duvan sirasiyla igten disa; mukoza, submukoza, icte sirkiiler kaslar, dista
longitudinal kaslar, serozadan olusur. Kolon; ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen

kolon, sigmoid kolon, rektum olmak iizere kisimlara ayrilir.

Omentum transvers kolonun iist kenarina tutunur. Cikan kolon, inen kolon, hepatik ve
splenik fleksura arka yiizleri genellikle retroperitonealdir. Cekum, transvers kolon,

sigmoid kolon ise intraperitonealdir (8).

Cekum; kolonun ilk pargasi olup, sag iliak fossada yer alir. Alt1 cm uzunlugunda, 7.5
cm c¢apindadir. Arka ylizde psoas major ve muskularis iliakus ile komsudur. Tenyalar
cekum posteromedialinde appendices vermiformisin yapistig1 yerden baslar. iliocekal

valvin ileum tarafinda villuslar bulunur.

Cikan kolon; ¢ekum ile hepatik fleksura arasindaki 15-20 cm’ lik kisimdir. Karaciger
alt komsuluguna uzanir ve sola 6ne donerek transvers kolonu olusturur. Arkada iliak

kaslar, muskulus quadrato lumborum ve sag bobrek ile komsudur.
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Transvers kolon; hepatik fleksuradan baglayarak splenik fleksuraya dogru transvers
sekilde uzanir. Yaklasik 50 cm’ dir. Hepatik fleksurada duodenum 2. pargasi ve
pankreas basi ile komsudur. Gastrokolik ligaman ile mideye baglidir. Omentum majusa

tamamen yapigiktir. Dalagin hemen inferiorunda splenik fleksuray1 olusturur.

Inen kolon; splenik fleksuradan itibaren 25 cm’ lik kismini olusturur. Sol iliak fossada
yerlesir. Sol bobrek dis kenari, muskulus psoas major, muskulus quadratus lumborum

ile komsudur.

Sigmoid kolon; rektum ile inen kolon arasindaki 40 cm’ lik kisimdir. Promontoryumun
hemen oOniinde rektosigmoid bileskeyi olusturur. Rektosigmoid bileske yakininda

tenyalar net goriilmez, appendices epiploikalar kaybolur.

Rektum; promontoryumun hemen Oniinde baslar. Sakrum ve koksigsin egimine bagl
asag1 ve arkaya dogru yonelir. Sakral bolgeyi gecip pelvik diafragmada antis ile birlesir.
Ondort cm uzunlugunda 4 cm genisligindedir. Haustra, appendices epiploika, tenya

icermez. Ust 2/3” liikk kismi periton ile drtiiliidiir.
2.2. KOLON FiZYOLOJiSi

Kolon, sindirim artiklarinin deposu ve iletim kanali yaninda sodyum ve kloru emer,
potasyum, bikarbonat ve mukus salgilar. Bu da karbonhidratlarin, proteinlerin sindirimi
icin ve K vitamininin bakteriyel iiretimini saglayan ortamin olusturulmasi igin

gereklidir. Kolonda belirlenen fizyolojik olaylar:
2.2.1. Su ve Elektrolit Degisimi

Kolonun major emici fonksiyonu barsakta su ve elektrolit dengesini diizenlemektir.
Kolon su ve elektrolitlerin % 90’ indan fazlasin1 emerek enterik igerigin hacmini azaltir.
Giinde yaklagik 8 litre stvinin 6.5 litresi incebarsaklar tarafindan 1.4 litre kadar sivi ve
200 mEq kadar sodyum ve klor kolon tarafindan emilir. Yiiz cc kadar siv1 feges ile
disart atilir. Kolon giinlik absorbsiyon kapasitesini 56 litreye c¢ikarabilir. Eger
incebarsaklarin gilinliik absorbsiyon kapasitesi 2 litreden az olursa kolonun sivi emme

giicii agildigindan fekal su miktar1 artar ve klinik olarak diare ortaya cikar.

Kolon yiiksek konsantrasyon gradiyentine karsi sodyum absorbe edebilme yetenegine
sahiptir. Ozellikle distal kolonda bobregin distal tiibiillerindeki benzer temel hiicresel

mekanizmalarla sodyum ve su transportu gerceklesir. Kolon giinliikk 400 mEq sodyum



emebilme kapasitesine sahiptir. Dehidratasyon sirasinda aldosteron stimiilasyonuna
kolonik cevap 6nemli kompansatuar mekanizmadir. ileostomili hasta bu absorbsiyon

kapasitesini kaybeder, bu yiizden artmis sodyum kaybini1 tolore edemez.

Aldosteron ve glukokortikoidler apikal membran permeabilitesinin sodyuma kars1
gecirgenligini arttirarak absorbsiyonunu arttirir. Bu nedenle ilseratif kolitli hastalara
tuzsuz diyet Onerilmektedir. Kolondaki potasyum gecisi sodyumun aktif transportu
sonucu olusan elektrokimyasal gradiente gore pasif olarak gerceklesir. Potasyum

sekresyonu, liimendeki konsantrasyon 15 mEq’ den daha az oldugu siirece devam eder.

Bu diizey altinda ise potasyum sekresyonu durur ve absorbsiyonu baglar. Aldosteron ve
epinefrin sodyum ve potasyum sekresyonunu arttirirken, betanekol azaltir. Klor,
konsantrasyon gradientine karsi kolon mukozasindan aktif emilir. Klor ve bikarbonat
liiminal ylizeyde degisime ugrar. Liimende asidotik ortam varsa klor absorbsiyonu artar.
Bu da bikarbonat sekresyonunu arttirir. Ureterosigmoidostomili hastalarda iiriner klor
absorbsiyonu ve asir1 bikarbonat sekresyonu nedeniyle metabolik asidoz ve
hiperkloremi gelisebilir. Klor konsantrasyonu %25 oraninda bikarbonat degisimi, %75

oraninda notral NaCl absorbsiyonu ile olur.

Besinlerin aktif emilimi minimal olsa da kolon, emilmemis karbonhidratlardan
intraluminal bakteriyel fermentasyonla olusan kisa zincirli yag asitlerini pasif olarak
emebilir. Emilmis butirat, asetat ve propionat gibi kisa zincirli yag asitleri kolonik
epitelin yakit kaynagidir. Olusan enerji aktif sodyum transportunda gereklidir. Ulseratif
kolitli hastalarda kisa zincirli yag asitlerinin metabolizmasinin bozulmasi sonucu
sodyum absorbsiyonu bozulur. Bu hastalarda, intraluminal kisa zincirli yag asitleri

fayda saglayabilir.

Kolonik bakteriler protein ve iireyi parg¢alayarak amonyak olusturur. Amonyum iyonlari
bikarbonat ile reaksiyona girerek noniyonize amonyak olarak kolon mukozasi ile
karacigere taginir. Kolon liimeni asidotik ise amonyak emilimi azalir. Orta spektrumlu
antibiyotik, lavman, miishil kullanimi kolondaki bakteri miktarini1 azaltarak amonyum
tretimini azaltir. Karaciger yetmezligi olan hastalarda kullanilabilen tedavi

yontemlerindendir.

Bakteri, enterotoksin, vazoaktif intestinal polipeptid, ndrotransmitter, laksatifler

kolondaki sivi ve elektrolit sekresyonunu uyarir. Vazoaktif intestinal polipeptidin



kolondaki su absobsiyonunu 6nledigi saptanmustir. Ulseratif kolit ve laksatiflerle olusan

diarede prostoglandinler kolondaki sekresyonun artigina neden olur (9).
2.3. KOLON MiKROFLORASI

Dogumda insan kolonu sterildir. Ancak saatler i¢inde barsaklar agizdan aniise dogru
kolonize olur. Neonatal donem ve hayatin ilk aylarinda mide—barsak kanalina bakteriler
yerlesmeye baslar ve zamanla gastrointestinal kanalin degisik yerlerinde

kompozisyonlar1 farkli olan mikroflora olusur.

Kalin barsak, feces kuru agirliginin 1/3” iinli olusturan yogun bakteri populasyonunu
barindirir. Fegesin her grami 10'-10' bakteri igerir. Anaerobik bakterilerin aerob
bakterilere orant 1/1000 kadardir. Bacteriodes tiirleri en sik rastlanan kolonik
organizmalardir. Fegesin mm®’iinde 10''-10'2 arasinda bulunurlar. Escherichia coli ise
milimetre kiipte 10'° kadar bulunur. Mide—barsak liimeni igerigi, konagin metabolik
stireclerine ve immiinolojik yanitina da miidahalede bulunan aktif bir mikrobiyolojik

ekosistemdir (10).

Normalde barsak mukozasimnin kalitsal olarak sahip oldugu yapisal ve fonksiyonel
Ozellikleri, liimendeki bakterilerin mukozaya kolonize olmalarina ve barsak duvarmni
invaze etmelerine engel olur. Enterik immiin sistem ile mikroorganizmalar arasindaki

dengenin bozulmasi, kronik inflamatuvar barsak hastaligini baglatan siireci tetikler.

Inflamatuar Barsak Hastaliginda barsak liimenindeki bakteri sayisinin arttigina ve flora

kompozisyonunun degistigine ait bilgiler vardir (11,12).

Ulseratif kolitli hastalarin feceslerinde adeziv ve invazif 6zellikleri olan Escherichia coli
saptanmustir (13). Yapilan ¢alismalarda UK hastalarinin barsak florasinda Bacteriodes
vulgatusun en sik izole edilen ve konsantrasyonu en yiiksek olan bakteri oldugunu ve bu
hastalarin serumlarinda Bacillus vulgatus, Bacillus fragilis ve Clostridium romasum
aglutinin titrelerinin de yiiksek bulundugunu bildirmislerdir. Inflamatuar barsak
hastalarinda siddeti arttikca mukozal bakteri konsantrasyonunun yiikseldigi de

bildirilmistir (14).

Endojen kolon bakterileri sindirilmeden gecen karbonhidrat ve proteinlerin yikiminda
onemli rol oynarlar. Ayrica enterohepatik dolagim ile yeniden kazanilan birgok
maddelerin (bilirubin, safra asitleri, dstrojen, kolestrol) metabolizmasinda gorev alir. K

vitamini gibi gerekli maddeleri tiretirler.



2.4. INFLAMATUVAR BARSAK HASTALIGI (iBH)

Inflamatuar Barsak Hastalig1 etiyolojisi tam olarak bilinmeyen iilseratif kolit (UK) ve
Crohn hastalig1 (CH) klinik formlarindan olusan hastaliklardir. Ulseratif kolit, mukozal
tilseratif kolit, idiyopatik tlseratif kolit olarak da adlandirilir. Kolon mukozasini tutan,
barsak fonksiyonlarinda degisiklik ve intestinal inflamasyon semptomlar1 olusturan

inflamatuvar bir siirectir.

Crohn Hastaligi, once kronik interstisyel enterit olarak adlandirilmis, daha sonra
segmenter kolit, rejyonel enterit, terminal ileit, graniilamatdz kolit, transmural kolit
olarak da adlandirilmistir. Crohn Hastalig1 anilisden agiza kadar tiim gastrointestinal
sistemi tuttugu bilinmekte, barsak dis1 bulgular kolonik bulgulardan &nce

gorilebilmektedir.

Her iki hastalik da daima kronik bir sekilde alevlenme ve iyilesme donemleri ile

karakterizedir.

Etiyoloji tam olarak bilinmemekle beraber, inflamatuvar hiicre ve sitokinlerle olusan
inflamasyondan kaynaklandig1 ileri siiriilmektedir (15). Etyolojik olarak genetik,

immiinolojik ve ¢evresel faktorler degerlendirilebilir (16).

Genetik Faktorler: Bati Avrupa, Kuzey Amerika, Yahudi, Japon topluluklarinda ve
beyaz irkta sik goriilmektedir (17). Baz1 genler de genetik yatkinligin saklandigi ve
cevresel faktorlerin bunlar1 modiile ettigi ileri stiriilmektedir. HLA DR-2, HLA DR-
B1-0103, DR-12 bu gruplardan sayilabilir. Ulseratif kolitli hastalarda HLA DR-—
B1*1502 aleli ile pozitif bir iliski, DR B1*13 aleli ile negatif bir iliski saptanmustir.
Ayrica PANCA’s1 pozitif hastalarda HLA DRB1*0701, PANCA negatif hastalarda
HLA DRB1*1502 daha sik goriiliir (18, 19). Human Lokosit Antijen sistemi yanisira
proinflamatuvar ve regulatuvar sitokinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmin de etkili

olabilecegi yoniinde arastirmalar mevcuttur.
Cevresel Faktorler:

—Sigara: Ulseratif kolit’e kars1 koruyucu, CH’m ise uyarict ve alevlendirici etkisi

bulunmaktadir.

—Apendektomi: Ulseratif kolit” e kars1 koruyucu etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir.



—Diyet: Karbonhidrat, nisasta ve rafine sebze kullanimi, asir1 yag alimi, meyve ve sebze
lifli gida alimi, fast food tipi beslenme, kahve, alkol, tahil, hububat, anne siitiiniin

etiyolojideki roliine ait celiskili yayinlar mevcuttur.

—Yiiksek sosyoekonomik diizey ve hijyen: Ulseratif kolit sosyoekonomik diizeyi yiiksek
kisilerde goriilmektedir. Gelismis iilkelerde daha sik goriiliir.

—Nonsteroid antiinflamatuvar ila¢ kullanimi: Bu ilaglar UK’ i agirlastirmakta ve inaktif

ilseratif proktokoliti presipite ederek tekrarlamasina neden olmaktadir.

—Mevsimsel degisiklikler: Ulseratif kolit’in &zellikle aralik aymda pik yaptii tespit
edilmistir. Ulseratif kolit ilkbahar ve sonbaharda, CH ise kis ve sonbaharda niiks

etmektedir.
—Solak olma: Inflamatuar barsak hastalig1 solak insanlarda daha sik goriilmektedir.
—Stres: Hastalarin psikolojik durumu ve stresle hastaligin alevlenmesi daha fazladir.

~Mikrobiyal nedenler: Hemen hemen tiim UK’li hastalarda bakteri, viriis ya da
mantarlara kars1 sinirli miktarda antikorlara rastlanmaktadir. Yapilan calismalarda IBH’
da hastalarin barsak mukozasi onemli bakteri igerir. inflamatuar barsak hastaliginin

siddeti arttikca mukozal bakteri konsantrasyonunun da yiikseldigi bildirilmistir (20, 21).

Crohn hastalig1 alevlenme doneminde siklikla Yersinia enterocolitica ve Myobacterium
tuberculozis suslar1 identifiye edilebilmektedir. Benzer sekilde campylobacter, shigella,
amip ya da cytomegaloviriis (CMV) enfeksiyonlar1 UK ile benzerlik gosterebilmektedir.
Crohn hastalig1 i¢in patogonomik oOzellikte olan graniilomlar enfektif ajanlarin
kendilerinin ya da antijenik 6zellikte olan partikiillerinin doku icerisindeki birikimlerle
ve reaktif antijenlerde saptanan graniilomlarla benzerlik gostermektedir. Bu olgular da,

inflamasyona olan immiin yanit1 uzatarak, doku yikimini arttirdigi bildirilmektedir.

Paramiksoviriisler i¢in de benzer teoriler mevcuttur. Infeksiydz teoriyi destekleyen bir
baska nokta UK’ li hastalarin kolon mukoza hiicrelerinin niikleus i¢i ve stoplazmik
kompartmanlarindan Epstein—Barr ve herpes virlisline ait inkliizyon cisimciklerinin %
75 oraninda izole edilebilmesidir. Sitomegaloviruslerin neden oldugu anti CMV

antikorlar1 bu hastalarda siklikla yiiksek bulunmustur (22).

Immiinolojik Faktérler: inflamatuar barsak hastaligindaki defektlerden biri ve belki

de en 6nemlisi barsak epitel gecirgenliginin artmasi ve normalde bu bariyeri gecemeyen
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antijenlerin ve proinflamatuvar molekiillerin barsak epitelini gecebilmesidir. Musin
yapisindaki degisiklikler de bu olaya katkida bulunur. Barsak epitelinin iltihabi olay1
baslatmadaki rolii bir taraftan antijen sunan hiicreler olarak major histokompatibilite
kompleksi araciligryla T hiicrelerine sunmak, diger taraftan da antijenler araciligiyla
uyarilan sitokin, kemokin ve diger proinflamatuvar maddelerin meydana getirdigi
inflamasyonu dalga dalga yaymaktir. Sitokinler; TNF-alfa, IL-6, IL-10,
proinflamatuvar etkili olanlar; TNF-alfa, IL—1r, IL-2, IL—-6, IL-8, IL12 artmis, IL-10,
IL—1ra, IL-4, IL-13 azalmistir. Bu mediatorlerin ates, hiperalbuminemi, CRP artis1 gibi
sistemik etkileri vardir (23-25). Normalde kolon epitelinde CDS8 (supresor) T lenfositler
hakim iken, IBH epitelinde CD4 (helper) T lenfositlerin hakimiyeti gdsterilmistir.

Antijen sunan hiicre MHC I ve II ile T-helper reseptorii iligskisi T hiicre cevabinin
niteligini belirler. Inflamatuar barsak hastaliginda enterositler antijen sunan hiicreler
olarak gorev yaptiklarinda normal insandakinin aksine T hiicre toleransi aktivasyonu

meydana gelmektedir (20).

Epitel hiicreleri veya icerdikleri partikiiller inflamatuvar yanit1 tetikleyerek
makrofajlardan sitokinler (TNF—a, IL-2), hiicreleri sitotoksik hale getirmekte,
proliferasyonunu uyarmaktadir. Bu yanit 6zellikle T hiicreleri ve B hiicrelerini stimiile
ederek hem 06zgiil olmayan sitotoksik etkiyi hem de 6zgiil antikor yapimini arttirarak
antikora bagimli sitotoksisiteyi alevlendirir. Sonucta lenfositlere ek olarak diger
l6kositlerin katilimiyla birlikte arasidonik asit metabolizmasindaki {iriinler ve serbest

oksijen radikalleri nedeniyle doku yikimi1 olusur (26).

Inflamatuar barsak hastaliginda semptomlar birbiriyle cakisir ve cogunlukla barsak
inflamasyonuna iliskindir. Inflamasyonun derinligine ve bulundugu barsak bdlgesine
gore semptomlar farklilik gosterir. Ulseratif kolit’de en 6nemli yakinma gece giindiiz
devam eden kanli, mukuslu ve cerahatli ishaldir. Ozellikle karin alt kisimlarinda
lokalize kramp tarzinda agrilar ile beraberdir. On ile yirmi arasinda degisen defekasyon
mevcuttur. Ates, tenesmus, kilo kaybi, malnutrisyon diger goriilebilen klinik

belirtilerdir.

Crohn hastaliginda belirti ve bulgular ¢ogu zaman siliktir. Tipik hasta 20—40 yaslarinda
uzun siiredir karin agrisi, ishal, kusma ve kilo kayb1 olan geng eriskindir. Karmn agrisi

patlayici, yemeklerle birlikte veya nokturnal ishal ve tam olmayan barsak obstriiksiyonu



mevcuttur. Anorektal ve perianal CH’da, kanama, fistiiller, apseler, fissiirler, agril cilt

lezyonlari, inkontinans, tenesmus diger goriilebilen klinik belirtilerdir.

Patolojik olarak UK en sik pankolit seklindedir. Hastalik barsak duvarinda mukoza ve
submukozayi ilgilendirir. Kronik olgularda serozal ylizey eksuda ile ortiiliidiir. Kolon
haustrasyonu azalir. Erken déonemde mukoza tabanda dokiilen liberkiihn kriptalarinda
yuvarlak hiicre ve polimorf niiveli 16kosit infiltrasyonu ve buna bagli olarak gelisen
kript apseleridir. Mukoza kalinlasir, {izeri graniilasyon dokusu ile kaplidir. Odemli ve
fragil mukoza kolaylikla kanar. Ileri evrede barsak ekseni istikametinde uzanan iilserler
goriiliir. Ulserli kisimlar arasindaki saglam mukoza kabarir, 5dem iltihap nedeniyle siser

ve polipoid (yalanci polip, pseudupolip) bir goriiniim alir.

Crohn hastalig1 ise gastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde goriilebilirse de en sik
terminal ileumda goriliir. Birbirinden bagimsiz, arada saglam alanlarin da oldugu
hastalikli bolgeler hem proksimaldeki kisimlarda hem de distaldeki kolonda siklikla
bulunur. Tiim katlariyla barsak duvarini tutan transmural bir hastaliktir ve lineer ilserler
gelisir. En 6nemli patolojik bulgu submukozal ve subserozal fibrozis ve bunun neden
oldugu darliklardir. Barsak duvari kalinlagir, limen daralir ve serozal yiizey sarkoid
graniiler hal alir. Mukozada hastaligin ilerlemesiyle biiyliyen iilserler olusur. Segmental
tutulum goriliir. Fistiiller siktir. Sonug olarak inflamasyon veya iilserle epitel
bariyerinin zarar gormesi, bakteriyel savunmanin hasarlanmasi, kolonizasyon
rezistansinin hasarlanmas1 mekanizmalarindan en az ikisi IBH’ nim belitleyici

nitelikleridir (27).

Inflamatuar Barsak Hastaliginda tedavi etyoloji tam belli olmamasi nedeniyle
semptomatiktir. Medikal tedavide 5—aminosalisilat tlirevleri, immiinosiipresif ajanlar ve

kortikosteridler kullanilmaktadir (28).
2.5. BAKTERIYEL TRANSLOKASYON

Bakterilerin intestinal translokasyonu, gastrointestinal mikrofloranin lamina propria
boyunca lokal mezenterik lenf diiglimlerine (MLN) buradan da diger organlara
(karaciger, dalak gibi) gecmesidir (29). Daha sonra enterik bakteri sistemik dolasima
gecerek tlim viicut boyunca yayilabir ve sepsis, sok, multiorgan yetmezligi ve 6liime
neden olabilir. Bu ge¢is normal sartlarda olusmaz. Yanik, aglik, barsak tikanmasi,

cerrahi travma, anestezi, safra yolu tikanikligi, sok gibi durumlarda barsak bariyer
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fonksiyonunun ve mukozal biitiinliigliniin bozulmasi, bakterilerin absorbsiyonunu
arttirarak barsak disina ¢ikmasina, baska organlara bakteriyel translokasyonuna neden

olmaktadir.

Barsak icinde kolonize bakterinin intestinal mukozayr gecerek sistemik dolasima

gecmesini engelleyen bazi savunma mekanizmalar1 mevcuttur, bunlar:
¢ Mukoza epitelinin fiziksel bariyer fonksiyonu,
¢ Limen igindeki bakteri ile intestinal epitel arasindaki mukus tabakasi,

¢ Sekrete edilen IgA’ nin bakteri duvar iizerindeki epitelyal yapisma bolgelerini

bloke etmesi,

% Intestinal peristaltizmin bakterinin uzun siire intestinal mukoza ile temasinmn

engellemesi,
* Mukozay1 olusturan epitel hiicrelerinin aralikli olarak dokiilmesidir.

Tiim bu lokal savunma mekanizmalar1 normal barsak florasinin kolonizasyonunu saglar.
Barsak bariyerinin ilk komponenti intestinal mikrofloradir. Anaerobik bakterilerin
potansiyel patojen bakterilerin asirt ¢ogalmasinin smirlanmasi ve bu bakterilerin

yapismasini engellemesine kolonizasyon direnci denir (30).

Genis spektrumlu antibiyotikler ile anaerobik flora degisiklige ugrarsa, bu koruyucu
mekanizma kaybolur (31). Potansiyel patojen bakteriler epitele direkt tutunarak
bakteriyel translokasyona neden olabilirler. Bakterilerin normalin {izerinde artiginin

engellenmesi bu nedenle 6nemlidir.

Gastrointestinal sistemde diger 6nemli bir savunma mekanizmasi da esas elemant musin
olan normal mukoza tabakasidir. Musin, goblet hiicrelerinden salgilanan yiiksek
molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Miik6z tabakada submukozal plazma hiicrelerinden
salgilanan sekretuvar IgA’ y1 da igeren bir grup koruyucu ihtiva eder. Miikoz tabaka
anaerob mikroorganizmalarin lireyebilmesi i¢in uygun bir ortam hazirlar ve potansiyel
patojen mikroorganizma lokalizasyonunu engeller. Miikdz tabakadaki degisiklikler

patojenik bakterilerin epitel hiicre ylizeyine tutunmasina neden olur (32).

Barsagin kolumnar epiteli, goblet hiicreleri, lenfositler ve M hiicreleri gibi 6zel hiicreler
normal epitel hiicresinin yap1 ve fonksiyonunun ve siki junctionlarinin korunmasi
bakterilerin transepitelyal ve transseliiler go¢iinii 6nler. Normal intestinal peristaltizm de
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onemli savunma faktoriidiir. Ileus gibi staz hiicrelerine yapigmasi ile koruyucu

mekanizma kirilabilir (33).

Barsagin immiinolojik bariyeri; peyer plaklar, lenf folikiilleri, lamina propria
lenfositleri, mezenterik lenfoid hiicreler ve lamina propriadaki plazma hiicrelerinden
salgilanan salgisal IgA’ dan olusur. Salgisal IgA enterositlere bakterilerin yapismasini
engeller. Antijenik uyar1 sonrasinda olusan T ve B lenfositleri payer plaklarindan

ayrilarak MLN’ e oradan da lenfatikler yoluyla viicudun ¢esitli bolgelerine giderler (34).

Diger bir koruyucu mekanizma da barsak—karaciger aksidir. Bu sistem Oncelikle

endotoksin translokasyonunu engeller. Bakteriyel translokasyonu etkileyen faktorler ise:

—Barsak flora bakterilerinde asirt ¢ogalma; Antibiyotik kullanimi, aglik, yanik gibi
durumlarda barsak florasinin stabilitesi bozularak mikroflorada artig goriiliir. Bu da
bakteriyel tranlokasyonla sonu¢lanmaktadir (35). En sik izole edilen bakteri Escherichia

colidir (36).

—Immiin savunmada azalma; Bakteriyel translokasyonu uyaran temel faktdr immiin
sistemin fonksiyon bozuklugudur. Immiin sistemi herhangi bir nedenle baskilanmis
hastalarda barsak bakterileri sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Atimik farelerde
mezenter lenf diiglimiinde %50 translokasyon oldugu gosterilmistir. Bu da T
lenfositlerin translokasyonda rol aldigmi gostermektedir. Metotreksat, 5—flurourasil,
siklofosfamid gibi immiin sistemi baskilayan ilaglar da bakteriyel translokasyonu

uyarmaktadir ( 37, 38).

—Barsak mukoza bariyerinde artmis gecirgenlik; Yas arttikca bakteriyel translokasyon
oran1 azalmaktadir. Yenidoganda barsak bariyeri tam olarak gelismedigi i¢in
bakterilerin yapismasina ve molekiillerin gecisine izin verirler. Heniliz T lenfositler de

olusmamistir. Bu nedenle barsaktan diger doku ve organlara yayilim kolaylasir (16).

—Aclik; Aclikta barsagin kan akimi azalir, incebarsak kitlesi azalir. Katekolaminler gibi
vazoaktif hormonlarin diizeyi artar. Bu da barsak mukozasinda hasara yol acarak
bariyerin biitiinliigiinii bozar. Hiicresel ve hiimoral bagisiklik azalir, fagositoz azalir.

Sonucta barsak permeabilitesi artarak bakteriyel translokasyon gerceklesir.

—Yanik, travma, cerrahi stres; Aclikla ayni degisiklikler meydana gelir, immiin sistem
baskilanir, stres hormonlar1 artar, barsak kan akimi azalir ve sonugta barsak bariyeri

bozularak bakteriyel translokasyon olusur.
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—Kolestaz; Safra yollarinda tikaniklik sonucunda meydana gelen, retikiiloendotelyal
sistem fonksiyonlarinda bozulma, immiin sistemin baskilanmasi, barsak duvarinda
oksidatif hasar, barsak mukozasinin yap1 ve fonkiyonundaki degisiklikler bakteriyel

translokasyon ile sonuclanir.

Inflamatuar bagirsak hastaligin da barsak duvarinda hasarlanma nedeniyle bakteriyel
florada eksilmeler meydana gelebilir ve barsak disi alanlara enterik bakteriler gegebilir.
Sistemik endotoksemiye neden olabilir. Sistemik endotoksemi UK ve CH’nda
gosterilmistir. Bakteriyel translokasyonun IBH’ da elektif cerrahisinde meydana gelen
sepsisin  yliksek insidansin1 aciklayabilecegi ve bu sartlarda meydana gelen
karacigerdeki histolojik ve biyokimyasal hasarlara katkida bulunabilecegi One

stiriilmiistiir (27).

Ulseratif Kolit ile birlikte portal bakteriyemi ve salinan bakteriyel iiriinler, toksinler
kolonik mukoza inflamasyonunda 6nemli rol oynar. Her zaman endojen bakteriyel flora
siddetli inflamatuvar durumlarda bakteriyel translokasyonun temelini olusturur.
Intestinal bakteri ¢ogalmasi intestinal permeabiliteyi arttirir ve bu da sepsisden

sorumludur.

Bakteriyel translokasyonun ilerlemesinde fiziksel bariyerin dnemli bir faktoér oldugu
goriilmiistiir.  Proinflamatuvar  proteinler olan  kemokinlerin, inflamasyonun
baslamasinda 6nemli bir rolii vardir. Infeksiyon ve immiin hastaliklarda bu spesifik

sitokinlerin patojen ve patolojik progeslere, genel hiicresel infeksiyona neden olur.

Kemokinler, inflamatuvar hastaliklarda 6nemli bir role sahip olup aracilik ederler. Cogu
calismada kemokinler IBH’ nin immiinopatogenezinde énemli role sahip oldugu iddia

edilir (16).

Normal kolonik floradaki degisiklikler selliller immiinite bozuklugu, intestinal
mukozada injuri, immiinolojik degisiklikler, intestinal mekanik bariyerde hasar
olusturur ve bundan dolay1 bakteriyel translokasyon, devaminda sepsis ve multiorgan

yetmezligi olusur (39).
2.6. GLUKAGON LIiKE PEPTID 2

Memelilerdeki Proglukagon geninin post translasyonuyla doku spesifik olarak
proglukagon derive peptidler isminde bir ¢ok onemli biyolojik peptid olusmaktadir.

Bunlar glukagon, glukagon like peptid 1 (GLP 1), Glukagon like peptid 2 (GLP 2),
13



intervening peptid 1-2 (IP-1, IP-2), glisentin ve oksintomodulindir. Proglukagon derive
peptidler, kan glukozundaki degisiklikler ya da besin alimina bagli olarak endokrin
hiicrelerden salinip etkilerini G protein iliskili reseptorler araciligiyla gostermektedirler
(40). Glukagon like peptid 2 barsaklar, pankreas ve beyinde exprese edilen proglukagon
geninin tiirevi olan peptid ailesinin bir {yesidir. Proglukagonun doku—spesifik
posttranslasyonel progesi, barsaklardan GLP 1 ve GLP 2 sekresyonuna, pankreastan da
glukagon sekresyonuna Onciilik eder. Glukagon like peptid 2 ve GLP 1 barsak
distalindeki enteroendokrin L-hiicrelerinden, enteral besin alimina, 06zellikle
karbonhidrat ve yaga yanit olarak birlikte sekrete edilir. Glukagon like peptid 2 33
aminoasitlik peptid olarak sekrete edilir ve Dipeptidilpeptidaz 4 (DP—4) tarafindan
hizlica, tamamlayic1 antagonistik 6zellikleriyle zayif agonist gibi davranan inaktif

peptide ayrilir (41).

Glukagon like peptid 2 nin, bioaktif GLP 2 (1-33) ve iki inaktif formdan (GLP 2 [3—
33] ve major proglukagon fragmani) ibaret en az {i¢ formu tanimlanmistir. GLP 2
metabolizmasini belirleyenler renal klirens ve sondan bir 6nceki aminoasit kalintisinda
DP—4 tarafindan GLP 2 yi biyolojik olarak inaktif forma g¢eviren enzimatik

reaksiyondur.

Glukagon like peptid 2 siirekli i.v verildiginde veya subkutan yolla bolus enjeksiyon
yapildigt zaman dolasimdaki inaktif GLP 2 (3-33) konsantrasyonu aktif GLP 2
(1-33)’den yaklasik olarak 2 kat daha fazladir. Bununla birlikte yeni bir ¢alisma inaktif
GLP 2°nin, yliksek doz uygulandiginda tamamlayict GLP 2 reseptor antagonisti gibi
biyolojik aktivite gdsterdigini bildirmistir. Glukagon like peptid 2 peptidi bir kez inaktif
GLP 2’ ye indirgenirse plazmadan temizlenmesi, GLP 1 e benzer sekilde, biiylik oranda

bobreklerden atilimiyla belirlenmektedir.
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Human GLP 2 (1-33) HA DGS FSDEM NTILD NLAAR DFINW LIQTK ITD

Human GLP 2 [gly] HA DGS FSDEM NTILD NLAAR DFINW LIQTK ITD

T (=)

DP-I1V ile ayrilma <

GLP 2 (1-33) » GLP2(3-33)

aktif inaktif

T

Kompetetif GLP 2 reseptor
antagonizmasi

Valine pyrrolidide
Diprotin A

Sekil 1. GLP 2 Peptid’inin bioaktivitesinin diizenlenmesi (41)

Glukagon like peptid 2, gastrik motiliteyi inhibe ederek ve besin transportunu stimiile
ederek besin emilimini arttirict rol oynar. Ayrica, GLP 2 santral yoldan infiize
edildiginde besin alimini1 baskilar. GLP 2’nin trofik davraniglar1 barsaga spesifiktir ve
kript hiicre proliferasyonunuda stimiilasyon yolu ile olusturur ve mukozal epitelyal
hiicrelerdeki apopitozisin baskilanmasini saglar. Glukagon like pepetid 2 barsak
permeabilitesini, bakteriyel translokasyonu ve proinflamatuar sitokin ekspresyonunu,
intestinal inflamasyon ve yaralanma durumlarinda azaltir. Glukagon Like Pepetid 2’nin
intestinal mukozadaki etkileri hipotalamusta lokalize olan G—protein—bagli bir reseptor
tarafindan saglanir. GLP 2R’ nin intestinal lokalizasyonun noéral ve endokrin hiicrelerle

olmasi, fakat enterositlerle olmamasi, yaptiklariin indirekt sekonder bir sinyal

mekanizmasi araciligryla oldugunu gostermektedir (41).
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Sekil 2. GLP 2 sekresyonunu etkileyen faktorlerin sematik olarak gdsterilmesi (41)

Intestinal proglukagon derive peptidlerin &zellikle de GLP 2’nin, hem siganlarda hem
de insanlarda sentez ve sekresyonunun baslica uyaricis1 besinlerdir. Ozellikle yag
asitleri ve fiberden zengin beslenme proglukagon mRNA transkripsiyonunu arttirip
gastrointestinal sistemden proglukagon derive peptid salinimini uyarmaktadir (42).
Yapilan ¢aligmalarda o6zellikle karbonhidrat ve yagdan zengin beslenmenin GLP 2
uyarisini 25 kat arttirdigi, buna karsin protein igerikli besinlerin beslenme sonrasi salgi
lizerine etkisi olmadig1 gosterilmistir. Besinlerin uyardigit GLP 2 salinimi bifaziktir;
besin alimindan sonra 10. dakikada ortaya ¢ikan bir pik salinim ve ardindan 1. saatte

ortaya ¢ikan ikinci bir pik salinimi vardir (43).

Besinlerin uyarisiyla salinip dolasimda hizla seviyeleri artan GLP 1 ve GLP 2’nin
biyoaktif formlarinin seviyesi hizla azalir. DP—4 enziminin yaptig1 2. pozisyondaki
alanin amino asidindeki N—terminal degredasyonla her iki peptidin de aktif formlar
yikilir ve inaktif formalar1 olusur (44). GLP 2; DP—4 enzimiyle inaktive edilip
bobreklerden atilir (45). Insanlardaki GLP 2 yarilanma dmrii 7.2 dakikadir (46). Yapilan
calismalarda inaktif GLP 2 (3-33) formunun yar1 Omriiniin daha uzun oldugunun
(yaklasik 27 dakika) saptanmasi iizerine tedavi ajani olarak bu formun daha uygun

olacag diistiniilmiistiir.

Hafif ya da ciddi intestinal inflamasyonu olan hastalarda DP—4 seviyelerinde azalmaya
bagli olarak biyoaktif GLP 2 seviyelerinde artis gdzlenmektedir. Bunun aksine genis
ince barsak rezeksiyonu gecirenler ya da inflamatuar barsak hastaligi olup o6zellikle
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terminal ileum tutulumu olanlarda GLP 2’nin hem seviyesi hem de sekresyonu
azalmistir (47). Bunun yaninda ileal rezeksiyon gegirip kolonu korunan hastalarda GLP
2’ seviyelerinde ve intestinal adaptasyonda artis gozlenmistir (48). Tiim bunlar distal
ileum ve kolonun enteroendokrin L hiicrelerinden zengin oldugunu ve GLP 2 salniminin

baslica sorumlu alanlar1 oldugunu gdstermektedir.

GIS
Enteroendokrin
L Hiicreleri

GLP-2R. + GIS -J
Endokrin
Hiicreleri |

W
A\

| Apoptozis ) Biﬁl
o S

Tkan akim

THeksoz transportu |
i

TProliferasyon

_T_—

Mottlite [ == "% GLP-2R +Enterik Néronlar

Sekil 3. GLP 2’nin Gastrointestinal Mukoza Epiteli Uzerine Etkileri (49)
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Enteral beslenmenin intestinal mukozal biiyiimeye etkisi; yiyeceklerin GLP 2 iizerine
stimiilator etkisiyle aciklanip sicanlarda paranteral beslenmeyle ortaya ¢ikan mukozal
hipoplaziye kars1 GLP 2’nin koruyucu oldugu gosterilmistir (50). Ince barsak GLP 2’ ye
kars1 daha sensitif olmasina ragmen yiiksek dozlarda GLP 2 ya da daha potent GLP 2
analoglar1 uygulandiginda kalin barsak mukoza kalinliginda da 6nemli derecede artis

saptanmistir (46).

Glukagon like peptid 2’nin in vivo ve in vitro epitelyal hiicre proliferasyonunda artisa
yol agtiginin goriilmesi iizerine barsak hastaliklarinda GLP 2’nin tedavi amach

kullanimi tartismaya agilmastir.
2.7. SITOKINLER

Sitokinler nonspesifik immiin sistemin temel haberlesmesini saglayan protein veya
glikoprotein yapisinda olan maddelerdir. Hiicre biiyiimesi ve degisimi, doku tamiri ve
yeniden yapilanmasi, immiin yanitin diizenlenmesi, hiicreler arasinda kimyasal
haberlesmesini saglarlar. Dogal immiinitede sitokinler, mononiikleer fagositler ve dogal
Oldiirticii hiicreler (natural killer, NK) tarafindan iiretilirler. Kazanilmis immiinitede ise
T hiicreleri tarafindan firetilirler. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF—a), IL-1, IL-6
dogal immiin yanitta en énemli sitokinlerdir. Bu sitokinler tek baslarina immiin yanitin
diizenlenmesinde rol oynamazlar, fakat yardimci T hiicre yanitina neden olarak edinsel

immiinite gelismesine ve yayilmasina neden olurlar (51).

Yara iyilesmesi, iskemi ve reperflizyon hasari, septik sok gelisimi gibi inflamatuvar
durumlarda sitokinlerin rol ve dnemleri anlasilmigtir. Sitokinler farkli hiicrelerde farkl
etkiler gostermektedir. Hedef hiicrelerde hiicre yiizey reseptorlerine (immunoglobulin,
hemopoetin, TNF, beta adrenerjik reseptorler) baglanarak ayni hiicreden sitokin

sekresyonu, komsu hiicrede veya uzak hiicrelerde aktivasyona neden olabilirler.

Sitokinler, etki mekanizmasina gore proinflamatuvar ve antiinflamatuvar olarak
adlandirilir. Proinflamatuvar sitokinler inflamasyonun baslangicinda salinirlar. Immiin
yanitin baslamasi ve siirdiiriilmesi icin gereklidir. Insan immiin yanitinda temel
proinflamatuvar sitokinler TNF—a ve IL—1" dir. Bunlara yardimecr sitokinler ise IL—6 ve
IL-8’ dir. Antiinflamatuvar sitokinler ise inflamasyonun daha sonraki evrelerinde

salinirlar. Bunlar; IL-4, IL-10, IL-11, IL-13" tiir (51, 52).
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Monosit, makrofaj, graniilosit, endotel hiicresi, dendritik hiicre, keratinosit, T ve B
lenfosit, mast hiicresi, tiimor hiicresi gibi hiicreler sitokin sentezleme ve salgilama
yetenegine sahiptir. Sitokinlerin etkileri reseptor sayisi ve afinitesi, ikincil haberci, gen

kopyalamasi, sitokin tiretimi ve salinmasi veya metabolizmasi ile diizenlenir.
2.7.1. Timor Nekrozis Faktor — Alfa

Timor nekroz faktor — alfa nétrofil birikiminde, graniilom olusumunun indiiksiyonunda,
adezyon molekiillerinin endotel hiicrelerine etkilerinde ve intestinal permeabilite
artisina etken olan bir maddedir. Klinik ¢alismalarda serum TNF-a diizeyi, CH olan
bireylerde normale gore artmis olarak saptanmistir (53). Etkisini IL-6’ y1 artirarak
gosterir. Interlokin—6’da hepatositler {izerine hem mitojenik hem de anti—apopitotik

etkiler gostermekte ve hasar sonrasi karaciger rejenerasyonunu olumlu etkilemektedir.

Timor nekroz faktér alfa (TNF—a), gram negatif bakterilere konak yanitinin temel
mediatoriidiir. Yiiksek konsantrasyonlu lipopolisakkarit (LPS)’ e bagli doku hasarinda,
damar duvar ici pithtilasmada, dissemine intravaskuler koagulasyon (DIC) ve septik
sokta temel mediatordiir. Timor nekroz faktor alfa’nin temel kaynagi LPS’nin uyardigi
mononiikleer fagositlerdir. Ayrica bu protein, antijen ile uyarilmis T hiicreleri, aktive
edilen dogal o6ldiiriicii hiicreler ve aktive edilmis mast hiicreleri tarafindan da salgilanir.
Inflamasyonun patogenezinde ilk suglanan sitokindir (54). Biyolojik aktivasyonunu
TNF—0—RI ve TNF—a—RII reseptorlerine baglanarak gosterir. Biyolojik etkileri vaskiiler
endotel hiicrelerinin yeni yiizey reseptorii olusturmasina yol acarak, endotel yiizeyine

16kosit adezyonuna neden olur.

Mononiikleer fagositlerde ve diger hiicrelerden sitokin {iretimini uyarir, virlislere karsi
koruyucu etki gosterir, virustan etkilenen hiicrelerin immiin yanitla pargalanmasini
bozar. Bunu nitrik oksit sentetaz enziminin aktivitesinin arttirilmasiyla yapar. Ciddi
metabolik bozukluk yaparak glukoz tliketimine ve karacigerden glukoz fiiretiminden
yetmezlige neden olur (55). Anti-TNF tedavisi bilinen giincel tedavilere cevap

vermeyen hastalarda dikkat ¢ekici bir etkiye sahiptir (56).
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2.8. MYELOPEROKSIDAZ (MPO)

Notrofil ve monositler, primer lizozomal graniillerinde bir hem enzimi olan
myeloperoksidaz (MPO) igerirler. Polimorf nétrofil ldkositlerin %90°dan fazlasini
olusturan notrofiller; 29 kompleman fragmanlari, reaktif oksijen radikalleri, ve
sitokinler tarafindan aktive edilirler. Dokuya gelen aktive l6kositler MPO, elastaz,
proteaz, kollojenaz, laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu
enzimler hem dokudaki hasar1 arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur.
Inflamasyon durumunda MPO ekstraselliiler ortama salmir. Bu nedenle nétrofil

sekestrasyonunun gostergesi olarak MPO aktivitesinin 6l¢iilmesi duyarl bir testtir (57).

Myeloperoksidaz aracilikli antimikrobial sistem, g¢esitli bakteri, mantar, virus,
mikoplazma, c¢ok hiicreli organizmalar ve memeli hiicrelerine karsi etkilidir.
Myeloperoksidaz c¢esitli bilesikleri okside edebilen bir enzim substrat kompleksi
olusturmak i¢in substrat1 olan hidrojen peroksit ile birlesir. Bunlardan olusan iiriinlerin
oksidasyonu sonucu, c¢esitli yollarla mikroorganizmay1 etkileyebilen toksik ajanlar

meydana gelir ve bunlar hiicre 6liimiine yol agar.

Notrofillerin primer fonksiyonu fagositoz ve mikroorganizmalarin sindirimi olmasina
ragmen, bu hiicrelerden toksik ajanlarin sizintis1 ve sekresyonu yakin hiicrelere zarar
verir ve fagositik kaynakli oksidanlar ototoksik, immiinosiipresif ve mutajenik etki

gosterir (58).
2.9. ENDOTOKSIN

Endotoksin ilk olarak Richard Pfeiffer tarafindan 1892 yilinda tanimlanmistir. Richard
Pfeiffer bakterinin (Vibrio cholera) 6ldiiriilse bile, salinan zehirin yasayan bakteri ile
ayni1 reaksiyona yol actigini géstermistir. Bakterinin kendi i¢inden salgiladigi bu toksine
endotoksin denir. Son yiizyilda bakteriyel endotoksin en fazla arastirilan konulardan biri

olmustur.

Endotoksin tiim gram negatif basillerin hiicre duvar yapisinda bulunan lipopolisakkarit
yapinin bir komponentidir. Polisakkarit kismi1 Gram negatif suslar arasinda gesitlilik
gosterir. Endotoksin, direkt etkisinden ziyade hormonal ve kimyasal mediatorleri
uyararak gli¢lii bir yanita neden olur. Endotoksinin lipid kismini olusturan Lipid A tiim
gram negatif bakterilerde bulunup sok ve 6liime neden olan giiglii bir bagisiklik yanitina

neden olur.
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Kan dolasiminda endotoksinin olmasina endotoksemi denir. Endotoksin ya direkt kanda
bulunur ya da barsaktan kana translokasyonla gecer. Barsak kaynakli endotoksemi
Ozellikle cerrahi gecirenler, yaniklar, travma, karaciger yetmezligi veya yogun bakim

hastalarinda sik goriiliir.

Endotoksin ile maruziyet viicut tarafindan toksinin fark edilmesini ve endotoksinin
uzaklagtirilmasini saglayan sistemlerin gelismesine neden olmustur. Barsak biiytlik
miktarlardaki endotoksinin kan ve dokulara diisiik miktarlarda siirekli salinimini saglar.
Endotoksin immiin sistemin giiclii bir uyaramidir. Kii¢clik miktarlar1 bile (pg/mL) IV
olarak verildiginde hizla agir sepsis bulgular1 olan vaskiiler kollapsa, inflamasyona,

koagiilasyona ve ¢oklu organ yetmezligine neden olur (59, 60).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu deneysel calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Aragtirma Merkezi’nde (DEKAM), Kasim 2009—Subat 2010 tarihleri arasinda
yapildi. Calisma ile ilgili olarak Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1 alindi (Etik Kurul
Karar Tarihi: 12.11.2008, Karar No: 08/63)

Calismada agirliklart 225-290 gram arasinda degisen, 28-32 haftalik 21 adet erkek
Wistar—Albino sican kullanildi. Gruplar randomize olarak her biri 7°ser sigandan olusan

3 gruba ayrildi:
Grup 1 (kontrol); Bu gruptaki deneklere rektal yoldan serum fizyolojik verildi.

Grup 2 (kolit); Trinitrobenzen sulfonik asit—etanol (TNBS—E) maddesi ile kolit

olusumu tetiklendi ve tedavi verilmedi.
Grup 3 (tedavi); Kolit tetiklendikten sonra GLP 2 maddesi uygulandi.

Sicanlar deneyden 1 hafta 6nce laboratuar kosullarina alinarak, 21°C’de barmdirildi ve
standart sican yemi ile beslendi. Deneylerden onceki gece su serbest olmak {izere 12
saat a¢ birakildi. Biitlin cerrahi islemler sabah 08:00-11:00 saatleri arasinda yapildi.
Anestezi intraperitoneal 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazine ile saglandi. Deney
siiresince spontan solunuma birakildi. Anestezi sonrasi siganlar tartilarak agirliklar

kaydedildi.

Kolit olusumu i¢in 3.5 F plastik kantil rektal yoldan 8 cm igeri itildi. Bu kaniilden %50
TNBS + %50 etanol (TNBS-E) olacak sekilde 15 mg/0,3 ml/sigan TNBS-E kolon
igerisine yavasca instile edilerek kolit tetiklendi. Daha sonra siganlar verilen maddenin

kagmasini engellemek i¢in supin pozisyonunda anesteziden ¢ikana kadar bekletildi
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Resim 1. TNBS-E Uygulanmasi

3.1. GRUPLAR

Kontrol grubunda (grup 1) rektal yoldan yapilan kateterizasyonla kolona sadece

% 0,9°luk NaCl verildi. Kontrol grubundaki si¢anlar sadece intrakolonik saline aldu.

Kolit grubunda (grup 2) kateterizasyon ile 15 mg/0,3 ml/sigan TNBS—E intrakolonik

olarak verilip kolit olusumu tetiklendi.

Tedavi grubuna ise (grup 3) kateterizasyon ile TNBS-E intrakolonik olarak verilip
kolit olusumu tetiklendikten bir giin sonra baslanarak ringerli laktat solusyonu iginde
¢Oziinmiis GLP 2 maddesi 50 mikrogram/kg/s.c olarak 7 giin boyunca, grup 3’teki
hayvanlara uygulandi. Kontrol ve kolit grubundaki si¢anlar ayni anda ayni voliimde
steril salin uygulandi. Tiim enjeksiyonlar, %10 povidon—iyotlu antiseptik soliisyonla
yapilan alan temizliginden sonra uygulandi. Tiim si¢anlar 7 giin boyunca standart sican

yemi ile beslendi.
3.2. CERRAHI ISLEM

Kolit indiiksiyonunun 7. giliniinde intraperitoneal olarak 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
xylazine ile saglanan anestezi sonrasinda sicanlara %10 povidon—iyotlu antiseptik
solusyonlarla lokal saha temizligi yapildiktan sonra orta hat laparotomi yapildi. Tiimor
Nekroz Faktor—a, plazma endotoksin diizeyi ve kan kiiltiirii calismak i¢in 3ml vena
kavadan ve 2ml portal venden kan alindi. Ug—dort cc kadar1 biyokimya tiiplerine
konuldu. Bakteriyel translokasyonu belirlemek amaciyla 1-2 cc kadar kan Pedi-Bac T

aerobik kiiltiir siselerine steriliteye dikkat edilerek konuldu. Ardindan transvers kolonun
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ortasindan rektuma kadar kolon rezeksiyonu yapildi. Ayrica karaciger, dalak, mezenter
lenf nodu steril penset yardimiyla ezilerek homojenize edilip, onceden hazirlanmig

besiyerine taze bakteri elde etmek i¢in pasajlandi.

Sicanlar 6liimciil doz ether inhalasyonuyla sakrifiye edildiler. Kan ornekleri santrifiij
edilip — 80 °C’ye konuldu. Dokuda MPO diizeylerini 6lgmek, makroskopik ve
mikroskopik degerlendirme yapmak i¢in kolon rezeksiyon materyali longitudinal olarak
acilip fekal icerik %0.9 salin ile temizlendi. Daha sonra dokuda calisilmasi gereken
ornekler —80 °C’de homojenize edilmek iizere saklandi. Mikroskopik ve makroskopik

degerlendirme yapmak icin dokularin diger kism1 ise % 10’luk formaldehit icerisinde
saklanildu.

Resim 2. Anestezi uygulamasi
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Resim 3. Inferior vena kavadan kan alinmasi

3.3. MAKROSKOPIK SKORLAMA

Kolonik mukozadaki makroskopik degisiklikler Pedro ve Campos tarafindan tarif
edildigi gibi 5 farklh sekilde siiflandirildi (61). Makroskopik morfoloji skorlamalari
Tablo 1° de gosterilmistir.

Tablo 1. Kolonik mukozadaki makroskopik bulgularin siniflandirilmasi (61)

DERECE BULGU
0 Korunmus, normal goriiniimlii mukozal tabaka
1 Odem konjesyon ve yiizeyel iilserasyon olmadan eritemli alanlar
Lineer ylizeyel iilserasyonlar (7—15mm); deprese olmus eritematdz veya
? daha koyu mukoza goériiniimii, graniiler zemin
Diizensiz zemin iizerinde iilserli alan (15—45mm); iilserli mukoza
. ¢evresinde normal adaciklarin ve 6dematdz mukozanin bulunmasi
A Yaygin diizensiz ve multipl iilserler (>45mm); incelmis barsak duvari,

graniiler, irregiiler zemin
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3.4. MiKROSKOPIiK SKORLAMA

Mukozanin  makroskopik  olarak  degerlendirilmesinden  sonra  histolojik
degerlendirmeler Yamamoto ve ark’nmin tarifledigi sekilde yapildi. Kisaca, parafin
bloklar olusturulduktan sonra alinan kesitler Hemotoksilen&Eozin ile boyanip
mikroskop altinda incelendi. Kolonik mukozadaki mikroskobik degisiklikler 0-3

degerleri arasinda derecelendirildi (62).

Tablo 2. Kolonik mukozadaki mikroskopik bulgularin siniflandirilmasi (62)

DERECE BULGU
Normal epitel, hiicrelerde sisme yok, normal kript goriiniimii mevcut,
0 diisiik diizeyde monosit infiltrasyonu, ya hi¢ ya da ¢ok az nétrofil
infiltrasyonu

Tek epitel hiicre kaybini ifade eder. Epitelyumda orta derecede sisme,

1 kriptlere tek inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hafif monosit-nétrofil
infiltrasyonu
Multipl epitel hiicre kaybi, epitelyal diizlesme, kriptit olusumu ve orta
2 diizeyde monosit—nétrofil infiltrasyonu
; Belirgin epitelyal iilserasyon, kript abseleri ve monosit ve notrofil

diizeylerinde belirgin artis olmasi

3.5. MYELOPEROKSIDAZ (MPO ) AKTIVITE OLCUMU

Kolon mukozasindaki MPO aktivitesi kolon homojenatlar1 olusturularak Krawisz ve
ark’in tarifledigi sekilde MPO sigan kiti kullanilarak (Cell Sciences, USA) Elisa
yontemi ile 6l¢iildii (57). Bu teknige gore kolonik mukoza buz soguklugunda potasyum
fosfat buffer ile (PH:6.0) heksadesiltrimetil amonyum bromid igeren c¢dzeltide
homojenize edildi. Homojenat 3 kez freeze low dongiisline tabi tutuldu. On bes dk
boyunca 40000 g’de 4 derecede santrifiij edildi. O—Dianisidin—H,0O, buffer siipernatanta
eklendi ve absorbans degisikligi (A=460 nM) 2 dk boyunca 6l¢iildii. Bir MPO aktivite
tinitesi 1 dk’da degrade olan 1 mMol H,O;’e karsilik gelmektedir. Sonuglar gram doku
basina nanogram (ng/g doku) seklinde ifade edildi.
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3.6. SERUM TUMOR NEKROZ FAKTOR - ALFA (TNF-o) DUZEYLERININ
OLCUMU

Serum TNF-a diizeyleri icin kan ornekleri 4000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij
edilerek serum ayristirildi. Serum oOrnekleri eppendorf tiiplerine konularak analiz
giintine kadar —70 °C’de saklandi. Serum TNF-a diizeyi pg/ml olarak Sican TNF-a
Elisa kiti ile saptand1 (Sican TNF—o, invitrogen ELISA Kit, USA).

3.7. PLAZMA ENDOTOKSIN OLCUMU

Portal ven6z kanda plazma endotoksin seviyesi 6l¢iimii Limulus—amebosit-—lisate testin

(Sigma) kantitatif modifikasyonu ile 6l¢iilmiistiir. Sonuglar pg/ml olarak belirtilmistir.
3.8. BAKTERIYEL TRANSLOKASYON SAPTANMASI

Mikrobiyolojik inceleme Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1’ nda yapildi. Kan kiiltiirti i¢cin Pedi—BacT Kkiiltiir sisesine alinan 6rnekler, otomatize
kiiltiir sisteminde degerlendirildi. Ekim yapilan siseler 35-37 °C’de enkiibe edilip,
stirekli calkalanmakta ve 10 dakika aralarla izlenmektedir. S1v1 kiiltiir siselerinde olusan
karbondioksit iiretimi siirekli olarak kolorimetrik prensibe gore 6l¢iilmekte ve cihazin
her hiicresindeki reflektometreler tarafindan siirekli izlenmektedir. Pozitif sise
saptandiginda goriintiilii ve sesli mesaj ile pozitifligi bildirmektedir. Bu sistemde pozitif
saptanan sigelerden kanli agar ve Eosin—Metilen— Blue agar (EMB agar) plaklarina
pasaj yapilarak 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireyen
mikroorganizmalar geleneksel yontemlerle tanimlandi. Yedi giin i¢inde pozitiflik sinyali
vermeyen Ornekler negatif kabul edildi. Steril cam siselerdeki beyin—kalp inflizyon besi
yerine konulan doku 6rnekleri 37 °C’de 2448 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda sivi
besi yerinden kanli agar ve EMB agar besi yerlerine pasajlar yapilarak 24 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Ureyen mikrorganizmalar geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle

tanimlanda.
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 15.0 ve SigmaStat 3.5 istatistik paket programlarinda degerlendirildi.
Verilerin normallik dagilimma Kolmogorov—Smirnov testi ile bakildi. Gruplarin
karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren degiskenler icin tek yonlii varyans analizi
kullanildi. Tek yonlii varyans analizi sonucunda fark ¢ikan gruplarda c¢oklu
karsilagtirmalarda Tukey testinden yararlanildi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenler icin Kruskal Wallis analizinden yararlanildi. Kruskal Wallis analizi sonucu
fark c¢ikan gruplarda coklu karsilastirmalarda Student - Newman - Keuls testinden
yararlanildi. Bakteriyel translokasyon degerlendirilmesinde iki oran testlerinden
yararlanildi. Degerler ortalamatstandart hata olarak ifade edldi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Calismamizda, 7.giiniin sonunda makroskopik hasar skoru degerleri, trinitrobenzen
sulfonik asit—etanol (TNBS-E) ile kolit olusturulan grupta(1.42+0.36) , tedavi grubunda
(0.71+0.28), kontrol grubunda (0+£0) olup kolit, tedavi ve kontrol grubundaki degerlerin
istatistik olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p= 0.007). Grafik 1’de

gruplardaki makroskopik hasar skorlar1 gosterilmistir.

Makroskopik hasar skorlar

1,8

1,6

1,4

1,2 -

0,8

0,6 -

0,4

Kontrol Kolit Kolit+GLP 2

Grafik 1. Gruplara gore makroskopik hasar skoru degerleri (grade 0—4) (p<0.05).
Farkli harfler gruplarin birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir. Grafikte gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

gosterilmistir.
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Resim 4. TNBS-E (kolit) grubunda izlenen inflamasyon ve nekroz goriiniimi
4.2. MIKROSKOPIiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Calismamizda 7. glindeki mikroskopik hasar skorlari, tedavi grubunda (0.42+0.20), kolit
grubunda (1.28+0.28) ve kontrol grubunda (0+0) olup kolit, tedavi ve kontrol
grubundaki degerlerin istatistik olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p= 0.004).
Bu degerler Grafik 2’de gosterilmistir.

Mikroskopik hasar skorlari

1,8

1,6

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Kontrol Kolit Kolit+ GLP 2

Grafik 2. Gruplara gore mikroskopik hasar skoru degerleri (grade: 0-3) (p<0.05).
Farkli harfler gruplarin birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.  Grafikte gruplara gore ortalama ve standart hata diizeyleri

gosterilmigtir.
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Gruplardan histopatolojik goriiniim érnekleri;

Resim 5. Kontrol grubundan normal kolonik epitel goriintimii

Resim 6. Kolit grubundan epitel hiicre kayiplari, kriptit, erozyon, lenfoid follikiil

goriiniimii ve mukozal ilserasyon (Grade 2)



Resim 7. Tedavi grubunda epitelyumda orta derecede 6dem, hafif inflamasyon

goriiniimii lamina propriada notrofil infiltrasyonu (Grade 1)

4.3. TUMOR NEKROZ FAKTOR-ALFA

Yedinci giindeki TNF-a degerleri tedavi grubunda (23.7+0.5), kolit grubunda (27.4+
0.3) ve kontrol grubunda (21.2+0.42) olup kolit, tedavi ve kontrol grubundaki
degerlerin istatistik olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p= 0.004). Bu degerler
Grafik 3°de gosterilmistir.

TNF-a

30 b

20 -

15 -

10 -

Kontrol Kolit Kolit + GLP 2

Grafik 3. Gruplara gore TNF—a degerleri (pg/ml). Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Grafikte gruplara gore ortalama

ve standart hata diizeyleri gosterilmistir (p<0.05).
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4.4. PLAZMA ENDOTOKSIN SONUCLARI

Plazma endotoksin diizeyinin 7. giindeki degerleri kolit grubunda ( 22.4+ 0.42) , tedavi
grubunda(18.7+0.56), kontrol grubunda (16.285+0.42) olup kolit, tedavi ve kontrol
grubundaki degerlerin istatistik olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p= 0.004).
Bu degerler Grafik 4’de gosterilmistir.

Plazma Endotoksin

25 b

20

15

10

Kontrol Kolit Kolit+GLP 2

Grafik 4. Gruplara gore plazma endotoksin degerleri (pg/ml). Farkli harfler gruplarin
birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir Grafikte gruplara gore

ortalama ve standart hata diizeyleri gosterilmistir (p<0.05).

4.5. MIYELOPEROKSIDAZ SONUCLARI

Yedinci giindeki doku MPO degerleri tedavi grubunda (496.24+94.8), kolit grubunda
(1253.1£263.4) ve kontrol grubunda (218+34.1) olup kolit, tedavi ve kontrol
grubundaki degerlerin istatistik olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p= 0.001).
Bu degerler Grafik 5’de gosterilmistir.
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Doku MPO degerlendirmesi

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200
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Grafik 5. Gruplara gére MPO degerleri (ng/gr). Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir Grafikte gruplara gore ortalama

ve standart hata diizeyleri gosterilmistir (p<0.05).

4.6. BAKTERIYEL TRANSLOKASYON SONUCLARI

Kontrol grubunda bakteriyel iireme saptanmamistir. Trinitrobenzen sulfonik asit—etanol
koliti karaciger, dalak, MLN’ler ve portal kanda bakteriyel translokasyon sikliginin
anlaml ol¢iide artmasina neden olmustur. Kolit grubuyla karsilastirilinca, GLP 2 ile
tedavi edilen grupta karaciger, dalak, MLN’ler, portal ve sistemik kanda bakteriyel
translokasyonun azaldigr goriilmiistiir (p= 0.021). Degisik gruplarda bakteriyel
translokasyon insidans1 Tablo 3° de gosterilmistir. Transloke olan bakteri Escherichia
coli, Enterococus faecalis ve Staphylococcus aureus, Enterobacter agglomerans olarak

saptanmistir.
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Tablo 3. Gruplara gore bakteriyel translokasyon. Bakteriyel translokasyonu
karsilastirmak igin iki oran testi kullanilmistir. Pozitif testlerin sayis1 tiim

hayvanlar i¢in test edildi (her grupta 7 si¢an). (p<0.05)

Dokular Kontrol grubu Kolit grubu Kolit+GLP 2 grubu
MLN 0 7 4
Dalak 0 7 2
Karaciger 0 5 2
Portal kan 0 5 1
Sistemik kan 0 3 0
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5. TARTISMA

Ulseratif kolit ve CH akut ve/veya kronik inflamasyon ile karakterize olup, genel
populasyon ile karsilagtirlldiginda artmis kolorektal kanser riski olan, etyolojisi
bilinmeyen iki hastaliktir (63). Ulseratif kolit 15— 30 ve 50-70 yaslar1 arasinda iki kez
pik yapar. Hastalarin sadece %10’u 18 yas altindadir. Hastalik kadin ve erkeklerde esit
siklikta goriiliir (64). Inflamatuar barsak hastaligi, cografi dagilima gére farklilik
gostermektedir. Asya ve Giiney Amerika’da daha nadir olup UK ve CH icin goriilme
sikliklar1 sirasiyla 0.5/100.000 ve 0.08/100.000°dir. Amerika Birlesik Devletleri
verilerine gore goriilme siklig1 UK i¢in 11/100.000 iken, CH igin 7/100.000°dir (65).

Akut olaylarda bir ok deneysel hayvan modeli IBH’nin 6zelliklerini ortaya ¢ikarmakta
eksik kalir. Ancak Trinitro—benzen siilfonik asid (TNBS) kolitinin, IBH ¢alismalarinda
kullanilabilir oldugu kanitlanmistir (66).

Inflamatuar barsak hastaliklarinin arastirilmasinda kullanilacak bir maddenin kolit
modelinde, barsakta benzer morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikarmasi ve patofizyoloji ile
klinik semptom ve bulgular insandaki IBHna benzer olmalidir. Ayrica deneyde
kullanilacak hayvanlarin genetik geg¢misleri, immiinolojik sistemleri ve kullanilacak

kimyasal maddelerin etkileri iyi tanimlanmis olmalidir.

Trinitro—benzen siilfonik asid (TNBS) ile olusturulan kolit modeli hapten ile tetiklenmis
gecikmis tip hipersensitivite sonrasit olusan kronik bir inflamasyon ve iilserasyon
modelidir. Ulserasyon ve barsak duvarindaki kalinlasma kolit olusumundan sonraki ilk
1-2 giinde baslayip 8 haftaya kadar devam ettiginden bu model, kronik kolit olugsmas1

icin tercih edilmektedir. Histolojik olarak mukoza ve submukozada PMNL, makrofaj,
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lenfosit, bag dokusu, mast hiicreleri ve fibroblastlardan olugsmus inflamatuar cevap

mevcuttur (67,68). Bundan dolay1 calismamizda TNBS kolitini kullandik.

Inflamatuar barsak hastaliklarinin patogenezinde immiin sistemin, genetik yatkinligin ve
cevresel faktorlerin  rol oynadigi diisiiniilmektedir (49). Inflamatuar barsak
hastaligindaki intestinal hasar, antioksidan sistemin bozulmasi ve fagositik hiicrelerin
infiltrasyonu sonucu ROS’un artmasi ile iligkilidir (63). Dolayisiyla temel
fizyopatolojik mekanizma Th1 ve Th2 lenfositlerinin aktivasyonunda diizensizlik ya da
proinflamatuar sitokinler ile antiinflamatuar sitokinler arasinda dengenin bozulmasidir.
Bu yonde cok sayida calisma yapilmistir. T helper 1 hiicreleri inflamatuar yanitin
devamliligint saglayan sitokinleri (TNF—a, IL—1, IL -2, IL-6, IL -8, IL —12, INF—y)
iiretirken (69), Th2 hiicreleri ise inflamasyonu azaltan sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-11,
IL —13) iiretirler. Bunlardan proinflamatuar sitokinler inflamasyonu alevlendirir. Anti—
inflamatuar sitokinler ise inflamasyonu yatistirir. Bu diislince ile proinflamatuar

sitokinlerin etkisini yok edecek ya da azaltacak tedaviler lizerinde ¢alisilmaktadir (70).

Inflamatuar barsak hastaliklarinda, yapilan birgok klinik ve deneysel calismada
intestinal mukozada oksidatif stresin arttigi, plazmada ve kolon mukozasinda glutatyon
peroksidaz (GPx), myeloperoksidaz (MPO), siiperoksid dismutaz (SOD) gibi hiicre i¢i
antioksidan enzimlerin aktivasyonunun artti§1 ve anti—oksidan (vitamin C ve E,

selenyum, glutatyon,  karoten gibi) maddelerin seviyesinin azaldig1 saptanmistir (3).

Glukagon like peptide 2, gastrik motiliteyi inhibe ederek ve besin transportunu stimiile
ederek besin emilimini arttirict rol oynar. Glukagon like peptid 2’nin trofik davraniglar
barsaga spesifiktir ve kript hiicre proliferasyonunuda stimiilasyon yolu ile olusturur ve

mukozal epitelyal hiicrelerdeki apopitozisin baskilanmasini saglar.

Glukagon like peptide 2 barsak permeabilitesini, bakteriyel translokasyonu ve
proinflamatuar  sitokin ekspresyonunu, intestinal inflamasyon ve yaralanma
durumlarinda azaltir. Glukagon like peptide 2’nin etkilerini intestinal mukozadaki ve
hipotalamusta lokalize olan G—protein—bagli bir reseptor ile gosterir. Glukagon like
peptide 2 reseptorii’niin intestinal lokalizasyonun néral ve endokrin hiicrelerle olmasi,
fakat enterositlerle olmamasi, etkilerinin indirekt sekonder bir sinyal mekanizmasi

aracilifiyla oldugunu gostermektedir (41).
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Sicanlarda ve tavsanlarda yapilan bir ¢calismada 7—10 giin boyunca hayvanlara ekzojen
GLP 2 verilmis ve hayvanlarin ince barsak villus boylarinda, ince barsak kitlesinde
Ozellikle de jejunumda olmak iizere 6nemli derecede bir artis ve barsak boyunda bir
miktar uzama gozlenmistir (71). Glukagon like peptide 2’nin neden oldugu mukozal
kalinlik artis1 kript hiicre proliferasyonundaki artig ve enterosit apoptozis oranindaki ve
proteolizisteki azalmaya bagl oldugu goriilmiistiir (72). Bir diger calismada fare, sigan,
domuz ve insanlara ekzojen olarak verilen GLP 2’nin ince barsak mukozasi {izerine

proliferatif etkileri gosterilmistir (73).

Sicanlarda yapilan diger bir calismada 3 ay boyunca giinliik GLP 2 infiizyonu verilerek
GLP 2’nin biiyiime lizerine etkisinin sadece gastrointestinal sistemde sinirlt kaldigr ve
ekstraintestinal dokularda hiicre proliferasyonuna iligkin kanit olmadig1 saptanmistir
(74). Glukagon like peptid 2’nin gastrointestinal sistem iizerine koruyucu etkisi artmis
epitelyal bariyer fonksiyon ve azalmis gasrointestinal sistem permeabilitesiyle

iligkilendirilmistir (6).

Bazi ¢alismalarda IBH’immda GLP 2’ nin, ASA (Asetil Salisilik Asit) ile kombine
tedavisinin kolonik mukozal bariyere koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (5). Ayrica

GLP 2’ nin bir ¢caligmada IL 10 dan bagimsiz antienflamatuar etkisi de gosterilmistir
(7).

Yine bazi g¢alismalarda, GLP’ 2 nin intestinal permeabiliteyi azaltarak nekrotizan
pankreatitte bakteriel translokasyon {iizerine etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada
pankreatit modelindeki intrinsik kisitlamalardan dolay1, akut pankreatitli siganlar GLP 2
analoguyla 3 giin tedavi edilmistir. Ince barsak kalinligi artist ve kript-villus
yiiksekliginin istatistiksel olarak 6 giin sonra anlamli olusuna ragmen, GLP 2 analogu
intestinal permeabiliteyi 3 giin sonra belirgin olarak azaltarak bakteriel translokasyonu

rolatif olarak onlemistir. Bu ¢alismada GLP 2 dozu 50 mikrogram/kg/s.c uygulanmistir
(6).

Biz de c¢alismamizda literaturle uyumlu olarak GLP 2’nin tedavi edici dozunu 50
mikrogram/kg/s.c olarak belirledik. Bazi ¢alismalarda GLP 2 nin antienfalamatuar etkisi
bu dozda ve 5-10 giin surelerinde kullanilmigtir (7). Bu literature dayanarak,
calismamizda tedavi siliresini 7 giin olarak belirledik. Calismamizda kolit siirecinin

patofizyolojisinden yola ¢ikarak, GLP 2’nin IBH da anti enflamatuar etki ve intestinal
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permeabiliteyi azaltarak bakteriel translokasyonu onleyici etkisi arastirilip kolit

tedavisinde GLP 2 nin yeni bir teropatik ajan olabilecegini diisiindiik.

Tiimér Nekroz Faktor—o, IBH’da inflamasyon siirecini gdstermede en onemli
proinflamatuar sitokinlerden biridir. Son zamanlarda yayinlanan calismalarda deneysel
kolit modellerinde oral TNF—o antikorlarmin verilmesi ile etkili tedavi saglanmistir.
Tiimdr Nekroz Faktor—o diizeylerinin yliksek olmasi da biitiin sigan kolit modellerinin
ozelligidir. Kiigiik ve ark., Met-RANTES’in deneysel kolit modelinde olusan bakteriyel
translokasyon iizerine etkilerini incelemislerdir. Tiimor Nekroz Faktor—a seviyelerinin
inflamasyonunun artigina paralel olarak yiikseldigini, Met-RANTES tedavisinin serum
TNF—a seviyelerini ve bakteriyel translokasyonu azalttigini saptamiglardir (16). Benzer
sekilde Akcan ve ark., TNBS ile olusturulan deneysel kolit modelinde melatoninin
bakteriyel translokasyonu ve apoptozisi azalttigin1 gostermislerdir. Bu calismada kolit
grubunda yiiksek olan TNF—a’nin enflamasyonla artan diizeyinin melatoninle tedavi
edilen grupta azalmasi melatonin bakteriyel translokasyonu azaltigin1 ve TNF—o’nin ise

enflamasyona parelel arttigini gostermistir (4).

Ayrica Funakoshi ve ark’nin ¢aligmasinda ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CH
ve UK’li hastalarda IL-1pB, IL-6, IL-8 ve TNF—o. mRNA’smin artmis ekspresyonu
gosterilmistir (75).

Bizde calismamizda bu literatiirlere benzer sekilde kolit olusumunun 7. giiniinde
Olclilen TNF-a degerlerini  karsilastirdik. Tedavi grubundaki degerlerin kolit grubuna
gore TNF—a diizeylerinde anlamli 6lciide azaldigini saptadik (p<0.05) (Grafik 3).

Burada GLP 2 ile tedavi edilen grupta,kolit olusturulan gruba goére doku ve kanda
bakteriyel translokasyonun azalmis oldugunu saptadik.Bu durumda GLP 2’nin
intestinotrofik etkisi ile intestinal permeabiliteyi azaltarak bakteriyel translokasyonu
onledigini diisiindiik. Bunun sonucunda kolit siirecinde enflamasyonun azaldigini ve
bununda TNF—o diizeyi ile parelel oldugunu diisiindiik. Inflamatuar barsak hastaligimin
asil patolojik o©zelligi mononiikleer hiicrelerin ve nétrofillerin intestinal dokulara
infiltrasyonudur. Notrofil ve monosit migrasyonu, lokal Tretilmis sitokinler ve
bakteriyel hiicre duvar {riinlerinin tetiklemesi ile olusur. Myeloperoksidaz aktivitesi,
inflamasyon geligsmis gastrointesitinal sistemde, notrofil akiminin gostergesi olarak

kullanilmistir. You ve ark. yaptigi deneysel kolit modelinde N-asetil sistein (NAC)
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uygulanan farelerin intestinal dokusunda MPO seviyelerinin histolojik bulgular ile

uyumlu olarak belirgin diisiik oldugu gosterilmistir (76).

Son yillarda T hiicrelerinin deneysel kolit olusumundaki inflamasyonun patogenezinde
anahtar rol oynadigi goriilmiistiir. CD4 (+) hiicrelerin intestinal mukozaya inflamatuvar
bolgeler olusturacak sekilde gogii sozkonusudur. Daha onceki bazi ¢alismalarda IBH
olan veya TNBS-E kolitli sicanlarda anti CD4 antikor, artmig CD4 tedavisinde fayda
sagladigr goriilmiistiir. Artmig CD4 noétrofil ve makrofaj sayisi ile birlikte MPO
aktivitesi de paralellik gosterir. Bu hiicrelerin fonksiyon gostergesi olarak da bilinen

MPO diizeyleri bir¢ok ¢alismada bir parametre olarak dl¢tilmiistiir (77).

Iba ve ark., kolit modeli olusturduklar1 sicanlarda dextran siilfat sodyum ile tedavi
edilen grupta yedi ve onbirinci giinlerde 6lciilen MPO aktivitelerinin kolit gruplarina
gore anlamli olarak geriledigini izlemislerdir (78). Domek ve ark., IBH patogenezini
arastirmislar ve nétrofil infiltrasyon ve aktivasyonunun 6nemli rol oynadigini bunun da

dokudaki MPO diizeyi ile belirledigini 6ne siirmiislerdir (79).

Bir ¢alismada GLP 2’nin antiinflamatuar etkisinin IL-10" dan bagimsiz oldugu
gosterilmistir. Burada salinle tedavi edilenlere gére GLP 2 ile tedavi edilenlerde viicut
agirhgr kaybinda iyilesme, histopatoloji ve MPO diizeyleriyle degerlendirildiginde
intestinal inflamasyonda azalma gosterilmistir. Kolitli hayvanlarda GLP 2 ayrica kript
hiicre proliferasyonunu ve kript hiicre apopitozisini azaltmistir. Interlokin 1-beta, TNF-a
ve IFN gama,MPO gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri GLP 2 tedavisinden sonra
anlamli derecede azalirken, IL 4 seviyeleri anlamli derecede artmis, IL 6 {iretiminde ise

degisiklik olmamustir (7).

Bizde calismamizda literatiirle uyumlu olarak kolit olusturulan sicanlarda doku MPO
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugunu (p<0.05), GLP 2
tedavisi verilen grupta ise doku MPO diizeylerinin kolit grubuna gore anlaml diizeyde
diisiik oldugunu saptadik (p<0.05) (Grafik 5).Histopatolojik olarak da tedavi edilen
grupta kolit grubuna gore makroskopik ve mikroskopik olarak diizelme oldugunu
saptadik. Bu sonugclar , ortaya ¢ikan mukozal hasar ve inflamasyon siirecinde GLP 2’nin
kript hiicre proliferasyonunu ve kript hiicre apopitozisini azaltarak antiinflamatuar

sisteme katk1 sagladigini diistindiirmektedir.
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Calismamizda ayrica kolit surecinde olusan bakteriyel translokasyonu, tedavinin 7.
giinlinde si¢anlardan alinan doku (karaciger, dalak ve mezenterik lenf nodu) ve kan

kiiltiirii sonuglartyla degerlendirdik.

Inflamatuar barsak hastaliginda intestinal mukozal bariyer inflamasyon ve iilserasyonla
bozulur ve bakteriyel translokasyona izin verir ve bu olay hastaligin agirlasmasina
neden olur. Enterik bakteriler ve onlarin iirlinleri barsak duvarindan karaciger, dalak
gibi ekstraintestinal sisteme uzanmasiyla sonuglanir. Patojen bakteriler MLN’ nda izole
edilmistir (16). Mukozal savunma sistemi luminal antijenlere ve bakterilere karsi direng
gostermede basarisiz olursa, inflamatuvar cevap baglar ve makrofaj aktivasyonu ve

gecikmis tip hipersensivite reaksiyonu goriiliir (80).

Berg ve  Garlington, gastrointestinal sistemde bakteriyel translokasyonu etken
bakterinin epitelyal mukozadan lamina propriaya daha sonra da MLN’lere ve muhtemel
diger noktalara seklinde tanimlamiglardir (81). Bakteriyel translokasyon, intestinal
epitelin fiziksel hasari, dogal barsak florasinin bozulmasi ve fiziksel savunma ve immiin
savunmanin bozulmasiyla olusur. Sonugta barsak flora bakterileri asir1 ¢ogalir (16, 80).
Antibiyotik kullanimi, yanik gibi durumlar barsak florasinin stabilitesini bozarak

mikroflorada artisa neden olur (35, 37, 38).

Yenidoganlarda barsak bariyeri ve immiin sistem tam olarak gelismediginden, aglikta
ise katekolamin gibi hormonlarin salgilanmasi arttigindan barsak mukozasinda hasar
olusur. Ayrica yanik, travma, stres, kolestaz gibi durumlarda immiin sistem
baskilanmasi sonucu kan akiminin azalip barsak mukoza beslenmesinin bozulmasi
sonucu oksidatif hasar olusur. Bu olusan barsak mukoza hasar1 ise bakteriyel

translokasyona neden olur (16, 27).

Biz de literatiirle uyumlu olarak olusturulan kolit surecindeki bakteriyel translokasyonu
degerlendirmek i¢in plazma endotoksin, kan ve doku kiiltiiri calistik. TNBS-E koliti
karaciger, dalak, MLNIler ve portal kanda bakteriyel translokasyon sikliginin anlaml
Olclide artmasina neden olmustur. Glukagon like peptid 2 ile tedavi edilen grup, kolit
grubuyla karsilastirildiginda karaciger, dalak, MLN’ler, portal ve sistemik kanda
bakteriyel translokasyonu diislirmiistiir. Degisik gruplarda bakteriyel translokasyon

siklig1 Tablo 3’de gosterilmistir.
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Calismamizda literaturle uyumlu olarak kolit olusturulan siganlarda kontrol grubuna
gore plazma endotoksin diizeyi anlamli oranda yiiksek olup GLP 2 tedavisi verilen
grupta anlamli diizeyde azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05)(Grafik 4). Bu sonug
GLP 2’nin lenfatik permeabiliteyi azaltarak bakteriel translokasyonu onleyici etkisi ile

ortaya ¢ikmis olabilir.

Sonuglar 1s1¢1nda; GLP 2’nin tedavisi antiinflamatuar etki ve lenfatik permeabiliteyi
azaltarak bakteriel translokasyonu oOnleyici etkisinden faydalanilip kolit siirecini
baskilamis olup, daha ileri deneysel ve klinik calismalar ile desteklenerek, IBH

tedavisinde alternatif bir yaklagim olabilir.
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6. SONUCLAR

Deneysel olarak TNBS-E ile olusturulan kolit modelinde arastirilan

GLP 2’nin etkileri incelenmis ve asagidaki sonuglar ortaya konmustur.
I. TNBS-E ile deneysel olarak anlamli sekilde kolit olusumu saglanmistir.

2. GLP 2 verilen tedavi grubunda makroskopik skorlar ve histopatalojik gériiniim

acisindan belirgin bir iyilesme saptanmistir (p<0.05).

3. Kolit grubunda artan doku MPO diizeyleri tedavi grubunda anlamh diizeyde
azalmistir (p<0.05).
4. Kolit grubunda artan plazma endotoksin diizeyleri tedavi grubunda anlamli

diizeyde azalmistir.(p<0.05).

5. Kolit grubunda artan TNF-o diizeyleri tedavi grubunda anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.05).
6. Kolit grubunda olusan bakteriel translokasyon tedavi grubunda anlamli

diizeyde azalmistir (p<0.05).

Sonuglar 15181nda; GLP 2 tedavisi antiinflamatuar ve lenfatik permeabiliteyi azaltarak
bakteriyel translokasyonu Onleyerek kolit siirecini baskilamis olup, daha ileri deneysel

ve klinik calismalar ile desteklenerek, IBH tedavisinde alternatif bir yaklasim olabilir.
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