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SIMGE VE KISALTMALAR

CD: Cluster of Differentation

CH: Crohn Hastalig1

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum

GALT: Gut Associated Lymphoid Tissue
GWAS: Genome-Wide Association Study
HLA: Human Leukocyte Antigen

IFN-y: Interferon-y

IL: Interlokin

IBH: inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari

IK: indetermine Kolit

MUC?2: Miisin

NOD2: Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Containing Protein 2
NSAID: Nonsteroid Antiinflamatuvar Ilaclar

STAT-3: Signal Transducer and Activator of Transcription-3



TGF-p: Transforming Growth Factor-8
Th: T helper

TNBS: Trinitrobenzen Siilfonik Asit
TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-o

UK: Ulseratif Kolit



GIRIS VE AMAC

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH); immiinolojik, cevresel ve genetik faktdrlerin
sorumlu tutuldugu, sindirim kanalinin farkli bdlgelerini etkileyen hastalik grubudur.
Endoskopik, klinik ve histolojik bulgulari farklilik gosteren iilseratif kolit (UK), Crohn
hastalign (CH) ve indetermine kolit (IK) bu grupta yer alir. Sindirim kanalinda kronik

inflamasyonla karakterize olan bu hastaliklar doku hasarina yol agmaktadirlar (1-3).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Hastaligin patogenezinde genetik yatkinlik, mukozal bariyerin zarar gérmesi, bagirsak florasi
ve immiin yanitta meydana gelen bozulmalar ile bunlar arasindaki etkilesimlerin énemli rol
oynadigi bilinmektedir (3,4). IBH, sindirim kanalini tutmasmin yam sira birgok organi

etkileyen klinik tablolara da sebep olabilir (5).

Sindirim kanalinda kolonda smirlhi UK’de, mukozada erozyon ve iilserasyon, kolon
bez yapisinda bozulmalar, mukoza ve submukozada 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
gozlenmektedir. Meydana gelen doku hasarindan T lenfositler ve makrofajlar sorumlu
tutulmaktadir. Olugan immiin yanit; lenfosit proliferasyonu, nétrofil birikimi ve sitokinlerin

saliniminin artmasina neden olur (6,7).

Sitokinler; inflamasyonun baslamasi, diizenlenmesi ve immiin yanit olusturulmasinda
onemli molekiillerdir. Normal kolon homeostazisi i¢in kolonik mukozada antiinflamatuvar ve
proinflamatuvar sitokinlerin dengede olmasi gerekmektedir. UK’de meydana gelen immiin

hiperaktivasyonla bu denge bozulur. Interlokin-1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-8, Tiimdr Nekrozis



Faktor-o (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerde artma goriiliirken, I1L-4 ve IL-10 gibi

antiinflamatuvar sitokinlerde azalma goriiliir (8,9).

Inflamasyonda 6nemli rolleri olan lenfositler ve diger immiin sistem hiicrelerinin
plazma membranlarinda; hiicre etkilesimi, iyon kanali, sinyal iletimi, immiin reseptor ve
adezyon molekiilii gibi bir¢ok fonksiyona sahip “Cluster of Differentation (CD)” molekiilleri
yer alir. UK’de meydana gelen inflamasyonda olusan immiin uyarim ile bu molekiillerin

ifadesinde degisiklikler meydana gelir (10).

Sindirim kanalinda immiin yanit olugsmasini baslatan bir¢ok bilesik tanimlanmig ve bu
maddelerle olusturulan deneysel modeller hastaligin patogenezinin anlagilmasi ve ilag
tedavilerinin gelistirilmesinde kullanilmustir. 2, 4, 6 trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) bu
bilesiklerden biri olup, bu madde ile olusturulan hastalik modeli insandaki UK’ye benzer

etkiler ortaya ¢gikardigindan deneysel ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (11,12).

Bu c¢alismada; TNBS ile olusturulmus kolit modelinde meydana gelen hiicresel immiin
aktivitelerin belirlenmesi, inflamasyonda oOnemli rolleri olan T lenfositlerin bagirsak
mukozasindaki dagilimlar ve bu siire¢te 6nemli olan baz1 sitokinlerin immiinohistokimyasal

ve Western blot yontemleriyle incelenmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

SINDIRIM KANALI GELISiMi

Gelisimin 4. haftasinin basinda ilkel sindirim kanali kraniyal ugta orofaringeal
membran ve kaudalde kloakal membran ile kapanir. Sindirim kanalinin ilkel yapisi, 4. hafta
boyunca bas, kuyruk ve yan kivrilmalarla vitelliis kesesinin embriyo i¢ine girmesi ile olusur.
Sindirim kanalinin 6ncii yapisinin endodermi, sindirim kanali epitelinin biiyiik bir kismin1 ve
kanala bagli bezleri olusturur. Kanalin kraniyal ucunun epiteli stomadeum ektoderminden,
kaudal ucunun epiteli ise proktodeum ektoderminden koken alir. Sindirim kanali boyunca
uzanan kas tabakasi, bag doku ve diger tabakalar ilkel sindirim kanalini saran splanknik
mezodermden koken alir (13).

Oncii sindirim kanal1 3 kisimda incelenir; 6n bagirsak (foregut), orta bagirsak (midgut)
ve son bagirsak (hindgut). Sindirim kanali boyunca meydana gelen 6zellesmeler homebox

genlerinin ifadesiyle gerceklesir.
Oncii sindirim kanalinin &n bagirsak kismindan su yapilar gelisir;

e Primordiyal farinks ve tiirevleri,

e Alt solunum sistemi,

e Ozofagus ve mide,

e Koledok kanalinin proksimalindeki duodenum,

e Karaciger, safra kanallar1 ve pankreas,



Orta bagirsaktan gelisen yapilar;

e Duodenumun biiyiik kismi,
e ince bagirsaklar, cekum,

e Appendiks vermiformis,

e (Cikan kolon,

e Transvers kolonunun sag 2/3’ii orta bagirsaktan gelisir.

Bu organlar orta bagirsak arteri olan a. mesenterica superior ile beslenir. Orta bagirsak

bir mezenter ile karin arka duvarina tutunur ve vitellus kesesi ile iliskilidir.
Son bagirsaktan gelisen yapilar;

e Transvers kolonun sol 1/3 i,
e inen kolon,

e Sigmoid kolon,

e Rektum,

e Anal kanalin st kismidir.

Son bagirsagin endodermi ayn1 zamanda mesane ve iiretra mukozasinin da kaynagidir.

SINDIRIM KANALI HISTOLOJISI

Sindirim sistemi insanda yaklasik 9 m uzunlugunda, oral kaviteden aniise kadar
uzanan Ozellesmis bolgelere sahip tiibiiler bir kanaldir. Sindirim kanali 4 katman olarak
diizenlenen yapisal organizasyon gosterir. Liimenden disa dogru bu katmanlar; mukoza,
submukoza, dis muskiiler katman ve seroza/adventisya tabakasi seklinde yer alir.

e Mukoza: Limeni g¢evreleyen en i¢ katmandir. Sekretuar ve absorbsiyon gorevi yapan
bir epitel; bezleri ve dolagim sistemi elemanlarini igeren lamina propriya; mukozanin
hareketini saglayan, genellikle iki diiz kas katmanindan olusan muskularis mukoza
tabakalarindan olusur.

e Submukoza: Siki diizensiz bag doku yapisinda olan submukoza, mukozaya fiziksel
destek saglamanin yani sira; kan damarlari, sinirler, lenfatik damarlari ve plexus
nervosus submucosus (Meissner pleksuslar1) tasir. Ayrica sindirim kanali boyunca

bazi bolgelerde limene salg1 yapan bezleri igerir.



e Dis muskiiler katman: Icte sirkiiler ve dista uzunlamasina iki kas tabakasindan olusan
bu katman kanal boyunca bazi Ozellesmeler gostermektedir. Bu iki kas katmani
arasinda plexus nervosus myentericus (Auerbach pleksusu) yer alir. Bu kas
tabakalarinin gorevi peristaltik kasilmalarla luminal igerigin hareket etmesini
saglamaktir.

e Seroza/Adventisya: Sindirim kanali intraperitoneal bolgelerde mezotel adi verilen
seroza Ortiisiine sahipken, viicut duvarlart ve baz1 retroperitoneal organ

komsuluklarinda adventisya tabakasi ile ¢evrelenmistir (14).

Kalin Bagirsak
Kalin bagirsak; ¢ekum, appendiks vermiformis, kolon, rektum ve anal kanaldan
meydana gelir. Kolon, anatomik yerlesimi esas alinarak ¢ikan kolon, transvers kolon, inen
kolon ve sigmoid kolon olmak iizere 4 kisimda incelenir. Sindirim kanalinin karakteristik 4
tabakas1 kolon boyunca da uzamaktadir. Ayrica kolonu sindirim kanalinin diger kisimlarindan
ayiran bazi makroskobik 6zellikler de bulunmaktadir. Bunlar;
e Tenya koli; muskularis eksternanin distaki longitudinal tabakasinin bantlaridir. Anal
kanal ve appendiks vermiformiste goriilmezler, ¢cekum ve kolon boyunca uzanirlar.
e Haustra koli; ¢ekum ve kolonun dis yiizeyinde goriilen tenya kolilerin arasindaki
kiictlik kese seklindeki yapilardir.

e Omental appendiksler; serozanin kolonun dis ylizeyinde goriilen yag uzantilaridir.

Mukoza: Kolon mukozasi diiz bir yiizeye sahiptir. Mukoza boyunca ¢ok sayida diiz
tiibliler bagirsak bezlerini (Lieberkithn kriptalar) igerir. Bu bezler; mukozanin, lamina
propriya igerisine invajinasyonuyla olusur ve mukozaya benzer sekilde, tek katli prizmatik
epitelden olusmustur. Bagirsak bezlerinde yer alan Goblet hiicrelerinin salgiladiklart mukus
kolon igeriginin tasinmasini ve atilmasini kolaylastirir. Mukozada yer alan Goblet hiicre
sayisi, ince bagirsaga gore onemli bir artis gosterir. Kolonda suyun emilimi ile ilerleyisi
zorlagan kati-yar1 kati igerik, Goblet hiicrelerinin miisin salgisiyla kolonda ilerler. Kolonun

mukozal epiteli Paneth hiicreleri haricinde ince bagirsak ile ayni hiicre tiplerini icermektedir.

Kolonun tiim epitelyal hiicreleri, tek bir kok hiicre popililasyonundan kdken
almaktadir. Bagirsak bezlerinin alt {cte birlik kismi1 intestinal kok hiicre nisini
olusturmaktadir. Buradan koken alan hiicreler boliinerek yaklasik 5 giinde luminal ylizeye

ulasir ve liimene dokiiliirler.



Lamina propriya: Bezleri, absorbe edilmis maddeleri tasiyan damarlart ve immiin
sistem elemanlarini igermektedir. Lamina propriyada bulunan lenfoid dokular sindirim kanali
mukozasindan potansiyel olarak girebilecek patojenlere ve antijenik maddelere karsi
koruyucu bir immiin bariyer olarak gérev goriirler. Lamina propriyada yer alan lenfoid doku

diffiiz lenfoid doku, lenf nodiilleri ve serbest hiicrelerden olusur.

Diffiiz lenfoid doku; lamina propriyada yer alan ¢ok sayida lenfosit, plazma hiicresi ve
epitelin intraseliiler bosluklarinda gecici olarak bulunan lenfositlerden meydana gelir. Lenf
hiicreleri germinal merkeze sahip lenf nodiilleri seklinde de lamina propriya igerisinde
organize olabilirler. Bunun yani sira nétrofiller, serbest makrofajlar ve mast hiicresi gibi hiicre
gruplart lamina propriyada 6nemli immiinolojik rollere sahip olan hiicrelerdendir. Diffiiz
lenfoid dokuya ve lenf nodiillerine GALT (gut-associated lymphoid tissue) bagirsak iligkili

lenfoid doku denmektedir.

Lamina muskularis mukoza; mukoza ile submukoza arasindaki sinir1 olusturur.
Mukozanin en alt tabakasini olusturan bu tabakada icte sirkiiller ve dista uzunlamasina
yerlesimli diiz kas tabakalar1 bulunmaktadir. Bu kaslar kasilarak emilim ve salgilamayi

kolaylastirict mukozal hareketlerin olusmasini saglarlar.

Submukoza: Kolon submukozasi kan damarlari, sinir pleksuslari ve lenf damarlarini

iceren siki diizensiz bag dokudan meydana gelmistir.

Muskiiler tabaka: Kolonun dis muskiiler katmani appendisk vermiformisten rektuma
uzanan uzunlamasina kas seritleri olan tenya kolileri olusturur. Muskiiler tabaka peristaltik ve

segmental kasilmalar yaparak kolon igeriginin hareketini saglar.

Seroza/Adventisya: Intraperitoneal bdlgede yer almasi ve organ komguluklarina gére

mezotel ya da adventisya kolunun en dis tabakasini olusturur (14).

INFLAMATUVAR BAGIRSAK HASTALIKLARI

Kronik inflamatuvar hastaliklar ikinci diinya savasindan sonra sehirlesme ve
endiistrilesmenin artmasina paralel olarak bir artis gostermistir. Bunun en 6nemli gdstergesi
havayolu ve bagirsak mukozasin etkileyen astim ve kronik inflamatuvar bagirsak hastaliklari

gibi inflamatuvar hastaliklarda meydana gelen artiglardir (15).



Toksinler, otoimmiin reaksiyonlar, radyasyon ve iskemi gibi bircok etkiyle
bagirsaklarda inflamasyon meydana gelebilmektedir. Kronik inflamatuvar bagirsak
hastaliklari, bu etkilerin higbiriyle tek basina agiklanamayan ve etiyolojisi heniiz tam olarak

aydinlatilmamuis bir hastalik grubunu ifade eder (16).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 genetik olarak yatkin kisilerde, cevresel faktorler ve
immiin sistem aracili gastrointestinal sisteminin kronik ve tekrarlayici patolojileridir. Klinik
olarak kanli diyare, abdominal kramp, abdominal agrilar ve birtakim ekstraintestinal
bulgularla kendisini gosteren IBH; CH, UK ve ikisi arasinda yer alan IK’yi temsil eder. Bu
tic hastalik gosterdikleri farkli klinik, endoskopik ve histolojik bulgularla ayirt edilebilir. CH,
ince bagirsagin distali ve kolon basta olmak {izere tiim gastrointestinal sistemi
etkileyebilirken, UK; rektum, ¢cekum ve kolonda smirlidir. UK genelde bagirsak mukozasini
etkilerken, CH sindirim kanalinin tiim histolojik katmanlarini etkileyerek transmural tarzda
yayilim gosterir. Hastalarin yaklasik %10-15’inde CH ve UK kolit ayrimi yapilamaz ve bu
durum IK olarak adlandirilir (16-18).

Ulseratif kolit, kolonda meydana gelen tutulumun anatomik yerleskesine gore
siiflandirilabilir. Tutulum sadece rektumda smirli ise proktit; rektum ve sigmoid kolonu
birlikte etkiliyorsa proktosigmoidit; rektum, sigmoid kolon ve inen kolonda diffiiz etki
gosteriyorsa sol tip kolit olarak isimlendirilir. Kolonun tiim anatomik kisimlarini etkiler tarzda

meydana gelen tutuluma ise pankolit ad1 verilir (19,20).

Ulseratif kolitin klinik tanis1 histolojik ve endoskopik bulgularla dogrulanir. Mevcut
ve gelismekte olan UK tani ydntemlerinde klinik, biyokimyasal ve patolojik bulgular da
hastaligin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Klinikte hastaligin aktivitesi hafif, orta ve

siddetli olarak degerlendirilir (20).

Bagirsak dis1 bulgular, IBH hastalarinin % 25-40’mda goriilmektedir. Bunlar genelde
deri, gbz, karaciger ve eklemlerde meydana gelen inflamatuvar belirtilerdir (21). Crohn
hastaliginda biiylime hiz1 anomalileri ¢ok yaygindir. Geng bireylerde intestinal semptomlarin
baslangicindan ¢ok Once hastalarin yaklasik %46’°sinda biiylime hiz1 diismesi goriilmektedir
(22). UK ve CH ile ilgili bagirsak dis1 semptomlarin basinda arthritis, erythema nodosum,
pyoderma gangrenosum, aphthous stomatitis ve iritis/uveitis gelmektedir. Tromboembolizm

ve primer sklerozan kolanjit UK hastalarinda yaygindir (23,24).



Epidemiyoloji

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, cografik bolgelerin IBH gelisiminde énemli rolii
oldugu gésterilmistir. IBH, dogudan batiya ve giineyden kuzeye dogru artan bir cografik
egilim gostermektedir. En yiiksek UK insidanst Avrupa’da yilda 24.3/100.000 iken, en
yiikksek CH insidansi yilda 20.2/100.000 kisi ile Kuzey Amerika’da goriilmektedir (25). En
yiikksek UK ve CH prevelans: ise Avrupa’da sirasiyla 505 ve 322/100.000 kisidir. IBH
diinyada yaklasik olarak bes milyon insani etkilemektedir (26).

Cografik lokasyonun yam sira, etnik farkliliklar da IBH yayginhginda etkilidir.
Yahudi toplumlar1 ve Kafkas irklarinda daha sik goriilirken Asya toplumlarinda daha az
rastlanmaktadir. Cin, Giliney Kore, Afrika ve Hindistan gibi lilkelerde de endiistrilesme ve
batililagma ile birlikte yayginligi artmaktadir (27). Gégmenler tizerinde yapilan galigmalarda,
IBH nin diisiik yayginlikla oldugu bolgelerden yiiksek yayginlikta oldugu bélgelere go¢ eden
insanlarda IBH riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu veriler yasam tarzi ve degisen
cevresel faktorlerin IBH’nin etiyolojisinde &nemli kofaktdrler oldugu diisiincesini

desteklemektedir (28).

Etiyoloji ve Patogenez

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Genetik yatkinlik, konak immiin cevabi, patojenler ve cevresel faktorlerin arasindaki
karmasik etkilesimlerin IBH gelisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir. Intestinal mikroflora
veya diger antijenlere verilen anormal immiin yanit, kolonda inflamasyon kaynakli doku

hasarina sebep olmaktadir.

1. Genetik faktorler

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin dagilimmin cografik egilimi ve heterojen dagilim
gostermesi, hastaligin gelisiminde genetik faktorlerin de etkili oldugunu gostermektedir.
Yapilan genetik ¢alismalarda pozitif aile Oykiisiinlin 6nemli bir risk faktorii oldugu
gosterilmistir (29).

Monozigotik ikizlerde yapilan ¢alismalarda CH riskinin % 50-70 oldugu bildirilmistir
ki bu oran, normal popiilasyonda goriilme riskinden 800 kat daha fazladir. UK’de ise bu oran
% 10-20 arasindadir (19, 30). Bu bulgular genetik faktdrlerin CH’de UK ’ye oranla daha etkili
oldugunu gostermektedir (31).



Son bes yilda yapilan GWAS (genom-wide associtation studies) calismalarinda UK ve
CH ile iliskili 160 gen bolgesi bulunmustur (25). Bu lokuslar patojen tanimlama, lenfosit
aktivasyonu, sitokin sinyalleri, intestinal epitelyal bariyer defansi gibi ¢esitli patofizyolojik
mekanizmalar ve birtakim genlerin diizenlenmesini kapsar. Epidemiyolojik gostergeler IBH

iliskili genlerin, hem UK hem de CH ile 6nemli derecede baglantili oldugunu gdstermektedir.

Ozellikle IL-23 yolaginda iiretim fonksiyonu olan genler, NK-2 transkripsiyon faktorii
iliskili lokus 3 (NKX2-3), SMAD3 (Mothers against decapentaplegic homolog 3), STATS,
(Signal transducers and activators of transcription 3), ZMIZ1 (Zinc Finger, MIZ-Type
Containing 1) ve c-REL transkripsiyon faktorleri IBH ile iliskilidir. Hem UK hem de CH’de
ilgili gen bolgeleri her ne kadar 16kosit akisi ile iligkili gen iriinlerini igerse de bazi kesin
farklar s6z konusudur. Otofajiyi diizenleyen NOD2 geni sadece CH ile iliskili iken;
kromozom 6p21 {iizerinde, HLA class Il genine yakin major histokompabilite kompleks
bolgesi UK ile iliskilidir (27). UK’de etkin gen lokuslari, epitelyal defans fonksiyonunu
aracili genlerden de sorumludur. ilgili genler ve IBH arasindaki baglantilar hastaliklarin
mekanizmast ile ilgili karsilastirmali fikir verebilir. Ornegin IL-23 yolaginda gorevli faktorleri
kodlayan genler ozellikle sedef hastaligi ve ankilozan spondilit gibi kronik inflamatuvar
hastaliklarla iliskilendirilmistir (2,32).

Tablo 1. Ulseratif kolit ve Crohn hastahg iligkili genlerin karsilastirilmasi (25)

Gen Fonksiyon CH iliskisi UK iliskisi
NOD?2 Dogal bagisiklik Var Yok
ATG16L1 Otofaji Var Yok
IL23R Th-17 hiicre yaniti Var Var
IL-12B Th-17 hiicre yanitt Var Var
NKX2-3 Lenf diigiimii ve dalak gelisimi Var Var
STAT-3 IL-23R sinyalizasyonu Var Var
CCR-6 Lokosit migrasyonu ve intestinal damarlanma  Var Yok
PTGER-4 Inflamatuvar diizenleyici PGE2 reseptorii Var Yok
ZNF365 Mitoz Var Bilinmiyor
SLC22A5 Plazma membran organik katyon tastyicisi Var Bilinmiyor
PTPN2 STAT proteinleri etkilesimi Var Bilinmiyor
IL-10 T hiicre diizenlenmesi Bilinmiyor  Var
IFN-G Dogal ve adaptif bagisiklik kritik sitokini Yok Var
MST-1 Makrofaj kemotaktik faktorii Var Var

NOD2; Nucleotide-binding oligomerization domain protein, ATG16L1; Autophagy-related 16-like proteinl,
IRGM; Immunityrelated GTPase family, IL23R; Interleukin 23 receptor, IL-12B; Interleukin 12B, NKX2-3;
NK2 transcription factor-related locus, STATS3; Signal transducer and activator of transcription; CCr-6;
chemokine [c-c] motif receptor 6, PTGER4; Prostaglandin E receptor 4, ZNF365; Zinc finger protein 365,
SLC22A5; solute carrier family 22 organic cation transporter, PTPN2; T cell protein tyrosine phosphatase, IL-
10; interleukin 10, IFN-g; interferon gamma, MST-1; macrophage stimulating-1.
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2. Cevresel Faktorler

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, Iskandinavya iilkeleri, Birlesik Krallik ve Amerika
Birlesik Devletleri gibi gelismis iilkelerde ¢ok yaygindir. 20. yiizyilda sanayilesmis iilkelerde
IBH’nin insidansmin siirekli olarak artmasi c¢evresel faktdrlerin hastalik gelisimine katkida
bulunmasi teorisini giiclendirmistir (17). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda Asya iilkeleri,
gelismekte olan tlkeler ve birinci diinya lilkelerine go¢ edenler arasinda insidansin yiliksek
oldugu bildirilmistir. Bu artisa “Batililagsmis” yasam tarziyla beraber; diyet, sigara aligkanligi,
giines 15181, endiistriyel kimyasallara maruziyette meydana gelen degisikliklerin sebep oldugu
ongoriilmektedir (17,33,34).

Ozellikle rafine seker kullanimi, yag asitleri ve fast food tiiketiminin artmasinin yam
sira meyve, sebze ve lifli gidalarinin tliketiminin azalmasi seklinde bati tarzi beslenme
aliskanliklar1 IBH riskini artirmaktadir (35). Omega-6 yag asitleri, uzun zincirli yag asitleri,
hayvansal gidalar ve karbonhidratlarin intestinal mikrobiyotay1 degistirme yoluyla bagirsak
permeabilitesini artirarak inflamasyona sebep olabilmektedir (36,37). Lifli gidalar, meyve ve

sebze agirlikli beslenmenin ise IBH gelisim riskini azalttig1 belirlenmistir (38,39).

Sigara, antibiyotikler, oral kontraseptifler, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar
(NSAID) , appendektomi, gevresel kirlilik ve stres IBH ile iliskili onemli cevresel faktorlerdir
(35,40). Sigara kullanimi CH riskini artirirken, UK’ye kars1 koruyucu etki gdstermektedir
(26,35). Appendektomi gegiren kisilerde UK gelisim riski azalmaktadir (41,42). Oral
kontraseptifler ve NSAID ilaglarin kullanimi ile ilgili ¢alismalarda geliskiler mevcuttur (40,
43).

Cocukluk caginda maruz kalman cevresel faktorler IBH icin énemli risk faktorleridir.
Intestinal mikrobiyotay1 etkileyecek tanimlanmamis bazi faktorler IBH gelisiminde etkili
olabilir. Anne siitii tikketimi, hijyen, hava kirliligi, giinliik ¢ay tiiketimi, musluk suyu tiiketimi,
egzersiz, stres, depresyon, bagirsak helmintleri ve evcil hayvanlarla iligki gibi bir¢ok faktoriin

hastalik riski ile iligkisini gosteren ¢alismalar mevcuttur (28,35,38-41,44-46).

IIk olarak 2005 yilinda epidemiyolog Christopher P. Wild tarafindan kullanilan
“Ekspozom” terimi gebeligin baglangicindan 6liime kadar bireyi etkileyen biitiin gevresel
faktorler olarak tanimlanmaktadir. Ekspozomal faktorler bagirsak kanalini déseyen mukoza
hiicrelerini direk olarak etkileme ya da intestinal mikrobiyatanin metabolik aktivitesi ve
kompozisyonunu etkileme yoluyla immiin fonksiyonlar1 indirek olarak degistirebilir (47,48).
Bu yolla inflamasyonu baglatarak hastalik gelisimine katki saglayabilir.
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3. Bagirsak Mikroflorasi

Molekiiler tekniklerdeki son gelismelerle bagirsak mikroflorasi ve konak arasindaki
karmasik etkilesimlerin karakterize edilmesi, normal ve IBH’ye sahip insanlarda
mikrobiyatanin rollerinin kesfedilmesine 151k tutulmustur (49). Bagirsak mikroflorasi 6nemli
metabolik ve koruyucu fonksiyonlara sahip yaklasik 100 trilyon bakteriden olusan biiyiik bir
ekosistemdir (19,50). Dogumla beraber sindirim kanalina yerlesip gelisen ve 40.000 den fazla
tiirde bakteri, viriis ve mantarlardan olusan bagirsak florasi immiin sistem gelisiminde de
onemli rol oynar (49,51,52). Bagirsak mikroflorasinin kompozisyonundaki degisme; obezite,
¢olyak hastaligi, diyabet, romatoid artrit, IBH gibi bir¢ok hastalik ile iliskili bulunmustur (51,
53,54).

Saglikli bireyler ve IBH olgularinda, sahip olunan bagirsak florasi igerigi
karsilastirildiginda; biyogesitlilik, disbiyoz, patojen igerigi ve gram pozitifler yoniinden farkl
oldugu saptanmistir. Bacteroides, Eubacterium ve Lactobacillus gibi anaerobik tiirler IBHde
azalmaktadir. Saglikli bagirsak florasinda daha az bulunan gram pozitif bakteri tiirleri IBH
olgularinda artis  gostermekle  beraber;  Pectinatus, Sutterella, Fusobacterium,
Verrucomicrobium, Clostrodia, Mycobacterium paratuberculosis, M. Paramyxovirus gibi

patojen tiirlerde de artig saptanmistir (55,56).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde, immiin sistemin normal bagirsak
mukozasina kars1 anormal bir immiin yanit ya da spesifik bir patojene kars1 normal immiin
yanitin etkin rol oynadigi diisiinlilmektedir. Bu iki mekanizmay1 kesin olarak ispatlayan
deneysel ¢aligmalar olmasa da; yapilan arastirmalarda immiin yanitin olusmasi igin

bakterilerin gerekli oldugu gosterilmistir (49,57).

Bagirsak florasi ile immiin sistem arasinda siki bir iliski s6z konusudur. Intestinal
bakteriler GALT’1 uyararak patojenlere karsi antikor iiretimini saglar. Yapilan deneysel
calismalarda, bagirsak florasinin; IL-17 iireten hiicreler (Th17; T helper 17) ve regiilator T
hiicrelerin (Treg) gelisimini diizenleyerek GALT’1in homeostazisinde rol oynadiklar
belirlenmistir (58-60). Gram negatif peptidoglikanlar bagirsak lenfoid dokusunun geligimi
icin gereklidir (49). Bagirsak florasi, intestinal mukozadaki T hiicreleri ve IgA salgilayan
plazma hiicrelerini uyaran sinyaller iireterek T ve B lenfosit cevabinin diizenlenmesinde rol
alir (49,61). Bagirsak florasi ile immiin sistem arasindaki bu dengeli iliski normalde
simbiyotiktir. Intestinal floranin patogenezi baslatmasi hipotezinde, bu dengenin bozulmasi

s0z konusudur. Bakteriler inflamatuvar genlerin regiilasyonunu bozarak ve Niikleer faktor
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kappa B (NF-kB) yolagimin aktivasyonunu bloke ederek sayisiz luminal antijene karsi bir

inflamatuvar cevap olusmasina sebep olurlar (17,62).

4. Bagirsak Mukozasi

Bagirsak epiteli, sindirim ile ilgili fonksiyonlarin yan1 sira intestinal mikrobiyota ile
GALT dokusu arasinda mukozal immiin cevabin olusumunda 6nemli role sahiptir. Bagirsak
epiteli, luminal bakteriler ve antijenlerin dolagima ge¢cmelerini engelleyen bir fiziksel bariyer
olusturur. Epitel hiicrelerinin yan yiizleri arasindaki siki baglantilar bu bariyeri gili¢lendirir.
IBH’de paraseliiler boslugu tikayan bu baglantilarin regiilasyonu bozulur ve permeabilitede

bir artis meydana gelir (63,64).

Bagirsak epitelinde yer alan Goblet ve Paneth hiicreleri bakteri invazyonuna karsi
koruma saglarlar. Goblet hiicreleri mukus {iretimi, epitel tamiri ve inflamasyonu diizenleyen
bazi faktorleri salgilar. Paneth hiicreleri ise a-defensin gibi antimikrobiyal peptitleri salgilar.
Bagirsak liimenini Orten mukus tabakasi epitel hiicreleri ile luminal antijenlerin iliskisini
kisitlar. IBH’de meydana gelen inflamatuvar cevap genellikle epitelde iilserasyonlara ve
defensin tretiminin azalmasina sebep olur. Sonugta, luminal antijenlere maruziyet artar ve

inflamatuvar cevap genisler (64,65).

Sitokin aracili intestinal permeabilite degisiklikleri IBH dahil; astim, kistik fibrozis ve
kan-beyin bariyeri bozuklugu gibi bir¢ok patolojide rol oynamaktadir. Sitokinler, immiin
sistem hiicrelerinin aktivasyon, migrasyon, gelisimini diizenlemenin yani sira fizyolojik,
gelisimsel ve non-inflamatuvar birgok biyolojik fonksiyona sahiptir (66-68). Interferon gama
(IFN-v), (TNF-a), interlokinler (IL-1, IL-4, IL-6, IL-13, IL-17) ile doniistiiriicii biiyiime
faktor-p (TGF-B; transforming growth factor- B) gibi biiyiime faktorleriyle yapilan deneysel
calismalarda; intestinal permeabiliteyi diizenleyen siki baglantilar1 olusturan multiprotein
komplekslerinin degisimi sonucu, paraseliller bariyerde defektler ve permeabilitede

degisiklikler saptanmistir (69-76).

Mukozal bariyerin 6nemli bir bileseni de mukus tabakasidir. Bu tabaka, bagirsak
mukozasin1 luminal igerigin fiziksel stresinden korumasmin yani sira bagirsak florasi ile
iliskisini de kisitlayarak koruma saglamaktadir. Mukus regiilasyonunda meydana gelebilecek
bir bozulma mukoza epiteli ile luminal antijenlerin etkilesimlerine ve dolayisiyla

inflamasyona yol agabilmektedir (77,78).
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Mukus bariyeri miisin ve fosfolipitler gibi temel yapisal elemanlara ek olarak
immiinoglobulinler ve antimikrobiyal etki gosteren bazi faktorleri de icermektedir. Mukus
iiretimi ve salgilanmasi epitel hiicrelerinin ¢evresel faktorler ve luminal antijenlerle uyarimini
takiben otokrin yolla; diger epitel hiicreleri, lamina propriyada bulunan lokositler ve sinirsel

uyarimla da parakrin yolla diizenlenir (77).

Mikrobiyal toksinler, luminal antijenler ve sitokinler gibi bazi faktorler; miisin tiretim
ve salgilanmasini uyarabilir ya da inhibe edebilir. Boylece mukus tabakasinin kimyasal
kompozisyonunda degisiklikler meydana gelebilir. Bu durum IBH gibi cesitli patolojik

durumlara yol agabilir.

Tablo 2. intestinal mukus bariyerinin bilesenleri ve fonksiyonlar: (77)

Bilesen
Miisin (MUC?2)

Immiinoglobulinler

(IgA, 1IgM, 1gG)

Trefoil peptitler (ITF,
TF3)

Antimikrobiyal
peptitler (defensin,
katelisidinler,
lizozim)

Fosfolipitler

Lektinler (Reglll- vy ,
kollektinler)

Antimikrobiyal

proteaz inhibitorleri
(elafin, SPL1)

Kaynak

Goblet hiicreleri,
Paneth hucreleri

B lenfositler,
Epitel hiicreleri

Goblet hicreleri

Paneth hiicreleri,
Enterositler

Enterositler

Paneth hiicreleri,
Enterositler

Epitelyal
hiicreler,
Lokositler

Fonksiyonlar

Hidrofilik mukusun en 6nemli yapisal bilesent,
antimikrobiyal  peptitleri  tutma, luminal
kayganlik

Antimikrobiyal etki, opsonizasyon, mikrobiyal
penetrasyonu engelleme

Miisin  polimerizasyonu, yara iyilesmesi

uyarimi

Direkt antimikrobiyal aktivite

Mukus hidrofobik elemani, kayganlik, bariyer
fonksiyon

Direkt antimikrobiyal aktivite

Kismi direk antimikrobiyal aktivite
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Ormnegin, miisin (MUC2) transkripsiyonu ve Goblet hiicrelerinden miisin salgilanmas1
inflamatuvar sitokinlere cevap, luminal antijen uyarimi ve biiylime faktorleriyle artmaktadir
(77,79-81). Ayrica mukus bilesenlerinden defensin, lektin ve diger Paneth hiicre iirtinlerinin
iretim ve salgilanmasi; inflamatuvar sitokinler ve bakteriyel toksinler tarafindan kontrol

edilmektedir (77,82,83).

5. Immiin sistem
Intestinal lamina propriya, intestinal liimende bulunan patojenlere cevap olusturulmasi

ve yabanci antijenlerin girisini 6nlemek amaciyla, immiin sistem hiicrelerinden olusan
kompleks bir hiicre popiilasyonu igerir. Sindirim kanali yoluyla ¢ok sayida yabanci antijen
viicuda girer ve fizyolojik sinirlar igeresinde bir immiin yanit olusturulur. Oral tolerans ad1

verilen bu normal immiin yanit, dokuda kronik inflamasyona sebep olmaz (84,85).

Aktif IBHnin en belirgin zelligi, lamina propriya dogal bagisiklik immiin sistem
hiicreleri (nétrofiller, makrofajlar, dentritik hiicreler ve natural killer T hiicreleri) ile adaptif
bagisiklik immiin sistem hiicrelerinin (B lenfosit ve T lenfositler) infiltrasyonunun
artmasidir. Bu hiicrelerin artan aktivasyonlari, intestinal mukozada lokal olarak TNF-a,
interlokin-1p, interferon-y (IFN- y) ve IL-23/Th17 yolag1 sitokinlerinin artmasina sebep olur
(64).

CD4" T lenfositler, immiin yanitin baslatilmasinda diger immiin sistem hiicrelerinin
uyarilmasini ve immiin reaksiyonlar sirasinda efektor fonksiyonlar kazanmasini saglayarak
onemli bir rol oynar. Naive CD4" T lenfositler antijenik uyarimla aktive olarak gogalip
efektor fonksiyonlar1 ve sitokin liretimi karakterleri farkli olan Th1, Th2, Th17 ve Treg alt
gruplarini olustururlar (86,87).

T helper 1 alt grubu hiicreleri, 6zellikle intraseliiler viral ve bakteriyel infeskiyonlar ile
kanserli hiicrelere karsi immiin yanitin olusturulmasindan sorumlu, baskin olarak IFN-y
ireten alt gruptur. Th2 hicreler IL-4, IL-5, 1L-9, IL-10, IL-13, IL-25 gibi ekstraseliiler
patojenlerin eliminasyonunda gorevli sitokinlerin iiretilmesinden sorumludurlar. Th1 ve Th2
hiicrelerin sitokin profillerinden farkli olarak yiliksek seviyede IL-17 iiretimiyle karakterize
yeni alt grup Th17 hiicreler olarak isimlendirilmistir. IL-17, IL-21, IL-22 ve TNF- a {ireten
Th17 hiicreler nétrofil infiltrasyonu ve ekstraseliiler patojenik bakterilerin kontroliinde

onemli rol tistlenir (88-91).
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T helper alt hiicre gruplarinin farklilagmasi igin spesifik sitokin uyarimlari ve
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu gereklidir. Thl ileri hiicre farklilagmasi i¢in aktif
makrofajlar ve dentritik hiicrelerden yiiksek diizeyde IL-12 ekspresyonu ile T-box ailesi
transkripsiyon faktor T-bet aktivasyonu gereklidir (90, 92). Th2 yoniinde ileri hiicre
farklilagmast i¢in IL-4 uyarimi ile GATA-3’ iin aktivasyonunu saglayan STAT6 yolag
aktive olur. Th2 yoniinde bu farklilasma TGF-B’nin bulunmasi halinde gerceklesmektedir

(Tablo 3,90).

Yeni kesfedilen alt grup Thl17’nin gelisimi {i¢ asamada gerceklesir. Farklilagma
asamasinda TGF-B ve IL-6 etkilidir, naive CD4" T lenfositlerden Th17 yéniinde gelisimi
uyarir. Amplifikasyon asamasinda IL-21 etkindir. Son asamada ise IL-23 ¢ogalan hiicrelerin
stabilizasyonunu saglar. Th17 farklanmasi icin gerekli TGF-f ve IL-6, STAT3 yolagini aktive
eder. STAT3’iin aktivasyonu Thl7 ileri farklanmasini tetikleyen Retinoik Asit Reseptor

Mliskili Orphan Reseptdr y ve o (RORy ve RORa)’ nin ekspresyonunu ydnetir (93,94).

Tablo 3. T hiicre alt gruplar (90)

Alt Fonksiyonlar Sitokinleri  Hiicre Disregiilasyon 1BH iliskisi
gruplar aktivasyonu
Thl  Intraseliiler IFN-y, IL-2 Makrofajlar  Otoimmiinite ~ Crohn
bakteri ve ve CD8" T hastalig1
viriislerin hiicreler
temizlenmesi
Th2  Ekstraseliiler IL-4, IL-5, Bazofiller, Alerji ve Ulseratif
parazitlerin IL-9, IL-10, Mast Astim kolit
temizlenmesi IL-13 hiicreler,
Eozinofiller,
B lenfositler,
Epitel
hiicreler
Th17  Ekstraseliiler IL-17, Notrofiller Kronik Bilinmiyor
bakteri ve mantar inflamatuvar
immiin yanitin IL-21, hastaliklar
diizenlenmesi IL-22
Treg Inflamasyonun ve TGF-B, T hiicre Treg hiicre T hiicre
immiin yanitin proliferayonu regiilasyon regiilasyonu
diizenlenmesi IL-10 nun bozuklugu bozulmast
baskilanmas1  hastaliklar1 IBH iliskili
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In vivo ve in vitro calismalarda giiclii proinflamatuvar 6zellik gosterdigi belirlenen IL-
17 sitokin ailesinin 6 iiyesi vardir. Bunlar; IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25),
IL-17F sitokinleridir. IL-17, proinflamatuvar sitokinler, kemokinler ve matriks
metalloproteazlarin ekspresyonunu uyararak doku yikimi ve infiltrasyonu diizenler. 1L-17

ailesi sitokinlerinin kolonik seviyeleri UK ve CH’de artis gostermektedir (64,95).

Interlokin-23, 1L-12 sitokin ailesinden heterodimerik protein yapida I1L-12p40/IL-
23p19 kompleksinden olusur. IL-23’{in fonksiyonel reseptorii IL-23R, IL-12RB1 ve IL-23R
birimlerinden olusur (96, 97). 1L-23, IBH’de énemli proinflamatuvar role sahip bir sitokindir.
Yapilan birgok farkli deneysel calisma, IL-23’tin IBH gelisimi igin gerekli oldugunu
gostermistir. Aktif makrofajlar ve dentritik hiicreler tarafindan eksprese edilen IL-23
eksikliginde, kolonik mukozada TNF-o, IFN-y ve IL-6 proinflamatuvar sitokinlerin

seviyesinde onemli diisiis meydana gelir. (90,98-100).

Interlokin-22, yaygim olarak eksprese edilen IL-10R2 ve kisith eksprese edilen IL-
10R1 alt birimlerinden meydana gelen IL-10 ailesine ait bir sitokindir. Th17 hiicrelerince
eksprese edilmesinin yani sira keratinositler, hepatositler, intestinal ve respiratuar epitel
hiicreleri gibi hematopoetik kokenli olmayan hiicreler tarafindan da eksprese edilir. 1L-22,
romatoid artrit, psoriasis ve IBH gibi farkli kronik inflamasyon durumlarinda yiiksek seviyede
eksprese edilir. Insanlarda UK ve CH’da kolon mukozasinda IL-22 seviyesi yiikselir (101,
102).

DENEYSEL KOLIT MODELLERI

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin etiyolojisinin multifaktdriyel olmasi, deneysel
model olusturulmasini zorlagtirmaktadir. Genetik, ¢evresel, mukoza harabiyeti ve immiin
sistem defektleri gibi etiyolojik faktorlerin ¢alisildigi ¢esitli deneysel modeller; hastaligin
patogenezinin anlagilmast ve yeni tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirli, spontan, kimyasal uyarimli, knock-out ve defektif T hiicre

aracili in vivo ve in vitro birgok model bilimsel ¢alismalarda kullanilmaktadir. (103,104).

Inflamatuvar bagirsak hastalik modellerinin énemli bir kismini uyarimli (induce)
modeller olusturmaktadir. Bu amacgla epitel biitlinliiginli bozan kimyasallarla birlikte
kolitojenik bazi maddeler kullanilir. Epitel biitiinliigliniin bozulmasini takiben kolitojenik

maddeler mukozay1 geger ve inflamasyon olusumuna sebep olur. Bu amagla trinitrobenzen
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stilfonik asit (TNBS), dekstran siilfat sodyum (DSS), oksazolon gibi ajanlar deneysel
modellerde sik¢a kullanilmaktadir (105-108).

Trinitrobenzen siilfonik asit uyarimli deneysel kolit modelinde TNBS, %40-50 etanol
¢oOzeltisi ile birlikte intrarektal olarak uygulanir. Etanoliin epitel harabiyetini takiben TNBS
mukozay1 gecerek IBH nin patogenezinde rol oynayan prostaglandin E2, 16kotrien B4, cesitli

inflamatuvar mediyatorlerin ve sitokinlerin seviyesini artirir (103,109).

Trinitrobenzen siilfonik asit uyarimli deneysel kolit hayvan modellerinde, klinik ve
histolojik yonden insan UK’ ine benzer ézellikler goriilmektedir. Kilo kaybi, kanli diyare ve
kolon duvar kalinlagsmasi gibi klinik tablolar ile yogun transmural inflamasyon, diffiiz nekroz,
submukozal nétrofil infiltrasyonu gibi histolojik &zellikler benzerdir (103,110). CD4" ve
CD8" T lenfositler, makrofajlar, graniilositlerin infiltrasyonunun artmasi, Goblet hiicrelerinin

kaybi1 ve bagirsak bezlerinin bozulmasi temel histopatolojilerdir (111).

Bunlarin yan1 sira TNBS uyarimli kolitte Th1, Th2 ve Th17 hiicresel immiin cevabin
onemli rol oynadigi ve intestinal kanalin homeostazisinde gorevli antiinflamatuvar ve
proinflamatuvar sitokinlerin seviyesinde onemli degisikliklerin meydana gelmesi, birgok

deneysel ¢aligmada gosterilmistir (111-115).
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GEREC VE YONTEMLER

Deneysel calismamizin gerceklestirilebilmesi icin gerekli izin Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 27.12.2013 tarih ve 2013.09.03 numarali karari ile
onayland: (Ek 1). Etik kurul onayini takiben projelendirilen ¢alismamiz Trakya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (TUBAP)’a sunuldu ve 2014/20 no’lu proje olarak
TUBAP tarafindan desteklendi (Ek 2).

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde
uretilmis, agirhiklart 210-250 g arasinda degisen 16 adet Wistar albino eriskin disi sigan
kullanildi. Deneysel asamalar siiresince hayvanlar ayni merkezde kaldi. Deneysel siirecte
hayvanlar 22+2 OC 1s1 ve 12/12 karanlik aydinlik siklusunda taze ¢cesme suyu ve standart pelet
yemle ad libitum olarak beslendi. Hayvanlar her giin diizenli olarak takip edilerek temizlikleri
ve agirlik 6l¢iimleri yapildi. Deney baslangicinda 16 sigan rastgele iki gruba ayrildi. Kontrol
grubu (n=8) ve kolit grubu (n=8) hayvanlarin viicut agirliklar1 dlgiilerek her kafeste dort sican

olacak sekilde yerlestirildi.

TNBS Kolit Modeli Olusturulmasi

Trinitrobenzen siilfonik asit uyarimli kolit modeli uygulanarak hastalik grubu
olusturulmustur. TNBS 25 mg/sican dozda %50’lik etanol igerisinde ¢bziilerek sigan basina 1
ml olacak sekilde uygulanmistir. Deney uygulamasi yapilmadan hayvanlar bir gece ag
birakilmig ve sabahinda deney protokolii uygulanmistir. TNBS, vazelinle yeterince
kayganlastirilmis katater kullanilarak, ketamin anestezisi altinda, rektal yoldan 8 cm

ilerleyerek kolona uygun hizda verilmistir. Islem sirasinda siganlar, Trendelenburg
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poziyonunda rektumu yukarida kalacak sekilde tutularak verilen ¢ozeltinin disari kagmasi
engellenmistir. 1 dakika bu pozisyonda beklendikten sonra kolon yine ayni yolla serum
fizyolojik ile yikanmis ve TNBS uzaklastirilmistir. Kontrol grubu sicanlara ise yine ayni yolla

serum fizyolojik uygulanmustir.

Dokularm Elde Edilmesi ve Makroskobik Skorlama

Hastalik modeli olusturulmasini takiben 15. giinde ksilazin-ketamin (Rompun, Bayer,
Istanbul; Ketalar, Pfizer, Istanbul) 10/90 mg/kg, intraperitoneal) anestezisi altinda viicut
agirliklar Olgiilen sicanlar uyutulmus, intrakardiyak kan alimini takiben batin agilarak kolon
dis muayenesi yapilmistir. Perforasyon/adezyon degerlendirmesi yapilan kolonlardan 8 cm
boyunda 6rnekler alinip serum fizyolojik ile temizlenerek agirlik 6lgtimleri yapildiktan sonra
makroskobik hasar degerlendirmesi McCafferty ve ark. (1994)’e gore yapilmistir (Tablo 4,
116). Hasar degerlendirmesi yapilan her kolonun bir kismi 151k mikroskobik inceleme igin
%10’luk tamponlu formol ¢6zeltisine, bir kism1 da Western blot analizleri i¢in hizla kuru buz

{izerine almarak -80°C’lik sogutucuda saklanmustr.

Isik Mikroskobik inceleme ve Mikroskobik Skorlama

Elde edilen kolon dokular1 Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali 151k mikroskobi laboratuvarina tasinarak rutin takip islemlerine baslandi.
Tespit soliisyonu olarak %10’luk tamponlu formol soliisyonu (100 ml %37°lik formaldehit
sollisyonu, 900 ml distile su, 6,5 gram Na,HPO,, 4 gram NaH,PO4H,0) kullanildi. Tespit
soliisyonunda 48 saat bekleyen kolon dokular1 bir gece ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra
strastyla %70, %80, %90, %96’ lik alkol soliisyonlarinda 2x1’er saat bekletildikten sonra
mutlak alkole alinarak 90 dakika dehidratasyon iglemine tabi tutulmustu. Saydamlastirma
asamasina alinan dokular 2x1 saat siire ksilolde bekletildikten sonra 42-45°C’deki yumusak
parafin igerisine alindi. 45 dakikalik yumusak parafin emdirme isleminden sonra dokular
eriyik haldeki sert parafine alindi. Parafin dispenser yardimi ile yapilan bloklama isleminden
sonra kolon dokularindan Leica RM-2245 silindirli mikrotomu kullanilarak Sum kalinliginda
kesitler alindi. Kolon dokusu genel histolojik incelemesi ve mikroskobik skorlama
degerlendirmesi i¢in kesitlere Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi yapildi. H&E ile
boyanmis kesitlerde 151k mikroskobik degerlendirme ig¢in Obermeier ve ark. (1999)’nin

kullandig1 skorlama cetveli kullanildi (Tablo 5,117).
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Tablo 4. Deneysel kolit modeli makroskobik hasar degerlendirme skorlamasi (116)

Ozellik
Ulserasyon
Normal goriiniim
Ulserasyon olmadan fokal hiperemi
Hiperemi veya kolon duvarinda kalinlasma olmadan tilserasyon
Bir alanda inflamasyon ile birlikte iilserasyon
Iki ya da daha fazla alanda inflamasyon ve iilserasyon
Kolon boyunca > 1 cm alanda major hasar

Kolon boyunca > 2 c¢m alanda hasar oldugunda tutulumun her eklenen cm’si igin
skor 1 birim arttirilacak

Adezyon
Adezyon yok
Hafif adezyon (diger dokulardan kolayca ayrilabilen)
Siddetli adezyon
Diyare
Yok
Var
Kahnhk

Maksimal barsak duvar kalinligi (X) mm olarak yukaridaki skora eklenecek
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Tablo 5. Mikroskobik degerlendirmede kullanilan skor cetveli (117)

Ozellik Skor
Epitel
Normal morfoloji 0
Goblet hiicrelerinde kayip 1
Genis alanlarda Goblet hiicre kayb1 2
Kript kaybi 3
Genis alanlarda kript kayb1 4
Infiltrasyon
Infiltrasyon yok 0
Kriptler ¢evresinde infiltrasyon 1
Lamina muskiilaris mukozaya ulasan infiltrasyon 2
Lamina muskiilaris mukozaya ulasan agir infiltrasyon ve mukozanin asir1 6demle 3
kalinlasmasi
Submukozanin Infiltrasyonu 4
Total
Skor

Immiinohistokimyasal Boyamalar

Rutin  takip  islemlerinin  ardindan, parafinde bloklanan  dokulardan
immiinohistokimyasal boyamalar i¢in poly-L-lysine kapl lamlar iizerine (Sigma-P0425-
72EA) Leica RM-2245 silindirli mikrotomu kullanilarak Spm kalinliginda kesitler alindi.
Ksilol ile deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra azalan alkol serisinden gegirilerek suya
indirildi. Kesitler fosfat tampon soliisyonunda (PBS) 3x5 dakika yikandi. Antijen geri
kazanimi asamasi Sitrat tamponu igerisine (Thermo scientific, 1 M, pH:6) alinan doku
kesitlerinin mikrodalga firinda (Vestel, 1550) maksimum 1sida 5 dakika kaynatilarak
gerceklestirildi. Oda sicakliginda soguma islemi tamamlandiktan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanarak, endojen peroksidaz aktivesini baskilamak i¢in distile su ile hazirlanan %3’liik
H20, ¢ozeltisinde 10 dakika bekletildi. Lamlar 3x5 dakika PBS ile yikandiktan sonra 6zgiil
olmayan baglanmalar1 engellemek icin pappen ile havuz olusturulan kesitler iizerine blok

soliisyonu (Invitrogen) 5 dakika siireyle uygulandi. Kurutma kagidi yardimiyla blok
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soliisyonu yikanmadan uzaklastirildi. Uretici firma 6nerisi ve deneme asamalarinda tecriibe
edilen inkiibasyon siirelerinde ve uygun diliisyonda kesitler lizerine primer antikorlar oda
1sinda nemli ¢ember igerisinde uygulandi. Primer antikor uygulamasi sonrasinda kesitler PBS
ile yikandi ve biotinli sekonder antikorla (Invitrogen) 10 dakika nemli ¢ember igerisinde
inkiibe edilerek PBS ile yikandi. HRP-streptavidin ile nemli chamber igerisinde 10 dakika
muamele edilen kesitler PBS ile yikandi. Tim immiinohistokimyasal isaretlemelerde
kromojen olarak AEC (3-amino-9-cthylcarbazole) kullanildi. AEC (Invitrogen) ile
renklendirme asamasinin siiresi mikroskop altinda belirlenerek tim kesitler ayni siire
kromojenle muamele edildikten sonra kesitler suya indirilerek reaksiyon durduruldu. Mayer’s
Hematoksilen ile zit boyama yapilan kesitler su bazli kapatma medyumu ile kapatilarak 11k
mikroskobu altinda incelenmeye hazir hale getirildi. Immiinohistokimyasal isaretlemede

kullanilan primer antikorlar, inkiibasyon siireleri ve hedef hiicreler Tablo. 6’ da verilmistir.

Tablo 6. immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilan antikorlar, diliisyonlar ve hedef
hiicreler

Antikor Marka Diliisyon Hedef hiicreler
Anti-CD3 Bioss bs-0765R 1:50 Olgun lenfositler
Anti-CD4 Abcam ab11815 1:50 CDA T lenfositler
Anti-CD5 Bioss bs1113R 1:200 T ve B lenfositler
Anti-CD8 Abbiotec P0731 1:100 NK T lenfositler
Anti-CD11b  Abcam ab75476 1:100 Makrofajlar
Anti-CD45 Abbiotec P08575 1:100 Genel 16kosit hiicre yiizey reseptorii
Anti-TNF-a  Abcam ab199013 1:100 Thl hiicreler, Makrofajlar, NK T
hiicreler, Mast hiicreleri
Anti-1L-17 Anti-1L17 antibody 1:100 Th17 hiicreler
(ab79056)
Anti-1L-22 Anti-1L22 antibody 1:100 Th22 hiicreler
(ab106773)
Anti-1L-23 Anti-1L23 antibody 1:100 IL-23 yiizey reseptoriine sahip hiicreler
(ab115759)
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Western blot teknigi uygulamasi

Ependorf tiipleri icerisinde - 80°C'de bekletilen doku 6rneklerinden homojenizasyon
islemi i¢in esit miktarlarda doku ornekleri tartilarak alindi. 200 mg doku 6rnegi tizerine 400
ml protein inhibitdr kokteyl igeren doku lizis tamponu eklendi. Karisim buz iizerinde 10
dakika bekletildikten sonra iizerine 1,4 mm c¢elik boncuklar eklenerek doku
homojenizatériinde 10. seviyede 4 dk kadar par¢alama islemi yapildi. Iyi parcalanmayan doku
iceren tiiplere buz iizerinde bir miktar daha ekstraksiyon soliisyonu eklenerek dokularin

tamamen parcalanmasi saglandi.

Parcalama islemi bittikten sonra ornekler sogutmali santrifiijde 10.000 rpm devirde
+4°C' de 10 dk. siire boyunca santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra karisim
yeni bir tiipe aliarak tekrar santrifiij islemine tabi tutuldu. Ugiincii santrifiij isleminden sonra

temiz lizatlar elde edilmis oldu.

Elde edilen lizatlardaki protein yogunlugunun oSl¢iilmesinde Qubit 2.0 Fluorometre
cihaz1 ile Qubit protein assay kit kullanildi. 1 ml'lik 6rneklerde protein yogunlugu 6l¢timleri
yapildi. Yiikleme islemi yaparken kuyucuklara esit miktarda protein yiiklemesi yapilabilmesi
icin Orneklerden alinmasi gereken hacimler hesaplandi. Her Ornek igin toplamda 10 pl

hacimde lizat + SRA+ LSD + distile su karigimi kuyucuklara yiiklendi.

Yiiriitme soliisyonu olarak MES SDS Running Buffer 20X (Invitrogen) kullanild.
Yiikleme jeli olarak 4-12% Bis-Tris Protein Gels (Invitrogen, Novex) kullanildi. Ornekler
Novex Bolt Mini Gel Tank kullanilarak, 80 Voltta 2 saat siireyle yliriitiildii. Siirenin sonunda

jeller uygun sekilde ¢ikarilarak blotlama cihazina yerlestirildi.

Elektroforezi tamamlanan jellerin PVDF membrana (Novex, 2 PVDF Mini Stocks)
aktarimi kuru blotlama sistemi ile iBlot (Invitrogen) cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

PVDF membran yikama islemlerinde WesternBreeze kit (Invitrogen) kullanildi.

Bloklama islemi, membran distile sudan gecirildikten sonra c¢alkalayici iizerinde
bloklama soliisyonunun (Western Brezee Chemiluminescent Immunodetection System,

Novex, WB7106) 1 saat uygulanmasiyla gerceklestirildi.

Yikama isleminden sonra membran, primer antikor (IL-17, IL-22, B-aktin)

hazirlanarak muamele edildi. primer antikor ile +4°C de gece boyu inkiibasyon islemi
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gerceklestirildi. Ertesi sabah yikama asamasindan sonra sekonder antikor muamelesi ile
isleme devam edildi. Sekonder antikorla bir saat siire boyunca inkiibasyon islemi yapildi.

Primer antikor ve sekonder antikor agsamalar1 ¢alkalayici tizerinde yapildi.

Sekonder antikorla inkiibasyon sonrasinda yikama islemi yapildi. WesternBreeze kit
icinde yer alan kemiliiminesans substrat ve kemiliiminesans substrat enhancer soliisyonlar1
prosediire gore hazirlanarak karanlik ortamda membran ile 5 dk muamele edildi. Sonrasinda

membran, goriintiileme sistemine alinarak bant goriintiileri alindi.

Istatistiksel Analizler

Hematoksilen-Eozin ve immiinohistokimyasal boyamalar sonucu elde edilen
preparatlar Zeiss (Primo star 10) 1sitk mikroskop altinda incelenerek fotograflandi.
Fotograflarin alinmasi1 ve elde edilen goriintiilerden analizlerin yapilmasinda Kameram
gdriintii analiz programi (Argenit, Istanbul) kullamldi. Hem kolit hem de kontrol grubunda,
her antikor igin, her bir sigan kolon dokusunda 25 farkli alanda olmak iizere; toplamda her
gruptan 200 farkli alanda pozitif boyanan hiicre sayimi yapilmistir. Elde edilen sonuglarin
mm?’ye cevrilmesi ile birim alandaki hiicre yogunluklari hesaplandi. Western blot analizi
sonucunda elde edilen bantlarin yogunluklarinin o&lgiilmesinde ChemiDoc MP 4.1
Goriintiileme sistemi (Bio-Rad) ve programi kullanildi. Elde edilen veriler SPSS (SPSS 12.0
for Windows, Chicago, USA) programi ile analiz edildi. Gruplar aras1 farkliliklar
nonparametrik Mann-Whitney U testi ile belirlendi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BULGULAR

Viicut ve Kolon Agirhgi Bulgulan

Deney baslangicinda ve deney siiresinin sonunda kaydedilen viicut agirligi 6l¢iimleri
karsilastirildiginda; yem tiikketiminde de azalma gozlemlenen Kolit grubunda, deney sonu
agirlik ortalamasi deney baslangicindaki agirlik ortalamasiyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak da anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0.05). Kontrol ve deney gruplarina ait agirlik

degisimleri Sekil 1°de verilmistir.

Viicut Agirlik Degisimleri (g)
300

)

N
o
(@)

8 Kontrol

7 Kolit

-
o
(@)

Viicut agirhigi / g
[EEY
ol
)

50

ik Agirlik Son Agirlik

*p<0.05; Baslangi¢ viicut agirlik degerine gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 1. Kontrol ve kolit grubuna ait viicut agirlik degisimleri
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Deney siiresi sonunda anestezi altinda batin agildiktan sonra kolon makroskobik
bulgulart degerlendirilen hayvanlardan kolon dokular1 alindi. Alinan 8 cm’lik doku 6rnekleri
hassas terazi ile tartilarak sonuglar kaydedildi. Kolon orneklerinin agirliklari
degerlendirildiginde, kolit grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artisin meydana geldigi

gbzlemlendi (p<0.05). Gruplara ait kolon agirliklar1 degisimleri Sekil 2°de verilmistir.

Kolon agirliklari (g /8 cm)

=
oo
)

=
»
1

Kolon agirhigi g/ 8 cm

o o o o
o N B o kN
1

N\

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 2. Gruplara ait deney sonu kolon doku agriliklari

Makroskobik ve Mikroskobik Skorlama Bulgular:

Makroskobik ve mikroskobik bulgularin elde edilmesinde Tablo 4 ve 5°te verilen
skorlama cetvelleri kullanilmistir. Deney siiresi sonunda batin agilarak yapilan intrabdominal
incelemede kontrol gruplarinda bir patoloji gdzlemlenmezken, kolit grubunda kolon
dokusunda 6dem, dilatasyon ve hiperemi gozlemlenmistir.

Kolon dokularimin makroskobik incelemesinde kontrol grubunda patolojiye
rastlanmazken, kolit grubu kolon dokularinda hiperemi ve {ilserasyon bulgularina
rastlanmistir. Kontrol ve kolon gruplarma intrabdominal ve kolon makroskobik goriintiileri
Sekil 3’ te verilmistir. Kolit grubu makroskobik hasar skoru 6.8+1.5 olarak bulunmustur.

Gruplara ait makroskobik skor degerleri Sekil 4’te verilmistir. Makroskobik bulgular
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yoniinden kolit grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05).

Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilan kesitlerle yapilan mikroskobik hasar
degerlendirmesinde kontrol grubunda normal histolojik yap1 gozlendi. Kolit grubunda ise
Goblet hiicre kaybi, bagirsak bezlerinin yapisindaki bozulmalar ve inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu gibi histopatolojiler gozlemlendi. Kolit grubunda mikroskobik hasar skoru,

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olarak bulundu (Kolit;
7.1+0.8, Kontrol; 0, Sekil 5, p<0.05).

Sekil 3. Kontrol ve kolit gruplarina ait intrabdominal ve kolon makroskobik goriintiileri.

(a; Kontrol grubuna ait kolon ve sindirim kanali organlarinin genel goriiniimii, b; Kontrol grubu kolon
dokusuna ait makroskobik goriintii, c; Kolit grubu batin agilmasi sonucu kolon ve sindirim kanali

organlar1 gortinimii, d; Kolit grubu kolon dokusuna ait makroskobik goriintii, * = kolon)
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Makroskobik Hasar Degerlendirmesi

Makroskobik hasar skoru
O P N W A~ O O N
Q
— %
W

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 4. Gruplara ait makroskobik hasar degerleri

Mikroskobik Hasar Degerlendirmesi

Mikroskobik hasar skoru

o = N w SN (82 D ~ (o]
%

— %

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 5. Gruplara ait mikroskobik hasar degerleri

1. H&E boyama bulgulan
Kontrol grubuna ait H&E ile boyanmis kesitler incelendiginde, normal histolojik
yapiya sahip olduklar1 goriildii. Mukoza yiizeyinin ¢ok sayida Goblet hiicresi iceren tek kath

prizmatik epitel ile Ortiilmiis oldugu goriildi. Liimene agilan uzun tiibiiler bezler olan
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Lieberkiihn kriptalar1 iceren gevsek bag doku yapisindaki lamina propriya normal histolojik
yaptya sahipti. Mukozayr submukozadan ayiran lamina muskularis mukoza, kas
tabakalarindan olusan tunika muskularis tabakasi ve adventisya normal doku yapisindaydi
(Sekil 6).

Kolit grubuna ait, H&E ile boyanmis histolojik kesitler incelendiginde, birgok
histopatolojik bulguya rastlandi. Mukoza tabakasinin incelmesine ek olarak, mukozay1 orten
yiizey epitelinde erozyon ve bozulmalar gozlendi. Mukozada Lieberkiihn kriptalarinin yer yer
tamamen ortadan kalktig1 goriildii. Lamina propriyada ve submukozada yogun inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu oldugu goriildii. Lamina muskularis mukozayr asan 6dem olusumunun
submukozaya tastig1 ve submukoza tabakasinin kalinliginin artmasina sebep oldugu gézlendi.

Ayrica bazi bolgelerde iilserasyon alanlarinin varligi gézlemlendi (Sekil 7).

Sekil 6. Kontrol grubuna ait normal kolon goriintiisii (H&E boyamasi)
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2. Immiinohistokimyasal bulgular

2.1. Anti-CD3 boyama bulgular:

Anti-CD3 kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal isaretlemelerde; kontrol ve kolit
grubunda pozitif boyanan hiicrelerin yogunluk ve dagilimlart incelendi. Kontrol grubu kolon
mukozasinda CD3" hiicre sayis1 4.5+1.50 (mm?) olarak bulunurken, kolit grubunda 8.3+1.8
olarak belirlenmistir. Kolit grubu mukoza CD3" hiicre sayis1 kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). CD3" hiicrelerin dagilimlari
incelendiginde, kontrol grubunda daha ¢ok Lieberkiihn kriptleri arasinda bag doku igerisinde
yerlesim gosterirken; kolit grubunda buna ek olarak lamina epitelyalisin altinda ve bez epitel
hiicreleri arasinda intraepitelyal yerlesime sahip hiicrelerin oldugu gozlendi. Kontrol ve kolit
grubuna ait CD3" hiicre isaretlemeleri Sekil 8 ve 9°da verilmistir. Birim alandaki hiicre

sayilar1 Sekil 10’da sunulmustur.
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Sekil 8. Kontrol grubu Anti-CD3 boyanmasi (oklar; CD3" hiicreler, Immiinperoksidaz,
Hematoksilen zit boyamasi)
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Sekil 9. Kolit grubu Anti-CD3 boyanmast (oklar; subepit
hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)

10,0
9,0 -
8,0 -
7,0 -
6,0 -
50 -
4,0 -
3,0 -
2,0 -
1,0 -
0,0 -

CD3* hiicre sayis1 (mm?)

CD3" hiicre / mm?

*

N

Kontrol

Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 10. Gruplara ait CD3" hiicre sayimlari
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2.2. Anti-CD4 boyama bulgular:

Anti-CD4 boyamas yapilan kontrol ve kolit grubu kolon mukozalart incelendiginde;
CD4" boyanan hiicre sayisinin, gruplar arasinda farkli oldugu goriildii. CD4" hiicreler, her iki
grupta da lamina propriya gevsek bag dokusu iginde, bezler arasi bolgede ve bezlere yakin
konumda yerlesim gostermekteydi (Sekil 11 ve 12). Birim alandaki CD4" hiicre sayist
incelendiginde kontrol grubu; 3.5+1.8 iken, kolit grubunda ise 6.6+1.6 idi. Kolit grubundaki

bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu ($ekil 13, p<0.05).

Sekil 11. Kontrol grubu Anti-CD4 boyanmas1 (oklar; CD4" hiicreler, immiinperoksidaz,
Hematoksilen zit boyamast)
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A 3
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Sekil 12. Kolit grubu Anti-CD4 boyanmas1 (oklar; kriptlere yakin yerlesimli CD4" hiicreler,
Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamas)
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Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 13. Gruplara ait CD4" hiicre sayimlari
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2.3. Anti-CD5 boyama bulgulari

CD5 antikoru ile isaretleme yapilan kontrol ve kolit grubuna ait kesitlerin fotograflar
Sekil 14 ve 15°de verilmistir. Mukozadaki dagilimlar1 incelendiginde ise, her iki grupta da
lamina propriyanin gevsek bag dokusunda yerlesmis olduklar1 gozlenmistir. Sekil 16’da
sunuldugu gibi, gruplara ait CD5" hiicre sayisinda; kolit grubunda kontrole kiyasla anlamli bir
artisin meydana geldigi gozlenmistir (Kontrol; 3.2+1.3, Kolit; 5.6+1.5, p<0.05).

" - a7 20 um
Sekil 14. Kontrol grubu Anti-CD5 boyanmas1 (oklar; CD5" hiicreler, immiinperoksidaz,
Hematoksilen zit boyamast)
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Sekil 15. Kolit grubu Anti-CD5 boyanmasi (oklar; CD4" hiicreler, immiinperoksidaz,
Hematoksilen zit boyamasi)

CD5* hiicre sayis1 (mm?)
7,0 -

6,0 -
5,0 -

mm?

=40
30

CD5" hiicre

2,0 -
1,0 -

0,0 - x

Kontrol

Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 16. Gruplara ait CD5" hiicre sayimlari
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2.4. Anti-CD8 boyama bulgular:

Anti-CD8 ile isaretleme yapilan kolon mukozasi kesitleri incelendiginde, birim
alanda isaretlenen hiicre sayis1 bakimidan gruplar arasinda anlamli bir farklilik goézlendi
(p<0.05). Kontrol grubu CD8" hiicre sayis1 ortalamasi 2.4+0.9 iken, kolit grubunda 4.6+1.3
olarak bulundu. Kontrol grubu kolon mukozasinda, CD8" hiicreler genellikle lamina propriya
gevsek bag dokusunda bulunurken, kolit grubunda inflamatuvar alanlarda, lamina
epitelyalisin dokiildiigii bolgelerde ve {ilserasyon alanlarinda yogun olarak bulundugu
belirlendi. CD8" hiicrelerin isaretlendigi kontrol ve kolit mukozasina ait kesitlerin fotograflari

Sekil 17 ve 18’de verilmistir. Gruplara ait CD8" hiicre sayim sonuglart Sekil 19°da

sunulmustur.

Sekil 17. Kontrol grubuna ait Anti-CD8 boyanmas1 (oklar; lamina propriyada CD8" hiicreler,
Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamast)
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Hematoksilen zit boyamasi)

b

CD8 boyanmasi (oklar; {ilserasyon alanlar1 ve bag doku

, Immiinperoksidaz

Sekil 18. Kolit grubuna ait Anti

icerisinde CD8" hiicreler
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CD8* hiicre sayisi (mm?)

(S (2]
o o
L J

*

»
o
L

CD8* hiicre / mm?
w
(e»]

Loy
o
L

0,0 - A

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 19. Gruplara ait CD8" hiicre sayimlari

2.5. Anti-CD11b (CD18) boyama bulgular:

CD11b" hiicrelerin immiinohistokimyasal olarak isaretlendigi kontrol ve kolit grubu
kolon kesitlerine ait sonuglar Sekil 20 ve 21°de verilmistir. Gruplara ait CD11b" hiicre
boyanmasi yogunlugu incelendiginde, kolit grubunda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu gozlenmistir (p<0.05). Pozitif boyanan hiicrelerin
dagilimi incelendiginde kolit grubunda; inflamasyon alanlari, iilserasyon alanlar1 ve lamina
epitelyalisin hasarli oldugu bolgelere yakin yerlerde submukozaya tasar tarzda yogun
boyanma gozlemlenmistir. Kontrol grubunda ise, lamina propriyanin gevsek bag dokusunda
seyrek olarak yerlestigi goriilmiistiir. Birim alandaki CD11b" hiicrelerin sayis1, kontrol;

4.1+1.2, kolit; 9.9+1.9 olarak hesaplanmistir (Sekil 22).
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Sekil 20. Kontrol grubu Anti-CD11b boyanmas1 (oklar; lamina propriyada CD11b" boyanan
hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamast)
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Sekil 21. Kolit grubu Anti-CD11b boyanmas: (Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit
boyamasi)

CD11b* hiicre sayis1 (mm?)
12,0

10,0 -

CD11b* hiicre / mm?
> o oo
o o o

N
o
1

0,0 - x
Kontrol

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 22. Gruplara ait CD11b" hiicre sayimlari
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2.6.Anti-CD45 boyama bulgular:

Genel 16kosit antijeni olan CD45 (Protein Tirozin Fosfat, Reseptor Tip C, PTPRC)’in
isaretlendigi kontrol ve kolon grubuna ait sonuglar Sekil 23 ve 24’de verilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla kolit grubunda hem mukoza hem de submukozada CD45™ hiicrelerin sayica
artmis oldugu goézlenmistir. Kolit grubu mukozasinda 1 mm?lik alanda CD45" hiicre sayist
ortalama 18.3+3.9 bulunurken, kolit grubunda 40.6+5.3 olarak bulunmustur (Sekil 25). Bu
artig istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0.05). Kontrol grubunda mukozada, lamina
propriyanin gevsek bag dokusunda yerlesirken, kolit grubunda inflamasyon alanlari, kanama
bolgeleri ve ylizey epitelinin hasarli oldugu bolgelerde tutulumlarinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kolit gurubu kolon submukozasinda da CD45" hiicrelerin artmis oldugu

gorildii.

Sekil 23. Kontrol grubu Anti-CD45 boyanmast (oklar; lamina propriyada ve intraepitelyal
konumda yerlesim gosteren CD45" hiicreler, immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)
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Sekil 24. Kolit grubu Anti-CD45 boyanmasi; mukoza ve submukozada bol miktarda CD45"

hiicreler izlenmekte (oklar; iilserasyon ve erozyon alanlari, Immiinperoksidaz, Hematoksilen
z1t boyamast)

CD45* hiicre sayis1 (mm?)

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 25. Gruplara ait CD45" hiicre sayimlari
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2.7. Anti-TNF-a boyama bulgulari

Anti-TNF-a  antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal isaretleme
sonucunda elde edilen fotograflar incelendiginde, kontrol grubunda TNF-a
immiinreaktivitesinin daha ¢ok mukozada ve yiizey epiteline yakin kisimlarda yogunlagmis
oldugu goriildii (Sekil 26). Kolit grubunda ise 6zellikle mukozada inflamasyon alanlarinda
boyanma yogunlugunun yiiksek oldugu izlenmistir (Sekil 27). Yapilan analizlerde kontrol
grubu TNF- o pozitif hiicre yogunlugu 10.1£3.5 (mm?) olarak bulunurken, kolit grubunda bu
deger 35.848.6 olarak bulunmustur (Sekil 28). Kolit grubu boyanma yogunlugundaki bu artis

istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.05).

. : 20 ym
Sekil 26. Kontrol grubu Anti-TNF-a boyanmasi; yiizey epiteline yakin alanlarda
immiinreaktivite izlenmekte (Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)
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Sekil 27. Kolit grubu mukoza ve submukozasinda yogun olarak izlenen Anti-TNF-a
boyanmasi (Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamast)

TNF-a pozitif hiicre sayis1

P R DN W w b
O o1 O o1 O o1 O
1 1 1 1 1 1 ]

TNF-a pozitif hiicre / mm?

(8]
1

- ¥

-

W

Kontrol

Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 28. Gruplara ait TNF-a pozitif hiicre sayimlari
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2.8. Anti IL-17 boyama bulgulari

Kontrol ve kolit grubu kolon mukozasinda IL-17 ifade eden Thl7 hiicrelerinin
immiinohistokimyasal olarak isaretlendigi sonuglar Sekil 29 ve 30°da verilmistir. Her iki
grubun kolon mukozasinda da Th17 hiicreler daha ¢ok Lieberkiihn kriptleri arasin1 dolduran
gevsek bag dokusu igerisinde gozlenmistir. Kontrol grubunda kolon mukozasindaki IL-17
pozitif hiicre sayist mm?»de ortalama 4.2+1.5 olarak bulunurken, kolit grubunda 6.0+1.8

olarak bulunmustur (Sekil 31). Kolit grubunda meydana gelen bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).

Sekil 29. Kontrol grubu Anti-1L-17 boyanmasi (oklar; lamina propriyada yerlesim gdsteren
IL-17 pozitif hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)
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Sekil 30. Kolit grubu Anti-1L-17 boyanmasi (oklar; inflamasyon alanlarinda yogunlugu artan
IL-17 pozitif hiicreler, immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)

IL-17 pozitif hiicre sayis1 (mm?)

J

7,0

6,0
50 -
4,0
3,0
2,0
10 -
0,0 -

1

1

IL-17 pozitif hiicre

N
N \

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 31. Gruplara ait IL-17 pozitif hiicre sayimlari
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2.9. Anti-1L-22 boyama bulgulari

IL-22 ifade eden ve Th22 hiicreler olarak isimlendirilen T hiicre alt grubunun kolon
dokusunda isaretlendigi sonuglar Sekil 32 ve 33’de verilmistir. Immiinohistokimyasal olarak
gosterilen Th22 hiicrelerin kolon mukozasindaki dagilimlar1 incelendiginde, kontrol ve kolit
grubunda benzer olarak lamina propriya gevsek bag dokusu igerisinde bulunduklari
gdzlenmistir. Kontrol grubu kolon mukozasinda 1 mm? alandaki Th22 hiicre sayisi ortalama
4.7+1.5 olarak hesaplanirken, kolit grubunda 9.1+2.0 olarak bulunmustur (Sekil 34). Kolit
grubundaki bu artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Sekil 32. Kontrol grubu Anti-IL-22 boyanmasi (oklar; lamina propriyada bag dokusu
igerisinde yerlesim gosteren IL-22 pozitif hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit
boyamast)
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Sekil 33. Kolit grubunda artan Anti-1L-22 boyanmasi (oklar; IL-22 pozitif hiicreler,
Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamas)

IL-22 pozitif hiicre sayis1 (mm?)
12,0 -

10,0 -

Kontrol Kolit

0o
o
1

‘:b
o
1

IL-22 pozitif hiicre / mm?
(o]
[=)

N
o
1

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
Sekil 34. Gruplara ait IL-22 pozitif hiicre sayimlari
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2.10. Anti-1L-23 boyama bulgulari

Kontrol ve kolit grubu kolon mukozasi kesitlerinde IL-23 ifade eden hiicrelerin
gosterildigi sonuglar Sekil 35 ve 36°da verilmistir. Pozitif boyanan hiicrelerin hem kontrol
hem de kolit grubu kolon mukozasindaki yerlesimleri incelendiginde, 6zellikle bez epiteli ile
iligkili olarak intraepitelyal dagilim gosterdigi gozlemlendi. Mukozada pozitif boyanan
hiicrelerin sayilart incelendiginde kontrol grubunda ortalama 3.3+1.2 degerine karsilik kolit

grubu kolon dokusu mukozasinda mm? alanda 6.6+1.5 pozitif hiicre sayist degerine ulasildi

(Sekil 37). Kolit grubunda meydana gelen bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulundu
(p<0.05).

9 S NGyl W O L A e PN
Sekil 35. Kontrol grubu Anti-1L-23 boyanmasi (oklar; intraepitelyal konumlu IL-23 pozitif
hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)
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Sekil 36. Kolit gruby Anti-IL-23 boyanmas1 (oklar; yiizey epiteli ve bez epiteli ile iligkili IL-
23 pozitif hiicreler, Immiinperoksidaz, Hematoksilen zit boyamasi)

IL-23 pozitif hiicre sayisi (mm?)

P
o o
1 )

50

=W
o o o
1 1 1

IL-23 pozitif hiicre / mm?
> ok
o o
“
— %
N

o
o
|

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 37. Gruplara ait 1L-23 pozitif hiicre boyanma yogunluklart
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3. Western Blot bulgulari
3.1. Anti IL-17 bulgular:

Kolon dokusunda IL-17 antikoru ile yapilan Western blot analizinden elde edilen
bant goriintiileri Sekil 38’de verilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda IL-17 nin kolit
grubunda ekspresyonunun arttigit  gozlemlendi. Yapilan bant yogunlugu analizi
degerlendirmesinde kolit grubundaki IL-17 ekspresyonundaki artisin kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 39, p<0.05).

18 kd [ S S R S s (L-17

42 kd B-aktin
- N (3p) -~ N o™ <t
3 ° o = = -y — o~
pud P udd o) '3 3 3
T © © X ¥ ¥ ¥
(o) (o) (@)
v X X

Sekil 38. Gruplara ait Western blot analizi IL-17 bantlar1

IL-17 bant yogunluk analizi

I
IS »
| J

[EN
N
L

IL-17 bant yogunlugu
N
— %
N

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

Sekil 39. Gruplara ait IL-17 bant yogunluklar1
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3.2. Anti IL-22 bulgular:

IL-22’ nin kolon dokusunda ekspresyonun incelendigi Western blot analizinden elde
edilen bantlarin goriintiileri  Sekil 40’da verilmis olup, kolit grubunda IL-22’nin
ekspresyonunun artmis oldugu gozlenmistir. Sekil 41°de verilen bant yogunluk analizi
sonuglar1 incelendiginde; kolit grubunda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

bir artisin oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

20 kd s s e e e |L-22

42 KU e e cmmm— c—— B -2k tin

Kontrol 1
Kontrol 2
Kontrol 3
Kolit 1
Kolit 2
Kolit 3
Kolit 4

Sekil 40. Gruplara ait Western blot analizi IL-22 bantlari

IL-22 bant yogunluk analizi

=
N
J

[EY
o
|

o
|

IL-22 bant yogunlugu
V
— %
N

Kontrol Kolit

*p<0.05; Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 41. Gruplara ait IL-22 bant yogunluklar1
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TARTISMA

Kronik inflamatuvar bagirsak hastaliklari olarak bilinen UK ve CH, immiin sistemin
aracilik ettigi ve etiyopatogenezi heniiz tam olarak bilinmeyen bagirsak hastaliklaridir.
Molekiiler biyolojik tekniklerdeki gelismelere bagli olarak doku hasarina sebebiyet verebilen
immiinolojik aktivasyonlarin tanimlanmasi ve karakterize edilmesiyle bu hastaliklara yeni

bakis agilar1 ve biyolojik tedaviler gelistirilmektedir (118).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patofizyolojisinde dogal ve adaptif bagigiklik
sisteminin regililasyonunun bozulmasi, inflamasyon aracisi1 molekiiller, bagirsak florasi,
oksidatif stres gibi birgok faktor rol oynamaktadir. Bu farkli etiyolojik faktorleri incelemek
amaciyla, bilimsel aragtirmalarda kullanilabilen bir¢ok deneysel model gelistirilmistir.
Kimyasal uyarimli modeller ve transgenik hayvan modelleri bu amacla sik¢a
kullanilmaktadir. Bu deneysel modeller, insan UK ve CH’nin biyolojisi ve bu hastaliklarin

patogenezi hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir (103,104).

Trinitrobenzen siilfonik asit uyarimli kolit modeli, hem akut hem de kronik faz insan
UK ’sine benzer 6zellikler ortaya ¢ikaran bir modeldir. Bu modelde TNBS, genellikle bagirsak
mukoza bariyerini agmak amagli %40-50’lik etanolle birlikte uygulanmaktadir. Otolog
proteinlerle etkilesime giren TNBS, antijene spesifik T hiicrelerin uyarilmasina yol
agmaktadir (109,110,119). Bu calismada da, UK modeli indiikleyicisi olarak TNBS; 25

mg/si¢an dozda, % 50’lik etanolle kombine olarak kullanilmistir.
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Trinitrobenzen siilfonik asit uyarimli kolit modelinde, insan UK’sine benzer olarak
viicut agirliginda degisimler ve kilo kayiplart meydana getirdigi bilinmektedir. Caligmamizda
da oOnceki ¢alismalarin sonuglarna paralel olarak, kolit grubunda kontrol grubuna kiyasla

viicut agirlik ortalamasinda anlamli bir azalmanin oldugu gézlenmistir (p<0.05) (119,120).

Calismamizda makroskobik bulgular, McCafferty ve ark. (1994)’nin degerlendirme
cetveli kullanilarak incelenmistir (116). Kolgazi ve ark. (2013) sonuglarina benzer olarak,
kolit grubu makroskobik bulgu degeri ¢alismamizda da yiiksek bulunmustur (121). Kontrol
grubunda makroskobik hasar gozlenmemesine ragmen, kolit grubunda degerlendirme
cetveline gore makroskobik bulgu degeri 6.8£1.5 olarak tespit edilmis olup bu deger,

istatistiksel olarak da kontrole gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Mikroskobik bulgularin degerlendirilmesinde H&E ile boyanmis kolon kesitleri
kullanilmistir. Kontrol grubu kolon dokular1 incelendiginde normal histolojik yapida olduklari
gozlenirken, kolit grubunda epitel hiicre erozyonu, Goblet hiicre kaybi, iilserasyon ve
inflamasyon gibi bircok patolojik bulguya rastlanmistir. Incelemelerde goriilen histopatolojik
degisiklikler Obermeier ve ark. (1999)’nin skorlama cetveline gore degerlendirilmistir (117).
Calismamizda elde edilen mikroskobik bulgu sonuglari, farkli aragtirmacilar tarafindan
yapilan calismalarda elde edilen mikroskobik bulgularla ile benzerlik gostermektedir (122,
123). Bizim ¢alismamizda, kolit grubunda mikroskobik skor degeri 7.1+0.8 olarak, kontrol

grubuna kiyasla anlaml yiliksek bulunmustur.

Caligmamizda, T lenfositler ve alt gruplarinin immiinohistokimyasal isaretlenmesinin
yani sira, farkli 16kosit yiizey molekiilleriyle bazi sitokinlerin ekspresyonlar: da incelenmistir.
Indirekt immiinohistokimya teknigi ile isaretlenen kesitlerde pozitif hiicrelerin saymmi

yapilarak mm?de ki hiicre sayilar1 hesaplanmastir.

T hiicre reseptorii (T Cell Receptor; TCR) olarak da bilinen CD3 yiizey molekiilii, T
lenfositlerin aktivasyonunu saglar. Olgun T hiicreler TCR eksprese ederler (124). Literatiirde,
artan CD3 ekspresyonunun parenteral Anti-CD3 uygulanmasiyla baskilanmasi, otoimmiin
hastaliklar ve deneysel alerjik ensefalomyelit gibi hastaliklara kars1 tedavi yaklasimi olarak
yer almaktadir (125). Forster ve ark. (2012) oral Anti-CD3 uygulamasiin T hiicre uyarimli
kolitte sitokin cevabini degistirdigi ve UK tedavisi icin gelistirilebilecegini belirtmistir (126).

Mukoza bulunan CD3" hiicrelerin yogunlugu incelendiginde, kolit grubu bagirsak

mukozasinda, lamina propriya igerisinde ciddi bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Kolit
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grubunda mukozaya ek olarak, submukoza tabakasinda da CD3" hiicrelere sik¢a rastlanmistir.
Reinecke ve ark. (2012) TNBS uyarimli kolit modelinde immiinfloresan yontemle CD3*
hiicrelerini isaretledikleri calismada; kolit grubu distal kolon dokusunun tiim tabakalarinda
pozitif hiicre infiltrasyonunun kontrole gore yiiksek oldugunu belirtmislerdir (127). Benzer
olarak Karaca ve ark. (2015) TNBS uyarimli kolit modelinde, kolonik CD3" hiicrelerin
kontrole kiyasla arttigin1 gostermislerdir (119). Calismamizda da, kontrol grubuna kiyasla
kolit grubunda mukozal CD3" hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
kaydedilmistir (p<0.05).

CDS5, T hiicrelerde ve IgM sentezi yapan B lenfosit alt grubu olan B1 lenfositlerde
eksprese edilen bir membran glikoproteinidir (128, 129). Onceki caligmalarda, CD5’in
ekspresyonunun deneysel UK modellerinde arttig1 gosterilmistir (119, 130). Calismamizda
elde edilen Anti-CD5 boyanmasi bulgulari incelendiginde, onceki ¢alismalara benzer olarak
artmig CDS5 ekspresyonu gozlenmistir. Bu anlamda terapotik CD5 antagonistleri kullanimi

IBH nin siddetini azaltmak icin yararli olabilir (128).

Ulseratif kolitte inflamatuvar siireg; nétrofil graniilositlerin kolonik lamina propriyaya
ekstravasyonunu, lamina propriyada kolonik yiizey epiteline dogru gociinii, kriptlerin
histolojik lezyonlarint ve ilserasyonlari igerir. Dolagimdaki 16kositlerin inflamasyon
alanlarina girisleri lokositler ve endotelyal hiicreler arasinda karsilikli bir¢ok adezyon
molekiillerinin ekspresyonu ve bir dizi ardigik adezyon siiregler ile saglanir. Endotel yiiziinde
eksprese edilen 1-CAM ve V-CAM adezyon molekiilleri 16kositlerde eksprese edilen LFA-1
ve Mac-1 (CD11b) tarafindan ligand olarak kullanilir (131). Calismamizdan elde ettigimiz
sonuglara gore CD11b ekspresyonu kolit grubunda kontrole kiyasla dnemli derecede artmisti.
Ben ve ark. (2000) UK'li hastalardan alinan kolonik biyopsi orneklerinde yaptiklari
immiinohistokimyasal incelemede, CD11b" hiicrelerin kontrol ve UK'li hastalarda mukozada
bagirsak kriptlerinin ¢evresine yakin yerlesimli bulunduklarini gostermiglerdir (132). Bunun
aksine Wang ve ark. (2014), DSS ile indiikte fare kolit modelinde, lamina propriyada CD11b"
hiicrelerin yiizdece azaldigini gostermisleridir (133). Adi gegen calismada mezenterik lenf
nodlari, lamina propriya, intraepitelyal lenfositler ve Payer plaklarindaki CD11b" hiicreler
ayr1 ayr sayilarak degerlendirilmistir. Lamina propriya hari¢ diger doku ve alanlarda CD11b

ekspresyonunun artmis oldugu bildirilmistir (133).

CD8" T hiicre alt popiilasyonu, intraseliiler patojenler ve timor immiinitesinde dnemli
rol oynar (134,135). Patojenik veya koruyucu olabilen CD8" T hiicrelerinin ortak 6zelligi,
56



sitotoksik fonksiyona ek olarak IFN-y ve TNF-a iiretmeleridir. IBH’de ise patojenik olduklar
gosterilmistir (136,137). Sunulan bu ¢aligmada elde edilen verilere gore; kolit grubu kolon
mukozasinda, kontrol grubuna kiyasla CDS" T lenfosit sayisinda bir artis gozlenmistir.
Ghavidel ve ark. (2013) saglikli ve IBH’ye sahip hastalarin kolon biyopsi érneklerinde, CD8"
T lenfositlerin dagilimimi inceledikleri ¢alismalarinda; IBH’ye sahip bireylerde kolonik CD8"
T lenfositlerin saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede azaldigini gostermislerdir (138).
Funderburg ve ark. (2013) IBH’ye sahip ve saglikli bireylerde serum inflamasyon belirtegleri
ile CD4" ve CD8" T lenfosit seviyelerini incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari
incelendiginde UK hastaligina sahip bireylerde periferik kan CD8" T lenfosit seviyesinin
saglikli gruba kiyasla yiiksek oldugu goriilmiistir (139). Liu ve ark. (2008) yaptiklart
calismada, sulfasalazin ile deneysel kolit modeli olusturduklar ratlarda, kolonik CD3", CD4"
ve CD8" hiicreleri incelemislerdir. Kolonik mukozada CD8" T lenfositlerin tutulumu kontrole
kiyasla yiiksek bulunmustur (140). Sunulan bu calismada, kolit grubu kolonik mukoza CD8*
T lenfositlerin kontrol grubuna kiyasla yiiksek olmasi Onceki bazi arastirma sonuclart ile

uyusmaz iken (138) diger bazi arastirmalarin sonuglari ile benzer oldugu goriilmiistiir (119,

140).

CD45 (Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor type C; PTCRC) lokosit ortak antijeni
olarak bilinen bir transmembran glikoproteindir. Hiicre adezyonu, migrasyon, sitokin tiretimi
ve sinyal iletimi gibi bir¢ok fonksiyonun diizenlenmesinde gorev yapar (141). Calismamizin
immiinohistokimyasal CD45 ekspresyon sonugclari incelendiginde, kolit olusturulan grubun
kolon mukozasinda kontrole gore yiiksek oranda ifade edildigi goriilmiistiir. Literatiir
incelendiginde, kolit modellerinde CD45 ekspresyonun sonuglarinin ayni yonde oldugu
goriilmektedir. Tobisawa ve ark. (2010) kolon mukus tiretimini inceledikleri kolit modelinde,
CD45" hiicrelerin infiltrasyonunun mukozada onemli derece arttigini gdstermislerdir. Bu
sonuclara benzer olarak, Karaca ve ark. (2015) TNBS ile indiiklenen kolit modelinde rat
kolon mukozasinda CD45" hiicrelerin infiltrasyonunun kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde

oldugunu gostermislerdir (119).

Sitokinler, IBH’de 6nemli rol oynayan intestinal immiin sistemin anahtar sinyal
molekiilleridir. /n vivo ve in vitro galismalar TNF-a, 1L-1B, IL-6, IL-18 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin seviyesinin IBH’de yiikseldigini ve inflamasyon siddeti ile bu sitokinlerin
seviyelerinin dogru orantili oldugunu gdstermektedir. TNF-o, intestinal epitelyal bariyere

direk olarak etki eden proinflamatuvar sitokinlerden biridir (120,142).
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Sindirim kanali, her giin sayisiz antijene maruz kalmasina ragmen GALT dokusu bu
antijenleri tanimlayarak, normal fizyolojik sinirlar icerisinde ve organizmaya zarar vermeyen
diizeyde bir inflamasyon meydana gelmesini saglar (143,144). Konagin viral, bakteriyel ve
parazitik enfeksiyonlara normal cevabinda TNF-a 6nemlidir, fakat yetersiz veya asir1 iiretimi

konak i¢in zararli olmaktadir (145).

Yapilan bu ¢alismada, kolon TNF-a ekspresyonu incelendiginde; kolit grubu kolon
mukozasinda TNF-a immiinreaktivitesinin kontrol grubu kolon mukozasina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0.05). Asir1t TNF-a ekspresyonu
epitelyal bariyere zarar vermekte, epitel hiicrelerinde apoptozisi indiiklemekte ve kolonik
epitelyal hiicrelerden kemokinlerin salgilanmasina sebep olmaktadir (120). Bu literatiir bilgisi
ile uyumlu olarak ¢alismamizda; kolit grubu kolon mukozasinda inflamasyon ve {ilserasyon
alanlarinda TNF-a ekspresyonunun daha yogun oldugu gozlemlendi. Zhou ve ark. (2006)
TNBS uyarimli kolit modelinde kolonik TNF-a ekspresyonunun arttigini goéstermislerdir
(146). Sunulan bu ¢alismada elde edilen TNF-a bulgulari, Zhou ve ark. (2006)’nin elde ettigi
sonuclarla uyumlu olarak; TNF-o ekspresyonunun mukoza katmaninda, ozellikle lamina
propriyada arttigin1 gostermektedir. Carvalho ve ark. (2007) ile Silva ve ark. (2010) yaptiklar
caligmalarda, TNBS uyarimli kolit modeli kolonik mukoza dokusunda meydana gelen TNF-a
artigin1 ELISA yontemi ile de gostermislerdir (147,148).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda artmis kolonik TNF- o ekspresyonun azaltilmast,
hastaligin tedavisinde 6nemli bir biyolojik yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Infliximab,
Adalimumab, Etanercept, Golimumab gibi TNF-o inhibitorleri, IBH nin tedavisinde etkin
olarak kullanilmaktadir (149). IBH nin tedavisinde daha efektif ve daha az yan etkileri olan
TNF-o inhibitorii ajanlar deneysel modellerde gelistirilmeye devam etmektedir (119,120,
150,151).

Sitokin aracili sinyalizasyon ve T hiicre reseptorii (TCR)’niin aktivasyonu ile naive
CD4" T lenfositler, ¢esitli mikroorganizmalara kars1 immiin cevabin diizenlenmesinde dnemli
rollere sahip; Thl, Th2, Th17 ve T-regiilator (Treg) hiicreler olmak iizere en az 4 farkli major
T-helper (Th) hiicre tipine farklilasir (86). Urettikleri sitokin profiline gére smiflandirilan bu
T hiicrelerden Thl alt grubu yiiksek seviyede IFN-y iiretirken, Th2; IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi
sitokinleri iiretir. Th17 alt grubu ise yiiksek seviyede IL-17 ekspresyonunun yan sira 1L-21,
IL-22 ve TNF-a liretir (86,90).
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Sunulan bu calismada, kontrol ve kolon mukozasinda CD4" T lenfositler anti-CD4
antikoru kullanilarak isaretlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, kolit grubu kolon mukozasinda
CD4" T lenfositlerin sayis1 daha yiiksek bulunmustur. Carvalho ve ark. (2007), 20 mg/si¢an
dozda TNBS kullanarak olusturduklar: rat kolit modelinde, kolon dokusunda CD4" hiicreleri
immiinohistokimyasal olarak gostermislerdir. Bu ¢aligmada, kolit grubu kolon mukozasinda
CD4" hiicre sayis1, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis
gosterirken (148), bizim c¢alismamizda kolit grubu kolon mukozasinda CD4" hiicreler kontrol
grubuna kiyasla yliksek bulunmustur. Bahsedilen ¢alismadan farkli olarak, kolit grubu kolon
mukozasinda artan CD4" hiicre sayis1 istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir
(p<0.05). Funderburg ve ark. (2013), IBH’ye sahip hastalarda kontrol grubuna kiyasla
periferik kanda yiiksek miktarda CD4" T lenfosit bulundugunu gostermislerdir (139).

T helper 17 hiicreler, yeni kesfedilen bir T hiicre alt grubudur. Bu alt grup, yiiksek
oranda IL-17 eksprese ettigi i¢in Th17 olarak isimlendirilmistir. IL-17’nin yan sira IL-21 ve
IL-22°yi de eksprese ederler. Gelisim ve ¢ogalma asamalarinda spesifik sitokinler ve
transkripsiyon faktorlerinin gorev yaptigi bu T lenfosit alt grubunun stabilizasyonu, 1L-23 ile
saglanir (87,90). IL-17, proinflamatuvar sitokinler (TNF-o, IL-6), kemokinler ve matriks

metalloproteazlarin ekspresyonlarini indiikleyerek doku hasarina sebep olabilmektedir (152).

Interlokin-17 knock-out farelerde yapilan bir calismada, hayvanlarin akciger
bakteriyel enfeksiyonlarina karsi, akcigerde azalan noétrofil akiimiilasyonundan dolay1 ¢ok
hassas hale geldikleri gosterilmistir. IL-17 asir1 ekspresyonu ise kemokinlerin eksprese
olmasini uyararak, akcigerde yliksek miktarda 16kosit infiltrasyonu saglayarak inflamasyona

sebep olmaktadir (153).

Fujino ve ark. (2003) IBH’ye sahip kisilerin kolon mukozasinda, IL-17 iireten Th17
hiicrelerin saglikli kisilere gére artmis oldugunu gostermistir (154). Jiang ve ark. (2014) UK’li
hastalarin kolon biyopsi 6rneklerinde I1L-17 ile 1L-17 iligkili IL-21 ve IL-22 ekspresyonlarinin
kontrol grubuna gore artmis oldugunu bildirmislerdir (155). Zhang ve ark. (2014) yaptiklar
TNBS uyarimli kolit modelinde, IL-17 ekspresyonunun arttigini immiinohistokimyasal olarak
gostermislerdir (156). Sunulan ¢aligmada da, kolit grubu kolon mukozasinda artmis miktarda
IL-17 pozitif boyanan hiicreler ayn1 yontemle gosterilmistir. IL-17R (IL-17 reseptor) knock-
out farelerde yapilan deneysel kolit modellerinde, inflamasyon gelismemesi de IL-17R’nin
UK’de meydana gelen inflamasyondaki Onemini ortaya ¢ikarmaktadir. Farkli
immiinmodiilator ajanlar kullanilarak yapilan deneysel hayvan modellerinde, artmig IL-17
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ekspresyonunun baskilanmaya c¢aligildig1 arastirmalar literatiirde yer almaktadir. Yun ve ark.
(2015) DSS ile olusturduklar1 deneysel fare kolit modelinde, resveratroliin mukozal IL-10, IL-
6 ve IL-17 sitokinlerin iiretimini baskilayarak UK’yi tedavi edici etkisini gostermislerdir

(157).

Calismamizda, kolon dokusunda IL-17 ekspresyonu, immiinohistokimyasal metoda ek
olarak Western blot yontemi ile de incelenmistir. Kolit grubu kolon dokusundaki IL-17
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Benzer olarak He
ve ark. (2012), TNBS uyarimli deneysel kolit modelinde, kolonda IL-17 ekspresyonunun
arttigini gostermislerdir (158). UK hastaligina sahip kisilerde yapilan genetik ¢alismalarda,
IL-17 ve iligkili genlerde bulunan polimorfizmler, Th17 yolagmin UK gelisimindeki roliinii

desteklemektedir (159).

T helper 17 hiicrelere ek olarak, dogal bagisiklik hiicrelerinde de eksprese edilen IL-
22; 1L-10 sitokin ailesine ait bir sitokindir (102). Leung ve ark. (2014) UK’li hastalarin kolon
biyopsilerinde yaptiklar1 incelemede, mukozal Th22 hiicrelerin sayisinin kontrole gore
azaldigim gostermislerdir (160). UK hastalarinda mukozal IL-22 ve iliskili proteinleri
inceleyen Lian-Zhen ve ark. (2013), kronik hastalarda mukozal 1L-22 ekspresyonunun
kontrole kiyasla yiiksek oldugunu immiinohistokimyasal olarak gostermislerdir (161).
Calisgmamizda elde ettigimiz verilere gore kolit grubu kolon mukozasinda IL-22 artis
gostermigtir. Artan 1L-22 ekspresyonu ¢alismamizda hem imminohistokimyasal hem de

Western blot yontemleriyle gosterilmistir.

Interlokin-22’nin  IBH’deki  rollerine  bakildiginda,  subepitelyal — dokuda
proinflamatuvar sitokinlerin ve matriks yikim proteinlerinin ekspresyonunu artirarak
proinflamatuvar rol; Goblet hiicrelerinden mukus tiretimi ve epitel hiicrelerden antimikrobiyal
Reglll ile MUCI1 proteinlerinin ekspresyonunu artirarak koruyucu rol oynamaktadir (162,
163). Bu cift tarafli fonksiyonlar1 yiiziinden, literatiirde IL-22 igin “iki basl sitokin” ve “kurt
kiliginda koyun” gibi ifadeler kullanilmistir (164,165).

Interlokin-23 heterodimerik proteini 1L-12p40 ve 1L-23 spesifik p19 alt birimlerinden
meydana gelir (166). IL-23 aktiflesmis makrofajlar ve dendritik hiicrelerde eksprese
edilmektedir (167). Yapilan bu ¢aligmada elde edilen IL-23 immiinohistokimyasal bulgulari
incelendiginde, IL-23 pozitif hiicrelerin hem kontrol hem de kolit grubu kolon mukozasinda

cogunlukla intraepitelyal yerlesimli hiicreler olduklari gézlenmistir. IL-23 pozitif boyanan
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hiicrelerin yerlesimleri dikkate alindiginda, literatiirle uyumlu olarak ¢ogunlukla dendritik
hiicreler olduklar1 soylenebilir. McKenzie ve ark. (2006) Thl17 hiicrelerin ¢ogalmasi ve

stabilizasyonu igin IL-23 gerekli oldugunu bildirmislerdir (168).

Interlokin-23, IBH’de major proinflamatuvar role sahiptir (90). Yen ve ark. (2006) ile
Hue ve ark. (2006), IL-23’iin IBH gelisimi icin gerekli oldugunu deneysel modellerde
gostermislerdir (100, 169). UK hastalarinda artmis IL-23 ekspresyonu Lian-Zhen ve ark.
(2013) tarafindan gosterilmistir (161). Zhang ve ark. (2009) oksazolon uyarimli deneysel kolit
modelinde, serum IL-23 seviyesinin arttigint belirtmislerdir (170). Literatiirde yer alan
sonuglara paralel olarak, ¢alismamizda da, kolit grubunda kolonik IL-23 ekspresyonu seviyesi
kontrol grubuna kiyasla yliksek bulunmustur. Sunulan bu ¢aligmada elde edilen bulgular,
Lian-Zhen ve ark. (2013)’nin bulgularina benzer olarak, hem IL-17 hem de IL-23

ekspresyonun kolit grubu kolon mukozasinda yiiksek oldugunu gostermektedir.

Hue ve ark. (2006), IL-23 eksikliginde TNF-a, IFN-y ve IL-6 kolonik proinflamatuvar
sitokinlerin  seviyesinin azaldigimi1 bildirmislerdir (169). Bu sonuca uygun olarak
olusturdugumuz deneysel modelde, artan IL-23 ekspresyonu ile beraber kolonik mukoza

TNF-a ekspresyonunda da artis meydana gelmistir.

Bu caligmada, mevcut ¢alismalardan farkli olarak yeni T hiicre alt gruplar1 Th17 ve
Th22’nin TNBS uyarimli deneysel kolit modelindeki aktivasyonlart hem dogal bagisiklik
hiicreleri hem de adaptif bagisiklik hiicrelerinin aktivsyonlar: ile kiyaslanarak incelenmesi
bakimindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu iliskinin aydinlatilabilmesi i¢in farkli aragtirma

metotlar1 kullanilarak yapilacak ileri ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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SONUCLAR

Diinya ¢apinda milyonlarca insam etkileyen IBH, intestinal mukozanin kontrolsiiz ve
kronik inflamasyonu ile karakterizedir. Etiyolojisi ve patofizyolojisi heniiz tam olarak
agiklanamayan UK’de, immiin sistem disfonksiyonu 6nemli rol oynar. Bu ¢aligmada,
deneysel UK modeli kolon mukozasinda meydana gelen immiinaktivasyonlar ve bazi

inflamasyon mediyatdrlerinin incelenmesi amaclanmaistir.

Intrarektal yoldan 25 mg/sigan dozda uygulanan TNBS uyarimli sigan kolit
modelinde, 15. giinde sakrifiye edilen deneklerin kolon dokularinda makroskobik ve
mikroskobik degerlendirmeler yapildi. Kolon dokusunda farkli antikorlar kullanilarak immiin
sistem hiicrelerinin dagilimlar1 immiinohistokimyasal olarak incelendi. IL-17 ve 1L-22
sitokinlerinin kolon dokusundaki ekspresyonlart Western blot yontemiyle de incelendi. Buna

gore;

1. Kolit grubu deneklerin canli viicut agirliklarinda deney baslangicina kiyasla deney
sonunda anlamli bir azalmanin oldugu belirlendi (Ilk agirlik 240+13, Son agirlik;
208+35, p<0.05).

2. Kolit grubunda kolon dokusu agirliginin (g/8 cm) deney baslangicina kiyasla anlaml
derecede artmis oldugu belirlendi (Kontrol; 0.72+0.03, Kolit; 1.61+0.12, p<0.05)

3. Makroskobik hasar bulgular1 skorunun, kolit grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu belirlendi (Kontrol; 0, Kolit; 6.8+1.5, p<0.05).

4. Yapilan mikroskobik degerlendirmelerden elde edilen hasar bulgulari skoru Kolit
grubunda, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (Kontrol; 0, Kolit; 7.1+0.8,
p<0.05).
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5. CD3" T lenfosit hiicre yogunlugunun, kolit grubu kolon mukozasinda kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugu immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir (Kontrol;
4.5+1.5, Kolit; 8.3+1.8, p<0.05)

6. Anti-CD4 immiin boyanmasi incelendiginde, CD4" T lenfositlerin kolit grubu kolon
mukozasinda, kontrol grubuna goére daha yogun olduklar1 belirlenmistir (Kontrol;
3.5+1.8, Kolit; 6.6+1.6, p<0.05).

7. CD5" hiicrelerin kolonik mukoza yogunlugunun kolit grubunda kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (Kontrol; 3.2+1.3,
Kolit; 5.6+1.5, p<0.05).

8. CDB8" hiicrelerin kolit grubu kolon mukozasinda, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oranda bulunduklar1 immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir (Kontrol; 2.4+0.9,
Kolit; 4.6+1.3, p<0.05).

9. CDI11b immiinreaktivitesinin kolit grubunda kontrole kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Kontrol; 4.1+1.2, Kolit; 9.9+1.9, p<0.05).

10. Kolit grubu kolon kesitlerinde CD45 immiinreaktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla
yiiksek oldugu belirlendi (Kontrol; 18.3+3.9, Kolit; 40.6+5.3, p<0.05).

11. TNF-a immiinreaktivitesinin kolit grubunda, kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu
bulunmustur (Kontrol; 10.1£3.5, Kolit; 35.8+£8.6, p<0.05).

12. Kolit grubu 1L-17 ekspresyonunun kolit grubu kolon mukozasinda kontrol grubuna
gore yiiksek oldugu immiinohistokimyasal (Kontrol; 4.2+1.5, Kolit; 6.0+1.8, p<0.05)
ve Western blot yontemleriyle (Kontrol; 5.3+3.8, Kolit; 13.3+£10.6, p<0.05) belirlendi.

13.IL-22  ekspresyonunun, kolit grubunda kontrole kiyasla yiiksek oldugu
immiinohistokimyasal (Kontrol; 4.7+1.5, Kolit; 9.1+2.0, p<0.05) ve Western blot
yontemleriyle (Kontrol; 3.2+4.0, Kolit; 10.4+1.9, p<0.05) belirlendi.

14. IL-23 immiin boyanmas incelendiginde, kolit grubunda kontrole kiyasla anlamli bir

artis oldugu belirlendi (Kontrol; 3.3+1.2, Kolit; 6.6+1.5, p<0.05).

Deneysel kolit modelinde, kolit gruplarinda yiikselmis oldugu gdsterilen
immiinreaktivite unsurlara karsi inhibisyon faktorlerinin kullanilmasi 6nerilmekte olup;
mekanizmalarimin tam olarak agiklanabilmesi icin farkli parametrelerle desteklenen ileri

calismalara gereksinim vardir.
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OZET

Bu ¢alismada, TNBS ile indiiklenen kolit modelinde kolon mukozasinda meydana
gelen immiin aktivasyonlarin immiinohistokimyasal ve Western blot ydntemleriyle

incelenmesi amaclanmustir.

Calismada 16 adet Wistar albino disi sican kullanilmistir. Denekler rastgele iki gruba
ayrilmistir; Kontrol (n=8) ve Kolit (n=8). Deneysel kolit modeli intrakolonik 2,4,6
Trinitrobenzen Siilfonik Asit (TNBS) uygulamasiyla indiiklenmistir. 25 mg/sigan TNBS
(toplam 1 ml hacimde, %50’lik etanol igerisinde) 60 saniye slire boyunca anestezi altinda
uygulanmistir (ketamin; 50 mg/kg, ksilazin; 10 mg/kg, im). Kontrol grubu hayvanlarina ise
ayni siire boyunca rektal serum fizyolojik uygulanmistir. Deney siiresi boyunca viicut
agirliklan ve feges durumlari takip edilerek kaydedilmistir. Hayvanlar TNBS uygulamasindan
sonra 15. glinde sakrifiye edilmistir. Kolon dokusu alinarak morfolojik incelemesi yapilmustir.
Elde edilen kolon dokusu hematoksilen-eozin ile boyanarak meydana gelen mikroskobik
degisiklikler incelenmistir. Kolon kesitleri farkli antikorlar kullanilarak (anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD5, anti-CD8, anti-CD11b, anti-CD45, anti-TNF-a, anti-IL-17, anti-1L-22, anti-IL-23)
indirekt immiinohistokimyasal yontem kullanilarak isaretlenmistir. Kolon dokusunda IL-17

ve IL-22 ekspresyonlart Western blot yontemi ile de incelenmistir.

Deney sonunda kolit grubunda deney baslangicina gore dnemli derecede kilo kayb1 ve
kolon agirliklarinda artis tespit edilmistir. Mikroskobik inceleme sonucunda kolit grubu kolon
dokusunda iilserasyon, inflamasyon, kript kaybi, Goblet hiicre azalmas1 gibi histopatolojiler

gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal olarak isaretlenen kesitlerde birim alandaki (mm?) pozitif
64



boyanan hiicre sayilar1 analiz edildiginde; kolit grubunda, tiim immiin parametreler
bakimindan kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir.
Kolit grubu kolon mukozasinda artan IL-17 ve IL-22 ekspresyonlart Western blot yontemi ile

de gosterilmistir.

Sonug olarak TNBS uyarimli kolit modelinde T lenfositler ve alt gruplarinin kolon
mukozasindaki ~ immiinreaktivitelerinde =~ 6nemli  degisimlerin  meydana  geldigi
immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir. Yeni kesfedilen Th17/IL-23 yolagi ve IL-22’nin
iilseratif kolit patogenezi ve tedavisindeki rolii, konu ile ilgili yapilacak ileri ¢calismalarla daha

1yi anlasilabilecektir.

Anahtar Kelimeler; Ulseratif Kolit, TNBS, Immiinohistokimya, Western blot, Sican
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EXAMINATION OF T LYMPHOCYTES AND SOME CYTOKINES BY
IMMUNOHISTOCHEMICAL AND WESTERN BLOT TECHNIQUES
ON TNBS-INDUCED RAT COLITIS

SUMMARY

This study was aimed to investigate immun activations of TNBS-induced colitis model
occured in colonic mucosa by immunohistochemical and Western blot methods.

For this purpose, sixteen female Wistar albino rats were used. Rats divided two groups
ramdomly; Control (n=8) and Colitis (n=8). Experimental colitis model was induced by
intracolonic administration of 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). 25 mg/rat of TNBS
(diluted %50 v/v ethanol, totally 1 ml) under anaesthesia with ketamine (50 mg/kg, im) and
xylazine (10 mg/kg, im) for sixty seconds was applied. Control animals received only rectal
saline for same time. During the study, the weights and feces status of animals were recorded.
The animals were sacrified fifteenth day after TNBS administration under anaesthesia. Colon
tissue were removed and examined morphologically. Microscopic alterations were examined
in stained with Hematoxylin-eosin slides from removed colon tissues. Colon slides were
marking by indirect immunohistochemical method used with different antibodies (Anti-CD3,
Anti-CD4, Anti-cd5, Anti-CD8, Anti-CD11b, Anti-CD45, Anti-TNF-a, Anti-IL-17, Anti-1L-
22, Anti-1L-23). Also, the colonic tissue IL-17 and IL-22 expressions were examined by
Western blot method.

In the experimental results, it was determined significant decrease in body weight and
increase in colon weight in colitis group when comparing initial experiments. Some

histopathological changes such as ulcerations, inflammation, cyrpt loss and Goblet cell loss
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were observed in colitis group in microscopic examinations. When analyzed positive stained
cell number in per unit area (mm?) as immunohistochemical, a significant increase as
statisticically in colitis group compared with control group. Also, increased IL-17 and IL-23

expressions in colitis colon mucosa were shown by Western blot method.

Consequently, important immunactivations occuring in T lymphoctes and subgroups
in TNBS-induced colitis model was detected by immunohistochemical method. The role of
newly investigated Th17/IL-23 pathway and IL-22 in the pathogenesis and treatment of
ulcerative colitis will be clear up by further studies.

Key Words; Ulcerative Colitis, TNBS, Immunohistochemistry, Western blot, Rat
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