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OZET

Dekstran Sulfat ile Kolit Olusturulmus Sicanlarda Tiyaminin Antioksidan

ve Antiinflamatuvar Etkinliginin Degerlendirilmesi

Giris: Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH) etyopatogenezinde genetik faktorlerin
yaninda inflamasyon ve oksidatif stresi tetikleyici faktorler de yer almaktadir. Tiyaminin
oksidatif stresin hafifletilmesi ve inflamasyonun baskilanmasi gibi etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Calismamizda sicanlarda dekstran stlfat sodyum (DSS) ile olusturulmus kolit

modelinde tiyaminin antiinflamatuvar ve antioksidan etkinliginin aragtirilmasi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Wistar-Albino susu 6-8 haftalik erkek siganlar, rasgele, kontrol grubu
(n:7), tiyamin grubu (n:7), DSS grubu (n:7), DSS+ tiyamin grubu (n:7) olmak tizere dort
gruba ayrilmistir. Kolit modeli, yedi gin siureyle icme suyuna %3 DSS katilarak
olusturulmustur. Tiyamin uygulamasi, tiyamin ve DSS+ tiyamin gruplarina deneyin sekizinci
gundnden itibaren oral gavaj ile 600mg/kg/doz, glnlik iki dozda 21 giin sureyle yapilmstur.
TUm siganlarin glnlik kilo tartimi, gaitada gizli kan, makroskobik kanama, rektal 6dem,
hastalik aktivite indeksi (HAI) hesaplanarak kaydedilmistir. Deneyin 28.giiniinde tiim siganlar
eter anestezisi altinda sakrifiye edilmistir. Dalak agirligi, kolon ve rektum agirlik ve uzunluk
Olgtimleri yapilmistir. Kolon ve rektum dokular1 histopatolojik olarak incelenmis, dokularda
malondialdehit (MDA), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH), timdr nekrozis faktor
alfa (TNF-a), Interlokin-6 (IL-6) olgtimleri yapilmistir.

Bulgular: DSS+ tiyamin grubunda, DSS grubuna gére HAI skorunun erken dénemde
azalmaya basladigi, rektal 6dem, rektal kanama ve ishal siirelerinin daha kisa siirdiigii, kilo
artisginin daha erken basladig1 ve deney sonunda kilo alimimin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Tiyamin ve kontrol gruplarinda HAI skorunda artis olmamustir. Bu durum tiyaminin kolitin

klinik bulgularina olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur.

Kontrol ve tiyamin gruplarinda histolojik hasarlanma goériilmezken DSS uygulanan gruplarin
kolon dokularinda hasarlanma goriilmektedir. DSS+ tiyamin grubunda DSS grubuna gore
kolon dokusunda epitelyal hiicre hasarmin, kript kaybi1 ve goblet hiicre kaybinin daha az
oldugu saptanmigtir. DSS+ tiyamin grubunda, DSS grubu ile karsilastirildiginda kolon



dokusunda konjesyon gézlenmemis olup inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun DSS grubuna

gore belirgin azldig1 goriilmistiir.

DSS+tiyamin grubunda IL-6 ve TNF-o immunreaktivitesinin DSS grubuna goére azalmisg
oldugu saptanmistir. Bu durum tiyaminin siganlarda olusturulan kolit modelinde

antiinflamatuvar etkinliginin oldugunu gostermektedir.

DSS-+tiyamin grubunda MDA diizeyinin DSS grubuna gore azalmis oldugu, GSH ve GPx
seviyelerinin ise artmis oldugu goriilmektedir. Bu durum tiyaminin sicanlarda olusturulan

kolit modelinde antioksidan etkinliginin oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonug: Bu galigma tiyaminin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligini deneysel kolit
modelinde gosteren ilk caligmadir. Elde etti§imiz veriler tiyaminin siganlarda olusturulan
modelinde antiinflamatuvar ve antioksidan etki gosterdigi yoniinde oncii bilgilerdir. Bu

konuda deneysel ve klinik yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Tiyamin, Inflamatuvar bagirsak hastaligi, Dekstran siilfat sodyum,

Hayvan modeli



ABSTRACT

Thiamine’ s Effects of Anti-inflammatory and Anti-oxidant in Dextran Sulfate-

Induced Colitis in Rats

Objective: In the etiopathogenesis of inflammatory bowel disease (IBD), inflammatory and
oxidative stress induced factors involved as well as genetic factors. Thiamine is known to
have effects such as alleviating oxidative stress and supression of inflamation. In our study we
aimed that to evaluate the antiinflammatory and antioxidant activity of thiamine in dextran

sulfate sodyum (DSS)- induced colitis in rats.

Methods: Six to eight week old male Wistar Albino rats were randomly divided to four
groups: Control group (n: 7), DSS group (n: 7), thiamine group (n: 7), DSS+ thiamine group
(n: 7). The colitis model was induced by adding 3% DSS drinking water for seven days.
Thiamine administration was applied to the thiamine group and DSS+ thiamine group for 21
days at two doses of 600 mg/kg/dose by oral gavage from the eigth day of experiment. All
rats were examined for stool consistency, macroscobic hemorrhage, rectal edema and body
weight measured daily. Disease activity index (DAI) was calculated and recorded daily. At 28
days, all rats were sacrificed under ether anesthesia, the spleen weight, the colon length and
the colon weight were measured. Colon and rectum tissues were examined histopathologically
and malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin-6 (IL-6) levels were measured.

Results: In DSS+ thiamine group, it was seen that the DAI score was decreased earlier, rectal
edema, rectal bleeding and diarrhea times were shorter, weight gain started earlier and weight
gain was higher then DSS group at the end of the experiment. There was no increase in DAI
score in thiamine and control groups. This suggests that thiamine has possitive effects on

clinical findings of colitis.

Histological damage to the colon tissues was observed in the DSS administered groups when
damage was not observed in the control and thiamine groups. In DSS+ thiamine group,
epithelial cell damage, crypt loss and goblet cell loss were less than DSS group in the colon
tissue. In the DSS+ thiamine group, no congestion was observed in colon tissue compared to



the DSS group, and inflammatory cell infiltration was found to be significantly less than in
the DSS group.

In the DSS+ thiamine group, IL-6 and TNF-a immunoreactivity was found to be decreased
compared to the DSS group. This suggests that thiamine has antiinflammatory activity in the

colitis model formed in rats.

In the DSS+ thiamine group, the MDA level is decreased compared to the DSS group, and the
GSH and GPx levels are increased. This suggests that thiamine is an antioxidant activity in

the colitis model formed in rats.

Conclusion: This is the first study to show that the antioxidant and antiinflammatory activity
of thiamine in an experimental colitis model. Our results demostrates that thiamine has an
antiinflammatory and antioxidant activity in colitis model. There is a need for experimental

and clinical researchs in this area.

Keywords: Thiamine, Inflammatory bowel disease, Dextran sulfate sodium, Animal Model



1. GIRiS VE AMAC

Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH) rektal kanama, ishal ve kilo kaybi ile

karakterize, alevlenme ve iyilesme donemleri ile seyreden kronik inflamatuvar hastaliklardir

(0).

Yapilan calismalar ve gdzlemler IBH nin genetik olarak duyarl bireylerde, birden fazla
i¢ ve dis gevre etkeninin katkisi ile normal bagirsak florasina abartili immiin yanit sonucunda
ortaya ¢ciktigini diisiindiirmektedir. Bu hastalikta patofizyolojinin anlasilmasi ve yeni tedavi

modellerinin gelistirilmesi i¢in bir¢ok hayvan modeli kullanilmaktadir (2, 3).

IBH’nda inflamasyonu baslatan mekanizmalar ¢ok degiskendir. Gastrointestinal kanalda
immun olaylarin gectigi alan mukozanin lamina propria tabakasidir. Bir yabanci maddenin
immun yanit olusturabilmesi ig¢in bu alana ulagmasi gereklidir. Luminal toksinler ve
infeksiyoz ajanlar genetik olarak duyarli kisilerde mukozal bariyeri gegerek inflamasyonu
baslatir (2, 4). Lamina propriaya ulasan antijenler, antijen sunan hiicrelerce degerlendirilerek
T “helper’ lenfositlere sunulur. Bu hiicrelerarasi etkilesimde TNF-a, interferon gama (IFN-v)
ve bir dizi sinyalizasyon molekuli rol oynar. T ‘helper’ lenfositler 6zellikle IL-17, IL-23, IL-
4, IL-10 araciligiyla Thl, Th2 veya T ‘helper’ yoniine farklilagir. Th 1 yoniine farklilagsan
olgularda htcresel immun yanitin daha baskin oldugu Crohn hastaligi fenotipi, Th 2 yonlinde
farklilasanlarda ise hiimoral immun yanit baskin iilseratif kolit fenotipi goriiliir. Eger
farklilasma T *‘helper’ yonune olursa immun yanit azalarak soner. Bagirsak homeostazini
saglamak i¢in normal mukozal immiin sistem, proinflamatuvar, antiinflamatuvar ve
dizenleyici sitokinler ile inflamatuvar mediyatOrler arasinda bir denge kurmustur.
Inflamasyon yoniinde farklilasma IBH icin tipiktir (3, 5). IBH’nin patogenezinde de
inflamatuvar hiicreler tarafindan olusan mukozal oksidatif stres ve redoks dengesinin
bozulmasi1 kritik rol oynar. Reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) (retimi, notrofil

infiltrasyonu ve kolitin aktivasyonuna eslik eder (40).

Tiyamin canlinin metabolizmasi i¢in esansiyel bir vitamindir. Biitlin viicut dokularinda
karbonhidratlarin ara metabolizmasinda gorev alir. Tiyamin eksikliginde, dokularda pirtivik
asit ve bazi amino asitlerin kullanimi azalirken, yaglarin kullanilmasi artar. Bu nedenle,

tiyamin 6zgil olarak karbonhidratlarin ve bir ¢ok amino asitlerin son metabolizmalar1 igin

5



gereklidir. Tiyamin diyetle alimin yani sira kalin bagirsakta da sentezlenmektedir. Tiyamin
aktif formu olan tiyamin pirofosfat (TPP) glukoz, amino asit ve lipit metabolizmasinda yer

alan bes enzimin esansiyel kofaktortdur (6, 7).

IBH olan bireylerde hafif tiyamin eksikliginin yorgunluk basta olmak iizere bircok
semptoma yol actig1 ve tiyamin destegi ile diizeldigi bu semptomlarin gosterilmistir (8).
IBH’nda tiyamin emiliminde sorun olacagi gibi kolondan tiyamin sentezi de etkilenmis
olabilir. Tiyaminin IBH (zerine oldugu diisiiniilen bu etkinin doku diizeyine yansimasi
oksidan ve inflamatuvar stres olabilir. Tiyamin destegi bu doku hasarin1 durdurabilir ya da
duzeltebilir (9).

Ideal redoks ortami hiicresel islevler icin gereklidir ve normal enerji
metabolizmasindaki enzimler tarafindan korunmaktadir (10). Bu enzim sistemindeki
bozukluklar oksijen radikallerinin {iretimi ile sonug¢lanir ve 6zellikle mitokondride hiicrenin
yasamsal bilesenleri olan proteinler, lipitler ve DNA {izerinde olumsuz etkilere sebep olur.
Tiyamin eksikligine bagli gelisen oksidatif stress Uzerinde oksijen radikallerinin
metabolizmasindaki dengesizlikler dnemli rol oynar (11). Tiyamin eksikliginde olusan oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonunu ve hiicre membranindaki iyon kanallarinin islevini bozarak

hiicre hasarina neden olmaktadir (12).

Bu calismadaki hayvan modelinde IBH’nda tiyaminin inflamasyon ve oksidan stres

tizerine etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuvar Bagirsak Hastahg

Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar rektal kanama, ishal ve kilo kaybi ile karakterize,
alevlenme ve iyilesme donemleri ile seyreden kronik inflamatuvar hastaliklardir (1). Ancak
cocukluk caginda olgularin yalniz %25’inde klasik bulgular goriiliir. Geng yasta baslayan
olgularda malnutrisyon, biiyime geriligi (13-16) yetersiz kemik mineralizasyonu, pubertal
gecikme seklinde karsimiza ¢ikabilmektedir (17-20). Ulseratif kolit (UK) ve Crohn Hastalig
(CH) en sik gériilen iki formudur. UK ve CH ayni hastalik grubunun iiyeleri olmakla birlikte
klinik ve ekstraintestinal bulgular agisindan farkliliklar gosterir (21) (Tablo 1).

IBH hastalarinin bir kism1 endoskopik ve histopatolojik bulgular dogrultusunda CH ve
UK grubu icinde smiflandirilamaz ve ‘indetermine kolit’ ya da ‘simiflandirilamayan kolit’
olarak adlandirilir (22). Bu hastalik gruplari birbirleri ile epidemiyolojik, klinik, immunolojik

ve tedavi konusunda benzer 6zellikler tasimaktadir.

Yapilan calismalar ve gdzlemler IBH nin genetik olarak duyarh bireylerde, birden fazla
i¢ ve dis cevre etkeninin katkisi ile normal bagirsak florasina abartili immiin yanit sonucunda
ortaya ¢iktigimi gostermektedir. CH, ¢ogunlukla ileumu tutmasmin yaninda 6zofagustan
anise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir boélimini etkileyebilir ve olgularin
yaklasik yarisinda kazedz olmayan graniilomatéz inflamasyon goriiliir. UK ise kolona smirl,
grantilomatoz olmayan hastaliktir (22). IBH grubu hastaliklarin yayginligim belirlemek igin
‘Montreal Siniflamasi” kullanilir. (Tablo 2)



Tablo 1 : Ulseratif Kolit ve Crohn Hastah@ Kkarsilastirilmasi (21)

OZELLIK

ULSERATIF KOLIT

CROHN HASTALIGI

PATOLOJI

Rektal tutulum

Atlayan lezyonlar
Transmural tutulum
Granulomlar

Perianal hastalik
Kaldirim tas1 mukoza
RADYOLOJI

Yaka digmesi Ulser
Ince bagirsak tutulumu
Atlamal: tutulum
Fistlller

Strikturler
ENDOSKOPI

Aftoz ulserler

Atlamal: tutulum
Rektal tutulum yoklugu
Lineer veya serpijindz tlserler
Terminal ileumda Ulser

Daima
Hicbir zaman
Ender

Ara sira
Hicbir zaman
Ender

Sik

Hicbir zaman
Hicbir zaman
Hicbir zaman
Ara sira

Hicbir zaman
Hicbir zaman
Hicbir zaman
Hicbir zaman
Hicbir zaman

Sik
Sik
Sik
Sik
Sik
Sik

Ara sira
Sik
Sik
Sik
Sik

Sik
Sik
Sik
Sik
Sik




Tablo 2 : inflamatuvar Bagirsak Hastahg Montreal Simiflamas (22).

Fenotip Siniflama Klinik
Crohn Hastahg
Tani yas1 Al <16 yas
A2 17-40 yas
A3 >40 yas
Lokalizasyon L1 Terminal ileum
L2 Kolon
L3 fleokolik
L4 Ust
gastrointestinal
sistem
Hastalik davranisi Bl Nonstrikturel-
nonpenetran (inflamatuvar)
B2 Striktdrel
B3 Penetran
Ulseratif Kolit
Ulseratif proktit E1l Tutulum rektumla
sinirlt (Rektosigmoid
bileskeye kadar)
Sol tutulumlu (distal) E2 Splenik fleksuraya
kadar olan segment
Yaygin (Pankolit) E3 Splenik fleksura
proksimaline yayilan
tutulum
Indetermine Kolit IBDU Kolon dahil tutulum

histolojik olarak UK ve CH

diisiindiirmeyen



2.2. Epidemiyoloji

Ilk kez 1932 yilinda Amerikali fizyolog Burrill B. Crohn tarafindan ‘rejyonel ileit’
olarak tanimlanmustir (23). IBH nin sinsi seyretmesinden dolay1 epidemiyolojisini tam olarak
belirlemek ¢ok kolay degildir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda CH’nin UK’e gére
daha fazla oldugu saptanmuistir.

Ilk epidemiyolojik arastirmalar IBH insidansinin gelismis iilkelerde gelismekte olan
ulkelere gore; kuzey bolgelerinde giiney bolgelerine gore daha sik goriildiigiinii gostermistir
(24). (Sekil 1)

Ozellikle Kuzey Amerika, ingiltere, iskandinavya gibi kuzey iilkelerinde bu artis Giiney
Avrupa, Giliney Afrika ve Avustralya’ya gore ¢ok daha carpicidir. Fransa’da yapilan bir
calismada her yeni UK olgusuna kars1 dért CH tespit edilmistir (25) (Sekil 2).

Crohn hastalig1 insidans1 adolesan yas grubu ve 60 yas civarinda olmak iizere iki kez
pik yapar. Ortalama insidans1 3-15/100.000°dir. Sehirde yasayan cocuklarda daha sik
goriilmektedir. Hem CH hem de UK beyaz irkta 6zelikle yahudilerde daha fazla iken Asya
kokenlilerde ve siyah irkta daha az goriilir. Biitiin bunlar hastalik etyolojisinde genetik
yatkinligin 6nemli oldugunu gostermektedir (26). Birinci dereceden akrabasi CH olan bir
kisinin CH olma olasilig1 yasami boyunca %4 olarak bildirilmistir. Bu riskin kizlarda daha

fazla oldugu gosterilmistir (27).

Sekil 1 : Tiim diinyada inflamatuvar Bagirsak Hastah@ dagilim (24)
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Gegtigimiz yiizyihn ilk yarisinda UK’in, ikinci yarisinda CH’nin daha sik goriilmesi,
degisik tlkelerde, farkli cografya ve etnik topluluklarda degisik siklikta goriilmesi, ¢evresel

kosullarin da etyolojide 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir (23).

Ulkemizde 12 merkezin katkistyla 2001-2003 yillar1 arasinda yapilan epidemiyolojik bir
arastirmada, UK insidans1 4.4/100000, CH insidans1 2.2/100000 olup yetiskinlerde IBH
insidansinin Kuzey ve Bati Avrupa’dan az, Ortadogu insidansina yakin oldugu, CH’nin
Marmara bélgesinde, UK’in ise doguda daha sik goriildiigii, CH olanlarin %8.3’inde, UK’
lilerin %4.4’Unde aile 6ykisii bulundugu goriilmistiir. Klasik bifazik tani yag1 20-30 ve 50-70
yas olup erkek cinsiyette daha sik oldugu saptannustir. IBH ile birlikte amebiazis siklig1
UK ’te %4.4, CH’1nda %8.3 olarak bildirilmistir (28).

2.3. Etiyoloji

Crohn Hastaligi ve UK belirli demografik ve epidemiyolojik 6zellikler gosteren,
bagirsak dis1 tutulumlarla birlikte spontan alevlenme ve iyilesme donemleri ile seyreden
kronik inflamatuvar hastaliklardir. Birbiri ile i¢ ige ge¢mis bu klinik tablolar UK ve CH’ nin
aynt hastaligin  ¢esitli  faktorlerden etkilenen farkli klinik sekilleri oldugunu
diisindirmektedir. Ancak, hastaliklarin tutulum yeri, histolojik 6zellikleri ve immunolojik
yanitlardaki temel farkliliklar, UK ve CH’m birbirinden farkli iki ayr1 hastalik grubu
oldugunu ortaya koymaktadir (29).

IBH tedavisine 6zgii olmayan immiinsiipresif ajanlarla tedaviye yamit alinmasi ve hastalik
aktivasyonunda birgok inflamatuvar yolun aktivasyonu, bu hastaliklarin etyopatogenezinde
immunolojik faktdrlerin rol oynadigmi gostermektedir. IBHnin etyolojisinden sorumlu
faktorler tam olarak bilinmemekle birlikte ¢cevresel ve genetik faktdrler olmak iizere iki baslik
altinda incelenebilir. IBH icin en &nemli risk faktorii aile hikayesidir. Hastalarin yaklagik
%15’inin birinci derece akrabalari etkilenmektedir. insidans monozigot ikizlerde artmistir

(25).

2.3.1. Cevresel faktorler

Cevresel faktdrlerin IBH nin olusumuna ve seyrine etkileri tam olarak anlasilamamustir.
Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar IBH’nin genetik olarak duyarl kisilerde degisik

antijenler ya da ¢evresel faktorlere maruz kalma ile gelisebilecegi, alevlenme ve iyilesmelerin
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de bu faktorlerle iligkili olabilecegini desteklemektedir. Prenatal olaylar, anne siitii ile
beslenme, ¢ocukluk ¢ag1 enfeksiyonlari, mikrobiyal ajanlar, sigara i¢imi, oral kontraseptifler,
diyet, hijyen, meslek, egitim, iklim, stres, psikolojik faktorler, apendektomi, tonsillektomi,
kan transfiizyonu, hayvanlarla temas, fiziksel aktivite ve diger cevresel faktorler hastaligin

ortaya ¢ikmasina ya da alevlenmesine yol agabilir (30).
2.3.2. Stres

Stresin IBH’n1 tetiklebilecegi diisiiniilmekle birlikte stresin, baslatma faktérii olmaktan
¢ok hastaligm belirtisi oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda stresin IBH m etkileyebilecegi
gozlemsel caligmalarla gosterilmistir (31).

Uzun donem strese maruz kalan hastalarda hastalik aktivitesinin siddetlenmesi stres ile
iliskilendirilmis ancak kisa donemde ortaya ¢ikan stresin hastaligin alevlenmesi iizerine etki
etmedigi gosterilmistir. Stres sonucu hastalik olusumundaki 6zel mekanizmalar bilinmese de
noronal, endokrin ve immun faktdrlerin karmasik etkilesimine bagli oldugu diistiniilmektedir

(32).

2.3.3. Apendektomi

Pek ¢ok epidemiyolojik calisma apendektomi ile IBH arasinda ters ydnde bir iliski
oldugunu gostermistir (33). Yunanistan’da yapilan bir meta-analiz ¢alismasi ile
apendektominin, UK geligsme olasiligin1 % 69 oraninda azalttig1 belirtilmistir (OR 0.31, % 95
Cl 0.25-0.38) (34).

2.3.4. Genetik Faktorler

IBH igin en 6nemli risk faktorii aile dykiisii varligidir. Hastalarin yaklasik %15 inin
birinci derece akrabalarinda hastalik mevcuttur. Hastaliktan etkilenmis bireylerin birinci
derece akrabalarinda émiir boyu IBH gelisme riski % 3-9 olarak tahmin edilmektedir (35).
Monozigotik ikizlerde CH’nin UK’e gore daha sik goriildiigii saptannustir. iBH gelisimine
genetik faktorlerin etkisi ile ilgili 6nemli gelismeler yasanmasina karsin, bu konuda bilinenler
hala olduk¢a kisithdir. Belli bash hastaliklarla tek niikleotid polimorfizmleri arasindaki
iligkiyi incelemek {izere yapilmakta olan ‘Genome-wide association scans’ (GWAS)

calismalar1 sayesinde IBH igin toplam 163 riskli lokus bulundugu ve bunlarin 110’unun UK
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ve CH i¢in ortak oldugu tanimlanmistir. NOD2 (nucleotide binding oligomerization domain
2) varyant allelini tasiyanlarda bireylerde ileal CH olasiliginin dort kat arttigi goriilmiistiir.
NOD2, CH icin en riskli lokus olarak belirtilmekle birlikte, UK patolojisi tizerine herhangi bir

etkisinin oldugunu gdsteren yayin yoktur.

Ozellikle UK hastaligimin siddeti ile genotipik farkliliklar1 gosteren az sayida galigma
bulunmaktadir. HLA-DRB1 genotipi tek basina UK ya da CH ile iliskili bulunmazken
HLADRBI (DR13) alleli, pankolit varhig1 ile kuvvetli sekilde iliskilendirilmektedir (36). IBH
gen caligmalart sonucunda Th17/IL23 -mikrobiyal infeksiyonlara karsi olusan bagisiklik
yanitta gorevli bir yolak- gibi hem CH, hem de UK igin ortak olan veya IBH ile diger
hastaliklar arasinda paylasilan ve belki de olabildigince hastahiga 6zgiin -UK icin bariyer
biitiinligiic ve CH icin otofaji- yolaklarin bulundugu diistiniilmektedir (37). Son yillarda
yapilan c¢alismalar, hastaliga yatkinlik yaratan gen varyantlart ile immiin, inflamatuvar ve
homeostatik yolaklar arasindaki iliskiye yonelik tedavi segeneklerini gelistirmeye yoneliktir.
NOD2/CARD15 pozitif olgular, dogal bagisikligi uyaran rekombinant GM CSF
(sargramostim) gibi tedavilerden yarar gorebilir. GWAS analizleri kullanilarak hangi
hastalarda anti-TNF ajanlarinin, hangilerinde secici adezyon molekiil antagonistlerinin

tedavide kullanilacagina karar verilebilir (22).

Son yillarda yapilan IBH’nin genetik temellerine &zellikle genom iliskilendirme ile
ilgili ¢alismalar hastaliin patofizyolojisini anlamamiza yardimci olmaktadir. 200’den fazla
tek niikleotid gen polimorfizmi IBH ile iliskili bulunmus ve hastalik riskini arttirdig

gosterilmistir (38).
2.3.5. Immunolojik Faktorler

Immun sistemin sitokin araciligi ile IBH patogenezindeki rolii hayvan deneyleri ile
gosterilmistir (39). Inflamasyonun pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinler arasindaki
dengesizlik nedeniyle oldugu bilinmektedir. Inflamasyonu baslatan ve siirekliligini etkileyen
sitokinler; IL-1, 1L-6, IL-8, IL-12, IFN-y ve TNF-o’dir (40). IBH'da goriilen lokal
inflamasyon ve periferik organ tutulumunda TNF-a’nin pro-inflamatuvar etkileri, spesifik
TNF-0  antikorlarinin, bagirsak inflamasyonunu ve piyoderma gangrenozum gibi
ekstraintestinal belirtileri azaltmasi ile net bir sekilde ortaya konmustur (41). Nikleer Faktor

kB (NFxB) inflamasyonun ilerlemesinde 6nemli role sahiptir. Aktif NFkB pro-inflamatuvar
13



sitokin salmimini arttirir. Inflamatuvar yanitta NFkB aktivitesinin diizenlenmesi belirsizdir
ancak; TNF-a, Toll-like reseptér (TLR), CARD15 proteini ve bakteri lipopolisakkaridinin
dogrudan etkili oldugu bilinmektedir. Bu bagirsak mikrobiyotasmnin IBH patogenezinde

inflamasyonun baslamasi ve ilerlemesindeki roliinii ortaya koymaktadir (42).

2.3.6. Inflamatuvar Bagirsak Hastaligi ve Intestinal Flora

Gastrointestinal sistem insan vicudunun en buyik kommensal bakterini igeren
sistemidir. Bakteri konsantrasyonlar1 midede mililitrede <10? koloni, kolonda mililitrede
>10'? kolonidir. Normal flora veya fekal hiicresel materyalin % 50’si, 400’ den fazla tiir icerir.
Bu bakterilerin c¢oguna kiiltiir yapilamamaktadir. Normal bakteriler homeostazis igin
gereklidir. Kommensal bakterilerin bariyer etkisi bagirsak mukozasina patojenlerin
invazyonunu engeller. Bagirsaktaki bakteriler iki biiyiik gruba ayrilir: Firmitus’un temsil
ettigi gram negatif bakteriler ve Bacteriodes’in temsil ettigi gram pozitif bakterilerdir.
Bakteri tiirlerinin genis ¢esitliligine ragmen Clostridium coccoides, Eubacterium rectale,
Clostridium leptum, Bacteroides, Prevotella, Bifidobacterium ve Atopobium tiirleri baskin

gruplardir (42).

Saglikli konakta TLR ve hiicrei¢i nod-like reseptor (NRL) ile iligkili pro-inflamatuvar
yollar insan ve bakteri kaynakli inhibitor molekiiller tarafindan baskilanir (43). Bakteri florasi,
insan inflamatuvar hastaliklarinda inflamasyonun siirmesine neden olan esansiyel faktorlerden
biri olarak goriilmektedir. Crohn hastaliginda, intestinal T lenfositler, bakteri antijenlerine
kars1 asir1 aktiftir ve bu hastalarda lokal tolerans mekanizmalar1 ortadan kalkmistir. Ayrica
CH ve UK hastalarmin bagirsak mukozasinda, genis bir bakteri spektrumuna kars: artmus
immunglobulin G (IgG) tipinde antikor salinimi1 mevcuttur. IgG aracili immiinolojik yanatlar,
bagirsak mukozasinda hasara neden olabilir, kompleman sistemini ve inflamatuvar mediat6r
basamaklarinin aktive olmasma neden olabilir. Dahas1, IBH olan hastalarin, bagirsak epitel
yuzeylerine daha fazla bakterinin tutundugunu, bunlardan bazilarimin da epitel tabakalari
arasinda ve hiicre i¢inde bulundugu gosterilmistir. Tlim bunlardan anlasilacag iizere, floranin
etkisiyle intestinal immin sistemin kontrolsiiz aktivasyonu, IBH’nin patofizyolojisinde

anahtar rol oynamaktadir.
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Bazi Crohn hastalarin (%17-25) NOD2/CARD15 geninde mutasyon mevcuttur ve bu
gen bakteriye karsi konakg¢it yamitinin diizenlenmesine etkili olur (44). Cesitli hayvan
modellerinde, farkli tipte immiin degisiklikler yapilarak (6rnegin; IL-10 ve IL-2 gen
"knockout" fareler), insandaki IBH’ya benzer sekilde kontrolsiiz intestinal inflamasyon
olusturulabilir. Bu g¢alismalar kontrolsiiz intestinal inflamasyon gelisimi igin, aktif CD4 T
hiicrelere ve bakteri florasina gereksinim oldugunu gostermektedir (45). CD4+ T hicreleri
azaltilan veya mikroorganizmasiz ortamda yetistirilen hayvanlarda, IBH na benzer hayvan
modelleri olusturulamamistir. Hayvan modellerinde, bakteri hiicre duvari iceriklerinin
enjeksiyonu, kronik graniilamat6z inflamasyona ve bagirsak disi1 bulgulara neden olmaktadir.
CH’nda kiiratif cerrahi rezeksiyon sonrasi diversiyon islemi yapilmasi ve antibakteriyel tedavi
ile intestinal inflamasyonun kontrol altina almasi, intestinal bakteri florasinin kontrolsiiz

inflamasyondaki 6nemini gosteren diger bulgulardir (46).

Farkl1 bakteri tiirleri immiino-inflamatuvar mekanizmalar iizerinde farkli degisikliklere
neden olabilir. Bazi anaeroblar kolite sebep olduktan sonra mukozaya yayilir, ¢esitli
Bacteroides tiirleri ise transmural inflamatuvar lezyon olusturmaya karsi daha egilimlidir.
Intestinal alevlenmenin engellenmesi ve antibakteriyel tedavinin intestinal inflamasyonu
belirgin sekilde kontrol altina almasi, intestinal bakteri florasinin kontrolsiiz inflamasyondaki

roliinii gosteren bulgulardir (47).

Enterik bakterilerin fibrojenik kapasiteleri farklidir ve bu da olusturduklar1 inflamatuvar
yanitin tipi ile iliskilidir. Baz1 aerobik bakteriler fokal apse alanlarini gevreleyen akut
inflamasyonu tetiklerken, sebep olduklart lokal kolajen birikimi 6nemsizdir. Bazi anaeroblar
ise (Bacteroides fragilis, Bacteroides uniformis ve Clostridium ramosum) hafif bir granulosit
yanitina sebep olurken, dokularda kolajen birikimiyle giden yaygin bir mononiikleer hiicre

infiltrasyonuna da yol acabilirler (47).
2.4. Patogenez

Birgok arastirmaci, intestinal mukozada inflamasyona sebep olan gevresel faktorlerin
genetik olarak duyarli kisilerde gelistigi konusunda hemfikirdir. Bu genetik etkinin
inflamasyonun devam etmesindeki biiyiik rolii vardir. IBH nin alt tiplerinde muhtemelen
farkli bagirsak florasinin diizenledigi farkli genetik ve ¢evresel faktorler rol oynamakta ancak

hepsinde benzer klinik semptomlara neden olmaktadir (Sekil 2).
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Intestinal
immun Sistem

Sekil 2: inflamatuvar Bagirsak Hastahginin multifaktoriyel patogenezi

Gastrointestinal sistemde immin olaylarin gerceklestigi alan mukozanin lamina propria
tabakasidir. Lamina propria’ya ulasan antijenler antijen sunan hiicrelerce degerlendirilerek ‘T-
helper’ (Th) lenfositlere sunulur. Bu hiicrelerarasi etkilesimde TNF-o, IFN-y ve bir dizi
sinyalizasyon molekiiliiniin rolii vardir. T-helper lenfositler 6zellikle IL-17, IL-23, IL-4, IL-10
araciligiyla Thl, Th2 veya Thr yo6niine farklilagsma gosterir. Th1 yoniine farklilasan hastalarda
hiicresel immun yanitin daha baskin oldugu CH fenotipi, Th2 yoniinde farklilasanlarda ise
hiimoral immun yanit baskin UK fenotipi goriiliir. Eger farklilasma Thr yoniine olursa immun

yanit azalarak soner (3).

Bagirsak homeostazini saglamak i¢in normal mukozal immun sistem; pro- inflamatuvar,
anti-inflamatuvar, dizenleyici sitokinler ve inflamatuvar mediyatorler arasinda bir denge
kurmustur. T ‘helper’ yoniinde farklilasma bunu saglar. inflamasyon yoniine farklilasma
IBH’da tipiktir. Bu farklilasmay1 takiben inflamasyon alanindaki endotelde baslica
hiicreleraras1 hiicre adezyon molekiilii-1, mukozal adesin hiicre adezyon molekilu-1 gibi
mukozal adesinler belirir. Daha sonra bu bolgeye 16kosit gocili baslar, inflamasyon alanina
gocen lokositler, enterositlerin membraninda prostaglandin, l6kotrien, platelet aktive edici

faktor, reaktif oksijen radikalleri sentezlenmesine sebap olur ve inflamasyon artarak genisler

).
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Inflamasyona bagli mukozal mukus kaybi, iilserasyon, erozyon, kolon bezlerinin
distorsiyonu, goblet hiicrelerinin azalmasi, mukoza ve submukozada 6dem, mukoza ve
submukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, kript absesi, granilom formasyonu aktif
IBH’nin histolojik bulgularidir (48).

2.5. inflamatuvar Bagirsak Hastahi@1 ve Oksidatif Stress

Immun sistem hastaliklar;, norolojik hastaliklar, akciger ve karaciger hastaliklari,
ateroskleroz, iskemik hasar, karsinogenez, tirolojik hastaliklar gibi bir¢ok durumda oldugu
gibi, IBHmin patogenezinde de inflamatuvar hiicreler tarafindan olusan mukozal oksidatif
stres ve redoks dengesinin bozulmast Onemli rol oynar. Reaktif oksijen
metabolitlerinin(ROM) iiretimi, nétrofil infiltrasyonu ve kolitin aktivasyonuna eslik eder (49).
In vivo yapilan deneylerde oksidanlarin inflamasyona aracilik ettigi bilinmektedir. Meckenzie
ve arkadaslarinin yaptigi (50) in vitro bir ¢alismada GPx seviyesinin kolon kript hiicrelerinde
azalmasi ile Hipokloroz asit (HOCI)’e bagl doku hasarinin olustugu gosterilmistir.
Inflamasyonun gelisiminde bagirsak mukozasma go¢ eden inflamatuvar hiicreler, burada
oksidanlar1 ve birtakim proteazlar1 salarak mukozal hasara neden olurlar. Bagirsakta kronik
inflamasyonun baslamasina ve devam etmesine katkisi olan oksidatif strese neyin sebep
oldugu hala bilinmemektedir. In vivo deneysel modeller ve insan inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda, ROM’un artmis oldugu ve bunun hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Ornegin, IBH hastalarmin kolon biyopsilerinde MDA ve 4-hidroksi-nonenal
seviyelerinin yiikselmesi, etan solunumu ve pentan bosaltimmin artmasi, yiiksek lipid
peroksidasyonunun bir kanitidir. ROM’lar ile olusan protein hasari ile ilgili olarak, hlcre ve
dokularin karbonil igerigi, oksidatif protein hasar belirleyicisi olarak kullanilmaktadir.
Proteinlerdeki tirozin kalintilarinin nitrasyonu sonucu olusan, 3-nitrotirozin ise peroksinitrit
ile modifiye olmus proteinlerin belirteci olarak kullaniir. UK’li hastalarin kolon
biyopsilerinde proteinlerin karbonil igeriginin arttifi ve esas olarak lamina propriadaki
mononikleer hicrelerde 3-nitrotirozin sentezinin arttigi imminohistokimyasal olarak

gosterilmistir (51).
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Sekil 3: inflamatuvar bagirsak hastaliginda oksidan hasar ve antioksidan etkileri(52).

CAT: Katalaz, GPO: Glutatyon peroksidaz, MPO: Myeloperoksidaz,SOD: Siperoksit dismutaz, XO: Ksantin

oksidaz

Reaktif oksijen metabolitlerinin dretimi (Sekil 4), stiperoksit oksijen (O2") molekulinun
bir elektron indirgemesi ile baslar. Kendisi de orta diizeyde oksidan olan Oz stperoksit
dismutaz ile reaksiyona girerek daha reaktif bir oksidan olan hidrojen peroksite (H2032)

metabolize olur.

Daha uzun yar1 6miirlii ve kolaylikla difiize edilen H202 hiicre icinde katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleri ile suya donistirilerek viicuttan uzaklastirilabildigi gibi, ikincil
ROM’leri olan hidroksil (OH) ve HOCI” ye metabolize olabilir. Metaller ile katalizlenen bir
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dizi reaksiyon ile OH™ ¢ok gucli bir reaktivite kazanarak bir ¢ok molekiil ile etkilesebilir.
Hipoklordz asit aktif fagositler tarafindan MPO ile aktive edilen gicli bir ROM olup
oksitleyici ve klorlayici etkilere sahiptir. Ayrica, HOCI proteaz inhibitérlerini (a-1 antitripsin
gibi) inaktive ederek proteaz-antiproteaz dengesini bozmasi sonucu ekstraselliiler matriksin

bozulmasina ve mukoza hasarina neden olur (52).

2.6. Histopatoloji

Ulseratif kolitte CH’dan farkli olarak hedef doku sadece kolon olup, sadece kolonun
mukoza ve submukozasinda inflamasyona neden olur. Daha derin dokular fulminan hastalik
haricinde tutulmaz. Lezyonda tutulum devamli ve simetriktir, normal mukoza gorilmez. (29).
Hastalik sadece rektuma (proktit), sigmoid kolona yayilarak sigmoid kolonu
(proktosigmoidit), splenik fleksuraya kadar olan bdlgeyi (sol kolon), transvers kolonu (yaygin
tutulum), ya da ¢cekuma kadar tim kolonu (pankolit) tutabilir. Hastalarin %40-50’1nda proktit
veya proktosigmoidit, %20’sinde pankolit %30-40 kadarinda ise sol kolon tutulur. Hastalik
distalde daha siddetli seyreder (53).

Pankolitli olgularin %18’inde “backwash ileitis” seklinde terminal ileumda inflamasyon
gorilebilir (54). Eger yeter sekilde tedavi edilmezse anatomik lokalizasyon proksimale dogru
yayillim gosterebilir. Histopatolojik olarak aktif UK’te mukoza ve mukozal Ulserasyon,
submukozal 6dem, lamina propriada plazma hicresi, nétrofil infiltasyonu, kriptlerde
distorsiyon, kript apseleri ve kript diizeninde bozulma gorulir. Kript apseleri UK’i CH’ndan
ayiran en onemli Ozelliktir. Uzun siireli hastalikta kolon mukozasinda displastik degisikler

gelisebilir; kolon kanseri agisindan risk artmustir (55).

Kronik hastalikta psddopolipler goriiliir. Psddopolipler liimene uzanan mukozanin
rejenerasyonu ve proliferasyonu ile karakterize inflamatuvar olusumlardir ve malignlesme
riski ¢ok azdir. Ulseratif kolitte goriilmekle birlikte CH’da da gortilebilir. Psodopolipler

UK’in lokal komplikasyonu olup sayilca rektumdan proksimale dogru artig gosterir (56).

CH agizdan aniise kadar sindirim kanalinin herhangi bir yerini tutabilen kronik
graniilomatdz inflamatuvar bir hastaliktir. En sik terminal ileumu tutar. Genellikle kolon ve
ileum tutulumu birliktedir. CH terminal ileum ve sag kolonu %40 oraninda tutarken; izole

ince bagirsak ve izole kolon tutulumu %30’dur (54). Proksimal gastrointestinal sistem
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tutulumu yaklasik %5°tir. Graniilomlar daha ¢ok submukozal yerlesimli olmakla beraber
muskularis mukoza ve serozada, mezenterde ve lenf bezlerinde de gorllebilen kazeifiye
olmayan lenfoid birikimlerdir. Kazeifiye olmayan graniilomlar CH’nin en 6nemli histolojik
bulgusu olmakla birlikte ¢ogu hastanin biyopsi Orneginde graniilomlar gdzlenmez (48).
CH’nda inflamasyon transmuraldir ve segmental tutulum goralir. Akut donemde genellikle
aftoz tlserler, bagirsak uzun eksenine paralel derin Ulsere alanlar, asimetrik inflamatuvar
bulgular gozlenir. Uzun donemde segmental lezyonlar bagirsakta kisalmaya ve darliklara
sebep olur. Derin dlserler nedeniyle mukozada hastaliga 6zgii “kaldirim tas1 manzarasi”
olusur. Inflamatuvar siirecin komsu organ duvari boyunca ilerlemesi ve batin duvarindan
disar1 ulagmasi fistiille sonuglanir. Bagirsak duvarina penetre olan iilserler ayn1 zamanda apse
olusumuna da neden olabilir. Apseler Crohn hastalarinin %15-20’sinde ve genellikle terminal
ileumda goriliir. Fistiiller ise en ¢ok komsu bagirsak anslarina, mesane, vajina, uterus, ve

peritona olur (57).

2.7 Klinik

IBH tani kriterleri Avrupa Pediatrik Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Dernegi
(ESPGHAN) tarafindan yayinlanmistir (58). ESPGHAN dort hafta ya da daha uzun sureli ya
da alt1 ay icinde iki kez ya da daha fazla karin agrisi, ishal, hematokezya ve kilo kaybi
varliginda IBH’ ndan siiphelenilmesi gerektigini belirtmistir. Karimn agrisi, kilo kaybi, ishal ve
istahsizlik IBH’1inda en ¢ok goriilen belirtiler olmasina karsin UK ve CH’nin temel belirtileri
birbirinden farklilik gostermektedir. Hastaligin klasik bulgusu olarak kabul edilen karin agrisi,
ishal ve kilo kayb1 hastalarin ancak %25’inde goriilmektedir (59). Hastaligin diger belirtileri
arasinda ates, malniitrisyon, biiylime geriligi, bulanti ve/veya kusma, eritema nodozum,
artropati ve ikincil amenore bulunmaktadir. Birinci dereceden akrabalarda IBH &ykiisiiniin

bulunmasi 6zellikle ¢ocuk hastalarda IBH kuskusunu arttirmaktadir.
2.7.1. Ulseratif Kolit

UK genellikle rektumun proksimalinden baslayan, kronik tekrarlayici inflamatuvar
bagirsak hastaligidir. Hastalar tipik olarak kronik ishal (% 90), rektal kanama, hematokezya
(% 90), periumblikal veya sol alt kadrana lokalize karin agris1 yakinmalari ile basvururlar.
Karin agris1 genellikle digskilama oncesi, ishale birlikte kramp tarzindadir, ancak siddeti

CH’nda oldugundan daha hafiftir. Digkilama sik ve sulu olup sabah, yemekten sonra ve gece
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goriilebilir.  Siddetli olgularda kilo kaybi olsa da lineer biiyiime etkilenmemistir.

Ekstraintestinal bulgulara UK te, CH’na gore daha nadir rastlanmaktadir (60).

Klinik semptomlarin siddeti farklilik gostermektedir. Cocuk ve adolesanlarin %50’sinde
hafif hastalik tablosu s6z konusudur: giinde dort kezden daha az digkilama, sadece aralikli
hematokezya olup sistemik semptomlar ve agirlik kaybi daha hafiftir. Fizik muayene
bulgular1 genellikle normaldir, karin palpasyonunda hafif bir hassasiyet olabilir. Digkida
makroskopik olarak ¢izgi seklinde kanama veya gizli kan pozitifligi goriilebilir. Daha agir
hastalik tablosunun goriildiigii hastalarin 1/3’liik kisminda kilo kaybi, diskilama sikliginda
artis ve sistemik bulgular belirgindir. Laboratuvar bulgularinda orta derecede 16kositoz, hafif
anemi ve akut faz reaktanlarinda yiikselme gériilebilir. Pediatrik UK hastalarmin % 10-15’i
akut fulminan hastalik tablosu izlenir: Ates, derin anemi, hipoalbuminemi, 16kositoz ve bes

gun boyunca besten daha fazla kanli diskilama fulminan koliti diistindtrmelidir.

Hafif siddette hastaligi olan hastalarin %90’indan fazlasinda ilk ataktan sonra remisyon
gorullr. Ancak bazi hastalarda semptomlar1 kontrol altina almak miimkiin olmayabilir. Agir
siddette atak gecirenlerin genel durumlar1 iyi degildir; karinda distansiyon, timpanizm,
bagirsak seslerinde azalma goriilebilir. Stvi kaybi, elektrolit dengesizligi, 6zellikle hipokalemi
ciddi sorun olusturabilir. Demir eksikligi anemisi kronik kan kaybi kadar, azalmis alimin da
bir sonucudur. Folat eksikligi folat emilimiyle etkilesen siilfasalazin ile tedavi edilmekte olan
cocuklarda gorulebilmektedir. Kronik inflamasyon eritropoezi etkileyerek kronik hastalik
anemisine sebep olabilir. Biiyiik kizlar ¢ocuklarinda hastaligin aktif donemleri sirasinda
ikincil amenore sik gdzlenmektedir. Ulseratif kolitin aktivite derecesinin belirlenmesi igin
cocuklarda Pediatrik Ulseratif Kolit Aktivite Indeksi (PUKAI) kullanilmaktadir. Skorlama
<10 remisyon, >35 hafif, <65 orta, >65 siddetli enfeksiyon olarak degerlendirilir (61) (Tablo
3).
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Tablo 3 : Pediatrik Ulseratif Kolit Aktivite Indeksi (PUKAT) (61)

Olgutler Puan

Karn agrisi

Yok 0
Onemsenmeyen agri 5
Onemsenen agr1 10

Rektal kanama

Yok 0
Az miktarda kan ( digkilarin< %50) 10
Az miktarda kan ( digkilarin gogunda) 20
Cok miktarda kan (diski igerigimin > %50) 30
Diski kivamm

Sekilli 0
Kismen sekilli 5
Tamamen sekilsiz 10

24 saatteki diskilama sayisi

0-2 0
3-5 5
6-8 10
>8 15

Gece diskilama

Yok 0
Var 10
Aktivite dizeyi

Aktivitede kisitlama yok 0
Aktivitede sinirh kisitlilik 5
Belirgin olarak kisitlanmig aktivite 10
Toplam 0-85
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2.7.2. Crohn Hastalig1

Baslangic semptomlar1 UK’e gore daha sinsidir, tutulum yerine ve yayginligia gore
degisikler gosterir. Karin agris1 baslangicta en sik rastlanan tek semptomdur, hastalarin %
75’inde gece uykudan uyandiran karin agrist gorilir. Terminal ileum veya ¢ekumu tutan
hastalikta sag alt kadrana vuran agri; kolon veya yaygin ince bagirsak tutulumunda
periumblikal agri siktir. Akut gelisen agrida, akut apendisitten ayiricit tanisini yapmak
onemlidir. Ishal, etkilenen hastalarin 2/3’sinde goriiliir, agir ve noktiirnal olabilir. Ishalde sol
kolon tutulumu olmadik¢a kan gdzlenmez, diskida kan perianal fissiirii diisiindiirmelidir.
Ates, bulanti, kusma, yorgunluk, istahsizlik diginda Crohn hastaliginda; kilo kaybi, biiylime
hizinda yavaslama ve puberte gecikmesi, UK’e gore daha sik goriiliir. Boy kisalig1 intestinal
semptomlardan dnce saptanabilir. Boya gore agirlik normal oldugu halde, yasa gore boy kisa
olabilir. Istahsizlik ve proinflamatuvar sitokinlere ikincil kronik beslenme bozuklugunun
blyime geriligine yol actigi diistiniilmektedir. Anal muayenede fisslr, fistul veya *“skin

tag”larin eslik ettigi perianal inflamasyon goriilebilir (62).

Enteroenterik ve enterokolik fistiiller genellikle yakinmaya neden olmaz, ancak debisi
yiiksek ise emilim bozukluguna veya bakteriyel asiri ¢ogalmaya yol agabilir. Enterovezikal
fistiiller ileum veya sigmoid kolondan kdken alirlar ve idrar yolu enfeksiyonu, pnémotiiri
veya fekaliiri gibi bulgulara yolacgarlar. Enterovajinal fistiiller rektumdan kdken alir, diskilt
vajinal akintiya yol acar ve tedavileri zordur. Entreokutanéz fistiillere siklikla daha 6nceki bir
cerrahinin sizintili anastamozu sebep olur. Anorektal apseler hemen anusin zerindedir,
Morgagni kriptlerinden koken alir. Perianal apse genellikle agrilidir. Piiriilan akint1 perianal
fistiillerle iliskilidir. Bagirsak fistiillerine bagli psoas apsesi; kalga agrisi, kisith kalga eklem
ekstansiyonu ve ates ile kendini gosterir. Crohn hastaliginda tedaviye cevabi degerlendirmek
icin Pediatrik Crohn Hastalig1 Aktivite Indeksi (PCDAI) gelistirilmistir. (Tablo 4) Skor <10
remisyonda, 10-27,5 hafif, 30-37,5 orta, >40 siddetli hastalik olarak degerlendirilir (63).
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Tablo 4: Pediyatrik Crohn Hastalig1 Aktivite Indeksinin(PCHAI) Hesaplanmasi

KLINIK BULGULAR PUANLAMA
Karin Agrisi

e yok 0

e  Orta (aralikly, giinliik aktiviteyi kisitlamayan) 5
Siddetli (sik tekrarlayan, devamli, giinliik aktiviteyi kisitlayan) 10

Diskilama (sayy/giin)

e  0-1sulu,kanyok 0
2-5 sulu ya da en fazla 2 sekilsiz hafif kanl 5
Siddetli (siddetli kanama, >6 sulu veya nokturnal ishal) 10

Onceki 7 glin icinde aktivite durumu

e Aktivite kisitlamasi yok 0
Yasa gore aktiviteleri yapmada ara sira zorlanma 5

e Yasa gore aktiviteleri yapmada belirgin zorlanma 10

FiZIK MUAYENE
Viicut Agirh$

e Kilo kaybi yok ya da istemli kilo kaybi 0

o 9%1-9 istemsiz kilo kayb1 5
>%10 istemsiz kilo kayb1 10

Boy

e  Boy uzama hiz1>-1 SD 0
Boy uzama hiz1 <- 1SD >-2 SD 5
Boy uzama hiz1 <-2 SD 10

Karin Muayanesi

e Normal 0
Hassasiyet ya da hassasiyet olmaksizin kitle varligt 5
Hassasiyet, defans, abdominal kitle varlig: 10

Anorektal Lezyon
Normal, asemptomatik polip 0
e 1-2 adet drene olmayan fistiil,abse 5
e Aktif fistlil,abse 10

Ekstraintestinal Komplikasyon
Haftanin ii¢ giinii >38,5 C ates, artrit, {iveit, eritema

e Yok 0
e  Birivar 5
Ikiden fazla var 10
LABORATUVAR
Hct
<10 yas 11-14 11-19 yas (Kiz 15-19 yas
>33 yas(Erkek) >34 (erkek) 0
28-33 >35 29-33 >37 2,5
<28 30-34 >29 32-36 5
<34 >32
Sedimentasyon
<20 0
20-50 2,5
>50 5
Albiimin (g/L
>35 0
31-34 5
<30 10
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2.8. Laboratuar Bulgular

IBH tan1 ve ayiric1 tamsinda kullanilabilecek laboratuvar testlerinin basinda hemogram,
eritrosit sedimantasyon hizi (ESH), C-reaktif protein (CRP), total protein ve albiimin yer
almaktadir. Oykiisii IBH ile uyumlu bir hastada anemi varligi, akut faz belirteglerinin (16kosit,
trombosit, ESH ve CRP) yiiksek olmas1 IBH’m1 diisiindiirmelidir. Akut faz belirteclerinden
ozellikle CRP, IBH’na benzer klinik bulgularla seyreden ve inflamatuvar olmayan bagirsak
hastaliklarinin ayirt edilmesinde faydali olabilir. Ancak IBH olgularinda bazen alevlenme

aninda bile akut faz belirteglerinin normal olabilecegi akilda tutulmalidir (58).

Laboratuvar testlerinin tanidaki roliiyle ilgili ¢aligmalar, birden fazla test sonucunun bir
arada degerlendirilmesinin tanisal agidan daha yararli olacaginmi gostermektedir; Ornegin
anemi ve trombositoz birlikteliginin IBH agisindan pozitif prediktif degeri %90 negatif
prediktif degeri %81 bulunmustur (58). IBH ndaki anemi demir eksikligi, vitamin B12, folik
asit eksikligi ya da kronik hastalik anemisine bagli olabileceginden eritrosit morfolojisi mikro,

makro ya da normositer olabilir (64).

Hipoalbiiminemi CH’nda UK’e gére daha sik gézlenmektedir. Hipoalbiiminemi siklig1
CH’inda %65, UK’te %15 diizeyindedir (64). Karaciger enzimleri bagirsak disi

komplikasyonlar1 arasinda yer alan sklerozan kolanjiti ayirt etmekte yararl olabilir.

Anti-Saccharomyces cerevisiae antikoru ve anti-niikleer sitoplazmik antikor iBH’nda
saptanabilen immunolojik belirteglerdir (65). Bu testlerin rutin tarama testi olarak kullanimi

onerilmemektedir (58).

Ozellikle ishal yakinmasiyla bagvuran hastalarda diski incelemesi yapilmalidir. Digk1
direkt incelemesinin yani sira digki kiltiirii infeksiydz nedenlerin ayirt edilmesi igin
gereklidir. Digkida Clostridium difficile toksininin saptanmasi ve Entamoeba histolytica
acisindan inceleme yapilmasi bu patojenlerin tam ve tedavisine katki saglar. IBH nim
infeksiyoz ishallerden sonra gorilebilmesi nedeniyle diskida patojen saptanmasi1 IBH ni1 kesin
olarak dislamaz (66-68).

Agirlikli olarak nétrofillerde, daha az olarak da makrofaj ve monositlerde bulunan

kalsiyum baglayici sitozolik bir protein olan kalprotektinin IBH tan1 ve tedavisinin izleminde,

25



hastalik aktivitesinin ve niikslerin belirlenmesinde invazif olmayan bir belirte¢ olarak

kullanimiyla ilgili caligmalar yapilmaktadir (69).

2.9. Tedavi

Kisa donem tedavi hedefleri karin agris1 ishal gibi semptomlar1 azaltmak iken uzun
donemde komplikasyonlari en aza indirerek hastalik seyrini hafifletmektir. Buna yonelik
hastaya uygun farmakolojik, niitrisyonel ve gerekirse cerrahi yaklasim Onerilir. Biiylimenin
yeterli olmasi tedavi basarisinin 6nemli bir Sl¢iitiidiir. Sonug olarak, hastanin yasam kalitesi
arttiran, yan etkiye en az sebep olacak tedavi rejimleri belirlenmelidir. Terap6tik rejimin

sadeligini saglamak yasam kalitesini arttirirken tedaviye uyumu en iist diizeye ¢ikarir (59).

2.9.1. Farmakolojik Tedavi

Sulfasalazin ve Oral 5-aminosalisilik asit

IBHnin temel tedavi ajanmi, hem remisyonu saglamada hem de siirdiiriilmesinde
kullanilan anti-inflamatuvar etkili aminosalisilatlardir. Doza bagli yan etkilerde tedavi bir
stireligine durdurulurken, alerjik yan etkilerde tedavi kesilmelidir. Stilfazalazinin kontrendike
oldugu hastalarda kullanilmak tizere yeni 5-ASA tasiyict sistemleri olusturulmus ve
kullanilmaya baglanmistir (Olsalazin, mesalamin, balsalazid gibi). Bu ilaglarin yan etki siklig1
%35’in altindadir ve sulfasalazin kullanamayan hastalarin %90’1nda giivenli kullanim saglar.
Tedavi etkinligi bakimindan sulfasalazin ve diger 5-ASA bilesikleri farklilik gostermez ancak,
sulfasalazin ¢ok daha ucuzdur. Bu nedenle ilk tedavi se¢enegi sulfasalazin olmalidir (54, 70-
72).

Kortikosteroidler

Oral Kkortikosteroidler (KS) remisyonu saglayici tedavide etkili iken remisyonun
stirdiirilmesinde kullanilmamaktadir. Remisyonun saglanmasinda tedavide en yaygin
kullanilan immunosupresif ilag¢ kortikosteroidlerdir. Olgularin %20-30" unda steroide yanit
alimamaz, doz bagimliligi gelisebilir ya da yan etkiler ortaya cikabilir. Yeni gelistirilen
steroidlerde (O0rnegin budesonid) steroidlerin bilinen yan etkileri azaltilmistir. KS tedavisi
fekal kalprotektin diizeyini azaltabilir ancak negatiflestirmez. Bu nedenle hasta klinik
remisyonda ise kalprotektin diizeyi KS tedavi devamu i¢in degerlendirilmemelidir. En 6nemli

yan etkilerinden biri olan lineeer buyimede azalma, alternatif giinliik kullanimla ortadan
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kalkar. Kortikosteroidler intestinal kalsiyum emilimini azaltirken iiriner kalsiyum atilimini
artirirlar, sekonder hiperparatiroidizm ve kemikte kalsiyum kaybi olusur. D vitamini ve
kalsiyumun diyete eklenmesi ile bu etki azalir. Hiperkalsiiiri, aseptik nekroz, goz
komplikasyonlari, enfeksiyona duyarlilik yoniinden hastalarin  izlenmesi gerekir.
Kortikosteroide yanit alinamayan hastalarda siklosporin veya takrolimus kullanilabilir.
Bunlar, T *helper’ hiicrelerde 1L-2 Uretimini baskilayarak hiicresel immiiniteyi inhibe ederler.
Nefrotoksisite, parestezi, hipertrikoz, tremor, bulanti, kusma diger yan etkileri arasindadir

(73).
Antibiyotikler ve Probiyotikler

Metronidazol ve siprofloksasin; perianal lezyon, fistiill, abse, CH'nin ve UK’in
remisyona girmesini kolaylastiric1 olarak, UK’de operasyon komplikasyonu olan “positis’
tedavisinde kullanilir (53).

Probiyotiklerin etkinligi cocuk ve yetiskin UK olgularinda ‘VSL #3’ (probiyotik
karisimi1) ve ‘Escherichia coli Nissle’ igin gdosterilmistir. Probiyotikler immunsuprese
bireylerde dikkatli kullanilmalidir. Katater iligkili sepsis bildirilmistir. Ayrica bulanti,
siskinlik, probiyotik kullanimi sirasinda goriilebilmektedir (74, 75).

Immiinmodiilatorler

Tiyoparinler (azatioprin ve 6-merkaptopiirin), cocuklarda UK remisyonun strdirilmesi
icin 5-ASA kullanamayan veya tedavi yaniti alinamayan, sik alevlenmelerle seyreden,
steroide bagimli olan olgularda siklikla tercih edilmektedir. Ancak remisyonun saglanmasinda
etkisizdirler. Etkileri ge¢ baslar (ortalama ii¢ ay). Tiyopiirinlerin dozdan bagimsiz yan etkileri;
ates, bulanti, kusma, ishal, pankreatit, doklntl ve artraljidir. Doza bagli yan etkileri ise
I6kopeni, trombositopeni, infeksiyonlar ve hepatittir (76). Enfeksiyon en korkulan
komplikasyon olup, ciddi enfeksiyonlar nadir olarak goruliir (77, 78). Immunsupresif tedavi
alacak hastalara inaktif asilar uygulanmali, pndmokok, HPV ve yillik influenza asilar

yapilmalidir (79).

Thiyopurinler Non-Hodgkin lenfoma riskini ortalama dort kat arttirir. Ancak bu risk yas

kiigtildiik¢e azalir (80). Bunun yaninda hepatosplenik T hiicreli lenfoma riski tek basina
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azotiyopurin ve anti-TNF ajan ile kombinasyonunda gen¢ eriskinlik déneminde &zellikle

erkeklerde artis gostermektedir (81).

Metotreksat DNA sentezini, folik asidin tetrahidrofolata doniisiimiinii inhibe ederek
azaltir. Ayrica IL-1 Uretimini azaltarak ve T hiicre topluluklarmin apopitozunu artirarak
antiinflamatuvar etki gosterir. Potansiyel yan etkileri nedeniyle heniiz genis pediatrik serilerde

yapilan klinik ¢alismalar bulunmamaktadir (53).

Oral takrolimus tedavisi cocuklarda akut ciddi kolit tedavisinde (kolektominin
onlemesinde) kisa slreli etki saglamaktadir (82). Bunun yaninda akut ciddi koliti olmayan
cocuklarda steroid bagimliligindan koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Ancak bu konuyla

ilgili daha fazla klinik ¢alismaya ihtiyag vardir (83).
Enteral ve/veya Parenteral Beslenme

Beslenme tedavisi, birincil oldugu kadar yardimer da olan etkili bir tedavidir. Diyette
esas hastaya idame ve yeterli blylmeyi ve agirlik artisin1 saglayacak total kalori, protein,
mikrobesleyicileri igeren uygun besinlerin verilmesidir. Sivi beslenmede ilave besinleri
verirken uygun beslenmeye engel olmamak amaciyla istahin kesilmemesine dikkat edilmelidir
(84).

Son yillarda glutaminin enterosit Yyenilenmesindeki etkisi diisiiniilerek tedavide
glutaminden zengin formiiller kullanilmis, ancak farmakoterapiye iistiinliigii gésterilememistir
(85). ilave beslenme destegi parenteral yolla veya polimerik enteral triinlerle enteral yolla
verilebilir. Polimerik enteral iiriinlerle beslenmenin UK’in primer tedavisinde yarari heniiz
gosterilememistir. Buna karsin,sivi diyet tedavisi aktif CH’ nda kortikosteroid tedavisine

alternatif olarak kullanilmaya baslanmustir.
Biyolojik Ajanlar

Biyolojik ajanlarin en &nemlileri intraseliler adezyon molekilu-1"e karsi gelistirilen
antisens oligonikleotidler, IL-10 tedavisi, antikor bazli tedavi ve rekombinant proteinlerdir.
Bunlar icinde en Umit verici tedavi anti TNF- o (Infliximab) tedavisidir. TNF-o intestinal
inflamasyonda bircok basamakta rol oynayan anahtar sitokindir. Infliximab, spesifik olarak

TNF-o’ ya baglanan IgG-1 izotipinde anti-TNF-o monoklonal antikorudur ve TNF-o’nin
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etkisini doza bagh olarak nétralize eder. Ilaca cevap ikinci haftada baslayip 12 hafta siirer.

Ozellikle fistulli CH’nda yeni ve umut vaad eden tedavi segenegi olarak goziikmektedir (86).

2.9.2. Cerrahi Tedavi

Ulseratif Kolit’te cerrahi tedavi; medikal tedaviye yanit vermeyen akut fulminant kolit,
kronik persistan semptomlar, sessiz hastalik seyrinde, perforasyon, toksik megakolon gelisimi
kontrol kolonoskopide displazi saptanan hastalarda diistiniilmelidir. CH’nda ise cerrahi tedavi;
medikal tedaviye direncli semptomlar ve intestinal komplikasyonlar olan obstriksiyon,
serbest perforasyon, intraabdominal abse, enterovezikiiler fistiil, veya kalici hemoraji
drumlarinda diistiniilmelidir. Ancak CH i¢in cerrahi tedavi kiir edici degildir, anastomoz
proksimalinde hastalik tekrarlayabilir. Cerrahi sonrasi semptomatik tekrarlama riski; ileostomi
ile yapilan operasyonlarda, uygun immunosupresif ve nitrisyonel tedavi baslanan hastalarda r
daha diisiik goriilmektedir (87-89).

2.10. Dekstran Siilfat Sodyum ile Olusturulmus Kolit Modeli

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, cesitli fenotipik alt tipleri ve klinik gorintimleri olan,
multifaktdriyel bir etiyopatogeneze sahip ¢ok heterojen bir bozukluktur. Bu sebeple IBH
tablosunu olusturan ¢ok sayida hayvan modeli bulunmaktadir. Bunlar; spontan kolit
modelleri, genetik olarak modifiye modeller (transgenik veya gen hedefli fare suslar1), adoptif
hiicre transferi ve kimyasallar yoluyla olusturulan modelleridir. Bu modeller, insan
hastaliklarinin karmagikligini tam olarak yansitmamasina ragmen, tlseratif kolit patogenezine
neden olan faktorleri ve farkli terapdtik ajanlarin etkilerini arastirmak agisindan 6nemlidir.
Kimyasallar yoluyla olusturulan hayvan modelleri, hastaligi kolay olarak olusturmasi,
inflamasyonun baslangic, ilerleme ve siddetinin kontrol edilebilir olmasi bakimindan en ¢ok

kullanilan modeller arasindadir (89-91).

Dekstran silfat sodyum, ilk defa 1985 yilinda Ohkusa ve arkadaslari tarafindan
hamsterlarda kolit olusturmak amaciyla kullanilmig ve daha sonra farelerde denenmeye
baslamistir. Gliniimiizde kolit patogenezini ve etkileyen faktorleri aragtirabilmek i¢in DSS ile
olusturulan kolit modelinin kullanildig1 pek ¢ok g¢alisma vardir. DSS ile olusturulan kolit

modeli, DSS’nin molekiil agirhigi, konsantrasyonu (¢ogunlukla %1-%5), uygulama siresi
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(C3H / Hel ve Balb / ¢ fareler suslar1 daha duyarli), denegin cinsiyeti (erkek fareler daha
duyarl) ve hayvanlarin mikrobiyolojik ortamu ile iligkilidir (91). DSS ile olusturulan kolit
modelinin diger modeller ile karsilagtirildiginda bazi avantajlart vardir. Akut, kronik,
niiksedici ve karsinogenez modelleri, uygulanan DSS’nin konsantrasyonunun degistirilmesi

yoluyla kolaylikla olusturulabilmektedir (92).

Dekstran sulfat sodyum 5 kDa’dan 1400 kDa’a kadar farkli molekiiler agirliklarda
bulunabilmektedir. DSS’nin molekiiler agirligi kolitin uyarilmasi agisindan onemli bir
faktordir (93). BALB/c farelerde en siddetli kolit 40 kDa’luk DSS uygulandiginda
gbzlemlenmistir; 5 kDa’luk DSS verilmesi ise, daha hafif bir kolit gelisimi ile sonug¢lanmustir.
40 kDa’luk DSS’nin hiicrelerce alinimi ve dokulardaki dagiliminin histokimyasal analizleri,
DSS’nin bagirsak epitel hiicre membranlarindan niifuz ettigi gosterilmistir. DSS viicuttan

idrar ve feces yoluyla atilmaktadir (93).

Akut kolit genellikle % 2-5’lik DSS’nin sirekli olarak genellikle 4-9 giin sureyle
uygulanmasiyla olusturulur. Akut fazda DSS ile olusturulan kolitin klinik belirtileri; agirlik
kaybi, diyare, diskida gizli kan, piloereksiyon ve anemidir. Tipik histolojik degisiklikler ise,
musin artisi, epitel dejenerasyonu, nekroz, lamina propria ve submukozada nétrofil
infiltrasyonu, kript apsesi ile mukozal ve submukozal inflamasyondur. Notrofillerin mukozal
epitelden kriptlerin limenine geg¢isi, kript apselerinin olusumuna neden olur. Kript apsesi
insanlardaki hastaligin yaygin goriilen bir histolojik 6zelligi olmasma karsin, DSS ile

olusturulan akut kolitte nadiren gozlenmektedir (94).

Farelerde DSS kolit patogenezinde bagirsak florasinin da etkili oldugunu gosteren bazi
calismalar vardir. Okayasu ve arkadaslar1 (1990) (95), kolit modelinde kolondaki bakteriler ve
onlarin Uriinlerinin kolitin gelisimine katkisinin olup olmadigimi incelemisler ve DSS
uygulanan farelerin kolon dokularinda Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae ve Clostridium
spp. sayilarinin arttigint tespit etmislerdir. Bagirsak inflamasyonunun gelisiminde dogal
immunitenin ve kommensal bakterilerin rolinin arastirildig: bir ¢alismada, bagisiklik sistemi
saglam olan BALB/c fareler ile, T ve B hiicreleri olmayan immiin yetmezlikli fareler normal
sartlarda yetistirilmis ve DSS uygulamasi ile kolit uyarilmistir. DSS verilmesinden sonra iki
soyun da kolon mukozalarinda siddetli infiltrasyon ve epitelde kayiplar tespit edilmistir. Ayni

fareler bagirsak mikroflorasinin bulunmadigi germ-free sartlarda yetistirildiginde ise, DSS
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uygulamasindan sonra iki soyda da az miktarda mukozal inflamasyon goriilmiistiir (96). Bu
bulgular, DSS ile olusturulan kolitte mikrofloranin inflamasyonu kolaylastirdigini

kanitlamaktadir.

Insanlarda gériilen iilseratif kolitte oldugu gibi DSS kolitte de genetik faktdrler dnemli
bir rol oynamaktadir. Ornegin C3H/Hej, NOD/Ltj ve NOD-scid inbred soylar DSS ile
olusturulan lezyonlara daha ¢ok yatkin iken; 129/SvPas ve DBA/2J inbred soylarin yatkinligi
daha azdir. BALB/c fareler DSS ile olusturulan kolite, C57BL/6 farelerden daha az duyarlidir.
Duyarliliktaki bu farkliliklar, mukozanin inflamatuvar hasara dayanma giiciindeki genetik
farkliliklar veya inflamatuvar cevabin olusturulmasindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.
DSS bir siklus uygulandiktan sonra, BALB/c farelerde kolit iyilesirken; C57BL/6 farelerdeki
kolit kronik faza ilerlemektedir (94).

DSS

Sekil 4: Dekstran Siilfat Sodyumun Etki Mekanizmas1 (97)
DSS; Dekstran Sulfat Sodyum.

DSS kolon epitel hucreleri (izerinde toksik etkiye sahiptir ve epitel bariyerin
gecirgenliginde bozulmalara yol agar. Boylece kolon mukozasinin permeabilitesi artarak, DSS
gibi bilyiikk molekiillerin, intestinal mikroorganizmalarin ve onlarin {iriinlerinin lamina
propriaya gecisine imkan verir. Bu gecis lenfoid elemanlardan kemokin ve sitokin salinimina

nedeni olur (97) (Sekil 4). DSS’nin mukozal epitel hiicrelerden gecis mekanizmasi hala tam
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olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, DSS kolitin akut fazinda siki baglant1 proteinleri
olan, okludin, sik1 baglanti proteini-1, klaudin-1, -3, -4 ve -5’in kayb1 ve yeniden dagilimi
sonucu epitelde bariyer fonksiyonlarinin bozuldugu bilinmektedir (98). Siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonundaki degisimler ve epitel hiicrelerde apoptozun artis1 insanlardaki
IBH’da da izlenmektedir. Apoptoz ve proliferasyon arasindaki dengenin bozulmas: epitel
bariyerden sizintilara neden olmaktadir. Bu bulgular, akut DSS kolit modelinde epitelin
artmig apoptozu ve azalmig proliferasyonu ile desteklenmektedir (99). DSS ile olusturulan
kolitte, c¢esitli sitokinlerin, kemokinlerin ve nitrik oksitin iiretimi artmaktadir. DSS
uygulamasinin ilk giiniinde TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-10 ve IL-12 ekspresyonlarinin arttig
gbzlenmistir (100). DSS kolitin kronik fazinda TNF-a ve IL-17 seviyeleri diisiik, 1L-4, I1L-6,
IL-10 ve IFN-y seviyeleri ise yiiksek olarak tespit edilmektedir (101).

Hastalik Aktivite Indeksi (HAI), kolondaki inflamasyonun yayilimi ve siddetinin
degerlendirilmesi amaciyla; viicut agirhi@, diski kivami ve rektal kanama diizeylerinin
belirlenmesiyle hesaplanir. DSS ile olusturulan kolit modelinde HAI giinliik olarak hesaplanir
ve hastalifa yonelik tedavilerde HAI skorlarinda azalma saptanmasi tedavi edici ajanmn

terapotik etkinligi hakkinda 6nemli bilgi verir (102).

2.11. Tiyamin

Tiyamin, 1930’lu yillarda ilk kez tanimlanmis olan bir B kompleks vitaminidir. Ancak,
bu tarihten ¢ok daha Onceki yillarda ¢ok miktarda piring tiiketen Asya toplumlarinda ve
beslenmesinin biiylik bolimii beyaz undan olusan Avrupali toplumlarda kas giigsiizliigii,
istahsizlik, norolojik bozukluklar ile seyreden Beriberi Hastaligi saptanmigtir. Tiyamin bu

sekliyle tanimlanan ilk suda ¢6ziinen vitamin olup bilinen en eski vitamindir (103).

Tiyamin, bir diger ismiyle B1 vitamini, kimyasal formili ‘C12H17CIN4OS’ olan
renksiz bir bilesiktir. Icerigindeki sulfir dolayisiyla tiyovitamin olarak da adlandirilr.
Dogal olarak bazi gidalarda, gida iiriinlerine eklenmis olarak ve diyet takviyesi olarak
bulunur. Bu vitamin enerji metabolizmasinda, hiicresel fonksiyonlarda, biiyiime ve gelismede

kritik rol oynar (6).

Besinlerle alinan tiyamin aktif tasinma ile ilag olarak alinan tiyamin ise pasif tasinma ile

ince bagirsaktan emilir. Gidalardaki tiyamin ¢ogunlukla fosforile edilmis formdadir, intestinal
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fosfatazlar tarafindan emilim oncesi hidrolize edilir (7). insan viicudunda az miktarda tiyamin
depolanir ve depo yeri karacigerdir (104). Yarilanma omriiniin kisa olmasi1 nedeniyle diyetle

stirekli alinmasi gerekmektedir.

Yetiskin insan viicudunda bulunan 25-30 mg’lik tiyaminin yaklasik % 80’1 metabolik
olarak aktif form olan tiyamin difosfat (TDP)’dir. Kalin bagirsakta bulunan bazi bakteriler de
serbest tiyamin ve TDP sentezler, ancak giinlilk tiyamin ihtiyacina katkisi tam olarak
bilinmemektedir (105).

Kan tiyamin dizeyinin 6l¢tlmesi, tiyamin durumunu gostermede giivenilir degildir.
Tiyamin durumu ¢ogunlukla indirekt olarak TDP’nin koenzimi oldugu transketolaz aktivite
tayini ile degerlendirilir. ‘TDP etkisi’ olarak bilinen sonug¢ transketolazin TDP’ye
doymuslugunu ve doymamishgini gosterir. Sonuclar %0-%15 arast normal, %15-%25 arasi
sinirda, %25’in lizerinde ise eksiklik olarak degerlendirilir. Tiyamin durumunu gosteren bir
diger 6lg¢iit ise idrarla tiyamin atilimidir ancak bu 6l¢iit sadece diyetle alimi degerlendirirken
depolanan tiyamini yansitmaz (106). Yetiskinlerde 100 mcg/giin‘iin altinda tiyamin atilimi
alimin yetersiz olduguna isaret ederken, 40 mcg/giin‘iin altindaki degerler asir1 diisiik alimi

gostergesidir (11).

2.11.1. Tiyamin Pirofosfat

Tiyamin pirofosfat (TPP), tiyaminin aktif metabolitidir. Tiyaminin tiyamin
pirofosfokinazla karacigerde fosfatlanmasi ile TPP olusur. TPP tim canli sistemlerinde yer
alan bir koenzimdir ve birgok kimyasal reaksiyonun katalizorii olarak goérev alir. ilk defa
tiyamin eksikligine bagli periferik sinir sistemi hastaligi olan beriberide esansiyel vitamin
olarak kesfedilmistir (107).

2.11.2. Tiyamin Pirofosfat Fonksiyonlar

Memeli hiicrelerdeki metabolik reaksiyonlarda, TPP’nin 24’0n Uzerinde ko-enzimde
rolii oldugu sanilmaktadir. Ozellikle enerji metabolizmasinda anahtar rol oynar. TPP bagimli
enzimler; nikleik asit ve lipid biyosentezinde rol alan pentoz fosfat yolunda gorevli sitozolik
transketolaz, glikoliz ile krebs siklusu arasindaki baglantiy1 saglayan piruvat dehidrogenaz

kompleksi, krebs siklusunda hiz kisitlayici basamak olan a-ketoglutarat dehidrogenaz
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kompleks ve dall1 zincirli aminoasitlerin krebs siklusuna girmesini saglayan dall1 zincirli a-

ketoasit dehidrogenaz komplekstir (108).

Tiyamin bagimli enzim aktivitesinde azalma; enerji durumunda azalma, oksidatif stress,

laktik asidoz, glukoz kullaniminda azalma ve inflamasyon ile sonuglanir (109).

Ideal redoks ortami hiicresel islevler icin gereklidir ve normal enerji
metabolizmasindaki enzimler tarafindan korunmaktadir (10). Bu enzim sistemindeki
bozukluklar oksijen radikallerinin {iretimi ile sonug¢lanir ve 6zellikle mitokondride hiicrenin
yasamsal bilesenleri olan proteinler, lipitler ve DNA (zerinde olumsuz etkilere sebep olur.
Tiyamin eksikligine bagli gelisen oksidatif stress iizerinde oksijen radikallerinin
metabolizmasindaki dengesizlikler dnemli rol oynar (11). Tiyamin eksikliginde olusan oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonunu ve hiicre membranindaki iyon kanallarinin iglevini bozarak

hiicre hasarina neden olmaktadir (12).

Tiyamin eksikliginde piruvatin ve a-ketoglutaratin oksidatif dekarboksilasyonu inhibe
edilerek ATP iiretimi azalir, piruvat birikimi olur ve laktik asit tiretimi artar (110). Tiyamin
eksikliginde, hayvan beynindeki laktik asit sentezindeki artis uzun yillardir bilinen bir
fenomendir (111). Tiyamin eksikliginde olusan laktik asidoz B tipinde (iyi doku perfiizyonu
ve oksijenizasyon varliginda asidoz) olup alkalizasyona yanitsizdir. Tiyamin replasmani ile 24

saat icerisinde dnlenebilir (112).
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Tiyamin Eksikligi
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Tiyamin, apopitoz 6nclli proteinlerden Bcl-2 ailesinin, kaspaz-3 aktivasyonunun ve

Sekil 5: Tiyamin Eksikliginin Etkileri

poli- (ADP-riboz) polimerazin (PARP) boéliinmesinin engellenmesini saglar. Mitokondriyal
membran potansiyelini, sitokrom C salimmini, apoptozu indiikleyen faktérii ve
fosforilasyonunu ve daha sonra p38-MAPK, stresle aktive olan kinazlart (SAPK / JNK),
protein kinaz C'yi ve sitoplazmik fosfolipaz A2'yi aktive eder. Makrofajlar izerine etki eden
tiyamin potansiyel bir anti-inflamatuar etki yaparak oksidatif stres kaynakli NF-kappaB
aktivasyonunu baskilamaktadir (103).

2.11.3 Tiyamin Kaynaklart

Tiyaminden zengin dogal gida kaynaklari; tahillar, balik ve kirmizi ettir. Cogu gelismis
ve gelismekte olan iilkede ekmekler, tahillar ve bebek formulasyonlar1 tiyaminden
zenginlestirilmistir. Siit Girlinleri ve ¢cogu meyve az miktarda tiyamin igerir (7). Gidalarin 1s1

ile maruziyeti tiyamin icerigini azaltabilir. Ornegin; ekmek ham icerigine gore pisirildiginde
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tiyamin miktar1 %20-%30 oraninda azalir. Bunun sebebi tiyaminin suda ¢oziinen bir vitamin
olup 1sitma ile su igeriginin azalmasidir. Islenmis gidalarda da tiyamin miktar1 azalmaktadir
(104). Ornegin, beyaz piring tiyamin ile zenginlestirilmedigi siirece kahverengi piringteki

tiyamin miktarinin onda birine sahiptir (113).

Gidalardaki tiyamin biyoyararlanimu ile ilgili veriler sinirhidir (114).Bununla birlikte,

bazi galigmalar, alim diisiik oldugunda tiyamin emiliminin arttigin1 gostermektedir (6).

Tiyamin multivitamin/ multimineral takviyeleri igerisinde tipik yaklasik 1,5 mg
bulunur. Takviyelerde tiyaminin en ¢ok kullanilan bi¢imleri tiyamin mononitrat ve tiyamin
hidrokloriir olup tiyaminin stabil ve suda ¢oziiniir formlaridir (113). Benfotiyamin, bazi diyet

takviyelerinde kullanilan sentetik bir tiyamin tiirevidir, suda ¢6ziinmez aktif formuna viicutta

doniistir (115).
2.11.4 Tiyamin Eksikligi

Diyetten yeterli miktarda alinamamasi disinda, tiyamin eksikliginin nedenleri arasinda
alkol bagimliligi, HIV/ AIDS gibi durumlara baglh diisiik absorbsiyon veya yiiksek atilim

olmasi ve bazi ilaglarin kullanimi1 bulunmaktadir (104).

Tiyamin eksikliginin baslangic doneminde kilo kaybi, anoreksiya, kisa siireli hafiza
kaybi, konvulziyon, kas gugsuzligii gibi semptomlar goriilebilmektedir. Tiyamin eksikliginin
en erken belirtisi, mide bulantisidir. Tiyamin yetersizligindeki sindirim sistemi belirtileri;
hazimsizlik, siddetli kabizlik, mide hareketlerinde bozukluk, hidroklorik asit
sekresyonunda azalma seklindedir (116). Diisiik tiyamin dizeyi memelilerde beriberi
hastaligina yol acar. Beriberi hastaligi iki tipe ayrilmigtir: 6demle birlikte ve ani olarak
gorilen tipe kardiyovaskiler (yas ve oOdemsiz) beriberi; periferik noropati ile seyreden

norolojik (kuru) beriberidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada, DEUTF Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edilen hayatlarmm 6- 8.

haftalarinda (adolesan dénem) olan Wistar albino cinsi 30 adet erkek sigan kullanilmistir.

Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12 saat
aydmlik, 12 saat karanlk, 20-22 °C oda sicakliginda ve %40-60 nisbi nem makrocevre
kosullarinda ve standart sican kafeslerinde barindirilmistir. Hayvanlar dinlendirilmis musluk
suyu ve standart pelet yem ile “ad libitum ” beslenmistir. Caligma boyunca her giin ayni
saatte, vucut agirlik degisimlerinin belirlenmesi amaciyla, agirliklar tartilmis ve su/DSS’li
ictikleri su miktarlar1 kaydedilmistir. Farelerde kolit olusumunun saglanmasi amaciyla
kullanilan % 3 DSS (NeoFroxx, 1138GR250, Almanya) solisyonu her gun taze olarak

otoklavlanmis steril musluk suyu ile hazirlanmistir.

Deney siiresince, hayvan haklar1 ile ilgili olarak “National Institute of Health
(NIH)/ABD” tarafindan belirlenen kriterler esas alinmistir. Herhangi bir nedenle deneye
devam edemeyecek ya da deneyler bitmeden yasami sonlanacak olan denekler, deney ve

istatistik kapsamindan ¢ikarilmistir.
3.2. Dekstran Siilfat Sodyum ile Kolit Olusturulmasi

Deney protokolii yedi giin %3 DSS ile kolit olusturulmasi seklinde planlanmistir. (117-
120). Deneye baslamadan once iki adet Wistar albino erkek sigan ile 6n ¢alisma yapilmustir.
On ¢alisma sonucunda %3 DSS yedi giin kullanilarak kolit modelinin olustugu gozlenmis ve

ana deneye gecilmistir.

Gaitada gizli kan varligi, ‘Hemoccult Gizli Kan Testi’ Kiti (Hema- Screen Occult Blood
Test, Stanbio Laboratory, ABD) kullanilarak arastirilmistir. Gizli kan iceren diski, guaiac
(guaiakonik asit gibi fenolik bilesenler)’l1 test kagidina uygulandiginda hemoglobin ile guaiac
temas eder ve reaksiyonu gelistirici soliisyonun eklenmesiyle gelisen peroksidaz reaksiyonu
sonucu olusan oksijen guaiac’1 okside ederek mavi renk olusturur. Renk olusumu hemoglobin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve digkida kan bulundugunun kanitidir. Kolit olusumu,
gunliik olarak Hastalik Aktivite Indeksi (HAI) hesaplanarak degerlendirilmistir. Sakrifikasyon

sonrast kolon dokusunun histopatolojik ve immun histokimyasal incelemesi yapilmstir.
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3.3 Tiyamin Uygulamasi

Daha once sicanlarda toksik hepatit, Wernicke Korsakoft, gastrotoksisite modellerinde
tiyamin siklikla intraperitoneal ve oral gavaj teknigi ile farkli dozlarda kullanilmistir (121-
124).

Literatrde daha dnce siganlarda kolit modelinde tiyamin uygulamasina rastlanmamustir.
Bu sebeple antioksidan etkinligi acisindan daha Once farkli endikasyonlarda yapilan
uygulamalar degerlendirilerek bu ¢alismada Tiyamin Hidroklorid 600 mg/kg ( T-260-10,
Gold Biotechnology, MO 63132, USA) 21 gun sureyle oral gavaj yontemi ile uygulanmistir
(125).

3.4. Deney Protokolu

Siganlar rastgele dort gruba ayrilmis ve her grup yedi adet sigandan olusturulmustur
(Tablo 5). Deneyin ilk giiniinden baslanarak %3 DSS yedi gln sureyle igme suyuna
katilmistir. Tiyamin hidroklorid 1cc otoklavlanmis distile su ile sulandirilarak deneyin
sekizinci giiniinde baglanarak 21 giin siireyle oral gavaj ile 600 mg/kg/dozda giinde iki doz
olacak sekilde uygulanmistir. Uygulama her giin ayni saatte yapilmistir. Birinci gruba
(kontrol grubu) normal igme suyu ve oral gavaj ile 1cc (tiyamin ile esit voliimde) steril distile
su verilmistir. ikinci grubun (DSS grubu) igme suyuna yedi giin stireyle %3 DSS eklenmis ve
oral gavaj ile 1cc steril distile su verilmistir. Uglincii gruba (Tiyamin grubu) normal icme suyu
ve 600 mg/kg/dozda tiyamin hidroklorid glinde iki doz oral gavaj ile verilmistir. Dérdinci
grubun icme suyuna yedi gin sureyle %3 DSS eklenmis ve 600 mg/kg/dozda tiyamin
hidroklorid glinde iki doz oral gavaj ile verilmistir. Ratlar standart kafeslerde barindirilmas,
standart sigan yemi ile istedikleri kadar beslenmeleri saglanmistir. Deney protokoll Sekil

6’da verilmistir.
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Tablo 5: Hayvan deneyi ¢cahisma gruplari

1.Grup Kontrol Grubu (n=7) Normal igme suyu ve oral gavaj ile
distile su*

2.Grup DSS Grubu (n=7) %3 DSS + i¢me suyu ve oral gavaj ile
distile su*

3.Grup Tiyamin Grubu (n=7) Normal igme suyu ve oral gavaj ile 600

mg/kg/doz, iki doz/gin tiyamin
hidroklorid
4.Grup DSS+Tiyamin Grubu (n=7) %3 DSS + i¢me suyu ve oral gavaj ile
600 mg/kg/doz iki doz/giin tiyamin
hidroklorid

DSS: Dekstran sulfat sodyum, * Tiyamin hidroklorid ile esit miktarda distile su

3.5. Deney Hayvanlarinda YUzde (%) Viicut Agirhk Oraninmin Tespiti

Tum gruplardaki siganlarin % viicut agirligi degisimlerinin tespit edilmesi amaciyla

deney suresince her giin ayni saatte farelerin agirliklar1 6lcllerek kaydedilmistir. Siganlarin

gunlik viicut agirliklar ile deney baslamadan 6nceki agirliklar1 oranlanarak, % viicut agirlig

degisimleri giinliik olarak hesaplanmis ve kayit edilmistir. Deney boyunca her gin tim

gruplardaki fareler arasinda % viicut agirlik degisimi istatistiksel olarak degerlendirilerek,

gruplara gore farelerin % viicut agirhik degisim grafigi gizilmistir.
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3.6. Hastalik Aktivite indekslerinin Belirlenmesi

Kolitin klinik degerlendirmesi, Okayasu ve ark. (95) tarafindan gelistirilmis bir yontem

olan Hastalik Aktivite Indeksi (HAI) nin hesaplanmasi ile yapilmistir. HAI icin kullanilan her
bir parametre 0 (hasarsiz) - 4 (siddetli hasar) arasinda skorlandirilmis ve U¢ parametreye ait
skorlar toplanarak, aritmetik ortalamasi alinmistir. En yliksek skor, birey hayvan icin 4 kabul
edilmistir. Calismamizda siganlarm HAT’leri giinliik olarak hesaplanarak kayit edilmistir. HAI
skorlandirilmasi Tablo 6’da gosterilmistir (102).

Tablo 6: Sicanlarin kolit siddetini yapisal ve islevsel olarak degerlendirmek icin
kullamlan hastalik aktivite indeksi (102).

Skor Kilo kaybi Diski kivami Rektal kanama
0 Yok Normal Yok
1 %1-5 - -
2 %5-10 Yumusak Mikroskobik kanama
3 %10-20 - -
4 >9%20 Ishal Gorundr kan

3.7. Sicanlarm Kolon Agirhk ve Uzunluklarimin Olgiilmesi

Deneyin son gund (28. gin) eter anestezisi altindaki siganlarin orta hat kesileri
yapilmistir. Hayvanlarin kolon dokular tiimiiyle (¢ekumdan aniise kadar) ¢ikarilmistir. Fekal
icerik temizlenerek tiim kolon dokusunun uzunlugu ve agirlig: dlgiilerek kayit edilmistir. Tim
farelerin kolon agirlik ve uzunluklarina ait degerler istatiksel olarak degerlendirilerek gruplara

gore kolon uzunluklarina ait 6l¢tim grafigi ¢izilmistir.
3.8. Dalak Agirhginin Degerlendirilmesi

Sistemik inflamasyonun gostergesi olarak dalak agirligindaki artis hastalik siddeti ile
iliskilendirilmistir (126). Hayvanlarin degerlendirme giiniinde aseptik sartlarda dalak

cikarilmis ve agirligi 6l¢tiilmistiir.
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3.9. Kolitin Histopatolojik ve Makroskobik Degerlendirilmesi

Deneyin degerlendirilme giiniinde (28.giin), eter anestezisi altinda hayvanlarin kolonlar1

total olarak cikartilmistir. Ileocekal valv’den aniise kadar ¢ikarilan kolon dokusu % 9 tuzlu su

ile yikandiktan sonra tartilmig ve sabit yik gerimi altinda (3.2 gram) boylar1 dlglilmistiir.

Kolon uzunlamasia agilarak makroskobik skorlama yapilmis ve uzunluktaki degisiklikler

inflamasyon ile iligskilendirilmistir (126). Histopatolojik hasrlanma skorlamasi Tablo 7’de

makroskobik skorlama ve Tablo 8’de, gosterilmistir (127, 128). Geriye kalan analizler igin

kalan numuneler -80 °C’de saklanmustir.

Tablo 7: Histopatolojik Hasarlanma Skorlamasi (127, 128)

Skor Epitelyal Hiicre  infalamatuvar  Kript Hasar Goblet
Kaybi Hucre Hiicre Hasan
Infiltrasyonu
0 Etkilenme Yok  Etkilenme Yok  Etkilenme Yok  Etkilenme Yok
1 Hafif Etkilenme  Hafif Etkilenme  Kriptanin Bazal ~ Etkilenme Var
1/3 “Unde Hasar
2 Orta Diizeyde Orta Dizeyde  Kriptanin Bazal -
Etkilenme Etkilenme 2/3 “‘Unde Hasar
3 Siddetli Siddetli Kript Kaybi Var, -
Etkilenme Etkilenme Sadece Ylzeyel
Epitel Saglam
4 - - Kript Yapisi ve -
Yizeyel Epitel
Kayb1
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Tablo 8: Kolit makroskobik skorlamasi (129)

Makroskobik bulgu Skor
Mukozal lezyon yok 0
Hiperemi 6dem ufak erozyon ve 1

ilserasyon alanlar1
Yaygin ve belirgin iilserasyon ve 2

erozyon

3.9.1. Histokimyasal Incelemeler

Deneklerden almman kolon ve rektum doku oOrnekleri mikroskobik incelemeler igin
%10’luk formaldehit solisyonunda fikse edildi. Fikse edilen dokular Fikse edilen dokular
rutin histolojik doku takibi protokolii asamalarindan gegirilerek parafin bloklara gdmiildu.
Elde edilen parafin bloklardan mikrotom ile polilizin kapl lamlara Spm kalinliginda kesitler
alindi. Alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin ve PAS boyama protokolleri uygulanarak 1sik
mikroskobu altinda degerlendirme islemleri yapildi. Hematoksilen-Eozin boyamasi ile kolon
ve rektum genel morfolojik yapisi incelendi. PAS boyamasi ile kolon ve rektum yiizey epitel

ve kript goblet hiicre tespiti yapildi.

3.10. immiinohistokimyasal incelemeler

Kolon immunohistokimyasal boyamalar1 Avidinbiyotin- peroksidaz yontemi (ABC
Metodu) ile gerceklestirilmistir. Kolon doku kesitlerinin deparifizasyon igleminden sonra
kesitler azalan alkol serilerinden gegirilerek distile suya getirilmistir. Dokular dakopen ile
smirlar1 ¢izildikten sonra formaldehitin kapattigi reseptor bolgeleri agmak igin antijen
‘retrevial’ islemi ile Tripsin enzimi muamele edilip ‘Phosphate Buffer Saline’ (PBS) ile
yikandiktan sonra endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 10 dakika %3’lik Hidrojen
peroksit uygulanmistir. PBS ile yikanan kesitler 6zgiin olmayan reseptdr baglanmalari
bloke etmek icin bloklama sollisyonu ile enkiibe edildikten sonra bloklama sollisyonu

yikanmadan primer antikor TNF-a (1:50, EGMO0321, Elabscane, Almanya) ve IL- 6 (1:50,
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EGMO0380, Elabscane, Almanya) +4 C de bir gece bekletilmistir. Biyotinlenmis sekonder
antikor ve ardindan enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
(859043, Novex, USA) uygulanmistir. Immiinreaksiyonun goriiniirliigiini saglamak igin
‘3,3' Diaminobenzidine’ (DAB) (11718096001-Roche, isvigre) muamele edilerek entellan
(un 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatilmigtir. TNF-o ve IL-6 boyamasi ile kolon
dokusunda pozitif boyanma immdinreaktivitesi semikantitatif olarak, boyanma yok: 0 (-),
zayif boyanma: 1 (+), orta boyanma: 2 (++), siddetli boyanma: 3 (+++) seklinde
degerlendirilmistir (130, 131, 132).

3.10.1 TUmor Nekroz Faktér Alfa (TNF-a) ve Interlokin 6 (IL-6) Boyama Yontemi

Imunohistokimyasal boyama Avidinbiyotin- peroksidaz yontemi (ABC Metodu) ile
gerceklestirilmisgtir. 5 pm kalinliginda alinan kesitler iki gece 37 C’lik etiivde bekletildikten
sonra deparafizasyonu hizlandirmak igin bir gece 60 C’lik etiivde bekletilmistir. Daha sonra
deparafinizasyon islemi i¢in ksilolde (ksilol I-11-1II) 3 kez 20 ser dk tutulmustur. Deparifinize
edilen kesitler ikiser dakika azalan alkol (%100, %96, %80, %70) serilerinden gegirilmistir.
Dokular dehidrate edildikten sonra alkolii uzaklastirmak ic¢in bes dakika distile suda
yikanmistir. Suyu uzaklastirilan dokularin dakopen ile sinirlar ¢izilerek ‘Phosphate Buffer
Saline’ (PBS) ile yikanmistir. Ardindan formaldehitin kapattig1 reseptor bolgeleri agmak i¢in
antijen retrevial islemi ile Tripsin enzimi (1/3) muamele edilip 15 dakika 37 C’lik etlivde
bekletilmistir. PBS ile {i¢ kez yikamanin ardindan doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amactyla 10 dakika %3’liik Hidrojen peroksit uygulanmistir. Ug kez PBS ile yikanan dokular
Ozgiin olmayan reseptor baglanmalari bloke etmek i¢in bloklama soliisyonu ile 30 dakika oda
is1sinda enkiibe edilmistir. Bloklama soliisyonu yikanmadan primer antikor TNF-a ile +4 C de
bir gece bekletilmistir. Ertesi giin kesitler oda 1sisina getirildikten sonra PBS ile (¢ kez 6nce
30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor daha sonra da 30 dakika enzimle isaretli
(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (859043, Novex, USA) uygulanmustir.
Oda 1s1sinda “3,3' Diaminobenzidine’ (DAB) (11718096001-Roche, Isvigre) 1-1.5 dakika
uygulanarak imminreaksiyonun goriiniirliigii saglanmigtir. PBS ile reaksiyon durdurulduktan
‘Mayer’s Harris hematoksilen’ ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler artan alkol (%70,
%80, %96, %100) ve ksilol (ksilol I-11-111) serilerinden gegirildikten sonra entellan (un 1866,
Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatilmistir.
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3.11. Oksidatif Stress ve inflamasyonun Degerlendirilmesi
3.11.1. Biyokimyasal Degerlendirme

Tiim sicanlarin hafif eter anestezisi altinda kolon dokular: ¢ikarilmistir. Ornekler serum
fizyolojik ile temizlendikten sonra tartilmis ve ultrasonik homojenizatorde (Bandelin
Sonopuls, Almanya) fosfath tampon (PBS, pH 7.4) ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon islemleri buzla sogutulmus ortamda yapilmistir. Homojenatlar 10 000 rpm,
+4°C’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatanlar Olglimler
gerceklestirilene kadar -80°C’de saklanmistir. Doku hasarini gostermek i¢cin Malondialdehit
(MDA) seviyeleri, antioksidan durumu degerlendirmek i¢in Glutatyon (GSH) ve Glutatyon

Peroksidaz (GPx) seviyeleri ticari kitlerle kit prosediirlerine gore 6l¢iilmiistiir.

3.11.2. Enzim aktiviteleri ve Malondialdehit (MDA) diizeylerinin saptanmast

Malondialdehit degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari Kiti
ile spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmiistiir. Kitin ¢alisma yontemi kromojenik bir reaktif ile
MDA’nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline dayanmaktadir. 586 nm’de absorbans
Olgtilerek standart egrisinden MDA degerleriher sigan i¢in belirlenmistir. Elde edilen sonuclar

UM olarak ifade edilmistir.

Glutatyon ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri (T80, PG instruments, UK)
kullanilarak spektrofotometre ile Sl¢iilmiistiir. Enzim aktiviteleri hazirlanan siipernatanlardan

Olctilmiistiir.

Glutatyon seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis International, USA) kiti ile olculdi.
Kitin ¢alisma yontemi ‘chromophoric thione’ olusumu temeline dayanmaktadir. Tamponla
kanistirilan siipernatana indirgeyici ajan eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma
dontstiiriiliir. Daha sonra kromojen eklenip pH arttirilarak ‘chromophoric thione” olusturulur.
420 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak GSH konsantrasyonlart her sigan belirlendi. Sonuglar

UM olarak ifade edilmistir.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) Kiti ile
saptanmigtir. Bu kit Paglia ve Valentine'nin tanimladigi yonteme goére hazirlanmistir. GPx,

kiimen hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz ve
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NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) ¢evrilir, bu sirada
NADPH okside olarak NADP' ye doniisiir. Spektrofotometrede 340 nm'de absorbansdaki
azalma olgllerek GPx aktiviteleri belirlenmistir. Sonuglar mU/mg protein olarak ifade

edilmistir.
3.11.3. TNF a ve IL-6 seviyesinin élcimi

Dokular tartildiktan sonra eppendorf tiiplerine alinarak tizerine 1:10 hacimde PBS
tamponu eklenerek homojenize edilmistir. Homojenatlar 10000 g +4°C’de 20 dk santrif(j
edilerek TNF-a ve IL-6 icin slpernatanlar hazirlanmigtir. Siipernatanlar analiz basamagina
kadar -80°C’de saklanmustir. Supernatanlardan ELISA yontemi ile analiz planlanmustir.
Homojenatlardan ayrica protein de ¢alisilip, protein basina diisen TNF-o. ve I1L-6 duzeyleri
saptanarak Ol¢ciim standardize edilmistir. Kitlerin temininde yasanan aksakliklar nedeniyle
sitokin seviyelerinin Ol¢limil tez basimina yetismemistir. BAP sonug¢ raporunda ve yayin

asamasinda eklenecektir.(130)
3.12. istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz, SPPS 21,0 (SPSS Inc., Chicago, IL,ABD) programi kullanilarak
yapilmistir. Verilerin homojen dagilimi Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirilmistir.
Ikiden fazla grup karsilastirilmasinda verilerin homojenitesine gore Kruskal-Wallis testi veya
tek yonli varyans analizi testi (ANOVA) uygulanmistir. Bagimsiz iki grup verilerinin
karsilagtirilmasinda yine grup homojenitesine bakilmis; homojen dagilim gdsteren verilerin
karsilastirilmasinda ~ Student  t-testi, homojen  dagilim  gostermeyen  verilerin
karsilagtirllmasinda ~ Mann-Whitney U testi  kullamlmistir.  Grup  oranlarinin
karsilastirilmasinda ki-kare testi uygulanmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda elde edilen p

degerinin <0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.13. Etik Kurul Onay1

Bu deneysel calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)’nun 20.04.2016 tarihli 53 sayili karar yazis1 ile onay

almistir.
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4. BULGULAR

4.1.Sicanlarda Viicut Agirhg: Yiizde (%) Degisimine Ait Bulgular

Deney siiresince gruplara gore siganlarin viicut agirliklarindaki ylizde degisimler Sekil
7’de ve Tablo 9’da gosterilmektedir. Olgiimler sonucunda deneyin dordincii giiniinde DSS
uygulanan gruplarin uygulanmayan gruplara gore viicut agirliginda azalma oldugu gozlendi
(p<0.001). Deney suresince ilk 14 gun icinde DSS grubu ile DSS+ tiyamin grubu arasinda
viicut agirliklar1 ylizde degisimleri agisindan farklilik gézlenmezken 14. giiniinde sonra DSS+
tiyamin grubunda kilo alim hizinda belirgin artis oldugu gozlenmistir (p=0.030).Sakrifikasyon
giiniinde DSS+ tiyamin grubunun % viicut agirligi artist DSS grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur (p=0.008). Kolit modeli olustuktan sonra DSS+tiyamin grubundaki % viicut
agirlik artig1 kontrol grubu ve tiyamin grubuna gore deneyin son giiniine kadar daha azdir
(p<0.001). Deneyin son giiniinde gruplar arasinda yapilan viicut agirhgr % degisimi

degerlendirildiginde tiyamin grubundaki viicut agirligi artisinin kontrol grubuna goére daha

fazla oldugu gozlenmistir (p=0.002).
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Sekil 7: Sicanlarda DSS ve tiyamin uygulamasi sonrasi gruplar arasi giinlere gore yiizde
agirhk degisimi
Veriler ortalama * Standart sapma olarak verilmigtir. DSS: Dekstran siilfat sodyum, (a)l4.ginde DSS ve

DSS+tiyamin gruplar arasinda viicut agirhigi farki (p=0.030) (b) 28. Giin kontrol ve tiyamin gruplar arasinda

viicut agirlig: fark: (p=0.002)
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Tablo 9 : Gruplara gore Sicanlarin Yiizde Viicut Agirhgi Degisimi

Gruplar 1.gun 7.gun 14.gun 21.gun 28.gun
Kontrol 100.00£0.00* 123.57+3.86 153.43+7.89 176.14+10.41  187+12.06

118-129° 141-166 163-191 170-204

Tiyamin 100.00+0.00 122.00+3.95 153.29+5.82 182.29+11.33 214.29+13.51
119-130 148-165 170-203 194-238

DSS 100.00£0.00 95.86+4.59  86.14+5.78 104.14+9.61 126.86+9.94
93-106 81-95 95-120 112-139

DSS+Tiyamin 100.00£0.00 95.00+7.30  97.14+6.96  123.71+8.07 149.29+12.88
90-111 89-109 113-136 135-172

DSS: Dekstran Sulfat Sodyum, (a)Ortalamastandart sapma, (b)En diisiik-En yiksek

4.2. Gruplar Arasi Hastahk Aktivite indeksinin Degerlendirilmesi

Gruplara gore sicanlara DSS uygulamasini takiben 28 giin boyunca giinliik olarak
hesaplanan HAI skorlar1 Tablo 10°da, Tablo 11°de ve Sekil 8°de dzetlenmistir. HAI nin kolit
olusumu ile birlikte belirgin olarak yiikseldigi tespit edilmistir. DSS uygulamasini takiben
kolit olusturulan gruplar ile kontrol ve tiyamin gruplarinin HAI skorlar karsilastirildiginda

farklilik gO0zlenmistir (p<0.001).

Giinliik degerlendirilen HAI skorlarmin haftalik ortalama degerleri DSS grubu, DSS+
tiyamin uygulanan grup ile karsilastirildiginda birinci hafta (p=0.556) HAI skorlar1 arasinda
farklihk saptanmamustir. Ikinci hafta (p=0.011), iiciincii hafta (p=0.005) ve dordiincii hafta
(p<0.001) HAI skorlar1 arasinda farklilik mevcuttur. DSS grubu ile DSS+ tiyamin uygulanan
gruplarin  7.giin, 14.giin, 21.giin ve 28.giin HAI skorlar1 karsilastirildiginda 7.giinde
(p=0.210), 14.gin (p=0.068) ve 21.gunlerde (p=0.064) farklilik saptanmamuistir. 28.gunde
(p=0.037) farklilk mevcuttur. HAI skorunun 1-4 arasinda seyrettigi giin sayisi
degerlendirildiginde DSS grubunda ortalama 16.14+1.21(min:14 mak:17) DSS+tiyamin
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uygulanan grupta ise ortalama 12.14+2.54 (aralik: 9-16) olarak saptanmistir. Bu iki grup

arasinda HAI’nin 1-4 arasinda seyrettigi giin sayis1 agisindan fark gdzlenmistir (p=0.005).
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Sekil 8: Hastalik aktivite indeksinin gruplar arasi karsilastirilmasi
DSS: Dekstran silfat sodyum, Veriler ortalama + Standart sapma A. Haftalik hastalik aktivite indeksi

(HAI) ortalamalarina gére, () p=0.011, (b) p=0.005, (c) p=0.001, B. Giinlere gire Hastalik aktivite indeksi
(HAD) (d) p=0.037.
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Tablo 10: Gruplara gore hastahk aktivite indeksi (HAT)

Gruplar 1.gUn 7.gun 14.gun 21.gUn 28.gUn
Kontrol 0.00+0.00? 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Tiyamin 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
DSS 0.00+0.00 2.750.56 2.57+0.41 1.04+0.35 0.56+0.24
1.66-3.33° 2.00-3.00 0.66-1.66 0.00-0.66
DSS+Tiyamin 0.00+0.00 2.09+0.95 1.85+0.81 0.75+0.25 0.18+0.32
0.66-3.33 0.66-3.00 0.66-1.33 0.00-0.66

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum, (a)Ortalamazstandart sapma, (b)En diistik-En yliksek

Tablo 11 : Gruplara gore haftahk ortalama hastalik aktivite indeksi (HAT)

Gruplar 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
Kontrol 0.00+0.00% 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Tiyamin 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
DSS 0.54+1.06 3.03+0.32 1.67+0.45 0.59+0.07
0.00-2.76° 2.57-3.38 1.04-2.33 0.57-0.76
DSS+Tiyamin 0.63+0.87 2.54+0.40 0.95+0.28 0.28+0.82
0.00-2.09 1.85-2.90 0.52-2.52 0.19-0.43

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum, (a)Ortalamazstandart sapma, (b)En diistik-En yliksek
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4.3. Sicanlarda Ishal, Rektal Kanama ve Odem Olusumuna Ait Bulgular

Deney siiresince tiim gruplardaki si¢anlarin gaita kivami giinliik olarak gozlemlenmistir.
DSS grubundaki siganlarin gaita kivamlar1 degerlendirildiginde; birinde (%14.3) DSS
uygulamasinin tigiincii giiniinde, ligiinde (%42.9) dordiincii giinlinde, ikisinde (%28.6) besinci
guninde, birinde yedinci giiniinde (%14.3) gaita kivamimin yumusamaya basladigi
g6zlenmistir. DSS+ tiyamin grubunda ise DSS uygulamasinin dordiincii giiniinde bir siganda
(%14.3), besinci giiniinde dort sicanda (%57.1), altinci giiniinde ise iki siganda (%28,6) gaita
kivaminin yumusamaya bagladigi goriilmustiir. Bu iki grubun gaita kivaminda yumusamanin
bagladig1 giinler karsilastirildiginda farklilik olmadigr goézlenmistir (p=0.209). Kontrol ve

tiyamin gruplarinda ise gaita kivaminda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.

DSS uygulanan gruplarin gaita kivam degisiklik siireleri degerlendirildiginde DSS
uygulanan gruptaki bir siganin (%14.3) gaita kivamimin 23. giinde normale dondiigi geri
kalan alt1 sicanin (%85.7) deneyin son giinii olan 28. giinde gaita kivaminin normale
donmedigi gézlenmistir. DSS+ tiyamin grubundaki siganlarin ise igiiniin (%42.9) 22. giinde,
birinin (%14.3) 24. gunde, birinin (%14.3) 24. giinde normale dondiigii geriye kalan iki
sicanin (%28.6) ise deneyin son guni olan 28. giinde gaita kivaminin normale donmedigi
gozlenmistir. DSS grubunun, DSS+ tiyamin grubuna gore gaita kivam degisikliginin daha

uzun siire devam ettigi saptanmistir (p=0.037).

Kolitin Klinik bulgularindan bir digeri olan kanli digkilama DSS ile kolit olusturulan
gruplarda degerlendirildiginde, DSS grubundaki siganlarin birinde (%14,3) besinci giinde,
dordiinde (%57.1) altinct ginde, ikisinde (%28.6) yedinci ginde gaitada gizli kan
saptanmigtir. DSS+ tiyamin grubundaki si¢anlarin ikisinde (%28.6) altinci giinde, {iglinde
(%42.9) yedinci glnde, birinde (%14.3) dokuzuncu gunde ve birinde (%14.3) 11. gunde
gaitada gizli kan pozitiflesmistir. Bu iki grup arasinda gaitada gizli kanin pozitifliginin
basladigi gilin agisindan farklilik saptanmamistir (p=0.066). DSS grubundaki siganlarin
birinde (%14.3) makroskobik kanama gelismemis olup geri kalan alti sicanin dordiinde
(%57.1) yedinci giinde, ikisinde (%28.6) sekizinci giinde makroskobik kanama gozlenmistir.
DSS+ tiyamin grubundaki sicanlarin ikisinde (%28.6) makroskobik kanama gdzlenmemis
olup birinde (%14.3) yedinci glnde, birinde (%14.3) sekizinci ginde, ikisinde (%28.6)

dokuzuncu giinde, birinde (%14.3) onuncu giinde makroskobik kanama saptanmistir. Bu iki
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grup makroskobik kanama gelisimi agisindan karsilastirildiginda farklilik gézlenmemistir
(p=0.391). Gaitada kanamanin devam ettigi giin sayis1 karsilastirildiginda, bu iki grup
arasinda farklilik gézlenmemistir (p=0.520). Kontrol ve tiyamin grubunda ise gaitada kan

deney slresince gbzlenmemistir.

Kolitin klinik degerlendirmesinde kullandigimiz bulgulardan bir digeri olan rektal
6dem tim gruplar i¢in giinlik gozlemlenmis ve kayit edilmistir. DSS ile kolit olusturulan
sicanlar degerlendirildiginde, DSS grubundaki sicanlarin hepsinde rektal 6dem geligmis olup
ortalama 5.29+0.95 giinde olustugu gozlenmistir. DSS+ tiyamin grubunda da benzer sekilde
tiim sicanlarda rektal 6dem geligmis olup ortalama 6.43+1.39 giinde gozlenmistir. Bu iki grup
arasinda rektal 6dem gelisim zamani karsilastirildiginda farklilik saptanmamistir (p=0.110).
Rektal ddemin DSS grubunda DSS+tiyamin grubuna gore daha uzun sire devam ettigi

saptanmustir (p=0.042).

4.4. Dalak Agirhklarimin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Tiim siganlarin dalak agirliklar1 deneyin son giinii, sakrifikasyon sonrasinda 6l¢iilmiis
ve kayit edilmistir. Elde edilen veriler Tablo 12°de ve Sekil 10°da 6zetlenmistir. Tiim gruplar
karsilagtirildiginda kontrol grubu ile tiyamin grubu ve DSS+ tiyamin grubu dalak agirliklar
arasinda farklilik saptanmamustir (sirastyla p=0.456, p= 0.749).

DSS grubunun dalak agirliginda kontrol grubuna gore artis mevcuttur (p=0.045). Yine
benzer sekilde DSS grubunun dalak agirliginda tiyamin grubuna gore artig gorilmiistiir
(p=0.024). DSS grubu ile DSS+tiyamin grubu karsilagtirmasinda ise DSS grubunun dalak
agirhiginin belirgin sekilde artmis oldugu goriilmektedir (p=0.035).
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Sekil 9 : Gruplar arasi dalak agirhik karsilastirilmasi

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum, veriler ortalama + Standart sapma olarak verilmistir. (a)Kontrol grubuna gére
(p=0.045), (b) Tiyamin grubuna gére (p=0.024), (c) DSS+tiyamin grubuna gére (p=0.035).

4.5. Kolon Uzunluk ve Agirlik Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Deneyin 28. glninde tim siganlar sakrifiye edildikten sonra ¢gekumdan itibaren kolon
rektum dahil olmak (zere g¢ikarilarak uzunluk ve agirlik Olgiimleri yapilmistir. Deney
gruplarina ait kolon rektum uzunluk dlglimlerine ait veriler Tablo 12°de ve Sekil 11°de, kolon
agirlik olgtimlerine ait veriler ise Tablo 12 ve Sekil 12°de belirtilmistir. Kolon dokularinin
uzunluk 6lcimiinde; DSS grubunda kontrol grubuna goére (p<0.001) ve tiyamin grubuna gore
(p<0.001) azalma oldugu saptanmistir. DSS grubu, DSS+ tiyamin grubu ile
karsilastirildiginda  (p=0.008) kolon uzunlugunun belirgin kisa oldugu goriilmektedir.
DSS+tiyamin grubu ile kontrol grubu arasinda kolon uzunluk farki gézlenmezken (p=0.345),
tiyamin grubuna gore (p=0.032) kolon uzunlugunun kisa oldugu saptanmistir. Deney
gruplarina ait kolon agirlik dl¢iimiinde; DSS grubunda kontrol grubuna gore (p<0.001) ve
tiyamin grubuna gore (p<0.001) azalmis oldugu saptanmistir. DSS grubu, DSS+tiyamin grubu
ile karsilagtinldiginda (p<0.001) kolon agirhiginda azalma oldugu goriilmektedir.
DSS+tiyamin grubu ile kontrol ve tiyamin gruplar1 arasinda kolon agirligi agisindan farklilik

gbzlenmemistir.
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Sekil 10 : Gruplara gére kolon uzunluk élgimleri

(A) Kontrol grubu (B) Tiyamin grubu (C) Dekstran grubu (D) Dekstran ve Tiyamin grubu
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Sekil 11 : Gruplar arasi kolon uzunlugu karsilastirmasi,

DSS: Dekstran siilfat sodyum (a) DSS grubu ile kontrol ve tiyamin gruplari arasinda p<0.001, (b) DSS grubu ve
DSS+tiyamin uygulanan grup arasinda p=0.008, (c) DSS+tiyamin grubu ile kontrol grubu arasinda p=0.345,
(d) DSS+tiyamin grubu ile tiyamin grubu arasinda p=0.032.
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Sekil 12: Gruplar arasi kolon agirhgi karsilastirmasi
DSS: Dekstran siilfat sodyum (a) DSS grubu ile kontrol ve tiyamin gruplar: arasinda p<0.001, (b) DSS
grubu ve DSS+tiyamin grubu arasinda p<0.001
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Tablo 12: Gruplar gore kolon uzunlugu, kolon agirhg ve dalak agirh@ ol¢iim
degerleri

Denek sayist  Kolon Uzunlugu  Kolon Agirhg Dalak
(n) (cm) (gr) Agirhg
(gr)
Kontrol 7 31.78+4.402 5.14+0.17 1.34+0.14
28.00-33.50° 4.88-5.42 1.07-1.52
Tiyamin 7 33.50+2.94 5.27+0.60 1.29+0.31
28.00-37.50 4.17-5.99 0.80-1.71
DSS 7 22.71+1.79 3.04+0.19 1.85+0.42
21.00-26.00 2.73-3.32 1.32-2.56
DSS+ Tiyamin 7 28.57+4.47 3.04+0.19 1.32+0.36
21.50-35.00 2.73-3.32 0.90-1.92

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum, (a)Ortalamazstandart sapma, (b)En diistik-En yiliksek

4.6. Kolitin Histopatolojik Degerlendirilmesi
4.6.1. Histolojik Hasarlanma Skorlamast

Histolojik incelemede kolon yapisinda degerlendirilen parametreler epitelyal hiicre
kaybi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre hasari, kript hasar1 ve hasarin yayginligi
seklinde skorlama yapilmustir (127, 128).Histolojik skorlama sonucunda DSS grubunda
olusan doku hasari1 diger gruplar ile karsilastirildiginda artmis oldugu bulundu (p<0.001).
Tiyamin+DSS grubunda histolojik skor DSS grubuna gore azaldig: tespit edildi (p<0.001).

Kontrol ve tiyamin grubu arasinda herhangi bir fark saptanmadi (p=0,142).
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Sekil 13 : Gruplara gore epitel hiicre hasar1 skorlamasi,
DSS: Dekstran Siilfat Sodyum (a)Kontrol grubuna gore farkly (p<0.001), (b) DSS grubuna gore farkl
(p<0.001)

Inflamatuvar Hiicre Hasar1

T

Kontrol Tiyamin DSS DSS+Tiyamin

Sekil 14 : Gruplara gore epitel hiicre hasari skorlamasi
DSS: Dekstran Siilfat Sodyum (a)Kontrol grubuna gére farkli (p<0.001), (b) DSS grubuna gore farkh
(p<0.001).
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Goblet Hiicre Hasarl
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Sekil 15: Gruplara gore goblet hiicre hasar: skorlamasi
DSS: Dekstran Siilfat Sodyum (a)Kontrol grubuna gorve farkli (p<0.001), (b) DSS grubuna gére farkli
(p<0.001).

Kript Hasar

Kontrol Tiyamin DSS DSS+Tiyamin

Sekil 16 : Gruplara gore kript hasar1 skorlamasi

DSS: Dekstran Silfat Sodyum (a)Kontrol grubuna gore farkli (p<0.001), (b) DSS grubuna gére farklh
(p<0.001).
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Toplam Histolojik Skor

Ortalama Skor

T

Kontrol Tiyamin DSS DSS+Tiyamin

Sekil 17 : Gruplara gore toplam histolojik skorlama
DSS: Dekstran Siilfat Sodyum (a)Kontrol grubuna goére farkli (p<0.001), (b) DSS grubuna gore farkh
(p<0.001).

4.6.2. Kolonun Hematoksilen-Eozin ile Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eozin boyama yontemiyle, kolon ve rektum morfolojik yapilar
degerlendirilmistir. Kolon ve rektum epitelyal hiicreleri ve goblet hiicreleri, kript yapisi,
inflamatuvar hicre infiltrasyonu, lenf nodu, Tunika mukoza, Tunika muskularis mukoza,

Tunika submukoza, Tunika Seroza/Adventisya tabakalari incelenmistir.

Kontrol Grubu: Doku Kesitleri incelendiginde, kolonun genel morfolojik yapisi normal
izlenmistir. Kolon mukoza yapis1 normal olup epitel yapis1 devamlilik gostermektedir. Kript
yapilar1 ve goblet hiicreleri normal, kriptler arasi lamina propria olduk¢a ince yapida

izlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18 : Kontrol grubuna ait bir sicanin kolon histolojik (H&E) géruntuleri

(A: 4x, B: 10x, C: 20x, D: 40x) gosterilmektedir. Gorlntulerde (A-D), kolon genel morfolojik yapisi normal
goriilmekte olup siyah yildiz (%) yaygin goblet hiicrelerine sahip kript yapisini, kirmizi ok ( =# ) devamlilik
gosteren tek kath prizmatik yiizey epitelini, sari yidiz () kriptler arasi ince lamina propria yapisini

gostermektedir.

Dekstran Sulfat Sodyum Grubu: Doku kesitleri incelendiginde, kolon doku
orneklerinde siddetli epitelyal hiicre hasar1 mevcut olup yiizey epitelinin devamliligi
bozulmustur. Lamina epitelyaliste siddetli inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenmistir. Ayni
zamanda mukozada kript yapilart mevcut olup sayilar1 6nemli derecede azalmistir. Kriptler
arast lamina propriada 6dem izlenmistir. Birgok alanda muskuler tabakadan mukoza
tabakasina uzanim gosteren mononiikleer hiicre topluluklari tespit edilmistir. Ayrica siddetli
mukoza ve goblet hiicre kaybi, mukozada ve submukozada siddetli konjesyon alanlari

gozlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19: Dekstran sulfat sodyum grubuna ait bir sigamin kolon histolojik (H&E)
gorantaleri
(A: 4x, B: 10x, C: 20x, D: 40x) gosterilmektedir. Goriintillerde (A-D), kurmizi ok (—=#) epitelyal hiicre

hasarim gostermektedir. Siyah ok (=) konjesyon alanlari gostermektedir. Sari yildiz () inflamatuvar hiicre

topluluklarini gostermektedir.

Tiyamin Grubu: Doku kesitleri incelendiginde, kontrol grubuna yakin histomorfolojik
oOzellikler izlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20 : Tiyamin grubuna ait bir sicamin kolon histolojik gortntuleri

(H-E) (A: 4x, B: 10x, C: 20x, D: 40x) gosterilmektedir. Goriintilerde (A-D), kirmizi ok (=% ) tek kath
prizmatik ylzey epitelin, siyah ok (=) kript goblet hiicrelerini, siyah yildiz (x) normal kript yapisun, sart yildiz
() kriptler arasi ince lamina propria yapisimi, mavi ok (=#) T. muskularisin normal morfolojik yapisini

gOstermektedir.

Dekstran Sudlfat Sodyum+ Tiyamin grubu: Doku kesitleri incelendiginde, yiizey
epitelinin bir¢cok alanda devamlilik gosterdigi, kript ve yiizey epiteli goblet hiicre yapilarinin
kontrol grubuna benzer 0zellik gosterdigi tespit edilmistir. Kriptler arasi lamina propriada
hafif 6dem gozlenmistir. inflamatuvar hiicre infiltrasyonu belirgin azalmis olup mononiikleer
hiicre topluluklar1 izlenmemistir. Mukozada ve submukozada konjesyon gdzlenmemistir.

(Sekil 21).
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Sekil 21: Dekstran sulfat sodyum+ tiyamin grubuna ait kolon histolojik (H&E)

goriantaleri

(A: 4x, B: 10x, C: 20x, D: 40x) gosterilmektedir. Goruntllerde (A-D), kirmizi ok (< ) tek katli prizmatik
ylzey epitelini, mavi ok (=) T. muskularisin normal morfolojik yapisin siyah yildiz () yaygin goblet hiicresine
sahip kript yapisini gostermektedir (K:Kript). Sari yildiz () kriptler arasi ince lamina propria yapisini
goOstermektedir.

4.6.3. Rektum Orneklerinin Hematoksilen-Eozin ile Degerlendirilmesi

Kontrol grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum morfolojik yapist normal
bulunmustur. Yiizey epiteli saglam ve devamlidir. Derin kript yapisi, kript ve ylizey epiteli
yaygin goblet hiicreleri mevcuttur. Normal anorektal ge¢is gdzlenmistir. Yer yer inflamatuvar

hiicreler goriilmiis, lenf nodu izlenmemistir. (Sekil 22).
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Sekil 22: Kontrol grubuna bir si¢ana ait rektum histolojik (H&E) géruntileri

(A: 4x, B: 10x) gostermektedir. Gorintllerde (A-B), siyah ok (=) rektumun tek katl prizmatik yiizey

epitelini, kirmizi ok (=% ) anorektal gecisi gostermektedir.

Dekstran Sulfat Sodyum Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektumda yaygin yizey
epitel hasar1 ve kaybi, goblet hiicresi ve kript kaybi tespit edilmistir. Mukozada ve

submukozada siddetli 6dem gdzlenmistir. Submukozada yogun lenf nodlar1 izlenmistir. (Sekil

23).

!# ——..—- %

Sekil 23: Dekstran stlfat sodyum grubuna ait bir sicanda rektum histolojik (H&E)

goéruntuleri

(A: 4x, B: 10x) gostermektedir. Goruntilerde (A-B), siyah ok (=) yiizey epitel kaybini, kirmizi ok (<% )

kript kaybini, sart yildiz () T. mukozada yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu gostermektedir.

Tiyamin Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum yapisinin normal, anorektal

gecis ve rektum ylizey epitelinde devamli oldugu tespit edilmistir. Kript yapisi ve kriptler
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aras1 stromada o©6dem gozlenmemistir. Mukoza ve submukozda inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu izlenmemistir. Lenf noduna rastlanmamistir (Sekil 24).

i~

A B

Sekil 24: Tiyamin grubuna ait bir sicanda rektumun histolojik (H&E) gorintuleri
(A: 4x, B: 10x) gostermektedir. Gorintilerde (A-B), kirmizi ok (=& ) anorektal gegisi, sivyah yildiz (*)

derin kript yapilarimi géstermektedir.

Tiyamin+ Dekstran Silfat Sodyum Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum
yuzey epitelinin birgok alanda devamlilik gosterdigi lamina propriada hafif 6dem ve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu oldugu gozlenmistir (Sekil 25).

Sekil 25: Tiyamin +DSS grubuna ait bir sicamin rektum histolojik (H&E)

gorantaleri

(A: 4x, B: 10x) gosterilmektedir. Goruntilerde (A-B), Kirmizi ok (=¥ ) ylzey epitelini gdstermektedir. Siyah ok
(=) derin kript yapisini gostermektedir.
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4.6.4. Kolonun Periyodik- Asit Schift (PAS) Degerlendirilmesi

Kontrol grubu: Doku kesitleri incelendiginde kolon mukozasinda yiizeyel Kkript ve

goblet hiicreleri yogun ve olagan sekilde izlenmistir.

Dekstran Sulfat Sodyum grubu: Doku kesitleri incelendiginde kolon mukozasi yiizey

epitelinde ve kriptlerde siddetli goblet hiicre hasari ve sayica belirgin bir azalma gozlenmistir.

Tiyamin Grubu: Doku kesitleri incelendiginde kolon mukozasi yiizey epitelinde ve

kriptlerde goblet hiicresi yogunlugu kontrol grubu ile benzer izlenmistir.

Tiyamin+ Dekstran Sulfat Sodyum Grubu: Doku Kesitleri incelendiginde kolon
mukozas1 yiizey epitelinde ve kriptlerde goblet hiicrelerinde artis ve kontrol grubuna yakin

goriiniimde oldugu izlenmistir.

4.6.6. Rektum Peryodik-Asit (PAS) Boyama Degerlendirilmesi

Kontrol Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum yiizey epiteli ve kript goblet

hiicreleri yogun gozlenmistir.

Dekstran Sulfat Sodyum Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum yiizey epitel ve
kript kayb1 izlenmistir. Goblet hiicre hasar1 artig1 ve miktar1 azaldig: tespit edilmistir (Sekil
26). Siddetli yiizey epitel kaybi, lamina propriada yogun inflamasyon, subkriptlerde

inflamatuvar hiicre y1gilmalari, muskularis mukoza hasari tespit edilmistir.

Tiyamin Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum yiizey epitel ve kript goblet

hiicre yapisi ve sayisi kontrol grubuna yakin izlenmistir.

Tiyamin+ Dekstran Silfat Sodyum Grubu: Doku kesitleri incelendiginde rektum
ylzey epitel devamlilik gostermektedir. Yiizey epiteli ve kript goblet hiicre miktar1 artigi

izlenmistir.
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Sekil 26: Gorintulerde kolon dokusu histolojik PAS géruntileri
(A,C,E,G 4x, B,DF,H: 20x) gosterilmektedir. Goriintilerde (A,B,E-H), siyah ok (=#) yogun goblet hiicrelerini,

(D), kirmizi ok (< ) sayica azalan goblet hiicrelerini gostermektedir.
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Sekil 27: Rektum dokusu histolojik PAS goruntuleri
(A-D: 10x) gostermektedir. (A) Kontrol grubu, (B) Desktran sulfat sodyum grubu, (C) Tiyamin grubu (D)

Dekstran siilfat sodyum+tiyamin grubuna ait gérintulerdir. Goruntllerde (A,D), kirmizi ok (=¥ ) devamlilik
gosteren yizey epitelini, (A,C), siyah ok (=) yogun goblet hiicrelerini, (A,C,D), siyah yildiz (*) derin kript
yapuarini, (B), acitk mavi ok (=) Kript yapisinda sayica az goblet hiicrelerini, sari yildiz () submukozada

yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu, koyu mavi ok (=), mukoza kaybini géstermektedir.

4.7. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

4.7.1. Tumor Nekroz Faktor alfa Boyama Degerlendirilmesi

Deneklerden elde edilen kolon kesitlerinde pozitif hiicre TNF alfa boyanma derecesi
semikantitatif olarak, boyanma yok: 0 (-), zayif boyanma: 1 (+), orta boyanma: 2 (++),
siddetli boyanma: 3 (+++) degerlendirilmistir (130, 131).

Tim gruplarin istatistiksel karsilastirilmasinda; DSS grubunda siddetli pozitif hiicre
TNF-a aktivasyonun kontrol grubuna gore arttigi gozlenmistir (p<0,0001). DSS+ tiyamin
grubunda pozitif hicre TNF-a aktivasyonun DSS grubuna gore azaldigi saptanmistir
(p<0,0001). Tiyamin grubunda pozitif hiicre TNF-o aktivasyonun kontrol grubuna goére farkl
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olmadig1 goriilmiistiir (p= 0.530, p>0.05). Tiyamin grubu ile DSS+ tiyamin arasinda grubu
fark saptanmamustir (p=0,872, p>0,05).
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Sekil 28: Gruplar aras1 Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ‘mn immiinohistokimyasal

degerlendirilmesi

DSS: dekstran silfat sodyum, (a)Kontrol grubuna gore artmis(p<0,0001), (b) DSS grubuna gore azalmistir
(p<0,0001).

4.7.2. IL-6 Boyama Degerlendirilmesi

Deneklerden elde edilen kolon kesitlerinde pozitif hiicre IL-6 boyanma derecesi
semikantatif olarak, boyanma yok: 0 (-), zayif boyanma: 1 (+), orta boyanma: 2 (++), siddetli
boyanma: 3 (+++) seklinde degerlendirilmistir (131, 132).

Tiim gruplar arasinda istatiksel olarak pozitif hiicre IL-6 aktivasyonu agisindan, DSS
grubu ile kontrol, tiyamin ve DSS+ tiyamin gruplarn karsilastirildiginda, DSS grubunda
protein ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir (sirasiyla p<0,0001, p<0,0001). DSS+
tiyamin grubu ile kontrol ve tiyamin gruplar1 arasinda ise istatistiksel fark saptanmamigtir
(swrastyla, p=0.530, p=1.000). DSS+ tiyamin grubu, DSS grubu ile karsilastirildiginda ise DSS

grubuna gore azalma gozlenmemistir (p<0.001).
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Sekil 29: Gruplar arasi Interlokin-6 (IL-6)’mmn immunohistokimyasal

degerlendirilmesi
DSS: Desktran siilfat sodyum, IL-6: Interickin 6, (a) Kontrol grubuna gére artmis(p<0,0001), (b) DSS grubuna
gore azalmis(p<0,0001).
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Sekil 30: Kolon kesitlerinin histolojik TNF-alfa gortntuleri

DSS: Dekstran siilfat sodyum, (A-D: 20x) gosterilmektedir. Gorlntilerde (B), sart yildiz () inflamatuvar hiicre
toplulukiar, (B,D), kurmizi ok (=) pozitif hiicre TNF alfa aktivasyonunu, (A,C), siyah yildiz (*) kript yapilarin
gostermektedir. Kolon kesitlerinin histolojik IL-6 géruntilerinde (E-H: 20x),(F,H), siyah ok (=) pozitif hiicre
IL-6 aktivasyonunu, (E,G), siyah yildiz (%) kript yapilarini gostermektedir.
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4.8. Oksidatif Stress ve inflamasyonun Degerlendirilmesi

4.8.3. Kolon Dokusu Malondialdehit (MDA) degerleri

Tim gruplarin MDA degerleri Tablo 13’de, ortalama MDA sonuglar1 Sekil 31‘de
gosterilmektedir. DSS grubunun MDA degerleri kontrol ve tiyamin gruplarina gore yliksek
bulunmustur (p<0.005). DSS+ tiyamin grubunda MDA degerleri DSS grubuna gore diisiik
bulunmustur (p=0.002). Tiyamin grubunda MDA degerleri DSS grubuna gore diisiik

bulunmustur (p=0.005). Kontrol ve tiyamin gruplar1 arasinda farklihik bulunmamistir
(p>0.05).
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Sekil 31: Gruplar aras1 Malondialdehit (MDA) seviyelerinin karsilastirilmasi
DSS: Dekstral siilfat sodyum (a) Kontrol ve tiyamin gruplarmma gore farkli(p<0.005), (b) DSS grubuna gore

farkli (p=0.005).

4.8.4. Kolon Dokusu Glutatyon (GSH) degerleri

Tim gruplarin GSH degerleri Tablo 13’de, ortalama GSH sonuglar1 Sekil 32’de
gosterilmektedir. DSS grubunda GSH degerleri kontrol ve tiyamin gruplarina goére diisiik
bulunmustur (p<0.005). DSS+ tiyamin grubunda GSH degerleri DSS grubuna gore yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Tiyamin grubunda GSH degerleri DSS grubuna gore yiiksek

bulunmustur (p=0.002). Kontrol ve tiyamin gruplar1 arasinda fark bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil 32 : Gruplar arasi Glutatyon(GSH) seviyelerinin karsilastirilmasi
DSS: Dekstral siilfat sodyum (a)Kontrol ve tiyamin gruplarmma gére farkli (p<0.005), (b) DSS grubuna farkl

(p<0.05).

4.8.5. Kolon Dokusu Glutatyon Peroksidaz (GPx)Degerleri

Tim gruplarin GPx degerleri Tablo 13’de, ortalama GPx sonuglari Sekil 33’de
gosterilmektedir. DSS grubunda GPx degerleri kontrol ve tiyamin gruplarina gore diisiik
bulunmustur (p<0.05). DSS+ tiyamin grubunda GPx degerleri DSS grubuna gore yiiksek
bulunmustur (p=0.007). Tiyamin grubunda GPx degerleri DSS grubuna gore yiiksek

bulunmustur (p=0.002). Kontrol ve tiyamin gruplar1 arasinda fark bulunmamaistir (p>0.05).
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Sekil 33: Gruplar arasi Glutatyon peroksidaz (GPx) seviyelerinin karsilastirilmasi
DSS: Dekstran siilfat sodyum, (a)Kontrol ve tiyamin gruplarina gore anlaml olarak farkli (p<0.05), (b) DSS

grubuna gore anlaml olarak farkli (p=0.007).

Tablo 13: Gruplar aras1 Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH), Glutatyon

Peroksidaz (GPx) seviyeleri

Grup MDA (uM) GSH (uM) GPx (mU/mg pr)
Kontrol 0.33+0.022 236.43 + 8.40 31.59 +6.13
Tiyamin 0.32+0.08 223.66 +17.47 36.52 +£5.37

DSS 0.58 = 0.07 17140+ 3.21 11.30 + 2.97
DSS+Tiyamin 0.28 +0.03 207.35+7.78 32.29 +5.06

DSS: Dekstran siilfat sodyum, (a)Ortalamazstandart sapma
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9. TARTISMA

Gunimuzde inflamatuvar bagirsak hastaliklarimin tedavisinde kullanilan gegerli
immunsupresif ve antiinflamatuvar tedavilerle uzun siireli remisyonu saglamak her zaman
mimkin olmamaktadir (119). Farmakolojik ve cerrahi tedavi secenekleri, infeksiyon,
perforasyon, inat¢1 rektal kanama gibi ciddi yan etki ve komplikasyonlara neden
olabilmektedir (133). Bu nedenle, daha etkin ve giivenli tedavi seceneklerinin gelistirilmesine
yonelik arastirmalara ihtiya¢ vardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda alisin (134),
kardomonin (135), boehmeria niva (136), kizilcik (137), askorbik asit (126) gibi bitkisel
bilesenlerin ve vitaminlerin IBH siddetini azaltic1 antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin
olduguna gOstermektedir. Arastirmacilar sulfazaline benzer etkilere sahip bazi ilag ve

tirtinlerin kullanilabilecegini savunmaktadir (138, 139).

IBH patogenezinin anlasilmasina ve yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine yonelik
birgok hayvan modeli gelistirilmistir (97, 140). Hayvan ¢alismalarinda kolit modelleri DSS,
2,4,6-trinitrobenzen silfonik asit, asetik asit ve karregeean gibi kimyasallarin uygulanmasiyla,
transgenik ve “knock out” gibi genetik degisikliklerle olusturulabilmektedir (141, 142). DSS
ile olusturulan kolit modeli, deneysel olarak ilk kez kullanilmaya baslandigi 1990’11 yillarin
baslarindan bu yana insanlarda goriilen UK hastaliginin pek cok klinik ve histopatolojik

bulgusunu yansitmasi nedeniyle sik tercih edilmektedir (102).

DSS ile olusturulan kolit modeli, DSS konsantrasyonu da dahil olmak tzere (genellikle
%1 -%5), uygulama siiresi ve siklig1 (akut veya kronik), molekiil agirligi, denek tiirleri (C3H /
HeJ, C57BL / 6 ve BALB / c fareleri daha duyarli) ve hayvanlarin mikrobik g¢evresi (yani
mikropsuz spesifik patojenlere karsi) ile iligkilidir (143). DSS aracili kolit modelinin kiglik
yastaki sicanlarda daha biiyiik yastaki sicanlara kiyasla daha yavas olustugu gézlenmistir.
Buna sebep olarak, geng sicanlarin gorece daha az yem ve su tiikketmesi gosterilmistir. En
etkili yas aralig1 6-8 hafta olarak belirlenmistir. DSS hem disi hem de erkek siganlarda kolit
olusturmaktadir ancak erkeklerde daha hizli olusmakta ve agir seyretmektedir. Goriildigii
uzere DSS ile olusturulan kolit modeli genetik kdkenin yanisira birgok faktorle iligkilidir
(144). Calismamizda kolit modeli 6-8 haftalik erkek cinsiyette Wistar Albino cinsi siganlarda

olusturulmustur.

75



DSS uygulama siresi degistirilerek akut, kronik, tekrarlayan kolit ve kolon kanseri
modelleri olusturulabilmektedir. DSS ile olusturulan kolit modelinin %1-9 konsantrasyonda,
degisen siirelerde uygulanmasi ile olusturulmus bir¢ok hayvan ¢aligmasi bulunmaktadir (144).
Akut kolit modelinde sik tercih edilen %3-5 konsantrasyonda yedi gin slre ile DSS
uygulamasidir. Kronik kolit modelinde ise 2-3 dongi olacak sekilde %2-3 konsantrasyonda
yedi gun DSS, 7-14 giin igme suyu uygulamasi yaygin olarak kullanilmaktadir (145). Cooper
ve ark. (102) yedi giin %3 DSS uygulamasi sonrasi 14-21 gin igme suyu ile dongusel DSS ile
olusturulan kronik kolit modeline benzer klinik ve histolojik sonuglar elde edilebilecegini
ortaya koymustur. Yaptigimiz ¢alismada yedi giin %3 DSS uygulamasini takiben 21 giin igme

suyu ile kolit modeli olusturulmustur.

Tiyamin (B1 vitamini), Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik proteinlerini, kaspaz-3 aktivasyonunu ve
poli- (ADP-riboz) polimerazin (PARP) boliinmesinin engellenmesinin saglar. Mitokondriyal
membran potansiyelini, sitokrom C salinimini, apoptozu uyaran faktori ve daha sonra p38-
MAPK, stresle aktive olan kinazlar1 (SAPK / JNK), protein kinaz C'yi ve sitoplazmik
fosfolipaz A2'yi aktive eder. Makrofajlar Uzerine etki eden tiyamin potansiyel bir anti-
inflamatuar etki ve oksidatif stres kaynakli NF-kappaB aktivasyonunu baskilayarak
antioksidan etki gostermektedir (103). Kohda ve arkadaslarinin (146) yaptigi ¢alismada
yiiksek doz oral tiyamin uygulamasimin sicanlarda heksozamin biyosentezini baskilayarak
antioksidan etki ile kardiyomyopati gelisimi dnledigi ortaya konmustur. Isik ve arkadaslarinin
(147) yaptigi baska bir ¢alismada siganlarda diabetik retinopatiyi, Babei ve arkadaslarinin
(148) yaptig1 bir bagka ¢alismada da diabetik nefropatiyi 6nledigi gosterilmistir. Giiniimiizde
Avrupa’da yiiksek doz oral tiyamin takviyesi diabetik ndropati olgularinda kullanilmaktadir

(147).

Daha 6nce hepatotoksisitenin olusturuldugu farkli hayvan modellerinde de tiyaminin
antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin oldugu gosterilmistir (149). Magee ve ark. (150)
IBH oldugu bilinen hasta grubunda yaptig1 bir calismada, hastalarm bir kisminin B kompleks
vitamin takviyesi aldigin1 ancak almayan grup ile hastalik siddeti agisindan klinik olarak bir
farklilik olmadigini belirtmistir. Ayni ¢alismada tiyamin eksikligine neden olan kafein
tiketimi, yuksek karbonhidrat icerikli gida alimi gibi beslenmenin hastalik siddetini

arttirdigini, tiyaminin bagirsak florasi icin gerekli oldugunu ancak tek basina tiyamin
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takviyesinin yeterli olmadigini ileri siirmistir (150). Calismamizda antioksidan ve
antiinflamatuvar etkinligi bilinen tiyaminin DSS ile olusturulan kolit modeli lizerinde klinik,
histopatolojik ve proinflamatuvar sitokin diizeyi ftizerine etkinligini degerlendirdik.
Calismamizin sonuglarina gore DSS ile sicanlarda olusturulan kolit modelinde oral tiyamin
uygulamasi ile klinik, histolojik, immunhistokimyasal ve biyokimyasal olarak

antiinflamatuvar ve antioksidan etkilerinin varligini ortaya koyduk.

Kilo kaybi, gaita kivami ve gaitada kan varhigi parametrelerinin gunlik olarak
hesaplanmas1 ile degerlendirilen HAI kolon hasarmin degerlendirilmesinde 6nemli bir
belirtectir (151). Calismanuzda DSS uygulanan gruplarda HAI skorunda belirgin artis
gozlenirken, kontrol ve tiyamin gruplarinda bir artis olmamasi, klinik olarak DSS uygulanan
grruplarda kolit olusumunu destekler niteliktedir. DSS uygulamasinin sonlandirilmasi ile
birlikte giinler igerisinde DSS ve DSS+ tiyamin gruplarinda HAI skorunda azalma
gdzlenmistir. DSS+ tiyamin grubunda HAI skorundaki azalma DSS grubuna gore daha erken
dénemde ve daha belirgin olarak gozlenmistir. Bu sonug klinik bulgular Gzerine tiyaminin

iyilestirici etkisini gostermektedir.

DSS ile olusturulan kolit modellerinde dalakta konjesyon ve agirlik artisi ile kolon
uzunlugunda kisalma olmasi inflamasyonun yani Kkolitin bir g0Ostergesi olarak
degerlendirilmektedir (152). Bu g¢alismada DSS uygulanan gruplarda kontrol ve tiyamin
gruplarina gore, dalak agirliginda artis ve kolon uzunlugunda azalma olmustur. DSS+ tiyamin
grubu dalak agirliginin DSS grubuna gore daha az, kolon uzunlugunun ise daha fazla oldugu
saptanmigtir. Bu durum tiyamin uygulamasi ile inflamasyonun baskilandigin1 ortaya

koymaktadir.

DSS ile olusturulan kolit modelinde kolon mukoza hasarin1 degerlendirmede,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre kaybi ve kolon duvar kalinliginda incelme
onem tasimaktadir (153). Birgok calisma kolon mukozasina olan nétrofil infiltrasyonunun
IBH’lllarda belirgin artis gosterdigini ortaya koymustur (154, 155). Diffiiz notrofil
infiltrasyonu kolondaki inflamasyonu daha da arttirmaktadir (156). Calismamizda DSS
uygulanan gruplarda kolon dokusunda iltihabi hicre infiltrasyonu, goblet hiicre kaybi,
mukozal submukozal 6dem varlig1 gézlenmis olup DSS+ tiyamin grubunda DSS grubunda bu

degisikliklerde belirgin diizelme oldugu hatta kontrol grubuna yakin histolojik bulgular
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oldugu goriilmistiir. Bu durum tiyamin uygulamasi ile histolojik olarak iyilesme gorildiigiinii

ortaya koymustur.

TNF-a en dnemli proinflamatuvar sitokinlerden birisi olup seviyelerindeki anormal
artiglar bagisiklik sisteminin fonksiyon bozuklugu ile yakindan iliskilidir (157, 158). TNF-
o’nin agir1 salinimi, kazanilmis bagisiklik sistemini uyararak ¢ok sayida nétrofil ve makrofajin
kolon mukozasma sizmasi ile kolon hasarmm artmasima yol acar (159). Bu sebeple IBH
tedavisinde TNF-o yapimini baskilayan birgok immunsupresif ajan kullanilmaktadir. Ayrica,
IL-6 da inflamasyonun olusumundan ve diger bir¢ok proinflamatuvar sitokinin saliimindan
sorumlu olmasi ile IBH patogenezinde dnemli rol oynamaktadir (160). Yapilan caligmalar
DSS ile siganlarda olusturulan kolit modelinde de TNF-a ve IL-6 seviyelerinde artis oldugunu
gostermektedir (97). Calismamizda da DSS grubundaki sicanlarin TNF-o  ve IL-6
seviyelerinde kontrol grubuna, tiyamin grubunda ve DSS+tiyamin grubuna gore anlamli
seviyede yukseklik oldugu goriilmistiir. Bu durum bizlere tiyamin uygulamas: ile dokuda

TNF-o ve IL-6 salinimini baskiladigini gostermektedir.

Antioksidan kullanimi, kardiyak, norolojik, gastrointestinal sistem hastaliklarinin
tedavisinde yer almaktadir (161). Oksidatif stress IBH patogenezinde rol alan ¢ok 6nemli
faktorlerden biridir. Oksidatif stress DNA, lipid ve protein gibi hicresel makromolekdllere
hasar vererek organ ve doku hasarina sebep olur (162). Lipid peroksidasyonunda son (rln
olan MDA, dokudaki defans mekanizmalarim asarak hasarlanmaya yol agmasi ile IBH
patogenezinde Onemli rol oynamaktadir (163). Yapilan caligmalar DSS ile sicanlarda
olusturulan kolit modellerinde kolon dokusundaki MDA seviyesinde belirgin artis oldugunu
gostermektedir. Calismamizda DSS ile kolit olusturulan gruplarda kontrol gruplarina goére
MDA seviyelerinde belirgin artis oldugu goriilmiis olup, DSS+ tiyamin grubunda DSS
grubuna gore daha diisiikk seviyelerde oldugu gozlenmistir. Benzer sonuglar farkl
antioksidanlarin DSS ile kolit olusturulmus modellerinde de goriilmektedir (126).

Calismamizda tiyamin verilmesinin oksidatif stresi baskiladig1 goriilmiistir.

Antioksidan bir enzim olan GPx ve GSH lipid peroksidasyonunda énemli rol oynar
(164). DSS ile siganlarda olusturulan kolit modelinde bu enzimlerin aktivitesinde azalma
saptanmis ve bu etki ile kolit siddeti arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmiistiir (126). Onceki
calismalarla benzer sekilde (134, 162-164) DSS uygulamasi sonrasinda kolon dokusunda GPx
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ve GSH aktivitelerinde azalma saptanmistir. Calismamizda tiyamin uygulamasi sonrasinda
GPx ve GSH aktivitelerinde belirgin artis gézlenmesi tiyaminin antioksidan enzim aktivitesini

uyardig1 ve kolit siddetini azalttigini diisiindtirmektedir.

Bu c¢aligma tiyaminin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligini deneysel kolit
modelinde gosteren ilk ¢alisgma olmasi nedeniyle onem tasimaktadir. Elde ettigimiz veriler
tiyaminin IBH hastaliginda antiinflamatuvar ve antioksidan etki gosterdigi yoniinde oncii

bilgilerdir. Bu konuda deneysel ve klinik yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

7. SONUCLAR

1. DSS uygulanan grupta HAI skoru, histolojik hasarlanma skoru kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Bu durum siganlarda yedi giin %3 DSS uygulamasi ile siganlarda
kolit modelinin basariyla olusturuldugunu gostermektedir.

2. DSS+ tiyamin uygulanan grupta, DSS grubuna gore HAI skorunun erken dénemde
azaldigi, rektal 0dem, rektal kanama, ishal siirelerinin daha kisa siirdiigii, kilo artiginin
daha erken basladigi ve deney sonunda kilo aliminin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
durum tiyaminin kolitin klinik bulgularina olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur.

3. DSS grubunda kolon dokusunda siddetli epitelyal hiicre hasar1 oldugu, kript kayb1 ve
goblet hiicre kaybimin DSS+ tiyamin grubuna gore daha belirgin oldugu saptanmustir.

4. DSS grubunda kolon dokusunda mukoza ve submukozada siddetli konjesyon alanlari,
inflamatuvar hicre infiltrasyonu gorilirken DSS+ tiyamin grubunda konjesyon
gozlenmemis olup inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun DSS grubuna gore belirgin az
oldugu goriilmiistiir.

5. DSS grubunda; kolon dokusunda IL-6 ve TNF-a immunreaktivitesinin kontrol grubuna
gore belirgin arttig1 goriilmistiir. Bu durum si¢anlarda olusan kolit modelinde
inflamatuvar sitokinlerde artis oldugunu gostermektedir.

6. DSS+ tiyamin grubunda IL-6 ve TNF-a immunreaktivitesinin DSS grubuna gore azalmis
oldugu goriilmektedir. Bu durum tiyaminin siganlarda olusturulan kolit modelinde
antiinflamatuvar etkinliginin oldugunu gostermektedir.

7. DSS grununda kontrol grubuna gére MDA diizeyinde artis, GSH ve GPx diizeylerinde ise
azalma oldugu gozlenmistir. Bu durum siganlarda olusturulan kolit modelinde oksidan

stresin mevcudiyetini ortaya koymaktadir.
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8. DSS+ tiyamin grubunda MDA diizeyinin DSS grubuna gore azalmis oldugu, GSH ve GPx
seviyelerinin ise artmis oldugu goériilmektedir. Bu durum tiyaminin si¢anlarda olusturulan

kolit modelinde antioksidan etkinliginin oldugunu ortaya koymaktadir.
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