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GIRIS VE AMAC

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 (IBH) gastrointestinal kanalin kronik inflamatuvar
patolojileridir. Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastaligi (CH), IBH’ nin en énemli iki &rnegi
olup tanisi; Klinik, endoskopik ve histolojik bulgularin degerlendirilmesi sonucu konur.
Yaklagik bir asirdir bilinmesine ragmen, IBH’nin etyopatogenezi tam olarak ortaya
konulamamustir. IBH’de genetik yiik, cevresel faktdrler ve mukozal immiin yanitin karmasik
bir etkilesimi s6z konusudur. IBH, hem dogal hem de edinsel immiin sistemin aktif olarak
olaya katildigi, inflamasyonla sonlanan bir siirectir. Bu siire¢ basladiktan sonra kronik,
tekrarlayict bir karakter kazanir, denetlenemez, kontrol edilemez, hafifletilemez ve doku
hasar1 ile sonuclanir. Inflamasyon sadece gastrointestinal kanalda smirli olmayip, birgok
sistem ve organi da ilgilendiren zengin klinik tablolara neden olabilir (1).

Altta yatan neden ne olursa olsun kolonda ortaya c¢ikan hasarda, dokunun yaniti
hemen hemen ayni sekilde olmaktadir. Bu yanit sonucu olusan nonspesifik inflamatuvar
kolitin akut déneminde; cesitli derecelerde mukozal iilserasyon ve erozyon, kolon bezlerinin
distorsiyonu, goblet hiicrelerinin azalmasi, mukozal ve submukozal 6dem ve buna eslik eden
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu goriilmektedir (1).

IBH’de inflamatuvar yanit bilinmeyen bir patojene karsi gelistirilmis normal bir yamt
olabilecegi gibi bilinen bir ajana kars1 verilen sira dis1 bir yanit da olabilir. Barsak epitelinin
iltihabi olaylar1 baslatmaktaki rolii; bir taraftan antijen sunan hiicre olarak antijeni major
histokompabilite kompleksi aracilifiyla T hiicrelerine sunmak, diger taraftan da antijenler
aracilifiyla uyarilan sitokin, kemokin ve diger proinflamatuar maddelerin meydana getirdigi
inflamasyonu yaymaktir. IBH’de barsak epitel hiicresi antijen sunan hiicre olarak gérev

yaptiginda normal insanlardakinin aksine T hiicre toleransi yerine T hiicre aktivasyonu
1



meydana gelmektedir. Bu bozukluk bazi Human Leukocyte Antigens Class 2 (HLA-2)
haplotipleri ile iligkilidir. Sonug olarak T lenfosit alt gruplarinda tekrarlayan bir aktivasyon
olusur. IBH’deki inflamatuvar siireci tam olarak anlamak ve cesitli asamalarina miidahale
etmek hastaligin tedavisinde yeni ufuklar agacaktir (1).

Sirolimus diger immunosupressanlardan farklt bir mekanizma ile antijen ve sitokin
uyarilmasma cevap olarak olusan T-lenfosit aktivasyonunu ve g¢ogalmasini onledigi gibi
antikor olusumunu da Onler. Sirolimus immunosupressif kompleks olusturmak iizere
hiicrelerde immunofilin, faktér baglayici protein-12’ye (FKBP-12) baglanir. Bu kompleks
memelilerde diizenleyici bir kinaz olan “Target of Rapamisin” (TOR)’ a baglanarak aktif hale
gelmesini onler. TOR’nin aktif hale gelmesinin 6nlenmesi ile hiicre siklusunun G1 fazindan S
fazina gegmesi Onlenerek sitokine bagli T-hiicre ¢ogalmasi baskilanir (2).

Calismamizda, asetik asit ile deneysel kolit olusturulan ratlarda, oral sirolimus
uygulamasinin inflamatuvar siirece ve kolon mukozasindaki makroskopik, mikroskopik ve

immiino histokimyasal degisikliklere etkisi incelenecektir.



GENEL BIiLGILER

INFLAMATUVAR BARSAK HASTALIKLARI

Tanim

Inflamatuvar barsak hastaliklari, intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasartyla
baglayan, intestinal ve ekstra intestinal belirtilere sebep olan, bozulmus immiin cevapla
karakterize, sik goriilen kronik bir gastrointestinal sistem hastaligidir. IBH bashig altinda
birbiriyle iliskili ancak iki farkli hastalik olarak tanimlanan UK ve CH yer almaktadir. UK,
rektumdan proksimale dogru degisik uzunluklardaki (arada saglam kisim birakmaksizin)
kolon mukozasini tutan, remisyon ve alevlenmelerle seyreden kronik bir hastaliktir. CH ise
agizdan aniise kadar tiim sindirim kanalin1 segmenter tarzda ve transmural olarak tutan,
remisyon ve alevlenmelerle seyreden bir hastaliktir. Her ikisi de sadece sindirim kanalina

0zgii hastaliklar olmayip, barsak dis1 tutulumlari da olabilen sistemik hastaliklardir (3).

Epidemiyoloji

Rastlanma sikhgi cografik bolgelere gore biiyiik farkhliklar gosteren UK ve CH,
Kuzey Avrupa iilkelerinde, Kafkas irkinda ve Yahudilerde daha fazla goriillmektedir (4). Her
iki hastalik da her yasta goriilebilmesine karsin en sik 2 - 3. dekadda baslar, 55 - 65 yaslarinda

ikinci kez pik yapar. Kadmlarda, erkeklere nazaran daha fazla goriilir. UK olgularimin %

5’inde ailevi bir yatkinlik bulunur. Hastaligin prevalans: tiim popiilasyonda 20-130/100000
iken insidanst 1.3-15.1/100000/yil’dir. CH, beyaz irkta daha sik goriilir. Hastaligin
prevalans: tiim popiilasyonda 10-70/100000 iken insidans: 0.5 - 6.3/100000/y1l’dir (5).



Etyopatogenez

Genetik faktorler: Bati Avrupa, Kuzey Amerika, Yahudi, Japon topluluklarinda ve
beyaz irkta sik goriilmektedir (6). IBH’de en &nemli risk faktorii pozitif aile dykiisiidiir (7). %
15 hastanin birinci derece akrabalarinda IBH vardir (8). Aile dykiisii CH’de UK olgularina
gore daha belirgindir. UK olgularinin birinci derece akrabalarinda UK olasilig1 % 5.7 — 15.5,
CH olasiligt % 6.6 — 15.8 olarak belirlenmistir. Akrabalar arasinda hastaligin tipi, davranis
paterni ve ekstraintestinal semptomlar biiylik 6l¢iide benzerlik gostermektedir (9). Bazi
genlerde genetik yatkinhigin saklandigi ve c¢evresel faktorlerin bunlari aktive ettigi ileri
siiriilmektedir. UK olgular1 ile HLA-2 ile iliskisi arastirilmis; HLA-DRB1*1502 ve HLA-
DRB1*0103 ile baglantt bulunmustur. HLA sistemi yanisira proinflamatuvar ve regulatuvar
sitokinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmin de etkili olabilecegi yoniinde arastirmalar
mevcuttur. Insidans monozigot ikizlerde artmistir. Hastaliga yatkinligi belirleyen ve hastalik
spesifisitesini etkileyen genler, hastaligin yayginligi ve siddeti ile medikal tedaviye cevabi
gibi klinik fenotipi belirleyen genlerden farklidir (10). Kromozom 16, 12, 6, 14, 5, 19, 1 ve 3
ile IBH arasinda baglantilar saptanmus, bunlar Inflammatory Bowel Disease (IBD) 1-9 genleri

olarak isimlendirilmistir (11).

Cevresel faktérler: IBH patogenezinde gevresel faktorlerin rolii en az bilinmektedir.
Bu roliin 6nemi, gecen 50 yil icinde az gelismis {ilkelerde ilerleyen endiistrilesme ile
hastaligin artmast ve gelismis diinyada CH’nin sikligindaki gbze c¢arpan artisla
desteklenmistir. Gastrointestinal kanal viicudun en ¢ok antijenle karsilasan boliimlerindendir.
Bu antijenli gidalar, gidalardaki katki maddeleri, disaridan alinan bakteriler ve flora
bakterileri mukozal immiin yamti baslatabilir. Insan organizmasi saglkli sartlarda bile
proksimal ince barsaklardan kolona dogru artan sekilde biiylik oranda bakteri
barmdirmaktadir. IBH’nin patogenezinde mukozal diizeyde flora bakterileri ve bunlara
yonelik immiin yanit arasinda dinamik dengenin 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (12).

Mikrobiyal ajanlar IBH patogenezi ile siki iliskili goriinmektedir. Gegtigimiz 40 yil
boyunca organizmalar iizerinde yogun arastirmalar yapilmasina ragmen tek bir spesifik
enfeksiyonun IBH’nin patogenezinde rolii oldugu acikca gdsterilememistir. IBH olgularda
Bacteroides, Eubacterium ve Lactobasillus gibi normal kolon florasi azalmis olup, Pectinatus,
Sutterella, Clostridia, Fusobacterium, M. paratuberculosis, Verrucomicrobium, Helicobacter

Hepaticus gibi patojenler artmistir (13). Genetik olarak duyarli bireylerde mukozal



gecirgenligin artmasi, patojen bakterilere verilen yanitin artmasina, normal flora bakterilerine
toleransi azaltarak immiin yanit1 baglatmaktadir (14).

Sigaranin, UK’ye Kkars1 koruyucu, CH’de ise uyarici ve alevlendirici etKisi
bulunmaktadir. Apendektominin, UK’e karst koruyucu etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir.
Diyette bulunan karbonhidrat, nisasta ve rafine sebze kullanimi, asirt yag alimi, meyve ve
sebze lifli gida alimi, fast food tipi beslenme, kahve, alkol, tahil, hububat ve anne siitiiniin
etiyolojideki roliine ait ¢eliskili yaymlar mevcuttur. Yiiksek sosyoekonomik diizey ve hijyeni
olan kKisilerde UK insidansinin arttigi goriilmiistiir. Nonsteroid antiinflamatuvar ilag
kullammi, UK’yi agirlastirmakta ve inaktif {ilseratif proktokoliti presipite ederek
tekrarlamasina neden olmaktadir. UK’nin ilkbahar ve sonbaharda, CH’min ise kis ve
sonbaharda niiks ettigi bilinmektedir. Hastalarin psikolojik durumu ve stres, hastalig
alevlendirmektedir (14).

Mukozal immiin yamt: IBH’deki defektlerden biri ve belki de en onemlisi; barsak
epitelyum gecirgenliinin artmasi ve normalde bu bariyeri gecemeyen besin antijenleri,
bakteriyel toksinler ve mikroorganizmalar ile nonspesifik intestinal inflamasyonun
tetiklenmesidir. Barsak epitelinin iltihabi olay1 baslatmadaki rolii, bir taraftan antijen sunan
hiicreler olarak major histokompatibilite kompleksi araciligiyla T hiicrelerine antijeni sunmak,
diger taraftan da antijenler aracilifiyla uyarilan sitokin, kemokin ve diger proinflamatuvar
maddelerin meydana getirdigi inflamasyonu dalga dalga yaymaktir. Musin yapisindaki
degisiklikler de bu olaya katkida bulunur (15).

Her iki hastalikta da CD4" T hiicreleri mukozada, bunlarin sekrete ettikleri sitokinler
ise hem mukozada hem de periferik kanda artmistir. CD4" T hiicreleri 6zgiil immiin yanitin
kritik ydnlerini diizenlerler. CD4" T hiicreleri fonksiyonlar1 ve 6zgiil sitokinleri isleme
yeteneklerine gore Thl veya Th2 olarak siniflandirilmistir. Thl hiicreleri hiicre aracili immiin
cevabi diizenler ve IL-2, IL-12 ve INF-y salgilama yetenekleri ile karakterizedirler. Aksine
Th2 hiicreleri salgisal cevaplara aracilik ederler ve IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve 1L-13 salgilarlar.
Bu alt gruplar anahtar sitokinler arasinda karsilikli olarak bir digerini diizenlerler.

INF-y, Thl hiicreleri tarafindan tiretilir ve Th2’nin gelismesini baskilar halbuki IL-4, 1L-10 ve
IL-13, Th2 hiicreleri tarafindan salgilanir ve Thl cevaplarini inhibe eder (16). T hiicre

diferansiyasyonu ve interlokin yollar1 Sekil 1’de gosterilmistir.
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IL: Interlokin; IFN: Interferon; TGF: Transforming Growth Factor; TNF: Tumor Necrosis Factor; TL1A:
TNF-Like Factor 1A; Th: T helper; CD: Cluster of Differentiation.

Sekil 1. T hiicre diferansiyasyonu ve interlokin yollar:

UK de sitokin yapilar1 tam olarak aciklanamazken, CH ise Th1 sitokinlerle iliskilidir;
UK’de Th1/Th2 oram1 tam olarak uymaz ancak en azindan oturmus hastalikta sitokin
salgilanmas: Th2 cevabina daha ¢ok benzer (16). Boylece CD4" T hiicreleri immiin cevabin
sekillenmesinde acik¢a 6nemli bir rol oynar ve Th1 cevaplarin inhibisyonu IBH nin, 6zellikle
de Th1 etkilerinin kanitlarinin en giiglii oldugu CH’nin tedavisinde 6nemli bir hedef olusturur.
Hatta giinimiizde inflamasyona yol agan esas anormalligin kommensal bakterilere karsi
mukozal asirt cevapliliga neden olan abartili T hiicre cevabinin oldugu bilinmektedir (17).

CH ve UK’li hastalardaki endojen florayla periferal kan ve kolonik lamina propria CD4" T



hiicrelerinin ¢apraz reaksiyonu, bu hastaliklarin patogenezinde konak florasina karsi1 anormal
T hiicre 6zgiil immiin cevabinin 6nemini destekler (18).

Saglikli mukozada inflamatuvar cevap olusumunda efektor ve regiilator T hiicre alt
topluluklart 6nemli gorev Ustlenir. Efektor T hiicreleri intestinal inflamasyona neden olma
yetenegine sahiptir ve regiilatér T hiicreleri inflamasyonu kontrol edebilir veya onleyebilir.
Regiilator T hiicrelerinin invivo immiin baskilayici aktivitesi IL-10 ve Timdr Biyiime
Faktorti B (TGF-B) tiretimini gerektirir ve T hiicre aktivasyonunun negatif bir diizenleyicisi
olan sitotoksik T lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-4) araciligiyla sinyallenmeye baglidir.
Patojenlerle ugrasan aktif T hiicrelerindeki apoptozun hizlanmasi immiin cevabin
sonlanmasina neden olur (19). CH’lilerde mukozal T hiicreleri apoptoza direnglidir ki bu
durum T hiicrelerinin yigilmasina ve inflamatuvar cevabin devam etmesine neden olur. Bu
direncin, IL 6’nin yiiksek mukozal konsantrasyonlariyla T hiicrelerinin sinyallenmesine baglh

oldugu ileri siiriilmiistiir (20).

Patoloji

Ulseratif kolit, genellikle rektumu ve kolonun proksimale dogru yayilan bir kismini
veya tamamini tutabilen mukozal bir hastaliktir. Hastalarin % 40 - 50°sinde tutulum rektum
ve rektosigmoide smirlidir; % 30 - 40’1nda ise sigmoid kolonun proksimaline ge¢mekte ancak
tim kolonu tutmamaktadir; % 20’sinde de pankolit mevcuttur. Proksimale yayilimin
devamliligit mukozada tutulmamis alan birakmaksizin gergeklesir. Tiim kolon tutuldugunda
hastalarin % 10 - 20’sinde inflamasyon terminal ileumun 2 - 3 cm igine yayilmaktadir. Buna
tagma tipi ileit Backwash ileitis ad1 verilir (21). Backwash ileitinde endoskopik degisiklikler
hafif ve ylizeysel olup ¢ok az klinik 6nem tasirlar. Her ne kadar makroskopik aktivitedeki
varyasyonlar atlayan alanlar oldugu izlenimini verse de normal gériinen mukozadan alinan
biyopsiler genellikle anormaldir. Bu nedenle endoskopi sirasinda proksimal veya distalde
tutulum yokmus gibi goriinen mukozadan da coklu biyopsi alinmasi olduk¢a Onemlidir.
Efektif tibbi tedavi alan hastalarda atlayan lezyonlar ve buradan alinan biyopsilerde
mikroskopik olarak normal saptanabilmektedir. Hafif inflamasyonda mukoza eritematoz
goriiniimdedir ve zimpara kagidina benzeyen ince graniiler yilizeye sahiptir. Daha siddetli
hastalikta mukoza hemorajik, 6dematéz ve iilsere goriiniimdedir. Uzun siiredir devam eden
hastalikta epitelyal rejenerasyonun sonucu inflamatuvar polipler (psddopolipler) olusabilir.
Remisyonda mukoza normal goriinebilir. Ancak uzun yillardir hasta bireylerde atrofik,

niteliksiz goriinimde olan tiim kolon daralmis ve kisalmis hale gelir. Fulminan hastalikli



bireylerde barsak duvarinin inceldigi ve mukozanin ileri derece iilsere oldugu kisimda toksik
kolit veya megakolon gelisebilir ve bu perforasyona neden olabilir (1,7,21).

Histolojik bulgular, endoskopik goriiniim ve UK’nin klinik seyiri ile es giidiimliidiir.
Inflamatuvar olaylar fulminan hastalik disinda mukoza ve yiizeysel submukozaya smirli olup
derin tabakalar etkilenmemistir. UK de iki major histolojik 6zellik kronik hastalik izlenimi
uyandirmakta ve infeksiyoz veya akut kendi kendine sinirlayan kolitten ayirmada yardime1
olmaktadir. Birincisi kolonda kript mimarisi bozulmus, kriptlerin sayis1 azalmis, ikiye
boliinmiis ve ¢ogu zaman kript tabani ve muskularis mukoza arasinda bosluk olusmustur.
Ikincisi bazi hastalarda bazal plazma hiicreleri ve multipl lenfoid agregatlar mevcuttur.
Notrofiller, lenfositler, plazma hiicreleri ve makrofajlardan olusan inflamatuvar hiicre
infiltrati, fokal hemoraji ve 6demle birlikte mukozal vaskiiler konjesyonu olusturmaktadir.
Kriptlerde epitele notrofil akini, genelde kriptite neden olur. Sonugta kript apsesi gelisir.
Backwash ileitli bireylerde ideal degisiklikler villoz atrofiyi artmig inflamasyon ile birlikte
kript rejenerasyonunu lamina propriada artmis notrofil ve mono niikleer inflamasyonu, yamali

kriptiti ve kript apselerini icermektedir (1,7,21).

Klinik

Ulseratif kolitte majér semptomlar diyare, rektal kanama, tenezm, mukus pasaji ve
kramp tarzinda karin agrisidir. Semptomlarin siddeti hastaligin yayginlhigiyla dogru orantilidir.
UK akut olarak kendini gosterse de genellikle semptomlar haftalar veya aylar once
baslamaktadir. Bazen diyare ve kanama aralikli ve hafif olabilir. Bu nedenle hasta tibbi
yardim aramaz. Proktitli hastalar genelde taze kan veya kanli mukus, kanla karigik gaita ya da
sert gaita lizerinde ¢izgilenme bildirmektedirler. Ayn1 zamanda tenesmus veya tam olmayan
diskilama istegi hissi ile birlikte sikisma tariflerler. Ancak nadiren karin agrilari mevcuttur.
Proktit veya proktosigmoididte proksimal gecis yavaslar. Bu nedenle distal hastaligi olan
bireylerde konstipasyon goriilebilmektedir. Hastalik rektumun proksimaline yayildiginda kan
genellikle gaita ile karigiktir veya siddetli, kanl diyare dikkat g¢ekici olabilir. Diyare ¢ogu
zaman nokturnal ve / veya yemek sonrasidir. Siddetli agri, belirgin semptom olmamasina
ragmen aktif hastalig1 olan bazi bireyler karin alt bolgede miiphem bir rahatsizlik hissi veya
gobek c¢evresinde hafif bir kramp tarif ederler. Siddetli kramp ve karin agris1i hastaligin
siddetli ataklariyla olusur. Bulanti, istahsizlik, kusma, ates ve kilo kaybi hastaliktaki diger
semptomlardir. Anal kanalda hassasiyet ve rektal muayenede kan proktitte fiziksel belirtileri

olusturmaktadir. Daha yaygin hastalikta kolon iizerine palpasyonda hassasiyet mevcuttur.
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Toksik kolitli bireylerde siddetli agr1 ve kanama goriilmekte ve megakolonda hepatik bolgede
timpanik ses alinmaktadir. Eger perforasyon gelismisse peritonit isaretleri mevcuttur

(1,7,21,22).

Laboratuvar, Endoskopik ve Radyolojik Ozellikler

Ulseratif kolit olgularinda laboratuvar degisiklikleri inflamatuvar aktivitenin
yaygmlig1 ve siddeti ile paralellik gosterir. Inflamasyon ne kadar genis bir bolgede ve agir ise
o kadar carpici laboratuvar degisiklikleri saptanir. Aktivite azaldik¢a laboratuvar bulgulari
diizelir ve remisyon déoneminde ise tamamen normallesir. Aktif hastalikta C-Reaktif Protein
(CRP) en hizli artan akut faz belirtecidir. CRP, IL-6 etkisiyle karacigerden sentezlenir ve
yarilanma 6mrii 19 saat gibi kisa siirelidir. Bu nedenle inflamasyondaki degisiklikleri dinamik
olarak izlememize yardim eder (23). Eritrosit sedimantasyon hizi aktif olgularda siiratlenir,
ancak inflamasyondaki diizelmeyi, CRP kadar hizlica yansitamaz. Aktif olgularda hemogram
degisiklikleri de gozlenir; 6rnegin orta yiikseklikte notrofil 16kositoz, trombositoz, uzun siireli
aktif olgularda hipokrom mikrositer anemi saptanabilir. Son yillarda inflamasyonu
degerlendirmek igin fekal belirteclerden yararlanilmaktadir. Ozellikle fekal kalprotektin ve
laktoferrin en sik kullanilanlardir. Her iki bilesikte aktive notrofillerden salgilanan
molekiillerdir ve inflamasyon ile iyi bir korelasyon gosterir. Ancak ekonomik olmamalari
nedeniyle yaygin olarak kullamlmamaktadir. Ozellikle fekal kalprotektin histolojik aktivite ile
yakin baglanti gostermektedir. Niiksleri ve pos inflamasyonunu 6n gérmede c¢ok yararhidir
(23).

Tani; hastanin hikayesine, klinik semptomlara, negatif gaita muayenesine,
sigmoidoskopik goriiniime ve rektum veya kolon biyopsi Orneklerinin histolojisine dayanir
(21). UK serolojik belirteglerle ¢alisilmaktadir. Anti ndtrofil sitoplazmik antikor P alt tipi (P-
ANCA), en sik iligkilendirilmis belirtegtir. P-ANCA aym1 zamanda kolonik yerlesimli CH
olgularinda pozitif olabilir. P-ANCA iliskili UK’de, tibbi tedaviye diren¢ ve daha erken
cerrahi gereksinime yatkinlik vardir. Ayrica cerrahi sonrasi ileal pos anal anostomoz yapilan
hastalarda kronik posit gelismektedir (22).

UK olgularinda endoskopik inceleme tanida, anatomik yayginlifin saptanmasinda,
tedavinin basarisinin takibinde ve kolorektal kanser taranmasinda kullanilan Oonemli bir
aragtir. Ileo-kolonoskopi baslangigta tiim olgulara yapilarak degisik kolon segmentlerinden ve
ileumdan biyopsiler alinmalidir. Aktif olgularda inflamasyon diffiiz, simetrik, kesintisiz

olarak rektumdan proksimale dogru yayilir. Goriintii olarak mukoza 6demli, graniiler, lizeri
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mukus sivali, inflamasyon agirlastikca kiiclik yiizeyel iilserlerden derine penetre olan bigime
dontigir. Mukoza dokunma ile ya da kendiliginden kanayabilir (mukozal frajilite).
Submukozal damar agi kaybolmustur. Hastalikli ve slim bdlge arasindaki sinir neredeyse
keskin bir bi¢imde belirmektedir. inflamasyonun siddeti kolonun distaline gidildikce
artmaktadir. Remisyon doneminde mukozada tam diizelme olabilir, bunun disinda mukoza
atrofik hale gelebilir. Submukozal damar ag: yeniden belirir. Eger mukozal onarim abartili
olarak gergeklesirse polipe yapilar ortaya ¢ikar. Bunlara pseudopolip ad1 verilir. Inflamasyon
uzun siireli ve kontrol edilemeyen siddette devam ederse, premalign mukozal degisiklikler
olusabilir.

Ulseratif kolitte goriinen en erken radyolojik degisiklik tek kontrastli baryumlu grafide
ince mukozal graniilaritedir. Siddetin artmasiyla mukoza kalinlagir ve yiizeyel iilserler
goriiliir. Derin iilseresyonlar yaka diigmesi seklinde goriinebilir ve iilserasyonun mukozaya
penetre oldugunun gostergesidir. Hafif hastalikta haustral kivrimlar normal olabilir ancak
aktivitenin artmastyla 6dematdz hale gelirler ve kalmlasirlar. Ozellikle uzun siireli hastalikta
haustrasyonlar kaybolur. Dahas1 kolon kisalmis ve daralmig hale gelir. Kolondaki polipler
post inflamatuvar polip veya psddopolip, adenomatdéz polip ya da karsinom olabilir.
Bilgisayarli tomografi goriintiilemesi tanida endoskopi ve baryumlu grafi kadar faydali
degildir. Ancak hafif duvar kalinlasmasi (< 1,5 cm) homojen olmayan duvar dansitesi ince
barsakta kalinlagmanin olmamasi, perirektal ve presakral yag artisi, rektumda hedef tahtasi

goriiniimii ve adenopati gibi tipik bulgular igermektedir (21).

Komplikasyonlar

UK genellikle yavas baslangigli, uzun bir siirede dalgalanmalar gdsteren bir hastaliktir.
Cogunlukla kanli diskilama baska bir nedene baglanarak tanida gecikmelere yol acar. Klinik
siddet acisindan degerlendirildiginde olgularin % 20’si hafif, % 71°i orta, % 9’u ise agir
aktiviteli olarak baslangig gosterir (24). Etkin bir medikal tedavi ile UK olgularinda
komplikasyon olasilig1 azaltilabilir.

Hastalarm % 1’inde siddetli ataklarda masif kanama olur ve genellikle hastaligin
tedavisiyle kanama da durmaktadir. Ancak 24 — 48 saat icinde 6 — 8 Uinite kan gerekirse
kolektomi endikedir. UK nin siddetli ataklarinda haustrasyonlarin kaybi, transvers veya sag
kolonun ¢apmin 6 cm’yi gegmesi toksik megakolon olarak tanimlanmistir. Mega kolon
ataklarin % 5’inde gelisebilir; elektrolit anormallikleri ve narkotik kullanimi bu durumu

tetikleyebilir. Akut dilatasyonlarin % 50’si tek basina tibbi tedavi ile gerilemektedir. Ancak
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diizelmenin olmadig1 durumlarda acil kolektomi gereklidir. Ozellikle glukokortikoid alan
hastalarda perforasyon lokal komplikasyonlarin en tehlikelisidir ve peritonitin fiziksel
bulgular1 asikar hale gelebilir. Her ne kadar perforasyon oldukga seyrek goriilse de toksik
kolon ile komplike olmus hastalarda perforasyonun mortalitesi % 15’tir. Dahas1 hastalarda
dilatasyon olmadan pefore olabilecek toksik kolit ve agir {ilserasyonlar gelisebilir (1,7,21,22).
Striktiirler hastalarin % 5-10’unda gelisir ve altta yatan neoplazi olasilig1 nedeniyle UK de
her zaman kaygilandirmaktadir. UK’de inflamasyon ve fibrozis zemininde selim striktiirler
gelisebilse de kolonoskopla gegilemeyen striktiirler, aksi kanitlanana kadar habis farz
edilmelidir. Kolonoskopun gegisini engelleyen bir striktiir, cerrahi endikasyonudur. UK
hastalarinda zaman zaman anal fissiirler, perianal apseler veya hemoroidler gelisebilir. Ancak

yaygin perianal lezyonlarin varligit CH’yi akla getirmelidir (1,7,21,22).

Ekstraintestinal Bulgular

Inflamatuvar barsak hastalig1 primer olarak barsagi tutmakla beraber diger organ ve
sistemlerdeki bulgular da eslik edebilir. Ekstraintestinal bulgular klinik aktivitesi barsak
hastaliginin aktivitesine bagli olanlar ve barsak hastaliginin aktivitesinden bagimsiz olanlar
olarak iki ana grupta degerlendirilebilir. Bunlardan gezici artrit, piyoderma gangrenosum,
eritema nodosum hastaligin kontrol altina alinmasiyla birlikte gerilerler. Tersine sklerozan
kolanjit, ankilozan spondilit barsak hastalig1 kontrol altina alinsa dahi progrese olmaya devam
edebilir. Yine IBH’de tromboembolik olaylara yatkinlik, iiveit ve episklerit gibi okiiler

komplikasyonlar, metabolik kemik, malabsorpsiyon ve iiriner kalkiil goriilebilir (1,7,21).

Tedavi

IBH’de medikal tedavinin amaci aktif hastalik durumunda remisyonu saglamak,
remisyondaki hastalikta ise bu siireci uzatmaktir. Tedavi genellikle 6miir boyu yapilir. Tedavi
hastaligin yerlesim yerine, agirlik derecesine ve komplikasyonlarin varligina gore belirlenir.
Hastalarda  kullanmilan  bashica  ilaglar;  antiinflamatuvarlar,  immunosupresifler,
immunomodulatorler, antibiyotikler ve destekleyici ajanlardir (25).

Aminosalisilatlar: inflamatuvar barsak hastaliklarmin temel ilaci antiinflamatuvar
etkili aminosalisilatlardir. Tlk kez 1965 yilinda kullanilmaya baslanmistir. Bu grubun ilk iiyesi
olan sulfasalazin, sulfapiridine azo bagiyla baglanmis 5-aminosalisilik asid'den (5-ASA)
ibarettir. Bu bilesikteki sulfapiridin tasiyici olup, esas etkili ve aktif kismi 5-ASA'dir.
Bunlardan klinik kullanimda olanlar1 olsalazin, mesalazin ve balsalaziddir (25). 5-ASA'nin
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muhtemel etki mekanizmalari arasinda "Natural Killer" (NK) hiicrelerinin, antikor sentezinin,
siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollarinin ve nétrofil fonksiyonlarinin inhibisyonu ile serbest
oksijen radikallerinin temizlenmesi yer alir. 5-ASA agiz yoluyla direkt verildiginde, hemen
hemen tamamu iist sindirim kanalindan emilir ve kana gecer. IBH de 5-ASA, etkisini sindirim
kanalindaki inflamasyonlu bolgeye ulasip diffiiz olarak da gosterir, yani topikal etkilidir.
Sulfasalazin agiz yoluyla alindiginda ¢ekuma ulasinca bakteriler azorediiktaz enzimi
araciligiyla sulfasalazin ve 5-ASA arasindaki azo bagini pargalar ve aktif bilesik 5-ASA agiga
cikar. Sulfapiridin hizla emilip karacigerde metabolize edilir ve idrarla atilir. 5- ASA' nin %
25 kadar1 kolondan emilir, geri kalan1 digki ile degismeden atilir (7,25). Sulfasalazindeki
tasiyici inaktif molekiil olan sulfapiridin, sulfasalazin kullananlarda rastlanan yan etkilerin
biiyiik kismindan sorumludur. Sulfasalazin alanlarin % 25-30'unda doza bagli (bulanti,
kusma, istahsizlik, folat malabsorbsiyonu, basagrisi, sag dokiilmesi) veya asiri duyarhiga bagh
(ras, hemolitik anemi, agraniilositoz, toksik hepatit, pankreatit, fibrozan alveolit, oligo-
azospermi) yan etkiler goriilebilir. Hastalarin % 15'inde bu yan etkiler sulfasalazinin
kesilmesini gerektirecek ciddiyettedir (25). UK’de hem remisyonun saglanmas: hem de
idamesinde sulfasalazin ve 5-ASA bilesikleri esdeger dozlarda esdeger etkinlige sahiptir,
ancak sulfasalazin ¢ok daha ucuzdur. Dolayisiyla UK’de ilk kullamlacak oral aminosalisilat
bilesigi sulfasalazindir. Geng erkeklerde ve sulfasalazin intoleransinda 5-ASA verilir. CH’de

oral aminosalisilat se¢imi hastaligin tutulum yerine gore yapilir (7,25).

Kortikosteroidler: UK’nin alevlenme dénemlerinde hizli ve efektif olarak
semptomlar azalttiklarindan hala énem tasimaktadirlar. Orta ve ciddi siddetteki UK
hastalarinda ve CH’de kullanilmaktadir. Etki mekanizmalari arasinda arasidonik asit
olusumununun engellenmesi, 16kosit fonksiyonlarinin degismesi ve proinflamatuvar sitokin
prodiiksiyonunun azalmasi sayilabilir (1). Kortikosteroidlerin kisa ve uzun donem yan etkileri
yiiziinden IBH'de ¢ok uzun siire kullanilmalar: énerilmez. Ayrica bu hastalarda kortikosteroid
tedavisine kars1 direng gelisebilir (26). Glukokortikoid reseptorleri yaygin olarak bulundugu
icin kortikosteroid kullanimina bagli yan etkiler kaginilmazdir. Bu yan etkileri; hastalarin
biiylik kisminda hemen baslayanlar (uyku bozuklugu, psisik degisiklikler, Cushingoid
gorliniim, akne, istah artmasi, sivi retansiyonu, dispepsi), predispoze bir durumun aktive
olmasi (hipertansiyon, psikoz, hiperglisemi, diyabet, peptik iilser), uzun siireli kullanima bagh
(osteopeni, biiyiimede duraklama, miyopati, stria, santral yag toplanmasi) ve idiyosenkroziye

bagl (vaskiiler nekroz, katarakt) olarak ozetleyebiliriz (1,26). Kortikosteroidler orta, agir ve

12



fulminan UK hastalifinda, orta ve agir CH’de remisyon indiiksiyonunda birinci basamak
ajanidir. Oral, intravendz (iv) ve lavman olarak ¢esitli bigimlerde hastanin gereksinimine gore

kullanilirlar.

Immunsupresifler: UK’de piirin analoglar: olan 6-Merkaptopiirin ve onun &n ilact
olan Azotiyopirin RNA ve DNA sentezini ve bdylece hiicre biiyiimesini inhibe eden piirin
antagonistleridir. Steroid ihtiyacin1 azaltmasi ve direngli vakalarda hizli remisyon saglamasi
son yillarda kullanimini arttirmistir. Akut hastalikta 5-ASA preparatlar: ile ayni etkiyi
gosterirler (27).

Siklosporin: Siklosporin-A (CSA) hem hiicresel hem humoral immiin sistemi inhibe
eden lipofilik bir peptittir. TH lenfositlerinin IL-2 iretimini bloke eder. CSA siklofiline
baglanir ve bu kompleks T hiicre aktivasyonunu saglayan bir sitoplazmik fosfotaz enzimi olan
kalsinorini inhibe eder. Ayrica T hiicrelerini bloke ederek dolayli yoldan B hiicre
fonksiyonlarini da inhibe eder. intravendz glukokortikoidlere refrakter agir UK de iv verilen
CSA etkili olup % 82 olguda cevap alinir. Kolektomiye alternatif olabilir. CSA ciddi
toksisiteye neden olabilir. Renal fonksiyon monitorizasyonu sik yapilmalidir. Hipertansiyon,
gingival hiperplazi, hipertrikoz, parestezi, tremor, bas agrisi, elektrolit anormallikleri, bilinen

yan etkilerdir. Firsat¢1 enfeksiyonlar agisindan da dikkatli olunmalidir (21).

Metotreksat: Bozulmus DNA sentezi ile sonuglanan dihidrofolat rediiktaz enzimi
inhibitoriidiir. Ek antiinflamatuvar 6zellikleri 1L-1 iiretimindeki azalma ile iliskili olabilir.
Genellikle CH’de remisyon indiiksiyonu ve glukokortikoid dozunu diisiirmekte kullanilir.

Lokopeni, hepatik fibroz, nadiren hipersensitivite pndmonisi potansiyel toksisitelerdir (21).

Takrolimus: Takrolimus CSA’ya benzer immiinomodiilatuvar 6zellikleri olan
makrolit gurubu antibiyotiktir. CSA’dan 100 kat daha potenttir. Emilimi mukozal biitiinliige
ve safraya bagl degildir. Steroid bagimli veya refrakter UK ve CH’de etkindir (21).

Antibiyotikler: IBH’nin tedavisinde antibiyotiklerin roliine iliskin ¢ok az veri vardir.
Bunlar CH’nin tedavisinde uzun siiredir basariyla kullanilirken UK’de etkinlikleri hakkinda
inandiric1 kanitlar yetersizdir. CH’de, siprofloksasin ve metranidazolun kombinasyonuyla %

76 olguda cevap alinmistir (28). Metranidazol, ileum ya da ¢ikan kolon tutulumu olan ve agir
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perianal hastalig1 olan Crohn hastalarinda kullanilmaktadir. Siprofloksasin ise metranidazolii
tolere edemeyen hastalarda alternatif olarak kullanilmaktadir. Ayni antibiyotikler, fistilli

veya intraabdominal abseli Crohn hastalarinda da basariyla kullanilir (29).

Biyolojik ajanlar: Anti TNF ajanlar kullanilan ilk biyolojik tedavilerdir. TNF a
lizerine simerik IgG1 antikoru olan infliksimab orta ve agir aktif UK’de kullanilmaktadir.
Azotioprin ile kombine edildiginde tek basina kullanimina gore steroidden bagimsiz daha
uzun remisyon siireleri elde edilmistir. Infliksimaba karsi gelisen antikorlar tedavinin
etkinligini dlslirmektedir. Diger TNF ajanlarda da (adalimumab, sertolizumab pegol)
infliksimabta oldugu gibi hematolojik maligniteler, tiiberkiiloz, firsat¢1 fungal enfeksiyonlarin
riski artmistir. Bagka tedaviler i¢in monoklonal antikorlar (IL-12, IL-23) gelistirme ¢abasi
devam etmektedir (1,7,21,22).

PROLIFERE HUCRE NUKLEER ANTIJENI

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA), ilk kez 1986 yilinda Bravo tarafindan
bulunmus ve siklin olarak adlandirilmigtir. Geni 20. kromozomda yerlesiktir. Bu protein hem
bitkilerde hem hayvanlarda bulunur. Hiicrelerde baslica DNA replikasyonu veya sentezi olan
yerlerde bulunur (30). Genomik DNA replikasyonu, rekombinasyonu, tamiri ve DNA
polimeraz gama igin gerekli hiicre proliferasyonunun baglamasinda 6nemli rolii olan 36
kilodalton agirliginda temel bir proteindir (30,31). Hiicre siklusunun G; fazinda
sentezlenmeye baslayan PCNA, S fazinda en yiiksek seviyesine ulasir. G, ve mitoz evresinde
ise PCNA miktar1 diiser. G; evresinden S evresine gegen hiicrelerde PCNA ekspresyonu
¢ekirdekte belirlenerek bir hiicrenin mitotik aktivitesi izlenebilir (30). Kolon dokusunda hiicre

kayb1 veya DNA sentezinde bozulmalar oldugu zaman PCNA diizeyi azalir.

SIROLIMUS

Sirolimus, diger adiyla rapamisin, 1975 yilinda Paskalya adasinda bulunan toprak
numunesinden elde edilen Streptomyces hygroscopicus adli bakteri ailesinden izole edilmis
bir peptiddir (2). Kimyasal formiili C51H79NO13 olup formiiliin sematize hali asagidaki
gibidir (Sekil 2).
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Raparmyrin
Chernical formula: 5 Hag Oy

Sekil 2. Sirolimusun kimyasal yapisi (2)

Yirmi yili asan c¢aligmalar sonunda, rapamisinin yeni bir immunsupresyon
mekanizmasini da kapsayan ¢ok cesitli ve ilging 6zellikleri ortaya konmustur. Bu nedenle bu
ajanla ilgili olarak kemoterapiden, organ transplant rejeksiyonuna; kardiak cerrahide
uygulanan stentlerin agik tutulmasindan, kornea yaniklari tedavisine pek ¢ok alanda degisik
denemeler yapilmis ve pek ¢ogunda da olumlu sonuglar alinmustir. Ozellikle organ
transplantasyonu konusunda kisitli dondr sayisi géz 6niine alindiginda rejeksiyon gibi major
bir problemin ortadan kaldirilmasinin 6nemi daha iyi anlagilacaktir. Diger immunsupresan
ilaglardan farkli etki mekanizmasi ve az sayidaki yan etkisiyle tip diinyasinda kisa siirede
popiilerlik kazanmis bu ajanla ilgili genis ¢alismalar halen devam etmektedir. Sirolimus 1999
yilinda Food and Drug Administration (FDA) onay1 almis ve giiniimiizde kullanimi gitgide
yayginlasmaktadir (32).

Bir serin-treonin kinaz inhibitérii olan sirolimus, hiicre siklusunun G1 fazinda
duraklamaya ve apoptoza yol agar. Sirolimus, programli hiicre 6liimiinii ve T hiicrelerde
apoptozu tetikleyerek immiin sistemi bloke eder. Sirolimus, T hiicrelerinin zarina penetre
olarak, FKBP12 (FK 506 baglayici protein) adl1 bir hiicre i¢i reseptore baglanir. Bu kompleks
daha sonra FRAP (FKBP-Rapamisin baglayici protein) adli hiicre siklusunun G1 fazinin
regulasyonunu saglayan bir proteine baglanarak T hiicrelerinin IL-2’ye olan proliferasyon
seklindeki cevabini inhibe eder. Bu sekilde sirolimus hiicre siklusunu G1 fazindan tranzisyon
fazina gecis esnasinda durdurur. Buna karsilik immunsupresan olarak kullanilan diger benzer

ajanlar siklosporin ve FK-506, kalsinorine baglanip kalsiyum metabolizmasini1 etkileyerek
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aktivite gosterirler. Bu nedenle, bu ajanlar kullanildiginda hiicre siklusu GO fazindan G1
fazina gegis siirecinde duraklar. Sirolimus selektif olarak T hiicre siklusuna miidahale
ettiginden benzer yan etkiler bu ajanin kullaniminda goriilmez (33).

Sirolimus yalnizca aktive olmus hiicreleri etkilediginden, immun sistemin geri kalan
hiicreleri fonksiyonlarin1 devam ettirirler ve enfeksiyonlarla savagmayi siirdiiriirler. Bunun
esas sebebi sirolimusun hiicre siklusuna girmis hiicreleri sentez fazina girmeden hemen énce
inhibe etmesi ve esas fonksiyonunu proliferasyon lizerine gostermesidir (32). Sirolimusun
p70S6 kinaz ve 4E-BP1’in fosforilasyonlarini bloke etmek yoluyla antitiimoral etki gosterdigi
de gesitli caligmalarda gosterilmistir (34).

Sirolimus immunofilinlere baglanarak etki gosteren immunsupresiflerdendir.
Sirolimus-FKBP12 kompleksinin spesifik hedefi mTOR adli bir polipeptid kinaz olup,
enzimin aktivitesi kompleks tarafindan bloke edilir. TOR proteinleri, hiicre dongiisii
progresyonu, DNA onarimi ve kombinasyonunu da igeren pek ¢ok hiicresel fonksiyonda
gorev alir. mTOR bu anahtar basamaklarda protein translasyonunu etkileyerek regiilasyonu
saglar (34).

Sirolimusun selektivite oran1 oldukga yiiksek olup, yaklagik 500 kat civarindadir. Doza
bagimli olarak immunsupresif etki gosterir. Disiik dozlarda (0,25 mg/kg/g) yalnizca
immunsupresif etkileri mevcutken, daha yiiksek dozlarda (0,5 mg/kg/g) antifibroblastik,
antiproliferatif ve neovaskiilarizasyonu onleyici etkileri eklenir. Oral doz sonrasi en yiiksek
plazma konsantrasyonuna insanlarda yaklagik 3-3,5 saat sonra erigirken, ratlarda bu siire
yaklasik 2-2,5 saat kadardir. Oral uygulama sonrasi insanlarda ve ratlarda absorbsiyon
oranlart yiiksektir, biyoyararlanimi % 90 olarak belirlenmistir. Ratlarda % 87, insanlarda %
84 oraninda plazma proteinlerine baglandigi bildirilen sirolimusun yarilanma 6émrii insanlarda
20 saat, ratlarda ise 16 ila 18 saattir. Sirolimus ratlarda ve insanlarda karacigerde metabolize
edilerek idrarla atilir. Sitokrom p-450 sistemi {izerine etkisi yoktur. Yan etkileri genellikle
doza bagimli ve geri doniistimlidiir (32,33).

Sirolimusun en sik karsilasilan yan etkileri; artmis lipid ve kolesterol seviyeleri,
hipertansiyon, anemi, diyare, dermatit, akne ve trombositopenidir. Sirolimusun terapotik
dozda kullanimi sirasinda gaita renginde koyulasma, gogiis agrisi, halsizlik, nefes darlig1 ve
kilo kaybi gortlebilir ancak bunlar genellikle zararsiz ve ilacin birakilmasiyla geri
doniisimlidir. Hastalar genellikle anksiyete ve depresif diisiinceden yakinirlar ancak bu

sikayetler cogunlukla subjektiftir (32).
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Calismamizda deneysel kolit olusturulan ratlarda, sirolimus tedavisinin inflamatuvar
stirece ve kolon mukozasindaki makroskopik, mikroskopik ve immiino histokimyasal

degisikliklere etkisi incelenerek, IBH tedavisinde yeni bir goriis sunmak hedeflenmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismaniz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi Komisyonu (TUBAP)
destegiyle Agustos 2012 — Nisan 2013 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali isbirligi ile Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.
(TUBAP proje No: 2012/164) (Ek 1). Arastirma izni Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul tarafindan onayland1 (Ek 1 TUHDYEK- 2012.06.04 ). Trakya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projesi Komisyonu (TUBAP) tarafindan desteklendi (TUBAP proje No:
2012/164) (Ek 2).

Agirliklart 225-275 gram arasinda degisen, 2832 haftalik 30 adet Sprague—Dawley
disi sigan kullanildi. Gruplar randomize olarak her biri 10’ar sigandan olusan 3 gruba ayrildi.
Gruplar ayn kafeslerde standart laboratuvar kosullarinda 22 = 1 °C, % 55 nem, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde uygun ortamda birakilarak standart sican yemi ile
beslendi. Hepsinin giinliik temizlikleri diizenli olarak yapildi.

Her bir si¢ana kolit olusturmak icin, bir kez intrakolonik olarak 1 mL verilmek iizere
% 0,9 sodyum kloriir iginde % 4’liik asetik asit ¢Ozeltisi hazirlandi. Yirmidort saat ag
birakilan siganlara eter anestezi uygulandiktan sonra hazirlanan asetik asit soliisyonu, rektal
yoldan 8 cm igeriye ilerletilen 6 F katatere vazelin ile yeterli kayganlik verilerek uygulandi.
Soliisyon intrarektal olarak verilirken, rektum yukarida olacak sekilde pozisyon verilip 30
saniyede yavas bir sekilde verildi ve daha sonra soliisyonun rektumdan geri kagmasini

onlemek icin 1 dakika kadar rektum yukarida kalacak sekilde beklendi. Kontrol grubuna ayni
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sekilde % 0,9 NaCl, 1 cc intrarektal uygulandi. Uygulama bittikten sonra sicanlar tartildi, ayri
numaralanmis ve gruplara ayrilmis olarak kafeslerine birakildi.

Grup 1’e (n=10, kontrol grubu) % 0.9 NaCl rektal uygulandi.

Grup 2’ye (n=10, kolit grubu) kolit olusturmak i¢in % 4 asetik asit (% 0.9 NaCl
icerisinde) rektal bir kez verildi.

Grup 3’c¢ (n=10, tedavi grubu) kolit olusturmak i¢cin % 4 asetik asit (% 0.9 NaCl
igerisinde) bir kez rektal verildi ve 10 giin siiresince 0.8 mg/kg dozunda oral yoldan gavage
tiipiiyle sirolimus verildi.

Kolit indiiksiyonunun 10. giinii 50 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Xylazine ile anestezi
indiiksiyonu sonrasi IL-1, IL-10 ve MPO galisilmak tizere intrakardiak kan ornegi alindi.
Anestezi indiiksiyonu sonrasi Kolit grubundaki ratlardan biri eksitus oldu. Kan 6rnekleri
santrifiij edilip ~80°C’de korundu. Anestezi verilen siganlara servikal dekapitasyon uygulandi.
Agilan karin boslugundan kolonunun distal 8 cm’lik kismi rezeke edildi ve longitiidinal kesi
sonrast kolon % 0.9 NaCl ile yikanip makroskopik olarak incelendi. Her 3 grubun
makroskopik kolon goriiniimii normalden agir ilserasyona kadar 0-6 arasinda skorlandi
(Tablo 1).

Tablo 1. Kolon makroskopik degerlendirmesi (35)
Skor Mukoza

Normal

Hiperemi

Ulserasyon yok, hiperemi ve 6dem var

Tek ve kiigiik tilserasyon (< 1 cm)

Iki ve daha fazla, kiiciik iilserasyon (< 1cm)

>1 cm iilserasyon

o O | W N | O

>2 cm iilserasyon

Isik Mikroskopik Inceleme

Isik mikroskopik incelemeler igin kolon dokulari, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvari’nda islemlendirildi. Bu
amagcla kolon dokulart % 10’luk tamponlu formaldehit fiksatoriinde 2 giin fikse edildikten
sonra yikama islemine gecildi. Dokular artan alkol serilerinde (% 70, % 90, % 96, % 100) bir

saat tutuldu. Dehidratasyon agamasindan sonra saydamlastirma basamag i¢in dokular 2 seri
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bir saat toluol ile muamele edildi. Gomme isleminden 6nce dokular yumusak parafinde bir
gece tutuldu. Bir sonraki giin kolon dokulari yumusak parafinden alinarak bir saat sivi
parafinde tutularak bloklandi. Bu bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom bigagi
kullanilarak 5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Kolon segmentlerinin histolojik yap1
degisikliklerini ortaya koyabilmek amaciyla alinan kesitler hematoksilin-eozin (HE) ile
boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) incelenerek, bulgularin fotograflar
cekildi. Buna gore on planda izlenen lezyon olan mukozal iilserasyon yogunluk ve
yayginligma gore O ile 3 arasinda derecelendirildi. Mikroskopik degerlendirme normal

mukozadan total iilserasyona kadar 0-3 arasinda skorlandi (Tablo 2).

Tablo 2. Kolon mikroskopik degerlendirmesi (35)

Ulserasyon yok

Minimal iilserasyon (40X biiylitmede, 1 mikroskopik sahada)

0
1
2 | Biiyiik tilserasyon (40X biiyilitmede, 1 mikroskopik sahadan daha fazla)
3

Total iilserasyon

Immunohistokimyasal inceleme

PCNA incelemesi: immunohistokimyasal inceleme igin kolon dokusundan 5 pm
kalinliginda kesitler alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirildi. Suya
indirilen kesitler antijen retrival iginde mikrodalga firinda 20 dk kaynatildi. Kesitler oda
sicakliginda 20 dk sogumaya birakildiktan sonra fosfat buffer soliisyonu (PBS) ile yikandi.
Bu asamadan sonra hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de
Haen 24229) hazirlanan % 3’liik hidrojen peroksit (H2O;) ile 20 dk muamele edildi. Kesitler
distile su iginde calkalanarak PBS (pH 7,6) ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini
bloklamak {izere kesitlere blocking solution (invitrogen 85-9043) uygulandi. Daha sonra
kesitler nemli chamber icinde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile 1 saat siire ile
inkiibe edildi. Kullanilan antikor, mouse monoclonal anti-PCNA antibody (MS-106-B,
Thermo LabVision, USA) idi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk sekonder
antikor soliisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. Ug
kez PBS’de yikanan kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin
Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda
10 dk 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (invitrogen, 85-9043) uygulandi.

Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama
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yapildi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler sirasiyla % 70, % 80, % 90, % 96, % 100’lik
alkollerden gegcirilerek dehidrasyon yapildi. Toluol ile saydamlastirildi. Kapatma mediumu
(DPX mounting medium Biostain RRSP29/B) ile kapatildi. Proliferasyon indeksi; 30 biiyiik
bliylitme sahasindaki PCNA ile boyanmis hiicre sayisi ile total hiicre sayis1 hesaplanarak her
1000 hiicreye orani seklinde tammlandi (um?) ve ortalama PCNA pozitif hiicre sayisi tespit
edildi.

CD3", CD5" ve CD45" T lenfositlerin incelenmesi: immunohistokimyasal inceleme
icin kolon dokusundan Sum kalinliginda kesitler alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben
kesitler suya indirildi. Lamlar mikrodalgaya dayanikli 6zel salelerde pH 6.0 sitrat buffer
sollisyonu i¢ine siralanarak Vestel marka 1550 model mikrodalga firinda maksimum
konumunda 5 dk, sonra medium konumunda tekrar 5 dk cevrilerek inkiibe edildi. Daha sonra
oda sisinda 20-25 dk sogumaya birakildi. Lamlar pH 7,2-7,4 PBS’de 3x5 dk yikandu.
Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢cin % 3’lik H»O,’nin distile sudaki
soliisyonunda 20 dk inkiibe edildi ve distile suda iyice yikandi. Doku ¢evresi silinerek dokular
nemli bir ortamda yatay konularak itizerine PAB (primary antibody) damlatildi (Abbiotec-
USA). CD3, CD5 ve CD45’de oda 1sisinda 90-120 dk bekletildi. PBS’de 3-5 dk yikandi.
Kesit cevresi silindikten sonra sekonder antibody (biotinli) damlatilarak 10 dk oda 1sisinda
inkiibe edildi. PBS’de 3x5 dk yikandi. Kesit ¢evresi silindikten sonra HRP-streptavidin
damlatilarak 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’ de 3x5 dk yikandi. Kesit ¢evresi silindi.
AEC kromojen damlatildi. 10 dk sonra mikroskop altinda boyanma olup olmadig1 kontrol
edilerek dokular distile suya alindi. Weigert’in demirli hematoksilen’de 1-3 dk zemin
boyamasi yapildi ve musluk suyunda 3x5 dk yikandi. Kesitler distile sudan gegirildi, su bazl

kapatma maddesi (Gliserin-jelatinle) ile kapatildi.

Serum IL-1, IL-10 ve MPO Diizeylerinin (")lg:iilmesi

Serum IL-1, IL-10 ve MPO diizeyi i¢in kan 6rnekleri 4000 devir/dakikada 10 dakika
santrifiij edilerek serum ayristirildi. Serum &rnekleri eppendorf tiiplerine konularak analiz
giiniine kadar —80 °C’de saklandi. Serum IL-1 diizeyi pg/mL olarak rat IL-1 ELISA Kkiti ile
saptand1 (Rat IL 1 ELISA Kit KRC0011, Invitrogen). Serum IL-10 diizeyi pg/mL olarak rat
IL-10 ELISA kiti ile saptand1 (Rat IL-10 ELISA Kit KRC0101, Invitrogen). Serum MPO
diizeyi pg/mL olarak rat MPO ELISA kiti ile saptand: (Rat MPO ELISA Kit HK105, Hycult
biotech).
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizinde Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 (seri no: 10240642) programi kullanildi. Ug grubun
nonparametrik degerleri Mann-Whitney U testi ile kiyaslandi. p<0,05 degeri istatistiksel

agidan anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Kontrol grubundaki (Grup 1) siganlarin makroskopik ve mikroskopik kolon
incelemesinde bir hasara rastlanilmadi (Tablo 3). Normal kolon mukozasinin 1sik mikroskopi
incelemesinde lamina propria ve kript epitelleri diizenli iken, kolit olusturulmus kolon
mukozasinda yaygin iilserasyonlar goriildii (Sekil 5). Kontrol grubunun ortalama IL-1 degeri
2.39 pg/mL, IL-10 degeri 9.52 pg/mL, MPO degeri 8.68 pg/mL olarak bulundu (Tablo 4).
Kontrol grubunun immunohistokimyasal degerlendirmesinde CD3" T lenfositlerin dagilim
ortalamas1 18.56, CD5" T lenfositlerin dagilim ortalamasi 19.00, CD45" T lenfositlerin
dagilim ortalamasi 17.84, PCNA profilerasyon indeksi 47.34 olarak bulundu (Tablo 5).

Tablo 3. Grup-1’in makroskopik ve mikroskopik degerlendirilmesi

Grup-1 Makroskopi Makroskopik Mikroskopi Mikroskopik
iilserasyon skoru iilserasyon skoru
1.sican Normal 0 Ulserasyon yok 0
2.s1can Normal 0 Ulserasyon yok 0
3.sican Normal 0 Ulserasyon yok 0
4.s1can Normal 0 Ulserasyon yok 0
S.sican Normal 0 Ulserasyon yok 0
6.s1can Normal 0 Ulserasyon yok 0
7.s1¢an Normal 0 Ulserasyon yok 0
8.s1can Normal 0 Ulserasyon yok 0
9.sican Normal 0 Ulserasyon yok 0
10.s1can Normal 0 Ulserasyon yok 0

23




Tablo 4. Grup 1’in IL-1, IL-10 ve MPO degerleri (Ort + SS)

IL-1 1L-10 MPO

Grup-1 2,39+2,70 9,52+5,04 8,68+8.,45

IL 1: Interlokin 1; IL 10: Interlokin 10; MPO: Myeloperoksidaz; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Tablo 5. Grup 1’in immunohistokimyasal degerleri (Ort + SS)

CD3 CD5 CD 45 PCNA

Grup-1 18,56+2,25 192,21 17,84+2,34 47,34+5,12

CD: Cluster of Differentiation; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Kolit grubundaki (Grup 2) siganlarin makroskopik kolon ornekleri incelendiginde
icinde 2 cm’ den biiytik lilserasyon, liclinde 1 cm altinda 2 ve daha fazla iilserasyon, ikisinde
hiperemi ve 6dem, birinde hiperemi izlendi. Mikroskopik incelemede bes si¢anda total
tilserasyon, ii¢ Sicanda biiyiik iilserasyon, bir siganda minimal ilserasyon izlendi (Tablo 6).
Grup 2’nin ortalama IL-1 degeri 490.81 pg/mL, IL-10 degeri 345.27 pg/mL, MPO degeri
109.15 pg/mL olarak bulundu (Tablo 7). Grup 2’nin immiinohistokimyasal
degerlendirmesinde CD3" T lenfositlerin dagilim ortalamas1 38.93, CD5" T lenfositlerin
dagilim ortalamas1 34.25, CD45" T lenfositlerin dagilim ortalamas1 33.34, PCNA
proliferasyon indeksi 61.03 olarak bulundu (Tablo 8).

Tablo 6. Grup-2’nin makroskopik ve mikroskopik ozellikleri

Makroskopik Mikroskopik
Grup-2 Makroskopi tilserasyon Mikroskopi tilserasyon
skoru skoru
L.sican 2 veya daha fazla 4 Total iilserasyon 3
tilserasyon <1 cm
. Total iilserasyon
2.s1¢can tilserasyon >2 cm 6
3.s1can Hiperemi ve 6dem 2 Biiyiik iilserasyon 2
2 veya daha fazla
4.s1can j ¥ 4 Total iilserasyon 3
tilserasyon <1 cm
S.s1can Hiperemi ve 6dem 2 Biiyiik iilserasyon 2
6.s1can tilserasyon >2 cm 6 Total iilserasyon 3
: . Minimal
7.s1¢an Hiperemi 1 . 1
iilserasyon
8.s1can 2 veya daha fazla 4 Biiyiik iilserasyon )
tilserasyon <1 cm
9.s1¢can tilserasyon >2 cm 6 Total iilserasyon 3
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Tablo 7. Grup 2’nin IL-1, IL-10 ve MPO degerleri (Ort = SS)

IL-1

1L-10

MPO

Grup-2

490,81+665,61

345,27+398,53

109,15+54,57

IL 1: Interlokin 1; IL 10: Interlokin 10; MPO: Myeloperoksidaz; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Tablo 8. Grup 2’nin immiinohistokimyasal degerleri (Ort + SS)

CD3

CD5

CD45

PCNA

Grup-2

38,93+4,51

34,25+6,02

33,34+3,80

61,03+4,84

CD: Cluster of Differentiation; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma

Tedavi grubundaki (Grup 3) siganlarin makroskopik kolon ornekleri incelendiginde

birinde 2 cm’den biiyiik iilserasyon, ikisinde 1 cm altinda 2 ve daha fazla ilserasyon,

dordiinde hiperemi ve 6dem, tigiinde hiperemi izlendi. Mikroskopik incelemede alt1 siganda

biiytik {ilserasyon, dort siganda minimal ilserasyon izlendi (Tablo 9). Grup 3’iin ortalama IL-
1 degeri 19.05 pg/mL, IL-10 degeri 33.87 pg/mL, MPO degeri 90.19 pg/mL bulundu (Tablo

10). Grup 3’iin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde CD3" T lenfositlerin dagilim
ortalamas1 25.06, CD5" T lenfositlerin dagilim ortalamasi 27.50, CD45" T lenfositlerin
dagilim ortalamas1 23.96, PCNA profilerasyon indeksi 73.68 olarak bulundu (Tablo 11).

Tablo 9. Grup 3’iin makroskopik ve mikroskopik ozellikleri

Makroskopik Mikroskopik
Grup-3 Makroskopi iilserasyon Mikroskopi iilserasyon
skoru skoru
2 veya daha fazla
. 4 Biiytik il 2

1.sican iilserasyon <1 cm tiylik iilserasyon
2.s1can Hiperemi ve 6dem 2 Biiytik iilserasyon 2
3.sican Ulserasyon >2 cm 6 Biiyiik iilserasyon 2
4.s1can Hiperemi ve 6dem 2 Biiytik iilserasyon 2
S.sican Hiperemi ve 6dem 2 Minimal tilserasyon 1
6.s1can Hiperemi 1 Minimal iilserasyon 1

2 veya daha fazla ot
7.s1¢an iilserasyon <1 cm 4 Biiytik tlilserasyon 2
8.sican Hiperemi Minimal iilserasyon
9.s1¢can Hiperemi Minimal iilserasyon
10.s1¢an Hiperemi ve 6dem Biiytik tlilserasyon
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Tablo 10. Grup 3’iin IL-1, IL-10 ve MPO degerleri (Ort £+ SS)

IL-1 1L-10 MPO

Grup-3 19,05+8,9 33,87+12,99 90,19+2,07

IL 1: Interldkin 1; IL 10: Interldkin 10; MPO: Myeloperoksidaz; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Tablo 11. Grup 3’iin immiinohistokimyasal degerleri (Ort = SS)

CD3 CD5 CD45 PCNA

Grup-3 25,06+2,91 27,50+3,43 23,96+3,19 73,68+8,24

CD: Cluster of Differentiation; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma

Tiim gruplarin makroskopik ve mikroskopik iilserasyon skoru ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 Tablo 12’de verildi.

Makroskopik iilserasyon skorlari (ort+=SS) Grup 1’de 0+0, Grup 2’de 3.88+1.90, Grup
3’de 2.50+1.64 olarak bulundu. Ortalama makroskopik iilserasyon skoru en yiiksek Grup
2’de, en diisiik Grup 1°de saptandi.

Mikroskopik {iilserasyon skorlar1 (ort=SS) Grup 1’de 0+0, Grup 2’de 2.44+0.72, Grup
3’de 1.6+0.51 olarak bulundu. Ortalama mikroskopik iilserasyon skoru en yiiksek Grup 2’de,
en diisiik Grup 1°de saptandi.

Tablo 12. Gruplarin histopatolojik parametreleri (Ort £+ SS)

Parametreler Gruplar Grup 1 Grup 2 Grup 3
Makroskopik iilserasyon skoru 0+0 3,88+1,90 2,50+1,64
Mikroskopik iilserasyon skoru 0+0 2,44+0,72 1,60+0,51

Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Ortalama makroskopik tilserasyon skoru en yiiksek Grup 2’de, en diisiik Grup 1°de

saptand1 (Sekil 3). Grup 1’in makroskopik iilserasyon skoru Grup 2 ve Grup 3 ile

karsilagtirildiginda istatistiksel yonden anlamli fark bulundu (p<0,05). Grup 2 ve Grup 3

arasindaki makroskopik tilserasyon skorlari istatistiksel agidan anlamli degildi.
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4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

Grup 1 Grup 2 Grup 3

*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 3. Gruplarin makroskopik iilserasyon skorlari

Ortalama mikroskopik iilserasyon skoru en yiiksek Grup 2’de, en diisiik Grup 1’de
saptandi (Sekil 4). Grup 1’in mikroskopik iilserasyon skorlart Grup 2 ve Grup 3 ile
karsilastirildiginda  istatistiksel yonden anlamli fark saptandi (p<0,05). Mikroskopik
tilserasyon skorlar1 agisindan Grup 2 ve Grup 3 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildi.

2,5

1,5

0,5

Grup 1 Grup 2 Grup 3

*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 4. Gruplarin mikroskopik iilserasyon skorlari
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HE, X400

Tablo 13. Gruplarin biyokimyasal parametreleri (Ort + SS)

Parametreler Gruplar Grup 1 Grup 2 Grup 3
IL-1 2,39+£2,70 490,81+665,61 19,05+8,90
IL-10 9,52+5,04 345,27+398,53 33,87£12,99
MPO 8,68+8,45 109,15+54,57 90,19+2,07

IL 1: Interlokin 1; IL 10: Interlékin 10; MPO: Myeloperoksidaz; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma.

Gruplarin IL-1 diizeyleri kiyaslandiginda; en diigiik deger Grup 1’de (2,39+2,70), en
yiiksek deger Grup 2’de (490,81+665,61) tespit edildi (Tablo 13). Bu fark istatistiksel agidan
anlamli bulundu (p<0,05). Grup 1 ve Grup 3 arasindaki fark (19,05+8,90) istatistiksel olarak

anlamlilik diizeyine ulagmadi. Grup 2’nin IL-1 diizeyi Grup 3’ten istatistiksel olarak anlaml

yiiksekti (p<0,05) (Sekil 6).
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Grup 1 Grup 2 Grup 3

*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.

**: p<0,05 Grup 3’e gore istatistiksel olarak anlaml.
Sekil 6. Gruplarin IL-1 degerleri

IL-10 diizeyleri kiyaslandiginda; en diisiik deger Grup 1’de (9,52+5,04), en yiiksek
deger Grup 2’de (345,27+398,53) tespit edildi (Tablo 13). Bu fark istatistiksel agidan anlaml
bulundu (p<0,05). Grup 1 ve Grup 3 arasindaki fark (33,87+12,99) istatistiksel olarak anlamli
degildi. Grup 2’nin IL-10 diizeyi Grup 3’ten istatistiksel agidan anlamli yiiksekti (p<0,05)
(Sekil 7).
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350

300

250

200

150

100

50

O .
Grup 1 Grup 2 Grup 3

*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.

**: p<0,05 Grup 3’e gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 7. Gruplarin IL-10 degerleri
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MPO diizeyleri kiyaslandiginda; en diisiik deger Grup 1’de (8,68£8,45), en yiiksek
deger Grup 2’de (109,15+54,57) bulundu (Tablo 13). Bu fark istatistiksel ag¢idan anlamli
olarak yorumlandi. Grup 1’in MPO degerleri Grup 3’ten (90,19+£2,07) anlamhi diisiikti
(p<0,05). Grup 2’nin MPO degeri de Grup 3’ten anlamli yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 8).

120

100

80

60

40

20

Grup 1 Grup 2 Grup 3

*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml:.
Sekil 8. Gruplarin MPO degerleri

Tablo 14. Gruplarin immiinohistokimyasal parametreleri (Ort = SS)

Parametreler Gruplar Grup 1 Grup 2 Grup 3
CD3 18,56+2,25 38,93+4,51 25,06+2,91
CD5 194+2,21 34,25+6,02 27,50+3,43
CD 45 17,84+2,34 33,34+3,80 23,96+3,19
PCNA 47,34+5,12 61,03+4,84 73,68+8,24

CD: Cluster of Differentiation; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma

Gruplarin immiinohistokimyasal parametreleri degerlendirildiginde; CD3" T lenfosit
dagilimi en diisiik Grup 1°de (18,56+2,25), en yiiksek Grup 2’de (38,93+4,51) bulundu (Tablo
14). Bu fark istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi. Grup 1’in CD3" T lenfosit
dagilim1 Grup 3’ten (25,06+2,91) anlamh diisiiktii (p<0,05). Grup 2’nin CD3" T lenfosit
dagilimi1 Grup 3’ten anlaml yiiksekti (p<0,05) (Sekil 9).
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*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.
Sekil 9. Gruplarin CD3" T lenfosit dagilimlar

Saglikli kolon mukozasinda lamina propriada ve bag dokudaki dagilmis olan CD3" T
lenfositlerin az sayida oldugu goriilmektedir (Sekil 10). Kolit olusturulan ve kolit
olusturulduktan sonra sirolimus tedavisi verilen gruplarda lamina propria subepitelyal
duvarda, mukozal bezlerin cevresinde ¢ok sayirda CD3" T lenfositlerin dagilmis oldugu
goriilmektedir. CD3" T lenfositler en fazla kolit grubu barsak mukozasinda saptanmugtir
(Sekil 11-14).

Sekil 10. Saghkh kolon mukozasinda CD 3" T lenfositler (oklar); HE, X400
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Sekil 11. Kolit grubunda barsak mukozasindaki CD3" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi, X400

Sekil 12. Kolit grubunda barsak mukozasindaki CD3" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi, X400
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Sekil 13. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD3" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi, X400
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Sekil 14. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD3" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi, X400
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Gruplarmm CD5" T lenfosit dagilimi kiyaslandiginda; en diisiik deger Grup 1°de
(19£2,21), en yiiksek deger Grup 2’de (34,25+6,02) tespit edildi (Tablo 14). Bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Grup 1’in CD5" T lenfosit dagilimi Grup 3’ten
(27,50+3,43) anlaml diisiiktii (p<0,05). Grup 2’nin CD5" T lenfosit dagilimi Grup 3’ten
anlaml yiiksekti (p<0,05) (Sekil 15).
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*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml:.
Sekil 15. Gruplarin CD5" T lenfosit dagihmlar

Saglikli kolon mukozasinda lamina propriada ve bag dokudaki dagilmis olan CD5" T
lenfositlerin az sayida oldugu izlenmektedir (Sekil 16). Kolit olusturulan ve kolit
olusturulduktan sonra sirolimus tedavisi verilen gruplarda lamina propria subepitelyal
duvarda, mukozal bezlerin cevresinde ¢ok sayirda CD5* T lenfositlerin dagilmis oldugu
goriilmektedir. CD5" T lenfositler en fazla kolit grubu barsak mukozasinda saptanmugtir

(Sekil 17-20).
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Sekil 17. Kolit grubunda barsak mukozasindaki CD5" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 18. Kolit grubunda barsak mukozasindaki CD5" T lenfositlerin (oklar);
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immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 19. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD5" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 20. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD5" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400

Gruplarin CD45" T lenfosit dagilimi kiyaslandiginda; en diisiik deger Grup 1°de
(17,8442,34), en yiiksek deger Grup 2’de (33,34+3,80) bulundu. Bu fark istatistiksel agidan
anlamli olarak yorumland1 (p<0,05). Grup 1’in CD45" T lenfosit dagilimi Grup 3’ten
(23,96+3,19) anlaml diisiiktii (p<0,05). Grup 2’nin CD45" T lenfosit dagilimi Grup 3’ten
anlaml yliksekti (p<0,05) (Sekil 21).
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*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli.
Sekil 21. Gruplarin CD45 T lenfosit dagilimlar:
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Saglikli kolon mukozasinda lamina propriada ve bag dokudaki dagilmis olan CD45" T
lenfositlerin az sayida oldugu izlenmektedir (Sekil 22). Kolit olusturulan ve kolit
olusturulduktan sonra sirolimus tedavisi verilen gruplarda lamina propria subepitelyal
duvarda, mukozal bezlerin gevresinde ¢ok sayida CD45" T lenfositlerin dagilmis oldugu
goriilmektedir. CD45" T lenfositler en fazla kolit grubu barsak mukozasinda saptanmustir

(Sekil 23-26).
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Sekil 24. Kolit grubunda barsak mukozasindaki CD45" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 25. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD45" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400

Sekil 26. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki CD45" T lenfositlerin (oklar);

immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Gruplarin PCNA proliferasyon indeksleri kiyaslandiginda; en diisiik deger Grup 1°de
(47,3445,12), en yiiksek deger Grup 3’te (73,68+8,24) tespit edildi (Tablo 14). Bu fark
istatistiksel ac¢idan anlamli bulundu (p<0,05). Grup 1’in PCNA proliferasyon indeksi Grup
2’den anlamli diistiktii (61,03+4,84). Grup 2’nin PCNA proliferasyon indeksi Grup 3’ten
anlamli diisiik bulundu (p<0,05) (Sekil 27).
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*: p<0,05 Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml:.

Sekil 27. Gruplarin PCNA profilerasyon indeksi dagilimlar:

Saglikli kolon mukozasinda lamina propriada ve bag dokudaki dagilmis olan PCNA
pozitif hiicrelerin az sayida oldugu izlenmektedir (Sekil 28). Kolit olusturulan ve kolit
olusturulduktan sonra sirolimus tedavisi verilen gruplarda lamina propria subepitelyal
duvarda, mukozal bezlerin ¢evresinde ¢ok sayida PCNA pozitif hiicrelerin dagilmis oldugu
goriilmektedir. PCNA pozitif hiicrelerin en fazla tedavi grubu barsak mukozasinda

saptanmugtir (Sekil 29-32).
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Sekil 29. Kolit grubunda barsak mukozasindaki PCNA pozitif hiicreler (oklar);

Immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 30. Kolit grubunda barsak mukozasindaki PCNA pozitif hiicreler (oklar);

Immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400

Immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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Sekil 32. Tedavi grubunda barsak mukozasindaki PCNA pozitif hiicreler (oklar);

Immiinoperoksidaz, HE zit boyamasi, X400
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TARTISMA

Inflamatuvar barsak hastalig1, intestinal epitelin bariyer fonksiyonlarinin bozulmasi ve
immiin sistemdeki defektlere bagli olarak anormal bir cevap sonucu gelisir.
Etiyopatogenezde; genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler, infeksiyoz ajanlar, degismis epitelyal
gecirgenlik ve bozulmus konak¢1 immiin cevabi gibi faktorler onemli rol oynar (36).

Inflamatuvar barsak hastaligi klinisyenin karsisina kalin barsaktaki inflamasyon ile
seyreden bir grup hastalik ile gelebilir. Bu grup iginde rektum ve kolon mukozasinin yaygin
yangisal, etyolojisi kesin olmayan, kanli diyare ve mukusla karakterize, remisyon ve
alevlienmelerle seyreden UK, enfeksiydz ajanlara sekonder olarak gelisen gerek amibik
gerekse de bakteriyel orijinli kolit, kolon ile rektum mukoza katmanlarinda irritasyona
sekonder gelisen kolit gibi tablolar seklinde karsimiza ¢ikabilir (36).

Kesin etyolojik bir faktoriin olmayis1 ve IBH’y1 tam olarak taklit eden bir deneysel
model olmayisi IBH patogenezinin anlagilmasim zorlagtirmaktadir (36). Birkag potansiyel
sorumlu etkenin, inflamatuvar progesin baslamasinda etkili oldugu diisiiniiliiyorsa da; kabul
edilen goriise gére immiin olaylarin baskilanmasinda bir eksiklik vardir. Bu nedenle temel
fizyopatolojik mekanizmanin; Thl ve Th2 lenfositlerin aktivasyonunda diizensizlik ya da
proinflamatuvar sitokinler ile antiinflamatuvar sitokinler arasindaki dengenin bozulmasi
oldugunu destekleyen ¢aligmalar mevcuttur. Th1 hiicreleri inflamatuvar yanitta fazla miktarda
artan ve bu yanitin devamlilhigimi saglayan sitokinleri (TNF «, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
12,INF-Y) iiretirken, Th2 hiicreleri ise inflamasyonu azaltan sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-11,
IL-13) iretirler. Bu diisiince ile proinflamatuvar sitokinlerin etkisini yok edecek ya da

azaltacak tedaviler lizerinde galisilmaktadir (37).
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Bir serin-treonin kinaz inhibitéri olan sirolimus, hiicre siklusunun G1 fazinda
duraklama ve apoptoza yol agar. Ayrica, programli hiicre 6limiinii ve T hiicrelerde apoptozu
tetikleyerek immiin sistemi bloke eder. Sirolimus, T hiicrelerin zarina penetre olarak, FKBP12
(FK 506 baglayici protein) adli bir hiicre igi reseptére baglanir. Bu kompleks daha sonra
FRAP (FKBP-Rapamisin baglayici protein) adli hiicre siklusunun G1 fazinin regulasyonunu
saglayan bir proteine baglanarak T hiicrelerinin IL-2’ye olan proliferasyon cevabini inhibe
eder (32,33).

Sirolimus yalnizca aktive olmus hiicreleri etkilediginden, immiin sistemin geri kalan
hiicreleri fonksiyonlarin1 devam ettirirler ve enfeksiyonlarla savagmayi siirdiiriirler. Bunun
esas sebebi sirolimusun hiicre siklusuna girmis hiicreleri sentez fazina girmeden hemen 6nce
inhibe etmesi ve esas fonksiyonunu proliferasyon tizerine gostermesidir (2) .

Inflamatuvar barsak hastalig: tedavisinde sirolimus kullaniminin bazi etkileri deneysel
olarak olusturulan kolitli sican ¢alismalarinda gosterilmistir. Yin ve ark. deneysel olarak
olusturduklart kolit modelinde proinflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-6 ve IL-17A
diizeylerindeki diigiisiin sirolimus tedavisi ile iligkili oldugunu ve ayni tedavinin TGF-§
diizeyini arttirdigin1 gostermislerdir (38). Ayrica sirolimusun sitotoksisiteye ve apoptoza yol
acmayan c¢ok diisiik dozlarinda dahi endotelyal hiicre migrasyonunu engelledigi ve
proinflamatuvar ~ sitokinleri  baskilamak yoluyla neovaskularizasyonu durdurdugu
gosterilmistir (39).

Inflamatuvar barsak hastaligi arastirmalarinda kullanilacak bir hayvan modelinde
barsakta benzer morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmali, patofizyoloji ile klinik semptom ve
bulgular insandaki IBH’ye benzer olmalidir. Calismamizda daha 6nce defalarca yapilan ve
kolit olusturdugu bildirilen % 4’liik asetik asiti rektal yoldan 6F katater ile uygulayarak akut
kolit modeli olusturduk.

Isik mikroskopik degerlendirmemizde kontrol grubunda beklendigi gibi kolonda
makroskopik ve mikroskopik degisiklikler saptanmadi. Kolit grubunda da makroskopik ve
mikroskopik iilserasyon saptanmadi ancak hiperemik ve 6demli kolon mukozasina sahip
sicanlar olmakla birlikte sicanlarin ¢ogunda yaygin iilserasyonlar izlendi.

Biyokimyasal parametreleri karsilastirdigimizda; kontrol grubunda inflamatuvar
gostergeler olan IL-1, IL-10 ve MPO diizeylerini kolit grubuna gore istatistiksel agidan
anlamli disiik bulduk. Kolit grubunun IL-1 diizeylerini tedavi grubundan istatistiksel olarak
anlamli yiiksek tespit ettik. Kontrol ve tedavi grubunun IL-1 diizeyleri benzerdi.
Bekledigimizin aksine IL-10 diizeyini en yiiksek kolit grubunda saptadik. Kolit grubunun IL-
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10 diizeylerini tedavi grubundan istatistiksel agidan anlamli yiiksek tespit ettik. Kontrol ve
tedavi gruplarmin IL-10 diizeyleri farkli degildi. Kolit ve tedavi gruplarinin MPO diizeyleri
benzerdi. Kontrol grubunun MPO diizeylerini tedavi grubundan istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulduk.

Immiinohistokimyasal degerlendirmede CD3", CD5", CD45" T lenfosit dagilimlarini
en yiiksek kolit grubunda, en diisiik kontrol grubunda saptadik. Kolit grubunun CD3", CD5",
CD45" T lenfosit dagilimlar tedavi grubundan istatistikksel olarak anlamli yiiksek bulduk.
PCNA proliferasyon indeksini en yiiksek tedavi grubunda, en diisiik kontrol grubunda
saptadik. Kolit grubunun PCNA proliferasyon indeksini tedavi grubundan istatistiksel olarak
anlamli diisiik tespit ettik.

Tiim sonugclar1 birlikte degerlendirdigimizde; asetik asit diger ¢calismalarda da oldugu
gibi kolit olusturmaktadir. Ancak kolit grubu ile sirolimus uygulanan grup Karsilastirildiginda
makroskopik degerlendirmede ve 1s1k mikroskopik degerlendirmede istatistiksel agidan
anlamli fark olmadigi goriildi. Bekledigimiz gibi proinflamatuvar sitokinlerden IL-1 kolit
grubunda yiiksek saptanirken, sirolimus verilen tedavi grubunda diisik saptandi.
Antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10’un kolit grubunda yiiksek bulunmasi ise kolit grubunun
kolit dis1 etkenlerden etkilenmis olabilecegini gosterebilir. Kolit ve tedavi gruplarinin MPO
diizeylerinin benzer bulunmasi ise doku MPO diizeylerinin degil serum MPO diizeylerinin
Ol¢timlerine bagli olabilir. Bu degerlendirmeler sirolimusun hem proinflamatuvar hem de
antiinflamatuvar sitokinleri azalttigin1 gdstermektedir.

Immiinohistokimyasal degerlendirmede CD3*, CD5" ve CD45" T lenfosit dagilim
ortalamasi beklenildigi gibi en fazla kolit grubunda saptandi. PCNA proliferasyon indeksi
degerlendirildiginde ortalamanin en fazla sirolimus verilen tedavi grubunda tespit edilmesi
sirolimusun kolit yapilan barsak dokusunun iyilesmesinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Sonug olarak; c¢aligmamizda sirolimusun IL-1 diizeyini diistirerek, Kolitli barsak
mukozasinda PCNA proliferasyon indeksini artirarak IBH’de etkili oldugunu gosterdik. UK’
deki inflamatuvar siirecin aydimlatilmasini ve sirolimusun IBH’nin tedavisindeki etkinligini

kanitlayan daha genis ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinliyoruz.
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SONUCLAR

Calismanmiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali, Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dallarinm is birligi ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’nda gergeklestirilmistir. Calismamizin sonucunda;

1. Kolit olusturulan gruplarin makroskopik incelemesinde gruplar arasi istatistiksel

acidan anlaml fark saptanmadi.

2. Kolit olusturulan gruplarin mikroskopik incelemesinde gruplar arasi istatistiksel

acidan anlaml fark saptanmadi.

3. Kolit grubunda IL-1 ve IL-10 diizeylerinin belirgin olarak arttigi, kolit olusturulup
sirolimus verilen grupta ise kolit grubuna gore IL-1 ve 1L-10 diizeylerinin daha diisiik oldugu

saptandi.

4. Kolit grubunda CD3", CD5" ve CD45" T lenfositlerinin dagilim ortalamasinin
belirgin olarak arttig1 goriildii. Kolit olusturulup sirolimus verilen grupta PCNA proliferasyon

indeksi kolit grubuna gore istatistiksel agidan yiiksek bulundu.
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OZET

Calismamizda asetik asit ile deneysel kolit olusturulan siganlarda, sirolimusun
inflamatuvar  slirece  etkisini, makroskopik, 1sik mikroskopik, biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak arastirdik.

Otuz adet disi Spraque—Dawley sigan 10’arl1 3 gruba ayrildi: 1. grup kontrol grubu, 2.
grup kolit grubu, 3. grup kolit olusumuyla es zamanli sirolimus tedavisi verilen grup.

Makroskopik ve mikroskopik olarak; kolit olusturulan gruplar arasinda istatistiksel
yonden anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).

Kolit grubunda interlokin-1 ve interlokin-10 diizeylerinin belirgin olarak arttigi, kolit
olusturulup sirolimus verilen grupta ise kolit grubuna gore interlokin-1 ve interlokin-10

diizeylerinin istatistiksel agidan anlaml diisiik oldugu tespit edildi (p<0,05).

Kolit grubunda cluster of differentiation 3", cluster of differentiation 5* ve cluster of
differentiation 45" T lenfositlerinin dagilim ortalamasinin belirgin olarak arttigi goriildii. Kolit
olusturulup sirolimus verilen grupta prolifere hiicre niikleer antijeni proliferasyon indeksi

ortalamasinin istatistiksel agidan kolit grubuna gore yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).

Sonug olarak; inflamatuvar barsak hastaliginin tedavisinde sirolimusun etkinligini

arastiran daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Ulseratif kolit, inflamatuvar barsak hastalig1, rapamisin
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THE EFFECTS ON INFLAMMATORY PROCESS OF USING
SIROLIMUS IN RATS WITH EXPERIMENTAL COLITIS INDUCED
BY ACETIC ACID

SUMMARY

In our study, we investigated the effect of sirolimus on inflammatory processes by
macroscopic, light microscopic, biochemical and immunohistochemical evaluation in a
experimental colitis rat model with acetic acid.

Thirty female Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups, each group consisting
10 animals. First group was the control group, second group was colitis group and the third
group was colitis group which was treated with sirolimus.

There was no statistically significant difference found between the colitis groups in
macroscopic and microscopic evaluation (p> 0,05).

Interleukin-1 and interleukin-10 levels were significantly increased in colitis group.
However there was a statistically significant decrease in interleukin-1 and interleukin-10

levels in colitis group which was treated with sirolimus(p <0,05).

Cluster of differentiation 3", cluster of differentiation 5" and cluster of differentiation
45" T lymphocytes average range was were significantly increased in colitis group.
Proliferating cell nuclear antigen proliferation index in colitis group which was treated with

sirolimus was statistically higher than the colitis group (p <0.05).
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As a result, more extensive studies should be performed about the effects of sirolimus

in the treatment of inflammatory bowel disease.

Key words: Ulcerative colitis, inflammatory bowel disease, rapamycin
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