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GIRIS

Inflamatuvar bagirsak hastaliklan (IBH), Crohn hastaligi ve ilseratif koliti de igeren
nonspesifik bagirsak hastaliklan grubudur. Genel olarak agizdan aniise kadar tiim sindirim
sistemini tutabilen ve ¢énemli él¢iide mortalite ve morbiditeye neden olabilen hastaliklardir.
Crohn hastalifn ve iilseratif kolit, tuttuklan bagirsak segmentleri ve histopatolojik &zellikleri
farkli olmasmna kargin ¢ofu kez belirti ve bulgulan ile seyirleri agisindan birbirlerine
benzerlikler gosterirler. Ulseratif kolitin cerrahi tedavisi diginda hastalara bugiin uygulanan
tedavilerin hemen hepsi, gegici iyilesmeler saglamaktadir ve heniiz tam iyilesme saglayabilecek
bir tedavi yontemi gelistirilememistir'. Ideal IBH tedavisi ancak hastahgmn etyopatogenezinin
aciklifa kavusturulabilmesi ile miimkiin olabilecektir.

IBH’1n etyopatogenezi giiniimiizde tam olarak agikliga kavusmanustir. Bugiine kadar cesitli
infeksiy6z ajanlar ile bozulmug hiicresel bagisikiik ve monosit-makrofaj fonksiyon bozuklugu
gibi ¢gesiti  immiin meMlmn hastalifin  etyopatogenezinde rol oynadifi &ne
siriilmiigtir. IBH’mmda olusan hasara yamt olarak bagirsak duvanm gesitli fagositik
hiicrelerin infiltre ettigi bilinmektedir®’, Bu hiicrelerin ortama saldig1 reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) dokuda oksidatif hasara, bagirsak gegirgenliginde artisa ve dokuda
birtakim displastik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir®®. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, basta arasidonik asit kaskadimn siklooksijenaz ve lipoksijenaz yollarmin gesitli
diriinleri ve nitrik oksit (NO) olmak iizere, endotoksin, interlokin (IL)-1, IL-6, tiimdr nekroz
faktdri (TNF), &-interferon gibi sitokinlerin de hasar mekanizmasinda rollerinin olabilecesi 6ne
siiriilmiigtiir' >,

IBH’h hastalarda uzun siireli yiiksek amplitiidlii kontraksiyonlarin saptanmasi, bu hastalarda

goriilen ishal ve sik araliklarla digkilama hissi gibi belirtilerin sekretuvar kaynakh olmaktan



cok motor tipte olduguna isaret etmistir’®. Hayvanlarda olugturulan deneysel kolit modellerinde
de buna paralel sonuglar elde edilmigtir'®,

Endotelinlerin (ET), birgok organin fizyolojik yamitt veya gesitli hastahklarmin
mekanizmasinda 6zgiin reseptorleri aracihf ile rol oynadiklan gerek deneysel olarak hayvan
modellerinde gerekse klinik olarak gosterilmigtir'’. ET’lerin IBH’nda gézlenen nonspesifik
ipﬂamatuvar yanit ve motilite degisikliklerinden sorumlu olabilecegine dair birtakim ipuglan
mevcuttur. Omegin IBH’h hastalarm hastalikli ba';glrsak dokularinda ET diizeyleri yiiksek
bulunmugtur'®. Bunun yamsira. normal insan kalin bagirsaginda ézellikle lamina propriada
ET’in gesitli baglanma yerleri saptanmstir'®. Cesitli inflamatuvar hicrelerden ve vaskiiler
endotel gibi subepitelyal dokudan serbestlenen ET in fagositik hiicreler igin kemotaktik bir ajan:
olmasmin® yamsira polimorf niiveli I6kositlerden (PNL) ROM’lerinin salimmim da aktive
ettigi bilinmektedir’. ET’in bagirsak mikrodolagimndaki diizenleyici roliiniin™** yamsira,
bagirsak diiz kasmin kasilma mekanizmasi iizerinde de birtakim etkileri oldugu ortaya
konulmustur®™?®, Ancak, bugiine kadar ET’in IBH’nin etyopatogenezindeki rolii tam olarak
ortaya konulamamistir.

Bu c¢ahgmada, siganlarda intrakolonik olarak trinitrobenzen siilfonik asit ve etanol
karigimmmin (TNBS-E) verilmesi ile olusturulan deneysel kolit modelinde, akut ve kronik
doénemlerde gelisen hasanin mekanizmasinda ve motilite degisikliklerinde ET in olas1 roliiniin
ortaya konulmas1 amaglanmigtir. Bu amagla TNBS-E’un siganlara uygulanmasindan hemen
once ve bunu takip eden deney siiresince verilen bir nonspesifik endotelin reseptér blokeri olan

Bosentan’mn kolit olusum siirecine iyilestirici ve/veya 6nleyici etkileri aragtinlmgtir.



GENEL BILGILER

1. inflamatuvar Bagirsak Hasfahﬁn (iBH):
IBH, ince ve kalin bagirsagn ¢esitli katmanlanm tutan bir hastalik grubudur. Baz1 yazarlar

yalmzca Crohn hastaligs ile tlseratif koliti IBH olarak tanimlarken, bir kismu da bakteriyel,
viral, fungal ve parazitik infeksiyonlar ve ilag (antibiyotik) ile olusturulan veya irradyasyon ile
gelisen inflamasyonlan da bu grup hastalik igerisinde tammlamaktadirlar. Crohn hastalig: ve
tilseratif kolit, siiresi ve siddeti defigken alevlenmeler ve remisyonlar ile karakterizedirler.
Genel olarak klinik seyirlerini tahmin edebilmek olduk¢a gtigtiir. Crohn hastahif primer olarak
ince badirsagi, 6zellikle de ileumu tutarken, iilseratif kolit ise kolon hastalifi olarak ortaya
cikar. Her iki hastalik da gerek belirti ve bulgulan, gerekse seyirleri agisindan genel olarak
birbirlerine benzerler. Her ikisi de, bafirsak disi birgok organda olusturabildikleri
komplikasyonlar ve malignite potansiyelleri nedeniyle, kolon ve rektum hastaliklan arasinda
énemli yer tutmaktadirlar®’.

Crohn hastahif, agizdan aniise kadar sindirim sisteminin herhangi bir kismim tutabilen
kronik graniilomat6z inflamatuvar bir hastaliktir. En sik olarak ileum ve kolonun birlikte
tutulmas! goriilmektedir. inflamasyon, bagirsak duvannn tamamiu ve gevredeki mezenter ve
lenf bezlerini de igine alabilmektedir. Hastahifin bir 6zelli§i de lezyonlarn transmural olarak
bagirsag tutmas: ve lezyonlar arasinda saglam segmentlerin bulunmasidir. Uzun dénemde bu
lezyonlar bagirsakta kisalmalara ve striktiir olugmasina yol agabilmektedir. Crohn hastahg:
iilseratif kolitten daha az sikhikla ve kadinlarda erkeklerden biraz daha sik olarak gériiliir.
Hastalarin yaklagik %56°sinda hastalik 22 yagindan 6nce baglar. Crohn hastaligindaki temel
bulgular karn agnsi, diyare, istahsizlik ve siklikla atestir. Rektal kanama, iilseratif kolitte
oldugu kadar sikhikla goriilmez. Mesane, iireter, bagirsak segmentleri gibi diger kann igi

organlar ile hastalikh bagirsak segmenti arasinda fistiiller olusmasi ve perianal hastaliklann



siklikla goriilmesi hastalfin &zellikleri arasindadir’. Mikroskopik olarak granilomlarm
gorilmesi, akut ve kronik inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu ile birlikte transmural
lezyonlann olmasi tam koymaya yardimer olmaktadir'.

Ulseratif kolit ise, adindan da anlasilacag: gibi rektum basta olmak fizere kolonun herhangi
bir segmentinin veya timiinin hastahfidir. Daha siklikla erkeklerde ve en ¢ok 15-40 yas
grubunda goriilmektedir. Hastalik, akut ve agir hastalik durumlan diginda yalmzca mukoza ile
smurhdir. Hastalikh dokulann histopatolojik incelemelerinde akut ve kronik inflamatuvar
hiicrelerin mukozay: infiltre ettikleri, goblet hicrelerinin azaldifm ve ¢ok sayida kript
abselerinin bulundugu goriilmektedir. Ancak agir durumlarda iilserler transmural olabilmekte
ve Crohn hastaliginda goériilen lezyonlardan aymlabilmeleri gii¢lesmektedir. Uzun siireli
hastalikta kolon mukozasinda displastik degisiklikler goriilebilmektedir'. En énemli bulgular
diyare, karin agnsi, ates ve igtahsiziiktir. Burada goriilen diyare, daha ¢ok kanli olmaktadir.
Ulseratif kolitin énemli komplikasyonlan arasinda yer alan kolon kanseri, 6zellikle hastalik 10
yildan uzun siireli olarak mevcut ise gériilmektedir. Ulseratif kolitte gériilen kanser riski Crohn
hastahginda goriilenden 4 misli daha fazladir®.

Her iki hastaifin etyoloji ve gelisme mekanizmalann bugine kadar agikliga
kavusturulamamustir, Bu nedenle bu hastalk grubu daha g¢ok idiyopatik olarak
tammlanmaktadir. Hastaliklarin etyoloji ve seyirlerinde rol oynadig: diigiiniilen 6nemli faktérler
arasinda genetik yatkinlik, infeksiyon ajanlan (bakteriler, 6zellikle “mycobacteria” ve viriisler),
organizmadaki otoimmiin degisiklikler (bozulmus hiicresel bagisiklik, bozulmus nétrofil ve
T hiicresi supresér aktivitesi ve monosit-makrofaj disfonksiyonu) bulunmaktadir™. Her iki
hastalifin tedavisinde de Oncelik ilag tedavisine verildigi halde, hastalik tam olarak
iyilesmemekte, ancak remisyonlar olabilmektedir. Ulseratif kolitin cerrahi tedavisi hastahg
ortadan kaldirabilmektedir. Ancak Crohn hastahigmin cerrahi tedavisi yeterli olmayip, yalmz

komplikasyonlan giderici tipte palyatif girigsimlerle siuirh kalmaktadir'’,



Deneysel Olarak Olusturulan Kolit Modelleri:

IBH’min hastalik mekanizmas: tam olarak agikhga kavugturulamamasina ragmen immiin
sistem, genetik yatkinlik ve 6zellikle bakteriyel flora olmak iizere gesitli gevre etkenlerinin bu
mekanizma igerisinde rolii olduguna dair kanitlar mevcuttur. Biitiin bunlan ortaya gikarmak
i¢in hastalikh insan dokularinin incelenmesi diginda, bugiine kadar gesitli hayvanlarda gesitli
ajanlann sistemik veya topikal olarak verilmesi yoluyla bir ¢ok deneysel kolit modeli
geligtirilmigtir. Genel ol;mk IBH mekanizmasinda yer alan gesitli faktdrler alti temel grupta
incelenmektedir. Bunlar, genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler, kazamlmg bafisikhik, dogal
bagisiklik, nonspesifik inflamasyon ve yara iyilesmesi olarak adlandinlmiglardir. Ilk iig
fakt6riin daha gok hastahfin erken donemlerinde, digerlerinin ise inflamasyon ve tamirin son
ortak yolu icerisinde etken oldugu diginilmektedir®. Yapilacak olan bir ¢ahsmada
uygulanacak metod, hasann sorgulanan agamasina uygun olarak segilmektedir. Bugiine kadar
nonspesifik inflamasyon, dogal bagsiklik ve yara iyilesmesini én planda irdelemek amaciyla
asetik asit’, TNBS®, indometazin®', immiin kompleks-formalin® gibi ajanlar kullamlmistyr.
Bunun yamsira genetik, gevre faktdrleri ve ozgiin bafisikhg: irdelemek amaciyla “IL-2
‘knockout’ fare”® ve HLA-B27/B2m transgenik sigan® modelleri gibi deneysel kolit yéntemleri
gelistirilmistir.

TNBS -E kombinasyonu ile sicanda olusturulan deneysel kolit modeli:

Morris ve arkadaglan tarafindan ortaya konulan bu modelde sensitize edici allerjen bir madde
olan TNBS’in etanol i¢inde hazirlanmug soliisyonunun (TNBS-E) siganlara lavman seklinde
uygulanmas1 sonucu kolit gelistirilmigtir’®. Bu modelde insanlarda olusan Crohn hastaligimin
birgok histopatolojik ve klinik &zellikleri gozlenmekte ve olusan kronik inflamatuvar yamtin
siiresi 8 haftaya kadar uzamaktadir. Etanol, mukoza bariyerini ortadan kaldirmak ve bu yolla
TNBS’in bagirsak duvarina penetre olmasina yardimci olmak amaci ile verilmektedir. Lavman
seklinde uygulanan TNBS, kovalen reaktif bir bilegik (hapten) oldugu igin bagirsakta oksidatif

hasara ve buna bagh olarak genellikle transmural akut nekroza yol agmaktadir. Sicanlarda



TNBS-E’nin olusturdugu kolitin patogenezi tam olarak ag¢ikhk kazanmamasmma ragmen
immunolojik mekanizmalan igerdigi ditginiilmektedir. Etanol yardimi ile bagirsak duvarina
penetre olan TNBS, dokunun kendi yitksek molekiiler agirhkh protein molekiilleri ile kovalen
baglarla birleserek “hapten modifive antijenler” olusturmakta ve T hiicreleri aracihig: ile bu
molekiillere immiin yanit olusmaktadir”®. Burada olugan hasar sonucunda makroskopik olarak
kolon duvarinda belirgin kalinlagma, derin soliter veya multipl dilserler ve mikroskopik olarak
PNL inﬁitrasyonu ve granilomlarla seyreden transmural inflamasyon gézlenmektedir™.
TNBS-E’nin lavman ile verilmesini takip eden ilk birka¢ giinde fokal bazal kriptitlerin de yer
aldi: akut nekroz ve inflamasyon alanlan gbze garpmaktadir. Bu safhay: takip eden kronik
siiregte ise mononiikleer hiicre infiltrasyonu 6n plana ¢ikmakta ve daha gok submukozaya
siirh kronik inflamasyon goriintiisii saptanmaktadir®. Bu model, basit ve ucuz bir yéntem
olmanin diginda 6zellikle nonspesifik inflamatuvar yanit ve yara iyilesmesi ile kolonik motilite
degisikliklen iizerinde gesith ilag ve medyatorlerin etkilerini araghrmak amaciyla da
kullanilmaktadir®>?’,

Inflamatuvar Bagirsak Hastaligimin Patogenezi:

IBH’lannin hastalik mekanizmasin tetikleyen etkenler halen bilinmezligini korudugu halde
hastaligin ilerlemesinde yer alan olast mekanizmalar ve medyatérler konusunda giderek daha
fazla teoriler gelistirilmektedir. Altta yatan neden ne olursa olsun, ortaya gikan kolonik hasarda
orgamn yamitt hemen hemen aym sekilde olmaktadir. Cesitli derecelerde mukoza iilserasyon ve
erozyonu, kolon bezlerinin distorsiyonu, goblet hiicrelerinin titkkenmesi, mukoza ve submukoza
odemi ile mukoza ve submukozada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu birgok modelde
nonspesifik inflamatuvar kolitin akut déneminde gorilen ortak bulgulardi”®. IBH’da
inflamasyonun olustuu bagirsak duvarinda fagositik hiicreler yogun olarak bulunmaktadir®’.
Baz: aragtirmacilar nétrofil veya PNL’lerin kolonik hasar olusmasinda énemli rol oynadiklarim
6ne stirmiiglerdir. Birgok deneysel kolit modelinde ve nonspesifik kolitli hastalarin kolonunda

nétrofillerin ve makrofajlann sayica artmus oldugu gézlenmistir*°. PNL’lerden ortama salinan



ROM’lerinin® birgok deneysel gastrointestinal hasarda rolleri oldugu® ve ROM’lerinin
dokudaki artiglan ile ilseratif kolit hastalifimn siddeti arasinda yakin bir iligki oldugu
gosterilmigtir’. Yine bagka bir calismada TNBS-E ile olusturulan kolitte mukozal gegirgenlik
tizerinde PNL’lerin rolii ortaya konulmugtur®. Buna karsilik, inflamasyon alanlarinda PNL ve
makrofajlarin  bélgeye toplanmasiun hastahfin nedeni degil sonucu oldugu ilen
siiriilmiigtiir’>*. Hatta ortamdaki PNL’lerin ortadan kaldinimalan halinde kolitte goriilen doku
hasarinin azalmadig1 gésterilmigtir.

Iskemik kolon hasarin olugmasinda siiperoksid, hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri ve
hipohaléz asidleri gibi ROM’lerinin rolii oldugu gosterilmigtir®. Ulseratif kolitte ve Crohn
hastahginda artms olan ROMlerinin dolagimdaki monositlerden kaynaklandig1 saptanmstir™®.
Gastrointestinal sistemdeki ROM kaynaklan arasinda lamina propria igerisinde yeralan ve
ksantin oksidaz, amin oksidaz, aldehid oksidaz ve NADPH oksidaz gibi mukozal oksidazlan
igeren makrofaj, nétrofil, eozinofil gibi fagositik lokositler ile mikrovaskiiler endotel ve
mukozal epitel yer almaktadir. Hidroksil radikalleri (-OH) hiicrelerdeki siilfidril (SH)
bilesiklerini okside ederek esansiyel enzimlerin veya membran transport proteinlerinin
inaktivasyonuna yol agmaktadir®. Ayrca, membranlarda bulunan uzun zincirli yag asitlerinin
-OH ile reaksiyona girmeleri sonucu lipid peroksidasyonu gerceklesmektedir. Bu olayr hedef
hiicrelerin yikimi veya membran lipid peroksitlerinin (LOOH) membran biitiinliigii veya
gegirgenliginde olusturdugu degisiklikler izlemektedir. Ayrica lipid peroksidasyonunun artmis
protein yikimu ve mutajenitesi ile iligkili oldugu gosterilmistir®.

Grisham ve Granger®, yaptiklan gahigmalar isiginda IBH’min baglangi¢c patogenezinde
iskeminin potansiyel rolii {izerinde alternatif bir hipotez 6ne siirmiiglerdir. Buna gére, stres ile
sempgtik sinir sistemi aktive olup kolonik-kan akimi azalinca, ksantin dehidrojenaz ve aldehid
dehidrojenaz gibi NAD"-indirgeyici enzimler oksidasyon veya simirh proteoliz ile 0, indirgeyici
enzimlere (ksantin oksidaz, aldehid oksidaz) gevrilmektedir. Bu “oksidaz aktivasyonu™, gegici

iskemik safha ortadan kalkinca kolon epiteli ve endotel tarafindan ROM iiretimine yol
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agmaktadir. ROM iiretimindeki bu arti§ ise kapiler ve mukozal membran gegirgenligindeki
artisa neden olmaktadir. Kolon epitelinin apikal kesifriinde olusan ROM’leri koruyucu miisin
tabakasim yikarak mukozal bariyeri ortadan kaldirmakta ve bunun sonucunda gesitli bakteriyel
tiriinler lamina proprivaya difiize olarak burada fagositik 16kositlerin infiltrasyonuna ve aktive
olmalarma neden olmaktadir. Reperfiizyon esnasinda siiperokside bagli kemotaktik ajanlar
lamina propriyaya daha fazla lékosi; akiimiillasyonuna neden olmaktadir. Lokosit infiltrasyonu
ve aktivasyonu, ROM’lerin retimini daha da artirarak fagositik hiicrelerin graniilleri igerisinde
bulunan katyonik protein, elastaz, kollajenaz gibi nonoksidatif toksinlerin de ortama
salinmalarina yol agmaktadir. En son olarak, bu iriinlerin lipid peroksidasyonu ise hyaliironik
asid ve kollajen yikimi yaparak mukozada iilserler olusturmaktadir. Benzer sekilde, erken
dénemde gelisen mikrovaskiiler hasar ile hemen sonrasinda gelisen 6dem olugumundan bdlgeye
ulagan nétrofil ve makrofajlarn sorumiu olduklan ortaya konulmugtur®. Bu hiicrelerin kolonik
hasann etyopatogenezinde bizzat rol oynamamalarina ragmen, bloke edilmelerinin daha ileri
hasan énleyebilecekleri diiginiilmiistir’®. Bunun da PNL tarafindan ortama salman
ROM’lerinin engellenmesi ile olugtugu samilmaktadir. Benzer ¢alismalarda ROM’lerinin
ortamdan kaldinlmalan ile deneysel kolitte doku hasanimin hafifletildigi gésterilmistir®,

IBH ve deneysel kolit modellerinin patogenezinde yer alan medyatorler arasinda arasidonik
asid kaskadinin siklooksijenaz ve lipoksijenaz yollarimn gesitli iiriinleri (6kozanoidler) de
bulunmaktadir. IBH’hh hastalanin rektal diyalizatlarinda veya kolorektal mukoza biyopsi
omeklerinde birgok okozanoid @rinlerinin artmig oldugu saptanmustir. Prostaglandin E,
(PGE;), tromboksan B, (TxB,), prostasiklin (PGI,)*, l6kotriyen B, (LTB.) ve lokotriyen C;
(LTC,)* diizeylerinin inflame dokularda sagiikhi olanlara oranla artmis oldugu saptanmustir.
Daha da 6tesi bu iriinlerin diizeyi ile inflamasyonun giddeti arasinda pozitif bir korelasyon
saptanmustir'®. Bu maddeler biyolojik aktif ajanlar olarak inflamasyon ile iliskili bir takim
parakrin etkilere sahiptirler. Omegin, nétrofiller igin kuvvetli bir kemotaktik ajan olan ve

nétrofil degraniilasyonunu stimille eden LTB, seviyesi bu hastalarda yiiksek bulunmakta ve
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yine nétrofil infiltrasyonun bir géstergesi olan myeloperoksidazin aktivasyonu ile korelasyon
gostermektedir®®. LTB,’iin in vitro olarak insan mononiikleer hiicrelerinde TNF, IL-2 ve
S-interferon gibi maddelerin iretimini artirma gibi proinflamatuvar o6zelliklerinin mevcut
oldugu saptanmustir. Lipoksijenaz yolunun iriinlerinin proinflamatuvar &zelliklere sahip
olmasimin yamnda siklooksijenaz yolunun @riinleri olan prostaglandinlerin ise antiinflamatuvar
dzelliklere sahip oldugu yolunda bir takim veriler elde edilmigtir. PGE; nin birgok deneysel in
vivo kolit modelinde inflamasyonu azaltigi gosterilmistir™. Okozanoidlerin kolit geligim
mekanizmasindaki rollerini ortaya koyan bir baska kamt ise siilfasalazin, mezalamin ve
glukokortikoidlerin bu maddelerin ortamda azalmalarma yol agarak IBH tedavisinde
kullanthyor olmasidir’ ™. Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglann (NSAI) dokulardaki
okozanoid miktarini azaltmasina ragmen IBH’li hastalarda hastaligin alevlenmesine yol agtig
bilinmektedir™. Bu da, NSAll’lanin proinflamatuvar ozellikleri olan dkozanoidleri olugturan
lipoksijenaz yolunu etkilemeyerek yalmzca siklooksijenaz yolunu inhibe ettigi ve tiim substratin
Lpoksijenaz yolunda kullamlmasi sonucu inflamasyonda artisa neden oldugu seklinde
acgiklanabilmektedir.

Deneysel olarak ideal bir kolit modeli olugturulamamasma ragmen kolorektal inflamasyonda
arasidonik asid metabolizmasmin maniiplasyonunda gesitli etmenleri in vivo olarak ortaya
gikarmasi agisndan TNBS-E ile olusturulan model en iyi yontem olarak kullanilmaktadir®.
TNBS-E ile olusturulan kolitte LTB, , PGE," ve TxB,* artmaktadir. LTB, olusmasmm
engelleyen ajanlar uygulandiginda ise olugan inflamasyonda azalma oldugu saptanmustir®’.
TNBS-E ile olugturulan kolit modelinde PGE analoglannmn intraluminal olarak uygulanmasi
sonucunda hasarm siddetinde azalma oldugu gosterilmistir®. Yine NSAII verilmesi ile kolitte
herhangi bir iyilesme degil daha cok hasarda artig saptanmustir™. Genel olarak diisiiniildiiziinde
biitiin bu ¢aligmalar, aragidonik asid metabolizmasimn maniiplasyonunun inflamatuvar yamiti
etkiledigini gostermekte ve daha da &nemlisi potansiyel tedavi yontemleri hakkinda degerli

bilgiler vermektedir.
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IBH’nin hasar mekanizmasinda izerinde durulan olasi ajanlardan bir tanesi de NO’tir.
L-arginin, NO’in biyosentetik prekiirsériidiir ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracihig: ile
madde, NO’e doniisiir®. NO, aktive nétrofiller, makrofajlar ve T-lenfositleri tarafindan ortama
bolca salinabilmektedir®®*, NO, aktif olarak ortama salindiginda stiperoksit anyonlan ile
reaksiyona girerek peroksinitrit olusturmakta ve bu madde aracihf ile doku hasan
olusturabilmektedir'. TNBS-E ile indiiklenen kolit modelinde dolasimdaki endotoksin miktar
ve sitokinlerin iiretiminde artig saptanmus'?, ayrica yine ortamda bulunan endotoksin ve IL-1,
TNF, 8-interferon gibi sitokinlerin immiin sistem hiicrelerini aktive ederek NOS enziminin
ortamda artmasma neden olduklan gosterilmigtir®. Yapilan bir galismada siklooksijenaz
aktivitesi sonucu artmug prostaglandin driinlerini NO’i daha da amrd@ saptanmistir, Daha
énce yapilan ¢ahsmalarda, IBH’li hastalarda ve TNBS-E kolitinde mukozal NOS aktivitesinin
ve NO miktannin artmug oldugu saptammsmm. Bu artigin hasann boyutu ile de orantili
oldugu gorilmastiir®. Bir kisim ¢alismalarda ise L-arjinin analogu NS-nitro-L-arjinin metil
ester (L-NAME)’in siganlarda olustulan deneysel kolitteki kolon hasarim azalttif: gosterilmesi
sonucunda L-arjinin-NO yolunun deneysel kolit modeli patogenezinde énemli rol oynadig: 6ne
stiriilmiigtiar®®. Biitin bu bulgular, IBH’da ortama salinan endotoksin ve sitokinlerin NO
aracihig) ile hasar olusturabileceklerini ditgiindiirmektedir, L-NAME ile tedavi edilen deneysel
kolit grubu hayvanlarda mezenterik vaskiiler dolasimmn %50 oraminda azaldi®x ve kapiller
gesirgenligin giiglestigi gosterilmigtir’®. Bu mekanizma ile hasar bolgesine inflamatuvar
hiicrelerin ve difer medyatorlerin infiltrasyonunu, ROM’lerinin olusumunu ve olast &dem
gelisimini engelleyerek hasarn derecesini azaltabilecegi diigiiniilmiigtir” .

IBH’da intraluminal antijenlérin mukozal inflamasyonu baslatigi veya artirdi
diigiinilmektedir’”. Bu muhtemel antijenler arasmnda tim bakteri tirleri” ve onlarm
endotoksin'?, oligopeptidler™ veya peptidoglikanlar” gibi gesitli iiriinleri bulunmaktadir.
Mukozal bariyerin yikilmasi sonucunda bu antijenler bagirsak duvarina ve bolgesel vaskiiler

26,77

aga gegerek TNF, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin ortamda yogunlasmalarina yol agmaktadir
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Bunun 6&tesinde IL-1"in kolonik inflamasyonun en duyarh gostergesi oldugu gosterilmis, hatta
mukoza myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile arasinda mikemmel bir korelasyon
saptanmustir’’. Deneysel cahigmalarin Gtesinde, bu proinflamatuvar sitokinlerin IBH’li
hastalarda da artmus oldugu saptanmustir®,

Cesitli dokulardaki inflamatuvar reaksiyonlarda endotelin peptid ailesinin de rolii olabilecegi
gosterilmigtir'”. Ancak bu yeni ortaya gikarilan peptidin IBH mekanizmasindaki yeri ve roli
gerek hayvan deneylerinde gerekse insanlarda tam olarak agikhga kavugturulamamgtir,

2. Endotelin (ET):

ET, kiiltiire edilmis domuz aort endotel hiicrelerinden izole edilmis 21 aminoasitten olusan
kuvvetli ve uzun etkili vazokonstriktér bir peptiddir™. Giniimiizde ET’in, ilk bulunam ET-1
olmak iizere ET-2, ET-3 ve vazoaktif intestinal kontraktor (VIK) olarak dért adet izoformu
saptanmigtir"". Insanlarda énceleri sadece ET-1, 2 ve 3 formlan ve daha sonra ET-2 benzeri
olan VIK ortaya konmustur®™. 212 aminoasitten olusan prepropeptid 2 agamada endopeptidaz
ve karboksipeptidazlar ile pro-ET-1 veya diger adi ile “biyiikk” ET-1"e déniigmekte, daha sonra
“bityiitk” ET-1, “endotelin gevirici enzim” aracilig1 ile ET-1 meydana gelmektedir'”.

ET-1"in en 6nemli 6zelligi, bugiine kadar ortaya gikanlmig en giigli vazokonstriktér madde
olmasidir™. ET ilk olarak ortaya gikartildiginda endotel hiicrelerinden salindig: samlmakta idi™.
Ancak daha sonralan aragtirmalar ilerledikge ET-1'in endotel hiicrelerinin diginda santral ve
periferik sinir hiicreleri, insan makrofaj ve periferik kan monositleri, PNL, bdbrek hiicreleri ve
tiimér hiicreleri tarafindan da ortama salindig anlagilmugtir'™®'. ET-1’in salimminin trombin,
IL-1 ve 2, transforme edici biiylime faktorii B, TNF a ve endotoksin gibi inflamasyon
medyatorleri tarafindan stimiile edildizi bilinmektedir™®. ET-1’in endotel hiicrelerini kendi
salmim igin stimiile ettigi de saptanmugtir®.

ET-I’in superior mezenterik arter kan akimm azaltiiy siganda yapilan ¢aligmalarda
saptanmustir®’. De Nucci ve arkadaglan® ise ET-1"in bu etkisinin doza bagimli olarak ortaya

aiktifs One siirmiglerdir. Bu aragtincilar, sicanlarda diigiik doz ET-1'in izole sigan
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mezenterinde vazodilatasyon, yiksek dozda ise vazokonstriksiyon yaptigim saptamuglardir.
ET-1’in vazodilatatér etkisini d¢ NO salmmina yol agmasma baglamuslardir. Biitiin bu
bulgulara ek olarak, Miura ve arkadaglan®, siganda ET-1"i intraarteriyel olarak verdiklerinde
iskemik bagirsak nekrozu olugturmuslardir. ET’in nonvaskiiler etkileri arasinda bagirsak ve
brongiyal diiz kaslarim kasmalar®™®' ile nérotransmiter fonksiyonu gérmeleri™” sayilabilir, ET
peptid ailesinin tiiminiin bronslar, mesane, mide ve kaln bagirsak gibi gesitli organlarda diiz |
kas hiicrelerinde kasilma meydana getirdigi saptanmistir™”. Bunlarin yamsira inflamasyonda
medyatér olabilecekleri yolunda birtakim bulgular bagka aragtincilar tarafindan ortaya
konulmugtur. Yaptiklan ¢aligmalarda ET-1’in insan nétrofillerinin giigli bir modiilatorii
oldugunu gdstermisler ve ET-1"in bunu kemotaktik peptidler aracili) ile yaparak nétrofillerden
ROM’lerinin salinumun artirarak yaptigim éne siirmiglerdir™®, Bir bagka caligma da yine
bunu destekleyecek sekilde ET in insan nétrofillerini selektif olarak ortama gekici bir ozellige
sahip oldufunu ortaya gikarmstir”’. Ancak, ET’in ortamda artis1 her zaman doku hasarma
isaret etmemektedir. Daha 6nce yapilan galigmalarda karacier ve ince bagirsak iskemi-
reperfiizyon hasar modellerinde ET-1’in koruyucu etkisinin oldugu Vgésteﬁlrr}istir”’".

ET-1 ile okozanoidler arasindaki yakin iligki gesitli calismalarda ortaya ¢ikanlmugtir. ET’in
ET A reseptérii aracilifs ile fosfolipaz A, enzimini aktive ederek 6kozanoid sentezini artirdiklarn
anlagilmistir’®. ET-1’in sigandan izole edilen akcigerde PGL, ve TxA, salimmin®, képek
bobreginden PGl ve PGE, salmmuni® ve sigan vaskiiler diiz kas hiicrelerinden ise TxB, ve
PGI, sahmnum® artirdi1 saptanmugtir. Biitiin bu galismalanin sonucunda sigan mukozasmin
ET-1’e verdigi yamtta siklook.éiienaz driinlerinin anahtar rol oynadig dilsiinilmagtir™. Bu
firiinlerin hiicresel kaynaklarinin ne olabilecegi iizerindeki ¢aligmalar heniiz sonuglanmamasina
ragmen inflamatuvar hiicreler, vaskiiler endotel ve fibroblastlar gibi bagirsaga ait subepitelyal
olusumlanin 6kozanoid salimminda rol oynadig disiiniilmektedir'®.

ET peptid ailesinin gesitli dokularda bugiine kadar iki tip reseptori gosterilmigtir: ET, ve

ETs'". ET, reseptorlerinin ET-1 ve 2’ye esit olarak kuvvetli, ancak ET-3’e karg: ise daha
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diisiik affinite gosterdigi, ETp reseptorlerinin ise her ii¢ ET izopeptidine kars: esit derecede

191 Daha 6nceleri ETa reseptorlerinin genel olarak

kuvvetli affinite gosterdigi saptanmgtir
vaskiiller diiz kas hiicrelerinin membraminda'® bulunup vazokonstriksiyon yaptigina, ETs
reseptorlerinin ise endotel hiicrelerinin membranlannda bulunup vazodilatasyona araci
olduguna inaniimaktaydi’®. Ancak sonralan yapilan galismalarda ETg reseptorlerinin diiz kas
hiicrelerinde de bulundugu ve ET in vazokonstriktor etkisine katkida bulunduguna dair kanitlar
elde edilmigtir'™. Bu nedenle Warner ve arkadaglan®, ETp reseptorlerini iki alt gruba
ayirmiglar ve vazodilatasyon olusturan reseptorii ETg; olarak, vazokonstriksiyon olusturan
reseptdrii ise ETg, olarak isimlendirmiglerdir. Endotel hiicrelerinin membraminda meveut
bulunan ETp,; reseptérlerinin stimiilasyonu sonucu NO salimnuna bagh olarak vazodilatasyon
meydana gelmektedir™. Ayrica son zamanlarda yapilan bir ¢ahismada ortamda artan NO’in
negatif “feed-back™ etkisi ile ET’in olusturdugu etkiyi ortadan kaldirdifi indirekt olarak
saptanmstir'®. Bu faktériin de vazodilatasyona yardime: oldugu séylenmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda, ET-1’inki daha fazla olmak iizere sigan kalin bafirsaginda yiiksek
konsantrasyonda ET benzeri imminreaktiviteye rastlanmistir’. Doku otoradyografisi yéntemi
ile sican kalin bagirsaginin mukoza katmaninda ET-1’in 6zgiin baglanma bolgeleri oldugu
saptanmugtir'®. Bu bélgelerin, mukozal regiilasyonun en énemli lokalizasyonu olan myenterik
ve submukozal pleksus ile kan damarlanm igeren lamina propriya oldugu saptanmugtir'. ET,
ve ETj reseptorlerinin kolonda varhklan ise yeni yapilmus galiymalarda ortaya konulmusgtur'®’.
ET-1’in bafirsak diiz kaslan iizerinde de etkileri oldufu yapilan galigmalarda ortaya
konulmustur. Lin ve Lee' yaptiklant ¢aligmada ET-1’in domuz ileumunda ilk énce gevseme
ardindan ise geg donemde kontraksiyon olmak @izere bifazik olarak yamit verdigini saptamuslar.
Aynica ET-1’in santral ve periferik sinir sisteminde'’ ve dorsal kék gangliyonlannda'®
saptanmig olmasi, olasi bir néropeptid roliiniin gesitli bagirsak fonksiyonlannda rolii
olabilecegini diisindirmiigtir. ET-2 aktivitesinin ise primer olarak diiz kas hicreleri ve

fibroblastlan igeren lamina propriyada bulundugu saptanmustir'®, ET-2’nin ise bagirsak diiz
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kas tonusunu ayarlayic1 rolii oldugu bilinmektedir”. insan kalin bagirsaginda ET-3’iin de
baglanma yerleri buiunmus ancak fonksiyonlar: tam olarak agikliga kavugmamgtir®. Biitiin bu
bulgular, intestinal kan akim dizerindeki etkilerine ek olarak ET-1’in ve aynica ET-2’nin
bagirsak motilitesi gibi gastrointestinal fonksiyonlarda otokrin néromodiilatdr olarak belirgin
etkilerinin olduguna isaret ennisﬁr'g.

Crohn ve ilseratif kolitli hastalarda inflamasyoniu mukoza 6rneklerinde normal mukoza
dmeklerine kiyasla oldukga vitksek konsantrasyonda ET-1 immiinreaktivitesi saptanmgtir'®.
Yapilan bir caligmada sigan kolonunda enterik sinirler aracihigi ile ET-1’in sekretuvar bir
medyator olabilecegi” ve ET-1'in IBH’da gorilen diyareden kismen de olsa sorumlu
olabilecegi 6ne siiriilmiigtiir.

Clozel ve arkadaglan''™"" | yaptiklani ¢alismalarda ilk olarak 1993 yilinda geligtirdikleri ilk
oral olarak aktif nonselektif ET reseptorleri antagonisti olan Ro 46-2005°1 yapisal olarak
gelistirip optimize ederek daha yeni bir madde olan Bosentan’s, bir diger adi ile Ro 47-0203
(4-tert-butyl-N-[6-(2-hydroxy-ethoxy)-3-(2-methoxy-phenoxy)-2,2’ -bipyrimidin-4-yl]-
benzenesulfonamide)’ii deneysel kullamma sunmuglardur.

Kompetetif bir ET reseptor antagonisti olan Bosentan’in, ET,, ETg; ve ETp, reseptorlerine
kars: bagka antagonistlere kiyasla daha gii¢lii 6zgiinliik gosterdigi saptanmustir. Bosentan’mn
inhibe edici etkisi hem rekombinan insan reseptérlerinde hem de insan ve hayvanlarin dogal
reseptorlerinde test edilmis ve higbirisi arasinda etki agisindan fundemental bir fark
saptanmamugtir. Bosentan’mn tek doz olarak (100 mg/kg; p.o.) verilmesini takip eden siire
icerisinde tim ET etkilerini “biiyiik” ET-1"i de kapsayacak sekilde 24 saat siire ile inhibe ettigi
gosterilmigtir'"'. Genel olarak, 6zginligi, tim bilinen ET reseptorlerine olan etkinligi, oral
olarak verilebilmesi ve etki siiresinin uzunlugu, Bosentan’s ET reseptérlerinin inhibisyonunun
kronik etkilerini ortaya ¢tkarmada iyi bir madde olarak kullamlmasinin uygun oldugunu

gostermigtir.
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Inflamatuvar Bagirsak Hastahgr’nda ve Deneysel Kolitte Motilite Degisiklikleri:

Ulseratif kolitli insanlarda yapilan ¢ahsmalarda “azalmig fazik kontraksiyonlarla kombine
olarak ortaya ¢ikan uzun siireli yiikksek amplitiidlii kontraksiyon (YAK)’larin” hakim oldugu
motilite paterni bu hastalarda saptanmigtir™. Uzun siireli YAK’lann artis kolonik igerigin
hizli bir sekilde intrakolonik olarak ilerlemesini ve klinik olarak IBH da goriilen ishal, tenesmus
ve sik diskilama hissi gibi semptomlarin ortaya gikmasina neden olmaktadir’®. Bu da kolitte
goriilen ishalin sekretuvar tipten ziyade motor tipte olduguna isaret etmektedir. Képeklerde
yapilan bir ¢aligmada asetik asit ile olusturulan kolit modelinde toplam kolonik kasiima
aktivitesinin azalmasmna ramen YAK’lardaki belirgin artisa paralel olarak kolonik gegis
zamamnin hizlandig: saptanmugtir'®. Ancak TNBS-E ile sicanlarda olusturulan kolit modelinde
kolonik kaslarin hasara ikincil yamtlan tzerine geliskili sonuglar yaymlanmstir. Grossi ve
arkadaslan''?, siganlarda kolit olusturmak icin kullamilan madde ne olursa olsun kolonik kas
yapisiiin akut inflamasyona verdifi yanmitiun aym oldufunu ve bu ortak yamtin da kolon
duvarinda ortaya ¢ikan gerimin azalmasi seklinde oldugunu gostermiglerdir. Yapilan bir diger

deneysel galigmada ise TNBS-E uygulanan siganlarda kolonik sirkiiler kasm in vitro kasiima
| yamtinin artti31 ve buna bagh olarak kolonik motilitenin artmis oldugu saptanmistir’’. Pons ve
arkadaslan'® ise, TNBS-E ile olusturulan sigan kolit modelinde akut dénemde inflamasyona
sekonder olarak kolonik gegis zamaninda kontrol grubundan farkli belirgin bifazik degisiklikler
saptamiglardir. Kolit olusturulan siganlarin radyoaktif materyal ile isaretlenmis kolonik
igeriginin kontrol grubuna goére daha erken bosalmaya bagladifim ancak toplam bosalma
siiresinin ise uzadifini rapor etmiglerdir. Yine deneysel olarak olusturulan dier kolit
modellerinde akut dénemde motilitenin arttif ve bu degisikliklerden IL-1 ve 6zellikle LTD,
gibi aragidonik asit kaskadimn lipoksijenaz @rinlerinin sorumlu olabilecegi one

stiriilmigtar' ",
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~ GEREC ve YONTEM

Calismada agirhiklan 220-280 gram arasinda degigen erkek Wistar-Albino siganlar kullamidr.
Siganlarda kolit olusturmak i¢in daha énce tarif edildigi sekilde 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik
asit-etanol (TNBS-E) kangim kullamld™. Bu yénteme gére sicanlar, TNBS-E’e maruz
kalmadan 24 saat éncesinden itibaren a¢ birakildilar. Aglik siiresi boyunca hayvanlara yem
verilmedi, ancak su serbest birakildi. Hayvanlar deney siiresince altisarhh gruplar halinde
kafeslere verlestirildi ve motilite galismasinn yapilacags giiniin 24 saat oncesine kadar oda
sicakhfinda giinlikk gesme suyu ile standart sigan yemi verilerek beslendi. Kolonik gegis hizi
olgiimii ve Omeklemelerin yapilacag giiniin 24 saat Oncesinden itibaren yine sadece su
igebilecek sekilde hayvanlar ag birakildi, Deney siiresince 151k diizeni 12 saat giindiiz, 12 saat
ise gece olacak sekilde ayarland.

Deneysel Kolit Olusturulmas::

Etgr anestezisi altmda siganlara sirtiistii 30°Trendelenburg pozisyonunda intrarektal tiip (no
5 politetrapoliiiretan®feeding™ tiip), ucu aniisten 8 cm kadar proksimale ilerleyecek sekilde
yerlestirildi. Buradan kolon igerisine 30 mg TNBS (Sigma) 0.5 mL %50’lik etanol igerisindeki
(hacim/hacim) soliisyonu beg saniyelik bir siire iginde verildi. Hayvanlar uyanana kadar en az

bir dakika siire ile pozisyonlan degistirilmedi (Resim 1).
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Deney Gruplan:

Hayvanlar alt1 ayn1 deney grubuna aynldilar:
1. Kontrol grubu (K) n=4
II. Tasiyici-etanol grubu (T) n=5
III. a. Akut kolit grubu (AKL) n=8
b. Bosentan verilen akut kolit grubu (ABT) n=7
IV. a. Kronik kolit grubu (KKL) n=8
b. Bosentan verilen kronik kolit grubu (KBT) n=8

Kontrol grubundaki dért siganda kolit olusturulmad: ve herhangi bir tedavi de uygulanmadi.
Bu sicanlarda 24 saatlik aghk doénemi sonrasi kolonik gegis hizi Slgiimi ve Smeklemeler
yapildi.

Tasiyici grubundaki siganlara ise intrakolonik olarak 0.5 ml %50 etanol verildi ve 15 giin
sonra kolonik gegis hiz1 6lgiimii ve 6rneklemeler yapildi.

Akut kolit grubunda ise siganlara kolit olusturulmadan bir saat 6nce ve sonrasindaki iki giin
siiresince Bosentan’in tagiyicisi giinde tek doz gavaj yolu ile (%5 arap sakizi; 100 mg/kg, p.o.)
(Sigma) verildi ve iglemden sonraki diglincii giin hayvanlarda kolonik gegis hizi Slgiimii ile
drneklemeler yapildi. Kronik kolit grubunda ise Bosentan’in tasiyrcis1 bir 6nceki gruptaki gibi
ancak bu defa 14 giin siire ile verildi ve 15.giinde kolonik gegis hizi Sl¢iimii ile ardindan
6meklemeler yapildi. Bosentan verilen akut ve kronik kolit gruplannda ise tedavi olarak %S5
arap sakizi igerisinde ¢oziindiiriilmiiy Bosentan (Ro 47-0203/029; F.Hoffmann-La Roche
Ltd.’den Dr. M.Clozel’in bagist) (100 mg/kg; p.o.), hayvanlara ii¢ ya da 14 gin sire ile
verilmigtir.

Kolonik Gecis Hizi (Geometrik Merkez) Olciimii :

Hayvanlara eter anestezisi altinda orta hattan laparotomi yapildi. Cekum bulundu ve 24 G

enjektor ile 0.2 ml radyoaktif isaretli krom (0.4 pCi Na* CrO,) (Du Pont) gekum igerisine

verildi (Resim 2). Insizyon hatti 2/0 Mersilk ile devamli dikiglerle kapatildi ve hayvan
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uyanmaya birakildi. Radyoaktif materyalin verilmesini takip eden 60 dakika sonunda eter
anestezisi altinda orta hat dikisleri almarak ¢ekumdan aniise kadar hayvanlarn tiim kaln
bagirsagi etraf yapisikhklardan ve anatomik komsuluklarindan ayrnlarak eksize edildi.
Hayvanlar bu agamada hava embolisi olusturularak dldiriildiler. izole edilen kalin bagirsak
uzun ekseni boyunca agildi ve makroskopik hasar puanlamalan yapildi (Resim 3 ve Tablo 1).
Ardindan ¢ekum aymnlarak tim kalm bagirsak proksimalden distale dogru 10 esit segmente
ayrilacak sekilde kesildi ve segmentler birden 10° a kadar numaralandinldi. Her bir segmentin
Sesa Uniscaler I/S gama sayicisinda bir dakika siire ile radyoaktivite emisyon sayumi yapildi.
Tim saymmlar tamamlandiktan sonra her bayvana ait kolonik gesis hizi, *'Cr’in bagirsak
igerisindeki ilerlemesini belirleyen agagidaki “geometrik merkez” formilii kullanilarak hesap
edildi'’®. Kiigiik sayilar, gegis hizinda azalmay, biiyiik sayilar ise artisi gostermektedir.

Geometrik merkez = X (her segmentteki *'Cr fraksiyonu* x segment numarasi)

* Fraksiyon = segmentteki *'Cr / tiim kalin bagirsaktaki toplam >'Cr
Ornekleme Cahismalan:

Kolonik gegis lhiz1 olgiimii isleminin son asamasinda hayvanlar 6ldiiriilmeden énce portal
venden yaklasgik 5 ml kan 6megi alindi ve 5000 devirde 15 dk santrifiij edildikten sonrz
plazmalan aynlarak daha sonra karbonil olusum miktarini 6lgmek iizere -70°C’de saklandi.

Tiim kahn bagirsak uzunlamasina ekseni boyunca agilarak daha 6nce kullanilan makroskopik
hasar degerlendirilmesi yapild®® (Tablo 1). Yine kolonik gegis hizi 8lgiim caligmas: sirasinda
10 esit pargaya aynlmis olan distal kolon parcalarindan ikisi alindi ve bir tanesi Holand
soliisyonu igerisinde {ig saat bekletildikten sonra %10 formalin igerisinde mikroskopik inceleme

i¢in saklandi. Diger parca ise dokuda MPO aktivitesi l¢iimii igin -70°C’de saklands.



Resim 1. Sigana intrakolonik olarak TNBS-E verilmesi

= Y.

Resim 2. Sigan gekumuna *'Cr Resim 3. Makroskopik hasar

verilmesi degerlendirilmesi (KKL grubu)
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Makroskopik Hasar Degerlendirilmesi:

Makroskopik hasar degerlendirilmesi, agagida belirtilen kriterlere gére puanlama yéntemi ile
vapilmistir®®,

Tablo 1. Makroskopik Hasar Degerlendirme Tablosu

Puan Kriter
0 Hasar yok
1 Hiperemi
2 Hiperemi ile birlikte duvar kalinlagmas:
3 Duvar kalinlagmasi olmadan soliter iilser saptanmasi
4 Iki veya daha fazla iilser veya inflamasyon alani saptanmas:
5 Iki veya daha fazla alanda agr iilser ve inflamasyon saptanmasi
veya tek bir alanda 1 cm’den daha uzun iilser veya inflamasyon alam saptanmas:
6-10 Kolondaki hasarin 2 cm’den daha uzun oldugu durumlarda her fazla 1 cm
i¢in puanlamaya bir puan eklenmistir.

Protein Oksidasvonu (PQ; Karbonil Olusumu) Olciimii:
PO, 2 4-dinitrofenilhidrazinin (DNP) proteinlerin okside olmasi sonucu ortaya gikan karbonil
gruplan ile etkilesip 2,4-dinitrofenilhidrazon olusturmasi sonucunda 380 nm’de verdigi

116, Kisaca, 0.5 ml portal ven kanindan elde edilen plazma 6megi

absorbans 6lgiilerek saptandi
alindi1 ve %20°lik trikarboksilik asit (TCA) g¢ozeltisi ile kanstirilarak proteinlerin ¢dkmesi
saglandi. Ardindan kanigim 15 saniye siire ile 10000 devirde santrifiij edildi. Siipernatant kismi
atildiktan sonra ¢oken proteinler 2 M HCI iginde ¢6ziinmiig 10 mM DNP ile kanstinldiktan
sonra karanlikta ve 37°C’de bir saat siire ile ara ara kangtirilmak sureti ile inkiibe edildiler.
Dgha sonra %20’lik TCA eklenip proteinler tekrar ¢oktiiriildii. 15 saniye siire ile 10000g’de

tekrar santrifiij edilen kangimin ustte kalan siipernatan kismu atildiktan sonra ¢ékelek 1 ml

etanol:etil asetat (1:1) soliisyonu ile iki kez yikandi ve reaksiyona girmemis DNP ortamdan
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uzaklastirildi. Proteinler 1 ml 1 N NaOH ¢ézeltisi ile ¢éziindiiriildikten sonra spektrofotometre
ile 380 nm’de verdigi absorbans okundu. Degerler 22 000 M cm katsayisi kullamlarak mg
doku proteini bagina olusan karbonil miktan (nmol) seklinde ifade edildi.

Mveloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Olciimii:

Doku MPO aktivitesi 0.2-0.5 g doku 6rneklerinde 6lgiildii. Dokular ilk énce 20 mM K,HPO.
(pH 7.4) ¢dzeltisi ile 10 kez sulandinlip homojenize edildikten sonra 10000 devirde 20 dakika
siire ile 2-4°C’de ultrasantrifiijde gevrildi. Yukanda kalan siv1 kisim atildiktan sonra (%3’den
daha az MPO aktivitesi igermektedir) asagidaki kati kisim, iginde %35’lik
heksadesiltrimetilamonyum bromid (HETAB) bulunan 50 mM asetik asit gozeltisi ile
kangtinhp tekrar homojenize edildi. MPO aktivitesi 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidinin H,0;'e
bagimli oksidasyonunun spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile saptandi. Bir inite enzim
aktivitesi, 655 nm’de, 37°C’de, absorbansta (1.0/dk) meydana gelen degisiklik olarak
hesaplandi.

Histolojik inceleme:

Daha 6nce %10’luk formalin igerisinde fikse edilen doku pargalan parafin takip ve bloklama
sonrasi mikrotom ile 0.2 p kalinhginda mikroskopik kesitler elde edildi ve histolojik inceleme
igin hematoksilen ve eozin (H+E) ile boyandi. Tum o6mekler 1tk mikroskopu altinda
degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz:

Tiim veriler ortalama * standart hata ile ifade edildi. Gruplar igerisindeki dagilim, iki yonli:
varyans analiz (ANOVA) yontemi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki farkhhg:
kargilagtirmak igin ise Student t-testi kullanildi. “p” degerinin 0.05°den kiigiik olmas: (p<0.05)

halinde gruplar birbirinden istatistiksel olarak farkl kabul edildi.
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BULGULAR

Myeloperoksidaz (MPO) Aktivite Diizevleri:

Tagiyici grubu ile (322.4+33.3 iinite/gr yas agirlik (v.a.)), akut kolit (325.1+44.9 i/gr y.a.)
ve kronik kolit gruplarinda (431.8+54.6 i/gr y.a.) saptanan MPO aktivite degerleri, kontrol
grubuna (73.6%11 i/gr y.a.) gore artmus olarak saptanmustir (p<0.05-0.001). Akut kolit
grubunda saptanan MPO aktivite diizeyi ile Bosentan verilen akut kolit grubu (471.6+36.6 ii/gr
y.a.) arasinda fark saptanmazken, Bosentan verilen kronik kolit grubunun (167.5+35.8 i/gr
y.a.) MPO aktivitesinde kronik kolit grubuna gére diigiis saptanmustir (p<0.001) (Sekil 1).
Protein Oksidasyonu (PO; Karbonil Olusumu) Diizevleri:

PO diizeyi, tagtyict grubunda (490+52.2 nmol/ml) kontrol grubuna (274.3+23.1 nmol/ml)
gore artmis olarak saptanmugtir (p<0.05). Kronik kolit grubunda (1158.1+63.4 nmol/ml)
saptanan PO diizeyi, kontrol grubuna ve tasiyici grubuna gére daha da artmis olarak
saptanmigtir (p<0.001 ve p<0.001). Bosentan verilen kronik kolit grubunda (375.5+46.9
nmol/ml) ise, kronik kolit grubuna gére belirgin bir diisiis saptanmustir (p<0.001). Akut kolit
grubuna ait hayvanlarda saptanan PO diizeyi (422.2+50.5 nmol/ml) ile kontrol ve Bosentan

verilen akut kolit grubu (341.1433.4 nmol/ml) arasinda ise fark saptanmamustir ($ekil 2).
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3EKIL 1. Kontrol (K), tastyici (T), akut kolit (AKL), bosentan ile tedavi edilen akut kolit
ABT), kronik kolit (KKL) ve bosentan ile tedavi edilen kronik kolit gruplarinda (KBT)
sigtilen myeloperoksidaz aktiviteleri. *,**;p<0.05 ve 0.01, K grubuna gére. tt; p<0.01,
KKL grubuna gore.
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SEKIL 2. Kontrol (K), tastyici (T), akut kolit (AKL), bosentan ile tedavi edilen akut kolit
(ABT), kronik kolit (KKL) ve bosentan ile tedavi edilen kronik kolit gruplarinda (KBT)
dlgtlen protein oksidasyonu diizeyleri. *,**;p<0.05 ve 0.01, K grubuna gore. t1; p<0.01,
KKL grubuna gére.
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Makroskopik Hasar Puanlamalar :

Tasiyicr (1.4+0.4), akut kolit (4.8+0.6) ve kronik kolit gruplarinda (3.840.3) saptanan
makroskopik hasar puanlar, kontrol grubuna (0) goére artmug olarak saptanmistir (p<0.01-
0.001). Ayrica tagiyici grubu ile kronik kolit gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmugtir (p<0.001). Bosentan verilen akut kolit grubunda (3£0.5) akut kolit grubuna gére,
Bosentan verilen kronik kolit gmbuqda (2.340.5) da kronik kolit grubuna goére hasar
puanlarinda azalmalar saptanmugtir (p<0.03 ve p<0.01) (Sekil 3).

Mikroskopik Degerlendirme:

Tagiyict grubunda mukozada erozyon goriiniimiinden, en fazla submukoza katmanina kadar
inen aftéz, psodomembrandz tipte ilsere ve granillomatoz iltihap bulgularina kadar degisen
simrll hasar bulgulan saptanmistir (Resim 4). Akut kolit grubunda ise mukoza ve
submukozada PNL’den zengin iltihabi hiicre infiltrasyonu ile karakterize ve yiizeyel geng
iilserler igeren ince fibringz membranh kolit goriiniimii hakim idi (Resim 5). Kronik kolit
grubunda ise viizeyinde psédomembranéz iltihabi goriiniim olan serozaya dek uzanmig ve yer
ver mikroperforasyonlar olusturmug derin ilserasyon ile karakterize granillomatoz kolit
bulgulan saptanmugtir (Resim 6). Bosentan verilen akut kolit grubunda gogunlukla
submukozada siirh hafif derecede eksiidatif akut iltihap bulgulan ile lenfositik infiltrasyon 6n
planda gériilmistiir (Resim 7). Bosentan verilen kronik kolit grubunda ise herhangi bir tilser ya
da erozyon bulgusu mevcut olmamasi, ancak kripta ve lenfoid folikiil hiperplazisi ile birlikte
lenfositik infiltrasyonun bosentan verilen akut kolit grubunda oldugu gibi daha da artmis
olmas: dikkat gekici idi. Ortamda PNL gibi akut iltihabi hiicrelerden ziyade bozulmamug

mukoza altinda lenfositlerden zengin mononiikleer iltihabi hiicre odaklari mevcut idi (Resim 8).



28

J

6.0
5.5
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

| | 1 | | | | 1 | Il

MAKROSKOPIK HASAR PUANLAMASI

5l

AKL ABT KK
Akut Kronik

SEKIL 3. Kontrol (K), tastyici (T), akut kolit (AKL), bosentan ile tedavi edilen akut kolit
(ABT), kronik kolit (KKL) ve bosentan ile tedavi edilen kronik kolit gruplarinda (KBT)
saptanan makroskopik hasar puanlari. **; p<0.01, T grubuna gére. t; p<0.05, KKL
grubuna gére. a; p<0.05, AKL grubuna gore.



Resim 4. Tastyici grubunda kolonun histolojik gériiniimii (H+E, x40)

%

i

Resim 5. Akut kolit grubunda mukoza Resim 6. Bosentan verilen akut kolit grubunda
ve submukozada akut iltihap gériiniimii mukoza ve submukoza yapisinin korunmasi

(H+E, x125)(PNL: Iokosit infiltrasyonu) (H+E, x125)(LF: lenfositik infiltrasyon)
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Resim 7. Kronik kolit grubunda kolonun Resim 8. Bosentan verilen kronik kolit grubunda
iilserasyon (U) ve mikroperforasyon (MP) lenfoid folikiil hiperplazisi (LFH) goriiniimii

gosteren goriiniimii (H+E, x40) (H+E, x125)

Kolonik Gecis Hiz1 Degerlendirilmesi (Geometrik Merkez Olgiimii):
Kalin bagirsak gegis hizim degerlendirmek igin olgiilen geometrik merkez, akut kolit

grubunda (3.52+0.4) kontrol grubuna (2.52+0.2) gore artmug olarak saptanmigtir (p<0.05). -
Tagtyict (2.74+0.7) ve kronik kolit gruplarinda (3.4+0.6) saptanan geometrik merkez 6lgiimleri
kontrol grubuna gore farkhihk gostermemistir. Bosentan verilen akut kolit grubu (3.88+0.3) ile
akut kolit grubu arasinda ve Bosentan verilen kronik kolit grubu (3.16+0.3) ile kronik kolit

grubu arasinda ise fark saptanmamugtir (Sekil 4).



KOLONIK GECIS HizI
(Geometrik merkez)
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SEKIL 4. Kontrol (K), tastyici (T), akut kolit (AKL), bosentan ile tedavi edilen akut kolit
(ABT), kronik kolit (KKL) ve bosentan ile tedavi edilen kronik kolit gruplarinda (KBT)
saptanan geometrik merkez lgimu. *; p<0.05, K grubuna gére.
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TARTISMA

Morbiditesi yitksek bir hastalik grubu olarak karsimiza ¢ikan IBH’min gériilme siklif
giiniimiizde giderek artarken cerrahi girisim segene§i digindaki tedaviler ancak palyatif
olabilmektedir. Ilag tedavisinin hastalign iyilestirmede yetersiz kalmasi daha gok hastaligm
etyopatogenezinin aydnlatilamamasina baglanmaktadir'. Bugiine kadar birgok infeksiyoz ajan,
bagisiklik sistemi faktérii ile NO ve arasidonik asit metabolizmast triinleri gibi gesitli
medyatorler hastaligin etyopatogenezinden sorumiu tutulmustur™'*. Son yillarda birgok
alanda aragtirma konusu olan ET ailesinin de IBH’nin olusum mekanizmasinda rol oynadig
diisiiniilmektedir'®. IBH hastalarimin dokularinda ET seviyesinin saglikh dokulara gére anlamh
derecede yiiksek oldugunun gosterilmesinin'® diginda ET’in bu olas1 roliinii sorgulayan bir
galigma mevcut degildir.

Bu ¢aligmada ET’in IBH etyopatogenezindeki yerini aragtirmak amaci ile siganda deneysel
TNBS-E kolit modeli kullanilmistir®®. Bu kolit modelinin, &zellikle sekiz haftaya kadar siiren
kronik kolit olusturmas: ve histopatolojik olarak da insan IBH’na benzer 6zellikler gostermesi
nedeniyle uygun bir model oldugu disiniilmektedir®’. Yine bu model ile yapilan deneysel
¢alismalarda sonucunda hasar mekanizmasinda rol oynadigx gésterilen medyatérlerin IBH olan
hastalarda da saptanmas: bu modeli segkin hale getirmektedir™. Calismamizda elde ettigimiz
sonuglara gére TNBS-E ile olugturulan kolit gruplaninda kronik dénemde saptanan PO diizeyi,
MPO aktivitesi ve makroskopik hasar puanlamasi, tek bagma etanol uygulanan tasiyici
grubuna gére anlamh olarak yiiksek saptanmustir. Bu da olusturulan kolitin asil etkeninin
etanol degil, TNBS olduguna isaret etmektedir. Morris ve arkadaglar™ ilk olarak
olusturduklann bu modelde etanoliin yiizeyel mukozal bariyeri ortadan kaldirdigmi ve
TNBS nin antijenitesi sonucunda daha kronik siireli ve transmural hasar olusturdugunu 6ne

siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda da etanol verilmesini takip eden 14 giin sonunda (Tagiyict
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grubu; T) yapilan histopatolojik incelemede submukozaya kadar olan kolon duvarinda simrh
inﬂamasyon saptamrken, TNBS ve etanoliin beraber verildigi grupta 14 giiniin sonunda
(Kronik kolit grubu; KKL) kronik inflamatuvar hiicrelerinin ve derin iilserlerin eslik ettigi
transmural hasar saptanmugtir. Bunun yamstra PO seviyesi, MPO aktivitesi ve makroskopik
hasar puanlamasinin da KKL grubunda T grubuna gére anlamh olarak artmasi, olusan kolitin
asil sorumlusunun TNBS oldugunu desteklemektedir.

Akut kolit grubunda (AKL) elde edilen makroskopik ve mikroskopik bulgular, TNBS-E’nin
erken dénemde de dokuda hasar olusturdugunu, ancak bu hasarin KKL grubundaki kadar agir
olmadigini, daha gok T grubundaki hasara benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu da akut
donemde olusan hasardan etanolin sorumlu olabilecegini disiindirmektedir. Histolojik
bulgulanin yamsira, AKL grubunda MPO aktivitesinin de yiiksek bulunmasi, inflamasyonun
varhgm desteklemektedir®, Erken dénemde PO seviyesinin K grubuna goére farkhihk
gostermemesi PO’nun hasarli dokuda degil de portal venden alman plazma &rneklerinde
olgiilmesine baglanabilir. Nitekim kronik dénemde PO seviyesi, K ve AKL gruplanna gdre
oldukca anlaml olarak yiikselmistir.

Bir nonselektif endotelin reseptdr blokeri olan Bosentanin kolit olusturulmasindan énce ve
sonra iki giin siire ile verilmesi, makroskopik ve mikroskopik hasarda anlamh azalmaya yol
agmustir. Ancak aym grupta MPO aktivitesi ve PO seviyesi, AKL grubuna gore bir farkhlik
gostermemigtir. Bosentan’in 14 giin siire ile siganlara verilmesini (KBT) takiben yapilan
makroskopik ve mikroskopik degerlendirmede hasarin oldukga hafif oldugu saptanmustir. KBT
grubunda MPO aktivitesi ve PO seviyesinde anlamh istatistiksel disiisler dikkati cekmistir. Bu
durumda, hem ABT hem de KBT gruplan g6z6niine alindiginda 6zellikle mikroskopik bulgular
Bosentan’in hasan engelleyici bir etkide bulunduguna isaret etmistir. Bu iki grupta dikkati
ceken bir diger histolojik bulgu ise yaygn lenfoid folikiil hiperplazisinin saptanmas: idi. Bu
bulguya diger gruplarda rastlanmamasi, bosentann bir takim immiinolojik mekanizmalar

aracthy ile hasan engelledigini disiindiirmigtir”. KBT grubundaki MPO aktivitesi, PO
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seviyesi ve makroskopik hasar puanlarindaki digiisler, bu maddenin hasar engelleyici 6zelligini
dogrular niteliktevdi.

Biitiin bu bulgularin 1s1ginda ET reseptorlerinin bloke edilmesinin deneysel kolitteki hasan
kismen bloke etmesi, ET lerin hasar mekanizmasinda 6nemli rollerinin oldugunu ortaya
cikarmustir. Birincil koroziv hasara yamt olarak endotel hiicreleri, periferik sinir hiicreleri,

T'""#  mikrosirkiilasyonda

periferik kan monositleri ve PNL gibi hiicrelerden salinan E
vazokonstriksiyon yaparak hasarm boyutunu artinyor olabilir®®. Daha 6nce yapilan bir
calismada Miura ve arkadaslan®, ET-1’in iskemik bagirsak hastalifina yol agtigim
saptamiglardir. Ayrica bilindigi tizere kolonik kan akiminin azalmasi sonucunda olusan
“oksidaz aktivasyonu”, gegici iskemi ortadan kalkinca kolon epiteli ve endotel tarafindan ROM
iiretimine yol agabilmektedir”. Bu da lipid peroksidasyon gibi mekanizmalar ile oksidatif
hasarin boyutunu artirtyor olabilir.

ET’in hasann olugmasinda yer alan olast bir bagka etkisi ise, inflamatuvar hiicreler ve
vaskiiler endotel gibi olusumlardan bagta LTB, olmak iizere gesitli lipoksijenaz iiriinlerinin
ortama salmmm saglamak ve béylece PNL gibi fagositer hiicreleri ortama gekmektir™. Bunun
disinda ET-1’in nétrofiller igin hem selektif bir ¢ekici hem de giigli bir modiilatér oldugu
gosterilmistir’®>. PNL ve diger fagositer hiicrelerden ortama salinan ROM’ler aracih ile ET,
bu modelde iilser olusumundan sorumlu olabilir. Daha &nce yapilan bir ¢alismada IBH min
siddeti ile ROM’lerinin ortamdaki miktar1 arasinda pozitif korelasyon saptanmustir’. Deneysel
olarak da ROM’lerinin ortamdan kaldinlmalan ile kolitte doku hasarimin hafifletildigi
gosterilmigtir®. ET de gerek iskemi olusturmasina ikincil, gerckse direkt veya indirekt olarak
ara proinflamatuvar medyatorleri araciig1 ile ROM’lerin ortamda artigina yol agiyor olabilir.
Bosentanin siganlara verilmesi ile ET in etkileri reseptor diizeyinde bloke edilerek hasar yapici
ROM’lerin ortamda gogalmalarinin engellenmesi miimkiin olabilmigtir.

Daha once TNBS-E kolit modelinde NOS aktivitesinin artigt IL-1, TNF ve 8 interferon gibi

sitokinlerin ortamda artigina baglanmis'>* ve NOin doku hasarimin olugmasinda 6nemli
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roliiniin olabilecesi lizerinde durulmugtur®. ET"in NO’in salimmina yol agmas™% ve NOS’un
artigina neden oldugu éne siiriilen sitokinlerin de ET"in salimimna vol agtiginin gosterilmesi®>>
gbz oniine alindiginda sitokinlerin NOS aktivitesini artrmasinda ara medyatorin  ET
olabilecegi diisiiniilebilir. Bu durumda ET in bloke edilmesi, sitokinlerin artigina ragmen NO’in
ortama salinmasimn engellenmesine yol agacak ve hasan onleyecektir.

Bosentan verilen akut kolit grubunda ET blokajina ragmen MPO aktivitesinin yiiksek
saptanmasi ise mukoza biitiinliigiiniin etanol ile yikilmasi sonucunda, ET den bagimsiz olarak,
intraluminal bakterilerin ve iiriinlerinin antijenik o6zellikleri sonucunda ortamda PNL gibi
fagositer hiicrelerin artisina baglanabilir’™™. Bu da MPO aktivitesinin hem AKL hem de ABT
grubunda artmug olmasiu agiklamaktadir. Ancak ge¢ donemde hasar mekanizmasinda
etanolden ¢ok TNBS’in rol oynadif bilinmektedir™®. Bu durumda ET’in etkisi daha belirgin
sekilde kronik siiregte ortaya ¢ikiyor olabilir. Daba &6nce yapilan g¢aligmalar, PNL’lerin
ortamdan kaldinlmalarimin kolitte gérillen doku hasarnim azaltmadifim gostermigtir. Bu
calismalarin sonucunda fagositer hiicrelerin hasarhi alanda gogalmalarimin hastalifin nedeni
olmasindan gok sonucu oldugu éne sﬁrﬁhnﬁ§tﬁr39'4°.

Daha énce yapilan gerek klinik gerekse deneysel galigmalarda IBH'h hastalarda gézienen
ishal ve stk digkilama hissi gibi semptomlann bu hastalarda 've deneysel kolitli hayvanlarda
saptanan YAK’lara bagh oldugu digiinilmigtir'>'®. TNBS-E kolitli siganlarda yapilan bir
alismada akut donemde kolonik gegis hizinda artis saptanmustir'”®. Ancak kronik dénemdeki
gesis hiz1 izerinde yapilmig herhangi bir galiymaya rastlamlmamistir. Bizim ¢aligmamizda da
daha &nce yapilan caligmalara paralel olarak akut donemde kolonik gegis hzinda artig
saptanmug ancak kronik dénemde gegis huzi, yeniden normale donmiistiir.

ET-1 ve ET-2'nin bafirsak diiz kas: tiizerinde tonus ayarlayict rolleri oldugu
bilinmektedir'®®. Periferik sinir sistemi hiicreleri, dorsal kok gangliyonlarinda ve bagirsak diiz
kas hiicrelerinde ET molekiillerinin varhgmn saptanmasi, kolonik motilite Gizerinde otokrin

néromodiilatér olarak belirgin etkilerinin oldugunu digiindiirmektedir'®. Ancak akut kolit
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grubunda saptanan kolonik ge¢is hizindaki artis iizerinde bosentamin bir etkisinin olmamasi,
ET'in en azindan bu modelde kolonik motilite mekanizmasinda herhangi bir roliiniin
olmadigina isaret etmektedir. Kronik dénemde kolonik gegis hizinda normale gore bir degisiklik
saptanmamast ve akut dénemde bosentanin bir etkisinin gériilmemesi, IBH’da kronik siiregli
olarak go6zlemlenen motilite paterni degisikliklerindeki ET'in roliinii kesin olarak
diglamamaktadir.

Sonug olarak, TNBS-E kolitli siganlarda olusan hasarin, bir nonspesifik endotelin blokeri
olan bosentan verilerek hem akut hem de kronik dénemde engellendigi gosterilmistir. ET’in
kolitte olusan hasar mekanizmasinda ara medyatér roliiniin ortaya gikanlmasinin yamsira bu
etkisinin en azindan erken dénemde PNL gibi fagositer hiicrelerden bagimsiz oldugu
anlasilmistir. Kolonik gegis hiz1 sonuglarina gére ise ET'in bu modelde kolonik motilite
iizerinde herhangi bir etkisinin olmadi® saptanmugtir. IBH etyopatogenezindeki rolii ortaya
konan ET’in, antagonistleri aracilif ile ileride bu hastalik grubunun tedavisinde yer alabilecegi

yolunda ipuglan elde edilmigtir.
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BULGULARIN OZETi

Siganlarda TNBS-E ile olugturulan kolit modeli iizerinde yapilan bu ¢aligmada,

1. Sicanlara TNBS-E verilmesi ile makroskopik ve mikroskopik hasar degerlendirmesi
sonucunda graniilomatéz tipte kronik kolit olustugu saptanmugtur.

2. Aymi hasar degerlendirme parametreleri gbzoniine alindiginda, kronik kolit grubunda
olusan hasarm tasiyict grubundakinden daha agir derecede olmasi, graniilomatdz reaksiyondan
sorumlu asil ajanin etanolden gok TNBS olduguna isaret etmigtir.

3. Bosentan verilen akut kolit grubunda, MPO aktivitesinin artmasi diginda PO degerlerinin
diigiik saptanmasi ile mikroskopik ve makroskopik olarak akut kolit grubuna gére daha hafif
derecede hasar gozlenmesi Bosentan’in akut donemde hasan onleyici etkisi oldugunu
gostermigtir.

4. Bosentan verilen kronik kolit grubunda ise kronik kolit grubuna gére MPO aktivitesi ve PO
degerlerinde azalma ile makroskopik ve mikroskopik olarak minimum hasar saptanmis olmasi
Bosentan’in kronik dénem de hasan engelleyici 6zelliginin devam ettigine igaret etmistir.

5. Akut kolit grubunda kolonik gegis hizlanmgtir. Ancak kronik kolit grubunda kolonik gegis
kontrol grubundan farkhlik géstermemigtir.

6. Akut donemde Bosentan verilmesi kolonik gegisteki hizlanma tizerinde herhangi degisiklik
yapmamgtir. Sonug olarak, akut ve kronik donemde Bosentan’in kolitte olusan motilite

degisiklikleri {izerinde bir rolii saptanmamugtir.
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OZET

Giiniimiizde 6nemli morbidite ve mortalite nedeni olan inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin
etyopatogenezi heniiz agikhga kavugturulamamustir. Bu ¢alisma, endotelinin (ET) deneysel
kolit mekanizmasindaki roliinii aragtirmak amaciyla planlanmigtir. Bu amagla siganlarda
olusturulan kolit modelinde bir nonspesifik ET reseptor antagonisiti olan Bosentan’in (BS)
etkileri aragtinlmigtir. Wistar-Albino erkek siganlara (280-280 g) intrakolonik (i.k.) olarak
trinitrobenzen siilfonik asit-%30 etanol kangim (TNBS-E; 30 mg/0.5 mL) verilerek kolit
olusturuldu. Tagtyici-etanol grubuna (T) i.k. olarak yalmzca etanol verilirken, kontrol grubuna
(K) ise i.k. olarak herhangi bir madde verilmedi. Kolit olusturulduktan sonra iki ayn grupta
siganlara iki giin (ABT) veya 14 giin (KBT) siire ile BS (100 mg/kg %3 arap sakizi igerisinde)
verilirken bir diger iki gruba ise 2 giin (AKL) veya 14 giin (KKL) siire ile %35 arap sakizi gavaj
olarak verildi. AKL ve ABT gruplannda tgiincii giin, T, KKL ve KBT gruplarinda ise
siganlara 15.giin laparotomi yapilarak siganlarin gekumlarma 0.2 ml radyoaktif isaretli krom
(0.4 uCi Na’' CrO.) verildi. 60 dakika sonra relaparotomi yapilarak kolonda makroskopik
hasar degerlendirmesi yapiimasimn ardindan tiim kolon 10 esit segmente aynildi. Her segmentin
gama sayicisinda rad&oaktivite emisyon saymu yapildi ve geometrik merkez formiili ile
kolonik gecis lmz1 hesaplandi. Plazma protein oksidasyon (PO) diizeyini 6lgmek igin portal
venden kan drnegi ve doku myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile histolojik inceleme igin ise
kolon érnekleri alindi. AKL (325.1444.9 u/gr yas afirlik (y.a.)) ve KKL (471.6£36.6 u/gr y.a.)
gruplarinda MPO aktivitesi, K grubuna (73.6%11 u/gr y.a.) gore artmig olarak saptanmugtir
(p<0.05 ve p<0.01). KBT grubunda saptanan MPO aktivitesi (167.5+35.8 u/gr y.a.) ise KKL
grubuna gore azalmistir (p<0.001). KKL grubunda PO diizeyi (1158.1463.4 nmol/ml), K
(274.3£23.1 nmol/ml) ve T (490+52.2 nmol/ml) grubuna gbre artmi§ olarak saptanmugtir

(p<0.001 ve p<0.001). KBT grubunda ise PO seviyesi (375.5£46.9 nmol/ml), KKL grubuna
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gore azalmus olarak saptanmustir (p<0.001). AKL (4.8+0.6) ve KKL (3.840.3) gruplarinda
saptanan makroskopik hasar puani, K (0) ve T (1.410.4) gruplanna goére artmus olarak
saptanmustir (p<0.01 ve p<0.001). ABT grubunun hasar puam (3+0.5), AKL grubuna gore,
KBT grubunun puam ise (2.310.5) KKL grubuna gére azalmis olarak saptanmustir (p<0.05 ve
p<0.01). Histolojik olarak AKL ve KKL gruplarinda transmural inflamasyon ve ilser olusumu
saptanirken, ABT ve 6zellikle de KBT gruplannda hafif derecede hasar gozlenmigtir. Kolonik
gecis hizi, AKL grubunda (3.52140.4) artmus olarak saptanurken, KKL grubunda (3.4:0.6)
normal bulunmustur. ABT grubunda saptanan kolonik gegis lz1 (3.8810.3) ise AKL grubuna
gore farkhilik gOstermemigtir. Sonug olarak Bosentan’mn TNBS-E kolitinde ET’in etkilerini
bloke etmesi sonucunda hasan engelledigi saptanmustir. Ancak kolonik gegis hizi {izerinde
ET'in etkisi gosterilememigtir. Bu ¢alismada ET’in deneysel kolit patogenezinde yer alan

medyvatbrlerden biri olduguna dair 6nemli bulgular saptanmugtir.
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INGILIZCE OZET (SUMMARY)

Several mechanisms were shown to be involved in the pathogenesis of chronic inflammatory
bowel disease. The aim of the present study was to determine the role of endothelins (ET) on
experimental colitis. Colitis was induced by intrgcolonic (i.c.) administration of trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS; in 0.5 ml 50% ethanol) in Wistar-Albino male rats (200-280 g). In the
vehicle (T) group, animals received ethanol enema, while the rats in the control group (K)
received no i.c. instillation. Following the induction of colitis, rats were given orally either
Bosentan, a non-selective ET receptor antagonist, (BS; 100 mg/kg in 5% arabic gum) (ABT)
or arabic gum (AKL) by gavage for 2 days. Also two more groups of rats were given BS or
arabic gum for 14 days (KBT and KKL, respectively). On the third day, animals from AKL
and ABT groups and on the 15™ day, animals from KKL and KBT groups underwent
laparotomy. Radiolabelled Cr* (0.4 pCi) was instilled into cecum of the rats. After 60 minutes,
rats underwent relaparotomy followed by excision of the whole colon.. After performing the
macroscopic damage scoring, colon was divided into 10 equal pieces. Each segment’s
radioactive emission was measured by gamma counter and geometric center of each colon was
calculated as an indicator of colonic transit time. Blood was withdrawn from the portal vein for
the determination of plasma protein oxidation (PO) level and the colon was then excised for the
determination of myeloperoxidase (MPQ) activity and also for macroscopic and histologic
inflammatory assessment. MPO activities of colonic tissues were elevated in AKL and KKL
groups (325.1+44.9 u/g wet weight (ww) and 431.8+54.6 u/g ww) as compared with K group
(73.6x11 u/g ww). PO levels were found to be significantly increased in KKL group
(1158.1+63.4 nmol/ml) compared with K and T groups (274.3+23.1 nmol/ml and 490+52.2
nmol/ml). BS treatment significantly reduced both the PO level (375.5+46.9 nmol/ml) and

MPQO activity (167.5+35.8 u/gr ww) in KBT group with respect to KKL group. Macroscopic
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lesion indices (MLI) of colon were assessed as 0, 1.410.4, 4.810.6, 3+0.5, 3.840.3, 2.3+0.5 in
K, T, AKL, ABT, KKL and KBT groups, respectively. Histologically, there was a wide range
of severe inflammation evidence in AKL and KKL groups, whereas the findings of mild
inflammation in ABT and KBT groups were consistent with damage prevention. There was no
difference of colonic transit time among all groups, but the acceleration in AKL group
(3.52£0.4). In ABT group (3.8810.3), boseptan treatment did not revealed any significant
cbange in the accelerated transit time of AKL group. The results of the present study indicate
that the inhibition of ET receptors results in prevention of ulcer formation and a reduction in
colonic inflammatory response, as assessed by significant decreases in both PO levels and
MPO activity. But, there observed no effect of ETs on colonic motility. In conclusion, it may
be suggested that ETs are involved in the pathogenesis of colonic injury in this animal model of

chronic colitis.
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