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1. GIRIS VE AMAG

inflamatuvar bagirsak hastalig (IBH); llseratif kolit (UK) ve
Crohn hastaligi (CH)'ni kapsayan, etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamisg,
cevresel risk faktorlerine maruz kalan ve genetik olarak duyarl kisilerde,
immun sistemin aracilik ettigi gastrointestinal sistemin kronik inflamasyonu
ile karakterize, aktivasyon ve remisyonlarla seyreden kronik bagirsak

hastaliklarini ifade etmektedir.

Genel olarak 20-40 yas araliginda en yuksek dizeye ulasan
hastaligin insidansi, farklh cografik bolgelerde ve farkli zamanlarda
degiskenlik gosterse de epidemiyolojik calismalar dinya genelinde
insidansin giderek arttigini géstermektedir. Cografik olarak IBH prevalansi,
guneyden kuzeye ve dogudan batiya gidildikce artig gostermekte,
endustrilesme hastaligin insidans ve prevalansindaki en énemli gevresel
faktor olarak ortaya c¢ikmaktadir. IBH prevalansinin irk ve etnik kokene
gore farklilik gostermesi ve ailesel gegcisli olmasi, hastaligin etiyolojisinde
endustrilesme, gevresel kirleticiler, mikrobiyal maruziyet, hijyen, yasam stili
ve diyet gibi faktorlerin yani sira genetik faktorlerin de rol oynadigini

gostermektedir.*3

inflamatuvar bagirsak hastaliginin  énlenmesi ve tedavi
edilebilmesi amaciyla, hastaligin muhtemel nedenleriyle ilgili farkh bir¢ok
varsayim bulunmaktadir; ancak bunlarin higbiri tam bir agiklama
saglamamaktadir. GUnUmulzde tedavi yaklasimi, hastahdin tutulum
bolgesine, siddetine ve komplikasyonlarina gore; akut atagin tedavisi ve
semptomlarin kontrold, hastaligin remisyonda tutulmasi ve tedaviye
ragmen remisyonda tutulamayan hastalarda kolektomi uygulamasidir.

Ginimizde CH ve UKde uygulanan yaygin farmakoterapi;
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aminosalisilatlar, kortikosteroidler ve azatiyoprin, 6-merkaptopurin gibi
immiin moddlatérierdir.*>

Hastaligin tekrar alevlenmesini azaltmak, tedavide kullanilan
mevcut ilaglarin toksisitesinden kaginmak, operasyon sonrasi hastalarin
yakinmalarini ve hastallk morbiditesini azaltmak amaciyla yapilan
calismalarin, bu hastaliklarda bozulmus intestinal immun homeostaz,
kontrolsliz intestinal inflamasyon ve bu inflamasyonda timor nekrozis
faktor-a (TNF-a)'nin roline dikkati cekmesi aragtirmalari inflamatuvar ve
immun kaskatdaki mekanizmalari ve molekulleri aydinlatmaya, ve bu
spesifik molekulleri hedefleyen yeni biyolojik tedavilerin gelistirimesine

yoneltmistir.°

Aktive olmus nétrofiller, makrofajlar ve sitotoksik T hucreler
gibi immun hudcreler, dogrudan dogruya temas yoluyla veya dolayli olarak
sitotoksik proteinler, reaktif oksijen ve nitrojen turevleri ve litik enzimler
salgilayarak intestinal bariyeri bozmaktadir. Intestinal epitelyum mukozal
immun yanitin sekillenmesinde kritik rol oynamaktadir. IBH’da inflamatuvar
yanit, erozyon ve Ulserasyona neden olan epitelyal hasarla
sonuglanmaktadir. Hem ulseratif kolit hem de Crohn hastaliginda, genetik
olarak duyarli kigilerde Iuminal antijenlere yodnelmis immuin yanitta
disregilasyon s6z konusu olup; mukozal T hicre disfonksiyonu ve
anormal sitokin uretiminin yani sira gastrointestinal mukozanin kismen

veya tamamen inflamasyonu séz konusudur.”®

indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), birgok immuno-inflamatuvar
etkileri olan, triptofanin yikimini saglayan bir enzimdir. IDO aktivitesi
patolojik olmayan durumlarda minimaldir. Karaciger disindaki dokularda,
immun aktivasyona, inflamasyona ve enfeksiyona bagli olarak IDO
ekspresyonu up-regule olarak ekstrahepatik dokularda triptofanin



kindrenine yikimi artmaktadir. IDO, primer olarak proinflamatuvar sitokin
olan interferon-y (IFN-y) disinda TNF-a, IFN-B, lipopolisakkarid, sitotoksik
T-lenfositle iligkili antijen 4 (CTLA-4) gibi molekdillerle
indiiklenmektedir.®** Ozellikle gastrointestinal sistemde yiiksek diizeylerde
eksprese edilen IDO’nun intestinal inflamasyonun kontrolinde rol oynadigi
dusunulmekle birlikte intestinal immunitedeki roli tam olarak

anlasilamamigtir.

Bu tez kapsaminda, trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile
kolit olusturulmus ratlara, TNF-a inhibitéri infliximab ve poly(ADP-
riboz)polimeraz inhibitdrd 3-aminobenzamid uygulanarak, bu farmakolojik
ajanlarin, IDO’nun kolon doku duzeyleri ve enzim aktivitesi Uzerindeki

etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. inflamatuvar Bagirsak Hastaligi

inflamatuvar Bagirsak Hastaligi; etiyolojisi ve patojenezi tam
olarak anlasilamamis, Ulseratif kolit ve Crohn hastaligini ifade eden,
gastrointestinal ~ sistemin  kronik, immun aracilikh inflamatuvar
bozukluklarini tanimlamaktadir. UK; kalin barsagin mukozal kismini
etkileyen, rektumu tutan ve proksimal olarak kolona vyayilan bir
hastalikken, CH; ileum ve kalin barsagi tutmakta, gastrointestinal sistemin
herhangi bir bélimuni etkileyebilmektedir. UK’in aksine CH’da anatomik
lezyonlar devamlilik arz etmemekte ve kronik inflamasyon transmuraldir.
Her iki hastalik intestinal inflamasyonun alevlenmesi ve remisyonu ile
seyretmekte ve semptomlari birbirine benzemektedir. Kanli mukuslu
diyare, abdominal agri, kilo kaybi, artralji, ates, anoreksiya, bulanti ve
kusma gibi semptomlar gorilmektedir. Ekstraintestinal belirtiler de her iki
hastalikta benzerdir. Gastrointestinal dokudaki enfeksiy6z, inflamatuvar,
iskemik ve neoplastik hastaliklar da benzer klinik tablo gosterebildiginden
ayirici tani zordur. Tanida; endoskobik bulgular, kolon biyopsisi ve
radyolojik testlerden yararlanilmaktadir ancak vyine de tanida

zorlanilabilinmektedir.>*%

2.1.1. Epidemiyoloji

Sistematik literatlr taramasi sonucu MEDLINE ve EMBASE
kaynakli, 1950-2010 yillar arasinda yapilan 267 makaleden elde edilen
veriler, IBH'nin, insidans ve prevalansinin farkli cografik bolgelerde ve
farkl zamanlarda degiskenlik gosterdigini ve endustrilesmeye bagli olarak
dinya genelinde arttigini gdstermektedir. IBH insidans ve prevalansi en

yuksek batililasmis Ulkelerde, Kuzey Amerika ve Avrupa’da gorulurken, en



diisik olarak Asya’da bildirilmistir. Avrupa igin prevalansin, UK'te
505/100.000, CH’da 322/100.000 oldugu, insidansin en yluksek beyazlarda
ve yahudilerde oldugu, hispaniklerde ve Asya toplumlarinda insidansin
giderek arttigr gorulmustur. Cinsiyete bagh bir farklilik ortaya ¢ikmayip,
IBH’nin her iki cinste de esit gorildigu, sadece UK'in erkeklerde, CH'nin

kadinlarda biraz daha fazla gézlendigi bildirilmistir.*>*

inflamatuvar bagirsak hastaliginin (lkemizdeki durumuna
baktigimizda, butun bdlgeleri iceren hastaligin insidansi ve karakteristigini
bildiren calismaya ulasilamamistir. Ancak Ankara, istanbul ve Trakya
bdlgesinde yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, UK insidansinin CH
insidansindan yuksek oldugunu ve ancak Kuzey Bati Avrupa ulkelerine
kiyasla insidansin dusuk oldugunu gostermektedir, ancak bu veriler sinirli
saylida hastadan elde edilen veriler oldugu icgin Ulkemizdeki insidans ve

prevalans hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir.*®

2.1.2. Etiyoloji

Farklh genetik, c¢evresel ve immiunolojik faktorlerin
inflamatuvar  bagirsak  hastaliklarinin  etiyolojisinde rol  oynadigi

dusunulmektedir.
2.1.2.1. Genetik Faktérler

Klasik olarak genetik bir hastalilk olmasa da, IBH'da ailesel
gegis sO6z konusudur. IBHnin nedeninin genetik mi yoksa c¢evresel
faktorler mi oldugu sorusu hala tartismaya acik olsa da, genetik yatkinligi
olan kisilerde ¢evresel faktorlere maruziyetin hastaliga neden oldugu kabul

edilmektedir.>**® UK ve CH ile iliskili genler Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. Ulseratif Kolit ve Crohn Hastalig ile iliskili Genler.*

Genomik

Gen Bolge CH UK Fonksiyon
Dogal immiin Yanit

Hicre sinyal iletimini aktive edecek
NOD2 16912 var yok ) i

bakteryel peptidoglikanlari algilamak
ATG16L1 2q37 var belirsiz Otofaji kompleks bileseni

Otofajide rolu vardir, intraselltler
IRGM 5033 var yok patojenlerin IFN-y aracili uzaklastiriimasina

gereklidir
Interl6kin 23- Th17 Yoladi
IL23R 1p31 var var Heterodimerik interl6kin-23 reseptor bileseni
IL12B 5033 var var interldkin-23 sitokin bileseni

interlokin-6, 10,17,21,22,23  gibi  farkli
STAT3 17921 var var

sitokinlerin baskilanmasinda majér STAT

inflamatuvar hiicrelerin  gégline aracilik
CCR6 6q27 var yok B o

eden hlicre membran proteini
Diger Genler

inflamatuvar mediator PGE2
PTGER4 5q13 var yok .

reseptorlerinden
ZNF365 10921 var yok Mitozda roli vardir

o Plazma membrani polispesifik organik

SLC22A4 5031 var belirsiz

katyon tasiyicisi

STAT proteinleriyle etkilesim, ayrica tip 1
PTPN2 18p11 var yok

diyabetle iligkilidir




Genomik

Gen Bolge CH UK Fonksiyon
MHC 6p21 var var UK ve CH ile iligkili farkli bir MHC class Il
Lenfoid ve dalak gelisimini etkileyen
NKX2-3 10924 var var o o )
transkripsiyon faktéri iceren homeodomain
Proinflamatuvar sinyali takiben makrofaj
MST1 3p21 var var ) .
kemotaksis ve aktivasyonunda yer alir
Membran fosfolipidlerinden arasidonik asit
PLA2G2E 1p36 yok var
salinimi
o intestinal  inflamasyonda  merkezi
IL10 1932 belirsiz var L o
oynayan immunosupresif sitokin
intraselliler patojenlere kargi gelisen dogal
IFNG 12q15 yok var patel 3! 9ells 9

ve adaptif immunitede kritik sitokin

2.1.2.2.Cevresel Faktérler ve Kigisel Aliskanliklar

Az gelismis ulkelerde endustrilesme ve kentlesmeyle IBH'nin
artmasi bu hastalidin patojenezinde gevresel faktorlerin roliintin oldugunu
desteklemektedir. Bati toplumlarinda hastaligin  ylksek oranda
bulunmasina bagli olarak bunda diyetin rolu arastirildiginda, her ne kadar
rafine yiyecekler, ve fast-food beslenmenin bir faktor olabilecegi 6ngorulse
de bunlarin hastaligin nedeni veya hastaliga etki eden faktérler oldugunu

dogrulayan kesin deliller bulunmamaktadir.*

Epidemiyolojik  ¢alismalarda, sigara kullanimi ve
apendektominin IBH riskini etkiledigi gosterilmis, her iki faktoriin UK riskini
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azaltirken aktif sigara igiminin CH riskini artirdigi gorulmustur. Bununla
birlikte agir sigara igicilerin oldugu Asya gibi bolgelerde CH insidansinin
dusuk olmasi gibi veriler bu faktorlerin IBH insidans ve prevalansindaki

artistan tamamen sorumlu olamayacagini géstermistir.?%?44

Kontraseptif  kullaniminin, IBH'na benzer mukozal
degisikliklere neden olmasi nedeniyle kadin seks hormonlarinin IBHda
nedensel faktor olabilecegi ©ne surulmagtir ancak kontraseptif
kullaniminin  hastaligin  insidansini  artirdigr  yonundeki  bulgular

23,15

celiskilidir.

2.1.2.3. Mikrobiyal Faktérler

immunolojik, mikrobiyolojik ve genetik galismalar, IBHnin
patojenezini anormal konakgi-mikrobiyal etkilesimi ile iligkilendirmektedir.
insan gastrointestinal sistemi 10** bakteri icermektedir. intestinal mukoza
konakgi-kommensal flora etkilesiminde merkezi rol oynamakta, immun
sistemle eksternal cevre arasinda primer bariyer gorevi gormektedir.
intestinal mikrobiyotanin bilesimini belirlemeye yénelik metodlarin gelisimi,
IBH'nin patojenezinde mikrobiotanin rolinu ortaya koymustur. IBD’li
hastalarda bakteriyal floranin saglikh kontrollerden farkli oldugu
gorulmustar. Paralel olarak hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar
intestinal inflamasyonun baslamasinda intestinal mikrobiotanin kalitatif ve
kantitatif olarak bilesiminin énemini goéstermistir. UK ve CH, tanimlanmis
intestinal enfeksiyonlar bakimindan birbirine benzediginden ve IUiminal
bakteriyal konsantrasyonun en yiksek oldugu bodlgede meydana
geldiklerinden birgcok mikrobiyal patojen IBHnin nedeni olarak 06ne
surtlmagstir. Bu patojenlar arasinda ©One ¢ikanlar; Mycobacterium

paratuberculosis, M. kansai, E. coli, Diplostreptococcus sp., Lysteria



monocytogenes, Fusobacterium necrophorum, Chlamydia sp., Listeria

monocytogenes, Pseudomona maltophila, Helicobacter hepaticus’dur.?*#

2.1.2.4. Immiinolojik Faktérler

Saglikli kigilerde intestinal flora nispeten stabildir. Bakteriyal
fonksiyondaki ve kompozisyondaki degisiklikler, mukozal bariyer
fonksiyonunda ve immiin cevapta etkili olmaktadir. intestinal mukozal
bariyerin bozulmasi antijenlerin, endotoksin ve diger bakteriyal Grtnler gibi
inflamatuvar molekdllerin mukozaya infiltrasyonunu artirmakta, mukozal
permeabilite artmaktadir. Bakteriyal bilesenler, sitokin, eikozanoid, oksijen
metabolitleri, nitrik oksit ve proteazlar gibi bilesikleri salgilayan immun
hicreleri, endotelyal hiicreleri ve epitelyal hicreleri aktive edebilmektedir.
Bakteriyel uyaridan sonra akut inflamasyonun ilerlemesi veya ¢ozulmesi
proinflamatuvar ile immunosupresif mekanizmalar arasindaki dengeye
baghdir.?®

Inflamatuvar bagirsak hastaliginda, notrofil, makrofaj,
dendritik hucreler ve noétral killer T hicrelerden olusan dogal immun
hicrelerin ve B ve T hicrelerinden olugan adaptif immdn hdcrelerin lamina
propria’ya infiltrasyonu olmaktadir. intestinal mukozada bu hiicrelerin
sayisinda ve aktivasyonundaki artis TNF-a, IL-1B, IFN-y ve IL 23-Th17
yolagindaki sitokinlerin lokal dizeylerini yikseltmektedir. intestinal
mikroorganizmalara karsi olugan dogal immun yanit siki bir sekilde regule
olmaktadir ve bu regilasyon, immin toleransin mi yoksa defansif
inflamatuvar cevabin mi olusacagini belirlemektedir. Homeostatik denge
regulatuvar T hulcreler (Treg) ve effektor T hucreler (Th1, Th2, Th17)
arasindaki dengeyle saglanmaktadir. Bu cevaplar arasindaki dengenin

12,24,25

bozulmasi IBH’na yol agabilmektedir (Sekil 1).



Crohn hastaliginda daha c¢ok Th1 yolagi daha etkin
goralurken, Ulseratif kolitte kismen azalmis Th-1 immin cevap vardir ve
sitokin ekspresyon paterni humoral Th-2 immuin cevabin atipik bir
formudur. Ancak Th2 ve Th17 gibi effektor T hicre alt tipleri etkin olmakla
birlikte, yapilan ¢alismalar, Ulseratif kolitte hem Th1 hem de Th2 immun
yanitin rol oynadigini, aktif Glseratif kolitli hastalarda IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-8,
IL-12, IL-13, IFN-y ve TNF-a diizeylerinin ylksek oldugunu ve UK’in
patojenezinde hem humoral hem de hicre aracili immunitenin rol
oynadigini gdstermektedir.?®?” UK ve CH arasinda immiinolojik ve Klinik
farkhliklar olmakla birlikte her iki hastalik da kismen ortak sitokin profili ve

yiiksek TNF-a diizeyleri gdstermektedir.®
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2.1.3. Tedavi

inflamatuvar bagirsak hastaliginda tedavi yaklasimi, yasam
stilinde degisiklikler, medikal tedavi ve cerrahiden olusmaktadir. Medikal
tedavi, aminosalisilatlar, kortikosteroidler ve immunmodaulatorleri
icermektedir. Aminosalisilatlar hafif ve orta siddette seyreden hastalarda
tercin  edilmekte, c¢ok siddetli hastalarda etkin olmamaktadir.
Kortikosteroidler, aminosalisilatlarin optimal dozuna yanit vermeyen orta
ve siddetli dizeyde hastaligi olanlarda kullaniimakla birlikte, uzun sureli
kullanimlarinda yan etkileri tedavinin devam ettiriimesinde bu ilaglarin
kullanimini kisitlamaktadir. Kolektomi mevcut medikal tedaviye cevap
vermeyen siddetli kolit vakalarinda son tedavi secenedi olmaktadir.
Hastalik, aktivasyon ve remisyonlarla seyrettiginden, cerrahiden kaginmak,
siddetli ataklarda remisyon ddnemine gecisi saglamak ve hastalari
remisyonda tutmak, etkin medikal tedavinin bulunmasini ve uygulanmasini
gerektirmektedir. Bu nedenle galismalar, IBH icin etkin terapotik hedeflerin
bulunmasi ve bu hedeflere uygun tedavilerin geligtiriimesine

yonelmistir.?%3

2.2. Triptofan Metabolizmasi

Triptofan (Trp) IUPAC sistemine gore; 2-amino-3-(1H-indol-
3-il) propanoik asit olarak adlandirilan indol halkasi iceren esansiyel bir
amino asittir. Triptofan igin minimum gereksinim gunlik ortalama 200
mg’dir. Geligmis Ulkelerde diyet ile ortalama ginlik Trp aliminin
yetigkinler igin onerilen gunlik alim miktari 3.5-6.0 mg/kg/gin olarak

belirlenmistir.>?
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Diyetle alinan triptofan hepatik portal sistemle karacigere
tasinir. Protein sentezi igin kullaniimayan triptofan karacigerde yikilir veya
hicrelerde kullanilir. Kan dolasiminda triptofan serbest ve %90 oraninda
plazma albuminine bagh olarak bulunmaktadir. Kan beyin bariyerinden
oncelikle bagh olmayan, serbest Trp kompetitif olarak spesifik olmayan L-
aminoasit tasiyicilariyla gecis yapmaktadir. Ancak Trp’in kan beyin
bariyerindeki tasiyicilara afinitesi alblmine olan afinitesinden daha yuksek
oldugundan, kan beyin bariyerine yakin bulunan ve albumine bagh Trp’in

32,33

albiminden ayrilarak beyine gecisi mumkunddar. Glia hucreleri

tarafindan alinan triptofan burada serotoninin yani sira 3-hidroksikintrenin,

kinolinik asit gibi ndroaktif triptofan metabolitierine déniismektedir.>*%

Triptofan vicutta patolojik olmayan durumlarda genel protein
sentezine, serotonin sentezi igcin hidroksilasyon yoluna veya kinurenin
sentezinin gerceklestigi oksidasyon yoluna katiimaktadir. Hem periferal
hem de santral sistemde triptofan metabolizmasi blyuk oranda kinlrenin
yolagl Uzerinden olmaktadir (Sekil 2). Normal sartlarda triptofanin %1’
serotonin sentezine, %95'i ise kiniirenin yolagina girmektedir.>® Trp, bitiin
canl hucrelerde elektron transfer reaksiyonlari igin gerekli olan
nikotinamid adenin dinukleotidlerin  (NAD*, NADP®), serotonin ve
melatonin gibi biyolojik olarak énemli birgok bilesigin dnci maddesidir.
Serotonin, triptofanin hidroksilaz enzimiyle reaksiyonun sonucunda 5-
hidroksitriptofan ~ ve  sonrasinda  aromatik L-amino asit ile

dekarboksilasyonundan meydana gelmektedir.®’
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2.2.1. Kinurenin Yolagi

Memelilerde Trp’in major katabolik yolu son Urin olarak
NAD" biyosentezinin gergeklestigi kintirenin yolagidir. Kinlrenin 1927
yilinda izole edilmig ve vyapisi aydinlatiimistir. Triptofanin kintrenine
doénusimuinde ilk enzimatik ve hiz kisitlayici basamak olan triptofanin N-
formilkinlrenine oksidasyonu olup bu basamadin karacigerde bulunan
triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO, EC.1.13.11.11) tarafindan katalizlendigi
1936 yilinda kesfedilmistir. Memelilerde kesfedilen ilk induklenebilen
enzim sistemi olan TDO, triptofan ve glukokortikoitlerin yani sira histidin,
kindrenin ve ¢ok az oranda da tirozin ve fenilalaninle indiklenmektedir.
Cesitli hastalarin idrarinda farkh triptofan metabolitlerinin duzeylerinin
bulunmasina karsin bu hastalarin karacigerinde TDO aktivitesinin
yukselmemesi triptofan katabolizmasinda ikinci bir enzimin varligini
disundirmus, karaciger disi dokularda triptofani kintirenine c¢eviren ikinci
bir enzim izole edilmistir. D-triptofan, L-triptofan, triptamin, 5-
hidroksitriptofan ve serotonin gibi indolamin turevlerini substrat olarak
kullandigindan bu enzim indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO, EC.1.13.11.17)

olarak adlandiriimistir.®®

Her iki enzim ayni reaksiyonu katalizlemelerine ragmen
ekspresyonlarinin dokular arasi farkllik gosterdigi ve farkli biyolojik rollere
sahip olduklari goértulmagtir. Saglikli kosullarda hepatik kindrenin yolagi
aktif olup dokularda IDO ekspresyonu olduk¢ca dusuktir. Ancak
inflamasyon ve immidn  aktivasyonda IDO  ekspresyonunun
upregulasyonuna bagli olarak ekstrahepatik kinlrenin yolagi baskin hale
gelmektedir. TDO ve IDO tarafindan triptofanin indol halkasina molekuler
oksijen katilarak katalizlenen enzimatik reaksiyon sonucu olusan N-formil

kinirenin enzimatik veya non-enzimatik reaksiyonla kinlrenine
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donugmektedir. Kindrenin yolagi diger kinurenin turevlerinin olusumunun
yani sira sitrik asit siklusuna girerek tamamen CO, ve H);O’ya
donusebildigi gibi diyetle alinan niasinin yetersizliginde, de novo NAD+

sentezine ydnelmektedir.*

Triptofan diUzeyleriyle dogrudan iligkili olan kinlrenin
konsantrasyonu diyetsel triptofan alimindaki vyetersizlige bagli olarak
digmektedir. TDO ve IDO’nun katalizledigi reaksiyonun urind olan
kindreninin bu enzimlerin substrati olan triptofana orani, triptofan yikiminin
ve IDO aktivitesinin uygun bir gostergesi olmaktadir.*® Yapilan
calismalarda immun aktivasyon belirteglerinin duzeylerindeki artiga bagl

olarak kiniirenin triptofan oraninin arttigi gésterilmistir.***?

2.2.2. indolamin 2,3-Dioksijenaz

indolamin 2,3-dioksijenaz enzimi, 45 kD’luk, kofaktdr olarak
Hem b grubu iceren sitozolik, monomerik bir proteindir. IDO enzim
aktivitesi icin esansiyel olan Hem grubundaki demirin, ferrik formdan ferr6z
forma reduklenmesi icin bir elektron transferi superoksit radikalinden
saglanmakta, boylece enzimin aktif bolgesine triptofan baglanmaktadir.
IDO, gen ekspresyonu ve enzimatik aktivite dlzeyinde siki bir sekilde
reglle olmaktadir. IDO aktivitesinin saglik igin vazgecilmez veya zararh
olmasi arasindaki denge, in vivo IDO aktivitesinde regulatuvar etkisi olan
spesifik molekullere baglidir. Plasenta, akciger, bagirsak, kolon, dalak,
bdbrek, mide ve karaciger hicrelerinde bulunan IDO, dendritik hlcreler
monosit, makrofaj, epitelyal hucreler, fibroblast, endotelyal hlcreler ve

bazi tumor hucre kadlturlerinde IFN-y ile indiklenmektedir. IDO, IFN-y
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disinda TNF-a, IFN-a/-B, IL-10 gibi sitokinlerle de indiiklenmektedir.3"*3
Ayrica IDO, immin hdcrelerde Uretilen indiklenebilir nitrik oksit sentaz
enzimi  (INOS) ile meydana gelen nitrik oksit (NO) tarafindan
induklenmekte, NO etkisiyle IDO protein duzeyi ve aktivitesi

azalmaktadir.**

Kindrenin sentezinde ilk hiz sinirlayici basamagin doku ve
hicre tipine bagh olarak TDO veya IDO tarafindan katalizlendigi bilinmekle
birlikte, 2007 Murray ve arkadaslar®® tarafindan triptofani katabolize eden
IDO benzeri ikinci bir enzimin varligi gésterilmis, bu enzim IDO’ya yapisal
benzerli§i nedeniyle indolamin 2,3-dioksijenaz 2 (IDO2) olarak
adlandiriimigtir.  Cok yakin vyillarda kesfedilmesi nedeniyle 1DO2’nin
biyolojik rolu tam olarak aydinlanmamigstir ancak ekspresyonunun bobrek,
ureme sistemi ve dendritik hlcrelerde gdsterilmesi boébrek fonksiyonu,

fertilite ve immiin modiilasyonda rolii oldugunu diisiindiirmektedir.*®

IDO enziminin iki fizyolojik fonksiyonu gézi UV hasarindan
koruyan triptofan metabolitlerinin  olusumunu saglamak ve hem

patojenlerin hem de immiin hiicrelerin proliferasyonunu baskilamaktir.*"8

IDO enziminin immun sistemdeki rolu ile ilgili iki ana hipotez
One surllmustur. Birincisi; mikrogevredeki triptofan tlketiminin hicre
proliferasyonunu baskilayabildigi ve bdylece imminomodulatér veya
antimikrobiyal etkiler olusturabilecegidir. Patolojik kosullarda hizla bdlinen
hicreler, parazit, bakteri ve virls gibi patojenlere kargi immun cevap
olarak IDO’nun asin diizeyde ekprese edildigi gosterilmistir.®**° ikincisi;
IDO’nun kazaniimis immun toleransta rol oynadigi, T-hucreleri
baskilayarak, triptofan dizeylerini tiketerek 6zellikle timoér hicrelerinin T-

hicre cevabindan kagmasini sagladigidir. IDO enzimi immun tolerans ve
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atak arasindaki dengeyi etkileyerek uygun immun cevabin olugsmasini

saglamaktadir.>” 434
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Sekil 3: IDO’ nun Fizyopatolojik Rolii**

IDO aktivitesinin, proliferasyonu inhibe edici etkisi iki mekanizmayla
acgiklanmigtir:

1) Triptofanin tlketilmesi; yani IDO aktivitesinin fizyolojik bir sonucu olarak
triptofanin azalmasi.

2) Triptofanin kullaniimasi; sitotoksik ve sinyal moleklli olan kinUrenin

metabolitlerinin olusumu igin triptofanin kullaniimasi®”*%%*,

IDO aktivitesi genel antiproliferatif etki olusturdugundan, IDO
ekprese eden hucrelerin kendi proliferasyonlarini da baskilayabilecegi

Takikawa ve arkadaslari tarafindan gdsterilmisti. Bu nedenle IDO
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eksprese eden hucrelerin hem kendilerini IDO aktivitesinin etkilerinden
koruyup hem de triptofan tiketim ve kullanim mekanizmalarini devam

ettirmelerinde siki bir IDO regiilasyonu sé6z konusudur.**’

Fizyolojik homeostaz yabanci antijenlere cevap veren immun
sisteme ihtiyag duymaktadir. IDO’nun immun hicre proliferasyonunu
kontrol etmesi gebelikte oldugu gibi tolerans induksiyonunun Kkritik bir
bilesenidir. Immin sistem stimilasyonunun yiiksek oldugu otoimmun
patolojilerle yetersiz IDO aktivite ve ekspresyonunun iligkili oldugunu

gosteren calismalar gittikge artmaktadir.>?

2.3. infliximab

TUmor nekrozis faktdr-a; monositler, makrofajlar, B ve T
lenfositler, polimorfontkleer |6kositler (PMNL), dogal oéldurictu (NK)
hicreler ve endotelyal hicrelerden salinan ve inflamasyonda rol oynayan
bir sitokindir (Sekil 4). Konakgl yanitinin olusmasinda en eftkili
mediatorlerden biri olmasi nedeniyle TNF-a inhibitérleri IBH tedavisinde
onem kazanmistir. IBH olan hastalarin kan, intestinal doku ve gaitalarinda
yapilan ¢alismalarda, inflamatuvar sitokin ve TNF-a duzeyleri bakimindan
degisken sonuclar elde edilmistir.>*** TNF-a inhibitdrlerinin kullanildigi,
fakh hayvan modellerinde vyapilan c¢alismalarin bazilarinda TNF
blokasyonu koliti dnlerken®®, bazi calismalarda aktif koliti baskilamis®®,

bazilarinda ise etkisiz olmustur.>®
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Sekil 4: TNF-o’nin Biyolojik Etkileri®’

TNF-a’nin IBH'daki rolu nedeniyle infliximabin orta ve siddetli
duzeydeki IBHda etkili olabilecegi dustunulmuastir. Kimerik anti-TNF-a
monoklonal antikoru olan infliximabin etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatimamis ancak yapilan c¢alismalar TNF-a eksprese eden

inflamatuvar hiicrelerin apoptozu yoluyla olabilecegini gdstermektedir.>®

2.4. 3-Aminobenzamid

3-Aminobenzamid; PARP  kompetitif inhibitoradar ve
laboratuvar arastirmalarinda kullanilan bir ajandir. PARP; DNA-binding
proteinlerin poli(ADP) ribozilasyonunu katalizleyen enzimdir.
Poli(ADP)ribozilasyonu DNA tamiri ve genomik stabilitenin saglanmasinda
onemli bir mekanizmadir. Serbest radikallerin, reaktif oksijen turlerinin ve
peroksinitritin olusumu PARP’In asiri aktivasyonuna neden olmakta, bu
aktivasyon da NAD® ve ATP’nin tiketimi ve hiicre o6limuyle

sonuglanmaktadir. PARP, ayrica gesitli nuklear transkripsiyon faktorlerini
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aktive ederek birgcok proinflamatuvar genin up-regulasyonunda rol

oynayarak inflamatuvar hastaliklarin patojenezine katiimaktadir.>*°
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2. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

L-Triptofan...........coooiii (Sigma-Aldrich)
L-KinUrenin.........c.oooiiiiie e, (Sigma)

Asetik asit .......coooiiiiiii (Merck)

Asetonitril (gradient grade)...................... (J.T. Baker)

Rat TNF-a ELISA Kit.....................ol. (eBioscience Platinum ELISA)
Bradford protein assay kit....................... (QuantiChrom Protein Assay )
IDO ELISA Kit...oovoiiii, (Uscn Life Science Inc.)
Metanol............ooooiiii (Merck)

Perklorik asit.............coooiiiiii, (Merck)

Trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS)............ (Sigma)
3-Aminobenzamid...............ccciiiiiieeeeen. (Sigma)
Ketamin.........ooooiii s (Pfizer)

XYlazin. ..o (Bayer)

INFlXIMAD. ... (Schering-Plough)

NaCl .. (Merck)

KL e s (Merck)

NaHPO ..o, (Merck)

KH2PO4. o (Sigma)

NaOH. ... (Merck)
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3.2 Kullanilan Arag ve Geregler

Yuksek Basingl Sivi Kromatografisi (HPLC).....Thermofinnigan Surveyor

Analitik Kolon..........c.ooii, Develosil ODS (5u 150x4.6 mm)
Guard Kolon.........cooiiiiii Develosil ODS Kolon
Homojenizator.............ccoooiiiiiiiiiin, Ultra Turrax IKA T18 Basic
Ultrasonik homojenizator................cocoevieennn. Sonics Vibra cell VCX 130
Hassas Terazi...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiees AND GR-200

VOItEX. . e Vibrolabo

PH Metre.......cooii WTW-Inolab

Manyetik Karistiricl...........cocooiiii i, Nuve

Ultrasonik Banyo.............cccooiiiiiiiiiiinenn, Bandelin Sonorex

Yuksek Devirli Sogutmali Santrifdj................... Jouan MR 1822

Derin DoNduruCu...........ccoviiiiiiiiiiieeen, Jouan

Otomatik Pipetler (50,100,1000ul)......cccceeevirnnnnne Eppendorf

0,45 ym Membram Filtre.....................ooolll. Millipore

Elisa OKUYUCU........ocoviiiiiiiiieeee, Versa Max
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3.3. Ulseratif Kolit Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Bu deneysel g¢alismada hayvansal kolit modelinin
olusturulmasi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’ndan
04.04.2007/227 tarihinde, Egitim, Planlama ve Koordinasyon Kurulu Karar
Defteri'nde kayith 1631 no.’lu karariyla alinan izinle, Ankara Egitim ve

Arastirma Hastanesi hayvan laboratuvarinda yapildi.

Calismada agirliklari 250-300 gram arasinda degisen 42
adet erkek Wistar Albino rat kullanildi. Denekler 5 ayri gruba ayrildi ve
calisma sonuna kadar ayri kafeste dogal gece-guindiz sikluslari korunarak
tutuldu. Deneklerin hepsinin standart gunlik kafes temizlikleri yapildi ve
digkilarini yememeleri icin kafes altina ag seklinde delikli tel tabakalar
yerlestirildi. Tum gruplar standart yem ile beslendi. Deneklere rektal yolla
ulseratif kolit olusturmak amaciyla trinitrobenzen stlfonik asit (TNBS) veya
kontrol grubu icin serum fizyolojik veriimesinden 24 saat 6nce yem

verilmesi kesildi ve sadece su igmelerine izin verildi.
Denek Hayvan Gruplari:

GRUP 1: (n=6) Negatif kontrol grubu. Kolit olusturulmadi ve tedavi

verilmedi (intraperitoneal 2x1 mL saline, 7 glin boyunca).

GRUP 2: (n=9) Pozitif kontrol grubu. TNBS ile kolit olusturuldu ancak
tedavi verilmedi (rektal 1.2 mL TNBS, intraperitoneal 2x1 mL saline, 7 gun

boyunca).

GRUP 3: (n=9) 3-Aminobenzamid tedavisi verilen grup (rektal 1.2 mL
TNBS, 3-aminobenzamid 10 mg/kg IP, 7 gun boyunca).

GRUP 4: (n=9) Infliximab tedavisi verilen grup (rektal 1.2 mL TNBS,
infliximab 10 mg/kg IP, 7 gun boyunca).
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GRUP 5: (n=9) 3-Aminobenzamid + infliximab tedavisi verilen grup (rektal
1.2 mL TNBS, 3-aminobenzamid 10 mg/kg IP+ infliximab 10mg/kg IP 7

glin boyunca).

Grup 1’e, oda sicakliginda 2 mL serum fizyolojik rektal
yoldan verildi. Grup 2, 3, 4 ve 5 ‘e ise 6nce 80 mg/kg ketamin ile 4 mg/kg
%Z2’lik xylazin intramuskuler verilerek genel anestezi saglandi, ardindan
kolit olusturmak amaciyla1,2 mL oda sicakliginda TNBS-etanol karigimi
rektal yoldan verildi. Kolit olusturmak amaciyla deneklere rektal yoldan
verilen TNBS-etanol karisimi 0.7 mm ¢apli polietilen kateter anis igine 8
cm ilerletilerek yavasca uygulandi, maddenin kolon yluzeyine iyice
yayllabilmesi igin denekler 30 saniye sureyle bas asagl pozisyonunda
tutuldu.

3.4 Kolon Dokularinin Alinmasi

Calismanin tamamlanmasinin planlandi§i 7. glin sonunda,
sakrifikasyon iglemleri dncesinde, 80 mg/kg ketamin ile 4 mg/kg %Z2’lik
xylazin kullanilarak genel anestezi saglandi. Genel anestezi altinda
servikal diskolasyon yontemi ile sakrifikasyon islemi gercgeklestirildi ve
denekler supin pozisyonunda median kesi ile laparatomi yapilarak
eksplore edildi.

Makroskopik degerlendirmeyi takiben organlar patolojik
incelemeler igin eksize edildi. Kolonun eksplorasyonunda Grup 2, 3, 4 ve
5'de koliti segment rektumun en fazla 10 cm proksimalinde, yaklasik 2
cm’lik alanda gozlendi ve lezyonun proksimal ve distalinde 2 cm’lik saglam
sinirlari icerecek sekilde; grup 1 icin ise rektumun 6 cm’lik segmentini
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icerecek sekilde kolon rezeke edilip, materyal disar alindi. Daha sonra
fekal icerik hem mekanik hem de serum fizyolojikle yikama yoluyla

temizlendi. Kolon dokulari analiz stiresine kadar -80°C’ de saklandi.

3.5. Serum Numunelerinin Hazirlanmasi

Deneklerden kan érnekleri STS-jel tiplere alinarak 2000g’de
15 dak. santrifij edildikten sonra, serum &rnekleri triptofan ve kinlrenin

tayini igin -80°C‘de analiz suresine kadar saklandi.

3.6. Doku IDO Enzim Diizeylerinin Tayini

PBS Tamponun Hazirlanmasi:

0.4g NacCl
0.01g KCI
0.072g NayHPO,

0.012g KH,PO,

Doku homojenizasyonunda kullanilacak PBS tamponun
hazirlanmasi icin yukarida belirtilen miktarlarda tartilan kimyasallar bir
balon jojeye aktarilarak deiyonize su ile 50 ml'ye tamamalandiktan sonra
pH’s1 7.2’ye ayarland.

Yaklagik 100 mg bagirsak doku orneklerine 1 mL PBS
tampon katihp mekanik olarak homojenize edildikten sonra, hucre
membranin pargalanmasi icin 15 sn. ultrasonik homojenizatérde

homojenize edildi.
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Homojenat 5000 g'de 10dak. santrifuj edildikten sonra
supernatanda doku IDO enzim miktari ELISA yontemiyle USCNK-Rat IDO
ELISA kiti kullanilarak tayin edildi. Standartlar icin elde edilen kalibrasyon
denkleminden (Tablo 2, Grafik 1) homojenatlardaki enzim miktari
hesaplandi. Doku IDO enzim miktari, homojenatlarda protein tayini

yapildiktan sonra ng/mg protein olarak verildi.

Tablo 2: IDO Enzim Konsantrasyonlarina Karsilik Gelen Absorbans

Degerleri
0.156 0.0165
0.312 0.039
0.625 0.0855
1.25 0.214
2.5 0.464
5 0.954
10 1.976
2,5
5 y = 0.1998x - 0.0308
= R?=0.9998
c
Q1,5
*
§ /
<05
0 / T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

IDO Konsantrasyonu (ng/mL)

Grafik 1: Doku IDO Standart Kalibrasyon Grafigi
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3.7. Dokularda Protein Tayini

Homojenize edilen dokularda protein tayini, Bradford metodu

ile Quanti Chrom Protein Assay kiti kullanilarak yapildi. Standart olarak

bovine serum albumini (BSA) kullanildi. Standartlar icin elde edilen

kalibrasyon denkleminden (Tablo 3, Grafik 2) homojenatlardaki protein

miktari hesaplandi.

Tablo 3: BSA Konsantrasyonlarina Karsilik Gelen Absorbans Degerleri

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbans (595 nm)

0,1

0.1 0.103
0.2 0.176
0.3 0.224
0.4 0.343
0.6 0.4565
0.8 0.5625
1 0.6395
y = 0.2424In(x) + 0.5921
R2=0.9394 ¢
/
L
L 2
o/
/
0 0:2 0:4 0:6 0:8 I

BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Grafik 2: BSA Standart Kalibrasyon Grafigi

1,2
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3.8. Serum Kinurenin ve Triptofan Tayini

100 pl serum 13 pl perklorik asit (%40 v/v) ile karigtirilip
vortexlendikten sonra 13.000g’de santriflj edilerek proteinlerin ayrilmasi

saglandi. Supernatan HPLC'ye uygulandi®.

HPLC deney kosullari:

Analitik kolon: Develosil ODS 5y 150x4.6 mm

Mobil faz; Asetat tamponu:asetonitril (85:15) (pH:4.0)

Dedektor: UV (PDA; Triptofan igin 278 nm, Kindrenin i¢in 360 nm)
Allkonma Zamani: Kinurenin Rt: 5.483 dak. ; Triptofan: 8.877 dak.

Standartlar metanolde ¢6zildu. Triptofan standartlan 1-12
MM, Kkindrenin standartlari 1-10 pM konsantrasyon araliginda olacak
sekilde mobil faz ile seyreltilerek hazirlandi. Standartlar igin olusturulan
dogru denklemlerinden hareketle serum triptofan ve kintrenin miktar tayini
yapildi (Tablo 4, Grafik 3 ve Tablo 5, Grafik 4). Standartlar ve serum

orneklerine ait kromatogram Sekil 5 ve Sekil 6'de verilmigtir.
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Tablo 4: Standart Triptofan Konsantrasyonlarina Karsihik Gelen Pik

Alanlari

450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Pik Alan

37902

139120
207113
267513
336673
421021

y=34214x +1093.8 &

R*=0.998

_*

&

o

ad

4 6 8 10 12 14

Triptofan Konsantrasyonu ( umol/L)

Grafik 3: Standart Triptofan Kalibrasyon Grafigi
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Tablo 5: Standart Kinurenin Konsantrasyonlarina Karsilik Gelen Pik

Alanlari
1 31292
2 61122
4 1228245
6 181668.5
8 243658.5
10 301561.5
350000
300000 y= 3221E60x9+9;c§:20.'_r./0
250000
_ 200000 //
tLI% 150000 /./
= 100000 /
50000
./
0 . . , | | |
0 2 4 6 8 10 12

Kinlirenin Konsantrasyonu (umol/L)

Grafik 4: Standart Kinurenin Kalibrasyon Grafigi
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3.9. Serum TNF-a Tayini

Serum TNF-a duzeyleri, Rat TNF-a ELISA kiti kullanilarak
tayin edildi. Standartlar icin elde edilen kalibrasyon denkleminden (Tablo

6, Grafik 5 ) doku enzim miktari hesaplandi.

Tablo 6: Standart TNF-a Konsantrasyonlarina Karsilik Gelen Absorban

Degerleri
39.1 0.049
78.1 0.068
156.3 0.138
62.5 0.4
1250 0.812
2500 1.826
2 0.0007x - 0.0042
y=0. x-0.
.g 16 R? = 0.9952 /’
o
< 12
g
-E 0J8 ’
Q
2 /
< 04
0 / T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

TNF-a Konsantrasyonu(pg/mL)

Grafik 5: Standart TNF-a Kalibrasyon Grafigi

3.10. istatistiksel Degerlendirme
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Calisma sonucu elde edilen veriler, kontrol ve tedavi
gruplarinda ortalamaztstandart sapma, medyan degerleri ile 25. ve 75.
yuzdelik deger araliklari (Inter Quartile Range, IQR) olarak ifade edilmistir.
istatistiksel degerlendirmede SPSS 10.0 istatistik programi kullaniimistir.
Kolmogorof Simirnov testi, Kruskal Wallis varyans analizi, Mann-Whithney
U testi, ve spearman Rho korelasyon analizi uygulanmistir. Anlamlilik

p<0.05 duzeyinde degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, TNBS ile kolit olusturulmus 36 adet ve kolit
olusturulmamis 6 adet erkek rat kullanilmistir. Kolit olusturulmamis negatif
kontrol grubu, kolit olusturulmus ancak herhangi bir tedavi uygulanmamis
pozitif kontrol grubu ile PARP inhibitéri (PARPi), TNF-a inhibitdru
(infliximab) ve her ikisinin kombine olarak uygulandidi tedavi gruplarinda
(PARPi+infliximab), bagirsak dokusu IDO enzim miktar, IDO enzim
aktivitesinin  bir gostergesi olarak degerlendirilen Kyn/Trp oranini
belirlemek icin serum triptofan ve kindrenin konsantrasyonlari ve serum

TNF-a duzeyleri dlguimustar.

Kontrol ve tedavi gruplarinda olgulen parametrelerin ortalama
ve medyan dederleri ile 25. ve 75. yuzdelik deger araliklari Tablo 7’da

verilmistir.
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Tablo 7: Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Kinarenin, Triptofan, Kyn/Trp Orani,
Doku IDO Enzim Miktari ve TNF-a Degerleri.

NEGATIF
KONTROL
(n=6)

POZITIF
KONTROL
(n=9)

PARPI
(n=9)

INFLIXIMAB
(n=9)

PARPi  +
INFLIXIMAB
(n=9)

0.5510.24
0.54
(0.33-0.80)

0.49+0.16
0.50
(0.35-0.62)

0.77+0.49
0.71
(0.42-0.94)

0.58+0.51
0.37
(0.32-0.63)

0.59+0.33
0.48
(0.32-0.84)

45.13+12.39
43.41
(36.08-55.31)

45.39+11.22
47.12
(37.14-49.37)

56.97+10.54
56.07
(48.70-64.40)

51.39+13.21
47.12
(40.64-64.46)

53.9845.17
52.17
(49.12-56.55)

12.7146.11
11.74
(7.19-18.42)

11.5245.04
9.41
(7.22-15.39)

13.3146.72
12.91
(8.60-18.12)

11.20+7.63
8.38
(6.11-15.28)

11.2446.75
8.56
(6.14-16.18)

1.13+0.19
1.19
(0.97-1.27)

1.28+0.55
1.29
(0.99-1.80)

1.15+0.37
1.24
(1.00-1.37)

0.99+0.40
1.06
(0.69-1.27)

0.98+0.43
1.02
(0.58-1.32)

41.52+22.94
31.28
(24.49-70.57)

78.82124.43°
80.57
(61.28-92.71)

80.41+38.55"
83.43
(51.99-96.99)

63.63139.47
60.57
(22.00-93.43)

86.89+31.45%
76.28
(59.14-122.0)

Negatif kontrol grubu ile kargilastirildiginda; a; p<0.02, b; p<0.04.
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istatistiksel olarak degerlendirdigimizde, élgiilen serum TNFa
dlzeyleri hari¢ parametreler bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Grafik 6, Grafik 7).

90

80 A

70 A

60 -
m N.Kontrol

20 7 m P. Kontrol
W PARPI

40 - m infliximah
B PARPi+infliximab

30 A

20 A

10 -

0

KYN TRP K/TORAN TNF IDO

Grafik 6: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Olgiilen
Parametrelerin Ortalama Degerleri.
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Grafik 7: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Olglilen

Parametrelerin Medyan Degerleri.
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Calismamizda, PARP inhibitoru kullanilan grupta; kindrenin,

triptofan ve IDO enzim aktivitesinin gostergesi olarak degerlendirilen

Kyn/Trp orani ortalama ve medyan dederleri, Ulseratif kolit olusturuimamis

negatif kontrol grubu, Ulseratif kolit olusturulmus ancak tedavi almamis

pozitif kontrol grubu, Ulseratif kolit olusturulup TNF-a inhibitora tedavisi ve

kombine tedavi uygulanmis gruplara kiyasla yuksek olmakla birlikte

istatistiksel olarak anlamli bir dizeye ulasmamistir (p>0.05) (Grafik 8).
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Grafik 8: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Kintrenin’in

Ortalama ve Medyan Degerleri.
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Grafik 9: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Triptofan

Ortalama ve Medyan Degerleri.
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Grafik 10: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Kyn/Trp

Oraninin Ortalama ve Medyan Degerleri.
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Calismamizda TNF-a duzeyleri bakimindan gruplari
degerlendirdigimizde; serum TNF-a dizeyleri Ulseratif kolit olusturulmus
gruplarda infliximab tedavisi uygulanan grup disinda negatif kontrol
grubuna goére anlamh derecede yiiksek bulunmustur. infliximab tedavisi
uygulanan grupta TNF-a duzeylerinin azaldigi, tedavi uygulanmayan
negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda TNF-a dizeyleri bakimindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi goézlendi
(p>0.05) (Tablo 7) (Grafik 11). Gruplari doku IDO enzim duzeyleri
bakimindan da degerlendirdigimizde; istatistiksel olarak gruplar arasinda

anlamli farkhhklar gézlenmemistir (p>0.05) (Grafik 12).
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Grafik 11: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda TNF-a
Ortalama ve Medyan Degerleri.
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Grafik 12: Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol ve Tedavi Gruplarinda Doku IDO

Enzim Duzeylerinin Ortalama ve Medyan Degerleri.
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5. TARTISMA

Inflamatuvar bagirsak hastaligi; Ulseratif kolit ve Crohn
hastaligini ifade eden, etiyolojisi ve patojenezi tam olarak anlagilamamis,
kronik ve gastrointestinal sistemin immudn aracih inflamatuvar bir
hastaligidir. Hem ulseratif kolit hem de Crohn hastaliginda, genetik olarak
duyarl kisilerde luminal antijenlere yonelmis immun yanitta disregulasyon
s6z konusu olup Uulseratif kolit, mukozal T hicre disfonksiyonu ve anormal
sitokin Uretiminin yani sira kolonik mukozanin kismen veya tamamen

inflamasyonu ile karakterizedir.

Devamli olarak c¢evreden, yiyeceklerden ve bakterilerden
kaynaklanan potansiyel olarak zararli antijenlere maruz kalan
gastrointestinal mukozal yuzey, immunojenik yanit ve tolerans arasindaki
dengeyi saglayan bir immiin sisteme sahiptir. inflamasyonun olmadigi
kosullarda mukozal immun yanit, dogal ve kazanilmis immun yanit
arasindaki isbirligiyle kontrol edilmektedir. Bu igbirligi, tolerejenik yanit
olarak tanimlanan kontrolli inflamasyonla sonug¢lanmakta, bu kontrolll
inflamasyon patojenin ortadan kaldiriimasiyla hizla down-regile
olmaktadir. Ancak IBH'de bu denge kronik inflamasyon yoninde
bozulmaktadir. Uygunsuz inflamatuvar yanit, zararli antijenlere kargi
immun effektdr T hidcre alt gruplarinin asiri aktivasyonu ve farklilagsmasi
vel/veya regulatuvar T hucrelerin cevabindaki defektin bir sonucu olarak

meydana gelebilmektedir.

CH, Thl immudn yanit aracih bir hastalik olarak kabul
edilirken, UK, atipik Th2 hiicre aracili bir hastallk olarak
degerlendirimekteydi. 2005 yilinda®®, CD4+ T hiicrelerin Th1 ve Th2
disinda Th17 olarak adlandirilan, fibroblastlar, endotelyal hcreler,
makrofajlar ve epitelyal hucrelerin IL-1, IL-6, TNF-a ve metalloproteinaz
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gibi inflamasyon mediatorlerini Gretmesini stimule eden, IL-17’i Greten T
hicre alt tipine farklilastiginin gosteriimesiyle bu kompleks inflamatuvar

barsak hastaliklarini basitge Th1/Th2 hipoteziyle agiklamak glglesmistir.

Ulseratif kolitte Th2 ve Th17 gibi effektér T hiicre alt tipleri
etkin olmakla birlikte, yapilan galismalar, tlseratif kolitte hem Th1l hem de
Th2 immun yanitin rol oynadigini, aktif tlseratif kolitli hastalarda IL-1(3, IL-
4, IL-5, IL-8, IL-12, IL-13, IFN-y ve TNF-a duzeylerinin yuksek oldugunu ve
UK’in patojenezinde hem hiimoral hem de hiicre aracili imminitenin rol

oynadigini géstermektedir.?” %3

UK ve CH arasinda immiinolojik ve klinik farkliliklar olmakla
birlikte her iki hastallk da kismen ortak sitokin profili ve ylksek TNF-a
diizeyleri gdstermektedir®. Aktif UK'li hastalarin kolon mukozasinda ve
gaita Orneklerinde, TNF-a duzeylerinde kontrollere kiyasla artig
gosterilmistir®®®’. Onceleri UK'de sadece Th2 hiicrelerin rolii oldugunun
disindlmesi, UK’in tedavisinde anti-TNF-a ajanlarinin etkinligine yonelik
calismalarda gecikmeye yol agmis, IBHda rol oynayan immun ve
inflamatuvar mekanizmalara yonelik calismalar hizlandikga TNF-a gibi
proinflamatuvar molekdlleri hedefleyen biyolojik ¢alismalar da hiz

kazanmistir.%°

Onemli proinflamatuvar ve immunomodiilatér etkileri olan
TNF-a’ya kargi uretilen kimerik monoklonal bir antikor olan infliximab’in
etki mekanizmasi tam olarak aydinlatiimamis olmakla birlikte, dnceleri
¢ozunur TNF-a’nin ndétralizasyonu ile olabilecegi dusunulmis ancak
benzer veya daha guglu nétralize edici etkinlige sahip bilesiklerle yapilan
calismalarda ayni terapdtik etki elde edilememistir.®®®  Etki

mekanizmasinin, TNF-a eksprese eden inflamatuvar hlcrelerin apoptozu
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yoluyla olabilecegi 6ne surtlmus, infliximab’'in T hiucreleri ve monositlerde

apoptozu indiikledigi gosterilmistir.”®"3

infliximab’in, hem fistiilize olmus hem de diger tedavilere
cevap vermeyen Crohn hastalarinin tedavisinde etkili oldugu

gosterilmistir.”™"

Yapilan klinik calismalardan elde edilen veriler
degiskenlik gostermekle birlikte infliximab'in, oOzellikle diger tedavi
seceneklerine direngli UK hastalarinin tedavisinde de etkili oldugu
gorilmistir.*®®  Bununla birlikte anti-TNF-a tedavi yaklasiminin
etkinliginin  hastalarda farkhlik gdstermesi, anti-TNF-a tedavisinin
mekanizmalarinin aydinlatiimasini ve alternatif tedavi yaklagsimlarinin

gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

IDO; immunoregulatuvar etkilere sahip, triptofan-kintrenin
yolaginin regulatuvar bir enzimidir. IDO enzimi, hem dogal hem de adaptif
immun cevapta T hucreleri tarafindan Uretilen ve en gugcli indukleyicisi
olan IFN-y disinda, enfeksiyonlar esnasinda Uretilen TNF-a gibi sitokinlerle
induklenmektedir. Ekstrahepatik dokularda, oOzellikle gastrointestinal
sistemde bazal duzeyde yuksek oranda eksprese edilen enzimin intestinal
immunite ve patolojilerdeki roli ve mekanizmalari hala arastiriimaktadir.
Makrofajlar ve dendritik hlcrelerde eksprese edilen IDO ortamdaki
triptofan1 tlketerek mikrogevredeki triptofan tlketimine duyarli olan
hicrelerin 6zellikle T hlcrelerin, blyime ve farklilasmasinda inhibitor etki
olusturmaktadir.®*®* Ayrica triptofan-kiniirenin yolagindan agiga cikan ve
genel olarak kinureninler olarak adlandirilan, kintrenin, kinolinik asit ve
pikolinik asit gibi drunlerin sitotoksik etkileri de IDO’nun antiproliferatif
etkilerine aracilik etmektedir.’* UK, CH ve colyak hastaligi gibi cesitli
deneysel ve Kklinik c¢alismalarda gastrointestinal sistemde [IDO

expresyonunun arttigi gdsterilmistir.2>%7
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Gurtner ve arkadasglari, IDO’nun Th1 hucrelerinin
regulasyonundaki rolinU arastirmak amaciyla TNBS ile olusturduklari kolit
modelinde IDO mRNA ve protein ekspresyonlarinin arttigini, 1-metil
triptofan ile IDO inhibe edildiginde TNBS kolit grubunda plasebo gruba
kiyasla intestinal inflamasyonun giddetlendigini ve %80 mortalitenin

gozlendigini bildirmislerdir. >

Bununla birlikte, Crohn ve Ulseratif kolit hastalarindan
kolonoskopi sirasinda alinan biyopsi Orneklerinde yapilan c¢alismada,
Crohn hastalarinin lezyonlu biyopsi orneklerinde, IDO expresyonunun
anlamli derecede artarken, UK’'li hastalardan alinan lezyonlu ve lezyonsuz
biyopsi orneklerinde IDO ekspresyonunun saglikh orneklere kiyasla

anlamli bir artis gdstermedigi bildirilmistir.®

Aktif T lenfositlerden sitokin salinmasi mukozaya fazla
miktarda inflamatuvar hicrelerin gocline neden olmaktadir. Bu hiicrelerin
aktivasyonu daha fazla sitokin UGretimine, hicre goégline ve inflamasyona
neden olmaktadir. Sitokinlerin yani sira aktif mukozal hicrelerden
I6kotrienler, tromboksan ve reaktif oksijen turlerinin salinimi olmaktadir. Bu
kontrolsiz immuin sistem aktivasyonu, devamli olarak reaktif oksijen ve
nitrojen turevlerinin asiri Uretimiyle sonuglanmaktadir. Devamli oksidan
olusumunun, UK’te inflamasyonu ve mukozal hasari artirabilecegdi éne

strilmustir.88°

Calismamizda, ratlarda akut fazda yluksek TNF-a dizeyleri
ve Th1 immun yanit ile karakterize TNBS-kolit modeli kullanilarak, TNF-a
inhibitort infliximab ve PARP inhibitori 3-aminobenzamid’in, immun

regulasyonda rol oynayan triptofan-kindrenin yolaginin, hiz sinirlayici
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enzimi olan IDO Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Gruplarin  TNF-a
duzeylerini  degerlendirdigimizde; literaturle uyumlu olarak, Kkolit
olusturulmus kontrol grubunun TNF-a duzeylerinin kolit olugturulmamig
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede ylksek oldugu,
tedavi uygulanmig kolitli gruplarda ise, sadece infliximab uygulanan grupta
TNF-a dlzeylerinin anlamli derecede dustugu goézlendi. Kyn/Trp orani
Uzerinden IDO enzim aktivitesini, ve doku IDO protein duzeylerini
degerlendirdigimizde; kolit olusturulmus ve tedavi uygulanmis gruplarda,
kolit olusturulmamig kontrol grubuna kiyasla anlamh bir farklilik

gbzlenmedi.

TNF-a’nin IDO indiiksiyonundaki rolii tartismahdir®®!, Ancak
TNF-a’'nin tek basina primer insan makrofajlarinda IDO ekspresyonunu
indUkledigi ve bu indlksiyonun ortama, IDO’nun en gugclu indUktoért ve T-
hiicre kaynakli sitokin olan IFN-y katildiginda arttigi gésterilmistir®®. IDO
ekspresyonunun muhakkak aktivite anlamina gelmedigi, konstitutif IDO
ekspresyonunun birgok dendritik hicrede meydana geldigi ancak enzim
aktivitesinin  stimulator sinyale ihtiya¢c duydugu, enzim aktivitesinin
mekanizmalari tam olarak anlagilamasa da posttranslasyonel protein

modifikasyonunun olabilecegi 6ne siirilmustiir.>*

Trinitrobenzen silfonik asit indUksiyonunun rat kolon
dokusunda, doku hasarina ve mukozal disfonksiyona yol agti§i®®, nétrofil
infiltrasyonunun inflamasyonlu dokudaki reaktif oksijen radikallerinin major

kaynagi oldugu®*%®

ve PARP inhibisyonunun kolon hasarini inhibe ettigi
gosterilmistir.”®  Serbest radikallerin, reaktif oksijen tiirlerinin ve
peroksinitritin olusumuna bagl olarak artan PARP aktivasyonunun, NAD"
ve ATP’nin tuketimi ve hicre olumuyle sonuglanmasi nedeniyle, PARP

inhibisyonun, NAD" sentezinde regilatuvar enzim olan IDO enzim
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duzeyleri ve aktivitesi Uzerindeki etkilerini  degerlendirdigimiz
calismamizda; PARP inhibisyonunun IDO enzim protein dizeyleri ve

aktivitesi Uzerinde etkili olmadigl sonucuna varildi.
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6. OZET

Ulseratif kolit ve Crohn hastaligini kapsayan inflamatuvar
bagdirsak hastaligi, gastrointestinal sistemin kompleks, kronik, immun
aracili inflamatuvar bozuklugudur. Etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla
birlikte cevresel faktorler, genetik yatkinlik ve immunolojik faktorlerin
énemli rolii oldugu dislnilmektedir. indolamin 2,3-dioksijanaz kintrenin

yolaginin immunoinflamatuvar etkileri olan hiz sinirlayici enzimidir.

Bu calismada trinitrobenzen sulfonik asitle indiklenmis rat
kolit modelindeki, TNF-a inhibitoru infliximab ve poli(ADP-riboz) polimeraz
inhibitéri olan 3-aminobenzamidin IDO enzim aktivitesine ve kolon
dokusundaki enzimin protein dizeyine olan etkileri incelendi. Serum IDO
aktivitesi olarak degerlendirilen kinurenin/triptofan orani ve doku IDO
protein dizeyleri bakimindan tedavi gruplari, tedavi uygulanmamig kolit
grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
g6zlenmedi. TNF-a dizeyleri, kolit grubunda, 3-aminobenzamid grubunda
ve 3-aminobenzamid ile infliximabin birlikte uygulandigi grupta anlamli
derecede ylUksek bulundu. Sadece infliximab uygulanan grupta kontrol
grubuna kiyasla distk TNF-a dizeyleri gozlendi. Sonuglar infliximab ve 3-
aminobenzamid uygulamasinin ratlarda TNBS ile olusturulan kolit

modelinde IDO aktivitesini ve protein duzeyini etkilemedigini gostermisgtir.
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7. SUMMARY

Inflammatory bowel diseases, including both ulcerative colitis
and Crohn’s disease, are complex, chronic, immune-mediated
inflammatory disorders of gastrointestinal tract. Their etiologies have not
been completely understood however environmental factors, genetic
predisposition and immunological factors are thought to have important
contributions. Indoleamine 2,3-dioxygenase having immunoinflammatory

effects is the rate limiting enzyme of the kynurenine pathway.

We evaluated the effects of TNF-a inhibitor, infliximab, and
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitor, 3-aminobenzamide on the
serum IDO enzyme acitivity and enzyme protein levels of colon tissue in
rat colitis induced by trinitrobenzene sulfonic acid. Kynurenine/tryptophan
ratio as a serum IDO activity and IDO protein levels of colon tissues did
not show statistically significant difference among treatment groups, non-
treated colitis and control groups. TNF-a levels were significantly
increased in colitis group, 3-aminobenzamide group and 3-
aminobenzamide plus infliximab group. Only decreased TNF-a levels
were observed only after infliximab treatment group compared to control
group. These results showed that infliximab and/or 3-aminobenzamide
treatment did not change IDO activity and levels in TNBS-induced colitis in
rat.
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