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OZET

Ratlarda TNBS ile Olusturulan Deneysel Kolit Modelinde Nilotinibin
Etkinligi

Giris ve Amag: Inflamatuvar barsak hastaliklar1 (IBH), nedeni halen tam olarak
aydinlatilamamis, immiinolojik, genetik ve ¢evresel faktorlerin rol oynadigi ve tedavi
seceneklerinin kisitli oldugu bir hastalik grubudur. Calismanin amaci; ratlarda,
Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) ile olusturulan kolit modelinde bir tirozin kinaz
inhibitorii olan nilotinibin etkinligini aragtirmaktir.

Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Hastanesi Deneysel
Arastirma Laboratuarindan saglanan 21 adet, ortalama agirligr 209,43 + 8,92 gr
(aralik 193-222 gr.) olan rat calismaya alindi. Saglikli kontrol grubunda yer alan
(Grup 1) ratlara (n: 7) rektal yolla serum fizyolojik verildi. Pozitif kontrol grubunda
(Grup 2) yer alan ratlara (n: 7) rektal kaniil ile TNBS uygulamasindan sonra tedavi
verilmedi. Tedavi grubundaki (Grup 3) ratlara (n: 7) TNBS ile ayn1 giin baslanacak
sekilde 14. giine dek nilotinib 20mg/kg, orogastrik sonda araciligiyla, 2’ye boliinmiis
dozda verildi. 14 giin boyunca giinliik kilo takipleri yapildi. Caligma sonunda ratlar
sakrifiye edildi. Kolon dokusunda makroskobik ve mikroskobik patoloji skorlart,
apopitotik indeks, immiinohistokimyasal yontem ile gruplar arasinda PDGFR alfa ve
beta skorlar1 degerlendirildi. Doku ve serum TNF-alfa diizeyleri ELISA yontemiyle
calisildi.

Bulgular: Grup 1 ile Grup 3,Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 1 ile 2 arasinda 1-14.giinler
arasinda kilo farki agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Sirasiyla
+8.3 gr ve -0.7 gr, P=0.031; -14.0 gr ve -0.7 gr, P=0.047; +8.3 gr ve -14.0 gr,
P=0.008). Grup 1 ve Grup 3 makroskobik skorlar a¢isindan benzerken Grup 1 ile
Grup 2 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda makroskobik skor ortalamasi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (Sirasiyla 0 ve 1.43+0.65, P=0.014;
1.43+0.65 ve 0, P=0.009). Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda
mikroskobik skor ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(Sirastyla 2.0£0.45 ve 7.71+1.48, P=0.034; 7.71£1.48 ve 2.86+0.53, P=0.030). Grup
1 ve Grup 3 mikroskobik skorlar agisindan benzerdi. Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile
Grup 3 arasinda PDGFR alfa skorlar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir

(Swrasiyla 1.33+£0.21 ve 2.71+0.18, P=0.004; 2.71+0.18 ve 1.57£0.3, P=0.014). Grup



1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda PDGFR beta skorlar1 arasinda istatistiksel
anlamh fark saptanmistir (Sirasiyla 1.50+0.22 ve 2.57+0.20, P=0.011; 2.57+£0.20 ve
1.57+£0.3, P=0.025). Grup 1 ve Grup 3, hem PDGFR alfa hem de PDGFR beta
skorlar1 agisindan benzer bulunmustur. Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 3
arasinda doku TNF-alfa diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmigstir (Sirasiyla 0.23+£0.01 ve 0.39+0.06, P=0.002; 0.23£0.01 ve 0.40+0.05,
P=0.003). Grup 2 ve Grup 3’te doku TNF-alfa diizeyleri benzerdi. Serum TNF-alfa

diizeyleri ve apopitoz agisindan tiim gruplar benzerdi.

Sonug¢: Nilotinib, ratlarda TNBS ile olusturulan deneysel kolit modelinde kilo ile
makroskobik ve mikroskobik patolojik skorlar iizerine anlamli etki yapmis yani
belirgin mukozal iyilesme saglamistir. PDGFR alfa ve PDGFR beta diizeylerinde
azalmaya neden olurken apopitotik skorlar ve TNF-alfa iizerine anlamli etkisi

olmamustir.

Anahtar Kelimeler:Nilotinib, TNBS, PDGFR, TNF alfa, rat



ABSTRACT
Effectiveness of Nilotinib in TNBS-Induced Colitis Model of Rats

Introduction and Aim: Inflammatory bowel disease (IBD) is group of disease with
limited treatment alternatives which immunological, genetic and environmental
factors contribute still unexplained literally. The aim of the present study was to
investigate the effects of nilotinib, a tyrosine kinase inhibitor, in Trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS) induced colitis model in rats.

Method: We included 21 rats with an average weight of 209,43 + 8,92 gr in the study
which was provided by Dokuz Eylul University Medicine Faculty (DEUTF)
Experimental Research Laboratory. Rectal saline was administered to healthy control
group (Group 1) rats (n:7). No treatment was given to positive control group (Group
2) rats (n:7) after administering TNBS through rectal cannula. Nilotinib 20mg/kg in
two separate doses per day were administered by orogastric catheter initiating from
same day of TNBS administration to 14™ day in treatment group (Group 3) rats (n:7).
Their daily weights were recorded for 14 days. At the end of the study the rats were
sacrificed. Macroscopic, microscopic scores, apoptotic index, PDGFR alpha and beta
scores with immunohistochemistrical method were evaluated between groups. Tissue
and serum TNF-alpha levels were detected with ELISA method.

Results: There were statistically significant differences in weights between 1% and
14" day between Group 1 and Group 3, Group 2 and Group 3 and Group 1 and Group
2 (+8.3 gr and -0.7 gr, P=0.031; -14.0 gr and -0.7 gr, P=0.047; +8.3 gr and -14.0 gr,
P=0.008, respectively). While no significant difference for Group 1 vs. Group 3 could
be determined for macroscopic pathologic scores, macroscopic scores in the Group 1
and Group 3 were significantly lower than in Group 2 (0 and 1.43+0.65, P=0.014;
1.43+0.65 and 0, P=0.009, respectively). Microscopic pathologic scores in Group 1
and Group 3 were similar. There were significant differences between Group 1 and
Group 2 with Group 2 and Group 3 in microscopic scores (2.0+0.45 and 7.71+£1.48,
P=0.034; 7.71+1.48 and 2.86+0.53, P=0.030, respectively). PDGFR alpha scores in
Group 1 and Group 3 were significantly lower than in Group 2 (1.33+£0.21 and
2.71£0.18, P=0.004; 2.71+0.18 and 1.57+0.3, P=0.014, respectively). Also there were
significant differences between Group 1 and Group 2 with Group 2 and Group 3 in

PDGEFR beta scores (1.50+0.22 and 2.57+0.20, P=0.011; 2.57+0.20 and 1.57%0.3,



P=0.025, respectively). Group 1 and Group 3 were found to be similar regardingboth
PDGFR alpha and PDGFR beta scores. The significant differences were found in
tissue TNF-alpha levels between Group 1 and Group 2 with Group 1 and Group 3
(0.23+0.01 and 0.39+0.06, P=0.002; 0.23+0.01 and 0.40+0.05, P=0.003,
respectively). Tissue TNF-alpha levels were similar in Group 2 and 3. All groups were
similar in terms of serum TNF-alpha levels and apoptosis.

Conclusion: Nilotinib has significant effects on the weight change and macroscopic
and microscopic pathological scores in TNBS induced colitis rat model. So, the
present study showed that nilotinib induce remarkable and significant mucosal
healing. Nilotinib did not have considerable effects on the level of TNF-alpha and

apoptotic score; however, nilotinib decreased PDGFR alpha and beta levels.

Key Words: Nilotinib, TNBS, PDGFR, TNF alpha, rat



GIRiS

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 (IBH)'nda edinsel ve dogal bagisiklik
sisteminin patolojik yanitiyla seyreden bir kronik barsak inflamasyonu s6z konusudur.
IBH’da humoral ve hiicresel immiinite birlikte rol oynar. Monosit ve makrofajlardan
salinan IL-1 ve TNF-alfa’nin proinflamatuvar etkileri sayesinde mukozal inflamasyon
ve epitelyal bariyerin hasarlanmas1 hizlanir. Ulseratif kolit (UK) hastalarinda, lamina
propriadaki T hiicreleri Fas-FasL indiikte apopitozu arttirarak mukozal hasarlanmada
onemli rol oynar. TNF-alfa; E-selektin, interselliiler adezyon molekiili-1 (ICAM-1)
ve benzeri kemokinlerin yaninda proanjiogenik growth faktorlerin vaskiiler endotelyal
growth faktor-A (VEGF-A), platelet derived growth faktor alfa, beta (PDGF alfa,beta)
sentezini arttirir. Notrofil ve makrofajlar1 aktive ederek B hiicrelerini stimiile eder.
Fetal barsaktaki stromal hiicreleri aktive ederek matriks metalloproteinazlar
sayesinde doku hasar1 olusumunu arttirir, barsaktaki dendritik hiicreleri mobilize edip
graniilom olusumuna yol agar (1).

IBH patogenezinde yer alan genetik faktorler, cevresel faktorler, infeksiyoz
ajanlar, enterik flora yapisi ve immiin sistem disfonksiyonu IBH icin gelistirilen
bir¢ok ilag¢ i¢in hedef olusturmaktadir (2, 3). Tedavide oral/rektal 5-aminosalisilatlar
(5-ASA), steroidler,  tiopiirinler,  takrolimus, siklosporin ~ gibi  ilaglar
kullanilabilmektedir (4). Medikal tedaviye yamitsizhk IBH’nda hala onemli bir
sorundur. Yapilan ¢alismalarda UK hastalarinda remisyon oranlari; rektal 5-ASA ile
9%47-81, oral 5-ASA ile %9-30, tiopiirinler ile %42-82 olarak bildirilmektedir (5, 6,7).

Giiniimiizde ozellikle direngli ve siddetli seyreden vakalarda monoklonal
timor nekroz faktor alfa (TNF-alfa) inhibitorleri en seckin tedavi segenegidir.
Onceleri kiigiik pilot calismalarda direncli UK hastalarinda hayal kiriklig1 yaratsa da,
plasebo kontrollii caligmalarda TNF-alfa inhibitorii olan infliximabin klinik yanitin
saglanmast ve korunmasinda, remisyon ve mukozal 1iyilesmede etkinligi
kanitlanmistir. Fakat infliximaba karsi direng veya infliximab tedavisine yanitin
zaman i¢inde azalmasi hala 6nemli bir sorun olarak devam etmektedir (1). Infliximab
ile ortalama %33 klinik remisyon elde edilebilmektedir. Diger bir anti-TNF ajani olan
adalimumab ile yapilan randomize plasebo kontrollii bir caligmada 52. haftada
steroidden bagimsiz remisyon oranlar1 plasebo ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur (Sirasiyla %13.3 ve %5.7, P=0.035) (8). IBH tedavisinde

mukozal iyilesme tedavinin mihenk tas1 kabul edilmektedir. Kortikosteroid tedavisi



ile yaklasik %30, anti-TNF tedaviler ile ancak hastalarin %60 mukozal iyilesme elde
edilebilmektedir (9, 10, 11). IBH hastalarinin yaklasik %20'si Anti-TNF tedaviye
cevap vermemekte ve cerrahi tedavi gereksinimi gostermektedir (12). Goriildiigii gibi
[BH'na sahip hastalarin azimsanmayacak bir grubunda mevcut medikal tedavi
secenekleri yetersiz kalmaktadir.

Tirozin kinazlar normal hiicre fonksiyonunda, metabolizmasinda, biiyiimede,
farklilagmada ve apopitoziste rol oynarlar; tirozin kinaz inhibitorlerinin en bilinen
liyesi imatinibtir. Imatinib; Abelson protoonkogen (Abl), c-kit, platelet derived
growth faktor reseptorii (PDGFR) ve makrofaj koloni stimiile edici faktor reseptorii
(c-fms), indiikte edilebilen nitrik oksit sentetaz (iNOS), TNF-alfa gibi bir¢ok reseptor
tirozin kinazi inhibe eder (13). Nilotinib imatinibten daha potent bir tirozin kinaz
inhibitoriidiir. Akciger fibrosisinde IL-6, IL-1beta, TNF-alfa, Tiimoér Growth Faktor
betal (TGFbetal), PDGFR-beta diizeylerini imatinibe gére anlamli olarak azalttigi ve
potent antifibrotik etkisi oldugu gosterilmistir (14).

Literatiirde, tirozin kinaz inhibitdrlerinin IBH'nda etkili olabilecegini
diistindiiren az sayida yaym mevcuttur. Magro ve Costa 2006°da yayinladiklar1 vaka
takdiminde Crohn hastaligi olan ve Kronik Myleoid Losemi (KML) tanis1 konmus bir
hastanin imatinib ile tedavisi sirasinda 3 yil mesalamin ve steroid tedavilerini
kullanmadan remisyonda kaldigini1 bildirmistir (15). Cuzzocrea ve arkadaslan 2.4,6-
trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile olusturulan kolit modelinde tyrphostin AG 126
isimli tirozin kinaz inhibitoriinii kullarak kolit gelisiminin azaldigin1 géstermistir (16).

Goriildiigii gibi tirozin kinaz inhibitdrleri, IBH patogenezinde yer alan TNF-
alfa, PDGFR ve NO gibi birden fazla yolak iizerine etkilidir. Buradan yola ¢ikarak
tirozin kinaz inhibitérlerinin IBH tedavisinde de etkili olabilecegi hipotezi
olusturulmus ve bu c¢alisma planlanmistir. Bu amagla TNBS ile kolit olusturulmus
ratlarda bir tirozin kinaz inhibitorii olan nilotinibin; kilo, patolojik skorlar, sitokin
diizeyleri, PDGFR diizeyleri ve apopitotik indeks iizerine etkileri arastirilmistir. Bu

caligma, rat kolit modelinde nilotinibin etkinliginin aragtirildig: ilk ¢aligmadir.



GENEL BILGILER
EPIDEMIiYOLOJI

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 (IBH), nedeni halen tam olarak
aydinlatilamamis, immiinolojik, genetik ve c¢evresel faktorlerin rol oynadigi
multifaktoriyel bir hastalik grubudur (17). “Idiopatik kolit” kavram ilk olarak 1859
yilinda Samuel Wilks tarafindan basiller dizanteriden farkli bir antite olarak
tanimlanmistir. 1909 yilinda Hawkings, hastaligin kronik ve relapslarla seyreden
kanamal1 siirecini gostermistir (18). Inflamatuvar barsak hastaliklar1 Crohn hastalig
(CH), Ulseratif kolit (UK) ve siirlandirilamayan kolit olmak iizere ii¢ alt grupta
incelenir (17).

Genel olarak Kuzey Amerika, Avrupa’nin kuzeyi ve Avusturalya’da sik
goriildiir. Kuzey Amerika’da insidanst her 100,000 kiside 6 ile 15.6 arasindadir.
Prevalans1 38-246/100.000 kisidir. Asya, Afrika ve Latin Amerika’daki insidans 0.6-
6/100.000 olarak saptanmustir (19). Ulseratif kolit insidansi yahudilerde diger etnik
gruplardan sik olarak goriilmektedir (20). Ulseratif kolit her yasta goriilebilir fakat 5
yas Oncesi ve 75 yas sonrasi sik olarak saptanmaz. En fazla ikinci ve {li¢iincli dekatta
goriilir. Yapilan tiim calismalarda kadin ve erkek orani yaklasik 1:1 olarak
gosterilmistir. Ulseratif kolit sosyoekonomik diizeyi yiiksek gelismis iilkelerde daha
sik goriiliir (21). IBH gelismis iilkelerde genetik, cevresel yatkiliklar ve barsak
florasindaki farkliliklar nedeniyle daha sik goriilmektedir (17).

2009 yilinda Tiirkiye’de yapilan 12 merkezin katildig1 ¢alismada 661 UK ve
216 CH tanimlanmistir. UK insidans1 4.4/100.000, CH insidans1 ise 2.2 olarak
gosterilmistir.Bu sikliklar gelismis {ilkelere gore diisiik saptansa da Asya’dan

yiiksektir. IBHlar1 en stk 20-40 yas aras1 erkek hasta grubunda gozlenmektedir (22).
KLINIK
CH ve UK rektal kanama, ciddi diyare, abdominal agr1, ates ve kilo kaybiyla

seyrederler. CH ince ve kalin barsakta goriiliirken UK kalin barsag: tutar. Histolojik

incelemede CH’da graniilomatéz inflamasyonda aktif 1okositler 6zellikle



polimorfoniikleer 16kositler, lenfositler ve monositler saptanir. Inflamatuar infiltratla
beraber transmural hasar, azalmis goblet hiicreleri, azalmis mukus sekresyonu, kript
hiicre hiperplazisi, erozyon ve iilserler goriiliir (23).

Ulseratif kolit, diffiiz mukozal inflamasyonla giden kolon ile smirli kronik bir
hastaliktir. Hastalarin %95'inde rektum tutulumu vardir. Kesintisiz, simektrik, dairesel
sekilde kalin barsak tutulumu yapar. En belirgin semptom kanli diyaredir, ¢ogu zaman
acil diskilama hissi veya tenezm ile birliktelik gdsterir. Klinik atak ve remisyonlarla
seyreder. UK tanis1 proktosigmoidoskopi veya kolonoskopi ile desteklenen biyopsi ve
gaytada infeksiyon nedenlerin diglanmasi ile konur. Rutin klinik kullanimda olan
genetik veya serolojik marker bulunmamaktadir. Kolon biyopsisinde histolojik olarak
tipik bazal plazmasitoz, transmural lamina propria hiicre artis1 ve yaygin mukoza veya
kript distorsiyonu goriiliir (4). UK'te mukoza diizensizleserek kriptler atrofiye ugrar;
lamina propriada ve kript epitelinde notrofiller, lenfositler ve kript tabanlarinda
lenfositlerde artis, muskularis mukozaya ulasamayan kisa kriptler ve bazal lenfosit
agregatlar1 goriiliir (24). Lamina propriada veya kriptlerin altinda eosinofil artiginin
diagnostik 6zelligi gosterilmistir. Bazal plazma hiicrelerindeki artig hastaligin erken
evresinde yiiksek prediktif degere sahiptir (4). Villo6z mukozal yapida ve paneth
hiicrelerinde metaplazi en sik goriilen histolojik 6zelliklerdir. Kript abselerinin
mutlaka bulunmasi gerekmez fakat inflamasyonun tipik gostergeleridir. “Backwash
ileit” endoskoskopide orta derece ileum inflamasyonunu tanimlar ve genelde ¢ekal

inflamasyonun eslik ettigi orta dereceli villoz atrofi ve kript abseleri ile seyreder (24).

PATOGENEZ

IBH etyolojisi karmasiktir. Ozellikle 1950 sonrasinda genetik ve immiinolojik
caligmalar sayesinde hastaligin patogenezi aydinlatilmaya g¢alisilmistir (25). Eldeki
verilere gbére bu hastaliklar, genetik yatkinli§i olan bireyde, mukozal immiin
sistemdeki defekt nedeniyle, luminal mikroflora ve diger antijenlere karsi olusan
anormal immiin yanit sonucunda gelismektedir (17). Intestinal immiin sistemin temel

yapist Sekil 1'de verilmistir.
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Sekil 1. Intestinal immiin sistemin temel yapis1 (JudyHC. The genetics and
immunopathogenesis of inflammatory bowel disease. Nature Reviews Immunology 8,
458-466)’dan alinmistir.

IBH genetigi {izerine yapilan farkli ¢alismalarda en az bir aile iiyesinde UK
insidans1 %10-20 olarak tespit edilmistir (26). UK’te kromozom 1, 2, 3,5,6,7, 10, 12
ve 17 ile iligkili gen calismalari yapilmigtir (27). Human multidrug resistance 1
(MDR1) geni, C3435T polimorfizmi ve NOD2/CARDI5 haplotipi UK'te
gosterilmistir (28). HLA-DR2,DQ2 haplotipi yaygin kolit ile iliskilidir. Ozellikle
CARDI15/NOD?2 haplotipi ve HLA-DR haplotipindeki polimorfizmler IL-23, IL-2 ve
IL-10 sinyalinde defektler olusturup hastaliga yatkinlik yaratir (17).

UK patogenezinde kabul goren bir diger goriis ise mukozal bariyer
fonksiyonlarinda defekt bulunan genetik yatkin bireylerdeki enterik bakteri, mantar
veya viriislerin antijenik stimiilasyonudur. insan gastrointestinal sisteminde 15.000 ile
36.000 arasinda bakteri tiirii bulunmaktadir. Mikroplar intestinal inflamasyonu epitel

hiicrelerden invaze olarak tetikler ve proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini



arttirr. Ikinci bir faktdr de koruyucu ve zararli intestinal bakterilerin arasindaki
dengenin bozulmasidir. Hastaliga sahip kisideki genetik defektten kaynaklanan
sorunlu mikrobiyal koruma veya bozulmus mukozal bariyer nedeniyle bakteriler
kolayca barsakta cogalabilirler (29). Toll like reseptorler (TLR) immiin cevabin
baslatilmasinda Onemli rol oynarlar. TLR’ler patojenik mikroorganizmalarin
eliminasyonunda ve kronik inflamasyonun amplifikasyonunda onemlidir (30).

IBH patogenezi ile ilgili olarak gevresel faktorlerden en fazla sigara iizerine
calismalar bulunmaktadir. Cogu ¢alismada UK’in sigara ile geriledigi, CH nin ise
sigara icenlerde daha sik goriildiigii gosterilmistir. Sigaranin selliiler ve hiimoral
immiiniteye etkileri oldugu gosterilmis olup kolonda mukus salgisini arttirir.
Nikotinin, UK patogenezinde temel rol oynayan T helper 2 (Th2) fonksiyonu iizerine
inhibe edici etkisi bulunmaktadir (1).

Hiimoral ve selliiler immiinite UK patogenezinde rol oynamaktadir. Barsak
dokusunun histolojik incelemesinde plazma hiicrelerinde artis goze carpmaktadir.
Ozellikle immunoglobulin G1 (IgG1) sentezinde artis 6nemlidir. UK hastalarinda
lenfositlere, riboniikleik asite, diiz kasa, gastrik parietal hiicresine ve tiroide karsi
otoantikorlar olusur (19). Periniikleer antinotrofil sitoplazmik antikorlar (pANCA)
UK'li hastalarin %60-70'inde pozitiftir, spesifitesi %89, sensitivitesi %59 dur (24).
Normal barsak antijenlerine karsi patolojik olarak iiretilen anti-kolon, anti-musin,
anti-tropomiyozin gibi antikorlar sitotoksik T lenfositleri aktifleyerek inflamasyona
katkida bulunurlar.

Makrofaj, lenfosit ve kolonik epitel hiicrenin aktive olmasi ile ¢esitli sitokinler
ve mediatorler salgilanir. CD4 T hiicreleri temelde 3 ana fenotipe ayrilir. T helper 1
(Thl), T helper 2 (Th2) ve yeni bulunan T helper 17 (Thl7). Eskiden CH
patolojisinde Thl, UK’te ise Th2 nin rol oynadig1 diisiiniiliirken yeni kaynaklarda
iliskilerin daha kompleks oldugu gosterilmistir. Thl yaniti hiicresel immunite ile
iligkili olarak interlokin-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-gama) ve TNF-alfa sentezini
arttirir. IFN-gama antijen sunucu hiicreleri aktive eder ve IL-12 sentezini arttir. IL-12
sayesinde T hiicreleri Thl hiicrelerine doniisiir. Hiimoral immiinitede ise Th2
uyaristyla IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 salgilanir. Th1 ve Th2 salgilar1 IL-10 ve
TGF-beta tarafindan inhibe edilir (31). UK'li hastalarda inflame kolon hiicrelerindeki
makrofajlardan IL-1beta, TNF-alfa ve IL-6 salgilanirken lamina propriadaki T
hiicreleri IL-2 ve IFN-gama salgilar. Bu immiin yanita HLA-sinif II antijeni eksprese

eden kolonik epitel hiicreleri CD4 lenfositleri aktive ederek katkida bulunur (32).
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IBH patogenezinde Thl aracilikli salgilanan proinflamatuar sitokinler ve
Th2den azalmis olarak salinan anjiostatik veya anti-anjiogenik sitokinler arasindaki
denge onemlidir (33). Nilson ve arkadaslar1 (34) tarafindan barsak epitel hiicrelerinin
inflamasyonda etkin rol oynadigi, umblikal ven epitel hiicrelerinden farkli olarak IL-
3, IL-6, TNF-alfa ve IL-1 sentezledikleri gosterilmistir. IBH da, &zellikle plazmada
IL-6, IL-23, IL-12 ve TNF-alfa diizeylerinde artig, IL-10 diizeyinde azalma
saptanmuistir.

TNF-alfa, IBH’da pleotrofik etkisi olan bir sitokindir ve iiretimi ¢ok siki
denetim altinda tutulmaktadir. En Onemli kaynaklar1 makrofajlardir ve uyariyla
karsilagtiktan 30 dk icerisinde salinir. TNF salinmasi IL-1, IFN-gama, IL-2 tarafindan
pozitif, IL-10 ve prostoglandinler tarafindan negatif olarak denetlenmektedir. TNF
once hiicre yiizeyine bagli 6nciil form olan transmembran TNF (tmTNF) olarak salinir
ve TNF alfa doniistiiriicii enzim tarafindan enzimatik ¢oziiniir forma (sTNF) cevrilir
(35). 1ki form da biyolojik olarak aktiftir ve reseptdr araciligiyla etki ettigi hiicrenin
metabolik durumuna bagli olarak NF-kB aktivasyonu veya apoptosisi indiikler (36).

TGF-beta ise T hiicrelerden salinan proliferasyon, migrasyon, farklilasmada
rol oynayan bir ajandir (17). IL-5 ve IL-13 salgilamayan NK T hiicrelerinin Th2
yanitindan sorumlu oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir (36). Th17 hiicreleri fibroblast,
makrofaj, epitel ve endotel hiicrelerini aktive eden IL-6, IL-17 gibi sitokinleri
salgilayarak bu hiicrelerden IL-1, IL-6, TNF-alfa ve diger kemokinlerin sentezini
arttirir. Th17 hiicre aktivitesi IL-6, TGF-beta, IL-21 ve 1L.-23 tarafindan aktive edilir
(37). IL-23 ile reseptor aktivitesinin cesitli deneysel kolit modellerinde kolit
baslangicinin temelini olusturdugu gosterilmistir (38).

IBH patogenezinde intestinal vaskiiler mikrosirkiilasyon inflamasyonda temel
bir rol oynamaktadir (Sekil 2). Inflamasyon sirasinda aktive edilmis vaskiiler endotel
hiicreleri sizdirma, 16kosit adezyonu, prokoagiilan aktivite ve anjiogenezde rol oynar.
Lokositlerinin inflame alana go¢ etmeleri gibi lenfatikler yoluyla inflame alandan
ayrilamamalar1 da 6nem kazanmaktadir. Lokositlerin vaskiiler dolasimdan inflame
dokulara gecmelerinde sitokinlerin aktivasyonu ve mikrovaskiiler endotelyel adezyon
molekiilerinin yeri onemlidir. Lokosit ekstravazasyonunda yuvarlanma, aktivasyon,
adezyon, transmigrasyon basamaklari vardir. Lokosit ylizeyindeki CCR9 kemokin
reseptorii ileal endoteldeki CCL25’e baglanir. Lokosit yiizeyindeki CD11a/CD18
interselliiler adezyon molekiili ICAM-1’e baglanirken, alfadbetal veya alftadbeta7
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vaskiiler hiicre adezyonu molekiili VCAM-1 (Vaskiiler selliiler adezyon molekiilii-1)
ve mukozal addressin hiicre adezyon molekiili (MAdCAM-1)’ne baglanir (39).
Deneysel kolit vakalarinda ICAM-1, VCAM-1 ve PECAM-1 adezyon molekiillerinde
artis saptanmistir. MadCAM-1 barsak mukozal endotel hiicrelerinde ve mezenterik
lenf nodlarinda bulunan deneysel kolitte artan bir adezyon molekiiliidiir (23). VCAM-
1 ve MadCAM-1 indiikksiyonu, endotel ile trombositlerin etkilesimini ve
proanjiogenik biiyiime faktorlerinin sentezini arttirir. Trombosit ve 16kosit
agregasyonuyla beraber koagiilasyon kaskadi tetkiklenir. Trombiis endoteliyal
ylizeyde inflamasyonu arttirir (17). Adezyon molekiillerine spesifik rekombinant
antikorlar IBH tedavisinde kullanilmaktadir. Ornegin; natalizumab alfa-4 integrinlere
karst olan IgG4 antikorudur. intestinal endotel hiicreleri dnemli immiin kostimiilator
molekiil olarak CD40 salgilarlar ve T-hiicreleri ve trombositlerin tizerindeki CD40L
ile baglanirlar. Baglant1 sonrasinda intestinal inflamasyon tetkiklenir. Bu yolagin
inhibe edilmesinin terapotik avantajlarini gosteren ¢alismalar yapilmistir (39).

CH ve UK'te intestinal mikrovaskiiler yap1 sik1 bir anjiogenik yapiya biiriiniir,
anjiogenik integrinler ve mediatorlerin salgis1 inflame mukozada artar (40).
Anjiogenez, yetiskin dokularda 6nceden bulunan damarsal yapidan yeni kapillerlerin
olusmasina neden olan biiyiime, gelisme ve tamiri iceren biyolojik olay biitliniidiir
(41). IBH’da anjiogenez, degisim igin endotel alamm genisletip kanin
ekstravazasyonunu arttirir. Olusan yeni damarlar normal damar yapisina gore daha
immatiir yapidadir ve perisitlerle kapli degildir. IBH’da anjiogenik mediatdrlerden
vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF-A, C), fibroblast growth faktor (FGF),
TGF-beta, platelet derived growth faktdr (PDGF-alfa ve beta) diizeyleri artar (17).
Scaldaferri ve ark. VEGF-A’nin IBH’daki anjiogenezde temel rolii oynadigini
gostemislerdir (42). IBH'da aktif iilser alanina komsu fibrotik alanlarda artmis PDGF-
alfa ve beta aktivitesi tespit edilmistir. PDGF potent anjiogenik mediatordiir; hipoksi,
trombin ve diger sitokinlerle indiiklenir. PDGF reseptorleri (PDGFR) iki subtiptir:
alfa ve beta (43). PDGF perisit ve vaskiiler diiz kas gibi mezenkimal hiicreler i¢in
mitojen ve kemoaktif ajandir (23). PDGF alfa ve beta fibroblast proliferasyonu ve
fibroblast iliskili doku-matriks kontraksiyonundan sorumludur (44).

Krzystek ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada trombositlerde depo edilen
ve kandaki PDGF diizeylerinde artis saptanmistir. Fakat kanda PDGF diizeyinin aktif
IBH’da C-reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESR) veya trombosit
diizeylerinden {istiinliigii gosterilmemistir (45). PDGF-alfa ve beta, VEGF gibi
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mediatorler barsak endotel hiicrelerini oksidatif stresten korur. Endotel hiicrelerinde
P-selektin sentezini arttirir ve histamin sekresyonunu etkileyip vaskiiler géllenmeye
neden olur (17). Sandor ve ark.nin ¢aligmasinda endostatin ve anjiostatin gibi
anjiogenez inhibitorlerinin erken donem deneysel kolit modelinde arttig1
gosterilmistir. Bu nedenle mukozal lezyonlar artmis VEGF’e ragmen yavag
iyilesmektedir (46). Danese ve ark.nin yapmis oldugu ratlarda deneysel kolit
caligmasmin sonuglarina gore antianjiogenik ajanlar yeni damar olusumunu
engelleyerek inflamasyon, doku hasar1 ve mikrovaskiiler yapinin patolojik yayilimi

onlenmektedir (40).
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Sekil 2. IBH patogenezi (Cromer WE, Mathis JM, Granger DN, Chaitanya GV,
Alexander JS. Role of endothelium in inflammatory bowel diseases. Cromer
February 7 17(5):578-593)’den alinmistir.

Nitrik oksit (NO), organ spesifik regulator fonksiyonu olan serbest radikaldir.
NO, inflamatuar sinyallerini, transkripsiyon faktdrlerini, 10kosit yuvarlanmasin1 ve
apopitozu yonlendirir (47). Endotel kaynakli nitrik oksit (eNO) lokosit ve
trombositlerin  endotele yapismalarina engel olur, vazodilatasyon saglar,
permeabilititede onemlidir. Deneysel kolitte iki tip NO sentetaz bulunmaktadir; 1)

eNOS (endotel kaynakli nitrik oksit sentetaz) nitrik oksit kaynagidir, 2) iNOS ise
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indiikte edilebilen nitrik oksit sentetazdir. eNOS, IBH’nda azalir. Bununla birlikte
endotel bagimli vazodilatasyon azalip kontrolsiiz oksidatif iiriin artis1 olur. Intestinal
nitrik oksit sentetaz (iNOS) lokosit kaynakliysa inflamasyonu arttirirken intestinal
endotel hiicrelerde ise lokosit adezyonu, permeabilite ve vazodilatasyon gibi
inflamatuvar yanitlar1 sinirlandirir (17). eNOS ve iNOS diizeyinin azalmasi artmis
hastalik aktivitesini gosterir (23).

Inflamasyonla birlikte koagiilasyon da aktiflenir. iIBH'na sahip bireylerde
koagiilasyon anormallikleri ve tromboembolik komplikasyonlar sik goriiliir. Lenfatik

sistemin disfonksiyonu IBH'nda 6nemlidir (39).

TEDAVI

UK'tetedavi  yaklasimmi  belirlemede, endoskopik olarak  hastaligin
yayginlhiginin (pankolit, ekstensif kolit, sol kolit vb.) yan1 sira hem endoskopik hem de
klinik olarak siddeti g6z oniline alinir. Hastaligin aktivitesi Montreal klasifikasyonuna
gore remisyon, hafif, orta, siddetli olarak siniflandirilir (48). Baz1 ekstraintestinal
tutulumlar kolitin aktivitesiyle iliskilidir; okiiler komplikasyonlar (episklerit, sklerit,
tiveit), kiiciikk ve biiyilk eklemleri tutan periferal artropatiler, eritema nodozum,
pyoderma gangrenosum bunlardandir. Diger ekstraintestinal tutulumlar hastalik
ciddiyetiyle iligkili degildir ki bunlar; aksiyel artropatiler, sakroileit ve ankilozan
spondilit ve primer sklerozan kolanjittir. Tedaviye yanitsizlik primer yanitsizlik ve
primer yanit alinanlarda yanitin kaybi seklinde siniflandirilir. Primer yanitsizlik 4 ile
8 hafta arasinda verilen tedaviye ragmen semptomlarin gerilememesi ve endoskopik
iyilesmenin olmamasidir (49). Remisyon ise steroidsiz donemde giinde 3 ve 3’ten az
kan igermeyen diskilama ile endoskopide normal mukozanin goézlenmesi olarak
tanimlanir (50).

Hafif ve orta aktif proktit tedavisinde baglangi¢ tedavisi olarak mesalazin
suppozituvar onerilir (Sekil 3). Mesalazin enema alternatif olabilir. Topikal steroid
direngli hastalarda tedaviye eklenebilir. Hafif ve orta distal hastaligi bulunanlarda
aminosalisilat enema ile oral mesalazin kombine edilir. Topikal mesalazin topikal
steroidlere gore tedavide iistiindiir (48). ASCEND II ¢alismasinda 268 orta derecede
aktif hastaligi olanlarda mesalazin 4.8g verilenlerde yanit orani %71.8 iken 2.4g

verilenlerde ise %59.2 olarak belirlenmis; remisyon oranlar1 yiiksek tedavi dozunda
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%20.2 iken diisiik tedavi dozunda %17.7 olarak saptanmistir (51). Eger bu tedavilerin
maksimal dozlarina yanitsizlik s6z konusu ise veya sistemik bir hastalik tutulumu
mevcutsa oral steroid ve diger immiinsiipresif tedaviler verilebilir. Hafif ve orta
aktivitedeki yaygin UK'te tedaviye oral 5-ASA ve topikal mesalazin ile baglanir (48).
Kombine oral ve rektal mesalazinle klinik remisyon oranlar1 8.haftada %64, oral
mesalazin tek basina kullanildiginda ise %43’tiir (P=0.03) (52). Mesalazine yanitsiz
hastalikta sistemik kortikosteroid kullanilabilir. Ciddi kolitte intravenoz kortikosteroid
tedavi ile baglanir. Steroid kontrendike olan hastada siklosporin verilebilir.
Intravendz steroid yamiti tedavinin iiciincii giiniinde degerlendirilir. Ikinci kusak
tedavide siklosporin, anti-TNF ajanlar veya takrolimus verilebilir. Tedaviye 4-7 giin
yanit vermeyen hastalarda kolektomi onerilebilir (48). CYSIF caligmasinda steroid
refrakter ciddi kolit hastasinda siklosporin ve infliksimab karsilastirildiginda iki
gruptan da yaklasik %85 hasta tedavinin 7. giiniinde yanit vermistir. Fakat primer
sonlanim noktasi olan 98. giinde tedavinin basarisizlig1 siklosporin grubunda %60
iken infliximab grubunda %54 (P=0.49), kolektomi siklig1 ise sirasiyla %18 ve %21
(P=0.66) olarak saptanmistir (53).

Steroid-bagimli hastalikta azatiopiirin-merkaptopiirin, steroid refrakter aktif
hastalikta anti-TNF ajanlar ve takrolimus kullanilabilir. Tiopiirin refrakter hastalikta
anti-TNF ajanlar, takrolimus ve cerrahi alternatif olabilir (48). Geng yasta tan1 konup
cerrahiye ihtiya¢ duyulan, fistiilizan-stenozan tip, agir endoskopik bulgular1 bulunan,
ASCA/p-ANCA pozitifligi ile NOD2/IBD5 mutasyonu olan hastalarda hastalik seyri
kotii  olacagr  Ongoriildiigiinden erken anti-TNF  tedavinin  dogal seyri

degistirilebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (54).
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Sekil 3. Ulseratif kolit baslangi¢ tedavi algoritmi.(Dignass A, Lindsay JO,
Sturm A.Second European evidence-based Consensus on the diagnosis and
management of ulcerative colitis: Current management. Journal of Crohns and Colitis
2012’den uyarlanmistir)

UK'te idame tedavide oral 5-ASA, distal hastalikta rektal 5-ASA onerilir. 5-
ASA optimal doz tedavisi altindayken relaps gelisen hafif ve orta aktiviteli hastalikta,
5-ASA intoleran olanlarda, steroid bagimli hastalikta ve indiiksiyon remisyon
tedavisinde siklosporin veya takrolimusa yanit alinan hastalarda azatiopiirin tedavisi
onerilir. Siddetli kolit tedavisinde intravendz steroidler, siklosporin, infliximab,
azatiopiirin kullanilabilir (48). 115 steroid tedavisine direngli UK hastas1 iizerinde
yapilan karsilastirmali randomize kontrollii calismada siklosporin, infliximab’a gore
tedavide daha etkin bulunmamustir (53).

Medikal tedavinin kullanimimin yayginlasmasina ragmen kurtarici tedavi
cerrahidir. Kolektomi sonrasi goriilen problemlerden bazilari; fekal inkontinans, posit,
stenoz ve anastamoz iilseridir. Giiniimiizde UK hastalarinda medikal tedavilerin
kullanilmasiyla cerrahi oranlart %30-70’lerden %10-20’lere gerilemistir (55).

Hastalarda kesin cerrahi endikasyonlari; durdurulamayan kanama, perforasyon ve
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karsinom varligidir. Konvensiyonel tedavilere yanitsiz toksik megakolonda da cerrahi
tedaviye gidilebilir (24). Medikal tedavi yanitsizlifinda veya 6 hafta siireyle 20 mg

prednol tedavisine yanitsizlikta cerrahi akla getirilmelidir (48).

YENI TEDAVILER

Biyolojik tedaviler IBH’da yeni nesil tedavi yontemini olusturmaktadir. Bu
tedaviler baslica dogal biyolojik preperatlar (as1, kan {riinleri vs.), rekombinan peptit
veya proteinler, antikor bazli tedavi, niikleik asid bazli tedavi, hiicre ve gen
tedavileridir. CD40 ligand antikoru, anti CD4 antikorlari, anti CD3 antikorlari,
rekombinant IL-10 ve IL-11, anti IL-6 reseptorii antikoru, anti IL-2 reseptorii
antikoru, anti-IFN-gama antikoru, adezyon molekiil inhibitorleri, MLN-02-alfa4b7
integrin antagonisti, CTLA4-Ig kostimulator reseptdr inhibitorti, Janus kinaz
inhibitorleri IBH’da iizerinde galisma yapilmis molekiillerdir (1,4).

Tiim biyolojik ajanlar arasinda en iyi etki TNF-alfa monoklonal antikorlar ile
elde edilmistir. Infliximab ve adalimumab bivalent IgG monoklonal antikorlaridir ve
iki farkli sTNF trimerini ayni1 anda baglayip multimerik kompleksler olusturur. Anti
TNF etki ile hiicre aktivasyonu, sitokin baskilanmasi ve apopitozis ortaya ¢ikmaktadir
(35). Bir calismada CH sahip hastalarda anti-TNF ilaglardan olan infliximabin
tedaviden 24 saat sonra lamina propriadaki T lenfositlerin apopitozunu arttirdig
gosterilmistir (56). Ford ve ark. yaymnladigi metaanalizde yer alan 5 randomize
kontrollii ¢alismada aktif ve 5-ASA/steroid tedavisine direncli UK hastalarma 6 ile 12
hafta siiresince 5 mg/kg’dan 20 mg/kg’a kadar degisik dozlarda infliximab verilip
plasebo ile karsilastirllmistir. Toplam 827 hastanin dahil edildigi calismada,
remisyona ulagmadaki basarisizligin relatif riski 0.72 (%95 Cl, 0.57-0.91) olarak
bulunmus ve infliximabin plasebodan daha etkin oldugu gosterilmistir (57).
Infliximabm plaseboyla karsilastirildigi en 6nemli c¢alismalar ACT 1 ve ACT 2
caligmalaridir. ACT 1 calismasina 364 hasta alinmis, infliximab Smg/kg, infliximab
10mg/kg ve plasebo gruplart arasinda 8. hafta yanit ve remisyon oranlari sirasiyla
%69.4/%38.8, %61.5/%32.0 ve %32.2/%14.9 olarak saptanmistir (58). ACT 2
caligmasma 5-ASA direngli hastalar da katildiginda 8. hafta yanit ve remisyon
oranlar1 sirastyla %64.5/%33.9, %69.2/%27.5,%29.3/%5.7 olarak bulunmustur (11).

Gilinlimiizde FDA (US Food and Drug Administiration) tarafindan erigskin ve ¢ocuk
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tilseratif kolit tedavisinde Onerilen tek anti TNF ajan infliximab olmakla birlikte diger
hedefe yonelik biyolojik ajanlar arasinda kanita dayali karsilagtirmali calisma
bulunmamaktadir (59). Rutgeerts ve ark. ¢aligmasinda infliximab klinik remisyon
orant 30. haftada %33 olarak bildirilmistir (58). Adalimumab ile yapilan randomize
plasebo kontrollii ¢alismalarda 52. haftada steroidden bagimsiz remisyon oranlari
plasebo ile karsilastirildiginda (sirasiyla %13.3 ve %5.7, P=0.035) istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (8). Adalimumab 2012’de Avrupa’da orta ve ciddi hastalikta
kullanilmak {izere lisans almigtir. Primer yanitsizlik ve tedaviye direng gelisimi sik
goriildiigiinden UK hastalarinda uzun siireli remisyonu saglayacak yeni ajanlara

gereksinim vardir.

TiROZIN KiNAZ INHIiBITORLERI

1992°de Sakanoue ve ark. tarafindan UK hastalarinda kolonik mukozada

artmis tirozin kinaz aktivitesi tespit edilmistir (60). Tirozin kinazlar normal hiicre
fonksiyonunda, metabolizmasinda, biiylimede, diferansiyasyonda ve apopitoziste rol
oynar. Tirozin kinazlar bulunduklar1 yere gore baslica iki gruba ayrilirlar:

1) Membran reseptorii olarak intraselliiler sinyalizasyonda gorev alanlar,

2) Reseptor olmayanlar ve sitoplazmada aktive olduktan sonra

sinyalizasyonda gorev alanlar.

Tirozin kinaz aktivitesinin patolojik olarak aktivasyonu karsinogenez, vaskiiler
remodeling ve fibrogenezde rol oynar (21). Tirozin kinaz inhibisyonu ile kolonda
proinflamatuar sitokinler olan TNF-alfa ve IL-lbeta sentezi ile COX-2 ve iNOS
aktivitesi azalmaktadir (44).

Imatinib bircok reseptdr tirozin kinazi inhibe eder: Abelson protoonkogen
(Abl), c-kit, PDGFR ve makrofaj koloni stimiile edici faktor reseptorii (c-fms).
Imatinibin tedavide kullanildig1 hastaliklar, kronik myeloid 16semi (KML),
gastrointestinal stromal tumor (GIST), kronik miyelomonositik 16semi (CMML) ve
pigmente villonodiiler sinovittir. KML, DNA’nin yapisinda t(9,22) sonucu olusan
Abelson-fiizyon geni BCR-ABL’nin rol oynadigi primitif pluripotent hemapoeitik
kok hiicrenin asir1 proliferasyonuyla seyreden bir hastaliktir. Bu onkogen simerik
tirozin kinaz ile baglantili BCR-ABLI proteinini kodlar. Imatinib BCR-ABL 1 kinaz

inhibitoriidiir (13). Tirozin kinaz inhibisyonu sayesinde 16semik hiicrelerin apopitozu
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tetiklenir (61). Oncelikle Bcr-Abl pozitif KML tedavisinde kullanilmaya baslanmis
olup PDGFR ve c-kit inhibe edici Ozelliklerinden dolayr GIST'de etkinligi
gosterilmistir.

Yapilan diger ¢alismalarda imatinibin romatoid artritli hastalarda sinovyal
sividaki TNF-alfa diizeyini azalttiklar1 ve makrofajlardan c-fms salinimini azalttiklar
gosterilmistir (62). Imatinib mast hiicrelerin gelisiminde 6nemli rol oynayan c-kit
tirozin kinaz aktivitesini inhibe ederek immiin yanit iizerine olan etkileri sayesinde
agresif sistemik mastositoz tedavisindeki etkinligi kanitlanmistir (63). Imatinib,
fibroblast proliferasyonunu ve fibroblast iligkili doku-matriks kontraksiyonundan
sorumlu PDGFR sinyalini inhibe ederek fibrogenesisi baskilar. Bu etkisinden
yararlanilarak bleomisin veya radyasyon ile indiikte pulmoner fibrosis vakalarinda
profibrogenik aktiviteyi engelledigi gosterilmistir (44). Imatinib sistemik sklerozisde
iki ana profibrotik yolu daha inhibe eder ve ekstraselliiler matriks yapimi ve fibroblast
kontraktilitesini azaltir (21).

Nilotinib, imatinib-direncli veya imatinib-intoleran KML hastalarina daha
potent ve selektif BCR-ABLI inhibitorii olarak {iretilmistir. Nilotinibin protein
kinazlar iizerine etkisi imatinib ile benzerdir ayrica yan etki profile daha azdir, iyi
tolere edilir. Nilotinib ve imatinib c¢-KIT, koloni stimiile edici faktor (CSF-1R),
PDGFR subtipleri iizerine aymi giicte inhibitor etki gdsterirler. Imatinib ve nitotinib
ayn1 zamanda ekstraselliiler matriks sinyallesmesinde rol oynayan kollajen-aktive,
diskoidin reseptor kinaz (DDR-1 ve 2)’yi inhibe eder fakat bunun terapotik anlami
heniiz bulunamamustir (13).

Nilotinib ile yapilan c¢aligmalar genelde fibrosis iizerinedir. Farelerde
bleomisin ile iligkili akciger fibrosisinde nilotinibin IL-6, IL-1beta, TNF-alfa, TGF-
betal ve PDGFR-beta diizeylerini imatinibe gore anlamli olarak azaltarak daha potent
bir antifibrotik etkisinin oldugunu gdstermistir (14). Nilotinib ayn1 zamanda hepatik
fibrosis tedavisinde imatinibten etkin bulunmustur (64). Nilotinib karaciger fibrosisi
tizerine etkisinin aragtirildig1 bir diger ¢caligmada ratlara 12 hafta boyunca verilmistir
ve etkin bulunmustur (65). Yine ratlarda gelistirilmis kronik bobrek hastaliginda
progresyonun engellenmesinde nilotinib 8 hafta kullanilmistir ve etkin bulunmustur
(66). Mast hiicre iliskili anafilakside nilotinibin proinflamatuar sitokin olan TNF-alfa

diizeyini azalttig1 gosterilmistir (67).
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GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Hastanesi Deneysel
Arastirma Laboratuarindan 21 adet, ortalama agirligi 209,43 + 8,92 gr (aralik 193-222
gr.) olan disi Wistar Albino rat, DEUTF Hayvan Calismalar1 Etik Komitesi’nden onay
alindiktan sonra ¢calismaya alinmistir. Literatiirde, TNBS ile olusturulan deneysel kolit
modellerinde en cok tercih edilen hayvan cinsi rat oldugundan ve klinigimizde
uygulanan birka¢ c¢alismada da ayni1 yontemle deneysel kolit modeli basari ile

olusturuldugundan denek hayvani olarak rat se¢ilmistir.

1989 yilinda Morris ve arkadaslarinin ratlar iizerinde biokimyasal inflamatuar
yolaklarin ve antijen spesifik caligmalarin gosterilebilecegi TNBS modelini
gelistirmistir (23). 1995°te Neurath ve arkadaglar1 tarafindan TNBS’nin rektumdan
uygulamasinda IL-12’nin basrolde oldugu Th1 yanit ile iliskili transmural infiltrasyon
gosterilmistir. TNBS deneysel kolit modelinde hapten olarak 2.4,6-trinitrobenzen
sulfonik asit (TNBS) (5-30mg) 0.25ml %50 etanol igerisinde ¢ézdiirtilmiistiir. Etanol
mukozada barier kirici rolii istlenerek mukoza ile TNBS temasini arttirir (68).

TNBS’nin ratlara uygulamasi1 sonrasinda mikroskobik olarak ratlarda
tilserasyonlar ve mukozal-submukozal inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptanir.
Modelde mukoza/submukoza ve muskularis eksterna tabakasinda oksidatif stres,
sitokinler ve kemokinler ile indiiklenir. Muskularis externa tabakasinda IGF-1 ve
TGF-beta diizeyinde artis olur. Mezenterik adipoz dokuda TNF-alfa ve IL-10
salgilanir (47). Histolojik olarak inflamatuar cevap mukozal ve submukozal
infiltrasyonu polimorfoniikleer 16kositler, makrofajlar, lenfositler, konnektif doku
mast hiicreleri ve fibroblastlarla gosterilir.

TNBS ile olusturulan kolit modeli yillardir kullanilmaktadir ve ratlarin
tiimiinde kolit olusumu saglamaktadir. Bu nedenle TNBS uygulamasi sonrasinda kolit
olustugunu ispatlamak i¢in herhangi bir test uygulamasina gerek duyulmamaktadir ve
TNBS koliti ile ilgili ¢alismalarin hi¢birinde bodyle bir uygulama bulunmamaktadir.
Daha once klinigimizce gergeklestirilmis bagka bir ¢alismada da ratlarin tiimiinde

kolit olustugu ¢alisma sonunda gézlenmistir.

Ratlar, DEUTF Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda, 2342 °C 1sida, 1s1k-

karanlik siklusunda ve deney sonuna kadar 3-4 sigan bir kafeste olacak sekilde
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tutulmuslardir. Calisma oncesi ve ¢alisma boyunca standart rat diyeti ile beslenip ve
her giin tartilarak agirlik yoniinden izlenmislerdir. Ratlarin istedikleri kadar su

icmelerine izin verilmistir.

TNBS verildikten sonra ratlarda barsakta olusan iilserasyonlar sonucunda
perforasyonlar, jeneralize peritonit ve exitus gelisebilmektedir. Bu durumda deney
hayvani ¢alisma dis1 birakilmistir. Yine TNBS uygulamasina bagli ratlarda gelisen

GIS kanamalari, dislama nedeni olarak sayilmamistir.

Ratlar 3 gruba ayrilmigtir. Bu gruplarin her birine 7’ser rat dahil edilmistir. Bu
denek sayisi, sonuglart degerlendirmede kullanilacak nonparametrik istatistiksel
yontemlerin uygulanabilirligi ve dogrulugu agisindan gereklidir. Saglikli kontrol
grubunda yer alan (Grup 1) ratlara (n: 7) eter anestezisi altinda rektal kaniil yoluyla
serum fizyolojik verildi. Pozitif kontrol grubu (Grup 2) ratlara (n: 7), kolit olugturmasi
amaciyla 0,25 ml’sinde 30 mg (80 mg/kg) TNBS (trinitrobenzen siilfonik asid)
(Sigma,Germany) bulunan TNBS + %30 etanol karigiminin 0,25 ml’si rektal yoldan
8 cm kaniil ile verildi. TNBS uygulamasindan sonra tedavi verilmedi. Her iki gruba
rektal uygulamadan sonra 14.giine dek plasebo serum fizyolojik orogastrik tiip yolu
ile verildi. Diger gruba (Grup 3, n: 7) TNBS ile ayn1 giin baglanacak sekilde 14. giine
dek nilotinib 20mg/kg(Novartis Pharma AG, Basle, Switzerland), ikiye boliinmiis

dozlarda oragastrik tiip yolu ile verildi.

Tablo 1. Calisma Gruplar1

Rektal Uygulama Orogastrik
Grup Say1 . Uygulama
(1. giin) (1-14. giinler)
Grup 1 7 Serum Fizyolojik Serum Fizyolojik
Grup 2 7 TNBS Serum Fizyolojik
Grup 3 7 TNBS Nilotinib

Ratlardan, 14 giinliik siire bitiminde eter anestezisi altinda kan ve patolojik
inceleme i¢in doku ornekleri alindi ve ardindan dekapitasyon yapildi. Abdominal

kavite orta hat kesisi ile agildi, distal ileumdan rektuma dek kalin barsak c¢ikarildi.
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Barsak liimeni serum fizyolojik ile yikandi ve ardindan ¢ikartilan ve liimen boyunca

acilan barsak materyali tamponlu formol ile fikse edildi.

Patolojik Inceleme:

Patolojik degerlendirme patolog tarafindan, barsak 6rneginin hangi gruba ait
oldugu bilinmeksizin kor olarak yapildi. Barsak mukozasinda makroskobik olarak
izlenen iilserlerin sayist ve boyutu belirtildi. Ardindan gros iilseratif lezyonlardan,
cevredeki normal mukozayr da kapsayacak sekilde doku kesitleri alindi. Bunlarin
disinda, kolon longitudinal agildiktan sonra, Vilaseca ve ark. tarafindan bildirilen

yonteme gore makroskobik skorlama yapildi (69) (Sekil 4).
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Makroskobik Skor

Adezyon

Striktiir

Ulser

Duvar kalinlig

Yok

Minimal

Birkag¢ kolon segmentinde

Yok

Hafif

Ciddi, proksimal dilatasyon

Yok

Lineer iilser < Icm

iki lineer iilser < lcm

Birgok iilser veya bir genis lilser > lcm

1 mm’den az

1-3 mm

3mm’den fazla

Maksimum skor

10

Sekil 4. Patolojik olarak makroskobik skorlama sistemi (Vilaseca J, Salas A,

Guarner F, Rodriguez,Martinez M, J-R Malagelada. Dietary fish oil reduces
progression of chronic inflammatory lesions in a rat model of granulomatous colitis.

Gut,1990,31,529-544’den uyarlanmistir)
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Orneklerden Dieleman ve ark'mn mikroskobik skorlama yonteminden
yararlanilarak hematoksilen-eosin (HE) boyasiyla boyanan preperatlardan patolog

tarafindan mikroskobik skorlama yapild1 (Sekil 5) (70).

Inflarmasyon Yok O
vayginhigi
Mukozada L
Mukoza ve Z
Submukozada
Transmural 3
Inflarmasyon Yok 0
siddet
Hafif >
Orta 2z
Siddeth 3
Kript hasari Yok 0
1/3 hasar 1
2/3 hasar 2
Kript kaybi var, 3
yizey epiteli saglam
Kript ve ylzeyel 4
epitel kayhbi

Sekil 5. Patolojik olarak miikroskobik skorlama sistemi.(Dieleman LA, Palmen JHJ,
Akol H et al. Chronic experimental colitis induced by dextran sulphate sodium (DSS)
is characterized by Thl and Th2 cytokines. Clin Exp Immunol 1998;114:385-391°den
uyarlanmistir)

Apopitoz:

Patolog tarafindan TUNEL teknigi ile boyanan orneklerde mikroskopta
(Olympus DX51) 10 biiyiik biiyiitmede (x400) mukozada ve yiizey kript epitelindeki
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apopitotik hiicreler sayildi. TUNEL tekniginde, lizinli lama alinan kesitler 3 gece
37°C, 1 gece 60°C etiivde tutuldu. Kesitler etiivlendikten sonra, 3 degisim ksilen ile
(20ser dk) deparafinizasyon islemi gergeklestirildi (ilk ksilen etiivde, digerleri oda
1sisinda). Ardindan azalan derecede alkol serileri ile (absolu, %96, %80, %70
calkalama) rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Dokuya zarar
vermeden kesit etrafi kurulanip pappenile ¢evreleri sinirlandi. Fazla su kesit
kenarindan alindiktan sonra Proteinaz K (Invitrogen Proteinaz K, USA) 10 dk oda
1s1sinda uygulandi. 2 defa 2°ser dk fosfat tamton soliisyonu (PBS) ile yikama yapildi.
Kesit etrafi kurulandiktan sonra doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5
dakika %3’lik H,O; (Merck, Germany) uygulandiktan sonra 2 defa 5’er dakika PBS
ile yikandi. Kesit etrafi kurulandiktan sonra kesitlere equilibration buffer (Apoptag
Plus Peroxidase Kit, Millipore, USA) 10 dk oda 1sisinda uygulandi. Kesit etrafi
yikanmadan kurulandi. Her kesit i¢in 55 puL TdT-enzimi koyuldu. Kesit iizerleri
coverslip ile kapatildi (Apoptag Plus Peroxidase Kit, Millipore, USA). 37°C de 1 saat
enkiibe edildi. Etiivden alinan kesitlere 10 dk oda 1sisinda stop/wash buffer (Apoptag
Plus Peroxidase Kit,Millipore, USA) uygulandi. Ardindan PBS ile oda sicakliginda 3
defa 1’er dk yikanan kesitler, etraflar1 kurulandiktan sonra anti-streptavidin-
peroksidaz (Apoptag Plus Peroxidase Kit, Millipore, USA) ile 30 dakika oda
sicakliginda enkiibe edildi. PBS ile 4 defa 2’ser dk yikanan kesitler TUNEL
reaksiyonunun goriiniirliiiinii saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB)(DAB-
PLUS kit, Invitrogen, USA) ile boyandi. (Boyanma ilk dakikadan itibaren DAB
mikropipete geri ¢ekilerek mikroskop altinda kontrol edilir. Tutmamigsa tekrar DAB1
konarak devam edilir. Boyanma siiresi her kesit i¢in farklidir). Distile su ile
yikandiktan sonra metil green (yoksa Mayers hematoksilen de olabilir) ile zemin
boyamasi yapildi. Metil green 10 dk oda 1sisinda, mayers 20-30 sn bekletilir. Metil
green kullanildiysa 3 degisim distile su ile yikanir. Ayni sekilde 3 degisim %100lik
butanolde dip yapilir (Mayers kullanildiysa akarsuda 30 sn kadar yikanir. Kesitler
%70, %80, %96 ve %100’lik alkollerde dehidratasyon yapilir). 20’ser dk 3 degisim

ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.
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Doku homojenizasyonu ve doku-serum TNF-q Olgiimii:

Sakrifiye edilen siganlarin ileum dokusu 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1
ve oda 1s1s1 ile temas etmeden -80°C’da ¢aligma giiniine kadar saklandi. Calisma giinii
-80°C’dan ¢ikarilan dokular +4°C de ¢oziildii. Daha sonra buz iizerine alinan
orneklerden 60-80 mg'lik parca 6nceden sogutulmus iginde 5 mm c¢apinda paslanmaz
celik boncuk ve 1:7 oraninda fosfat tampon (pH: 7.2) olan tlipe alindi. Mikrosantrifiij
tiipleri onceden sogutulmus Tissuelyser LT raklarina alinip TissueLyser (Qiagen-
Almanya) doku homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Frekans 50, zaman 5 dakikaya
ayarlandi. Elde edilen homojenat +4°C de 5000 g'de 10 dakika santrifuj edildi.
Santrifuj sonrasi elde edilen doku siipernatanlarindan ve serumdan TNF-alfa diizeyleri
iiretici firmanimn 6nerileri dogrultusunda ELISA yéntemiyle ¢alisildi (Invitrogen Rat
TNF-alpha, USA). ELISA plaklart 450 nm’de spektrofotometrik olarak
degerlendirildi (BioTek Synergy HT, USA).

PDGFR alfa ve beta diizeyi:

Immiinohistokimyasal yontem ile gruplar arasinda PDGFR alfa ve
betaboyanma skorlar1 karsilastirildi. Immiinohistokimyasal boyama igin 2-3 mikron
kesitler 1 gece 40 derece etiivde bekletildi. 20 dk ksilol,azalan alkol serileri ve distile
su ile yikandi. pH: 8 olan EDTA soliisyonunda 20 dakika pt modiilde kaynatildi. Triss
ile yikandi. Dakoflex peroksidaz soliisyonda 5 dakika bekletildi. Triss ile tekrar
yikandi. Primer antikor uygulandi. PDGFR-Alpha i¢in 1/100 diliisyonda (NOVUS
Biologicals, NBP1-19423, USA) PDGFR-Beta icin (1/50 diliisyonda, NOVUS
Biologicals, NBP1-19473,USA) 30-60 dk bekletildi. Triss ile yikandi. Dakoflex HRP
soliisyonda 20 dakika bekletildi. Triss ile yikandi. Dakoflex Dab’da 7 dk bekletildi.
Triss ile yikandi. Akan ¢esme suyunda 5 dk bekletildi. Mayers Hematoksilende 10
dakika zit boyandi. Cesme suyunda 1 dk yikandi. Yiikselen alkol serilerinde
bekletildi. Ksilolde 5-10 dk seffaflanma yapildi. Entellan ile kapatildi. PDGFR alfa ve

beta pozitifligi diizenlenen skorlama sistemine gore belirlendi (Sekil 6).

26



SKOR OZELLIK

+1 L.propriada inflamatuvar,stromal ve
submukozal endotel hiicrelerinde
pozitiflik
+2 L.propriada ve submukozada hafif artmis
ekspresyon
+3 Ulser alani inflamatuvar hiicreler,

fibroblastlar ve endotel hiicrelerde yaygin
(mukoza-submukoza) ve/veya gevre
mukozada boyanma

Sekil 6. PDGFR alfa ve beta skorlama sistemi

istatistiksel analiz:

Tim istatistiksel islemler SPSS 15.0 programinda yapilmis, coklu grup
ortalamalarinin  karsilastirllmasinda Kruskal-Wallis, ikili grup ortalamalarinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testleri kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik

icin P<0.05 kabul edilmistir.

BULGULAR

Grup 1 disindaki iki grupta toplam 14 siganda kanli diyare rektal TNBS
uygulamasinin 1. giinlinde tespit edildi. Grup 2 ve Grup 3’te diyare 5. giinde yar1 kati
hale geldi. Grup 3’te 7.giin sonrasi normal gayta tespit edilirken Grup 2’de toplam 14
giin boyunca diyare izlendi. Grup 1'de eter anestezisi altinda rektal serum fizyolojik
uygulanirken 1 sicanda solunum arresti gelisti, CPR sonrasi durumu stabil seyretti.
Fakat ilerleyen giinlerde genel durumu bozulup deneyin 6. giiniinde exitus oldu.

Rattan otopsi yapilmadi.

Birinci giin kilo ortalamalar1 gruplar arasinda benzerdi. Kilo ortamalari
giinlere gore incelendiginde Grup 2’de 7. giinden itibaren kiloda belirgin azalma

dikkati ¢cekerken Grup 3’te kilo ortalamalarinda belirgin azalma olmamistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Gruplarin giinlere gore kilo ortalamalari

Grup 1’deki ratlarda 14 giin sonunda ortalama 8.3 gr kilo artis1 olurken, Grup

2’deki ratlar ¢caligma boyunca ortalama 14 gr vermis ve Grup 3’teki ratlar ortalama

0.7 gr vermistir. Tiim gruplar arasinda anlamli fark saptanmistir (P=0.006). Grup 1 ve

Grup 3 arasinda kilo farki istatistiksel olarak anlamlidir (Sirasiyla +8.3 gr ve -0.7 gr,

P=0.031). Kilo farki acisindan Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 1 ile 2 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmistir (Sirasiyla -14.0 gr ve -0.7 gr, P=0.047; +8.3 gr ve
-14.0 gr, P=0.008)(Tablo 2).

Tablo 2. Gruplara ait 1. ve 14. giin kilo ortalamalar1 ve 1-14. giin arasi kilo farklari

1. Giin 14. Giin 1-14. GiinArasi Kilo
Gruplar
(Ort+ SD) (Ort+SD) Farki
Grupl 208.14 £9.59 216.50 £ 11.84 +8.3
Grup 2 211.57 £7.72 197.57 £17.32 - 14.0
Grup 3 208.57 £10.27 207.86 £+ 8.59 -0.7
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Grup 1’e bakildiginda ratlar 7. giin ve 14. giin arasinda ortalama 8 gr alirken,
grup 2°de ortalama 11.1 gr kayip olmustur. Grup 3’teki ratlar 2.9 gr almistir. Tiim
gruplar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamlhi fark saptanmistir (P=0.004).
Grup 1 ve Grup 2, Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ve Grup 3 arasindaki 7-14.giin arasi kilo
farklar istatistiksel olarak anlamlidir (Sirasiyla +8.0 gr ve -11.1 gr, P=0.007; -11.1 gr
ve +2.9 gr, P=0.015; +8.0 gr ve +2.9 gr, P=0.042)(Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarda 7. ve 14. giin kilo ortalamalar1 ve 7-14. giin arasi kilo farklar1

7. Giin 14. Giin . .
Gruplar 7-14. Giin Arasi Kilo
(Ort+SD) (Ort+SD) Fark
Grupl 206.14 £ 13.6 216.50 £ 11.84 +8.0
Grup 2 208.71 + 8.48 197.57 £17.32 -11.1
Grup 3 205 +£6.5 207.86 + 8.59 +2.9

Makroskobik patolojik skor ortalamalarina bakildiginda Grup 1 ve Grup 3’te
ortalama 0 iken Grup 2’de 1.43+0.65 olarak saptanmistir. Makroskobik skorlarin
ratlara gore dagilimina bakildiginda Grup 1 ve Grup 3’teki ratlarin skorlarinin
tamaminin 0 oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 8). Grup 2’teki ratlarda adezyon ve
striktiir saptanmayip iilserlereve duvar kalinlik aritsina rastlanmistir (Sekil 9). Grup 1
ve Grup 3 makroskobik skorlar agisindan benzerken Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile
Grup 3 arasinda makroskobik skor ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli
farksaptanmistir (Sirasiyla 0 ve 1.43+0.65, P=0.014; 1.43%0.65 ve 0, P=0.009) (Tablo
4).
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Sekil8. Grup 1’den alinmis normal mukoza 6rnegi

Sekil 9. Grup 2’te bir olguda genis iilsere rektumun makroskobik goriiniimii
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Tablo 4. Gruplara gore patolojik makroskobik ve mikroskobik skor ortalamalari

Makroskobik Skor* Mikroskobik Skor**
Gruplar
(Ort=SD) (Ort+SD)
Grupl 0 2.0 £0.447
Grup 2 1.43 +£0.649 771 £1.475
Grup 3 0 2.86 +£0.553

*Grup 1 ve Grup 2 i¢in P=0.014; Grup 2 ve Grup 3 icin P=0.009, **Grup 1 ve
Grup 2 i¢in P=0.034; Grup 2 ve Grup 3 icin P=0.030)

Mikroskobik skor ortalamalarina bakildiginda Grup 1’de 2.0+£0.45, Grup
2’de 7.71£1.48, Grup 3’te 2.86+0.55 olarak saptanmistir. Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2
ile Grup 3 arasinda mikroskobik skor ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmustir (Sirastyla 2.0£0.45 ve 7.71£1.48, P=0.034; 7.71£1.48 ve 2.86+0.55
icin P=0.030). Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamh fark saptanmamistir (P>0.05)
(Tablo 4)(Sekil 10).
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Sekil 10. Kolon mukozasinda iilser alan1 goriinimi. Hematoksilen-eosin (HE)
boyama 40x biiyiitme.

PDGFR alfa ve beta skorlama sistemine gore Ornekler boyanma ozellikleri
acgisindan +1, +2 ve +3 seklinde siniflandirilmistir (Sekil 11,12,13, 14, 15). PDGFR
alfa skorlart Grup 1’de 1.33+0.21, Grup 2’de 2.71£0.18, Grup 3’te 1.57+0.30'dur.
Tiim gruplar arasinda anlaml fark saptanmistir (P=0.007). Grup 1 ile Grup 2 ve Grup
2 ile Grup 3 arasinda PDGFR alfa skorlar1 arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmistir (Swrasiyla 1.33£0.21 ve 2.71+0.18, P=0.004; 2.71+0.18 ve 1.57+0.3,
P=0.014). Grup 1 ve Grup 3, PDGFR alfa skorlar1 acisindan benzer bulunmustur
(P>0.05) (Tablo 5).
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Sekil 11. PDGFR alfa +1 skor ile boyanma (PDGFR, immiinohistokimya x200
biiyiitmede)

Sekil 12. PDGFR alfa +2 skor ile boyanma(PDGFR, immiinohistokimya x200
biiylitmede)
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Sekil 13. PDGFR alfa +3 skor ile boyanma (PDGFR, immiinohistokimya x400
biiylitmede)

Grup 1’de PDGFR beta skor ortalamasi 1.50+0.22, Grup 2’de 2.57+0.20 ,
Grup 3’te 1.57+0.3 olarak gelmistir. Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik vardir (P=0.020). Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda PDGFR
beta skorlar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir (Swrasiyla 1.50+0.22
ve2.57+£0.20, P=0.011; 2.57£0.20 ve 1.57£0.3, P=0.025). Grup 1 ve Grup 3, PDGFR
beta skorlar1 agisindan benzer bulunmustur (P>0.05) (Tablo 5).
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Tablo 5. Gruplarda PDGFR alfa ve beta boyanma skorlar1 ortalamalari

PDGFR Alfa* PDGFR Beta**
Gruplar
(Ort+SD) (Ort+ SD)
Grupl 1.33 £0.211 1.50 £0.224
Grup 2 271 £0.184 2.57 £0.202
Grup 3 1.57 £0.297 1.57 £0.297

*Grup 1 ve Grup 2 i¢in P=0.004 ve Grup 2 ve Grup 3 i¢in P=0.014; **Grup 1 ve
Grup 2 i¢in P=0.011 ve Grup 2 ve Grup 3 i¢in P=0.025.

2

RV

Sekil 14. PDGFR beta +3 skor ile boyanma (PDGFR,immiinohistokimya x100
biiyiitmede)
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Sekil 15. PDGFR beta +1 skor ile boyanma (PDGFR,immiinohistokimya x200
biiylitmede)

Serum TNF-alfa diizeyleri ortalamast Grup 1’de 0.03+£0.03, Grup 2’de
0.02+0.01, Grup 3’te ise 0.03+0.01 olarak saptanmistir. Gruplar arasinda serum TNF-
alfa diizeyleri ortalamasi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(P>0.05) (Tablo 6). Doku TNF-alfa diizeyleri ortalamas1 Grup 1’de 0.23+0.01 ng/ml,
Grup 2’de 0.39£0.06 ng/ml, Grup 3’te 0.40+£0.05 ng/ml olarak saptanmistir. Gruplar
aras1 anlamli fark mevcuttur (P=0.002). Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 3
arasinda doku TNF-alfa diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (Sirastyla 0.23+£0.01 ve 0.39+0.06, P=0.002; 0.23£0.01 ve 0.40+0.05,
P=0.003). Fakat Grup 2 ve Grup 3 doku TNF-alfa diizeyleri ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (P>0.05) ( Tablo 6).

Gruplar arasinda TUNEL yontemiyle bakilan apopitotik hiicre sayisi
ortalamalar1 Grup 1’de 5.50+0.67, Grup 2’de 4.14+0.88, Grup 3’te ise 4.14£1.06
olarak saptanmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(P>0.05)(Tablo 6)(Sekil 16).
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Tablo 6. Gruplara gore doku ve serum TNF-alfa ortalamalar1 (ng/ml) ve apopitoz

oranlari
Doku TNF-alfa Serum TNF-alfa Apopitoz Oranlari
Gruplar
(Ort+ SD) (Ort+ SD) (Ort+ SD)
Grupl 0.23 £0.01 0.03 £0.03 5.50+ 0.67
Grup 2 0.39 £ 0.06 0.02 £ 0.01 4.14 £0.88
Grup 3 0.40 £ 0.05 0.03+0.01 4.14 £ 1.06

4

Sekil 16. Kolon epitelinde apopitotik hiicre (siyah ok ile isaretlenmis x400 biiyiitme)
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TARTISMA

Inflammatuar barsak hastaliklar, CH ve UK’i iceren kronik tekrarlayan
intestinal inflamatuvar durumlardir. Etyopatogenezde genetik, ¢cevresel, mikrobiyal ve
immiin faktorler rol oynar. Refrakter hastalikta genetik teknoloji ile gelistirilmis
biyolojik tedavi yontemleri ile yeni bir donem baslamis olmasina ragmen tedavi
secenekleri hala kisithidir. IBH tedavisinde mukozal iyilesme, tedavinin mihenk tas
kabul edilmektedir. Kortikosteroid tedavisi ile yaklasik %30, anti-TNF tedaviler ile
hastalarin en fazla %60'1nda mukozal iyilesme elde edilebilmektedir (9, 10, 11). iIBH
hastalarinin yaklagik %20'si Anti-TNF tedaviye cevap vermemekte ve cerrahi tedavi
gereksinimi  gostermektedir (12). Goriildiigii gibi IBH'a sahip hastalarn
azimsanmayacak bir grubunda mevcut medikal tedavi secenekleri yetersiz
kalmaktadir.

Calismamizda kullanilan nilotinib giiclii bir tirozin kinaz inhibitoriidiir.
Abelson protoonkogen (Abl), c-kit, platelet derived growth faktor reseptorii (PDGFR)
ve makrofaj koloni stimiile edici faktor reseptorii (c-fms), indiikte edilebilen nitrik
oksit sentetaz (iINOS) ve TNF-alfa gibi birgok reseptor tirozin kinazi inhibe eder (13).
Goriildigi gibi tirozin kinaz inhibitorleri, IBH patogenezinde yer alan TNF- alfa,
PDGFR ve NO gibi birden fazla yolak iizerine etkilidir. Buradan yola ¢ikilarak bu
calismada, TNBS ile kolit olusturulmus ratlarda bir tirozin kinaz inhibitorii olan
nilotinibin; kilo, patolojik skorlar, TNF alfa diizeyleri, PDGFR alfa ve beta diizeyleri
ve apopitotik indeks iizerine olan etkileri aragtirilmigtir.

Calismamizda klinik degerlendirme agisindan, ratlarin kilosu giinliik olarak
takip edilmistir. Ondort glin sonunda Nilotinib grubundaki ratlarin, TNBS uygulanip
tedavi verilmeyen gruptaki ratlara gore anlamli diizeyde daha az kilo kaybi
gosterdikleri (P=0.047) saptanmistir. Gruplar arasinda ilk 7 giin kilo degisiklikleri
acisindan fark saptanmazken, oOzellikle tedavinin 7. giiniinden sonra farkin
belirginlestigi goriilmiistiir. Bu durum nilotinibin klinik etkinliginin 7. giinden sonra
basladigin1 diisiindiirmektedir. Cuzzocrea ve ark. tarafindan yapilmis bir baska
caligmada dinitrobenzen siilfonik asit (DNBS) ile kolit olusturulmus ratlarda tirozin
kinaz inhibitorii olan Tyrophostin AG 126, 7 giin siireyle uygulanmistir. Bu ¢alismada
da caligmamizdaki sonuglara benzer sekilde, tedavi grubunda, DNBS uygulanan

gruba gore anlamli diizeyde daha az kilo kayb1 olmustur (16). Bu ¢alismada kullanilan
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tirozin kinaz inhibitorii calismamizdakinden farklidir. Literatiirde rat kolit modelinde
tirozin kinaz inhibtorlerinin etkinliginin arastirildigi bagka bir calisma da
bulunmamaktadir. Buna karsin tirozin kinaz inhibitorii ilaclarin kolit olusturulmus
ratlarda kiloya ve dolayistyla klinige olumlu etkisi oldugu goriilmektedir. IBH
hastalarinda tirozin kinaz inhibitorii ilaglarin kullanimina ait ¢alisma olmamakla
birlikte, Magro ve ark.nin bir olgu sunumu da bu sonucu destekler niteliktedir.
Arastirmacilar 2006°da yayinladiklar1 vaka takdiminde Crohn hastalig1 olan ve kronik
myleoid 16semi (KML) tanis1 konmus bir hastanin imatinib ile tedavisi sirasinda 3 yil
mesalamin ve steroid tedavilerini kullanmadan klinik remisyonda kaldigin
bildirmistir (15).

Onceleri IBH"1 tedavisinde kullanilacak ilag¢ ¢alismalarinda tedavi hedefi,
hastaligin semptomlarinin geriletilmesi olmustur. Bunun en 6nemli nedeni tedavide
kullanilan ilaclarin hastalig1 modifiye edici ajan olmamalariydi. Son dénemde IBH
tedavisinin etkinliginin degerlendirildigi calismalarda, "mukozal iyilesme" primer
sonlanim noktasini1 olusturmaktadir (71). Tedavi hedefi olan mukozal iyilesme ile
stirekli klinik remisyon hali ve cerrahisiz sagkalim saglanabilmektedir (72). Anti-TNF
ajanlarin mukozal iyilestirme oranlar1t ACT1 ve ACT2 g¢alismalarinda %60 civarinda
bildirilmektedir (58, 11). Calismamizda nilotinibin mukozal iyilesme iizerine olan
etkilerini degerlendirebilmek {iizere patolojik olarak makroskobik ve mikroskobik
skorlama yapilmis ve oldukca dikkat c¢ekici sonuglar elde edilmistir. Nilotinib
grubundaki ratlarda makroskobik ve mikroskobik patolojik skorlarin, saglikli kontrol
grubundaki ratlara benzer oldugu (P>0.05) ve TNBS uygulanip tedavi verilmeyen
gruptaki ratlara gore ise anlamli diizeyde diisiik oldugu (sirastyla P=0.009, P=0.030)
saptanmistir. Calismamizda, nilotinib verilen grubun mikroskobik ve makroskobik
skorlarinin saglikli kontrol grubuyla benzer olusu nilotinibin mukozal iyilestirici
0zelliginin en 6nemli kanitidir. Nitekim Cuzzocrea ve ark.nin ¢alismasinda da tirozin
kinaz inhibitorii verilen ratlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda, histolojik olarak
anlamli diizeyde iyilesme saptanmistir ve bu sonu¢ c¢alismamizin sonuglarina
paralellik gostermektedir (16).

Calismamizda nilotinibin kolit iizerindeki etkinligini hangi yolla gdsterdigini
saptamak amaciyla gruplar arasinda PDGFR alfa, PDGFR beta, TNF-alfa ve apopitoz
diizeyleri karsilastirilmistir. PDGFR alfa ve beta skorlari; kilo degisimi ve patolojik
makroskobik ve mikroskobik skorlara benzer sekilde nilotinib verilen grupta, TNBS
grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunurken (sirasiyla P=0.014, P=0.025),
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sagliklt kontrol grubuyla benzer oldugu goriilmiistiir. Literatiirde tirozin kinaz
inhibitorlerinin, kolit modelinde, PDGFR alfa ve beta diizeyleri iizerine etkisinin
arastirildig1 baska bir calisma bulunmamaktadir. IBH'nda intestil mikrovaskiiler yap1
sik1 bir anjiogenik yapiya biiriiniir, anjiogenik integrinler ve mediatdrlerin salgist
inflame mukozada artar (40). PDGF-alfa ve beta, IBH’da diizeyi artan anjiogenik
mediatorlerdendir (17). Danese ve ark.nin ratlarda deneysel kolit olusturdugu
calismanin sonuglarina goére antianjiogenik ajanlar yeni damar olusumunu
engelleyerek mikrovaskiiler yapimin patolojik yayilimini, inflamasyonu ve sonug
olarak doku hasarin1 6nlenmektedir (40). PDGF, anjiyogenik olmasinin yani sira
mitojenik ve kemotaktik bir molekiildiir ve sonugta mukozal iyilesmede rol oynar.
IBH'da aktif iilser alanina komsu fibrotik alanlarda artmis PDGF-alfa ve beta
aktivitesi tespit edilmistir. Kumagai ve ark, IBH’da aktif fibrosis olan alanlarda artmig
PDGF ve PDGFR ekspresyonu saptamislar ve IBH olusumunda da katkilari oldugunu
distinmiislerdir (43). Calismamizin sonuglari, nilotinibin kolit iizerindeki mukozal
iyilestirici etkisini PDGFR alfa ve beta tizerinden gosterdigini diisiindiirmektedir.

TNF alfa; hiicre proliferasyonu, diferensasyonu ve hiicre sagkaliminda rol
oynayan bir proteindir. Adezyon molekiillerinin ekspresyonu, fibroblast
proliferasyonu, prokoagiilan maddelerin salinimi, sitotoksik, apopitotik ve akut faz
cevabmin baslatilmasinda gorevlidir (73). IBH patogenezindeki rolii agiktir ve
giiniimiizde anti-TNF ajanlar, IBH tedavisinde basariyla kullanilmaktadir (58, 11).
Tirozin kinaz inhibisyonu ile kolonda proinflamatuar sitokinler olan TNF-alfa ve
IL-1beta sentezinin azaldig1 gosterilmistir (44). Buradan yola ¢ikilarak ¢alismamizda
serum ve doku TNF alfa diizeylerinin yani sira apopitik index degerlendirilmistir.
Nilotinib alan gruptaki serum ve doku TNF-alfa diizeyleri ile apopitotik indexler,
TNBS uygulanmis ancak tedavi verilmemis gruptakiyle benzer bulunmustur.
TNF-alfa’nin molekiil olarak stabil olmadigi ve cevre kosullarindan etkilendigi
bilinmektedir. Calismamizda serum ve doku TNF-alfa diizeyleri sadece 1 kez
calisilmistir. Belki ayni1 6rneklerde daha fazla sayida ¢alisilmis ve ortalamasi alinmig
olsaydi sonuglar daha giivenilir olabilirdi. Ancak TNF-alfa diizeylerine paralel olarak
gruplar arasinda apopitoz indexlerinin de benzer bulunmus olmasi; nilotinibin TNF-
alfa diizeyi ve apopitoz lizerine anlamli bir etkisi olmadigini diisiindiirmektedir.

Nilotinib, ratlarda TNBS ile olusturulan deneysel kolit modelinde kilo ile
makroskobik ve mikroskobik patolojik skorlar iizerine anlamli etki yapmis yani

belirgin mukozal iyilesme saglamistir. PDGFR alfa ve PDGFR beta diizeylerinde
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azalmaya neden olurken apopitotik skorlar ve TNF-alfa {izerine anlamli etkisi

olmamustir.
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