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OZET

Amac:

Bu calismada, TNBS ile olusturulan deneysel kolit modeli iizerine N -Asetil sistein’in,
glutamin’in ve metotreksat’in etkilerini incelenmesi amaglandi.

Gereg ve yontem:

Bu amagla 71 Wistar Albino rat kullanildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik disinda
uygulama yapilmadi. Etanol grubuna, intrarektal etanol lavmani verilerek, etkinligi
degerlendirildi. NAC grubuna intraperitoneal NAC enjeksiyonu yapildi. MTX grubuna
intrarektal MTX verildi. GLN-NAC grubu deneklerin igme sularina 1g/kg olacak sekilde
glutamin karistirildi ve intraperitoneal NAC enjeksiyonu yapildi. GLN-MTX grubuna da icme
sularina glutamin karistirildiktan sonra intrarektal MTX verildi. Deneyin basinda ve sonunda
ratlarin agirliklart kaydedildi. Deneyin sonunda, ratlar sakrifiye edildi. Distal kolon
cikarilarak, ¢aligmanin igeriginden haberi olmayan, iki patolog tarafindan makroskopik olarak
degerlendirildikten sonra histopatolojik degerlendirme i¢in patolojiye gonderildi. Antioksidan
etkiyi degerlendirmek amaci ile SOD ve MDA seviyelerini 6l¢gmek i¢in hasarlanmis kolondan
ornekler alind1.

Bulgular:

Agirliklardaki degisiklikler karsilastirildiginda kontrol ve etanol gruplarinda degisiklik
saptanmazken, kolit olusturulan tiim gruplarda kilo kayb1 saptandi (p<0,05). Tedavi verilen
gruplarda kilo kaybinin daha az olmasini beklerken, bu sonuglara ulagilamadi. MTX verilen
grupta kilo kaybi sadece kolit olusturulan gruptan daha fazla olarak hesaplandi (p<0,001).
NAC ve MTX tedavilerine glutamin eklenen gruplarda kilo kayb1 daha az olarak hesaplandi.
Morfolojik hasar skorlar1 hesaplandiginda kontrol ve etanol gruplarinda morfolojik hasar
saptanmadi (p=0,635). Kolit olusturulan tiim gruplarda hasar skorlar1 yiiksekti (p<0,05).
Tedavi verilen gruplarda hasar skorlar1 diisiik hesaplandi. En diisiik skorlar, GLN verilen
gruplarda Ol¢iildii. Antioksidan etkinlik kiyaslandiginda, kolit grubunda SOD ve MDA
seviyeleri anlamli olarak artmisken (p<0,017), tedavi verilen gruplar kontrol grubuna yakinlik
gostermekle beraber aralarinda istatiksel olarak anlamli fark mevcuttu. Fakat, glutamin
verilen gruplardaki etkinlik, diger tedavi yontemlerine kiyasla daha az olarak hesaplandi

Sonug:

Serbest oksijen radikallerinin etkisini 6nlemek amaciyla verilen GLN’nin ve NAC’nin
olumlu etkileri oldugunu, bu iki maddenin berber verilmesiyle morfolojik olarak iyilesmeye
daha fazla katki sagladigin1 gézlemledik. MTX verilen ratlarda diger tiim gruplara gére daha
fazla kilo kayb1 saptanmigtir. MTX’in lavman seklinde verilmesi her ne kadar inflamatuar
parametreler iizerinde olumlu etkisi oldugu goriilse de, deneysel kolitin semptomlari iizerine
olumsuz etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir

Anahtar Kelimeler: Deneysel Kolit, Glutamin, Metotreksat, N-Asetil Sistein,
trinitrobenzenosiilfonik asit-etanol
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ABSTRACT

Purpose:
In this study, it has been aimed to analyze the effects of N-Acetyl cysteine, glutamine
and methotrexate on the experimental colitis model formed by use of TNBS.

Materials and Method:

For this purpose, 71 Wistar Albino rats have been used. No application except normal
saline has been made on the control group. Ethanol group has been subjected to intrarectal
ethanol enema, and its efficiency has been evaluated. Intraperitoneal NAC injection was made
to the NAC group. Intrarectal MTX has been applied to the MTX group. 1g/kg glutamine has
been added to the drinking water of the GLN-NAC experimental group’s members; and
intraperitoneal NAC injection has been made also for this group. Glutamine has also been
added to the drinking water of the GLN-MTX group, and then the group has been subjected to
intrarectal MTX. Weights of the rats have been recorded before and after the experiment. At
the end of the experiment, the rats have been sacrificed. Distal colon has been removed and
macroscopically analyzed by two pathologists who have not been informed about the concept
of the study, and it has been sent to pathology for histopathological evaluation. In order to
analyze antioxidant effect, samples from the damaged colon have been taken for measuring
SOD and MDA levels.

Results:

When the changes in weights have been compared, no change has been found in the
control and ethanol groups while weight-loss has been observed in all groups on whom colitis
was created. Although the treated group has been expected to experience less weight-loss, this
result could not be observed. Weight-loss of the group subjected to MTX has been measured
to be more than the weight loss of only the group on whom colitis has been created. Less
weight-loss has been observed on the groups whose NAC and MTX treatments have been
included glutamine. When morphologic damage scores were calculated; no morphologic
damage has been observed on the control and ethanol groups. Damage scores has been all
high on the groups on whom colitis have been created. Damage scores have been calculated to
be law on the treated groups. The lowest scores have been measured on the groups given
glutamine. When antioxidant efficiency was compared, SOD and MDA levels on colitis group
were found to have increased significantly while treated groups were found to be similar with
the control group; furthermore, there have been statistically significant differences among
them. However, the efficiency on the group given glutamine has been calculated to be less
compared to the other treatment methods.

Conclusion:

We have observed that glutamine and NAC given with the purpose of preventing the
effect of free oxygen radicals have positive effects, and they contribute more to recuperation
morphologically when given together. The rats given MTX have been found to loose more
weight compared to the other groups. Although it has been seen that giving Methotrexate as
enema contributes positive effects on parameters, it is also thought that it may have negative
effect on the symptoms of the experimental colitis.

Keywords: Experimental Colitis, Glutamine, Methotrexate, N- Acetyl Cysteine,
Trinitrobenzosulphonic Acid-Ethanol.
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1. GIRIS

IBH, gastrointestinal sistemi tutan ve hastanin yasam Kkalitesini etkileyen,
sistemik bir hastaliktir. Genel olarak, agizdan aniise kadar tiim sindirim sistemini
tutabilen ve dnemli dl¢iide mortalite ve morbiditeye neden olabilen hastaliklardir. Son
yillarda bu hastaliklarin insidansinda belirgin bir artis dikkati ¢ekmektedir.
IBH’larindan en 6nemlileri UK ve CH olarak iki baslik altinda toplanirlar.

IBH tedavisinde hafif vakalarda, diyetin diizenlenmesi, sulfosalazin, 5
aminosalisilik asit deriveleri, steroid kullanilmaktadir. Bu tedaviye yanit vermeyen
vakalarda azotiopurin, siklosporin gibi 6nemli yan etkilere sahip immiin supresif ajanlar
kullanilmaktadir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, belirgin inflamasyonun neden
oldugu hastalik grubu oldugu i¢in genellikle inflamasyonu azaltmaya veya yok etmeye
yonelik ajanlar denenmektedir.

Insan IBH igin bircok deneysel kolit modeli gelistirilmistir. Genisge kullanilan
modeller kimyasal ajanlarla indiiklenen modellerdir. Bu modeller irritanlar; ya liiminal
olarak (TNBS, asetik asit, oksazolon, dinitroklorobenzen, iodoasetamid), ya i¢me
suyuyla (dekstan sodyum siilfat), ya gastrik lavajla (siklosporin A) veya c¢oklu
intramural injeksiyonla (peptidoglikan, polisakkarid) olusturulur. 1989 yilinda Morris
ve arkadaslar1 deneysel kolit modeli olusturmak igin yeni bir ajan olan, TNBS,
bildirmiglerdir. Bes-30 mg/kg TNBS’nin 0,25 ml % 50’lik etanol ile transrektal yoldan
uygulanmas1 sonucunda kolonik mukozada {ilserasyonlar ve inflamasyon tespit
etmislerdir.’ Bu modelde insanlarda olusan CH birgok histopatolojik ve klinik
Ozellikleri gozlenmekte ve olusan kronik inflamatuar yanitin siiresi 8 haftaya kadar
uzanmaktadir. Etanol, mukoza bariyerini ortadan kaldirmak ve bu yolla TNBS’nin
bagirsak duvarina penetre olmasina yardimci olmak amaciyla verilmektedir. Lavman
seklinde uygulanan TNBS, kovalen reaktif bir bilesik (hapten) oldugu i¢in bagirsakta
oksidatif hasara ve buna bagli olarak genellikle transmural akut nekroza yol agmaktadir.

Deneysel kolit modelleri lizerine, tedavi amaciyla, bir ¢gok madde denenmistir. Bu
denenen maddelerin de bir kismini antioksidan ajanlar olusturmaktadir. Yapilmis olan
calismalarda aktif UK’de antioksidan enzim aktivetelerinde ve glutatyon diizeylerinde
azalma tespit edilmistir.’ GSH, glutamin, sistein ve glisin’den olusan 6nemli bir

antioksidan molekiildiir. NAC, bir tiol molekiil mukolitik ajan olup L - sistein ve



indirgenmis glutatyonun prekiirsoriidiir. NAC hiicrelerde siilfidril gruplarinin kaynagi
olup, OH gibi reaktif oksijen radikalleriyle etkileserek serbest radikalleri temizler.’
Ayrica NAC apopitozisi dnleyebilmekte, cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek
hiicre surviyini uzatmaktadir.* Literatirde NAC’nin IBH iizerine etkisini arastiran az
sayida yayin vardir.

GLN, kanda en ¢ok bulunan, non-esansiyel amino asittir.’ Sadece, ¢ogu boliinen
hiicrenin, birincil enerji kaynagi olmayip, niikleotid sentezi icin de gereklidir.® Protein
Enerji Malniitrisyonu ve mikronutrient eksikligi IBH’de siktir. Bu durumlar, bagirsak
mukozal rejenerasyonu inhibe eder ve mukozal antioksidan kapasiteyi azaltir. Azalmis
splankik kan akimi, sitokinler, besinsel antioksidanlara ulagimin azalmasi (GSH, GLN,
cinko, selenyum, Vitamin A,C,E), ekzojen barsak trofik besinlerin yetersiz alimi1 (GLN,
kisa zincirli yag asitleri), bagirsak hiicrelerinin trofik besinleri {itilize etmesindeki
yetersizlik  (azalmis GLN emilimi) gibi nedenler mukozal hiicre hasarina neden
olabilirler. Ayrica ¢gogunlugun kabul ettigi gibi intestinal mukozal hiicrelerin ve immiin
hiicrelerin major yakit1 ve substratidir. Bazi yayilarin, GLN’nin herhangi bir olumlu
etkisinin olmadigin1 belirtmesine ragmen parenteral ve enteral diyetteki proteinin % 15-
40 GLN desteginin genellikle infeksiyoz morbiditeyi azalttigi ve katabolik stres
modellerinde mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir. GLN desteginin, ayrica plazma ve doku
GLN ve GSH seviyelerini arttirdigi gosterilmistir.’® GLN’nin, deneysel kolit
modellerindeki etkinligi aragtirilmistir. Ancak, bizim bilgilerimize gére, NAC ve GLN
beraber denenmemistir.

IBH’nin tedavisinde immiinmodiilatér ilaglar tedavide yerlerini almislardr.
Azotiopiirin ve 6 - merkaptopiirin gibi tiopiirin grubu ilaclar, IBH’de indiiksiyon ve
remisyonun devaminda etkili olduklar1 gosterilen ve ilk oOnce kullanilan
immiinmodiilatér ilaglardir.”® Bununla beraber bu ilaglara intoleransi veya direnci olan

hastalarda tedavi yonetimi ugrastiricidir.’



1989 yilinda ilk defa MTX’in IBH iizerine sistemik etkisi yayimlandiktan sonra
baz1 ¢alismalar yapilmis ve metotreksatin IBH {izerine etkisini gdsteren yazilar
yaymlamustir.'®'? Bu ilacin yan etkilerinden dolayi, lavman seklinde vererek. etkinligini

incelemeyi amagcladik. Bu yontem de, bilgilerimiz 15181nda, hi¢ denenmemistir.

Bu ¢alismada da, literatiirdeki bilgiler paralelinde, TNBS ile olusturulan deneysel
kolit modeli {izerine NAC’nin, GLN’nin ve MTX’in etkilerini incelemenmesi

amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolon Embriyoloji ve Anatomisi

Kolon Embriyolojisi

Dordiincii gestasyonal haftada gelisen primitif bagirsak; 6n bagirsak (foregut),
orta bagirsak (midgut), son bagirsak (hindgut) olmak iizere tige ayrilir. Midgutdan, ince
bagirsaklar ve transvers kolonun orta kismimin proksimalinde kalan kalin bagirsaklar
gelisir. Hindgutdan transvers kolonun orta kismindan baslayarak aniisiin proksimaline
kadar olan kalin bagirsaklar ve alt {irogenital sistem geligir.

Altinct gestasyonel haftada gelisen midgut abdominal kavite disina g¢ikarken
stiperior mezenterik arter etrafinda saat yoOniiniin tersine 270°lik doniislini
tamamlayarak abdominal kavitedeki son halini alir. Hindgut ise 6. haftada anatomik

septumla ventralde iirogenital siniis ile dorsalde rektuma béliinen kloaka ile sonlanir.'

Kolon Anatomisi

Kolon, ileogekal bileskeden baslaylp aniise kadar uzanir. 130-150 cm
uzunlugunda 2,5-8,5 cm c¢aptadir. Cekum ile terminal ileum arasinda iliogekal kapak
bulunur. Bu kapak sayesinde kolonik icerigin ileuma gegisi engellenir. Longitudinal kas
lifleri bir araya gelerek tenya omentalis, tenya libera, tenya mesokolika denilen ii¢ ayri
bant olusturur. Sirkiiler kas lifleri ise haustra denilen keselenmeleri meydana getirir.
Pilika semilunaris olarak adlandirilan hilal big¢imli yapilarla haustralar birbirinden
ayrilirlar. Appendiks epiploika ise tenyalara tutunan periton kapli yagh ¢ikintilardir.

Kolon duvar igten disa sirasiyla; mukoza, submukoza, sirkiiler kaslar,
longitudinal kaslar ve serozadan olusur.

Kolon; ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum
olmak tizere kisimlara ayrilir. Biiylik omentum transvers kolonun {ist kenaria tutunur.
Cikan kolon, inen kolon, hepatik ve splenik fleksura arka yiizleri genellikle
retroperitonealdir. Cekum, transvers kolon, sigmoid kolon ise intraperitonealdir.'*

Cekum; kolonun ilk pargasi olup, sag iliak fossada yer alir. Yaklagik 6 cm

uzunlugunda, 7,5 cm ¢apindadir. Arka ylizde psoas major ve muskularis iliakus ile



komsudur. Tenyalar ¢ekum posteromedialinde appendiks vermiformisin yapistigi
yerden baslar. Iliogekal kapagin ileum tarafinda villuslar bulunur.

Cikan kolon; c¢ekum ile hepatik fleksura arasindaki 15-20 cm’lik kisimdir.
Karaciger alt komsuluguna uzanir ve sola 6ne donerek transvers kolonu olusturur.
Arkada iliak kaslar, quadratus lumborum kasi ve sag bobrek ile komsudur.

Transvers kolon; hepatik fleksuradan baglayarak splenik fleksuraya dogru
transvers sekilde uzanir. Yaklagik 50 cm’dir. Hepatik fleksura duodenum 2. pargasi ve
pankreas basi ile komsudur. Gastrokolik ligaman ile mideye baglidir. Biiylik omentuma
tamamen yapisiktir. Dalagin hemen infreiorunda splenik fleksuray1 olusturur.

Inen kolon; splenik fleksuradan itibaren yaklasik 25 cm’lik kismin1 olusturur. Sol
iliak fossada yerlesir. Sol bobrek dis kenari, psoas major kasi, kuadratus lumborum kasi
ile komsudur.

Sigmoid kolon; rektum ile inen kolon arasindaki yaklasik 40 cm’lik kisimdir.
Promontoryumun hemen Oniinde rektosigmoid bileske bulunur. Rektosigmoid bileske
yakininda tenyalar net goriilmez, appendiks epiploikalar kaybolur.

Rektum; promontoryumun hemen Oniinde baslar. Sakrum ve koksiksin egimine
uygun olarak asagi ve arkaya dogru yonelir. Sakral bolgeyi gecip pelvik diafragmada
aniis ile birlesir. Yaklasik 14 cm uzunlugunda ve 4 cm genisligindedir. Haustra,

appendiks epiploika ve tenya icermez. Ust 2/3’liik kismi periton ile ortiiliidiir.

Kolonun Arteryel Sistemi

Stiperior mezenterik arter (SMA), ¢olyak trunkusun altindan, aortanin 6niinden
ayrilir. Cekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonu ileokolik, sag kolik, orta kolik dallari
ile besler.

Inferior mezenterik arter (IMA), SMA nin altinda infrarenal aortadan ¢ikarak inen
kolon, sigmoid kolon ve list rektumu sirasi ile sol kolik, sigmoidal ve siiperior rektal
arter dallar ile besler. IMA siiperior rektal arter olarak devam eder ve internal iliak
arterin medial rektal arter dali ve internal pudental arterin inferior rektal arter dali ile
birleserek anastomoz yapar ve rektumu beslerler. Splenik fleksura hizasinda SMA ve
IMA arasinda kollateraller bulunur. Ileokolik, sag kolik, orta kolik, sol kolik arterler
aralarinda anastomoz olusturarak Drummond’ un marjinal arterini meydana getirirler.

Kolonun mezenterik sinir1 boyunca yer alarak kolona vasa rektalar1 verirler. Boylece



mezenterik kenar boyunca devamli kan akimi elde edilmis olur. IMA’ nin sol kolik dali
ile SMA’nin orta kolik dali arasindaki sabit olmayan anastomozlar ise Riolan arki

olarak adlandirilir. (Sekil 1).'*"
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Sekil 1. Kolonun Arteryel Sistemi

(Townsend CM, Beauchamp RD, Evers BM, Mattox KL(eds): Sabiston Textbook of Surgery The Biological Basis of Modern
Surgical Practice 17th Ed. 2004,p.1407)

Kolonun Venoz Sistemi

Inferior mezenterik ven disinda kolonu drene eden venler arterlerle ayni yolu
takip eder. Inferior mezenterik ven inen kolonu, sigmoid kolonu ve proksimal rektumu
drene eder. Trietz ligamanin solunda retroperitoneal olarak ilerler, pankreas gdvdesi
arkasinda devam eder ve splenik vene katilir. Siiperior mezenterik ven ¢ekumu, ¢ikan
kolonu ve transvers kolonu drene ederek splenik venle birlesip portal veni olusturur

(Sekil 2).
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Sekil 2. Kolonun Venoz Sistemi

(Townsend CM, Beauchamp RD, Evers BM, Mattox KL(eds): Sabiston Textbook of Surgery The Biological Basis of Modern
Surgical Practice 17th Ed. 2004. p.1412)

Kolonun Lenfatik Drenaji

Kolon submukoza ve muskiiler tabakada yerlesmis lenfatik kanallarla c¢evrilidir.
Mukozada lenfatik drenaj yoktur. Lenfatik damarlar kolonun arteriyel dolagimini takip
ederler. Lenf nodlar1 bagirsak duvarinda (epikolik), bagirsak kenarmmin i¢ yiizeyi
boyunca (parakolik), mezenterik arterler boyunca (intermediate) ve SMA, IMA cikislar:

civarinda (ana lenf nodlar1) yer alirlar (Sekil 3).
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Sekil 3. Kolonun Lenfatik Drenaji

(Townsend CM, Beauchamp RD, Evers BM, Mattox KL(eds): Sabiston Textbook of Surgery The Biological Basis of Modern
Surgical Practice 17th Ed., 2004. p.1413)

Kolonun Sinirleri

Sempatik sinirler T11-L3’ ten kaynaklanan sempatik ganglionlardan saglanir.
Sempatik sinirler peristaltizmi ve sekresyonlar1 azaltir. Iliogekal kapak ve anal sfinkter
tonusunu arttirarak defekasyonu geciktirir.

Parasempatik sinirler ise sag kolon ve transvers kolonun ilk yarisi nervus vagustan
splenik fleksura ve inen kolon i¢in ise S1-S3 pleksusundan koken alir. Parasempatik
sinirler sekresyonlar1 ve peristaltizmi arttirir. Sakral parasempatiklerin  dagilimi

hipogastrik pleksusdan gecerek splenik fleksuraya kadar ulagir.

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 i¢in ve K vitamininin bakteriyel {iretimini saglayan ortamin olusturulmasi i¢in

gereklidir. Kolonda belirlenen fizyolojik olaylar:

Su ve Elektrolit Degisimi
Kolonun major emici fonksiyonu bagirsakta su ve elektrolit dengesini
diizenlemektir. Kolon su ve elektrolitlerin % 90’indan fazlasini emerek enterik icerigin

hacmini azaltir. Giinde yaklasik 6,5 litre sivi ince bagirsaklar tarafindan 1,4 litre sivi,



200 mEq sodyum ve klor kolon tarafindan emilir. Yiiz ml kadar siv1 feges ile disari
atilir. Kolon giinlilk absorbsiyon kapasitesini 5-6 litreye c¢ikarabilir. Eger ince
bagirsaklarin giinliik absorbsiyon kapasitesi 2 litreden az olursa kolonun sivi emme
giicli agildigindan fekal su miktar artar ve klinik olarak diare ortaya ¢ikar.

Kolon yiiksek konsantrasyon gradiyentine karsi sodyum absorbe edebilme
yetenegine sahiptir. Ozellikle distal kolonda bobregin distal tiibiillerindeki benzer temel
hiicresel mekanizmalarla sodyum ve su transportu gergeklesir. Kolon giinliik 400 mEq
sodyum emebilme kapasitesine sahiptir. Dehidratasyon sirasinda aldesteron
stimiilasyonuna kolonik cevap énemli kompansatuar mekanizmadir. {leostomili hasta bu
absorbsiyon kapasitesini kaybeder, bu yiizden artmis sodyum kaybini tolore edemez.
Aldesteron ve glikokortikoidler apikal membran permeabilitesinin sodyuma karsi
gecirgenligini arttirarak absorbsiyonunu arttirir. Bu nedenle iilseratif kolitli hastalara
tuzsuz diyet onerilmektedir. Kolondaki potasyum gecisi sodyumun aktif transportu
sonucu olusan elektrokimyasal gradiente gore pasif olarak gergeklesir. Potasyum
sekresyonu, liimendeki konsantrasyon 15 mEq’den daha az oldugu siirece devam eder.
Bu diizey altinda ise potasyum sekresyonu durur ve absorbsiyonu baglar. Aldesteron ve
epinefrin sodyum ve potasyum sekresyonunu arttirirken, betanekol azaltir.

Klor, konsantrasyon gradientine kars1 kolon mukozasindan aktif emilir. Klor ve
bikarbonat liiminal yiizeyde 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 lireyi pargalayarak amonyak olusturur. Amonyum

iyonlar1 bikarbonat ile reaksiyona girerek noniyonize amonyak olarak kolon mukozasi



ile karacigere tasimir. Kolon liimeni asidotik ise amonyak emilimi azalir. Orta
spektrumlu antibiyotik, lavman, miishil kullanimi kolondaki bakteri miktarin1 azaltarak
amonyum {retimi azaltilir. Karaciger yetmezligi olan hastalarda kullanilabilen tedavi
yontemlerindendir.

Bakteri, enterotoksin, vazoaktif intestinal polipeptid, ndrotransmitter, laksatifler
kolondaki sivi ve elektrolit sekresyonunu uyarir. Vazoaktif intestinal poilpeptidin
kolondaki su absobsiyonunu 6nledigi saptanmustir. Ulseratif kolit ve laksatiflerle olusan

diarede prostoglandinler kolondaki sekresyonun artisina neden olur.'

Motilite
Kolondaki bolgesel farkliliklar ve diizensiz kontraktil dalgalar nedeniyle kolon

motilitesi hakkinda ¢alisma yapmak zordur. Kolondaki kontraksiyonlar {i¢ tiptedir.

Geriye Dogru Hareket: Transvers kolondan kaynaklanan ve c¢ekuma dogru
ilerleyen kontraktil dalgalardir. Bu kontraksiyonlar, bagirsak iceriginin sag kolondan
gecisini yavaslatarak mukozayla temasini uzatir. Boylece transit zamani uzar, sivi ve
elektrolit absorbsiyonu artar.

Segmental Kontraksiyon: En sik gozlenen kontraksiyon tipidir. Longitudinal ve
sirkiiler kaslarin, izole bir kolon segmentinde eszamanli kontraksiyonu ile
karakterizedir. Tiim kolonda olusmakla birlikte daha ¢ok sag kolonda gdzlenir. Sigmoid
kolonda ortaya ¢ikiglarinin divertikiil olusumunda rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu
kontraktil aktivite yiyeceklerle ve kolinerjik ilaglarla artar.

Kitle Hareketi: En az goriilen kolon aktivitesidir. Uzun bir kolon segmentinde
ilerletici kontraktil dalga ile karakterizedir. Koordine bir hareket ile kitle uyarisinin
olustugu noktanin proksimalinde sirkiiler bir kasilma ve distalinde de gevseme ile
karakterizedir. Kolonik igerigin 0,5-1 cm/sn’lik hizla ileri dogru itilmesini saglar.
20-30 sn kadar siirer ve liimende 100-200 mmHg’lik bir basing artisi olusturur. Siklikla
kahvalti sonrasi olmak {izere giinde 3-4 kez ortaya c¢ikar. Sigmoid kolonda da
defekasyon sirasinda kitle hareketi olabilir.

Kolonda ti¢ tip myoelektrik aktivite mevcuttur. Tip 1 kisa stireli diisiik amplitiidlii,
monofazik basit dalgalardir. Tip 2 daha uzun siireli, daha yiiksek basin¢ olusturabilen

ortalama 2/dak hizda gelen dalgalardir. Tip 3, Tip 1 ve Tip 2’ ye siiperimpoze genellikle
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10 cm-H,O’dan daha diisiik basing ve bazal basingta degisiklik olusturan dalgalardir.
Kolonun motilitesini etkileyen faktorler vardir. Bunlar:

Yemek: En biiyiik fizyolojik uyarandir. Ozellikle sabah kahvaltisindan 15-30
dakika sonra gastrokolik ve duodenokolik refleks propulsif hareketi arttirarak igerigin
distale iletilmesini, defekasyon hissinin olugsmasini saglar. Yiyecegin mideye girmesi ile
refleksin iligkisi net ortaya konamamistir. Noral ve hormonal mekanizmalarin da etkili
oldugu anlagilamamistir. Yemek alimindan sonra kolonik aktivitenin baslamasi i¢in
gastrin, kolesistokinin ve gastrik inhibitor polipeptidin kan diizeylerinde yiikselmesi
arasinda bir paralellik saptanmistir. Noral yollarin ise nervus vagus ile saglandig1 kabul
edilmektedir. Yapilan caligmalarda bu refleksin olugsmasinda santral sinir sistemi,
lumbokolonik sinirler, vazovagal yollar ve vazolumbal kolonik refleks yollar1 etkili
olmaktadir. Antikolinerjik ilaglar ile bu refleksin erken cevab1 6nlenmektedir.

Emosyonel Durum: Nefret, kizginlik ve kiiskiinliik hipermotiliteye, kaygi ve
korku hipomotiliteye neden olur.

Egzersiz: Fizik aktivite sirasinda segmental ve peristaltik kasilma artarken, uyku
sirasinda azalmaktadir.

Kolonik Distansiyon: Kolonda olusan gerilim ile kolonik aktivitede artis izlenir.
Bu o0zellik laksatif kullanim prensibinin temelini olusturur. Sindirilemeyen
polisakkaritve seliiloz deriveleri, liimende suyu absorbe ederek kitle etkisi olusturur ve
propulsif hareketi baslatir.

Motilite: Heniiz tam anlagilamamis kompleks ekstrensek ve intrensek noéronal
sistemlerle diizenlenir. Ekstrensek sistem vagustan ya da pelvik pleksustan (S,, S3, S4)
gelen preganglionik sempatik néronlar1 (Ty1, L,) igerir. Intrensek sinir sistemi (enterik)
kolon duvarindaki noronlardan olusur. Bu intramural ndronlar, genis baglanti
pleksuslart ile iliski halindedir. Intrensek pleksuslar kolon duvarindaki
lokalizasyonlarina gore isimlendirilirler: Subserozal, myenterik (Auerbach pleksusu),
submukozal (Meissner pleksusu) ve mukozal pleksus. Ayrica intrensek ndronlar
duyusal ve motor ndronlar olarak ayrilabilir. Duyusal néronlarda olusan uyar1 motor
noronlara aktarilarak, komplike sekilde uyarinin olustugu yerin proksimalinde kasilma,
distalinde gevseme olusturur. Motor noronlar eksitator veya inhibit6r olabilir. Eksitator
noronlar submukozal ve subserozal pleksusdaki postganglionik parasempatiklerdir.

Asetilkolin en onemli eksitator norotransmitterdir. Etkisi atropin ile bloke edilebilir.

11



Nonkolinerjik ajan olarak substance-P enterik noéronlardan salinir ve eksitator etki
gosterir. Inhibitdr ndronlar ise esas olarak subserozal pleksusta yerlesir. Bunlar
nonkolinerjik ve nonadrenerjiktir. Adenozintrifosfat gibi purin niikleotidlerini ve
vasoaktif inhibitdr peptidi ndrotransmitter olarak kullanir. Inhibitér néronlar esas olarak

kitle hareketi gibi propulsif kontraksiyonlarin koordinasyonunu saglar.'®

2.3. Kolon Mikroflorasi

Dogumda insan kolonu sterildir. Ancak saatler i¢inde bagirsaklar agizdan aniise
dogru kolonize olur. Neonatal donem ve hayatin ilk aylarinda mide-bagirsak kanalina
bakteriler yerlesmeye baslar ve zamanla gastrointestinal kanalin degisik yerlerinde
kompozisyonlar1 farkli olan mikroflora olusur. Kalin bagirsak, feges kuru agirliginin
1/3’tinii olusturan yogun bakteri populasyonunu barmndirir. Fegesin her grami 10''-10"
bakteri igerir. Anaerobik bakterilerin aerob bakterilere orant 1/1000 kadardir.
Bacteriodes tiirleri en sik rastlanan kolonik organizmalardir. Fecesin milimetresinde
10"-10'2 arasinda bulunurlar. Escherichia coli ise milimetrede 10" kadar bulunur.
Mide-bagirsak liimeni igerigi, konagin metabolik siire¢lerine ve immiinolojik yanitina
da miidahalede bulunan aktif bir mikrobiyolojik ekosistemdir."”

Normalde bagirsak mukozasinin kalitsal olarak sahip oldugu yapisal ve
fonksiyonel Ozellikleri, liimendeki bakterilerin mukozaya kolonize olmalarina ve
bagirsak duvarim1 invaze etmelerine engel olur. Enterik immiin sistem ile
mikroorganizmalar arasindaki dengenin bozulmasi, kronik inflamatuvar bagirsak
hastaligmi baslatan siireci tetikler. IBH’de bagirsak liimenindeki bakteri sayisinin
arttigina ve flora kompozisyonunun degistigine ait bilgiler vardir.'®"

UK’li hastalarin fegeslerinde adeziv ve invazif 6zellikleri olan Escherichia coli
saptanmustir.”’ Yapilan galismalarda UK hastalarinin bagirsak 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. IBH’de siddeti arttik¢a
mukozal bakteri konsantrasyonunun yiikseldigi de bildirilmistir.*’

Endojen kolon bakterileri sindirilmeden gegen karbonhidrat ve proteinlerin

yikiminda onemli rol oynarlar. Ayrica enterohepatik dolagim ile yeniden kazanilan
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bircok maddelerin (bilirubin, safra asitleri, dstrojen, kolestrol) metabolizmasinda goérev

alir. K vitamini gibi gerekli maddeleri tiretirler.

2.4. Ratlarda Kolon Anatomisi

Ratlarin gastrointestinal anatomisi insan anatomisi ile oldukca benzemektedir.
Ratlarda safra kesesi yoktur. Duodenum anatomisi de insandaki anatomiden farklidir. S
seklinde karacigerin viseral yiiziinii takip ederek once saga, sonra orta hatta yonelir,
transvers kolon ile arasinda mevcut olan baglanti kolonun disseksiyonu sirasinda
onemlidir. Ileum dogrudan kolona acilir, insanda mevcut olan iliogekal valv yapisini
bulundurmaz. Cekum ratlarda da kolonun en genis kismini olusturur ve 6-9 cm.
uzunluktadir. Daha sonra daralarak insandaki gibi ¢ikan kolon, transvers kolon ve inen
kolon kisimlarini olusturur. Ortalama uzunlugu 21-24 cm kadardir. Makroskopik olarak
ayirt edilebilen tenya yapisi yoktur. Rektum mukozal oblik pililerin bagirsak uzun
eksenine paralel hale gelmesiyle kolonun diger segmentlerinden ayirt edilir. Insandan
farkli olarak kolonun neredeyse tamami mobildir ve visseral periton ile ortiiliidiir Bu
Ozellikleri ile rat kolonu anatomik olarak kolit modeli olusturmak i¢in, uzun stiredir

kullanilan yeterli bir modeldir (Sekil 4).22

Sekil 4. Rat Kolon Anatomisi
(1) ve (2) ¢cikan kolon,(3) mide, (4) duodenum, (5) cekum ve (6) inen kolon (6), * mesane (23)
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2.5. inflamatuar Bagirsak Hastaliklar

IBH, ince ve kalin bagirsagin ¢esitli katmanlarin tutan bir hastalik grubudur. Bazi
yazarlar yalmzca CH ile UK’yi IBH olarak tanimlarken, bir kismi da bakteriyel, viral,
fungal ve parazitik infeksiyonlar ve ilag ile yatrojenik olusturulan veya radyasyon ile
gelisen inflamasyonlar1 da bu grup hastalik igerisinde tanimlamaktadirlar. CH ve UK,
siiresi ve siddeti degisken alevlenmeler ve remisyonlar ile karakterizedirler. Genel
olarak klinik seyirlerini tahmin edebilmek oldukg¢a giictiir. CH birincil olarak ince
bagirsagi, ozellikle de ileumu tutarken, UK ise sadece kolon hastalii olarak ortaya
cikar. Her iki hastalik da gerek belirti ve bulgulari, gerekse seyirleri agisindan genel
olarak birbirlerine benzerler. Her ikisi de, bagirsak dis1 bir¢ok organda olusturabildikleri
komplikasyonlar ve malignite potansiyelleri nedeniyle, kolon ve rektum hastaliklar
arasinda 6nemli yer tutmaktadirlar.**

UK kolon ve rektum mukozasini tutan, tekrarlayan inflamasyon ve iilserlerle
karakterize, remisyon ve relapslarla seyreden kronik bir hastaliktir. Kadin/erkek orani
hemen hemen biitliin yas gruplarinda bire yakindir ve en ¢ok 15-40 yas grubunda
goriilmektedir. Olgularin % 5’inde ailevi bir predispozisyon bulunur. Hastaligin
prevalans: tiim popiilasyonda 20-130/100000 iken insidans1 1,3-15,1/100000/y1l’dr.
Hastalik, akut ve agir hastalik durumlart disinda yalnizca mukoza ile smirlidir.
Hastalikli dokularin histopatolojik incelemelerinde akut ve kronik inflamatuar
hiicrelerin mukozay1 infiltre ettikleri, goblet hiicrelerinin azaldig1 ve ¢ok sayida kript
abselerinin bulundugu goriilmektedir. Ancak agir durumlarda iilserle transmural
olabilmekte ve CH’de goriilen lezyonlardan ayirilabilmeleri giliglesmektedirler. Klinik
olarak kanlit mukuslu diyare, rektal kanama, kramp tarzi karin agrisi, ates, istahsizlik,
kilo kaybi gibi semptomlar ve lokal ya da sistemik komplikasyonlarla seyreder.
Olgularin %54’{inde hastalik rektosigmoid yerlesimli iken % 27’si sol kolon tipi ve %
19°u pankolit seklindedir (Sekil 5).*°

CH agizdan aniise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir yerini tutabilen,
kronik seyirli, progresif, graniilamatdz inflamasyonla karakterize bir hastaliktir. CH her
yasta ortaya ¢ikabilmesine ragmen siklikla 2.-3. dekadda baslar. Hafif bir kadin
hakimiyeti vardir. Beyazlar ve Yahudilerde daha sik goriiliir. Hastaligin prevalansi tim
populasyonda 10-70/100000 iken insidans1 0,5-6,3/100000/y1l’dir. En sik ileum ve

kolonun birlikte tutulumu goriiliir. Inflamasyon, bagirsak duvarinin tamamini ve
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cevredeki mezenter ve lenf bezlerinin de i¢ine alabilmektedir. Hastaligin bir 6zelligi de,
lezyonlarin transmural olarak bagirsagi tutmasi ve lezyonlar arasinda saglam segmentler
bulunmasidir (Sekil 6). Uzun dénemde bu lezyonlar bagirsakta kisalmalara ve striktiir
olusumuna yol acabilmektedirler. Ilk kez 1932 yilinda, Crohn, Ginzburg ve
Oppenheimer terminal ileumda segmenter mukozal iilserasyonlar, ¢cok sayida fistiiller,
bagirsak duvarinda asir1 bag dokusu reaksiyonu ve buna bagli stenoz ile seyreden bir
olguyu terminal ileit olarak tanimlamustir. Klinik olarak kramp benzeri karin agrilar,
kilo kaybi, diyare ve ates on plandadir. Rektal kanama, iilseratif kolitte oldugu kadar
siklikta goriilmez. Mesane, iireter, diger bagirsak segmentleri gibi organlara fistiiller
olusmasit ve perianal bolge hastaliklarinin siklikla goriilmesi hastaligin 6zellikleri
arasindadir. Mikroskopik olarak graniilomlarin goriilmesi, akut ve kronik inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu ile birlikte transmural lezyonlarin olmasi tani koymaya
yardimci olmaktadir. Birincil olarak sindirim sisteminin bir hastaligi olmasina karsin
iritis, ankilozan spondilit, sklerozan kolanjit, nefrolitiazis, iiriner sistem patolojileri gibi
ekstraintestinal komplikasyonlar siklikla bulunur. Hastalarin yarisinda ileokolik bdlge
tutulur. Geri kalanlarin % 19’unda hastalik kolonda ve % 2’sinde anorektal bolgede
lokalizedir. Ozofagus, mide, duodenum tutulumu % 3-5, sadece ince bagirsak tutulumu

ise % 29°dur.?**’

IBH’de mukozal hiicre hasaria neden olabilecek etkenler

- azalmig splankik kan akimi

- sitokinler ve SOR’larin neden oldugu hasar

- antioksidan besinlerin aliminda azalma (GLN, ¢inko, selenyum vit A,C,E)

- enteral beslenmede yetersizlik ve/veya ekzojen bagirsak trofik besinlerin
yetersiz alintmi1 (GLN, kisa zincirli yag asitleri)

- bagirsak hiicrelerinin, trofik besinleri 6giitme yeteneginde yetersizlik

- hormonal biiyiime faktdrleri etkilerine hiicresel direng

- diger bilinmeyen nedenler olarak siralanabilir.
IBH’de akut atakta ve akut atak sonras1 remisyonda olmak iizere iki sekilde tedavi

uygulanir. Akut ataklar sirasinda, hasta kaybi en fazladir. Akut atak sirasinda,

hastalarin bir kisminda acil cerrahi girisim gerekirken, bir kisminda da steroide bagimli
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hale gelebilirler. Remisyon, cerrahi girisim gerektirecek hasta sayisini azaltmada
onemlidir. Hafif ve orta dereceli ataklarda siilfosalazin, topikal ve oral steroidler
kullanilir. Siddetli atak geciren hastalar, hastaneye yatirilarak sivi - elektrolit replasmani
yapilmal1 ve parenteral glukokortikoidler baglanmalidir. Tedaviye cevap, 5-7 giin i¢inde
olur ise oral tedaviye gecilir. Bu tedaviye yanit alinamamasi acil cerrahi girigim
gerektirebilir.”***

Suppozituar veya lavman seklinde lokal steroid tedavisi, hastalig1 rektumda sinirh
hastalara uygulanabilir. Steroidlerin sistemik yan etkilerden sakinmak i¢in yeni topikal
steroidler  gelistirilmisti. UK  remisyona girdikten sonra idame tedavisinde
aminosalisilatlar kullanilirlar. Bu amagla 5 - Amino Salisilik Asit (5 - ASA) ve
silfapiridinin birlesmesinden olusmus olan siilfosalazin kullanilir . CH’de ise bu
ilaglarn idame tedavisindeki yeri agik degildir.>*>>~

Son zamanlarda, tedaviye direngli aktif donemdeki IBH’de ve CH’de
remisyondaki hastalarin idame tedavisinde, fistiillerde, perianal hastalikta
immunosupresif ilaglar denenmis ve basarili bulunmustur. Yapilan calismalar bu
ajanlarin, steroid dozlarin1 azaltmada etkili olduklarin1 géstermislerdir. Azothioprine, 6-
merkaptopiirin, siklosporin ve MTX bu amagla kullanilan immunsupressif ajanlardir.
Yine tedavide kullanilan immunomodiilator ilaglar da etkilerini lenfositlerin
aktivasyonunu ve proliferasyonunu azaltarak goterirler. Genellikle medikal tedaviye
yanit vermeyen, fulminan gidisli olgularda bu tedavi yiiksek doz uygulanarak hastay1
cerrahi girisimden korumak amaglanir.*>~"®

UK tedavisinde antibiyotiklerin ise, sepsis disinda fazla kullanim alam yoktur.
Fulminan kolit ve toksik megakolon durumunda intravendz antibiyotikler uygulanir. Bu
amagla metranidazol ve siprofloksasin kullanilabilir.”®

UK’de medikal tedaviye yamtsiz agir ataklarda ve bu ataklar sirasinda gelisen
komplikasyonlarda, (perforasyon, akut dilatasyon, obstriiksiyon gibi), cerrahi tedavi
endikasyonu vardir. CH’de ise cerrahi tedavi sadece komplikasyonlara yonelik
olmalidir ¢iinkii hastaligin niiks olasilig1 yiiksektir.33

UK’in cerrahi tedavisi ayn1 zamanda hastalik igin kiir de saglar. Bu amagcla total

kolektomi, ileostomi, total kolektomi-poslu ileoanal anastomoz gibi cerrahi yontemler

tercih edilir.*?
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Toksik megakolonda tedavi baslangigta etkili medikal ve destekleyici tedavi
olmalidir. Tiip drenajla kolonik dekompresyon uygulanmalidir. Medikal tedaviye % 50
oraninda yanit alinir. Hastada perforasyon ve komplikasyon belirtileri gozlenirse
morbidite ve mortalite riski arttigindan dolayi acil cerrahi girisim yapilmalidir. Cerrahi
olarak acil total kolektomi, perforasyon mevcutsa loop ileostomi yapilir.”>*"**

CH’nin cerrahi tedavisi hastalikli boliimiin rezeksiyonunu igerir. Rezeksiyon sinir1
makroskopik olarak belirlenen hastaliksiz bagirsak segmentidir. Hastalikli segmentin
rezeksiyon anastomozu yapilabilecegi gibi, batin i¢i yaygin enfeksiyonda rezeksiyon -
ostomi veya hastalikli segment ¢ikarilamiyorsa proksimal stoma uygulanabilir. CH’da
daha sik goriilen perianal fistiillerde ise sifinkteri koruyucu smirl cerrahi yapilmalidir.™

IBH’de kronik hastalik siirecinde olusan displazi ve kanser gelisimi, énemli bir
cerrahi endikasyondur (Sekil 7). UK’de bu endikasyonla yapilan total kolektomi ayni
zamanda kiir de saglar.”

Yeni klinik kullanima girmis olan ajanlar: infliksimab, nikotin ve eritropoetin’dir.

Bir¢ok ajan da, deneme agsamasindadir.

2.5.1.Etyoloji ve Patogenez

IBH’nin hastalik mekanizmasini tetikleyen etkenler halen bilinmezligini korurken,
hastaligin ilerlemesinde yer alan olas1t mekanizmalar ve medyatorler konusunda giderek
daha fazla teoriler gelistirilmektedir. Altta yatan neden ne olursa olsun, ortaya ¢ikan
kolonik hasarda organin yaniti hemen hemen ayni sekilde olmaktadir. Sigara i¢imi, oral
kontraseptifler, alkol, rafine sekerler, infeksiydz hastaliklar (UK igin Herpes Simplex
Virlisti ve Escherichia coli suslari, CH i¢in Kizamik virlisi ve Mycobacterium
paratiiberkulozis) su¢clanmaktadir. Ancak hem hastaligin baslangi¢c asamasinda hem de
ilerlemesinde gastrointestinal kanalin immiin regiilasyonundaki bozukluklarin etkili
oldugu goriisii giiniimiizde daha ¢ok kabul gérmektedir. Hem UK hem de CH’nin
patofizyolojisinde bagirsak iligkili lenfoid dokunun rolii oldugu bildirilmektedir.
CH’deki graniilomlar (T-hiicre iliskili bagisiklik), UK’deki lenfoid infiltrasyona bagl
Arthus reaksiyonu, diger immiin sistem hastaliklarinda IBH’nin ekstraintestinal
bulgularinin ortaya ¢ikisi, IBH hastalarinda hipergamaglobiilinemi ve otoantikorlarin

varlig1 bu goriis ile agiklanmaktadir.*
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UK ve CH benzer genetik yatkinlik ve inflamatuar siirece sahip olmalarina
ragmen antijenik uyariy1r baglatan sebeplerin farkli oldugu diisiiniilmektedir. Hayvan
modelleri bize baglangi¢c hasarini olusturan ve immiinregiilator mekanizmay1 bozan
faktorlerin ¢esitlilik gosterdigini, ancak benzer bagirsak hasar1 olusturduklarini
bildirmektedir. Insan calismalar1 ise genetik heterojenitenin etkilerini ortaya
koymaktadir. Yine bu calismalar gdstermistir ki siireci baglatan sebep ne olursa olsun
bagirsak iyilesme yetenegine sahiptir. Bu hastaliklar1 kronik hale getiren sebep liimen
icindeki toksik madde ile temasin siirekli olmasi (siklikla bakteriyel sebepler) ve kisinin
genetik yatkihgidir.**

Nonspesifik intestinal inflamasyon besin antijenleri, bakteriyel toksinler ve
mikroorganizmalar ile tetiklenebilir. Epitelyal hiicrelerdeki ve immiin sistemdeki
anormal aktivasyon sonucu gelisen lenfosit proliferasyonu ve IL-IB, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-y, TGF-B, prostagladinler, TX, LTB4, TNF, PAF gibi sitokinler ve nétrofillerden
salgilanan asir1 NO ile intestinal bariyer zayiflar. Artan mukozal gec¢irgenlik sonucu
lamina propriadaki immdiin hiicreler, sinir pleksus hiicreleri, mast hiicreleri, mezenkimal
hiicreler gibi bir¢ok hiicre uyarilir ve lokal hasar artar. Ayrica inflamasyon gelistiginde
dokuda tromboz olusur. Ancak bunun inflamasyonun nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu bilinmemektedir. Hastaliga yatkinli§i olmayanlar bu hasari immiin cevabin
down-regiilasyonu ile smirlandirarak geride herhangi bir skar dokusu kalmaksizin
iyilesmeyi saglarlar. Genetik olarak egilimli kisilerde inflamatuar cevap baskilanamaz
ve doku yikimini takiben kronik inflamasyon ve fibrozis gelisir.”"**’

CH’deki inflamatuar siireci baglatan uyar1 siklikla liminal bir anaerobik
bakteriyel ajan iken UK deki inflamasyon fonksiyonel olarak anormal acrobik bakteriler

ya da epitelyal hiicrelerdeki primer defekte baglhdir.*

18
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19



2.6. Deneysel Kolit Modelleri ve Literatiiriin Gozden Gecirilmesi

Insan IBH igin bir¢ok deneysel kolit modeli gelistirilmistir. Kimyasal indiiksiyon,
immiin hiicre transferi veya genetik miidahele ile olusturulurlar. Ek olarak, yeni diinya
maymunu, resus makaki ve C3H/Hel tip farelerde kendiliginden kolit gelisebilir. Bu
son iicli ¢ok ¢ekici modellerdir. Ciinkii herhangi bir ekzojen maniipiilasyona gerek
yoktur. Bununla beraber, bu hayvanlara ulasim zor oldugu i¢in kullanim alani sinirlidir.
Genisge kullanilan modeller kimyasal ajanlarla indiiklenen modellerdir. Bu modellerde
deneysel kolit, irritanlar ya liiminal olarak (TNBS, asetik asit, oksazolon,
dinitroklorobenzen, iodoasetamid), ya i¢me suyuyla (dekstan sodyum siilfat), ya gastrik
lavajla (siklosporin A) veya coklu intramural injeksiyonla (peptidoglikan, polisakkarid)
uygulanarak olusturulur. TNBS ve okzazolon modellerinde, irritan madde etanol gibi
mukozal bariyer kirict i¢ginde verilir, bu sayede haptenlerin dokulara girisi gergeklesir.
Dinitroklorobenzen de hapten ajandir, ancak TNBS ve oksazolona zit olarak
hayvanlarda kolit olusturmak ic¢in limene verilmeden Once hayvanlar sensitize
edilmelidir. Dekstran sodyum siilfat ve karegenanin igme suyuyla siirekli verilmesi
yaklagik bir haftada kolonik inflamasyonlara sebep olur. Kimyasal olarak olusturulan
modellerin ¢ogu akut kolit modeli olusturulur. Bununla beraber bazilar1 kronik 6zellik

gosterirler.**°

2.6.1. TNBS-E kombinasyonu ile ratlarda olusturulan deneysel kolit modeli:

Morris ve arkadaglar1 tarafindan ortaya konulan bu modelde sensitize edici
allerjen bir madde olan TNBS’nin etanol i¢inde hazirlanmis soliisyonunu (TNBS-E)
ratlara lavman seklinde uygulanmasi sonucu kolit gelistirilmistir. Bu modelde
insanlarda olusan CH’nin bir¢ok histopatolojik ve klinik ozellikleri gozlenmekte ve
olusan kronik inflamatuar yanitin siiresi 8 haftaya kadar uzamaktadir. Etanol, mukoza
bariyerini ortadan kaldirmak ve bu yolla TNBS’nin bagirsak duvarina penetre olmasina
yardime1 olmak amaciyla verilmektedir. Lavman seklinde uygulanan TNBS, kovalen
reaktif bir bilesik (hapten) oldugu i¢in bagirsakta oksidatif hasara ve buna bagh olarak
genellikle transmural akut nekroza yol agmaktadir. Ratlarda TNBS-E’nin olusturdugu
kolitin patogenezi tam olarak agiklik kazanmamasina ragmen immunolojik
mekanizmalar i¢erdigi disiliniilmektedir. Etanol yardimi ile bagirsak duvarina penetre

olan TNBS, dokunun kendi yiiksek molekiiler agirlikli protein molekiilleri ile kovalen
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baglarla birleserek “hapten modifiye antijenler” olusturmakta ve T hiicreleri aracilig ile
bu molekiillere immiin yanit olusmaktadir. Burada olusan hasar sonucunda
makroskopik olarak kolon duvarinda belirgin kalinlagma, derin soliter veya ¢oklu
tilserler ve mikroskopik olarak polimorfoniiveli 16kosit infiltrasyonu ve graniilomlarla
seyreden transmural inflamasyon gozlenmektedir. TNBS-E’nin lavman ile verilmesini
takip eden ilk birka¢ giinde fokal bazal kriptlerinde yer aldigi akut nekroz ve
inflamasyon alanlar1 goze carpmaktadir. Bu sathayi takip eden kronik siiregte ise
mononiikleer hiicre infiltrasyonu 6n plana ¢ikmakta ve daha ¢ok submukozaya sinirh

kronik inflamasyon goriintiisii saptanmaktadur.***°

2.7. Deneysel Kolit Modeli Uzerine Tedavi Amaciyla Kullanilan Ajanlar
2.7.1 N Asetil Sistein

NAC, bir tiol molekiilii olup L-sistein ve indirgenmis glutatyonun prekiirsoriidiir.
Hiicrelerde siilfidril gruplarin kaynagi olup, OH- gibi serbest oksijen radikalleriyle
etkileserek serbest radikalleri temizler. NAC apopitozisi Onleyebilmekte ve ¢esitli
proteinlerin aktivitelerini dilizenleyerek hiicre sag kalimimi uzatmaktadir. NAC,
endotelyal disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz, invazyon, Kkartilaj
erozyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin geciktirilmesini
saglamaktadir.* Antitoksisitesindeki olast mekanizmalar GSH artisina neden olmasi ve
serbest radikallerini temizlemesi sayilabilir.*® Hidroksil radikalleri yiiksek derecede
reaktiftir ve lipid peroksidlerinin olusumuna neden olabilir. Ozellikle indirgenmis GSH
gibi siilfidril iceren bilesikler hiicrelerin hidrojen peroksit zararindan korunmasinda ¢ok
onemlidir. GSH ayn1 zamanda oksidatifler tarafindan salinan serbest radikalleri de
temizler. Bu yiizden GSH’nin sitoprotektif ve antioksidan ajan olarak
kullanilabilecegini Oneren pek ¢ok calisma vardir.”> GSH’nin kendisi hiicreler
tarafindan hizlica alinmaz, bu ylizden GSH’nin metil ve etil esterleri tanimlanmis ve
bunlarin hiicre zarini kolay gectigi bildirilmistir. Her ne kadar GSH esterlerinin toksitesi
hakkinda birka¢ yayin olsa da; bu muhtemelen bilesiklerin hazirlanmasi esnasindaki
kontaminasyona baglhdir. Ayrica , NAC, muhtemelen konagin hiicrelerine girip, sistine
hidrolize olup GSH sentezini stimiile ederek antioksidan etki gosterir.””®
Deneysel modellerde sepsisten dnce veya sonra oksijen radikal siipiiriiciilerinin

verilmesinin sag kalim artirdigi gosterilmistir. NAC stlfidril dondrii olan bir
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antioksidandir ve EDRF ve GLN rejenerasyonunu destekler. Pek ¢ok calisma NAC’nin
mikrosirkiiler kan akiminda ve doku oksijenasyonunda Onemli oldugunu
gostermektedir.”!

NAC serbest radikallerin biyokimyasini ¢alisirken invivo ve invitro bir ajan olarak
kullanilmistir. Hidroksil radikali ile hizlica reaksiyona girerken hidrojen peroksit ile
yavas girer ve siiperoksid radikalleri ile hi¢ girmez. Koyun ve domuz modeli
kullanilarak endotoksin ile indiiklenen ARDS olusturuldugunda pek cok degisik
hematolojik ve patofizyolojik anormalligin ciddiyetini azalttigi ve sag kalim

destekledigi gosterilmistir.*

2.7.2. Glutamin

GLN, esas olarak esansiyel olmayan amino asit grubundadir. Ancak, deneysel
calismalar, katabolik durumlarda esansiyel hale gectigini gostermislerdir. Viiciitta en
cok bulunan amino asittir. Iskelet kasi serbest amino asit havuzunun % 60’mni,
plazmadaki serbsest amino asit havuzunun ise % 20’ini olusturur.Diger amino asitlerin
aksine sadece glutamin’in iki nitrojen atomu vardir ve nitrojen mekigi olarak bilinir.
Viicudun en ¢ok hangi bolgesinde gereksinim varsa o bolgeye nitrojen tasir. GLN;
viicutta hizli ¢ogalan hiicrelerin 6nemli bir metabolik substratidir. GLN, sistemik
dolasima biiyiik oranda iskelet kasindan sentez edilip salinir. Intraselliiler glutamat
organlar arasi nitrojen ve karbon tastyicist olarak rol alir. Onemli bir enerji kaynagidir
ve protein sentezi ve hiicresel koruyucu sistemler icin gereklidir. Major antioksidan
GSH sentezi icin prekiirsordiir. GLN, enterositler, kolonositler ve immiin sistem
hiicreleri tarafindan ana yakit ve substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir Sepsis,
travma, cerrahi girisimler ve benzeri katabolik stres faktorlerinin etkisi ile iskelet
kaslarindan fazla miktarda GLN salinmakta, bunun sonucu olarak kas kitlesi ve kan
GLN diizeyinde diigme ortaya ¢ikmaktadir. Deneysel bagirsak hasari, atrofi ve katabolik
stress modellerinde GLN ile zenginlestirilmis parenteral ve enteral immiin sistem
hiicrelerinin sayilarin1 ve/veya fonksiyonlarimi arttirmakta, Gastrointestinal sistemde
(GIS) mukozal biiyiime ve onarimi hizlandirmakta, GIS kaynakli sepsisi azaltmakta ve
nitrojen dengesini diizenlemektedir.®” GLN, intestinal mukoza iizerinde trofik etkisi ve

permeabiliteyi azaltici etkisiyle, bagirsak metabolizmasi ve fonksiyonunun devami i¢in
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vazgecilmezdir. Oral GLN veya glutamik asit desteginin bagirsak bazal membranini

koruyacag1 ve cerrahi sonrasi: komplikasyonlari azaltacagi savunulmustur.®*-%

Glutaminin Metabolizmadaki Fonksiyonlari

GLN’nin yara iyilesmesinde dolayli bir rolii vardir. Fibroblastlar, epitelyal
hiicreler, enterositler, lenfositler ve makrofajlar gibi hizla ¢ogalan hiicrelerin enerji
kaynagidir. Katabolik durumlar ve elektif cerrahi gibi durumlarda; eksikliginin
kacinilmaz olusu ve yerine koyma ile nitrojen dengesinin ve immunosupresyonun
iyilestirilmesi miimkiindiir.*’

GiS’den emilen aminoasitlerin bir kismi karacigere giderken bir kismi hiicre igi
aminoasit havuzunda toplanip protein ve diger nitrojenli maddelerin sentezinde
kullanilir. GLN ise enterositlerde metabolize olur ve bunlar i¢in gerekli enerjinin biiyiik
kismin1 saglar. Protein sentezini regiile eder ve tiim hiicrelerin niikleik asit
biyosentezinin en énemli dncii maddesidir. Iskelet kaslar1 GLN’nin en 6nemli sentez ve
depolama yeridir. Buradaki konsantrasyonu dolasan kandakinin 30 katidir.®®

Gastrointestinal trakt viicutta GLN’nin en biiyiik kullanicisidir. Enterositlerin
baslica enerji kaynagi olan glutamin enterositlerde trofik etkiye sahiptir. GLN ince
bagirsak hiicrelerinin mitokondrilerinde glutaminaz aktivitesi sayesinde once glutamata
daha sonra alfa ketoglutarata doniisiir. Trikarboksilik asit (krebs) dongiisiine katilarak
ATP iiretimi saglanir.*”!

Kolonositler enerji kaynagi olarak kisa zincirli yag asitleri ve GLN’yi kullanirlar.
Bagirsak ve bagisiklik sisteminde bir¢ok hiicre hizla prolifere olmaktadir. GLN, bu
durumu hem enerji hem de biyosentetik prekiirsor kaynagr islevi gorerek
kolaylagtirir,*%7%7%7

GLN, bagirsak duvarinin biitiinliigiiniin korunmasina yardimci olarak, septisemi
ve multipl organ yetmezligine yol agabilecek bakteriyel translokasyonu onler. GLN,
dokular1 serbest radikal hasarmma karsi koruyan major bir antioksidan olan GSH
sentezinin Onciiliiglinii de yapabildiginden, sok sonrast mukozal hasardan korunmada ve
post-iskemik reperfiizyonda rol oynayabilir.”

GLN ile zenginlestirilmis total parenteral beslenmede jejunal mukozanin agirligs,

DNA ve nitrojen igerigi artar ve anlamli olarak villus atrofisi azalir. GLN ilave edilmis

enteral diyet ile beslenenlerde MTX’e bagli enterokolit daha hafif seyreder ve 5-
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florourasil kullanimi ile olusan mukoza hasar1 daha c¢abuk iyilesir.“’64 Abdominal
radyasyondan 6nce GLN kullanimi intestinal mukozaya koruyucu etki yapar, bagirsak
GLN metabolizmasi artar ve tiim batin 1sinlanmasindan sonra morbidite ve mortalite

666 Total parenteral

azalir; GLN bu etkisini radyasyondan sonra verilincede gosterir.
beslenmeye ilave edilen GLN karaciger yaglanmasini ve pankreas atrofisini azaltir.
Hiicre kiiltiirlerinde mitojenlere karsi normal lenfosit fonksiyonu, fagositoz sirasinda
protein sekresyonu, mRNA yapimi ve hiicre membraninin desteklenmesi i¢in fosfolipid

sentezinde onemli rol alir.>>>*

Etkin bir bariyer olarak ve muhtemelen antioksidan
koruma &zelligini artirarak gergeklestirdigi savunma iyilesmesi aracilifiyla bagirsagin
korunmasina yardimci olmasindan baska, GLN optimal immiin savunmayi bagka
yollardan da kolaylagtirir. Lenfosit proliferasyonu ile notrofil ve makrofajlarin
fonksiyonlarmi optimal olarak yerine getirmeleri agisindan da esansiyel 6zellikte bir
maddedir.%*%7¢7

Plazma GLN diizeylerinin diisiik oldugu durumlarda; T-Lenfositleri baskilanir,
notrofillerin bakterisidal fonksiyonlari bozulur, makrofajlarin fagositik aktiviteleri ve
interlokin (IL-1) yapimi azalir. GLN, ayrica, bobrekler tarafindan asit-baz dengesinin

diizenlenmesinde kullanilmaktadir.5*-*?

2.7.3. Metotreksat

MTX, bir folik asit analogudur. Diyetle alinan folik asit, dihidrofolat rediiktaz
enzimi ile dihidrofolat ve tetrahidrofolata indirgenir. Bu indirgenmis folatlar,
homosisteinin metionine doniisiimiinii, histidin metabolizmasi, piirin sentezi ve DNA
sentezi i¢in gerekli olan timidilat sentezinde rol alirlar. Bir antimetabolit olan MTX,
dihidrofolat rediiktaza geriye doniisiimlii baglanarak onu inaktive eder. Netice olarak,
timidilat ve inosinik asit sentezinin inhibisyonu yanisira, glisinin serine, homosisteinin
de metionine doniigiimii engellenir ve bdylece protein sentezi bozulur. Biitiin bu
farmakolojik mekanizmalarin sonucu olarak inflamatuvar hiicrelerin fonksiyonlarinda
inhibisyon saglanmis olur.®

MTX, folatlarin hiicre i¢ine aktif transportu ile rekabete girerek hiicre igine folatin
yerine kendi girer. Karacigerde diger folatlarda oldugu gibi poliglutamilasyona ugrar.

Poliglutamasyon sonrasi MTX intraselliiler olarak uzun siire kalabilir. Hidrolitik

24



enzimlerle bu halinden tekrar eski haline yeniden donebildiginden haftalik tek doz
seklinde kullanim énerilmektedir.®

MTX’in gastrointestinal sistemden emilimi doza bagimli olup gidalarin emilim
tizerine etkileri hakkindaki bilgiler ¢eligkilidir. Serum pik seviyesine emilimden 1-2 saat
sonra ulagir. Genel kullanim dozu 7,5-25 mg/hafta olup bu dozun haftada bir giin tek
seferde alinmasi Onerilmektedir. Ancak bu dozun 2-3 esit miktara boliinerek alinmasi
klinik etkinlik ac¢isindan fark olusturmadigi i¢in hasta toleransina gore tercih
edilmelidir. Bes-25 mg arasindaki dozlar1 iyi emilir ve % 60 oraninda biyoyararlanim
gosterir. Doz artirildiginda intestinal flora tarafindan metabolize edilerek atiliminin
saglanmasi nedeniyle emilimi azalir. Yaklasik % 50’si serum proteinlerine baglanir ve
diger albiimine baglanan maddelerle rekabete girer. Baglica atilimi % 80 oraninda
glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyonla bobreklerden ve az bir kismi da safra
yollart ile olur. Plazma yarilanma stiresi 6-8 saat kadardir. Bircok ilag MTX ile
etkilesime girebilmekte ve emilimi, yapisi ve atilimi etkilenebilmektedir. Diger antifolat
ajanlardan olan trimetoprim-sulfametoksazol ile birlikte alimi asir1 folat yetersizligine,
salisilatlarla alim1 kan serumundaki serbest ilag oranini artiracagindan toksik etkilerde
artisa neden olabilmektedir. Ayrica non-steroid antiinflamatuar ilaglarla alindiginda
bobreklerle atiliminin etkilendigi yoniinde ¢eliskili yaymlar vardir, ancak renal
fonksiyonlar1 iyi olanlarda rahatlikla kombine edilebilmektedir. Yasli ve renal

fonksiyonlar iyi olmayan hastalarda dikkatli olmak gerekir.*®

2.8. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde ¢iftlenmemis elektron igeren atom veya molekiillere radikal adi
verilir ve “R” ile gosterilir. Atomun {izerindeki nokta paylagilmamis elektronu gosterir.
Kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler bir an once kararli hale ulagmak isterler. Bu
bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya cesitli dis
etkenlerin etkisiyle olusabilir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle cok aktif yapida olup tim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 0Ozelligi
gostermektedir.

Orbitalinde bir ya da daha fazla ¢iftlenmemis elektron tasiyan halojen atomlar (CI

ve Br), hidrojen atomu, Na, K gibi alkali metal atomlar1 ve oksijenin rediiksiyon ara
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tirtinleri stiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil (OH"), gibi bagimsiz, kisa
omiirld, reaktif atomlar serbest radikal olarak tammlanmaktadir.®”*°

Diger taraftan bazi atom kombinasyonlar1 ise bir orbitalinde tek elektron
bulunduran dagilimlar1 nedeniyle radikaldir. Ornegin dnemli bir hava kirliligi etkeni
olan nitrit dioksit (NO;) endotel kaynakli relaksan faktor olan nitrik oksit (NO) bu tip
radikallerdir.”’

Demir, bakir, mangan, molibden gibi gecis metalleri dis yoriingelerinde birer
elekron tagimalarma ragmen radikal karakter gostermezler.”® Serbest radikal kabul
edilen atom ve molekiiller elektron konfigiirasyonlarinin yanisira, termodinamik
yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilirler.**™

Oksijen canlilarin yagsamlarini siirdiirebilmeleri i¢in mutlak gerekli bir elementtir.
Oksijen hiicre icinde dort elektron gerektiren bir dizi reaksiyon sonunda indirgenir, bu
sirada hiicre kendisi icin gerekli enerjiyi saglar. Bu siiregte oksijenin az bir kismi
(% 1-3) tam olarak suya doniisemez ve bu reaksiyonlarda ara iiriin olarak serbest
radikaller olan siiperoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OH") olusur.”*”

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir

Bu zararlar soyle siralanabilir.

1. DNA’nin tahrip olmast,

2. Niikleotid yapil1 koenzimlerin yikima,

3. Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre
ortaminin tiol/disiilfit oraninin degismesi,

4. Protein ve lipidlerle kovalen baglantilar yapmasi,

5. Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,

6. Mukopolisakkaritlerin yikima,

7. Proteinlerin tahrip olmasi ve proteinlerin “turn over”inin artmasi,

8. Lipid peroksidasyonu, zar yapisinin bozulmasi,

9. Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

10. Steroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

11.Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon

olaylarmin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasz.*>*¢"*
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Biyolojik ortamlarin, basamaklari en iyi bilinen ve en cok calisilan radikal
reaksyon zinciri lipid peroksidasyonudur. Radikaller organik ortamlardaki
biyomolekiillerin tiimiinii etkileseler de hedefleri basta membran lipidleri olmak {izere
diger lipidler, proteinler ve DNA’dur.**

Serbest radikaller, zar yapisindaki ¢ok doymamis yag asidi zincirinin alfa metilen
gruplarindan  bir  hidrojen atomunu uzaklagtirarak lipid peroksidasyonunu
baslatmaktadirlar. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, lipid peroksidasyonunun
uyarilmasinda asil etkili radikalin hidroksil radikali (OH") oldugu benimsenmektedir.
Bu radikal siiperoksit radikalinden veya H,O,’den demirin katalitik etkisi altinda
olugsmaktadir. Bu donilistimler Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 olarak
bilinmektedir. Siiperoksit, PH: 7,2’de daha stabil bir metabolit olan H,O,’ye
déniigiir 55929697

Stiperoksit, Cu gibi gecis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay reaksiyona girer ve
H,0, ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek oldukca toksik hidroksil radikalini
olusturur. Metaller demir iyonlar1 katalizorliglinde “Fenton tepkimesi” gerceklesir ve
reaksiyon ortalama 4000 kez hizlanir.***%

Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu
yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Olusan lipid radikali
(L") dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle, molekiil
ici ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlari olusmaktadir. Daha sonra, lipid
radikalinin molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi ile lipid peroksit radikali (LOO")
meydana gelmektedir. Bu lipid peroksit radikalleri de zar yapisindaki ¢ok doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsmasin1 saglamakta, kendileri de
aciga  ¢ikan  hidrojen  atomlarim1  alarak  lipidhidroperoksitlere ~ (LOOH)
déniismektedir.*>

Otooksidasyon iiriinlerinden lipid-hidroperoksitler siiperoksit iyonu ataklar1 veya
lipoksijenaz aktivitesi ile 37 derecede birka¢ mekanizma ile pargalanarak yeni radikaller
{iretmeye baslar. Tkincil oksidasyon iiriinleri olarak tanimlanan bu yapilarmn sekillenmesi
gecis metalleri iyonlarinin katalizi ile olmaktadir. Bu nedenle demir, bakir gibi metaller

tiim organik ortamlar i¢in oldukea giiglii radikal hazirliyicilaridir **%-1%
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Lipid peroksidasyonu, lipid-hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
déniigmesi ile sonlanir.'”!

MDA, non-enzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin parcalanmasi sonucu olusan
toksik etkili son fiiriinlerden birisidir. Ikiden fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler
MDA’nin asil kaynagini olusturmaktadir. MDA miktarinin 6l¢iimii, lipid peroksit
diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yanisira, peroksidasyon
sirasinda olusan dien konjugatlarinin 6l¢iimii de in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini
yansitmaktadir. **+1011%

Lipid peroksidasyonunun; hiicre zarinin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile
hiicre zar1 islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre
bilesenleri lizerine etkisi, son iirlinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkl
yollarla hiicre hasarina neden oldugu diisiiniilmektedir. Her ii¢ olayin da esit derecede
etkili oldugu veya birlikte ya da birbirlerinin ardinca etkili olduklar ileri stiriilmektedir.
Bununla birlikte, aldehit yapili bilesiklerin uzun yasam siireli ve zarlar1 gecebilme
ozelliginde olmasi, lipid peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu
bilesiklerin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.'**'%°

Hiicre ve dokular, radikal iirlinleri ve reaksiyonlari inhibe eden giiclii bir
savunma sistemine sahiptir. Radikallerle olduk¢a hizli reaksiyonlara girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini Onleyen maddeler antioksidan olarak
tanimlanir. Bir sekilde olusturulan herhangi bir ilk radikal iirlinlin reaktif karakterine
bagl olarak biyomolekiiler ve hiicresel yapilara saldirmasinin 6nlenmesi antioksidan
savunma sisteminin isidir.*

Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirme hizi dengede oldugu siirece,
organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir veya bu
zararh bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulmakta
ve serbest radikallere bagl zararli etkiler ortaya gikabilmektedir.'®'"?

Kronik enflamasyon gibi durumlarda organizmada prooksidan-antioksidan
dengesi oksidanlar lehine bozulmaktadir.”*'*

Antioksidan savunma; radikal metabolit iiretiminin Onlenmesi, {iretilmis

radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre haraplanmasinin onarilmasi, sekonder radikal

tireten zincir reaksyonlarmnin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin
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arttirtlmas1 olarak ayrimlanan bes degisik blokta yiiriir. Bazi otdrler antioksidan
savunmay1; komponentlerinin enzimsel olup olmamasina bakarak, katalaz, SOD ve
GSH-Px’in rol aldig1 antioksidan aktiviteleri “enzimatik antioksidan savunma”;
tokoferol, askorbat, glutatyon, iirik asit, glukoz gibi maddelerle gerceklestirilen
deoksidasyon islemlerini “nonenzimatik savunma” olarak tanimlar. Diger yandan
antioksidanlara daha spesifik rollerin yiiklendigi ¢alismalarda antioksidan savunmanin;
seliiler, membransal ve ekstraseliiler olarak smniflandirildigr goriilmektedir.**'*%'%

Reaktif oksijen metabolitleri, SOD, GSH-Px, katalaz ve sitokrom oksidaz gibi
selliler antioksidan enzimlerce indirgenir. Normal mitokondriyal elektron tasima
zincirinde olusan siiperoksit anyonu, mitokondride bulunan sitokrom C oksidaz ve SOD
tarafindan temizlenir. SOD’nin enzimatik aktivitesi ile olusan hidrojen peroksit, katalaz
ve GSH-Px tarafindan suya donistiiriiliir. Okside olmus glutatyon (GSSG) ise glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan rediikte glutatyona (GSH) ¢evrilir.”*'"’

Membranlarin hidrofobik lipid yiiziinde intraseliiler ortamdan farkli olarak
lipidlerde c¢oziinen ve hiicresel enzimlerle yok edilemeyen radikaller iiretilir. Basta
alfa-tokoferol (Vitamin E) olmak iizere, B-karoten, ubiquinal bilesikleri ve koenzim Q
temel membran antioksidanlaridir.
nedenle glikozillenmis serum proteinleri olarak tanimlanan SOD ve GSH-Px’in
ekstraseliiler ortam ve organik materyellerde antioksidan olarak bir 6nemi yoktur.
Transferrin, laktoferrin haptoglobulinler, albumin, seruloplazmin, biliriibin, iirik asit,
glukoz gibi proteinler temel ekstraseliiler antioksidanlardir.''*'"!

Hiicreler aras1 ortamda iiretilen serbest radikal metabolitlerin; demir ve bakir gibi
katalizor metal iyonlar1 ile kargilagsmalarinin engellenmesi, ekstraseliiler antioksidan
savunmanin temel yoludur. Ornegin demir tastyici protein transferrin bire ii¢ demir
baglayarak plazma serbest demir ve bakir iyonlarinin serbest radikal reaksyonlarini
katalizlemesini Onler, bdylece tepkime sayisi azaltilmis olur. Laktoferrin, hemoglobin,
myoglobin, hemopeksin ve albumin hemen hemen ayni islevselliktedir. Laktoferrinin
nétrofillerde radikal olusumunu 6nleyen bir ajan oldugu gosterilmistir. Seruloplazmin
bakir1 baglarken; glukoz, {irat ve biliriibin ortamdaki radikalleri temizleme ugrasindadir.
Bu proteinlerden biliriibinin antioksidan kapasitesi B-karotene benzer sekilde oksijen

konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir.®*!%!1=!13
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Stiperoksit radikallerinin canlilarda tiretildigi uzun yillardir bilinmesine ragmen
bu radikallerin temizlenmesi ile herhangi bir enzimatik etkinlik 1968 yilina kadar
bilinmiyordu. 1968 yilinda Fridowich ve arkadaslar1 daha once alyuvarlardan
saflagtirillan fakat herhangi bir enzimatik aktivitesi bulundugu saptanamayan, bakir
iceren mavi bir proteinin (erythrocuprein) ksantin oksidaz deney sistemine eklendiginde
sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigini buldular. Ksantin oksidaz tepkimesinde

stiperoksit radikali olustugu ve bu radikalin sitokrom c’yi indirgedigi daha oncede

biliniyordu.
Adenin Guanin
\l/ Ksantin oksidaz \l/ Ksantin oksidaz
Hipoksantin - Ksantin — Urik asit

H,0, 0,-— H, 0 H,0, O-— H', O

Boylece daha once basta alyuvarlar olmak iizere cesitli dokularda saflastirilan,
fonksiyonu bilinmeyen ve elde edildigi dokuya goére hemocuprein, cerbrocuprein,
hemacuprein diye adlandirilan proteinlerin birer enzim olduklar1 ve siiperoksit
radikallerinin dismutasyonunu katalizledikleri gosterildi ve bu enzim siiperoksit
dismutaz olarak adlandirildi.

SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan ve siiperoksitin hidrojen

perokside dismutasyonunu katalizleyen bir metaloenzimdir.

02-. + 02-. +2H " _—> H202 + 02

Stiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyona ugrayabilir. Kendiliginden

" sn! dir. Buna gore siiperoksit radikalleri sulu

dismutasyonun hiz sabiti 2x10° M’
ortamda fazla birikmezler ve bu nedenle SOD ile katalizlenen dismutasyon dnemsiz gibi
goriilebilir. Oysa iki faktor enzimatik katalizin 6nemini belirgin sekilde ortaya koyar.

1. SOD ile enzimatik dismutasyonun hiz sabiti pH 7,4’de 2x10°M™ sn™' dir. Bu da
kendiliginden dismutasyondan 10* kez daha hizli bir dismutasyon avantaji saglar.

2. Hiicrelerde SOD konsantrasyonu, siiperoksit radikallerinin sabit durum

konsantrasyonundan yaklasik 10° kat daha fazladur.

30



1970-1980 yillar1 arasindaki en yogun arastirma konularindan biri SOD, oksijen
radikalleri ve radikallerin toksik etkileridir. Bugiin aerobik canlilarin her hiicre ve
organellerinin siirekli olarak siiperoksit radikalleri {irettigi ve bu radikaller ile meydana
gelen toksik etkilere karsi tek koruyucu enzimatik mekanizmanin SOD oldugu
bilinmektedir.

Biitiin canlilardaki SOD enzimi, kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna gore iig
grupta toplanabilir.

1. Bakir ve Cinko Igeren Dismutazlar: Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda
bulunur, 32 kDa agirligindadir. Tek siilfit bagi ile birbirine bagli iki ayr alt birimden
olusur ve alt birim basina birer atom ¢inko ile bakir icerir. Enzimin etkinligi i¢in bakir
mutlaka gerekli iken ¢inko; kobalt, civa veya kadmiyum ile yer degistirebilir.
Dismutasyon bakir ile stiperoksit radikali arasinda gergeklesir. Enzimde ¢inko ve bakir
ayni1 histidin amino asitine bagli olup ortamda siyanid varsa bu da ¢inkoya baglanarak
enzimi tersinir olarak inhibe eder (Siyanide duyarli SOD). Bu enzim mitokondri
matriksi disinda 6karyotik hiicrelerin her organelinde bulunan dismutazdir.

2. Mangan Igeren Dismutazlar: Prokaryotik hiicrelerde bulunur, agirhig
40kDa’dir, birbirinin ayni iki altbirimden olusan ve enzimin alt birimi bagina birer atom
mangan icerir. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza
benzer, ancak 80kDa agirliginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin
dismutazlarinin pek ¢ok ozelligi birbirine ¢ok benzer. Mitokondri dismutazinin bu
ozelligi, mitokondrinin prokaryotik orjinli olup, o©karyotik hiicre icine girerek
simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit olarak kabul edilir. Ayni tepkimeyi
katalizlemeleri disinda Mn- SOD ile Cu, Zn- SOD arasinda higbir ortak yapisal 6zellik
yoktur.

3. Demir Igeren Dismutazlar: Demir igeren dismutaz kofaktorii disinda Mn-
SOD’ye benzer. Oksijen derisiminin artmasi ile Mn - SOD indiiklenir. Bazi
mikroorganizmalarda matriks enziminin (Mn-SOD) endojen siiperoksit radikallerine
karsi, demir iceren dismutazin ise ¢evreden gelen radikallere karsi koruyucu fonksiyon

gordiigl kanitlanmigtir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi
laboratuarinda agirliklar1 220 - 320 gr arasinda degisen, ortalama yaslar1 4 ay olan 71
adet erkek Wistar albino rat kullanilarak yapildi (Tablo 1). Deney siiresince 151k diizeni
12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde ayarlandi, ratlar tek tek kafeslere
yerlestirildiler ve yaklasik 21°C oda sicakliginda barindirildilar. Arastirma siiresince
dinlendirilmis musluk suyu ve standart pelet yem, glutamin alan gruplar ise
dinlendirilmis musluk suyuna karistirtlmis glutamin 1g/kg olacak sekilde ve standart
pelet yem ile beslendiler. Deneyden 24 saat dncesinden ag birakilan ratlarda ancak suya
serbest erisim saglandi. Ratlarda anestezi, intramuskiiler Ketamine hidroklorid (Ketalar,
Parke Davis ve Eczacibasi, Istanbul) 50 mg/kg dozunda + Xylazine hidroklorid
(Rompun, Bayer HealthCare) 5 mg/kg enjekte edilerek saglandi.

Deneysel kolit olusturmak i¢cin 30 mg (80 mg/kg) TNBS (92823, picrylsulfonic
acid solution 10 ml, purum, Switzerland) + % 30 etanol karisimi kullanildi. Bu yonteme
gore, ratlara 8 French poliliretan kaniil rektal yoldan 8 cm igeri itildi. Bu kaniilden 80
mg/kg TNBS + 0,3 ml % 30 etanol yavasca igeri verilerek kolit olusturuldu. Kaniilde
kalan TNBS-E, 1 cc hava ile rektuma verildi. Daha sonra ratlar, verilen maddenin geri
kagmasini engellemek icin 30 saniye siire ile kuyruktan kaldirilarak bas asagi tutuldu

sonrasinda trandelenburg pozisyonunda anesteziden ¢ikana kadar bekletildi (yaklasik 30

dakika) (Sekil 9).'

3.1. Gruplar (Tablo 1)
Calisma gruplan soyle olusturuldu:

Grup I (Kontrol Grubu)(n=10): Normal ratlar, birinci ve ikinci giinler serum
fizyolojik ile lavman uygulandi.Birinci ve dordiincii giinler arasi intraperitoneal SF
yapild.

Grup II (Etanol Grubu)(n=5): Etanolun, bagirsak mukozasina olas1 etkisini
gbzlemlemek amaciyla, 0,3 ml % 50 etanol supin pozisyonda anal kanaldan, yaklasik 8

cm proksimale ince beslenme kateteri araciliiyla verildi. Ertesi glin 1 ml SF ile ayni
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sekilde lavman yapildi. Birinci ve dordiincii gilinler arasi intraperitoneal SF yapildi.
Etanol verilmesinden 14 giin sonra sakrifiye edildi.

Grup III (Kolit Grubu)(n=15): 80 mg/kg TNBS ile 1 ml/kg % 30 etanol
karigtirilarak, ince beslenme kateteri araciligiyla anal kanaldan, yaklagitk 8 cm
proksimale verildi. Ertesi giin 1 ml SF lavman ve iglem sonrasi birinci ve dordiincii
giinler aras1 intraperitoneal SF yapildi.

Grup IV (N-asetil Sistein)(NAC) (n=10): Kolit olusturulmus gruba, ertesi giin
Iml serum fizyolojik lavman ve 4 giin boyunca 300 mg/kg intraperitoneal NAC
enjeksiyonu yapildi.

Grup V (Metotreksat)(MTX) (n=10): Kolit olusturulmus gruba, ertesi giin 5
mg/kg MTX, serum fizyolojik ile karistirilarak intrarektal verildi. Dort giin boyunca
intraperitoneal serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Grup VI (Glutamin—N-Asetil Sistein)(GLN-NAC)(n=10): Kolit olugturulmadan
iki hafta 6nce igme sularma 1 g/kg GLN karistirildi. Kolit olusturulduktan sonra ertesi
giin 1ml serum fizyolojik lavman ve 4 giin boyunca 300 mg/kg intraperitoneal NAC
enjeksiyonu yapildi. Sakrifikasyona kadar i¢gme sulariyla beraber GLN almaya devam
ettiler.

Grup VII (Glutamin-Metotreksat)(GLN-MTX)(n=10): Kolit olusturulmadan
iki hafta once i¢gme sularma 1 g/kg GLN karistirildi. Kolit olusturulduktan sonra ertesi
giin 5 mg/kg MTX, serum fizyolojik ile karistirilarak intrarektal verildi. Dort giin
boyunca intraperitoneal serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Sakrifikasyona kadar

igme sulariyla beraber GLN almaya devam ettiler.

Tablo 1. Gruplar

KOLIT ETANOL SF LAVMAN MTX IPNAC | iP GLUTAMIN

LAVMAN SF

KONTROL - - + - T

(n=10)

ETANOL B + - - - T

(n=6)

KOLIT + - + - - +

(n=15)

NAC (n=10) + - + - T B

MTX(n=10) + - - + - + -

GLN-NAC + - + - + - +

(n=10)

GLN-MTX + - - + - + +

(n=10)
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Deneysel kolit olusturulmadan 6nce ratlar tartildi, agirliklar kaydedildi. 80 mg/kg
TNBS ile 1 ml/’kg % 30’luk etanol karistirilarak, ince bir beslenme kateteri araciligiyla
anal kanaldan 8 cm proksimale uygulandi. Geri kagmay1 Onlemek amaciyla ratlar
yaklagik 30 saniye trendelenburg pozisyonunda tutuldular. Ertesi giin 1 ml SF ile
lavman yapildiktan sonra belirlenmis gilinlerde 1cc SF intraperitoneal olarak uygulandi.
TNBS-E uygulandiktan 14 giin sonra, yiiksek doz anestezi verildikten sonra ratlar
sakrifiye edildi. Median laparotomiyle sol kolon ve proksimal rektum g¢ikartildi.
Laparotomi bulgular1 kaydedildi. Bagirsak igerigi, nazik¢e cikartildiktan sonra
antimezenterik taraftan kolotomi yapildi. Makroskopik olarak, ¢alismanin igeriginde
haberi olmayan iki patolog tarafindan degerlendirildi. SOD ve MDA seviyelerini
6l¢mek i¢in hasarlanmis kolondan doku alinarak, Serum fizyolojik ile beraber ependorf
tiiplerine konuldu ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali
Laboratuari’na gotiiriilerek eksi 20°C’de saklandi. Kalan materyal, formol ile tespit
edilerek, mikroskopik inceleme igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana

Bilim Dali’na gonderildi.

Sekil 8. Agirhiklarin Kaydedilmesi
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Sekil 9. Rektal Yoldan TNBS-E Uygulanmasi

Sekil 11. Median Laparotomi

Histopatolojik inceleme Cukurova Universitesi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji

Ana Bilim Dalr’ nda yapildi. % 10 Formaldehid solusyonunda fikse edilen kolona ait
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doku ornekleri 0,5 cm’lik pargalara boliinerek histopatolojik inceleme icin standart

laboratuar takiplerinden sonra parafine gomiilerek 5 mikron kalinliginda kesitler

hazirland1 ve hemotoksilen-eozin ile boyandi. Olympus CX41 151k mikroskobu ile

degerlendirildi. Dokularin histopatolojik incelemesi, Orneklerin hangi gruba ait

oldugunu bilmeyen iki patolog tarafindan yapildu.

3.2. Kolonun Makroskopik Degerlendirmesi

Kolon alindiktan sonra longitudinal acildi ve serum fizyolojik ile temizlendi.

Kolon makroskopik skorlamasinda Wallace’ nin skorlama sistemi kullanildi.

Tablo 2. Makroskopik Hasar Skalasi'

Skor Kriter

0 Hasar yok

1 Fokal hiperemi var, iilser yok

2 Hiperemi  veya  kolon  duvarinda
kalinlagsma olmaksizin lineer iilserasyon

3 Bir bolgede inflamasyon ile birlikte lineer
ilserasyon

4 iki ya da daha fazla bélgede iilserasyon ve
inflamasyon bolgesi

5 Iki ya da daha fazla major iilserasyon ve
inflamasyon, bir ya da daha fazla yerdeki
hasarin 1 cm’den daha wuzun kolon
segmentini tutmasi

6-10 Ulser ve inflamasyon bdlgesinin 2 cm’den
daha uzun kolon segmentini tutmasi (her 1
cm’lik hasar icin skor 1 birim arttirild1)

3.3. Kolonun Histopatolojik Degerlendirilmesi

Kolon dokulart

rutin teknikle

hazirlandiktan sonra histopatolojik olarak

degerlendirildi. Kesitler ¢ok sayida alinarak doku hasarinin uzanimi, kolit varligi ve

kolit aktivitesinin degerlendirilmesi saglandi.
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Tablo 3. Histopatolojik Hasar Skalasi'

Skor/ Kriter 0 1 2
AKUT INFLAMATUAR HUCRELERIN YOK HAFIF CiDDI
INFILTRASYONU
KRONIK INFLAMATUAR YOK HAFIF CiDDI
HUCRELERIN INFILTRASYONU
FIBRIN DEPOZISYONU NEGATIF | POZITIF
SUBMUKOZAL ODEM YOK FOKAL DIFFUZ
EPITEL NEKROZU YOK FOKAL DIFFUZ
MUKOZAL ULSER NEGATIF | POZITIF

3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Ol¢iim Yéntemi''*'"®

Prensip: Siiperoksit dismutaz enzimi, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan
endojen veya eksojen kaynakli toksik siiperoksit radikallerinin (O;") , su (H,O) ve
molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu hizlandirmaktadir. Ksantin ve ksantin oksidaz
(XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikalleri 2-[4-iyodofenil] - 3 -[4-nitrofenol]
- 5 - feniltetrazoliyum klorid (INT) ile kirmizi renkli bir kompleks olusturur. Eger
ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirdig1 igin

formazon olusumu inhibe olur. SOD enzim aktivitesinin Ol¢iimii 505 nm de formazon

olusumunun % inhibisyonu ile 6l¢iiliir.

XOD
Ksantin
020_
INT
veya,
SOD
Oz._ >0, + H,O,
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Ayrraclar:
1.  CAPS (3 - (sikloheksilamino) - 1 - propan siilfonik asit) tamponu

CAPS 1.10 g

EDTA 0.027 g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir

CAPS tamponu 2 - 8°C’de saklanmalidir. pH, NaOH ile 10,2’ ye ayarlanur.
2. Stok substrat karigimi

Ksantin 0.0015 g
INT 0.0025 g
CAPS tamponu 10 ml

Bu ¢ozelti 2 - 8°C’da 10 giin dayaniklidir.
3. Glinliik substrat karigimi

Stok substrat karisimindan CAPS tamponuyla 1: 20 oraninda diliie edilir.
4. Ksantin Oksidaz (80 U/L)
5. 0.01 M Fostat Tamponu (pH: 7.0)

Na,PO4 0.0549 g

NaH,PO, 0.0956 g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

6. Standart (S6): 3.77 U/ml SOD

Standart Egrinin Cizimi
Liyofilize olarak hazirlanmisg SOD standarti1 (S6), 10 ml bidistile su ile sulandirilip
2-8°C’de saklanir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri

fosfat tamponuyla agagidaki cizelgede verildigi sekilde hazirlanir.
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Tablo 4. SOD i¢in Standart Egrinin Cizimi

No Kullanilacak 0.01 Mfosfat SOD
standart Tamponu Konsantrasyonu

(O/ml)

S6(Stok) 250ul - 3.77
S5 S6 250ul 250l 1.885
S4 S5 250ul 250 pl 0.943
S3 S4 250ul 250ul 0.471
S2 S3 150 pl 300pl 0.141

S 1(Kor) -—-- 500ul ===

Ornek Calismasi:

Yontem:

a) Homojenat Hazirlanmasi: Doku 6rnekleri tizerine 0,01mM 1ml pH 7,0 fosfat
tamponu eklenir. Ornekler buz dolu bir kap igerisine konup homojenizatdrde
homojenize edilir. +4°C” de 1000 rpm’de 5dk santrifiij edildikten sonra tist fazda SOD
aktivitesi, MDA ve protein diizeyi 6l¢iiliir.

Ayrraglar, tliplere asagidaki cizelgede gosterildigi gibi konulur.

Tablo 5. SOD i¢in Homojenatin Hazirlanmasi

Cozeltiler Kor Standart Ornek
Ornek (ul) --- - 25
Standart (ul) --- 25 -—-
Fosfat tamponu (ul) 25 - -—-
Substrat Karigimi (ul) 850 850 850
Tyice karistirilir
Ksantin Oksidaz (pl) 125 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 baslangi¢ absorbans (A) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A;) tekrar okunur.

Hesaplama:
Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait

degerin calisma koriiyle oranlanarak 100°den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.
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Ay - Ay
AA/ dakstandan =

3 dak

. AA/daKandart X 100
% Inhibisyon stangart= 100 —

AA/dak ¢alisma korii

SOD aktivitesi(U/ml)

SOD aktivitesi (U/g Hb) =
Hemolizat Hb (g/ml)

Hesaplama yapildiktan sonra X eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logaritmik
dontisiim degerleri, Y eksenine standartlara ait % inhibisyon degerleri yazilarak standart

egri ¢izilir (Sekil 12).

Fatal
=

30 1
T A
Bl 1
50
Fr
3

20

Toww T — 33 — &

110

-0.% -0,k 0.4 0.z ] 0z 04 0k 02
Log Liml

Sekil 12. Siiperoksit Dismutaz Standart Egrisi.

Lowry Yéntemi ile Protein Tayini
Prensip: Proteinlerin icerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-
fosfomolibdik asit ile verdigi reaksiyon esasina dayanir. Olusan renk

spektrofotometrede 750nm’de okunur.
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Ayrraclar:

A) % 2 Na,CO;

2g Na,CO; 0,1N 100 ml NaOH i¢inde ¢oziiliir.
B) % 0,5CuS04.5H,0

CuSO45H,0 0.781g

% 1’lik sodyum sitrat i¢cinde ¢oziiliir. 100ml’ye tamamlanir.
C) 50ml A+ 1ml B karnistirlir.
D) Folin Ciocalteu

1: 1 oraninda sulandirilir.

Standart Egri Cizimi
10 g/ dl bovine serum albuminden 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6ml konup saf su ile
10ml’ye tamamlanir. Asagidaki pipetleme yapilir.

Tablo 6. SOD i¢in Protein Standart Egrisinin Cizimi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7
Konsantrasyon(pg/ml ) 0 100 200 300 400 500 600
Serum fizyolojik(pl) 200 -—- --- - - - --
Protein ¢ozeltisi(pul) --- 200 200 200 200 200 200
C ayrraci(pl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Oda 1s1sinda 10dk bekletilerek her tiipe 100ul Folin Ciocalteu eklenir. 30dk oda
1s1sinda bekletildikten sonra 750nm’de okunur (Sekil 13).
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Sekil 13. Protein Standart Egrisi

Yontem:

Asagidaki sekilde pipetleme yapilir.

Tablo 7. SOD i¢in Pipetleme islemi

Kor Ornek
Serum fizyolojik (ul) 200 -
Homojenat (pl) --- 200
C ayiraci (pl) 1000 1000

Oda 1s1sinda 10dk bekletilerek her bir tiipe 100ul Folin Ciocalteu eklenir. 30dk

oda 1s1s1nda bekletildikten sonra 750nm’deki absorbans okunur. '

3.5. Oksidatif Hasarin Olciimii

Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii'"’

Malondialdehit lipit peroksidasyonunun sekonder bir iiriinii olup, lipitlere ait
peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA, aerobik
sartlarda, pH 3,4’te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyonu sonucu pembe

renkli bir kompleks olusturur, bu kompleks spektrofotometrede 532nm’de dlg¢iiliir.
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Ayriraclar

1. % 8,1’lik Sodyum Dodesiil Siilfat ( SDS)

2. % 20’lik Asetik Asit ( CH;COOH )

Doymus NaOH ile pH: 3,5’e ayarlanir.
3. % 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)

Doymus NaOH ile pH: 3,5’ e ayarlanir

4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Ayiract (15/1)

n-Butanol

Piridin

Ginluk olarak hazirlanir.

5. Stok Standart

1,1, 3,3 tetramethoksipropan (yogunluk = 0,99 g/mL ).

Standart Egri Cizimi

14 mL
1 mL

Stok standarttan 6.6 uL alinip 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart

hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL konsantrasyonunda c¢alisma standartlari

hazirlanir (Tablo 8).

Tablo 8. MDA Standart Egrisi

Ayiraclar
Konsantrasyon
(nmol/ mL)
Standart (mL)
%38.1 SDS (mL)
%20 HAc (mL)
%0.8 TBA (mL)
Saf Su (mL)

0

0,2
1,5
1,5
0,8

10

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

20

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

40

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

60

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

80

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

100

0,1
0,2
1,5
1,5
0,7

95°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutularak {izerine n-butanol/ piridin

ilave edilip vortekslenir.
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Saf su (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
nBu/Pri (mL) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir iistteki organik kisim almip 532 nm’de
absorbans okunur. Standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 14.).

Optik Dansite (532nm)

Sekil 14. Malondialdehit Standart Egrisi

Yontem

Ornek calismas: icin ayrraglar asagidaki tabloda belirtildigi sekilde hazirlanir
(Tablo 9).

Tablo 9. MDA Olciimii

Ayriraclar Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Std (10 nmol/pL) - 0,1 -
Plazma (mL) - - 0,1
%8.1 SDS (mL) 0,2 0,2 0,2
%20 Asetik asit (mL) 1,5 1,5 1,5
%0.8 TBA (mL) 1,5 1,5 1,5
Saf su (mL) 0,8 0,7 0,7

95°C’de 30 dakika inkiibe edilip, sogutulur.
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Saf su (mL) 1,0 1,0 1,0
nBu/Pri (mL) 5,0 5,0 5,0

Ayrraglar vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip tistteki

organik kisim alinarak 532 nm’de absorbans okunur.

Hesaplama
Optik dansite standart egriden karsilastirilarak MDA diizeyi nmol/mL olarak

hesaplanur.

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmis, normal dagilim gosteren siirekli
degiskenlerin analizinde bagimsiz gruplarda t testi ve tek yonlii varyans analizi, normal
dagilim gostermeyen siirekli degiskenlerin analizinde ise Mann whitney U veya
Kruskall Wallis testi kullanilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (min - max)
olarak ifade edilmistir Coklu olmayan karsilastirmalarda post hoc Tamhane testi
uygulanmistir ve p< 0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Coklu karsilagtirmalarda Benforini testi uygulanmistir ve p < 0,017 oldugu durumlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Agirliklarin Degerlendirilmesi

Kolit olusumun degerlendirmede, kilo kaybi1 bir kriter olarak kullanildi.
Deneklerde, TNBS-E uygulamasmm takiben, sulu diyare gozlendi. Islem 6ncesi ve
sakrifikasyon Oncesi agirliklart tartildiginda, kontrol ve etanol grubunda agirlik
degisiklikleri gdzlemlenmezken, TNBS-E uygulanan ratlarda kilo kayb1 gozlendi

Agirliklar degerlendirildiginde, kontrol grubu ile etanol grubunda benzer sekilde
kilo degisiklikleri saptanirken, TNBS-E verilen tiim gruplarda kontrol grubuna gore
daha fazla kilo kayb1 gozlendi. En fazla kilo kayb1 MTX grubunda gozlendi. (p<0,0001)
I¢me sular ile glutamin verilen GLN-NAC ve GLN- MTX gruplarinda, agirlik kayb:
NAC ve MTX gruplarina kiyasla daha az olmakla beraber, kontrol grubu arasinda fark
saptanmadi (p=0,043, p=0,105) (Sekil 4, Tablo 10).

Sekil 15. Agirhklarin Degisiminin Gruplara gore Dagilim

10

410 13

-19

Agirlik farki (ortalama)
2

kolit mtx glu-mtx kontrol

nac glu-nac etanol
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Tablo 10. Fark dagihimda gruplarin birbirleri ile karsilagtirilmasi (p<0,05)

GRUP Kolit NAC MTX GLN-NAC GLN-MTX  Etanol
NAC 0,068

MTX 0,001 0,027

GLN-NAC 0,145 0,011 0,001

GLN-MTX 0,314 0,074 0,025 0,796

Etanol 0,007 0,001 <0,0001 0,263 0,313

Kontrol 0,001 <0,0001 <0,0001 0,043 0,105 0,368

4.2. Kolonun Makroskopik ve Histopatolojik Degerlendirme Sonugclar:

Kolon; mukozasindaki hiperemi, iilserasyon, inflamasyon degerlendirilerek, kolon
makroskopik olarak skorlanarak degerlendirildi'. Kontrol grubu ile etanol grubu
kiyaslandiginda aralarinda fark yoktu.(p=0,635) TNBS - E verilen diger gruplarda
makroskopik hasar indeksi kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak yiiksekti. NAC
verilen grupta, makroskopik olarak daha diisiik hasar skoru 6l¢gmemize karsin, bu fark
kolit grubu ile karsilastiridiginda istatiksel olarak anlamli degildi.(p=0,234) Ayni
sekilde, MTX verilen grupta da, kolit grubuna kiyasla makroskopik olarak anlamli fark
saptanmadi.(p=0,163).glutamin eklenen tedavi gruplarina bakildiginda; GLN-NAC ve
GLN-MTX gruplarinin makroskopik hasar skorlari, kolit grubuna kiyasla istatiksel
olarak daha diisiik hesaplandi. (p<0,05 ve p<0,05) (Tablo 10 ve 11).

Kolonun histopatolojik incelemesinde; akut ve kronik inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, fibrin depozisyonu, submukozal 6dem, epitelyum nekrozu, mukozal
iilserin varligina goére degerlendirildi'. Mikroskopik incelemede de, makroskopik
degerlendirmeye benzer sekilde degisiklikler saptandi. Kontrol ve etanol gruplar
arasinda fark yokken (p=0,635), TNBS - E verilen gruplarda, histopatolojik olarak hasar
saptand1. Kolit grubu ile NAC ve MTX gruplan kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli fark vardi (p=0,004 ve p=0,002), GLN-NAC ve GLN-MTX gruplari, kolit
grubu ile kiyaslandiginda, daha diisiik histopatolojik hasar skorlar 6l¢iildii.(p<0,05 ve
p<0,05) Tedavi verilen gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda ise, GLN verilen gruplarda
daha iyi histopatolojik ve makroskopik skorlar 6l¢iildii (Tablo 11 ve 13).
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Tablo 11. Makroskopik ve Histopatolojik Hasar Skorlarimin Degerlendirilmesi

MAKROSKOPIK MIKROSKOPIK
Medyan Medyan
GRUP (min-max) (min-max)
Kontrol 0 0
(0-0) 0-0
Etanol 0 0
0-1 0-1
Kolit 5 6
2-9 0-8
NAC 3,5 2
1-6 1-7
MTX 45 4
2-7 1-5
GLN-NAC 1 1
0-3 0-1
GLN-MTX 1 0
1-4 0-4
P degeri 0,0001 0,0001

Tablo 12. Gruplarin Makroskopik Hasar Skorlarmmn Birbirleri ile Karsilastirilmasi (Mann

Whitney U P Degeri) (p<0,05)

GRUP Kontrol | Etanol Kolit NAC MTX GLN-NAC
Etanol 0,635
Kolit 0,001 0,001
NAC 0,001 0,001 0,023
MTX 0,001 0,001 0,163 0,234
GLN-NAC 0,001 0,005 0,001 0,001 0,001
GLN-MTX 0,001 0,777 0,001 0,004 0,001 0,304

Tablo 13. Gruplarin histopatolojik hasar skorlarimin birbirleri ile karsilastirilmas1 (Mann

Whitney U p degeri) (p<0,05)

GRUP Kontrol | Etanol Kolit NAC MTX GLN-NAC
Etanol 0,635
Kolit 0,001 0,001
NAC 0,001 0,001 0,004
MTX 0,001 0,001 0,002 0,311
GLN-NAC 0,001 0,046 0,001 0,001 0,001
GLN-MTX 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,02
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Sakrifikasyon Sonrasi, Gruplarin Makroskopik Goriiniimleri

Sekil 16. Kontrol Grubu Makroskopik Goriiniim

Sekil 17. Etanol Grubu Makroskopik Goriiniim
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Sekil 18. Kolit Grubu Makroskopik Goriiniim

*, / l
: ’_"a/,

»

Sekil 19. Kolit Grubunda Adezyon

Sekil 20. Kolit Grubunda Antimezenterik Kenar A¢ildiktan Sonra Makroskopik Goériiniim
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Sekil 21. Kolit Grubu Makroskopik Gériiniim: Ulserayon

Sekil 22. Kolit Grubu Makroskopik Goriiniim: Nekroz

Sekil 23. NAC Grubu Makroskopik Goriiniim
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Sekil 24. GLN - NAC Grubu Makroskopik Goriiniim

Sekil 25. GLN - MTX Grubu Makroskopik Goriiniim

Gruplarin, Mikroskopik Olarak Histopatolojik Goriiniimleri
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Sekil 26. Kontrol Grubunda Histopatolojik Goriiniim. Mikroskopik incelemede, normal kolon
mukozasi, (HEx100)

Sekil 27. Etanol Grubunda Histopatolojik Goriiniim . Etanol grubunun mikroskopik incelemesinde
normal kolon mukozasi, (HEx100)

Sekil 28. Kolit grubu histopatolojik incelemesi. Kolonun tiim katlarinda nekroz goriilmektedir,
(HEx40)
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Sekil 29. Kolit grubu histopatolojik incelemesi. Kolonda kronik iltihap hiicreleri goriilmektedir,
(HEx40)

Sekil 30. Kolit grubu histopatolojik incelemesi. Kolonda bir bolgede iilserayon goriilmektedir, (HEx40)

Sekil 31. NAC Grubu Histopatolojik Goriiniimii. NAC grubunda, tedavi sonrasi, hafif derecede kronik
inflamasyon goriintiisli, bu preperatta nekroz, iilser gériilmemektedir. (HEx40)

54



Sekil 32. MTX Grubu Histopatolojik Goriiniim. Bu preperatta nekroz halinin devam ettigi
goriilmektedir. (HE x 40)

Sekil 33. GLN-NAC Grubunda Histopatolojik Goriiniim. Hafif derecede kronik inflamasyon ve 6dem
hali. (HE x100)

Sekil 34. GLN-MTX Grubunda Histopatolojik Goriiniim. Minimal iskemik degisiklikler ve kronik
inflamasyon hali devam etmektedir. (HEx40).
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4.3. Biyokimyasal Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

4.3.1. SOD Olgiimlerinin Degerlendirilmesi

SOD olgiimleri degerlendirildiginde; kontrol grubu ile etanol grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli fark vardi.(p=0,007) TNBS - E verilen gruplar ile kontrol grubu
kiyaslandiginda kontrol grubunda istatiksel olarak daha diisiik SOD diizeyleri ol¢iildii.
Etanol grubu ile TNBS-E verilen gruplardan sadece NAC verilen grup ile arasinda
istatiksel fark yoktu, diger gruplarda daha yiiksek SOD seviyeleri bulundu. Tedavi
verilen tiim gruplarda, kolit grubuna kiyasla daha diisiik SOD seviyeleri dl¢tildii. NAC
grubu ile MTX grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark yokken, NAC ve MTX
gruplarinda, morfolojik bulgulara zit olarak, GLN-NAC ve GLN-MTX gruplarina

kiyasla daha diisilk SOD seviyeleri 6l¢iildii. GLN verilen gruplar, arasinda ise anlamli

fark saptanmadi (Tablo 14 ve 15, Sekil 35).

Tablo 14. SOD Ol¢iim Sonuclar1 (p<0,017)

GRUP Mean Std. Sapma Minimum Maximum
Kontrol 1610,5 108,3 1398,0 1723,0
Etanol 1857,0 89,6 1733,0 1992,0
Kolit 4535,9 204,1 4245,0 4947,0
NAC 2061,5 195,0 1887,0 2383,0
MTX 2323,7 198,0 2016,0 2638.0
GLN-NAC 2980,4 130,2 2817,0 3148.0
GLN-MTX 3361,7 491,8 2512,0 4125,0
P value 0,0001
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Sekil 35. Gruplara Gore SOD Degerlerinin Dagilimi

Tablo 15. SOD Dagilimda Gruplarin Birbirleri ile Karsilastirilmas: (p<0,017)

GRUP Kontrol | Etanol Kolit NAC MTX | GLN-NAC
Etanol 0,007 -
Kolit 0,001 | 0,001 -
NAC 0,001 | 0,244 0,001 -
MTX 0,001 | 0,001 0,001 0,155 -
GLN-NAC 0,001 | 0,001 0,001 0,001 0,001 -
GLN-MTX 0,001 | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,563
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4.3.2. MDA Olciimlerinin Degerlendirilmesi

MDA dlgiimleri degerlendirildiginde; kontrol grubu ile etanol grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli fark vardi. Ancak bu fark, kolit olusturulan gruplarlada
farkliydi. Kontrol grubu ile TNBS-E verilen gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
fark saptandi. Etanol grubu ile kolit grubu arainda fark saptanirken, NAC ve MTX
gruplan arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi, ayrica etanol grubu ile GLN
verilen gruplar arsinda istatiksel olarak anlaml fark saptanmadi. Kolit grubu ile tedavi
verilen gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi. NAC grubu ile MTX ve
GLN-MTX gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark yokken, GLN-NAC verilen
grup arasinda anlamli fark saptandi (Tablo 16, 17, Sekil 36).

Tablo 16. MDA Ol¢iim Sonuglar

GRUP Mean Std. Sapma Minimum Maximum
Kontrol 16,1 0,8 14,4 17,0
Etanol 18,1 0,8 17,0 19,1
Kolit 57,4 1,8 54,6 60,3
NAC 19,7 1,4 18,5 22,7
MTX 21,6 1,8 19,1 24,1
GLN-NAC 34,3 1,9 31,8 36,8
GLN-MTX 35,2 7,8 23,2 43,2

P degeri 0,0001
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Sekil 36. Gruplara Gére MDA Degerlerinin Dagilimi

Tablo 17. MDA Dagilimda Gruplarin Birbirleri ile Karsilagtirillmasi(p<0,017)

GRUP Kontrol | Etanol Kolit NAC MTX GLN-NAC
Etanol 0,01 -
Kolit 0,001 0,001 -
NAC 0,001 0,201 0,001 -
MTX 0,001 0,003 0,001 0,307 -
GLN-NAC 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 -
GLN-MTX 0,001 0,001 0,001 0,003 0,007 1,000
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5. TARTISMA

IBH, giiniimiizde goriilme siklig1 artarken, cerrahi girisim disinda kalan tedaviler
halen palyatif olarak devam etmektedir. Hafif vakalarda, diyetin diizenlenmesi,
sulfosalazin, 5 aminosalisilik asit deriveleri, steroid kullanilmaktadir. Bu tedaviye yanit
vermeyen vakalarda azotiopurin, siklosporin gibi dnemli yan etkilere sahip immiin
supresif ajanlar kullanilmaktadir. Literatiir incelendiginde, IBH nin tedavisine yonelik
bir¢cok calisma yapilmistir ve yapilmaktadir. Giiniimiizde calismalar, serbest oksijen

radikalleri  lizerine yogunlasmlstlr}ll18,119

Literatiirde yapilan bu ¢aligmalar
degerlendirildiginde, NAC ve GLN birlikte denenmemistir, MTX ise intrarektal lavman
seklinde uygulanmamustir.

Bu calismada kullanilan kolit modeli (TNBS) deneysel kolit olusturmada sikca
kullanilmaktadir. TNBS ile olusturulan kolit modelinde, diger modellere gore daha
ciddi makroskopik ve histopatolojik hasar olusmaktadir. TNBS ile olusturulan kolit
modeli hapten ile indiiklenmis gecikmis tip hipersensitivite sonrasi olusan kronik bir
inflamasyon ve iilserasyon modelidir. TNBS ile olusturulan kolitte klinik ve
histopatolojik degisimler 48 saat sonra baslayip 8 hafta siiresince devam eder. Diger
kolit modellerindeki mukozal ve submukozal tutuluma eslik edebilen transmural kolitin
aksine TNBS ile olusturulmug modelde hemen daima transmural akut kolit olusur.'*’
Etanol ile mukozal bariyer kirilarak doza bagimli olarak iilserasyon ve inflamasyon
gelisir. Ulserasyon ve bagirsak duvarinda kalinlasma yaklasik 8 hafta kadar devam
ettiginden bu model kronik kolit olugmasi istendiginde tercih edilmektedir. Histolojik
olarak mukoza ve submukozada polimorfoniiveli 16kosit, makrofaj, lenfosit, bag dokusu
mast hiicreleri ve fibroblastlardan olusmus inflamatuar cevap mevcuttur.' Segmental
iilserasyon ve inflamasyon siktir. Inflamasyon ve iilserasyonun uzun siire devam etmesi
nedeniyle kolonik IBH’nin patofizyolojisinin ve yeni tedavi yontemlerinin

arastirllmasinda uygun bir modeldir.'”!

Yapilmis bir caligmada etanolde ¢ozlinmiis
TNBS ile olusturulmus kolitteki mukozal lezyonlar aniiler ya da longitidiinal ilserler,
lenfosit infiltrasyonu, graniilomlardan olustugundan bu modelin insandaki CH’nin

makroskopik ve mikroskopik bulgularina benzer oldugu tespit edilmistir.'**

60



Bizim ¢alismamizda kronik inflamasyon olusmasi, ¢alisma sonuna kadar spontan
remisyon gelismemesi, patogenezin benzer olmasi, histopatolojik ve klinik bulgularin
benzerlik gostermesi nedeni ile TNBS ile olusturulmus kolit modeli tercih edildi.

Calismada, kilo kaybi, kolit olusumunun klinik gdstergelerinden biri olarak
kullanildi. TNBS-E uygulanan gruplarda sulu diyare ve giinliikk dl¢cimlerde kilo kaybi
gozlendi. Tedavi verilen gruplarda ise kilo kaybmin daha az olacagimi ongdérmemize
ragmen ¢alisma sonunda gruplar arasinda kilo kayiplarinin birbirlerine yakin oldugu
saptand1 (Tablo 9). Iki haftalik bir siire, kilo degisimini degerlendirmek igin yeterli bir
stire olmayabilir, tedavinin verilmesinden sakrifikasyona kadar olan siire arttirilirsa kilo
kayiplarinin degerlendirilmesi i¢in daha uygun olabilir diisiincesindeyiz.

Giiniimiizde, IBH nin cerrahi disinda kesin tedavisi yoktur. Bircok klinik ve
deneysel calisma, yeni tedavi protokollerinin olusturulmasi i¢in yapilmaktadir.
Oksidatif stres, IBH nin mukozal hasarmin patogenezinde anahtar bir rol oynadigina
inanilir. Bu caligmalarin bir kisminda da, antioksidan 6zelligi olan maddeler
arastirilmaktadir. Calismamizda, NAC’nin IBH’de oksidatif stres ve morfolojik
degisiklikleri {iizerine olan etkisi, ayrica tedaviye, Onemli bir antioksidan olan
glutatyonun NAC’nin bilesiminde bulunan sistein gibi prekiirsorlerinden olan GLN’yi
de ekleyerek, sinerjik etkilesim olup olmayacagi arastirildi.

Kolondaki inflamatuvar hasarin degerlendirilmesinde altin standart, makroskopik
ve histopatolojik incelemedir. Histolojik degerlendirmede 6 bagimsiz parametre
(erozyon, iilserayon, nekroz, hemoraji, 6dem ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu)
ciddiyetine gore 0 ila 3 skorlanarak derecelendirme yapilir (Tablo 2 ve3).'?

Sidduqui ve arkadaglari, TNBS-E ile olusturulan kolit modelinde NAC,
mesalamin ve NAC + mesalamin’in mukozal iyilesme iizerine etkisini incelemigler.
NAC ile birlikte verilen mesalamin’in, bu maddelerin tek bagina verilmesine kiyasla,
kolonik inflamasyonu ve iilserayonu azaltarak mukoza Tlizerine iyilestirici etkileri
oldugunu gdstermislerdir.'?

Yapmis oldugumuz c¢alismada, kontrol grubunda ve etanol verilen grupta
morfolojik olarak degisiklik saptanmadi. Boylece, etanolun mukozaya olas1 morfolojik
olarak olumsuz etkisinin olmadig1 diisiincesine varildi. TNBS-E verilen gruplarin
hepsinde, olusturulmasi beklenen kolitle uyumlu bulgular saptandi ve hepsinin hasar

skoru kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek hesaplandi. Diger caligmalarda
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belirtildigi tizere, NAC verilmesiyle hasarli kolon mukozasinda, iyilesme beklenirken,
NAC verdigimiz grupta sayisal olarak daha iyi sonuglar elde etmemize karsin, istatiksel
olarak kolit grubuna kiyasla anlamli iyilesme tespit edilemedi. Benzer sekilde,
metotreksat verilen grupta da, kolit grubuna kiyasla, doku 6rneklerinde anlamli olarak
daha diisik SOD ve MDA seviyeleri saptamamiza ragmen, morfolojik olarak anlamli
tyilesme saptanamadi. NAC ve MTX tedavilerine glutaminin eklenmesiyle ise
morfolojik olarak istatiksel olarak anlamli ve olumlu sonuglar elde edildi.
Calismamizda, deneysel kolit olusturmak i¢in tek uygulamada indiikleyici madde
verildi. Indiikleyici maddeye kars1 gelisen reaksiyon sonrasi, kolit benzeri bulgular elde
edildi. Eger, kolite neden olan stimiilasyon, siirekli olmus olsaydi, bu tedavi
yontemlerin morfolojik olarak da daha iyi sonuglar elde edebilecegini diisiinmekteyiz
(Tablo 10-12).

Serbest oksijen radikalleri, lipit peroksidasyonuna neden olarak lipit peroksit
radikalleri olusturur. Olusan lipit peroksit radikalleri inflamatuar progeste olusumunda

; . 125
o6nemli rol oynarlar.

Antioksidanlar SOR’nin zararli etkilerinden koruyucu
bilesiklerdir. En 6nemli enzimatik antioksidanlardan biri SOD’ dir. Bu enzimler dogal
savunma sisteminin birer pargasidir. Inflamatuvar siirecte SOR’nin olusturdugu hasara
karst direncin artmasinda rol oynarlar. Yapilan bir deneysel kolit modelinde
mukozadaki antioksidan aktivitede azalma goriilmistir.'*® IBH’de salinan SOR,
kolonik inflamasyon sirasinda endojen antioksidan sistemi bozarak oksidatif
hasarlanmaya yol acar. Azalmis antioksidan seviyeleri UK’li hastalarda rapor
edilmistir.'”” Yapilan c¢alismalar inflamasyonun oldugu UK’de kolonun mukozal
tabakasinda yapiskan ylizeyler olusturarak lipozomlarin kullanimini tetiklemistir.
Pozitif yiikli lipozomlarin mukozaya tutundugu bunun da SOD’ nin salinimina neden
oldugu bildirilmistir.'*® SOD gibi antioksidan enzimler SOR kaynakli hasarlanmaya
karst dogal hiicre savunma sisteminin bir pargasidir. Ratlardaki deneysel kolitde
mukozadaki antioksidanlarin aktivitesinde azalmanin eslik ettigi gosterilmistir. CH’nin
inflame kolonunda ve kolitli ratlarin kolonik epitelinde bakir, ¢inko, SOD
konsantrasyon ve aktivitesi azalmigtir. Lipozomal SOD hiicre membranina daha iyi
baglandigindan oksidatif stresde etkisi artar.'*®

Williams ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada kontrol grubuna kiyasla

IBH’li hastalarda, nétrofil ve monositlerin yiiksek oranlarda SOR’leri iirettigi
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gosterilmistir. Ayrica, IBH’li hastalarda fagositik hiicrelerinde ve ¢ok sayida deneysel
calismada asir1 artmis SOR’ler saptemmlstlr.129

Iki sitoplazmik enzim, SOD ve myeloperoksidaz, siiperoksit anyonlarmi ve
hidrojen peroksidi pargalayarak, hiicreyi oksidize edici ajanlardan korurlar. SOD,
oksidatif stresi ve inflamatuar cevabin medyatérlerini azaltir."

SOD, siiperoksid anyon radikallerinin, hasar verici etkisini 6nleyecek, 6nemli bir
koruyucu gorevini goriir. Kuralay ve arkadaslari, deneysel kolit modelinde oksidatif
strese cevap olarak SOD seviyelerinin arttifin1 ve bu artisin antioksidan ajanlarla
azaltildigini gostermislerdir.'!

Kruidenier ve arkadaslar1 da, IBH’li hastalarin kolon mukoza Cu/Zn SOD ve
MnSOD seviyelerinin kontrol grubuna gére daha yiiksek olduklarim géstermislerdir. '

Yaptigimiz ¢alismada, TNBS-E uygulanmasiyla, ratlarda oksidatif stres sonucu
cevap olarak olusan SOD seviyelerinde yiikselme gozlenmistir. Ratlara TNBS-E
verilmesiyle olusan hasarda, etanoliin etkisini incelemek amaciyla olusturulan etanol
grubundaki SOD seviyeleri ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptand1. Ancak, bu fark, etanoliin, kolit olusturulan diger gruplarla olan fark ile
kiyaslandiginda olusan antioksidan hasarin daha az oldugu gézlendi. Bu sonugta bize,
olusan hasarin TNBS ile oldugu, etanoliin bu hasara ¢ok katkis1 olmadigini diisiindiirdii.
Kolit olusturulduktan sonra antioksidan tedavi amaciyla verilen NAC ile SOD
seviyeleri kolit grubuna kiyasla daha diisiik seviyelere gerilemis olarak bulundu. Diger
yapilan ¢aligmalara benzer bir sekilde verilen antioksidan tedavinin olusturulan kolit
modeli lizerine tedavi anlaminda olumlu etkisi oldugu sonucuna varildi. Tedaviye GLN
eklenen NAC grubunda da SOD seviyesinde kolit grubuna kiyasla daha fazla diisme
saptandi. Ancak, GLN’nin NAC tedavisine eklenmesiyle, daha olumlu sonuclar
alacagimizi disilinlirken, bu sonuca ulagilamadi. Bunun sebeplerinden biri, igme suyuna
kanistirilan GLN’nin yeterli doku konsantrasyonuna ulagamamasi olabilir. (Tablo 13,14,
Sekil 15)

MDA artis1 dokularda lipit peroksidasyon seviyesini yansitmaktadir ve hasarl
dokunun bir belirteci olarak goz Oniine alinmaktadir. Aktive notrofillerin dolasimdan
ayrilarak akut inflamasyonda bagirsagin mukoza ve submukozasina girer, bagirsagin
hasarlanmasina katkida bulunabilen lipit mediatorleri, laktoferrin proteazlar, reaktif

oksijen ve nitrojen tiirevlerinin agir1 iiretimine neden olur.'**
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Cogu oksidatif stres SOR iiretir ve kontrolsiiz lipid peroksidasyonuna neden olur.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu, MDA gibi aldehidleri de igeren kompleks
karisimlarin olugmasiyla iligkilidir. MDA, siklikla lipid peroksid seviyesinin dl¢iimiinde
kullamlir. IBH’de MDA seviyesi yiikselir.'**

Kurutas ve arkadaslarinin c¢alismalarinda ise asetik asit ile olusturulmus kolit
modelinde NAC’nin uygulanmasinin organizmay1 lipid peroksidasyonunu zararl
etkilerinden koruduklarinm saptamuslardir.'*

Yapmis oldugumuz ¢alismada, MDA seviyelerine bakildiginda, kontrol ve etanol
gruplar arasinda SOD o6l¢iimlerine benzer 6zellikler gostermekteydi. TNBS-E verilen
tiim gruplarda, MDA seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli olarak
daha yiiksek saptandi. NAC verilen grupta, MDA seviyesi, kolit grubuna gore, SOD
sonucunu destekler sekilde, istatiksel olarak anlamli derecede diigsiik bulundu. Yine
GLN ile birlikte verilen NAC’ninde lipid peroksidasyon iizerine olumlu etkisi oldugunu
diisiindiirecek sekilde anlamli sonuglarint goézlemlendi. SOD seviyelerine benzer
sekilde, GLN ile birlikte verilen NAC grubunda (GLN-NAC), kolit grubuna gore daha
1yi sonuglar almamiza ragmen, sadece NAC verilen gruba gore daha iyi sonuglar almay1
beklerken, bu sonuglara ulagilamadi. (Tablo 15,16, Sekil 16)

GLN, esas olarak ince bagirsak mukozal hiicrelerinin ana yakiti olmasina ragmen
kolon mukoza hiicrelerince de kullanilmaktadir. Proksimal kolon mukozasi, enerji
kaynagi olarak glukoz ve GLN kullanirlar. Deneysel kolit modelinde, kolon
mukozasinda GLN’nin oksidasyonu artar. Ayrica gine domuzlarinda olusturulan
deneysel kolit modelinde, GLN’den zengin diyetin, portal endotoksin seviyelerinde
azalmaya neden oldugu gosterilmis."*® Kaya ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise,
lavman seklinde verilen GLN’nin, kolitin yaptigi morfolojik hasarin ciddiyetini
azaltt1g1, kolon mukozasinda lipid peroksidadyonunu diizelttigi ve mukozal absorbsiyon
kapasitesinine hasar vermedigi saptanmustir."’

Yeni yapilan arastirmalarda, GLN, enterositlerin ana solunumsal yakit1 oldugu ve

138,139

stres durumunda daha 6nemli hale geldigi bildirilmistir. Hayvan deneylerinde,

GLN igeren enteral diyetlerin daha az ciddi intestinal hasara, daha az kilo kaybina, daha
iyi azot dengesine ve azalmis bakteryel translokayona neden oldugu gosterilmistir.'*%'*!
Ameho ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada, kolit olusturulan ii¢

grubun ikisine % 2 ve % 4 oranlarinda GLN destegi verilmis. GLN verilen gruplarda ilk
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onceleri kilo kaybi1 kontrol grubuna gore daha az olmakla birlikte gozlenirken, ilerleyen
giinlerde kontrol grubunda kilo alimi yokken, GLN verilen gruplarda kilo alimi
gozlenmistir. Ayrica, makroskopik ve histopatolojik hasar skorlari, GLN verilen
gruplarda daha az saptanmistir. Yapmis oldugumuz calismada, kolit olusturulan
gruplarda, kontrol grubuna gore kilo kayb1 saptanmistir. Ancak tedavi verilen gruplarda,
kolit grubuna gore kilo alimi saptanmamuistir. '+

Fujita ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 ¢alismada, % 2’lik GLN desteginin,
endotoksemiyi azalttigini, ancak ornitin dekarboksilaz seviyeleri incelenerek, mukozal
rejenerasyon iizerine bir katkisi olmadig1 gosterilmistir.'*!

Fox ve arkadaslari, GLN’li enteral diyetin, yapilan letal kolit modelinde,
beslenme durumunu anlamli olarak diizelttigini, intestinal hasar1 azalttigini, bakteriyel
translokasyonu azalttigin ve survi iizerine olumlu etkisi oldugunu géstermislerdir.'**

Apteker ve arkadaglar1 ise yaptiklar1 c¢alismada, lavman seklinde GLN
uygulanmasinin makroskopik ve mikroskopik hasar skorunu ve ayrica myeloperoksidaz
aktivasyonunu azaltti1 gosterilmistir.'*

Klimbey ve arkadaslari, proflaktik GLN uygulanmasinin intestinal mukozay1
radyasyon hasarindan korudugunu gostermislerdir.'**

Yukarida da belirtildigi gibi, diyete glutamin eklenmesiyle kolonik mukozada
kolit grubuna, NAC ve MTX gruplarina kiyasla daha az hasar skoru hesaplandi. Bu da
bize, GLN nin kolonik mukozal iyilesme iizerine olumlu etkisi olabilecegi diislindiirdii.
Doku 6rneklerinde ¢alisilan SOD ve MDA degerleri de, kolit grubuna kiyasla istatiksel
olarak anlamli derecede diisiik saptandi. Bu sonuglarda bize, GLN’nin ayrica, kolon
mukozasinda antioksidan etkiyi gii¢lendirdigini fikrini olusurdu. Ancak, biyokimyasal
olarak elde edilen sonuglardan, tek basina NAC veya MTX verilen gruplardan daha iyi
sonuglar elde etmeyi beklerken, bu sonuglara ulasilamadi. (Tablo 10,11,12)

IBH’de, medikal tedaviye yanitsizlik veya diren¢ gelismesi durumunda, yan
etkileri fazla olan immiinomodiilator ilaglar kullanilmaktadir. Azotiroplirin, siklosporin
gibi ilaglarda bir kisim hastada intolerans veya tedaviye yamitsizlik nedeniyle
kullanilamamaktadir. Ozellikle CH’de, bu durumlarda, MTX kulanilmaktadir. Bu

ilacinda ciddi yan etkileri bulunmaktadir.
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Immiinmodiilatér tedavi IBH’li hastalarin tedavisindeki etkisi etraflica
aragtirilmistir. Bununla beraber bazi hastalarda, bu ilaglara karsi intolerans veya direng
gelistiginde bu hastalarin tedavi yonetimi oldukg¢a giic olmaktadir. MTX’in yapilan
birkag ¢alismada CH’ nin remisyonunu siirdiiriilmesinde etkili oldugu iddia edilmistir.'®

MTX’in antiinflamatuar ve immiinmodiilatéor etki mekanizmasit karmasiktir.
Yiiksek doz MTX, dihidrofolat rediiktazi inhibe ederek, DNA, RNA ve protein sentezi
inhibisyonuna neden olur. Diisiik doz MTX ise mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle
beraber inflamasyonu modiile eder. Hayvan c¢alismalarinda, MTX infiizyonu,
antiinflamatuar 6zellikleri olan, adenozin birikimine neden olur.'* Bununla beraber,
yapilan bir ¢alismada ise, MTX infiizyonu sonras1 IBH’li hastalarin plazma ve rektal
adenozin seviyesinde degisiklik yapmadigi saptanmustir.'*® Disik doz MTX
uygulanmasinin, immiin hiicre proliferasyonuna ve sitokin sentezine neden olan piirin
ve pirimidin metabolizmasini diizenledigi gdsterilmistir.'*’

MTX’in CH VE UK iizerine etkili oldugu rapor edildigi 1989’dan sonra bazi
calismalar yapilmigtir. Feagen ve arkadaslari Kuzey Amerika’da yapilan MTX’in
plaseboyla karsilagtirildigr iki biiyiik c¢aligmayr yonetmislerdir. 141 hastalik ilk
calismada ti¢ aylik prednisolon tedavisine ragmen halen kronik aktif CD hastalarina
haftada bir 25 mg IM MTX veya plasebo verilmis. Bu hastalara oral prednisolon
verilmeye devam edilmis. 16. haftanin sonunda MTX grubunda % 39, plasebo grubunda
ise % 19 remisyona giris saptanmis. Ikinci calismada ise IM MTX ile remisyona giren
hastalarin bir kismia haftada bir 15 mg IM MTX, geri kalan hastalara ise plasebo
verilmis. 40. haftanin sonunda, MTX verilen grubun % 65’1 remisyonda iken, plasebo
grubunun % 39’u remisyona girmis.'**'*!

Yapilan diger kiigiik capli bir arastirmada ise, 15-22,5 mg/hafta oral MTX 1n bir
yil boyunca verilmesinin 13 hastanin % 54’iinde remisyonun devamini saglarken,
plasebo grubunda sadece % 2’sini remisyonda tutabilmis'™ israil’den bildirilen bir
calismada da, 12,5 mg oral MTX’in plaseboya kiyasla remisyona giriste veya
remisyonun devaminda etkinligi gosterilememistir.'>

Yapilan baska bir calismada ise MTX’in steroid bagimli IBH’da iyi tolere edilen
ve efektif bir ila¢ olarak g(‘isterilmistir.15 3

Yapmis oldugumuz bu c¢aligmada, kolit olusturulan ratlara MTX verilmesiyle

SOD ve MDA degerlerinde, kolit grubuna kiyasla, anlamli diisiis saptanmasinda
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ragmen, morfolojik olarak iyilesme gozlenmedi. MTX ile birlikte verilen GLN verilen
grupta ise, hem SOD ve MDA degerlerinde diisme hem de morfolojik olarak iyilesme
gozlenmistir. Benzer olarak sadece NAC verilen grupta da SOD ve MDA degerleri
anlamli olarak diiserken, morfolojik olarak iyilesme saptanmadi. Yalmz, MTX
grubundan farkli olarak, morfolojik skorlar NAC grubunda daha diislik olmakla beraber,
iki denekte Olcililen yiiksek skorun istatiksel olarak anlamli farki engellemis
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica, bizim bilgilerimize gore literatiirde, deneysel
kolit modeli lizerine MTX’in lavman seklinde uygulanilmasina rastlanilmamistir. Bu
nedenle, hasarlanmis mukozaya direkt olarak serum fizyolojikle karistirilarak ve
literatiirde belirtilenden daha diisiik dozlarda verilmistir. Bagvurabilecegimiz herhangi
bir kaynak olmadigindan, bu tedavi seklinde eksiklikler olabilir. Ornegin, hasarlanmig
kolon mukozasina MTX’in penetrasyonunun geciktirecek bir bilesikle verilmesi, olasi
yan etkileri azaltmada yardimc1 olabilir. Bu ¢aligmada, MTX’in sadece morfolojik ve
oksidatif stres parametreleri degerlendirilmistir. Makroskopik ve histopatolojik olarak
hasar skorlari, kolit grubuna yakin degerlerdeydi. Hasarlanmis kolon mukozasina,
penetrasyonu daha kolay olabilecegini diisiinerek daha diisiik miktarlarda verilen
MTX in doku iyilesmesine istenilen katkiy1 yapamamis olacagini diistinmekteyiz. Buna
ragmen bu dozlar, oksidatif stres parametrelerini kolit grubuna kiyasla diizelterek,
deneysel kolit iizerine olumlu etkisi de oldugunu diisiinmekteyiz (Tablo

11,12,14,16,Sekil 16 ve 17).

67



SONUC

Ana bulgularimiz asagidaki gibidir:

- TNBS-E ile kolay uygulanabilir deneysel kolit modeli olusturuldu.

- NAC ve MTX uygulamasiyla SOD ve MDA degerlerinde anlamli diistis
saptandi, morfolojik olarak anlamli degisiklik saptanmadi.

- NAC ve MTX’e GLN eklenmesiyle, hem morfolojik hem de biyokimyasal
Olclimlerde diizelme gozlendi.

Sonug¢ olarak, deneysel kolit modelinde, olusan serbest oksijen radikallerinin
etkisini 6nlemek amaciyla verilen GLN’nin ve NAC’nin olumlu etkileri oldugunu, bu
iki maddenin beraber verilmesiyle morfolojik olarak iyilesmeye daha fazla katki
sagladigin1 gozlemlendi. Yan etkilerini azaltmak amaciyla lavman seklinde verilen
MTX’in morfolojik olarak diizelmeye katkis1 olmamasina ragmen biyokimyasal olarak
diizelme sagladigin1 gozlemlendi. Ayrica MTX verilen ratlarda diger tiim gruplara gore
daha fazla kilo kayb1 saptanmistir. Bu sonugta bize, MTX’in lavman seklinde verilmesi
her ne kadar inflamatuar parametreler iizerinde olumlu etkisi oldugu goriilse de,
deneysel kolitin semptomlar1 iizerine olumsuz etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak daha dnceden MTX’in lavman seklinde verilmesiyle ilgili bir ¢calisma olmadigi

icin verilisi ile ilgili diizenlemeler yapilirsa daha farkli ve olumlu sonuglar alinabilinir.
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