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OZET

Deneysel kimyasal kolit modellerinde intestinal inflamasyonun

derecesinin biyokimyasal ve histopatolojik bulgular ile degerlendirilmesi.

Inflamatuvar barsak hastaligi, barsaklarin kronik inflamasyonu ile seyreden
etiyolojisi bilinmeyen intestinal bir patolojidir. Etiyopatogenezini aydinlatmak
amaciyla deneysel kolit modelleri kullanilmaktadir. Caligmalarda siklikla asetik asit
ve trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile indiiklenen kolit modelleri kullanilmaktadir.
Asetik asit akut etkili bir kolit olustururken TNBS kronik etkili koliti indiiklemektedir.
Bu ¢alismada, asetik asit ve TNBS bir arada kullanilarak akut ve kronik etkiye sahip
yeni bir deneysel kolit modeli olusturulmasi ve diger modeller ile karsilastirilarak
inflamasyonun siddetinin biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelenmesi

amaglanmistir.

Calismada 56 adet Wistar albino cinsi erkek rat kontrol, asetik asit, TNBS ve
kombine olmak Uzere rastgele dort gruba ayrilmis ve kolit indiiksiyonunu takiben 3.
ve 7. glnlerde sakrifiye edilmistir. Deney baglangicinda ve sonunda agirliklar
kaydedilmistir. Plazma orneklerinde serum amiloid A (SAA) ve myeloperoksidaz
(MPO), kolon dokusu orneklerinde tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin 33
(IL-33) ve IL-33 reseptoriic ST2 ELISA yontemi ile ¢alisilmigtir. Histopatolojik

degerlendirmede mikroskobik hasar skorlamas1 yapilmistir.

Asetik asit grubunda 3. gilinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda plazma
SAA ve plazma MPO disinda diger parametrelerde istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir. Bununla birlikte 7. giinde higbir parametrede kontrol grubuyla arasinda
fark bulunmamistir. TNBS grubunda 3. giinde plazma SAA disindaki tiim
parametrelerde ve 7. glinde tiim parametrelerde kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Kombine model hem 3. giinde hem de 7.
giinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim parametrelerde istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmistir. Kontrol gruplarinda ve asetik asit grubunda 7. giinde kilo
artig1 saptanirken, asetik asit 3. giinde, TNBS gruplarinda ve kombine gruplarda kilo

kaybr istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



Sonug olarak asetik asit modeli akut etkili bir kolit olusturmaktadir. Kombine
model diger modellere gore inflamasyon olusturmasi agisindan daha basarili

bulunmustur ve bu model deneysel ¢alismalarda kullanilmak tizere onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Inflamatuvar barsak hastaliklari, asetik asit, trinitrobenzen

sulfonik asit, interlokin 33, ST2



ABSTRACT

The evaluation of the degree of intestinal inflammation in the
experimental chemical induced colitis models with biochemical and

histopathologic findings.

Inflammatory bowel disease whose etiology is unknown, accompanied by
chronic inflammation of bowels is an intestinal pathology. Experimental colitis models
are used to unveil the etiopathogenesis. In the studies, acetic acid and trinitrobenzene
sulphonic acid (TNBS) induced colitis models are most widely used. While acetic acid
forms a colitis with acute effect, TNBS induces a colitis with chronic effect. In this
study, it is aimed to form a new experimental colitis model, with acute and chronic
effect, by using acetic acid and TNBS together and to research the severity of
inflammation biochemically and histopathologically in comparison with the other

models.

In the study, 56 Wistar albino male rats were randomly divided into four
groups as control, acetic acid, TNBS and combined and were sacrificed following the
colitis induction on the 3™ and 7™ days. All the rats were weighed at the beginning and
at the end of the experiment. The serum amyloid A (SAA) and myeloperoxidase
(MPO) in plasma samples, the tumour necrosis factor alpha (TNF- a), interleukin 33
(IL-33) and IL-33 receptor ST2 in colon tissue samples were analysed by ELISA.

Microscopic damage scoring was done for histopathologic evaluation.

A statistically significant different was found between the acetic acid group
on the 3" day and the control group in other parameters except the plasma SAA and
the plasma MPO. On the other hand, on the 7" day there were no significant difference
between the acetic acid and the control groups. A statistically significant different was
found between the TNBS and control groups in all parameters except the plasma SAA
on the 3" day and in all parameters on the 7" day. There were statistically significant
difference between the combined and the control group both on the 3" day and on the
7" day in all parameters. While the weight gain was detected in the control groups and
acetic acid group on the 7™ day, the weight loss in acetic acid group on the 3™ day,
TNBS and combined groups was found statistically significant different.



In conclusion, the acetic acid model forms an acute colitis. The combined
model compared with the other models is found more successful in forming

inflammation and this model is recommended to be used in experimental studies.

Keywords: Inflammatory bowel disease, acetic acid, trinitrobenzene
sulphonic acid, interleukin 33, ST2
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1.GIRIS

Inflamatuvar barsak hastalign (IBH), barsaklarin kronik inflamasyonu ile
seyreden tekrarlayici, intestinal bir patolojidir. Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastalig
(CH) IBH'nin en &nemli iki 6rnegi olup bireyin yasam kalitesini etkiler ve artmig
morbiditeyle iliskilidir. Tanis1 klinik, endoskopik ve histolojik bulgulara dayanir. UK
kolonu tutarken, CH agizdan aniise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir
bolgesini tutabilir. Her ikisinde de kolon tutulumu oldugu takdirde diare, rektal
kanama, karin agris1 ve kilo kaybi gibi benzer semptomlar goraliir (1). IBH etiyolojisi
tam olarak bilinmemekle birlikte genetik ve cevresel etkenlerin rol aldig1

multifaktoriyel bir hastalik olarak tarif edilir (2).

Sitokinler, IBH’min patogeneziyle direkt olarak iliskilendirilmistir.
Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler arasindaki dengesizlik inflamasyonun
sondiiriilmesini engeller ve hastaligin alevlenmesi ve doku yikimina neden olur (3).
CH’nda T yardimci lenfosit 1 (Th1 lenfosit) aracili immun yanit vardir, TNF-a (tiimo6r
nekrozis faktor alfa), 1L-12 (interlokin-12), IFN-y (interferon gama) ve IL-2 seviyeleri
artmistir (4). UK’te ise T yardimcr lenfosit 2 (Th2 lenfosit) aracili immunite
gozlenirken 1L-5 ve IL-13 diizeyleri artmistir (4, 5). Hem CH hem de UK’te T
yardimei lenfosit 17 (Th17 lenfosit) aracili immunite artmistir. Th17 lenfositler IL-
17A, IL-17B, IL-21 ve IL-22 uretirler (3, 6, 7). Ayrica barsak epitel hiicreleri ve
subepitelyal tabakada bulunan miyofibroblastlar IL-33  dretilirler.  IL-33
proinflamatuvar etkilere sahip IL-1 sitokin ailesinin Oyesidir ve Thl tip sitokin
cevabini baskilarken Th2 lenfosit aracili immun yanit1 indiikler. Ayn1 zamanda kronik
inflamasyonda nétrofil akigini saglar. ST2, ayrica IL-1 reseptor iligkili protein (IL-
1RL) olarak da bilinir, IL-33’iin reseptériidiir. IBHnda IL-33/ST2 sinyal yolaginin
aktive oldugu gosterilmistir (3, 8-10).

Deneysel kolit modelleri, intestinal kanaldaki histopatolojik ve morfolojik
degisikliklerin anlagilmasi, hastalifin tedavisinde yeni ilaclarin gelistirilmesi ve
ilaglarin etki mekanizmalarinin incelenmesinde 6nemli rol alir. Literatiirde yayinlanan
deneysel kolit modelleri arasinda; induklenebilir kolit modeli, adoptif transfer model,
spontane kolit modeli, transgenik kolit modeli ve genetik yapisi degistirilmis hayvan

modelleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilan modellerden olan



kimyasal ile indiiklenen kolit modelinin alt gruplar1 arasinda trinitrobenzen sulfonik
asit (TNBS), dekstran sodyum stlfat (DSS), oksazolon, asetik asit, dinitroklorobenzen
sulfonik asit, indometazin, iyodoasetamid, karragenan ve peptidoglikan-polisakkarit
ile induklenen kolit modelleri yer almaktadir (11). Bununla birlikte IBH nin
etiyopatogenezini tam olarak agiklayan ideal bir kolit modeli bulunmamaktadir.
Kolonda hastaligin seyriyle benzer oranda inflamasyon olusmadigi i¢in deney
sonuglariin yanlis yorumlanmasina ya da deneyin tekrarlanmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle calismalar genellikle iki kolit modeli bir arada kullanilarak
planlanmaktadir. Bu da daha fazla deney hayvanin kullanilmasina neden olmakta ve
caliymanmn maliyetini artirmaktadir. Ideal bir kolit modeli hastaligin histolojik
karakterini ve otoimmun dogasini yansitmali, insanda IBH ile ayn1 klinik bulgulari

gostermelidir. Basit, ucuz, kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilir olmalidir (12).

Cesitli kimyasal kolit modelleri arasinda en sik kullanilanlar asetik asit ve
TNBS ile induklenen kimyasal kolit modelleridir. Asetik asit intrarektal olarak
uygulanir ve nonspesifik immun yanita neden olur. Inflamasyonun siddeti asetik asidin
dozuna ve asetik asit ile kolon mukozasinin temasina bagl olarak degisir. Ucuz,
uygulamasi kolay ve tekrarlanabilir bir modeldir ancak akut inflamasyona neden
oldugu i¢in insanda IBH’ n1 tam anlamiyla taklit edemez (13). TNBS alkol icerisinde
coOziindiiriilerek intrarektal yolla uygulanir. Alkol, ¢oziicii 6zelliginin yani sira mukoza
bariyerini bozarak TNBS’nin inflamasyona neden olmasini saglar. TNBS bir
haptendir, doku proteinlerine baglanir, gecikmis tipte immun yanita neden olur ve
koliti indikler (11). TNBS’nin gesitliligi ve kullanilan deney hayvanlarinin tiirtiniin
farklilig1, TNBS’ye kars1 her hayvanin duyarliliginin farkli olmasi, insandaki IBH na
benzer spontane relapslarin olmamasi ve daha c¢ok kronik etkili kolitin meydana

gelmesi modelin dezavantajlaridir (13).

Bu calismadaki amag, literatiirde siklikla kullanilan asetik asit ve TNBS
kolit modellerini karsilastirmak ve TNBS ve asetik asidi bir arada kullanarak insanda
IBHm yansitan yeni bir deneysel kolit modelinin olusturulup, inflamasyonun

siddetinin biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastiriimasidir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Inflamatuvar Barsak Hastahig

2.1.1. Tanim

IBH, intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasariyla baslayan, bozulmus
immun yanitla ilerleyen, intestinal ve ekstraintestinal belirtilere neden olan, klasik
olarak UK, CH ve her ikisinin arasinda yer alan indetermine Koliti iceren kronik

inflamasyonla karakterize hastaliklaridir (Sekil 2.1.) (14).

INFLAMATUVAR BARSAK HASTALIGI
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Sekil 2.1. Inflamatuvar barsak hastaligt

CH ve UK, siiresi ve siddeti degisken alevlenmeler ve remisyonlar ile
karakterizedirler. CH birincil olarak ince barsag, 6zellikle de ileumu tutarken, UK ise
sadece kolon hastalig1 olarak ortaya ¢ikar. Her iki hastalik da gerek belirti ve bulgulari,
gerekse seyirleri agisindan genel olarak birbirlerine benzerler. Her ikisi de, barsak disi
bir¢cok organda olusturduklari komplikasyonlar ve malignite potansiyelleri nedeniyle,

kolon ve rektum hastaliklar1 arasinda 6nemli yer tutmaktadirlar (15).
2.1.2. Epidemiyoloji

IBH nin insidans: diinyanin degisik bolgeleri arasinda ve ayni bslge icinde
popiilasyonlar arasinda farklilik gosterir. Diinyada UK ve CH igin en yiiksek insidans

ve prevalans oranlar1 Kuzey Avrupa, Ingiltere ve Kuzey Amerika’da bulunmaktadir.



Guney Avrupa, Asya ve gelismekte olan iilkelerdeki hastalik insidansinin da giderek
arttigr bildirilmektedir. Cografik olarak degismekle birlikte CH’nin insidansi ve
prevelansi sirastyla 0.1-20.2 ve 10/100.000, UK’in 0.5-31.5 ve 35-100 /100.000"dir
(16).

IBH en ¢ok 20-29 yaslar ve 60-80 yaslar arasinda ortaya c¢ikar. Hastaligin
ortaya ¢ikmasinda geng yaslarda genetik yatkinligin, ileri yaslarda ¢evresel faktorlerin
agir bastig1 belirtilmektedir. IBH her iki cinsiyette esit oranlarda goriilmekle birlikte,
CH kadinlarda ve UK erkeklerde biraz daha sik goriiliir (17).

2.1.3. Etiyoloji

IBH etiyopatogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik yatkinligin ve
cevresel faktorlerin 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Patolojik bulgular antijenik uyariya

kars1 gelisen immun yanitin rolii oldugunu gostermektedir (Sekil 2.2.) (18).
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e
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Sekil 2.2. Inflamatuvar barsak hastaliginda etiyolojik faktorler. Sarkor ve ark. (19)’ndan
almmuistir.

Hastaligin etiyolojisinde klamidya, listerya monositogenez, mikobakteriyum
paratuberkiilozis, paramiksoviriisler gibi mikroorganizmalar suglanmis ancak
kanitlanamamistir. Son zamanlarda hastaligin normal mikrobiyata ortaminda mukoza

epiteli bariyerinin bozulmast ve bunun sonucunda bakterilere karsi koruyucu



tabakanin ortadan kalkmasi ve mukozal immun sistemin uygunsuz ve devamli aktive

olmasi ile gelistigi diisiiniilmektedir (20).

IBH’nin genetik ve ailevi ozellikleri, enfeksiyon ajanlar1 ile iliskilerini
aragtiran c¢aligmalar ve immunolojik c¢alismalar hem hastaligin patogenezinin
anlasilmasima yardimci olmakta hem de yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine
onemli katki saglamaktadir (18, 20).

2.1.3.1. Genetik Faktorler

IBH igin en énemli risk faktor( pozitif aile dykustdur. Aile 6ykiisii CH’nda
UK’e gore daha belirgin olarak saptanmustir. UK olgularmin birinci derece
akrabalarinda UK olasithgn % 5.7-15.5, IBH olasihigi ise % 6.6-15.8 olarak
belirlenmistir. Akrabalar arasinda hastaligin tipi, davranis paterni ve ekstraintestinal
semptomlar biyik 6lgiide benzerlik gostermektedir (21, 22). IBH olgularinda aile
oykistini gosteren 6nemli bulgulardan biri de ikizler ile yapilan calismalardir. UK igin
dizigot ikizlerde konkordans % 3, monozigot ikizlerde ise % 10 olarak bulunmustur.
CH’nda bu oranlar yaklasik 3 kat daha fazladir (23). iIBH’ndan sorumlu genlerin
saptanmasi i¢in yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Genetik gecisin bir¢cok genle iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Kromozom 16, 12, 6, 14, 5, 19, 1 ve 3 ile IBH arasinda
baglantilar saptanmustir (24). UK’in insan I6kosit antijeni (HLA) sif 11 ile iliskisi
arastirilmis, HLA DRB1*1502 ve HLA-DRB1*0103 ile baglant1 bulunmustur. Ancak
HLA-DRB1*0103in sadece UK igin degil, tiim kolon inflamasyonu i¢in bagimsiz
risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir (22, 25). Ayrica genetik calismalar IBH nin
baska genomik bolgelerle de iligkili oldugunu géstermistir (26).

2.1.3.2. Cevresel Faktorler

Yapilan epidemiyolojik ve genetik ¢aligmalar IBH’nin genetik temelini
aciklasa da tek yumurta ikizlerinde bile tam bir konkordansin gériilmemesi ¢evresel

faktorlerin de hastaligin gelismesinde rolii oldugunu géstermektedir (22).

Gastrointestinal kanal viicudun en ¢ok antijenle karsilasan boliimlerindendir.
Bu antijenler gidalar, gidalardaki katki maddeleri, disaridan alinan bakteriler,

mikrobiyata bakterileri olabilir ve mukozal immun yanit1 baglatabilir (19).



Nonsteroid antiinflamatuvar ilag (NSAII) ve antibiyotik kullanimi ile UK
olgularinda alevlenmeler gériilmektedir. NSAII’lar, intestinal gegirenligi arttirarak
mukus yapisim1 degistirir, aragidonik asit metabolizmasinda siklooksijenaz yolunu
inhibe eder ve lipooksijenaz yolagina gevirirler. Bu sekilde inflamasyonu arttirdiklari
diistintilmektedir (27).

Sigara icenlerde UK gériilme siklig1 igmeyenlere gore daha azdir ve sigara
icen UK hastalarinda klinik daha hafif seyreder ve sigaray1 birakma alevlenmeyi
tetikleyebilir. Bununla beraber CH’nda sigara i¢imi risk arttirict bir etki
goOstermektedir ve sigara i¢enlerde hastalik daha agresif seyretmektedir (27). Sigaranin
UK zerindeki olumlu etkisi; nikotinin, IL-10 Gretimini engelleyerek Th2
fonksiyonlar1 tizerinde inhibitor etki gdstermesiyle ag¢iklanmaktadir. Nikotinin
vaskiiler prostasiklin yapimini baskilayarak CH’nda erken goriilen lezyonlardan olan

mikrotrombiis olusumuna neden oldugu diisiiniilmektedir (28).

Barsak mikrobiyatasinin igerigi de IBH’nin gelismesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Genis spektrumlu antibiyotikler ve probiyotikler hastalarin belirli bir
grubunda yararli olmaktadir (29, 30). Baz1 enfeksiydz ve paraziter ajanlarm IBH' nin
etiyolojisinde rol oynadigi diisiiniilmiistiir. Bakteriler dogrudan etkili olabilecegi gibi
salgiladiklar1 toksinler, enzimler veya sitokinler araciligiyla da etki yapabilirler.
Kizamik viriisii basta olmak tizere bazi virlsler, mikobakteriler, Escherichia coli
suslar1, campylobacter, yersinia, salmonella, sigella ve Entamoeba histolitika’nin IBH

etiyolojisinde rol alabilecegi diistiniilmektedir (31-33).
2.1.4. Patogenez

IBH’nda genetik ve cevresel faktorlerin tetiklemesiyle epitel bariyer
fonksiyonunu kaybeder ve Iuminal antijenlerin barsak duvart igerisine
translokasyonuna neden olur. Bunun sonucunda genetik olarak yatkin bireylerde,
antijenlere karsi asir1 sitokin cevabi subklinik veya akut mukozal inflamasyona neden
olur (34). Akut intestinal inflamasyonun ¢6ziilemedigi hastalarda, mukozal immun
sistemin kontrolsiiz aktivasyonu ile proinflamatuvar ve antiinflamatuvar mediatorler
arasinda dengesizlik olur ve kronik inflamasyon, doku hasar1 ve fibrozis gelisir (Sekil
2.3.) (3).
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Sekil 2.3. Inflamatuvar barsak hastalig1 patogenezi. Neurath ve ark. (3)’ndan alinmustir.

Dogustan lenfoid hiicreler (ILC) mukozal yiizeyde bulunur, IFN-y, IL-17 ve
IL-22 sentezler ve dogal immuniteyi kontrol eder. CH’nda intestinal mukozada IL-17

artis1 ve CD127 ve CD56 ylizey antijenleri igeren ILC’nde artis saptanmustir (35).

Antijen sunan hiicrelerin uyarilmasi CH’nda Th1 lenfositlerin, UK te ise Th2
lenfositlerin farklilasmasina yol agar. Bu fonksiyonlar IBH lokusunun bir tiriinii olan
NOD genini kodlayan gen hattinda mutasyon gibi genetik faktorler ve bazi ¢evresel
faktorlerle degisebilmektedir (36). CH’nda mukoza engelinin bozulmas: ile epiteli
gecen antijenler, antijen sunan hucreleri (dendritik hiicreler ve makrofajlar) aktive eder
ve bu da Thl lenfositlerin uyarilmasina neden olur. Uyarilan Thl lenfositlerden
salgilanan IFN-y makrofajlar1 uyarir, uyarilan makrofaj giiclii birer inflamatuvar
sitokin olan TNF-a, IL-1 ve IL-6 salgilar. IFN-y, vill6z atrofi ve kript hiperplazisi
yapar. Uyarilmig makrofajlardan salgilanan TNF-a graniilom olusumuna yol agan bir
sitokin olup CH’nin patogenezinde énemli bir role sahiptir (37). Ayrica makrofajdan



salgilanan IL-12 Thl lenfositlerini tekrar uyararak CH’nda kendi kendini devam
ettiren iltihabi bir dongii olugsmasina yol agar (38, 39). CH’nin tedavisinde de IL-1, IL-
6 ve TNF-o’nin inflamasyondaki rolii dikkate alinarak bu sitokinlerin baskilanmasi
hedeflenmistir. IL-1 dogal olarak endojen IL-1 reseptdr antagonistleri tarafindan
kontrol altinda tutulur. Deneysel olarak IL-1 reseptor antagonistlerinin verilmesi ile
kolitin hafifledigi gosterilmistir (40). Anti TNF-o antikorlart TNF-a aktivitesini
baskilar ve CH’nda tedavide kullanilan diger bir 6nemli ajandir (41, 42).

UK ’te esas olarak humoral kismen de hiicresel immunite patogenezde rol alir.
UK’te mukozada plazma hiicrelerinde ve IgG sentezinde artis olur. Antikor antijen
kompleksinin olusmasi ile kompleman aktive olur (43). UK’li hastalarda CH’nin
tersine lamina propriada Th2 lenfosit hakimiyeti vardir, IL-5 ve IL-13 sentezi ve Th2
lenfosit ile iliskili trankripsiyon faktor GATA-baglayici protein 3 (GATA3)
ekspresyonu artmistir (44-46). Bununla birlikte bu hiicreler diisiik miktarda IL-4
tretirler ve klasik Th2 lenfositlerinin 6zelliklerini gostermezler, bu nedenle UK’te
atipik Th2 lenfosit artis1 olarak ifade edilir (4).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda terminal ileum basta olmak iizere tim
barsakta IL-6 ve IL-23 sitokin uyarisi ile indiiklenen Th17 hiicreleri bulunmustur. Hem
CH’nda hem de UK’te Th17 lenfosit ile iliskili olarak IL-17A, IL-17F ve IL-21
sitokinlerinin tiretiminin arttig1 gosterilmistir (6, 7). Bu sitokinler TNF-a, IL-6, IL-1P
ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokinlerin sentezinin artisina, notrofil akisina ve
fibroblastlardan matriks metaloproteinazlarinin sekresyonuna neden olarak doku

yikimina neden olur (47, 48).

T regulator (Treg) huicreler IL-10 ve transforme edici blytme faktori beta
(TGF-B) gibi antiinflamatuvar sitokinler iireterek T hiicre cevabinin baskilanmasini
saglar (49, 50). CH’nda asir1 miktarda artan T hiicre karsiliginda Treg hiicreleri daha

tlimli bir artig gosterir ve bu nedenle T hiicrelerini baskilamakta yetersiz kalir (51).

IBH patogenezinde yer alan antijen sunan hiicreler, T yardime1 hiicreler, T

regiilator hiicreler ve sitokinler arasindaki iliski Sekil 2.4.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Inflamatuvar barsak hastalig1 patogenezinde sitokinler. IEH, intestinal epitel hiicre; GATA3,
GATA baglayici protein 3; IL, interlokin; ILC, dogustan lenfoid hiicre; DC, dendritik hiicre; NK, dogal
oldurici hicre; RORyt, retinoik asit reseptor iligkili orphan reseptor-yt; TGF-p, transforming growth
factor beta; TNF, timdr nekroz faktor. Neurath ve ark. (3)’ndan alinmistir.

UK hastalarinda epitel hiicreleri ve subepitelyal miyofibroblastlar tarafindan
uretilen IL-33’1in arttig1 bildirilmistir (52). 1L-33 proinflamatuvar etkilere sahip IL-1
sitokin ailesinin Gyesidir ve IL-1 reseptor iliskili protein diger bir ismiyle ST2’nin
ligandidir. Kronik DSS ile indiiklenen kolit modeli ile yapilan ¢alismada IL-33’(in Thl
tip sitokin cevabini baskilarken Th2 tip sitokin yanitini indiikledigi ve kronik
inflamasyonda nétrofil akigim sagladigi gosterilmistir (53, 54). IBH nda IL-33/ST2
sinyal yolaginin aktive oldugu, inflamasyonlu kolon mukozasinda ve serumda IL-33

ve ST2 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (8).

Sitokinler ayn1 zamanda IBH nin ekstraintestinal komplikasyonlarindan ve
sistemik etkilerinden de sorumludur. Ornegin IL-6 karacigerden akut faz proteinlerinin
salinmasina neden olurken TNF-a artrit gelisimi ve kaseksi ile iliskilendirilmistir (34,

55).
2.1.5. Klinik

Ulseratif kolitin, remisyon ve alevienmelerle giden kronik intermittan tip,
devaml1 hafif aktivasyon bulgulari ile karakterize kronik devamli tip ve siddetli tek bir

atak ile karakterize akut fulminan tip olmak tzere tg¢ Klinik tipi bulunur. Klinik olarak



kanli mukuslu diyare, rektal kanama, kramp tarzi karin agrisi, ates, istahsizlik, kilo
kayb1 gibi semptomlar ve lokal yada sistemik komplikasyonlarla seyreder. Hastalik,
remisyon ve niiksler ile giden kronik bir seyir izler. UK, rektum mukozasindan baslar
ve proksimale dogru kalin barsagin degisik boliimlerini tutacak sekilde yayilir.
Olgularin % 54’tinde hastalik rektosigmoid yerlesimli iken % 27’si sol kolon tipi ve
% 19’u pankolit seklindedir (Sekil 2.5.) (56).

ULSERATIF KOLIT

pankolit

proktosigmoidit
(distal tutulum)

Sekil 2.5. Ulseratif kolitin tutulum gosterdigi alanlar - www.jhmicall.org'dan alinmustir (57).

Crohn hastaliginda klinik olarak inflamatuvar, striktir yapan ve fistllizan
olmak uUzere ug tip gorulmektedir. Kramp benzeri karin agrilarina, sulu, kansiz ve
mukussuz ishal eslik eder ve ates 6n plandadir. Rektal kanama, iilseratif kolitte oldugu
kadar sik gorilmez. Hastalarin ¢ogunda; lipid, protein, vitamin eksiklikleri ve
malabsorbsiyona bagli kilo kaybi goriilmektedir. Mesane, tireter, diger barsak
segmentleri gibi organlara fistiiller olusmasi, obstriksiyon ve perianal bolge
hastaliklarinin siklikla goriilmesi hastaligin 6zellikleri arasindadir. Birincil olarak
sindirim sisteminin bir hastalig1 olmasina karsin iritis, ankilozan spondilit, sklerozan
kolanjit, nefrolitiazis, Uriner sistem patolojileri gibi ekstraintestinal komplikasyonlar

siklikla bulunur. Hastalarin yarisinda ileogekal bolge tutulur. Geri kalanlarin %
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19°unda hastalik kolonda ve % 2’sinde anorektal bolgede lokalizedir. Ozofagus, mide,

duodenum tutulumu % 3-5, sadece ince barsak tutulumu ise % 29dur (Sekil 2.6.) (58).

CROHN HASTALIGI

agz

ozofagus

mide
kolon

ince barsak

rektum

aniis

Sekil 2.6. Crohn hastaliginin tutulum gosterdigi alanlar - www.adam.com'dan alinmustir (59).

IBHnin seyrinde gelisen komplikasyonlar, lokal (gastrointestinal) veya
sistemik olabilir. Yogun kanama, toksik kolon dilatasyonu ve perforasyon UK’in
erken déoneminde ve akut niiks sirasinda olur. Darlik, sklerozan kolonjit ve kolorektal
kanserler daha ge¢ gelisir. Sistemik komplikasyonlarin prevelanst CH’nda,
gastrointestinal komplikasyonlar ise UK’te daha fazladir. UK te pulmoner ve Kardiyak
komplikasyonlar daha sik gozlenirken kolelitiazis, genitolriner sorunlar ve

malnutrisyon CH’nda daha siktir (60).

UK ve CH’nin klinik &zellikleri ve olusturdugu komplikasyonlar Tablo

2.1.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Crohn hastalig: ve tilseratif kolit klinik 6zellikleri ve komplikasyonlar (61)

Crohn hastalig Ulseratif kolit
Semptom ve bulgular
Karin agrisi +++ +
Ishal +++ ++
Rektal kanama + i
Tenezm + +++
Kilo kayb1 +++ +
Ates +++ +
Malnutrisyon ++ +
Abdominal kitle +++ +
Komplikasyonlar
Striiktar ++ ¥
Fistul ++++ -
Toksik megakolon + ++
Perforasyon o ¥
Kanser + ++

IBH bircok ekstraintestinal belirti ile iliskilidir, hastalarin iicte birinde barsak
dis1 bulgulara rastlanmaktadir. Bunlar arasinda; cilt (eritema nodozum, pyoderma
gangrenozum), goz (uveit, episklerit), karaciger (perikolanjit, yagl karaciger, primer
sklerozan kolanjit), eklem (periferik artrit, ankilozan spondilit) ve bobrek (bobrek

taslari) tutulumlari sayilabilir (61).
2.1.6. Laboratuvar Bulgular:

IBH’nda laboratuvar degisiklikleri inflamatuvar aktivitenin yayginhigi ve
siddeti ile paralellik gosterir. Eritrosit sedimentasyon hizi artigi, C reaktif protein
(CRP), fibrinojen ve ferritin gibi akut faz reaktanlarindaki artis inflamasyondaki
degisiklikleri dinamik olarak izlememize yardimci olur (62). Agir siddetli hastalikta
hipoalbuminemi, hipergammaglobulinemi ve hipokalemi gorilebilir. Tam kan
sayiminda notrofil artisi, trombositoz ve uzun siireli aktif olgularda malabsorbsiyon ve
uzun siireli ilag kullanimi nedeniyle anemi saptanir. Trombositoza sekonder kanama
veya trombotik komplikasyonlar olusabilir. UK’li hastalarm biiyiik bir kisminda

hastaligin herhangi bir doneminde karaciger enzimleri yiiksek saptanir. Agir ataklarda
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alkalen fosfataz (ALP) ve aspartat transaminaz (AST) yiiksekligi belirgindir. Bu
enzimlerin daha uzun sure ylksek kaldigi durumlarda Primer sklerozan kolanjit
diistiniilmelidir (43). Anti Saccharomyces cerevisiae (ASCA) CH’nda % 40-70, UK te
% 5-15 oraninda; periniikleer anti nétrofil sitoplazmik antikor (p-ANCA) ise UK’te %
40-80, CH’nda % 2-20 oraninda pozitif saptanmaktadir (63).

Son yillarda inflamasyonu degerlendirmek i¢in fekal belirteclerden
yararlanilmaktadir. Ozellikle fekal kalprotektin ve laktoferrin en sik kullanilanlardir.
Her iki bilesikte aktive nétrofillerden salgilanan molekiillerdir. inflamasyon ile iyi bir
korelasyon gosterir. Ancak ekonomik olmamalart nedeniyle yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Ozellikle fekal kalprotektin histolojik aktivite ile yakin baglanti

gostermektedir. Nuksleri 6n gérmede oldukca yararlidir (64).

Gayta 6rneginin mikroskobisinde eozinofil, eritrosit ve inflamatuvar hiicreler
goriilebilir. Ozellikle alevlenen hastalikta amip enfeksiyonu arastirilmalidir.
Salmonella, sigella, yersinia, klostridium difficile ve kampilobakter icin gayta kilturi

yapilmalidir. Ayrica klostridium difficile toksini olan toksin-A da arastirilmalidir (65).

Saptanabilen tiim bu bulgulara ragmen ayrilamayan olgular indetermine kolit
olarak degerlendirilirler. indetermine kolitli hastalar genellikle, CH’na benzeyen tipik
semptomlar1 olmadig takdirde UK gibi tedavi edilmelidirler (61).

2.1.7. Endoskopik Bulgular

Fiberoptik cihazlarin gelismesiyle, IBH da endoskopik tani olduk¢a 6nem
kazanmistir. Endoskopik islemler; hastaligin aktivitesinin belirlenmesinde, kanama,
strikktiir  gelisip gelismediginin saptanmasinda, ayrica displazi veya malign
degisikliklerin saptanmasinda olduk¢a Onemlidir. Endoskopide kolon ve terminal
ileum mukozasinin gozle goriilmesi ve histopatolojik tetkik icin biyopsi alabilme
olanagi, taninin kesinlesmesinde avantaj saglamaktadir. Eger hastada akut siddetli
kolit, toksik megakolon, perforasyon veya peritonit siiphesi varsa, gelisebilecek

komplikasyon nedeni ile kolonoskopi yapilmamalidir.

CH ve UK’in endoskopik bulgular1 ¢esitli benzerlik ve farkliliklar gdsterir
(Tablo 2.2.). UK’te baslangicta mukozal kan akiminda artis (hiperemi) ve hafif 6dem

gozlenir. Bu nedenle UK’te en erken bulgu normal mukozal vaskiiler yapilarda
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silinmedir. Bu bulgu radyolojik goruntiileme yontemleri ile saptanamaz. Bu ytizden
erken dénem hastalarda ilk tanida endoskopi daha degerlidir. Erken donem endoskopik
bulgulardan bir digeri de, mukozanin diizensiz ve ince graniler goriintisudur. Daha
ileri ve siddetli durumlarda, mukoza frajil ve kolay zedelenebilir durumdadir. Hastalik

siddeti ilerledik¢e, mukozada iilserasyonlar meydana gelir (Sekil 2.7.) (61, 66).

Tablo 2.2 Crohn hastalig1 ve iilseratif kolitin endoskopik bulgulari (61)

Crohn hastalig Ulseratif kolit

Eritem ++ T+
Vaskuler patern kaybi + +++
Graniiler yapy/frajilite + +++
Kaldirim tag1 goriiniimii ++ -
Psddopolip ++ T
Aftoz Ulser +++ -
Ylzeyel Glser ++ +
Striktur +++ ++
Mukozal kopriilesme ++ ++
Rektal tutulum ++ T+
Lezyonlarin devamhhig: + ++++
Yamalh tarzda tutulum +++ -
Lezyonlar arasinda saglam mukoza +++ -
ileocekal valv ve ileumda lezyon +++ -

CH’nin tutulum gosterdigi alanlar g6z Oniine alindiginda, kolonoskopi
yapilan hastalarda, UK’ten ayriminin yapilabilmesi igin mutlaka terminal ileumun
endoskopik kontroli gerekmektedir. CH’nda mukozal lezyonlar yama tarzinda,
asimetrik ve heterojendir. Ulserler genelde aftoz karakterde olmakla birlikte, derin ve
lineer tarzda Ulserler de gozlenebilir. Arada saglam mukoza alanlarinin bulunmasi,
hastalik icin tipik bulgu olmasina karsin, biyopsi ile bu dogrulanmalidir. Terminal
ileum ve ileogekal valv etrafinda aftoz iilserlerin bulunmasi, hastalik i¢in tipiktir (Sekil
2.8.) (61, 66, 67).
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Sekil 2.7. Ulseratif kolitin endoskopik goriintiisii. A. Odem, vaskuler patern kaybi,
subepitelyal hemorajinin eslik ettigi 1limli {lseratif kolit kolonoskopi goriintiisii. B. Vaskuler patern
kaybi, hemoraji, frajil mukoznin eslik ettigi siddetli iilseratif kolit kolonoskopi goriintiisii. Sleisenger
and Fordtran’s Gastrointestinal and Liver Disease (68)’ndan alinmustir.

Sekil 2.8. Crohn hastaliginin endoskopik goriintiisii. Endoskopik bulgular inflamasyonun
siiresine ve siddetine gore degisiklik gosterebilir. A. Tipik aftéz lser. B. lerlemis hastalik, eritem,
O0dem ve kaldirim tas1 goriiniimii. C. Terminal ileumda iilserler. D. Normal mukoza ve ulser, Crohn
hastaliginin tipik yamali inflamasyonu. Sleisenger and Fordtran’s Gastrointestinal and Liver Disease
(69)’ndan alinmustir.
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2.1.8. Histopatolojik Bulgular

UK kolona smnirli bir hastaliktir. Genellikle rektumu tutar ve proksimale
dogru arada tutulmamis mukoza alanlar1 birakmaksizin yayilim gosterir. UK’te
tutulum mukoza ve ylizeyel submukoza ile sinirlidir ve fulminant hastalik disinda daha
derin tabakalarda tutulum yoktur. Hafif inflamasyonda mukoza eritematdz ve ince
graniiler bir ylizeye sahiptir. Daha agir hastalikta, mukoza hemorajik, 6demli ve {ilsere
gortiniimdedir (Sekil 2.9.). Fulminan hastalikta toksik kolon ya da toksik megakolon
gelisebilir (61).

Sekil 2.9. Pan-Ulseratif kolit. Anorektal bileskeden ¢ekuma kadar diffiiz hemorajik mukoza.
Gastrointestinal and Liver Pathology (70)’ndan alinmistir.

UK ’te iki ana histolojik 6zellik kroniklesmeyi gdsterir. Kolonun kript yapist
bozulmustur, kriptler dallanmig ve sayica azalmistir, ¢ogu zaman kript tabanlar ile
mukoza arasinda aralik vardir (Sekil 2.10.). Diger bir kroniklesmeyi gosteren ozellik
de bazal plazma hiicreleri ve bazal lenfoid kiimelerin gértilmesidir. Mukozal damarsal
konjesyonla birlikte 6dem ve fokal kanama ve nétrofil, lenfosit, plazma hiicreleri ve
makrofajlari iceren inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bulunabilir. Notrofiller epiteli ve

kriptleri infiltre ederek kriptite ve kript abselerine neden olurlar. Kriptit goblet
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hiicrelerinden mukus salinimi ve artmig epitelyal hiicre dongiisii ile iligkilidir.
Histolojik olarak bu, goblet hiicrelerinde azalma ile sonuglanir. Noronal atrofi ve
muskularis mukozanin fibromuskuler hiperplazisi diger bir goriilen kronik

degisikliklerdendir (61, 71).

Sekil 2.10. Ulseratif kolitte kript distorsiyonu, kriptit ve kript abseleri. Gastrointestinal and
Liver Pathology (70)’ndan alinmigtir.

CH agizdan aniise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir kismim
tutabilir. Endoskopik olarak aftoz ya da kiiglik yizeyel tlserasyon olusumu yani sira
yildiz seklindeki iilserasyonlarin longitudinal ve transvers olarak birlesmesiyle CH
icin karakteristik olan kaldirim tag1 goriintiisli gézlenebilir (Sekil 2.11.). Barsagi arada
saglam alanlar birakarak segmental olarak tutar. CH mukozadan serozaya kadar tim
barsak katmanlarini tutabilir, diger bir ifadeyle transmural tutulum gosterir (Sekil
2.12.). CH fokal inflamasyon, fibrozis ve barsaklarin daralmasina neden olan

fistiillerin olusumu ile karakterizedir (61, 72).
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Sekil 2.11. Crohn hastaliginin makrokosbik goriiniimii. A. Crohn hastaliginin segmental
tutulumu, saglam mukoza ve tutulan alan bir arada. B. Crohn hastaliginda tipik kaldirim tag1 gériiniimii.
Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology (73)’ndan alinmustir.

Sekil 2.12. Crohn hastaliginda transmural inflamasyon. Rosai and Ackerman’s Surgical
Pathology (73)’ndan alinmustir.
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CH’nda en erken lezyonlar aftdz Glserler ve kript abseleridir. Kript
abselerinde bulunan makrofaj kimeleri mukozadan serozaya kadar tim barsak
katmanlarinda nonkazeifiye graniilomlar olusturur. Graniilom olusumu lenf diiglimii,
mezenter, periton, karaciger ve pankreasta da gozlenebilir. Cerrahi ya da biyopsi
orneklerinin sadece yarisinda graniiloma rastlanmasina ragmen CH i¢in oldukca
patognomoniktir. CH’nin diger histolojik 6zellikleri submukozal ya da subserozal
lenfoid birikimlerin 6zellikle Ulserasyon alanlarma uzak bolgelerde goriilmesi,
makroskopik ya da mikroskobik atlama alanlarinin bulunmasi ve barsak duvarinin

derinliklerine inen fissiir, fistiil hatlar1 ya da lokal abse olusumlaridir (61, 72, 74).
2.1.9. Tam

Tam1 yontemleri, hastaligin yayginhigmi, aktivitesini ve spesifik
komplikasyonlarin1 belirlemek icin kullanilir. Iyi bir anamnez ve fizik muayeneden
sonra gayta tetkiki, biyokimyasal testler, alt ve Ust gastrointestinal sistem endoskopik
muayenesi ve histopatolojik degerlendirme ile tani konulmalidir. Gerektiginde
radyolojik incelemeler, ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve magnetik rezonans
goruntilleme de yapilmalidir. Bu tetkikler arasinda IBH tanis1 icin en degerli tan1 araci
kolonoskopi ve islem sirasinda alinan biyopsi Orneklerinin histopatolojik

incelemesidir.
2.1.10. Tedavi

IBH tedavisi hastaligin lokalizasyonu, siiresi, aktivitesi ve hastanin tedaviye
uyumuna gore farklilik gosterir. Medikal tedavideki amag akut ataklarin hafifletilmesi,
semptomlarin kaybolmasi, hastaligin remisyona sokulmasi ve remisyonun devamliligi

ve nukslerin onlenmesidir.

Son yillarda IBH nin tedavisinde birgok gelisme kaydedilmistir. IBH tedavisi
bir piramit sisteminden olugsmaktadir. Hafif ya da orta siddetli koliti olan hastalarda
aminosalisilatlar ve hastalik  alevlenmelerinde  siklikla  kortikosteroidler
kullanilmaktadir. Azotiopirin ve 6-Merkaptopiirin IBHnin idame tedavisinde
kullanilan ilaglardir. Siklosporin, takrolimus ve mikrofenolat mafetil immunsupresif

tedavide kullanilmaktadir. IBH nda 6nemli bir proinflamatuvar sitokin olan TNF-o’ya
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kars1 gelistirilen infliksimab, adalimumab ve sertolizumab da Crohn hastaliginda

kullanilan biyolojik ajanlardir (61, 75, 76).

IBH hastalarmin biiyiik bir kisminin, ¢ok yonlii bakima ihtiyaci vardir. Ciinkii
hastalik, hayatin bircok yoniinii etkilemektedir. Tedavi yaklagimi; beslenme,
psikososyal destek, barsak hastaliginin kontrolii ve ekstraintestinal tutulumlari
icermelidir (77).

2.2. Deneysel Kolit Modelleri

Deneysel kolit modelleri, IBH’nin etiyolojisinin arastirilmasi, intestinal
kanaldaki histopatolojik ve morfolojik degisikliklerin anlagilmasi, hastaligin
tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilmesi ve ilaglarin etki mekanizmalarinin incelenmesi
amaciyla gelistirilmislerdir. Uygun bir deney modeli; barsagin morfolojik ve histolojik
degisikliklerini, barsakta meydana gelen inflamasyonu ve patofizyolojiyi sergileyecek
nitelikte ve insanda IBH’nda gériilen semptom ve bulgularin seyrine benzer ya da
0zdes olmalidir. Ayn1 zamanda 6nerilen deney modelinde kullanilan denegin immun
sistem ve genetik 6zelliklerinin iyi tanimlanmis olmasi gerekmektedir. Basit, ucuz,

kolay bir sekilde uygulanabilir ve tekrarlanabilir olmalidir (78).
IBH’nda hayvan modelleri bes grupta degerlendirilmektedir;

Gen ‘knock out” (KO) modeli,
Transgenik fare ve rat modeli,
Spontane kolit modeli,

Adoptif transfer modeli,

o~ w0 D

Indiiklenebilir kolit modeli.
2.2.1. Gen ‘Knock out’ (KO) Modeli

Gen ‘knock out” modelleri mevcut bir genin inaktive edilmesiyle veya genin
dislanarak yapay bir DNA pargasiyla yer degistirmesiyle olusturulur. KO modelleri
spesifik bir organdan, spesifik bir genin degistirilmesiyle de olusturulabilir (79).

IL-10; fizyolojik sartlarda barsakta yararli bakterilere ve normal antijenlere
kars1 meydana gelen proinflamatuvar yanita karsi iiretilen antiinflamatuvar 6zellikteki

esas sitokindir. IL-10 KO farede insandaki CH’na benzer sekilde transmural pankolit

20



ve ¢ekal inflamasyon meydana gelir. IL-2 de T lenfosit aktivasyonuyla meydana gelen
inflamatuvar yanit1 diizenleyici bir sitokindir. IL-2 KO farede ince barsak intaktir.
UK ’te oldugu gibi mukoza ve submukozada kronik inflamasyon gdzlenir. T hiicre
reseptor a zinciri (TCR o)) KO farede Th2 tip immun yamit gdzlenir. Insandaki UK’e

benzer semptom ve bulgular gelistiren kronik kolit tablosu vardir (80).
2.2.2. Transgenik Fare ve Rat Modeli

Transgenik model ilgili genin asir1 ekspresyonu ile olusturulur. Gen KO

modelde oldugu gibi organ veya huicreye spesifik olabilir.

IL-7 transgenik farede barsak mukozasinda lenfosit diferansiyasyonu ve
proliferasyonun duzenlenmesinde gorevli IL-7’nin asir1 ekspresyonu vardir ve
insandaki UK’e benzer kronik kolit gdzlenir. Sinyal doniistiiriicii ve aktivator
transkripsiyon-4 (STAT-4), Thl lenfosit uyarisin1 saglayan IL-12’nin énemli bir
transkripsiyon faktorudir. STAT-4 transgenik farede Thl tip kolit olugsmaktadir. Fare
ve ratta HLA-B27 ve B2 mikroglobulin genlerinin ekspresyonu da tiim gastrointestinal

kanalda inflamasyon olusumuna neden olur (78).
2.2.3. Spontane Kolit Modeli

Spontane kolit modelinde kullanilan deney hayvanlarinda disaridan herhangi
bir miidahale olmaksizin kendiliginden CH na benzer inflamasyon olusur. Bunun i¢in
Ozel olarak uretilen C3H/HejBir ve SAMP1/Yit fareler kullanilir. Bu hayvanlara

ulasim zor oldugu i¢in kullanim alani sinirhdir (79).
2.2.4. Adoptif Transfer Modeli

Adoptif transfer modelde immun yetmezligi olan deney hayvanlarina naif T
hicrelerin (CD45RBhigh) regulatdr hiicreler olmaksizin transferi ile barsak
inflamasyonu indiiklenir. Bu model, mukozal immun yanitin diizenlenmesinde T
hicrelerin rollerinin gosterilmesi ve immunolojik ve genetik faktorlerin ortaya

¢ikartilmasinda 6nemli bir aragtir (79).
2.2.5. Indiiklenebilir Kolit Modeli

En sik kullanilan modellerdendir. Disaridan lavmanla, gastik lavajla, igme

suyuna eklenerek ya da intramural enjeksiyonla bir madde verilerek kolit gelisimi
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indiiklenir. Diger modellere gore daha ucuzdur. Erisimi kolay, tekrarlanabilir ve
Kolaylikla uygulanabilirler. Indiikleyici ajan olarak TNBS, DSS, oksazolon, asetik asit,
dinitroklorobenzen sulfonik asit, indometazin, iyodoasetamid, karragenan ve

peptidoglikan-polisakkarit kullanilir (11).

TNBS bir haptendir, doku proteinlerine baglanir, gecikmis tipte immun yanita
neden olur. TNBS alkol icerisinde c¢ozlndurulerek kolon limenine verilir. Alkol,
¢Oziicii 6zelliginin yan1 sira mukoza bariyerini bozarak TNBS’nin inflamasyona neden
olmasini saglar. IBH nin her iki tiiriinden bulgular gdzlenir, agirlikli olarak CH’ na

benzeyen kronik kolit tablosu meydana gelir (81).

Oksazolon da TNBS gibi bir haptendir ancak kolon limenine uygulamadan
once cilde uygulanarak deney hayvaninin sensitize edilmesi gerekir. Th2 aracili

inflamasyon olusur, UK e benzer ancak akut etkili bir modeldir (81).

Asetik asit seyreltilerek kolon liimenine uygulanir. Non-spesifik immun yanit

meydana gelir. UK’e benzer 6zellikte akut etkili kolit gozlenir (82).

DSS siilfatlanmis dekstran ve anhidro-glukoz birimleri iceren sentetik bir

bilesiktir. DSS i¢me suyuna eklenerek kullanilir. UK e benzeyen akut ve kronik etkili
kolit olusur (78).

Dinitroklorobenzen sulfonik asit hapten ajandir, gecikmis tip duyarlilik
reaksiyonu olusturur. Kolit olusturmak i¢in limene verilmeden 6nce cilde uygulanarak
hayvanlar sensitize edilmelidir. Dinitroklorobenzen sulfonik asit verildiginde olusan
tilserasyon, kript abseleri ve graniilosit infiltrasyonu UK teki tabloya benzemektedir.
Akut etkili bir modeldir, kronik etki gosterebilmesi igin devamli antijen uygulanmasi
gerekir (79).

Indometazin nonsteroid antiinflamatuvar grubu bir ilagtir. Cilt altina
uygulanan indometazin koruyucu prostoglandinlerin sentezini inhibe ederek epitel
hasarmi baglatir. Luminal bakteri ve bakteri iirlinleri de inflamatuvar yanita katkida
bulunur. Ince barsakta ve kolonda iilser olusumu ve transmural tutulum gostermesiyle

CH’na benzer (78).
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Iyodoasetamid ~siilfidril ~bilesiklerini bloke eder. Kolon liimenine
iyodoasetamid uygulanmasi mukoza iizerinde koruyucu etkileri olan endojen stlfidril

bilesiklerinin azalmasina neden olur ve UK ’e benzer kolit tablosu gelisir (78).

Karragenan, kirmizi deniz yosunundan elde edilen yiiksek molekiil agirlikli
stlfatlanmis polisakkarittir. Karragenan oziitii deney hayvanlarinin igme suyuna
eklenerek kullanilir. Karragenanin hidrolizi sonucu olusan {iriinler kolonda

iilserasyona neden olur. Histolojik agidan UK e benzeyen bir kolit modelidir (83).

Peptidoglikan-polisakkarit streptekok hiicre duvari bilesenidir ve barsak

duvarina dogrudan enjeksiyonu ile CH’na benzer immun yanit olusturur (84).
2.2.5.1. TNBS ile indiiklenen Kolit Modeli

TNBS kolit modeli ilk kez Morris ve ark. (85) tarafindan tanimlanmustir.
TNBS yiiksek molekiil agirlikli doku proteinlerine baglanarak antijenik 6zellik
kazanan bir haptendir. Bu modelde TNBS, etanol igerisinde ¢6zdurulerek intrarektal
olarak uygulanmaktadir. Etanol ¢6ziicii 6zelliginin yan1 sira mukoza bariyerini yikarak
inflamasyona katkida bulunur. Mukoza bariyerini agsan TNBS lizin aminoasidinin E-
amino grubuna baglanir ve hiicre ylizey proteinlerini modifiye ederek degistirir. Bunun
sonucu olarak protein-TNBS kompleksi T lenfositler ve makrofaj tarafindan antijen
olarak goriiliir ve boylece inflamasyon baslamis olur. TNBS’nin olusturdugu
reaksiyon gecikmis tipte hipersensitivite reaksiyonudur. TNBS Th1 tip lenfosit aracili

immun yanit1 uyarir ve TNF-a ve 1L-12 major sitokinlerdir (79).

TNBS/etanol kolitinde olusan ilk hasar temel olarak mukozanin etanolle
karsilasmasina bagl gelisen vaskiiler konjesyon ve nekrozdur. inflamasyon ve kanama
sahalarinin yogun oldugu mukoza kalinlagsmis ve 6demlidir. Bunu izleyen ilk birkag
saat kolonun distalinde barsak epitelinde yogun hasar olusurken yiizeysel hasar
bolgeleri hizla onarilir. Ulserasyon alanlar1 koyu kahverengi bir psddo-membran
kaplar ve mukozal ylizeyde bir hafta kalir ve kaldirim tas1 manzarasini olusturur (Sekil
2.13.). Notrofil, monosit ve makrofaj birikimleri, fibroblast ve kiigiik damarlarin
cogalmast ile karakterize kronik inflamasyon bulgular1 birinci hafta sonunda
olusmakta ve en az sekiz hafta bu tablo devam etmektedir. Inflamatuvar hiicreler

eksternal kas ve serozayi infiltre ederek mukozada graniilom olusumuna neden olur.
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Langhan’s tip dev hiicreler de gozlenen histopatolojik bulgulardandir. Belirgin kilo
kaybi1 ve kanli ishal gézlenen klinik degisikliklerdir (11, 86).

Sekil 2.13. TNBS ile indiiklenen kolit goriiniimii. Salin (A), diisitk doz TNBS (B) ve yilksek
doz TNBS verilen (C, D ve E) kolon dokusu. E; Crohn hastaliginda gozlenen kaldirim tagi manzarasi.
Motavallian-Naeini ve ark. (86)’ndan alinmigtir.

Morris ve ark. (85) tarafindan kronik inflamasyon i¢in farklt TNBS ve etanol
dozlar kolonda denenmis ve en etkin ve tekrarlanabilir inflamasyon 0.25 mL %50
etanol i¢inde 30 mg TNBS olacak sekilde sicanlara rektal olarak verildiginde elde

edilmistir.

IBH’nda kolonda meydana gelen immunolojik hasar dikkate alinarak TNBS
kolit modeli gelistirilmistir. Bu model insandaki IBH na ve dzellikle CH’na Kklinik ve
histopatolojik yonden uygunluk sagladigi icin kronik kolon inflamasyonunun
etiyopatolojisini aydinlatmada uygun bir modeldir. Bu modelin avantajlari; kullanilan
deney hayvanin ucuz ve kolayca bulunabilen fare ve sigan tlrlerinin olmasi, yontemin

basit ve tekrarlanabilir olmasi, yeterli siddette ve uzunlukta CH benzeri ve lzerinde

24



yeni ajan ve tedavilerin denenebilecegi bir hastalik tablosu ortaya koymasidir.
Dezavantjlart ise; daha ¢ok kronik etkili kolitin olugsmasi, TNBS’nin yapisindan
kaynaklanan variabilitesi, TNBS’ye kars1 her hayvanin duyarliliginin farkli olmasi ve

insandaki IBH na benzer spontane relapslarin olmamasidir (79).
2.2.5.2. Asetik Asit ile Indiiklenen Kolit Modeli

Asetik asit UK’e benzeyen, kolona sinirli akut inflamasyon olusturur.
Seyreltilmis asetik asidin kolon liimenine uygulanmasiyla indiiklenen deney
modelinde iilserasyon ve kript yapisinda bozulma gozlenir. Bu modelde hasar, asetik
asidin konsantrasyonuna ve asetik asidin kolon mukozasi ile dogrudan temas ettigi
yiizeyin genisligine bagl olarak olusan epitelyal nekroz ve 6demle iliskilidir. Epitelyal
hasarin organik asitlere kars1 gelisen spesifik bir reaksiyonun sonucunda meydana
geldigi distiniilmektedir ¢linkii ayn1 pH’da hidroklorik asit ile kolit indiiksiyonu
denenmis ancak benzer bir hasar olusmadigi gozlenmistir (87). Asetik asidin
protonlanmig formu hiicre i¢i ortamdaki protonlari hiicre disina serbestlestirir ve masif

epitelyal hasar ile sonuglanan hiicre i¢i asidifikasyona neden olur (88).

Asetik asit modeli ilk kez MacPherson ve ark. (89) tarafindan tanimlanmuistir.
Yamada ve ark. (87) tarafindan modifiye edilerek gelistirilmistir. Buna gore hafif
anestezi altindaki ratlara 1.5 mL % 4 asetik asit bir kaniil aracilig1 ile aniisten 8 cm
proksimale kolon liimenine uygulanarak 30 saniye boyunca kolon mukozasi ile temast

saglanir ve 1.5 mL fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) ile yikanir.

Asetik asit uygulamasi ilk 4 saat icerisinde inflamasyon olmadan epitelyal
hasar ile sonuglanir. Gegici lokal iskemi ilk hasara katkida bulunabilir ancak notrofiller
erken donemde gozlenmemektedir. ilk hasar1 takiben akut inflamatuvar hiicreler gelir
ve 12 saat igerisinde maksimum yogunluga ulasir. Mukoza ve submukozada non-
spesifik inflamasyon olusur. Inflamasyon 3-4 giinden sonra gerilemeye baslar ve
kimyasal hasar farelerde gunler icerisinde, ratlarda ise 2-3 hafta icerisinde tamamen
iyilesir (79).

Ucuz, uygulamasi kolay ve tekrarlanabilir bir modeldir. Akut inflamasyona
neden oldugu igin insanda IBH’n1 tam anlamiyla temsil edemez. Asetik asit

uygulamasi sonucu ilk 24 saat igerisinde meydana gelen hasar immunolojik degildir.
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Bu nedenle immun sistemi hedef alan ilag ¢aligmalarina indiiksiyondan 24 saat sonra

baglanmasi gerekmektedir (82).
2.3. IBH’nda Incelenen Biyokimyasal Belirtecler
2.3.1. Serum Amiloid A (SAA)

Serum amiloid A inflamasyon ve stres durumunda artan bir akut faz
proteinidir. CRP gibi 12 saat icerisinde artig gosterir ve 2-3 giin igerisinde pik yaptig1
noktaya ulasir. 104 aminoasitten olusur, 12-14 kDa agirligindadir ve asil olarak
karacigerden sentezlenir. Karaciger disinda makrofaj, endotel hiicresi, diiz kas hiicresi,

adiposit gibi bircok hicreden sentezlenmektedir (90).

SAA romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteomiyelit, psériazis, ateroskleroz
gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda; tiiberkiiloz gibi kronik enfeksiyonlarda;
kizamik, kizamik¢ik, sugicegi ve herpes gibi viral enfeksiyonlarda ve organ
transplantasyonu sonrasi dramatik bir artis gdstermektedir. IBH’nda da hastalik
aktivitesi ile orantili olarak arttifi gosterilmistir. Sistemik inflamasyonun

gosterilmesinde diger CRP, sedimentasyon gibi belirteglere gére daha duyarhdir (91).

Kronik hastaliklara ikincil olarak fazla SAA proteininin yikilmasi ile 5-9 kDa
agirliginda suda ¢oziinmeyen 76 aminoasitlik fragman dokularda hiicre disinda birikir
ve AA amiloidozis olarak isimlendirilir. Bu birikim organ fonksiyonlarinda
bozulmaya yol agar. AA depozitleri siklikla bobrek, karaciger ve dalakta gozlenir ve
nefrotik sendrom ve hepatosplenomegali ile sonuglanir. Romatoid artrit ve diger
inflamatuvar eklem hastaliklarinda; tiiberkiiloz, osteomiyelit gibi kronik

enfeksiyonlarda ve Hodgkin hastalig1 gibi bazi malignitelerde meydana gelir (92).

Insanda ve farede 4 adet SAA izoformu tanimlanmistir. SAA1 ve SAA2 akut
faz cevabi siiresince dolasimda agirlikli olarak bulunan formudur ve esas iiretim yeri
karacigerdir. SAA3 akut ve kronik inflamatuvar cevapta temel olarak makrofajlardan

eksprese edilir. SAA4 ise normal kosullarda yapisal olarak eksprese edilir (93).

SAA yapisal olarak apolipoproteinlere benzer ve biitiin formlari
lipoproteinlere (6zellikle HDL) baglanir. Apolipoprotein A-1 negatif akut faz
reaktanidir ve akut faz cevabinda azalir. Apolipoprotein A-1 yerine SAA baglanir ve

inflamatuvar siiregte HDL’nin ana apolipoproteini haline gelir ve hiicrelerden serbest
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kolesteroliin tasinmasini saglar. Bu 6zelligi ile SAA’nin aterosklerozda inflamasyonu

azalttig diistiniilmektedir (92, 94).

SAA’nin asil biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemesine karsin
dolagimdaki monosit ve polimorfoniikleer I8kositlerin migrasyon, adezyon ve
kemotaksisini indiikledigi ve ek olarak monosit hiicre kiiltiirlerinden IL-1f, IL-1

reseptOr antagonisti ve TNF reseptorii tiretimine yol agtigi gosterilmistir (95).

Barsak mukozasi genis bir yiizey alanina sahiptir ve devamli bakteriler ve
onlarn iriinleri ile temas igerisindedir. Barsak mukozasindan da SAA proteinlerinin
salindig1 gosterilmistir ve 6zellikle gram negatif bakterilere karsi konak savunmasinda
rol alir. SAA Escherichia coli’nin dis membran proteinine baglanarak fagositozunu
kolaylastirir (96). Yapilan bir ¢alismada TNF-a, IL-6 ve IL-1f gibi inflamatuvar
sitokinlerin intestinal epitelden SAA salgilanmasin1 uyardiklar1 bildirilmistir (97).

SAA barsakta lokal olarak savunma sisteminde rol almaktadir (98, 99).
2.3.2. Myeloperoksidaz (MPO)

Myeloperoksidaz molekiiler agirligi 144 kDa ve a2 B2 alt birimlerini iceren
tetramer yapida bir hemoproteindir. iki agir (57 kDa) ve iki de hafif (15 kDa) zincir
icerir. Polimorfonukleer Iokositlerin azurofil grandllerinde bol miktarda bulunur.
Diger inflamatuvar hiicreler olan monosit ve makrofajlarda ¢ok az miktarda bulunur
veya hi¢ bulunmaz. Bu nedenle noétrofil sekestrasyonunun kantitatif ve duyarli bir

gostergesi olarak MPO aktivitesi 6l¢tuilmektedir (100).

Yabanci partikiillerin fagositozuyla birlikte polimorfoniikleer 16kositlerin
azurofilik granallerinde bulunan MPO hidrojen peroksit ve klor iyonundan potent bir
oksidan molekdl olan hipoklorik asit (HOCI) dretir. HOCI mikrosidal bir aktiviteye
sahiptir ve bdylece MPO konak savunmasinda patojen mikroorganizmalara karsi

6nemli bir rol Gstlenir (101).

Paradoksal olarak MPO aterosklerozda hasar verici bir rol oynar.
Aterosklerotik plakta bulunan notrofillerden ve az miktar da olsa makrofajlardan MPO
salinir. MPO latent metaloproteinazlar1 aktive ederek plak destabilizasyonuna neden
olur. Ayrica MPO aterosklerozda koruyucu bir rolii olan nitrik oksidi substrat olarak

kullanarak biyolojik etkisini azaltir ve endotel disfonksiyonuna neden olur (101, 102).
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Inflamatuvar siirecte aktive polimorfoniikleer 15kositlerden hiicre dis1 araliga
ve kan dolagimma MPO salinir. MPO’nun iirettigi HOCl aminoasit ve proteinlerin
pargalanmasina yol agarak 3-klorotirozin gibi Uriinlerin agiga ¢ikmasina neden olur.
Ayrica LDL’nin ve HDL’nin yapisinda bulunan apolipoprotein A-1’in oksidasyonuna
yol acar ve bdylece HDL’nin ters kolesterol tasinmasinda bozulma meydana gelir
(103).

MPO zararli mikroorganizmalar1 ve belirli timorleri yok edici etkisi
nedeniyle savunma sisteminde 6nemli bir yere sahiptir. Bunula birlikte MPO bircok
maddeyi yiikseltgeyerek serbest radikal meydana gelmesine sebep olmaktadir.
Inflamasyon durumunda MPO nétrofil aktivasyonunun bir gdstergesi olarak kullanilir

(100, 104).
2.3.3. Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

TNF geninin, altinc1 kromozomu iizerinde temel doku uygunluk kompleksi
(MHC) gen lokusunun iginde HLA smif I ve II arasinda yer aldigi gosterilmistir.
Benzer biyolojik o6zelliklerde iki formu saptanmistir. TNF-o (kasektin) ozellikle
makrofajlardan ve TNF-B (lenfotoksin) ise 6zellikle lenfositlerden Gretilmektedir
(105). TNF bir transmembran proteini olarak tretilir ve spesifik bir metalloproteinaz
aracihigr ile boliinerek serbestlestirilir. IBH’nda lamina propriada bulunan
mononiikleer hiicreler tarafindan hem membran bagli TNF hem de serbest TNF

tretimi artmustir (3).

Doku travmasi veya enfeksiyonlar sonucu olusan inflamatuvar yanit,
proinflamatuvar sitokin dongiisiinin baslamasina neden olur. TNF-o, IBH
patogenezinde mukozal immun yanitta 6nemli rol oynayan proinflamatuvar bir
sitokindir. TNF-a, diger proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini uyaran transkripsiyon
faktoru nikleer faktor-B (NF- kB)’y1 aktive eder (106). TNF-a sentezinin kaynagi
monositler, makrofajlar, T hicreleri, polimorfonukleer I6kositler, NK hiicreleri ve
endotelyal hiicrelerdir. TNF-a, nétrofilleri ve makrofajlar1 aktive eder, B hicrelerini
uyarir, mukozal T hucreleri araciligi ile IFN-y’nin iiretimini arttirarak intraepitelyal
lenfosit proliferasyonuna ve migrasyonuna neden olur. Etkisini IL-6y1 arttirarak
gosterir. 1L-6, IL-1 ile beraber IBH’nin semptomlarina katkida bulunur ve akut faz
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proteinlerinin Gretimine neden olur. TNF-o graniilom olusumuna yol agan bir sitokin

olup CH’nin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (37).

Son yillarda TNF-o’nin olusturdugu proinflamatuvar etkiler dikkate
alindiginda TNF-a’nin bloke edilmesi en guincel tedavilerden biri olan biyolojik tedavi
yonteminin de temelini olusturmustur. Inflamasyonlu mukozadaki TNF-a iiretiminin
inhibisyonu (infliksimab; TNF-o antikoru) ile hastaligin tedavisi miimkiin
olabilmektedir (107).

TNF-a, gram negatif bakterilere yonelik konak yanitinin olugsmasinda temel
sitokindir. Yiksek konsantrasyonlu lipopolisakkarite bagli olusan doku hasari, damar
i¢i pihtilasma ve septik soktan sorumludur. TNF-o’nin temel kaynagi, LPS’in uyardigi
mononiikleer fagositlerdir. Ayrica bu sitokin, antijen ile uyarilmis T hiicreleri, aktive

edilen NK hiicreleri ve aktive edilmis mast hiicreleri tarafindan da salgilanir (108).
2.3.4. Interlokin 33 (IL-33) ve interlokin 1 Reseptor iliskili Protein (ST2)

IL-33, IL-1 sitokin ailesine ait olup 2005 yilinda Schmitz ve ark. (52)
tarafindan tamimlanmustir. 1L-33 fibroblast, adiposit, beyaz kas hcreleri, endotel,
epitel, makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan tiretilir. IL-33, 30 kDa agirligindadir.
Diger sitokinler kaspazlar araciligi ile aktive olurken IL-33 ilk sentezlendigi tam

uzunluktaki formunda aktiftir ve kaspazlar ile inaktive edilir (8).

IL-33"{in reseptoril heterodimerik yapidadir. Reseptor IL-1 reseptor aksesuar
protein (IL-1RAcP) ve ST2 olmak tizere iki alt biriminden olusur. IL-1RACP, IL-1
ailesinden diger sitokinler icin de ortak bir reseptor olarak galisir. ST2, IL-1 reseptor
ailesinin bir iiyesidir. Ingilizce ‘stimulation gene 2’den tiiretilmistir ve IL-1 reseptor
iligkili protein olarak da bilinir. ST2’nin membran baglh formu (ST2L) ve solubl formu
(sST2) olmak tizere iki izoformu vardir. ST2L bir transmembran reseptordiir, IL-33’0n
etkilerinden sorumludur. IL-33, reseptorde ST2’ye baglanir. 1L-33/ST2 kompleksi
reseptérin IL-1RAcP alt birimiyle beraber hicre icerisinde sitokin ve kemokin
sentezini uyaran transkripsiyon faktorlerini aktive eder. sST2 ise 1L-33 igin bir tuzak
reseptoridur. sST2 IL-33’e sikica baglanir ve membran bagli ST2’ye baglanmasina
engel olarak 1L-33Un etkilerini inhibe eder (10, 109) (Sekil 2.14.).
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Sekil 2.14. IL-33/ST2 sinyal yolagi. 1L-33 ligand1 ST2’ye baglanir. Sinyal ileti molekiilii
olarak myeloid diferansiasyon primer cevap protein 88 (MyD88) ve IL-1 reseptor iligkili kinaz (IRAK)
kullanir, hiicre i¢i niikleer faktor k3 (NF-«B) ve mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) transkripsiyon
yolaklarini aktive eder. IL-2, IL-5, IL-13, TNF-a, ve IFN-y sitokin tretimini indukler. sST, IL-33’{in
etkilerini nétralize eder. Ayrica tek immunglobulin IL-1R iligkili molekil (SIGIRR) de IL33/ST2
yolagimi inhibe eder. Zhao ve ark. (110)’ndan alinmistir.

ST2, Th2 tip lenfositlerin ve epitel hicrelerinin yiizeyinde bulunur. Thl
aracili immun yanit1 uyaran IL-1 ailesinin diger {iyelerinin aksine IL-33 Th2 ylizeyinde
bulunan ST2’ye baglanarak Th2 aracili immun yanit1 uyarir ve Th2 tip sitokinlerin
dretimini arttirir. Th2 hdcrelerin immun yanitlarin1 dizenleyip, inflamatuvar ve

Immun olaylarda rol oynadig: disiiniilmektedir (52).
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IL-33/ST2 sinyal yolagi astim, romatoid artrit, kontakt dermatit, psoriazis,
anaflaksi gibi bircok Th2 aracili inflamatuvar hastalikta aktive oldugu bulunmustur

(10). Aktif UK’li hastalarin mukozasinda da spesifik olarak artis1 bildirilmistir (8).

Son yillarda sST2’nin IL-33’0i baglayarak Alzheimer hastaligt ve
ateroskleroz gelisiminde koruyucu oldugu ve deneysel artrit, alerjik hava yolu
inflamasyonu ve hepatik iskemi/reperfiizyon hasarinda diizenleyici bir rolii oldugu
gosterilmistir. Kronik inflamasyonda yiiksek sST2 diizeyi hastalik siirecinde kontrol

edici bir mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir (111-115).

IL-33 Th2 yiizeyinde bulunan ST2 reseptoriine baglanarak tip 2 sitokin
tiretimini arttirir ve Th2 aracili immunitenin aktive oldugu hastaliklarda yikici bir
etkisi vardir. Bununla birlikte ateroskleroz ve greft reddi gibi Th1/Thl7 aracili
immunitenin aktive oldugu durumlarda IL-33 ile Th1/Th17 uyarist Th2 yoniine
kaydirilarak ateroskleroz gelisiminin azaldig1 ve greft reddinin inhibe edildigi rapor
edilmistir (114, 116). Thl aracili immunitenin aktive oldugu CH’nda da IL-33’Un
etkileri deney modelleri ile aragtirilmistir. TNBS ile indiiklenen kolit modelinde
rekombinant I1L-33 uygulamasimnin Thl uyarisint Th2/Trg yOniine g¢evirdigi ve
deneysel kolitte koruyucu bir rolii oldugu gosterilmistir (117). DSS ile olusturulan bir
kolit modelinde de akut ve kronik inflamatuvar dénemde IL-33’{in etkileri incelenmis
ve akut donemde IL-33’iin koliti hafif¢ce siddetlendirdigi, kronik dénemde ise Thl
cevabini Th2 yoniine ¢evirerek genel olarak inflamasyon parametrelerini azalttig
rapor edilmistir. Kronik inflamasyon siiresince IL-33 ile ndtrofil akisi
indiiklenmektedir ve bu hasarli epitel tabakasindan patojen bakteri translokasyonunu
azaltarak inflamasyonun azalmasina neden olmaktadir. IL-33’tin CH gibi Thl aracili
immun yanitin aktive oldugu hastaliklarda gelecekte alternatif bir tedavi olacagim

diistindiirmektedir (118).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Etik Kurul Onay1

Abant izzet Baysal Universitesi (AIBU) Hayvan Arastirmalar1 Yerel Etik
Kurulu’nun 16.01.2015 tarih ve 2 sayili karar ile galismanin etik kurallara uygun

olduguna dair onay alindi.
3.2. Deney Hayvanlan

Deney hayvanlar1 AIBU Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden edinildi. Bu ¢alismada; 2-4 aylik erigkin, 200-250 gr agirliginda 56 adet
erkek Wistar albino cinsi rat kullanildi. Denekler 22-24°C 1s1 ve % 45-50 nemli
odalarda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta barindirildi ve herhangi bir yem ve su

kisitlamasi yapilmaksizin ad libutum beslendi.
3.3. Kolit indiiksiyonunda Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

Deney gruplarinda kolit indiikleyici ajan olarak asetik asit ve TNBS
kullanild1.

Asetik asit hazirlanmasi: Konsantre (% 100) asetik asit (Merck, Darmstadt,

Almanya) ve distile su ile % 4 oraninda seyreltik asetik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

TNBS hazirlanmasi: Konsantre (% 100) etanol (Merck, Darmstadt,
Almanya) distile su ile seyreltilerek % 50°lik etanol ¢6zeltisi hazirlandi. 30 mg TNBS
(0.6 mL) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), 0.25 mL % 50 etanol ¢ozeltisi ile

karigtirilarak hazirlandz.
3.4. Kolit Indiiksiyonu

Beslenme Katateri (no 6 polipropilen feeding tlp, Bigakeilar, Istanbul,
Turkiye) ucu anlisten 8 cm iceri proksimale iletildi. Bu katater araciligiyla indukleyici
ajan yavasca kolona verildi. Kataterde kalan indiikleyici ajanin arkasindan 1 cc hava
verilerek kataterin igeriginin bosaltilmasi saglandi. Daha sonra ratlar verilen ajanin
geri kagmasimi engellemek icin 30 saniye siire ile kuyruktan kaldirilip bas asagi
tutularak Trandelenburg pozisyonunda bekletildi. Bu esnada verilen ajanin kolona

yayilmast i¢in batina yavasca masaj yapildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kolit indiiksiyonu

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Rastgele secilen denekler 4 gruba ayrildi, her bir grup 3. giin ve 7. giin
sakrifiye edilenler olmak {izere 2 alt gruba ayrildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney gruplari

3. gun sakrifasyon | 7. gun sakrifasyon
Deney gruplari Yapilan islem
(n=7) (n=7)
1.5mL % 0.9 serum
Kontrol grubu 1A IB ] B o
fizyolojik (SF) verildi.
1.5 mL % 4 asetik asit
Asetik asit grubu A 11B verildi. Arkasindan 1.5 mL
SF ile yikandi.
30 mg TNBS 0.25 mL % 50
TNBS grubu 1A 111B o o
etanol ¢ozeltisi ile verildi.
1.5 mL % 4 asetik asit
. verildi. Arkasindan 1.5 mL
Kombine grup IVA VB
SF ile yikandi. 10 dakika
sonra 30 mg TNBS verildi.
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Tiim deneklerin baglangi¢ ve son agirliklar tartilarak kaydedildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Deneklerin agirliklarmin tartilmasi

Tiim gruplara islem oncesi intramuskiler ketamin (Ketasol, Richter Pharma
AG, Wels, Avusturya) 50 mg/kg dozunda uyguland (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Anestezi uygulamasi

Kolit induksiyonunu takiben tgunct ve yedinci glnlerde tim ratlara 50

mg/kg ketamin anestezisi sonrasi orta hat kesisi ile laparatomi yapildi, eksplorasyon
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gerceklestirildi. SAA ve MPO galisilmak tizere yaklasik 5 ml intrakardiak kan 6rnegi
alind1 (Sekil 3.4.). Takiben rektum distalde miimkiin olan en agag1 seviyeden transekte
edildi ve ileuma kadar tiim kolon ¢ikartildi (Sekil 3.5.). Cikarilan her kolonun aniisten
itibaren 8-10 cm aras1 % 0.9 SF ile yikanarak katkisiz tiiplere konularak biyokimyasal
analiz (TNF-a, IL-33 ve ST2) i¢in ayrilmistir. Geriye kalan kolon segmenti formol

icerisinde patolojik degerlendirme i¢in saklanmaistir.

Sekil 3.4. Intrakardiak kan alinmasi

Sekil 3.5. Kolonun ¢ikartilmasi

35



3.6. Kullanilan Cihazlar ve Kalite Kontrolii

Laboratuvar calismalar1 AIBU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma

Laboratuvari’nda yapildi.
Olclimler sirasinda kullanilan cihazlar;

1. Homojenizator; Ultra Turrax T8 (IKA Werke, Staufen, Almanya)

2. Santrifuj; NF048 ve NF800 (Nuve, Ankara, Turkiye)

3. Dondurucu; HERAfreeze -86°C (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD)

4. ELISA mikroplak okuyucu; Benchmark Plus Mikroplak Okuyucu
(Biorad, Segrate-Milano, italya)

5. Hassas terazi; XB 220A (Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Isvicre)

6. Otomatik pipetler (Eppendorf AG, Hamburg, Almanya)

3.7. Doku Homojenizasyonu
Kolon dokusu érneklerinde TNF-a, IL-33 ve ST2 diizeyleri ¢aligildu.

Kolon dokusu ornekleri kademeli olarak cozdiiriildiikten sonra agirliklar
tartildi. 100 mg doku 6rnegi 900 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (0,02 mM, pH 7.0-7.2)
icerisinde 1:9 (w/v) oraninda karistirildi. Ornekler buz dolu bir kap icerisinde
homojenizator ile 16000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Daha sonra 1500xg’de
4°C’de 15 dakika santrifiyj edildi.

3.8. Biyokimyasal Parametrelerin Olgimii

Tim standartlar, kontroller, kitler, plazma ve doku homojenatlar1 kullanmaya

baslamadan 6nce oda 1sisina (18-26 °C) getirildi.
3.8.1. SAA Olcuimii

Plazma SAA dizeyi MyBioSource rat SAA ELISA kiti (Katalog no:
MBS731638; MyBioSource, San Diego, CA, ABD) kullanilarak dl¢iildii. Uretici firma
tarafindan testin tekrarlanabilirligi ¢alisma igi (intraassay) <% 9, calisma arasi

(interassay) <% 10, duyarlilig1 0.1 pg/mL olarak bildirilmistir.
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Deneyden 6nce 6rnekler 1/20 oraninda % 0,9 serum fizyolojik ile diliie edildi.
Test sonuglart 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL ve 0 pg/mL
standartlar kullanilarak olusturulan logaritmik kalibrasyon egrisi ile hesaplandi.

Olgiimler 450 nm’de yapildi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.
3.8.2. MPO Olgumii

Plazma MPO duzeyleri Hycult Biotech rat MPO ELISA kiti (Katalog no:
HK105; Hycult Biotech, Uden, Hollanda) kullanilarak o6lguldi. Uretici firma
tarafindan 6l¢iim aralig1 3.9 ng/mL ile 250 ng/mL olarak bildirilmistir.

Deneyden once iiretici firma tarafindan saglanan diliient ile plazma 6rnekleri
1/40, oraninda diliie edildi. Test sonuclart 250 ng/mL, 125 ng/mL, 63 ng/mL, 31
ng/mL, 15.6 ng/mL, 7.8 ng/mL, 3.9 ng/mL ve 0 ng/mL standartlar kullanilarak
olusturulan logaritmik kalibrasyon egrisi ile hesaplandi. Olgiimler 450 nm’de yapildi.

Sonuglar pg/mL olarak verildi.

3.8.3. TNF-a Olgiimi

Kolon dokusu TNF-a diizeyi eBioscience rat TNF-a ELISA kiti (Katalog no:
BMS622; eBioscience, San Diego, CA, ABD) kullanilarak &lgiildii. Uretici firma
tarafindan testin tekrarlanabilirligi calisma i¢i <% 5, ¢alisma arasi1 <% 10, duyarlilig

11 pg/mL olarak bildirilmistir.

Test sonuglar1 2500 pg/mL, 1250 pg/mL, 625 pg/mL, 312.5 pg/mL, 156.3
pg/mL, 78.1 pg/mL ve 39.1 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan logaritmik
kalibrasyon egrisi ile hesapland1. Olgiimler 450 nm’de yapildi. Sonuglar doku protein

miktarina boliinerek pg/mg protein olarak verildi.
3.8.4. 1L-33 Olcimu

Kolon dokusu IL-33 diizeyi R&D rat IL-33 ELISA kiti (Katalog no: M3300;
R&D, Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak 6lciildii. Uretici firma tarafindan testin
tekrarlanabilirligi diisiik, orta ve yiliksek serum havuzlarinda sirastyla ¢alisma i¢i %
9.6, % 5.8, % 5.3 ve ¢aligma aras1 % 10.2, % 5.8, % 5, duyarlilig1 6.85 pg/mL olarak
bildirilmistir.
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Test sonuclar1 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL
ve 31.2 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan logaritmik kalibrasyon egrisi ile
hesapland1. Ol¢iimler 450 nm’de yapildi. Sonuglar doku protein miktarina boliinerek

pg/mg protein olarak verildi.
3.8.5. ST2 Olgumii

Kolon dokusu ST2 diizeyi MyBioSource rat 1L-33/ST2 ELISA kiti (Katalog
no: MBS720902; MyBioSource, San Diego, CA, ABD) kullanilarak &lgiildii. Uretici
firma tarafindan testin tekrarlanabilirligi ¢alisma igi <% 9, ¢alisma aras1 <% 10 ve

duyarlilig1 1 pg/mL olarak bildirilmistir.

Test sonuglart 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL
ve 0 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan logaritmik kalibrasyon egrisi ile
hesaplandi. Olgiimler 450 nm’de yapildi. Sonuglar doku protein miktarina boliinerek

pg/mg protein olarak verildi.
3.8.6. Doku Proteini Olguimi

Kolon dokusu protein miktart bikinkoninik asit yontemini kullanan Pierce
BCA protein analiz kiti (Thermo Scientific, Rockford, IL, ABD) ile dlguldii. Uretici

firma tarafindan testin tekrarlanabilirligi % 14.7 olarak verildi.

Test sonuclart 2000 pg/mL, 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 750 pg/mL, 500
pug/mL, 250 pg/mL, 125 ug/mL ve 25 ug/mL albiimin standart kullanilarak lineer
kalibrasyon egrisi ile hesaplandi. Olgiimler 562 nm’de yapildi.

3.9. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme AIBU Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Ana Bilim
Dali’nda yapildi. Doku Ornekleri % 10’luk tamponlanmig formalin sollsyonunda
(Moslab, Ankara, Turkiye) fikse edildi. Kolon dokusundan tam kat alinan 6rnekler
kasetlendi ve rutin doku takibi sonrasinda parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5
mikronluk kesitler hazirlandi ve Hematoksilen&Eozin (H&E) (Merck, Darmstadt,
Almanya) ile boyandi. Boyanan preparatlar 151tk mikroskobu altinda asagida Tablo
3.2.”de verilen kriterlere gore degerlendirildi.
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Tablo 3.2. Mikroskobik hasar skorlamasi (85)

Skor
Degerlendirilen bolge
0 1 2 3
Intraepitelyal lenfosit yok hafif ihmh | agir
Mukoza epiteli [ tam
Ulserasyon yok hafif yuzeyel | 1limh Kat
Mitotik aktivite alt 1/3 | hafif orta 1/3 |orta 2/3 | st 1/3
Kriptler
Mukus birikimi yok hafif thml agir
Vaskularite yok hafif thml agir
Lamina Grantilosit birikimi yok | hafif il | agir
propria
Mononikleer hiicre birikimi yok hafif thml agir
Odem yok hafif iliml agir
Submukoza Grandilosit birikimi yok hafif tlimh agir
Mononukleer hiicre birikimi yok hafif thmh agir
Fibrozis yok var

3.10. istatistiksel Analiz

Istatistik degerlendirme SPPS (22 versiyonu) programi kullanilarak yapilda.

Sayisal degisikliklerin normal dagilima uygun olup olmadigi Kolmogorov Smirnov

testi ile incelendi. Dagilimi normal olan veriler ortalama + standart sapma ve dagilimi

normal olmayan veriler ortanca + standart hata olarak verildi. Dagilim1 normal olan

parametrelerde One Way ANOVA ile gruplar degerlendirildi. Anlamli ¢ikan

parametrelerde post hoc Tukey testi ile gruplar aras1 fark incelendi. Dagilimi normal

olmayan parametrelerde Kruskal Wallis Varyans Analizini takiben gruplar aras1 fark

Mann Whitney U ile incelendi. Deney baslangici ve sonunda gruplarin ortalama

agirliklar1 bagimli 6rneklem t testi ile degerlendirildi. Kesin p degerleri verildi,

sonuclar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Agirhiklarin Degerlendirilmesi

Kolit modellerinin karsilastirildigi bu ¢alismada kilo kaybi kolit olusumunu
degerlendirmede bir kriter olarak kullanilmistir.  Calismada kullanilan 2-4 aylik
Wistar albino erkek ratlarin deney baslangicinda ve deney sonucunda ortalama
agirliklan karsilagtirllmis ve sonuglar ortalama + standart sapma, agirliklarinin %

degisimi ve p degerleri ile birlikte Tablo 4.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Deney Oncesi ve sonrasi ortalama agirliklar

Gruplar Baslangi¢ agirhg (g) Deney sonu agirhg (g) Degisim (%) p degeri

1A 208.57 +20.15 215.89 + 21.16 +% 3.51 0.387
IB 187.29 £ 24.10 203.76 + 23.09 +%8.79 0.000
HA 214.07 £9.99 205.94 +15.10 - % 3.80 0.047
11B 207.71+18.14 214.92 +24.32 + % 3.47 0.043
A 251.01 £29.64 226.9 + 27.43 - 9% 9.61 0.000
1B 233.43 £31.17 218.84 £ 33.70 -9%6.25 0.041
IVA 231.76 £20.43 200.79 £ 25.92 - % 13.36 0.002
IVB 233.02+£21.2 204.69 + 25.27 -%12.16 0.009

Kontrol gruplarinda normal beslenmeye bagli kilo artig1 gézlenmistir. Asetik
asit grubunda 3. giinde (ITA) kilo kaybi istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(p=0.047) 7. giinde (IIB) kilo artis1 gézlenmistir. TNBS ve kombine gruplarinda ise
kilo kayb1 hem 3. gunde (I11A ve IVA) hem de 7. glinde (I1IB ve 1VB) istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. (Sekil 4.1.). Deney gruplarinda en belirgin kombine
grupta olmak iizere ishal izlenmistir. Asetik asit grubunda ishal 3. giinden sonra
azalmistir. TNBS ve kombine grupta ise ishal 7. giinde hala devam etmekteydi.

Kombine grupta ishal kanli ve daha belirgin olarak izlenmistir.
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Sekil 4.1. Agirliklarin degerlendirilmesi

4.2. Biyokimyasal Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Sonuglar Kolmogorov Smirnov testi ile dagilimina bakilarak parametrik ve
nonparametrik olarak ikiye ayrildi. Buna gére MPO parametrik testtir ve sonuglar
ortalama * standart sapma olarak belirtildi. SAA, TNF-a, 1L-33 ve ST2 ise

nonparametrik testlerdir ve sonuglar ortanca + standart hata olarak ifade edildi.

Plazma SAA sonuglart Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

»n
Wt &

SAA (ug/mL)
!v
() th
—eo—i
t

o= 0
—0O—
e
0
@
—o—

(=]

IA IB ITA IIB ITTA INIB* IVA* IVB*
Gruplar

Sekil 4.2. Serum amiloid A sonuglari.

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda TNBS 7. giin (IIIB) ve kombine 3. giin (IVA) ve 7.
giin (IVB) gruplarinda fark bulundu.
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MPO sonuglar1 Sekil 4.3.°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Myeloperoksidaz sonuglart

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda TNBS 3. giin (IITA) ve 7. giin (IIIB) ve kombine 3.
giin (IVA) ve 7. giin (IVB) gruplarinda fark bulundu.

TNF-a sonuglar Sekil 4.4.°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Tumor nekroz faktor alfa sonuglari

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda asetik asit 3.gilin (ITA), TNBS 3. giin (IIIA) ve 7. giin
(ITIB) ve kombine 3. giin (IVA) ve 7. giin (IVB) gruplarinda fark bulundu.
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IL-33 sonuglar1 Sekil 4.5.°te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Interlokin-33 sonuglari

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda asetik asit 3.gilin (ITA), TNBS 3. giin (IITIA) ve 7. giin
(ITIB) ve kombine 3. giin (IVA) ve 7. giin (IVB) gruplarinda fark bulundu.

ST2 sonuglar1 Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Interlkin-33 reseptorii (ST2) sonuglar

*Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda asetik asit 3.giin (ITA), TNBS 3. giin (IIIA) ve 7. giin
(ITIB) ve kombine 3. giin (IVA) ve 7. giin (IVB) gruplarinda fark bulundu.
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3. gun sakrifiye edilenler ve 7. giin sakrifiye edilenler kendi arasinda olmak
Uzere gruplar arasindaki farka bakildi ve SAA, MPO, TNF-a, IL-33 ve ST2

sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Bulgular ve p degerleri Tablo

4.2. ve 4.3.’te Ozetlendi.

Tablo 4.2. 3. gun sakrifiye edilen kontrol, asetik asit, TNBS ve kombine grubunun biyokimyasal
parametrelerinin sonuglar1 ve gruplar arasi kargilagtirma sonuglar

p

Grup IA Grup lHA Grup A Grup IVA degeri
SAA

0.86+0.26 0.92+0.36 1.14+0.35 1.50+1.44 0.003
(Hg/mL)
MPO

6.36+2.10 10.88+1.25 13.34+333 | 11.28+3.09 0.000
(Hg/mL)
TNF-0 | 44014511 | 122.4+44.91 113.04+19.65 | 165.08+64.75 | 0.02
(pg/mg protein)
IL-33 | 437621154 | 775.91+152.08 | 173.70+63.31 | 488.70+122.27 | 0.010
(pg/mg protein)
ST2 | 544093 22.55+1.84 21.63+381 | 10714312 0.000
(pg/mg protein)

Tablo 4.3. 7. gun sakrifiye edilen kontrol, asetik asit, TNBS ve kombine grubunun biyokimyasal
parametrelerinin sonuglari ve gruplar arasi kargilagtirma sonuglart

(pg/mg protein)

p

Grup IB Grup 11B Grup l1IB Grup IVB degeri
SAA

0.71+0.22 1.14+0.16 1.65+0.34 3.15+0.63 0.003
(Hg/mL)
MPO

6.49+1.88 9.36+1.82 11.88+4.09 | 13.52+1.88 0.000
(ug/mL)
TNF-a

133144580 | 58.26+38.09 90.97+821 | 107.03+38.14 | 0.02

(pg/mg protein)
IL-33 | 46.05+16.14 | 273.03+109.67 | 378.20+95.42 | 323.15+119.95 | 0.010
(pg/mg protein)
ST2 3.47+0.59 5.1420.75 11.60+2.37 | 15.77+6.73 0.000

Fark bulunan parametrelerde, deney gruplarinin kontrol gruplariyla ikili

karsilastirilmasi yapildi. Sonuglar Tablo 4.4.’te gosterildi.
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Tablo 4.4. Kruskal Wallis ve One Way ANOVA ile anlamli fark bulunan biyokimyasal parametrelerin

sonuglarinin kontrol grubu ve deney grubu olarak ikili kargilagtirma sonucu bulunan kesin p degerleri

IA-11A IA-1HA 1A - IVA IB-11B IB-111B IB-1VB
TNF-a 0.026* 0.001* 0.017* 0.073 0.008* 0.005*
MPO 0.077 0.000* 0.029* 0.454 0.008 0.000*
SAA 0.432 0.111 0.048* 0.268 0.030* 0.003*
IL-33 0.026* 0.002* 0.030* 0.149 0.005* 0.009*
ST2 0.001* 0.001* 0.001* 0.086 0.002* 0.004*

*p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Asetik asit ve kontrol grubu karsilastirildiginda 3. giinde (IIA) TNF-a, 1L-33
ve ST2 i¢in istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p=0.026, p=0.026 ve p=0.001)
SAA ve MPO i¢in anlamli fark bulunmamastir (p=0.432 ve p=0.077). Asetik asit 7.
giinde (IIB) kontrol grubuyla karsilastirildiginda higbir parametrede anlamli fark

bulunmamastir.

TNBS grubu 3. giinde (IITA) kontrol grubuyla karsilastirildiginda SAA
(p=0.111) haricinde diger parametrelerde ve 7. giinde (IIIB) tiim parametrelerde

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Kombine grup kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 3. giinde (IVA) ve 7.

giinde (IVB) tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Deney gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda, 3. giin sakrifiye edilen deney
gruplari arasinda fark bulunmamuistir. 7. giin sakrifiye edilen TNBS grubu ve kombine
grup arasinda fark bulunmazken, serum amiloid A i¢in asetik asit grubu-TNBS grubu
arasinda (p=0.026) ve asetik asit-kombine grup arasinda (p=0.001) ve ST2 i¢in asetik
asit grubu-TNBS grubu arasinda (p=0.022) ve asetik asit-kombine grup arasinda
(p=0.01) fark bulunmustur.

4.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik skorlama sonuglart Tablo 4.5.’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Mikroskobik hasar skorlamasi sonuglari

Grup IA Grup lHA* Grup IH1A* Grup IVA*
0.00 £ 0.00 17.00 + 1.38 18.00 £+ 1.94 18.00 £ 0.26
Grup IB Grup 1IB** Grup I1IB* Grup IVB*
0.00 £ 0.00 5.00+1.17 18.00 £ 1.57 18.5 + 0.67

* Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p=0.003).
** Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p=0.001).

Asetik asit 7. giin grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda (p=0.003) ve
diger deney gruplar1 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda (p=0.001) anlamli fark
bulunmustur. Deney gruplar kendi arasinda ikili gruplar olarak karsilastirildiginda 3.
giin sakrifiye edilen gruplar arasinda fark bulunmamistir. Bununla birlikte 7. giin
sakrifiye edilen TNBS grubu ve kombine grup arasinda fark bulunmazken asetik asit

grubuyla diger deney gruplari arasinda anlamli fark bulunmustur (p degerleri sirasiyla
0.003 ve 0.008).

Cikartilan kolonlarin makroskobik goriintiileri Sekil 4.7.’de gosterilmistir.

Sekil 4.7. Kolonun makroskobik goriinumu. A. Kontrol grubu 3. giin B. Kontrol grubu 7. giin C. Asetik
asit grubu 3. giin D. Asetik asit grubu 7. giin E. TNBS grubu 3. giin F. TNBS grubu 7. gin G. Kombine
grup 3. giin H. Kombine grup 7. gin
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Mikroskobik degerlendirmede kontrol gruplarinda patolojik bulguya
rastlanmadi (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Kontrol grubu histopatolojik gortinim. Normal gérinimli kolon dokusu (A. H&E x40, B.
H&E x100)

Asetik asit grubunda 3. giinde agirlikli olarak mukoza ve submukozada
inflamasyon izlenmistir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. Asetik asit grubu 3. giin histopatolojik gériinim. Lamina propriada nétrofilden
zengin inflamatuvar hiicreler (H&E x40)
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Asetik asit grubunda 7. giinde inflamasyon gerilemis ve rejeneratif

degisiklikler gézlenmistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Asetik asit grubu 7. glin histopatolojik gériinim. Mukoza ve submukozada hafif siddette
inflamasyon, rejeneratif degisiklikler (H&E x40)

TNBS grubunda 3. giinde kolon duvarinda tam kat tutulum gosteren
inflamasyon ve bu inflamasyona eslik eden 6dem ve konjesyon izlenmistir. Nekroz bu
tabloya siklikla eslik etmektedir. Notrofil agirlikli olmak tizere mikst tipte hiicre
infiltrasyonu gozlenmistir. Mitoz sikliginda artis ve inflamasyona bitigik alanlarda
germinal merkezleri belirgin lenfoid folikiil olusumlari izlenmistir (Sekil 4.11., Sekil

4.12. ve Sekil 4.13.).
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Sekil 4.11. TNBS grubu 3. giin histopatolojik gériniim. Birbirine bitisik saglam mukoza ile nekrotik
goriinimde mukoza. Tum duvar boyunca inflamasyon, 6dem ve konjesyon (H&E x40)

Sekil 4.12. TNBS grubu 3. giin histopatolojik gorinim. A. Belirgin lenfoid doku hiperplazisi (H&E
x40) B. Mitoz artis1 (H&E x400)
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Sekil 4.13. TNBS grubu 3. giin histopatolojik gériinim. A. Yogun 6dem, inflamasyon ve derin nekroz
(H&E x100) B. Ayni1 nekroz alaninin biiyiik bityiitmedeki goriintiisii (H&E x400)

TNBS grubunda 7. ginde inflamatuvar hicrelerde lenfosit hakimiyeti
gozlenmistir. Serozada fibrozis ve bu fibrozisin sebep oldugu cevre doku ile

yapisikliklar siklikla izlenmistir (Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.).

Sekil 4.14. TNBS grubu 7. giin histopatolojik goriiniim. Sagda barsak duvarini tam kat infiltre
etmis yogun inflamatuvar hiicrelere fibrozis eslik etmekte, fibrozis sonucu soldaki komsu barsak
segmentine serozal yiizden yapisiklik gostermis (H&E x40)
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Sekil 4.15. TNBS grubu 7. giin histopatolojik goriinim. Barsak dokusunda tiim duvar boyunca yogun
fibrozis, fibrozise bagl yapisikliktan dolay: serozada pankreasa ait duktal ve glandiiler yapilar (H&E
x40)

Kombine grupta 3. giinde kolon dokusunda yer yer fokal, yer yer de yaygin
nekroz alanlari meydana gelmistir. Ulser baz1 segmentlerde dokunun derinliklerine
dogru ilerlemektedir. Notrofil hakimiyetinde yogun inflamasyonun yani sira 6dem ve
kanamanin da eslik ettigi reaktif degisiklikler dikkati c¢ekmektedir. Barsak
mukozasinda villuslarin bir kisminda intraepitelyal lenfosit artis1 da tabloya eslik
etmektedir. Mukozada villuslarda yiizeyden apikale dogru yogun mitoz artigi
izlenmektedir. Serozal yizeylerde daha belirgin olmak tzere fibroblastik aktivitede
artis gorilmektedir (Sekil 4.16., Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.).
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Sekil 4.16. Kombine grup 3. glin histopatolojik gorinim. Kolon segmenti boyunca
muskularis mukozaya kadar yaygin iilserasyon. Yogun inflamasyon, vaskularizasyon ve 6dem (H&E
x40).

Sekil 4.17. Kombine grup 3. giin histopatolojik gériinim. Odem ve inflamasyonun izlendigi
dokuda sol taraftaki mukozal yiizde epitel altinda yogun kanama gozlenirken, sag tarafta mukozada
ulser yerini fokal nekroza birakmig (H&E x40)
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Sekil 4.18. Kombine grup 3. gun histopatolojik gortinim. A. Notrofil hakimiyetinde iltihabi hicreler,
yiizey epiteli altinda kanama ve gland epitellerinde mitoz artis1 (H&E x200) B. Yiizey epitelinde
intraepitelyal lenfosit artisi (H&E x200)

Kombine grupta 7. giinde kolonda yiizey epitelinden baslayip muskularis
propriay1 yer yer asip serozaya kadar dayanmis yaygin ve derin iilserasyon izlenmistir.
Serozal kisim siklikla fibrotik goriiniimdedir. Fibroblastik aktivitedeki artis Masson-
Trikrom boyastyla da gosterilmistir (Sekil 4.19., Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.).

Sekil 4.19. Kombine grup 7. glin histopatolojik goriiniim. Yaygin ve derin iilserasyon, yogun fibrozis
(H&E x40)
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Sekil 4.20. Kombine grup 7. glin histopatolojik gériniim. Fibroblastik aktivitede artis (H&E x200)
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Sekil 4.21. Kombine grup 7. gun histopatolojik gériiniim. Fibroblastik aktivitede artis (Masson
Trikrom x400)
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5. TARTISMA

Deneysel kimyasal kolit modellerinin karsilastirildigi bu ¢alismada, asetik
asit ve TNBS bir arada kullanilarak yeni bir deney modeli olusturulmus ve asetik asit,
TNBS ve kombine model kontrol grubuyla karsilastirilarak deney modellerinin
basaris1 incelenmistir. Sistemik ve intestinal inflamasyon plazma SAA, plazma MPO,
kolon TNF-a, kolon IL-33 ve kolon ST2 diizeyi ve histopatolojik skorlama ile kolit

indiiksiyonunu takiben 3. ve 7. glinlerde degerlendirilmistir.

Asetik asit grubu 3. giinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda plazma SAA
ve plazma MPO disinda diger parametrelerde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Bununla birlikte 7. giinde higbir biyokimyasal parametrede kontrol
grubuyla arasinda fark bulunmamistir. Bu sonuglar asetik asidin kolonda lokal bir
inflamasyon olusturdugunu ancak sistemik bir yangiya doniistiiremedigini ve akut

etkili bir kolit olusturdugunu gostermektedir.

TNBS grubunda 3. giinde plazma SAA disindaki tiim parametrelerde ve 7.
giinde tiim parametrelerde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur. TNBS modeli inflamasyon olusturmada basarili bir

modeldir ancak daha ¢ok kronik etkili bir kolit olusumunu indiiklemektedir.

Kombine model hem 3. ginde hem de 7. glinde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Bu sonuglar kombine modelin kolonda inflamasyon olusturmasinin yani sira sistemik
inflamasyona da neden oldugunu ve hem akut donemde hem de kronik dénemde kolit

olusturmadaki basarisin1 géstermektedir.

Deneysel kolit modellerinde deney hayvanlarinda inflamasyona ve ishale
bagl olarak siklikla kilo kaybi gozlenmektedir. Deney baslangicinda ve deneyin
sonunda deney hayvanlarinin agirliklar1 karsilastirildiginda kontrol grubunun normal
beslenmeye bagli olarak kilo aldigi goriilmiistiir. Asetik asit grubu 3. giinde kilo
kaybederken, klinik olarak ishalin iyilesmesi ve inflamasyonun gerilemesine bagli
olarak 7. giinde kilo almistir. TNBS ve kombine gruplarda ise 3. ve 7. giinde kilo kayb1

gbzlenmistir. Kombine gruplarda deney hayvanlar1 agirliginin % 10’undan fazlasim
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kaybetmistir. Bu sonuglar bu gruplarda kolonda yogun bir inflamasyonun olustugunun

gostergesidir.

SAA romatoid artrit, ankilozan spondilit, psoriazis, ateroskleroz gibi
inflamatuvar bozukluklarda, enfeksiyon hastaliklarinda ve organ transplantasyonu
sonrasi artis gosteren akut faz reaktani olarak kabul edilir. IBH nin da tanisinda,
prognozunda ve takibinde dénemli bir inflamasyon belirtecidir. Niederau ve ark. (91)
40 Crohn hastalig1 bulunan ve 20 iilseratif kolitli hastada inflamatuvar mediatorleri ve
akut faz proteinlerini karsilastirmislardir. Buna gore SAA; IBH’nin tamisinda ve
takibinde kullanilan CRP, sedimentasyon hizi ve platelet sayimi gibi geleneksel
belirtecler ile karsilastirildiginda duyarliliginin daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica
medikal tedavi ile birlikte IBH nin klinik aktivite indeksi azaldik¢a SAA nin miktari
azalmistir ve boylece SAA’nin hastaligin takibinde niikslerin saptanmasinda en

kullanigh belirte¢ oldugunu gdstermislerdir.

Deneysel kolit modelleri ile yapilan c¢alismalarda da hem SAA’nin
inflamatuvar siirece katkisi incelenmis hem de olusturulan kolitin siddeti SAA diizeyi
ile gosterilmistir. De Villiers ve ark. (119) IL-2 KO fareler ile yaptiklar1 ¢alismada
karaciger ve intestinal dokuda SAA’nin ekspresyonunun arttigini, plazma SAA
diizeyinin kolonda hastaligin siddetiyle orantili olarak yiikseldigini ve IL-2 KO
farelerde subklinik hasar1 gosterebilecegini belirtmislerdir. Fukushima ve ark. (98)
luminal bakteri yoklugunda dahi 6zofagus, mide, duodenum ve rektum epitelinde SAA
igin immun reaktivite saptamiglardir. DSS ile indlklenen kolit modelinde mukozal
inflamasyonun siddetine paralel olarak intestinal epitelde SAA’nin mRNA diizeyinde
ekspresyonunun ve protein miktarinin arttigini gostermislerdir. Jijon ve ark. (120)
SAA’nin insan ve fare barsak epiteli hiicrelerinde NF-kf sinyal yolagini ve
proinflamatuvar sitokin gen ekspresyonunu aktive ederek inflamatuvar siirece katkida
bulundugunu géstermislerdir. Eckhardt ve ark. (99) da in vitro ortamda barsak epitel
hiicreleri tarafindan iiretilen SAA’nin bakterisidal 6zellikleri oldugunu ve deneysel
kolit modelinde koruyucu etkileri olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica Crohn
hastalarindan aldiklar1 intestinal biyopsi Orneklerinde SAA’nin ekspresyonunun

degistigini bulmuslar ve SAA’nin hastalik siirecinde yer aldigini ifade etmislerdir.
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Deney modellerinin karsilastirildigt bu c¢alismada plazma SAA diizeyi
sistemik bir inflamasyon belirteci olarak kullanilmistir. Buna gore kontrol grubuyla
karsilastirildiginda asetik asit modelinde 3. giin ve 7. giinde plazma SAA diizeyinde
anlaml fark bulunamamistir (p=0.432 ve p=0.268). Asetik asit modeli barsakta daha
cok lokal bir etki olugturmustur. TNBS modelinin 3. giiniinde SAA plazma diizeyi
(1.14 = 0,35 pg/mL) kontrol grubuyla (0.86 = 0.26 pg/mL) karsilastirildiginda
artmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0.111). TNBS modelinde
7. glinde ise plazma SAA diizeyindeki artis anlamli bulunmustur (p=0.03). Bu durum
TNBS modelinin sistemik olarak daha ¢ok kronik etki gostermesiyle agiklanmaktadir.
Kombine modelde ise plazma SAA dizeyi hem 3. gun hem de 7. gin grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis géstermistir (p=0.048 ve p=0.003). SAA diizeyine
bakildiginda kombine modelin tek basina asetik asit ve TNBS modeline gore sistemik
inflamasyon olusturmasi agisindan daha tercih edilebilir bir deney modeli oldugu

bulunmustur.

MPO polimorfoniikleer lokositlerin yapisinda bulunan ve inflamasyon
bolgesinde doku hasarina neden olan hipoklorik asit olusumunu katalizleyen bir
enzimdir. Ayrica MPO inflamasyonlu alanda nétrofil infiltrasyonunun degerli bir
gostergesidir. Sengiil ve ark. (121) ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada asetik asit ile
indiikledikleri kolit modelinde hem proksimal hem de distalden aldiklar1 kolon
dokusunda MPO aktivitesini kontrol grubuna gore daha yiiksek bulmuslardir. Ayrica
inflamasyonun degerlendirilmesinde MPO aktivitesinin histolojik skorlamadan daha
iyi bir belirte¢ oldugunu gostermislerdir. Moeinian ve ark. (122) TNBS ile
indiiklenerek kolit olusturulan ratlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
inflamasyonlu kolon doku oOrneklerinde MPO aktivitesinin ve TNF-a diizeyinin
arttigint belirtmislerdir. DSS ile indiiklenen kolit modelinde inflamasyonun
arastirildig1 bir calismada MPO kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. MPO aktivitesinin kullanilan deney modeline bakilmaksizin
inflamasyonun degerlendirilmesinde 6nemli bir belirte¢ oldugunu vurgulamislardir

(123).

Inflamatuvar siiregte aktive polimorfoniikleer 16kositlerden hiicre dis1 araliga
ve kan dolagimima MPO salinir. Bu nedenle doku MPO diizeyi yani sira plazma MPO

diizeyi de inflamasyonu gostermesi agisindan degerli bir belirtegtir. Zwolinska-Wecislo
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ve ark. (124) TNBS kolit modelini kullanarak yaptiklari ¢alismada kontrol grubuyla
karsilagtirdiklarinda plazma MPO aktivitesinin 4-5 kat yikseldigini bulmuslardir.

Bu ¢alismada plazma MPO diizeyi 6l¢iilmiis ve hem 3. giin hem de 7. giinde,
TNBS ve kombine model kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli fark
bulunmustur (p=0.000; p=0.029 ve p=0.008 ve p=0.000). Asetik asit modelinde ise
plazma MPO dizeyi 3. giin (10.88 £ 1.25 pug/mL) ve 7.glinde (9.36 + 1.82 pg/mL)
kontrol gruplarina (6.36 = 2.10 pg/mL ve 6.49 = 1.88 ng/mL) gore artig gostermesine
karsin istatiksel agidan anlamli fark bulunmamistir (p=0.077 ve p=0.454). Buna gore
asetik asit ile indiiklenen deney modeli daha ¢ok kolona sinirli ve zayif bir inflamasyon
olusturmaktadir. Dolagimdaki notrofil artisinin gostergesi olan MPO diizeyi bu savi
desteklemektedir. Inflamasyonlu barsak dokusunda MPO &lgiilmesi inflamasyonun
siddetini gdstermede yardimeci olacaktir. TNBS ve kombine modelde MPO diizeyinin
artis1 inflamasyonun siddeti hakkinda fikir vermektedir ve deney modellerinin

basarisin1 gostermektedir.

Plazma MPO diizeyi koroner arter hastaliginda plak stabilitesini gosteren
6nemli bir belirtegtir (125). Bu anlamda plazma MPO diizeyini tespit etmek amaciyla
sandvi¢ ELISA metoduna dayanan testler gelistirilmistir. Oksidatif stresin ve notrofil
infiltrasyonunun indikatdrii olan MPO’nun IBH’nda da tamda, takipte ve niiksleri

saptamada 6nemli bir marker olacag diisiiniilmektedir.

TNF-o’nin inflamasyon siirecindeki rolii ve olusturdugu etkiler géz 6niinde
bulunduruldugunda IBH’nda en énemli proinflamatuar sitokinlerden biridir. Cesitli
deneysel kolit modelleri ile yapilan caligmalarda inflamasyonlu dokuda TNF-a
diizeyinin arttig1 gosterilmistir (123, 124, 126). iBH olan hastalardan alinan biyopsi
orneklerinde ve serum/plazma Orneklerinde de TNF-o diizeylerinin arttig
belirtilmistir. Artan TNF-a diger proinflamatuvar sitokinlerin de aktivasyonuna neden
olur ve intestinal inflamasyonla sonuglanir. Funakoshi ve ark. (127)’nin ¢alismasinda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CH ve UK’li hastalarda IL-1pB, IL-6, IL-8 ve
TNF-o mRNA ekspresyonunun arttigi bulunmustur.

Tedavide TNF-o’nin inhibe edilmesini amaglayan infliksimab gibi biyolojik
ajanlar gelistirilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda TNF-a antikorlarinin verilmesi

ile intestinal inflamasyonun geriledigi gosterilmistir. Atreya ve ark. (128) membran
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bagli TNF-o’nin nétralizasyonunun T hiicre apoptozuna yol actifi ve farelerde
deneysel kolit gelisimini baskiladigini bulmuslardir. Triantafillidis ve ark. (129) TNBS
ile indiiklenen kolit olusturduklari ratlarda intestinal dokuda TNF-a diizeyinin arttigini
ve infliksimab verilen gruplarda ise azalarak intestinal inflamasyonun geriledigini
belirtmislerdir. Deneysel c¢alismalarla uyumlu klinik ¢alismalar da yapilmis ve
ozellikle CH’nin tedavisinde TNF-a antikorlar1 etkili bir ajan olarak kullanilmaya

baslanmigtir (130, 131).

Olusturulan bir kolit modelinde inflamasyonun tetiklenmesindeki anahtar
roliinden dolayr TNF-a diizeyinin artmas1 beklenmektedir. Boylece deney modelinde
TNF-o’nin {iretimini indiiklemis oldugu diger sitokinlerin arastirilmasi, yeni
mekanizmalarin aydinlatilmas1 ve tedavide yeni biyolojik ajanlarin denenmesi ve
gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Yapilan bu ¢alismada TNBS modelinde ve ilk kez
olusturulan kombine modelde 3. giin ve 7. giinde literatiirle uyumlu olarak doku TNF-
a diizeyinin artmis oldugu gosterildi. Asetik asit modelinde ise 3. giinde TNF-a diizeyi
yiikselmesine karsilik 7. giinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterememistir
(p=0.073). Bu sonug asetik asit ile deneysel kolit modeli olusturmada etkinliginin

diisiik oldugunu TNF-a aracilig ile bir kez daha gosterilmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda 1L-33/ST2 yolagi bulunmustur ve astim,
sepsis, travma ve ateroskleroz gibi ¢esitli otoimmun ve inflamatuvar hastaliklarda bu
yolagin aktive oldugu gosterilmistir. IBH’nda da bu yolagin aktive oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Beltran ve ark. (132) IBH bulunan 84 hastanin serum ve biyopsi
orneklerinde 1L-33 ve ST2 iliskisini incelemislerdir ve IL-33 ve ST2 diizeyinin UK
hastalarinda CH ve kontrol grubuna gore arttigini géstermislerdir. Pastorelli ve ark. (8)
infliksimab tedavisi alan CH ve UK hastalarinda ve spontane kolit gelisen, Th1 ve Th2
aracili immunitenin gozlendigi SAMP1/Yit farelerde 1L-33 ve reseptorli ST2’nin
iliskisini incelemislerdir. Buna gore UK hastalarinda IL-33 Uretiminin ve ST2
izoformlarinin ekspresyonunun arttigmi bulmuslardir. infliksimab tedavisi ile UK
hastalarinda IL-33 seviyesinin azaldigin1 ve antiinflamatuvar 6zellikleri bulunan sST2
seviyesinin ise arttigini belirtmislerdir. Ayrica SAMP1/Yit farelerde I1L-33 Uretiminin
kolitin siddetiyle orantili olarak arttigini1 ve mukozal immun hiicrelerde IL-5, IL-6 ve
IL-17 sitokin tiretimini indiikledigini gostermislerdir. Bulduklari sonuclara gore anti

TNF-a tedavisinin IL-33/ST2 yolagmi diizenledigini ve aktif UK’te 1L-33/ST2
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yolaginin spesifik bir marker olabilecegini belirtmislerdir. Saadah ve ark. (133)
yaptiklar1 ¢alismalarinda UK  hastalarinda 1L-33 diizeyinin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda arttigim1 ve CH’nda ise kontrol grubuyla arasinda anlamli fark
bulunmadigin1 gostermislerdir. Ayrica IL-33’1 hastaligin aktivitesi ve CRP diizeyi ile
korele bulmuslar ve IL-33’tin UK’in siddetinin izlenmesinde potansiyel bir
biyobelirteg olabilecegini belirtmislerdir. Boga ve ark. (134) IBH’1 bulunan 143
hastanin (83 UK ve 60 CH) serum ST2 dizeyini ve klinik, endoskopik ve
histopatolojik aktivite indeksini incelemislerdir. IBH nda ST2 diizeyinin hastaligin
aktivitesiyle orantili olarak arttigini  gostermiglerdir. Ayrica UK ve CH
karsilagtirildiginda ST2 diizeyleri arasinda fark olmadigini ve aktif CH olgularinda da
ST2 diizeyinin arttigin1 belirtmislerdir.

Sponheim ve ark. (135) UK hastalarinin biyopsi 6rneklerinde 1L-33
tiretiminin kontrol grubuyla karsilagtirildiginda arttigin1 ve bu artigin iilsere alanlardaki
miyofibroblastlardan kaynaklandigini gostermislerdir. Bununla birlikte CH’nda fissiir
kenarinda IL-33 pozitif miyofibroblastlarin neredeyse olmadigini belirtmislerdir.
Ayrica yara iyilesmesinde IL-33’iin rolii olabilecegini ifade etmislerdir. Sedhom ve
ark. (9) yaptiklar1 ¢alismada deneysel kolit modelinde yara iyilesmesi sirasinda IL-
33’lin ekspresyonunun arttigini ve epitelin bariyer fonksiyonunu bozdugunu
belirtmislerdir. ST2’nin genetik ablasyonunun IL-33’0n etkilerini
gerceklestirememesine yol agtigint ve boylece farelerde kolit gelisiminden
korudugunu bulmuslardir. Ayrica ST2 bloke edici antikorlar da farelerde kimyasal ile
indiiklenen kolitin bulgularini azaltmistir. Inflamasyonda IL-33/ST2 yolaginin etkisi
gdz Oniinde bulunduruldugunda bu yolagin inhibe edilmesinin UK tedavisi i¢in

gelecekte bir alternatif olabilecegi diigiiniilmektedir.

IL-33 ve reseptori ST2’nin inflamasyonun &zellikle akut ddneminde
miktarinin arttig1 bilinmektedir. Bu c¢alismada IL-33 ve ST2 arasindaki iligki
incelenmis ve literatiirle benzer sekilde 3. giinde tiim gruplarin, 7. giinde ise TNBS ve
kombine gruplarin inflamasyonun artisina bagli olarak IL-33 ve ST2 miktarinin arttig1
ve IL-33/ST2 yolaginin aktive oldugu bulunmustur. Asetik asit 7. glin grubunda ise
inflamasyonun gerilemesine bagh olarak diger parametrelerde oldugu gibi 1L-33 ve

ST2 i¢in de anlamli fark saptanamamaistir (p=0.149 ve p=0.086).
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Asetik asit ile indiklenen kolit modelinde inflamasyon mukoza ve
submukozada gdzlenmektedir. inflamasyon mukoza ve submukozada nekroz, vaskuler
dilatasyon ve 6demle karakterizedir (11). Asetik asit akut etkili bir kolite neden
olmaktadir. Inflamasyon 3-4 giinden sonra gerilemeye baslar ve kimyasal hasar
farelerde gunler icerisinde, ratlarda ise 2-3 hafta igerisinde tamamen iyilesir (79). Bu
calismada asetik asit modeli kontrol grubuyla karsilastirildiginda mikroskobik hasar
skorlamasinda 3. giinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.001). Bununla
birlikte 7. giinde inflamasyonun geriledigi gosterildi (p=0.003). Histopatolojik
degerlendirmede literatiirle uyumlu olarak mukoza ve submukozada inflamasyon ve
nekroz alanlart izlendi. Asetik asit modelinin kolonda olusturdugu inflamasyon

histopatolojik olarak UK’e benzemektedir.

Bazi yapilan ilag etkinligi calismalarinda asetik asit ile indiiklenen kolit
modelinde bir hafta sonra deney hayvanlar1 sakrifiye edilerek ilacin etkinligi
degerlendirilmektedir (121, 136-138). Bu ¢alismada asetik aside bagli inflamasyonun
7. ginde kendiliginden tamamen geriledigi ve iyilesmeye bagli rejeneratif
degisikliklerin oldugu gosterilmistir. Asetik asit modelinde ilacin etkinligi ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda, ilacin etkinliginin inflamasyonun yogun olarak gozlendigi 2-3.

giinlerde degerlendirilmesinin bu modelde daha kullanish olacagi diisiiniilmektedir.

TNBS ile indiklenen kolit modeli ilk kez Morris ve ark. (85) tarafindan
tanimlanmistir. Histolojik olarak mukoza ve submukozada polimorfonukleer I6kosit,
makrofaj, lenfosit, fibroblast ve mast hiicre infiltrasyonu gostermislerdir. Segmental
ilserasyon ve inflamasyon odaklar1 siklikla gézlenmis ve iilserasyon ve duvar kalinligi
artisinin en az 8 hafta boyunca devam ettigini bildirmislerdir. Graniilom olusumu
inflamasyonun indiiksiyonunu takiben 3 hafta sonra sakrifiye edilen ratlarin yarisindan
fazlasinda gosterilmistir. Baska bir calismada TNBS’nin transmural inflamasyon
olusturdugu ve diffiiz nekroz, inflamatuvar graniilom, submukozada notrofil
infiltrasyonu gosterilmistir (86). Brenna ve ark. (139) TNBS ile induklenerek kolit
olusturulan ratlarin biyopsi Orneklerinde kriptit ve kript distorsiyonu varligini
gostermislerdir. Bu calismada TNBS modeli 3. giin ve 7. giinde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda mikroskobik hasar skorlamasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p=0.001). Inflamasyon CH’ndaki gibi tam kat, diger bir ifadeyle

transmural tutulum gostermistir. Akut donemde nétrofil agirlikli olmak {izere mukoza
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ve submukozada mikst tipte iltihabi hicre infiltrasyonu, 6¢dem ve konjesyon
gozlenmistir. Kronik donemde ise lenfosit agirlikli iltihabi hiicre infiltrasyonu, fibrozis

ve fibrozise bagli ¢cevre dokulara yapisikliklar izlenmistir.

Daha once asetik asit ve dinitroklorobenzen sulfonik asidin bir arada
kullanilarak ve ‘knock out’ modellerin kimyasallarla indiiklenerek kombine edildigi
calismalar mevcuttur (79, 140, 141). Bu galisma asetik asit ve TNBS’in bir arada
kullanilarak kolitin indiiklendigi literatiirdeki ilk ve tek calismadir. Kombine model
histopatolojik olarak hem 3. gunde hem de 7. gunde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Akut dénemde nétrofil
hakimiyetinde, kronik dénemde ise lenfosit hakimiyetinde submukoza ve mukozada
yogun olmak iizere transmural inflamasyon gozlenmistir. Ayrica intraepitelyal lenfosit
artig1, mitoz sikliginda artis, kanama, ddem, yaygin nekroz ve dokunun derinliklerine
dogru inen iilserasyon izlenmistir. 7. giinde serozal yiizde fibrozis ve ¢evre dokuya
yapisikliklar gézlenmistir. Kombine modelde insanda CH’na benzer histopatolojik

bulgular izlenmistir.

Sonu¢ olarak asetik asit akut etkili bir inflamasyon olusturmustur ve
inflamasyon bir hafta igerisinde tamamen gerilemistir. Kombine model inflamasyon
olusturma agisindan tek basina asetik asit ve TNBS modelinden daha basaril
bulunmustur. Son yillarda tanimlanan IL-33/ST2 sinyal yolagi kombine modelde de
aktive olmaktadir ve kombine model bu yolagin degerlendirilecegi ¢alismalarda uygun

bir deneysel kolit modelidir.
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6. SONUC

1. Asetik asit ve TNBS bir arada kullanilarak olusturulan kombine model tek
basina asetik asit ve TNBS modelden daha etkili bulunmustur ve insanda
IBH’ndaki biyokimyasal ve histopatolojik degisimleri yansitmaktadir. Bu
calismada ilk kez olusturulan kombine model etiyopatogenezin
arastirtlmasinda ve yeni tedavilerin gelistirilmesiyle ilgili calismalarda
kullanilabilecek uygun bir model olarak onerilmektedir. Daha uzun stireli bir
calismanin planlanmasi kombine modelin kronik donemdeki etkilerinin ve
lyilesme siirecinin incelenmesine ve modelin gelistirilmesine katki
saglayacaktir.

2. Son yillarda tanimlanan IL-33/ST2 yolaginin yeni olusturulan kombine
modelde de aktive oldugu gosterilmistir. IL-33 ve ST2 ile birlikte sST2’nin de
calisilmasi inflamatuvar ve antiinflamatuvar siireci bir arada ele alarak yolagin
aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

3. Oksidatif stresin ve notrofil infiltrasyonunun indikatori olan MPQO’nun
IBH’nda tamda, takipte ve niiksleri saptamada dnemli bir marker olacag
disiinulmektedir.

4. Asetik asit modeli akut etkili bir kolit tablosu olusturmaktadir. Asetik asit
modelinde intestinal inflamasyon gortlmekle birlikte sistemik bir inflamasyon
gbézlenmemistir ve olusan inflamasyon kendiliginden bir hafta igerisinde
tamamen gerilemistir. Asetik asit modelinin kullanildigi tedavi ya da
etiyopatogenezin  arastirildigi =~ calismalarda  sakrifasyon  isleminin
inflamasyonun en yogun goézlendigi 2-3 giin igerisinde yapilmasinin daha

uygun olacagi diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Asetik asit grubu 7. gln histopatolojik goriinim. Mukoza ve
submukozada hafif siddette inflamasyon, rejeneratif
degisiklikler

TNBS grubu 3. giin histopatolojik goriiniim. Birbirine bitisik
saglam mukoza ile nekrotik goriinlimde mukoza. Tiim duvar
boyunca inflamasyon, 6dem ve konjesyon

TNBS grubu 3. gin histopatolojik gorinim. A. Belirgin
lenfoid doku hiperplazisi. B. Mitoz artis1.

TNBS grubu 3. giin histopatolojik goriiniim. A. Yogun 6dem,
inflamasyon ve derin nekroz B. Ayni nekroz alaninin biiylik
biylitmedeki goriuntlsu

TNBS grubu 7. giin histopatolojik goriinlim. Sagda barsak
duvarini tam kat infiltre etmis yogun inflamatuvar hiicrelere
fibrozis eslik etmekte, fibrozis sonucu soldaki komsu barsak
segmentine serozal yiizden yapisiklik gdstermis

TNBS grubu 7. gun histopatolojik gorinim.  Barsak
dokusunda tiim duvar boyunca yogun fibrozis, fibrozise bagl
yapisikliktan dolay1r serozada pankreasa ait duktal ve
glandiiler yapilar

Kombine grup 3. gin histopatolojik gérinum. Kolon
segmenti boyunca muskularis mukozaya kadar yaygin
tilserasyon. Yogun inflamasyon, vaskularizasyon ve 6dem
Kombine grup 3. gin histopatolojik gorinim. Odem ve
inflamasyonun izlendigi dokuda sol taraftaki mukozal yiizde
epitel altinda yogun kanama go6zlenirken, sag tarafta
mukozada iilser yerini fokal nekroza birakmis

Kombine grup 3. gun histopatolojik gorinim. A. Notrofil
hakimiyetinde iltihabi hiicreler, yiizey epiteli altinda kanama
ve gland epitellerinde mitoz artist B. Ylzey epitelinde
intraepitelyal lenfosit artis

Kombine grup 7. giin histopatolojik goriiniim. Yaygin ve

derin Ulserasyon, yogun fibrozis
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Sekil 4.20.  Kombine grup 7. gln histopatolojik goriinim. Fibroblastik 54

aktivitede artig
Sekil 4.21.  Kombine grup 7. giin histopatolojik gérunim. Fibroblastik 54
aktivitede artis (Masson Trikrom x400)

78



SIMGELER ve KISALTMALAR

o Alfa

B Beta

v Gama

K Kappa

°C Santigrad derece

Mg Mikrogram

cm Santimetre

gr Gram

kDa Kilodalton

kg Kilogram

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar

ng Nanogram

nm Nanometre

pg Pikogram

ALP Alkalen fosfataz

ASCA Anti Saccharomyces cerevisiae
AST Aspartat transaminaz

CH Crohn hastalig1

CRP C reaktif protein

DC Dendritik hucre

DSS Dekstran sodyum sulfat
GATA T lenfosit ile iligkili trankripsiyon faktor
GATAS3 GATA baglayici protein 3
H&E Hematoksilen&Eozin
HDL Yuksek dansiteli lipoprotein
HLA Insan I6kosit antijeni
HOCI Hipoklorik asit

IFN Interferon

IL Interlokin
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IL-1RACP
IL-1RL
ILC
IRAK
IEH
IBH
KO
LDL
MAPK
MHC
MPO
MyD88
NF-kp
NK
NSAIil
p-ANCA
PBS
ROR
SAA

SF
SIGIRR
ST2
STAT-4
TCR
TGF
Th
TNBS
TNF
TReg

Interlokin 1 reseptor aksesuar protein

Interlokin 1 reseptor iliskili protein

Dogustan lenfoid hiicreler

Interlokin 1 reseptor iliskili kinaz

Intestinal epitel hiicre

Inflamatuvar barsak hastalig

Knock out

Diisiik dansiteli lipoprotein

Mitojenle aktive protein kinaz

Temel doku uygunluk kompleksi
Myeloperoksidaz

Myeloid diferansiasyon primer cevap protein 88
Nukleer faktor kappa beta

Dogal dldiiriicii hiicre

Nonsteroid antiinflamatuvar ilag

Perinukleer anti notrofil sitoplazmik antikor
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

Retinoik asit reseptor iliskili orphan reseptor
Serum amiloid A

Serum fizyolojik

Tek immunglobulin interlokin 1 reseptor iliskili molekiil
Stimulation gene 2

Sinyal doniistiiriicli ve aktivator transkripsiyon 4
T hicre reseptor

Transforme edici blytime faktori

T yardimci hiicre

Trinitrobenzen sulfonik asit

Tumor nekrozis faktor

T regilator hiicre
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