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MODELINDE TiYOREDOKSIN’IN ETKIiLERI

OZET

Amac: Inflamatuar barsak hastaliklarinda epitelyal fonksiyon bozukluklar ile
birlikte olusan inflamasyonda yaygin olarak oksidan ajanlar, proinflamatuar sitokinler
ve kemokinlerin patogenezde onemli rol aldig1 ortaya konmustur. Bu caligmada
sicanlarda deneysel kolit modelinde olusan inflamasyon iizerine antiinflamatuar ve

antioksidan bir ajan olan tiyoredoksin’in etkileri incelenmistir.

Materyal ve Metod: Calismada agirliklar1 225-275 gram arasinda degisen 24
adet Spraque—Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Siganlar randomize olarak esit sayida
3 gruba ayrildi (kontrol, kolit ve tedavi gruplar1). Kontrol grubundaki sicanlara rektal
yoldan serum fizyolojik (SF), kolit grubuna trinitrobenzen siilfonik asit ve etanol
karistmi (TNBS-E), tedavi grubuna ise TNBS-E ile kolit olusturulduktan sonra 40
ng/kg dozunda tiyoredoksin intraperitoneal olarak giin asir1 yirmi giin boyunca verildi.
Birinci, onuncu giinlerde deneklerden 1 cc kan ornekleri alindi. Deneklere, yirmibir giin
sonra laparotomi yapildi. Oncelikle kan &rnekleri alindi. Es zamanli olarak kolektomi
yapildi. Kolondaki inflamasyon makroskobik ve mikroskobik olarak derecelendirildi ve
derecelendirildi. Doku diizeyinde myeloperoksidaz ve MDA serumda ise Tiimor Nekroz
Faktor—a. (TNF—a), interlokin-1 (IL-1, ) interlokin—6 (IL—6), interlokin—10 (IL—10)
diizeylerine bakildi.

Bulgular: Kolit ve tedavi gruplart karsilastirildiginda gruplar arasinda
makroskobik ve mikroskobik acidan belirgin farklilik mevcuttu (p<0,05). Tedavi
grubunda doku diizeyinde 6lgiilen myeloperoksidaz ve MDA aktiviteleri kolit grubuna
gore anlamli diizeyde diisiiktii (p<0,001). Serumda ¢alisilan Tiimoér TNF-a, IL-1, IL-6
diizeyleri tedavi grubunda kolit grubuna gore belirgin sekilde diisiik saptanmistir. Kolit
grubunda diistik olan interlokin—10 (IL-10) diizeyleri tedavi grubunda anlaml diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,01).

Sonug¢: Deneysel olarak TNBS-E ile olusturulmus kolit modelinde uygulanan

tiyoredoksin, histopatolojik ve biyokimyasal parametrelere bakildiginda inflamasyonu
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belirgin diizeyde azaltmistir. Kolit grubunda belirgin diizeyde olusan inflamasyon

verilen tiyoredoksin’in etkisiyle (tedavi grubu) azalmistir (p<<0,01).

Anahtar Kelimeler: tiyoredoksin , deneysel kolit, TNBS—E koliti, MDA, MPO
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THE EFFECTS OF THIOREDOXIN-1 ON THE EXPERIMENTAL
COLITIS MODEL ON RATS

ABSTRACT

Aim: Epithelial function is impaired in inflammatory bowel disease (IBD), and
recent studies have shown the important role of proinflammatory cytokines and
chemokines including thioredoxin-1 on pathogenesis. In this study, the effects of
thioredoxin-1, an antiinflammatory and an antioxidant agent, have been investigated on

the inflammatory process of the experimental colitis model.

Materials and Methods: In this study, 24 Spraque—Dawley male rats weighing
225-275 g were used. Rats were divided into 3 groups randomly, each including 8
(control, colitis and treatment groups). Normal saline (SF) were given to control group
rectally. To the colitis group, trinitrobenzene sulfonic acid and ethanol mixture (TNBS—
E) instillated rectally for colitis formation. Finally; to the treatment group, after
instillation of TNBS-E, 40 ng/kg of thioredoxin-1 administered intraperitoneally every
other day during 20 days. Blood samples were taken on the days Ist and 10th. On the
21st day, a midline laparotomy was performed. Blood samples were taken from vena
cava inferior and santrifugated, and the left colon was resected. Microscopic and
macroscopic findings of specimens evaluated and graded. Myeloperoksidase (MPO)
and MDA activity of the colonic tissues, and tumor necrosis factor-o. (TNF—a),
interleukin—1. (IL-1), interleukin—6. (IL-6) and interleukin—10. (IL-10) levels of blood

samples measured.

Results: In terms of macroscopic and microscopic grades, colitis and treatment
groups’ grades were statistically different (p<0,05). In the treatment group, tissue
myeloperoxidase and MDA levels were significantly lower than study group (p<0,001).
TNF-a, IL-1 and IL-6 levels were decreased significantly in treatment group when
compared to colitis group (p<0,05). Treatment group’s IL-10 levels were significantly

higher than the colitis group (p<0,01).
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Conclusion: According to histopathological and biochemical findings,
administration of thioredoxin-1 reduced the inflammation on TNBS-E colitis formated
rats. Results suggest that the inflammation formation in colitis group, decreased

significantly in treatment group by the effects of thioredoxin-1 (p<0,01).

Key words: Thioredoxin-1, Experimental colitis, TNBS-E colitis, MDA, MPO



1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuar barsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal sistemi tutan ve hastanin
yasam kalitesini etkileyen, nedenleri tam olarak bilinmeyen, birden ¢ok faktdre bagh
olabilen hastaliklardir. Kesin olarak bilinmemekle beraber immiin sistemin, genetik
yatkinligin ve cevre faktorlerinin patogenezde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Son
yillarda bu hastaliklarin goriilme sikliginda belirgin bir artig dikkati ¢ekmektedir.
Ulseratif kolit (UK) ve Crohn hastaligi (CH), IBH olarak degerlendirilmekte ve
benzerliklerinden 6tiirii ayn1 grupta incelenmektedir. Etkilenen dokuya karsi olan

inflamatuar hiicre gogii ve sitokinlerin etkisiyle ilerleyici doku yikimi gelismektedir (1).

Kolit {izerine yapilan c¢ok sayidaki arastirma sonucunda etkinligi gosterilen
tedavi yontemlerine ragmen halen basarili sekilde tedavi miimkiin olamamaktadir.
Hastaligin baglama, ilerleme ve kroniklesme asamalarinin agiklanmasi igin yapilan
caligmalarin c¢ogunlugu B ve T lenfositler, makrofajlar, notrofiller, sitokinler ve
inflamasyon mediyatorleri lizerine yogunlagmustir (2,3). Son yillarda ise reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) inflamasyon {iizerindeki etkisi ile ilgili giderek artan sayida
yayin bulunmaktadir (4). ROM'nin doku hasar1 ile ilgisini gosteren birkag¢ bulgu vardir.
Oncelikle, bircok dokudaki inflamatuar hastaliklarda hasarin ortaya ¢ikmasi ile ROM
iliskili bulunmustur (5). Aym1 zamanda, kolon da dahil olmak iizere, gastrointestinal
sistemin bu metabolitleri olusturdugu gosterilmistir (6,7). Ilave olarak, iilseratif kolit
tedavisinde kullanilan azulfidin, 5-aminosalisilik asit bilinen gii¢lii anti-ROM ajanlardir
(8,9). ROM artisinin 6nemli kaynaklarindan birisi de iskemi-reperfiizyon hasarini veya

inflamasyonu takiben mukozadaki aktive olmus fagositlerdir (10). Fagositik 6zellikteki



notrofiller siiperoksid (O,") iiretebilmekte ve bircok ROM'nin olusumuna neden olan
yolagr baslatmaktadirlar. Bu yolagin sonucunda H,O, ve myeloperoksidaz (MPO)
reaksiyonunu takiben hipoklorik asit olusmaktadir (11). Ikinci olast ROM ise, ksantin
oksidaz yoludur. Bu yolda kolonositler ksantin/hipoksantin'in iirik asite donilisiimii
sirasinda O,  anyonlarini olusturmaktadirlar (6). Siiperoksid anyonu (O;) ve H,0O,
olusumunun {igiincli mekanizmas1 ise aragidonik asitin, lipooksijenaz (lokotrienleri
olusturarak) veya  siklooksijenaz  (prostaglandinleri  olusturarak) yollariyla
oksidasyonudur(7). Ortaya ¢ikan O,  kolonositlerde veya noétrofillerde diger ROM'nin
olusumuna neden olmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, tedavi amaciyla disardan
verilen siiperoksid dismutazin (SOD) asetik asit kolit modelinde olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir (11). Crohn hastaligt ve UK hastalarinda yapilan klinik ¢alismalarda
SOD’n tedavi edici etkisi oldugu gosterilmistir. Sicanlarda asetik asit ile tetiklenen
kolit modelinde intraperitoneal olarak verilen katalazin inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (11). Ulseratif kolit hastalaridan alman biyopsilerle yapilan bir calismada

ise katalazin ROM'ini azalttig1 gorilmiistiir (12).

Daha c¢ok kolit klinigi ile izlenen inflamatuar barsak hastaliklarinin
immiinopatogenezindeki gelismelere paralel olarak bu hastaliklarin tedavisinde degisik

ajanlar kullanilmaya baglanmistir.

[k olarak E. Coli’de tanimlanan tiyoredoksin’in (TRX) vivo ve invitro ortamda en
etkili disiilfid bagi indirgeni olarak bulunmustur. Tiim canli hiicrelerinde dogal olarak
bulunur ve aktif bolgesi sayesinde sistein rezidiilerinin reversibl oksidasyonu ile g¢esitli
farkli indirgenme olaylarinda rol alirlar. Yine bu aktif bolge sayesinde hiicrelerin farkli
alanlarinda tamamen zit reaksiyonlar1 gergeklestirebilirler; 6rnegin disiilfit baglarinin
rediiksiyonu veya sistein tiollerinin oksidasyonu. H,O,’nin ortadan kaldirilmasin
metionin siilfoksit rediiktaz veya peroksiredoksinlerin bir ¢ok izoformu ile birleserek

gerceklestirir. (13-18)

Bu caligma; kolitte artan oksidan ajanlarin ve sitokin {iretiminin ve bunun
paralelinde artan inflamasyonla birlikte barsak hasari siirecinin TRX kullanimi ile

azaltilabilecegi diislincesiyle tasarlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLIT
2.1.1. Etyoloji ve Patogenez

Inflamatuar barsak hastaliklar1 hakkinda sdylenmesi gereken en 6nemli nokta,
halen etyolojilerinin tam olarak bilinmiyor olmasidir. IBH taniminda yer alan UK ve
CH yerlesimleri, kronik, alevlenme-remisyonlarla seyreden klinik seyirleri ve ayni
tedavi yOntemlerine cevap vermeleri acisindan birbirine ¢ok benzer. Ancak
komplikasyonlari, barsagin farkli bolgelerine lokalize olmalari, klinik goriiniimleri ve
histopatolojileri agisindan birbirinden farkli heterojen bir hastalik grubunu olustururlar.
Etyoloji tam olarak ortaya konamamis oldugu i¢in de tedavisi semptomatiktir. Tedavi
S5—aminosalisilat tiirevleri, immiinsiipresif ajanlar ve kortikosteroidler ile tedavide
olumlu etkileri oldugu diisiiniilen deneysel asamadaki farmakolojik ajanlari

icermektedir (19).

Etyoloji halen sirrin1 korusa da bugiin i¢in gegerli olan goriis, zeminde yer alan
inflamatuar hiicreler ve sitokinlerle olusan inflamasyondur. Etyolojik olarak bir takim
genetik bozukluklar, enfeksiy6z ajanlar, emosyonel stres, alkol ve sigara kullanimi, oral
kontraseptif alimi1 ve rafine yiyeceklerin tiikketimi gibi ¢evresel bazi faktorler sorumlu
tutulmaktadir. Etyolojiden sorumlu olan ajan ne olursa olsun her iki hastalik da sonugcta

doku diizeyinde hasar ile seyretmektedir (19).

Kapali Yahudi topluluklarinda, beyaz irkta ve birisi IBH olan tek yumurta

ikizlerinin digerinde de yiiksek oranda IBH goriilmesi hastaligin genetik altyapisi



fikrini desteklemektedir. Yine her iki hastalik ile HLA gruplar arasinda iligki saptanmustir.
UK'de HLA-DR2'ye Japonlar ve Yahudilerde, HLA-DRB1-0103, DR12'ye Kuzey Avrupa

ilkelerinde ve beyaz 1rkta rastlanmaktadir (19).

Intestinal igerigin IBH patogenezi ile iliskili oldugu yolundaki diisiince, son
zamanlarda gii¢ kazanmaktadir. Hayvan deneylerinde, asir1 miktarda enterik bakteri
hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artisa ve graniilosit infiltrasyonuna
neden olmakta, her iki olay da antibiyotik kullanimi veya fekal akim artis1 ile
azaltilabilmektedir. Sozii edilen klinik ve deneysel gozlemler, kronik intestinal
inflamasyonun gelisimi ve seyrinde, mikrobiyal dengesizligin dnemli roliine isaret

etmektedir (20).

Genetik ve otoimmiin teoriler kadar ilging olan bir baska konu da enfeksiyoz
ajanlarin olaylarm tetiklenmesinde ya da siirecinde rol aldig1 diisiincesidir. IBH nin
alevlenme doneminde enfeksiydz barsak hastaliklarindan tamamen ayirt edilmesi
neredeyse olanaksizdir. CH’nin alevlenme dénemlerinde siklikla Yersinia enterocolitica
ve Myobacterium tiiberkiilozis suglar1 identifiye edilebilmektedir. Benzer sekilde
Campylobacter, Shigella, Amip ya da Cytomegalovirus enfeksiyonlar1 UK ile benzerlik
gosterebilmektedir. Intravaskiiler ~graniilomlarda yapilan elektronmikroskopik
incelemeler, kizamik viriisii ile uyumlu paramiksoviriis hiicre parcaciklart ortaya
koymustur. Bu konuyla iliskili yapilan iki ¢alismanin birincisinde 30 yasin altinda
olusmus Crohn hastalig1 ile kizamik epidemisi arasinda anlamli iligki saptanmistir.
Ikinci calismada ise hamileligin baslangicinda gecirilmis kizamik enfeksiyonunun
cocugu gelecek yasaminda artmig Crohn hastaligi riski ile karsi karsiya biraktigi
saptanmugstir (21,22).

Enfeksiyoz ajanlarin bu sekilde doku destriiksiyonu ile giden bir tablodan tek
basina sorumlu tutulmalar pek akilc1 goriinmemektedir. Cilinkii antijenik yapidaki bu
proteinler hemen her insanin intestinal florasinda bulunabilmektedir. O zaman yanit
aramamiz gereken sorular mukozal bariyerindeki bozukluk nedir? Hastalig1 olusturan

etkenler nelerdir?

Giiniimiizde IBH’ nin patogenezi ile ilgili en gecerli agiklama IBH'min olas
nedeninin multifaktdryel olup "genetik yatkinligi olan bir konakta barsak kokenli antijenlere

kars1 abartili bir immiin yanit gelismesidir". CH'da daha siklikla olmak iizere her iki



durumda da ailevi tutuluma rastlanmasi, hastaligin bazi wrklarda daha fazla goriilmesi ve
HLA gruplartyla hastalik arasinda iliski saptanmasi IBH'nin genetik dzelliklerini destekleyen
bulgulardir. Familial CH ya da UK olgularinda yapilan genom taramalarinda, 6zellikle
CH'da kromozom 16'da, her iki hastalikta da kromozom 3, 7 ve 12'de yatkinlik lokiisii
bulunmasi, bazi kisilerde HLA genleri ve sitokin genlerinde (TNF-o, IL-1) polimorfizm

saptanmas, genetik faktorlerin onemini ortaya koymaktadir (22).

Neden olan wuyaran ne olursa olsun sonu¢ olarak inflamatuar yanit
tetiklenmektedir. Bunun sonucunda da makrofajlardan salinan sitokinler, 6zellikle TNF—
a, IL-2 ve T hiicrelerini sitotoksik hale getirmekte, proliferasyonlarini uyarmaktadir. Bu
yanit 6zellikle yardimc1 T ve B hiicrelerini stimiile ederek hem 6zgiil olmayan sitotoksik
etkiyi hem de o0zgiil antikor yapimini artirarak, antikora bagimli sitotoksisiteyi
koriiklemektedir. Sonugta, lenfositlere ek olarak diger lokositlerin de katilimiyla
arasidonik asit metabolizmasindaki {iriinler ve serbest oksijen radikalleri nedeni ile doku

yikimi olusur (23).

PAF
IL-16 ,/'

TNF Endotel hicresi

1533’
IFN-v,IL-18,IL-2,IL-4 .
Makro- Nﬂ_ T-j'ﬂlﬂll‘l‘lﬂl
' THNF,IFN, TGFIL-1,IL-6

faj
IL-B,PAFLTPG ‘ |L.1 \L -2
. Barsak epiteli IFH'r
Sitotoksik
Graniilosit ND T-lenfosit

Sekil-1: Kolonik mukozanin sitokin iiretimindeki etkisi (19)

Immiin sistemdeki kolonik mukoza, hem deneysel hem de klinik bir gok
calismada sitokin {iretimi agisindan incelenmistir (24,25). Bu ¢alismalarda sitokinler
mukozal immiin yanitin bilesenleri olarak amilmistir. Lamina propriadaki hiicreler
tarafindan sentezlenen ve salinan sitokinler hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar

etkilere sahiptir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengesizlik



intestinal inflamatuar hastaliklarda ¢alisilmistir. Bu hastaliklarda IL seviyeleri artmakta

ve proinflamatuar sitokin olarak da IL—1, IL-6, IL-8 ve TNF—a artmaktadir (25,26).

IBH olan kisilerde proinflamatuar sitokinlerin artisi, lokal ve sistemik doku
hasart ile birlikte olur. Bu inflamatuar sitokinler, bir ¢ok hastaligin yaygimligini
belirlemede kullanilabilirler. Sitokinlerin lokal artislarinda, vaskiiler permeabilitede
artis, vaskiiler konjesyon ve 6dem goriilebilir (27). Diger sitokinlerin iiretimi, vaskiiler
endotel aktivasyonu, inflamatuar hiicrelerin toplanmasi ve koagiilasyon sisteminin

aktivasyonuna neden olur (28).

Reaktif oksijen metobolitlerinin kaynag ve etkileri:

Reaktif oksijen metabolitlerinin kaynaklarmin baslicalari; mitokondriyal
elektron tasima sistemlerinin bilesenleri, endoplazmik retikulum, prostaglandin
sentetaz, lipoksijenaz sistemleri, baz1 enzimler ve proteinler (hemoglobin, triptofan
deoksijenaz, ksantin oksidaz v.b.), ¢esitli kii¢iik molekiiller (flavinler, tiol bilesikleri, iki
degerlikli metaller v.b.) ve ¢evresel etkenlerdir (radyasyon, hava kirliligi, zararh

kimyasallar v.b.).

Olusan reaktif metabolitler, hiicre icinde c¢esitli metabolik bozukluklara yol
acarak hiicre hasar1 ve nihayet hiicre 6liimiine sebep olurlar. Hiicre membranlarinin
fosfolipid tabakasinda yer alan doymamis yag asitlerine saldirarak, lipid
peroksidasyonunu bagslatirlar. Lipid peroksidasyonu, reaktif metabolitler tarafindan
baglatilan ve zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna kadar ilerleyen
bir kimyasal olay olarak tanimlanmaktadir. Lipid peroksidasyonu, kuvvetli yiikseltgen
bir radikalin, zar yapisinda yer alan doymamis yag asiti zincirindeki alfa-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ve yag asiti zincirinin radikal 6zellik
kazanmas1 ile baglar. Dayaniksiz olan lipid radikalinden once lipid konjuge dien
molekiilii, daha sonra da molekiiler oksijenin baglanmasiyla lipid peroksi radikali
olusur. Lipid peroksi radikali ise, ya baska bir lipid molekiilii ile etkileserek lipid
hiperoksid molekiiliinii olusturur, ya da lipid endoperokside doniisiir. Olusan lipid
peroksi radikalleri, zar yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid

radikallerinin olusumunu saglar ve olay kendi kendini katalizleyerek devam eder.



ROM’ne bagli hiicre hasarinda ii¢ ana mekanizma rol oynar;
a) ROM’nin belirli bir hedefe saldirarak yaptiklar: direkt etki,

b)Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu lipid membranlarinin hasar1 ve buna

bagli olarak membran enzimleri ve membran tagima sistemlerinin zarar gormesi,

c) Toksik, non-radikal lipid pargalanma iiriinlerinin belirli bir hedef ile

reaksiyona girmesi.

Ozellikle sonuncu mekanizma hiicre icinde olusan radikallerin ne sekilde
zincirleme yayilim gosterdiklerini agiklamak agisindan onemlidir. Gergekten de endojen
olusan baz1 non-radikal maddeler, kaynaklandiklari yerden difiize olarak ana radikale ait
hasar verici potansiyeli hiicre membranina, mitokondriyuma, ribozomlara, niikleusa ve

diger hiicre i¢i organellere tagirlar (29).
Inflamatuar Barsak Hastaligimin Tedavisinde Antioksidan Tedavinin Yeri

Hastaligin yaygin olmasina ragmen, neden ve patofizyolojinin bilinmemesinden
dolayt CH ve UK hastaliklar1 igin tam bir tedavi gelistirilememektedir. IBH'da
inflamatuar reaksiyonu baslatan 6zgiil nedenler bilinmedigi i¢in, inflamatuar yanitin
cesitli asamalar1 nonspesifik olarak tedavi edilmeye calisilmaktadir. Immiinolojik ve
inflamatuar yanitlarin daha iyi anlagilmasi, daha uygun tedavilerin gelistirilmesini
saglayacaktir. Notrofiller ve makrofajlar tarafindan tiretilen toksik oksidanlarin yol
actig1 inflamatuar yanit, ozellikle en c¢ok calisilmast gereken konular arasindadir.
Kortikosteroidler, aminosalisilatlar, immiinomodiilatuar ilaglar, antibiyotikler ve
eikosanoid metabolizmasi {izerinde etkili ilaglar, inflamasyonun genel bulgularini
baskilayan spesifik olmayan ilacglardir. Mast hiicresi stabilizatorleri, balik yagi, stikralfat
ve kisa zincirli yag asitleri igeren lavmanlar ise mekanizmalari bilinmeyen ajanlardir.
Dolayisiyla diger cesitli radikal tutucu ajanlarin (8rn. siiperoksid dismutaz) UK ve CH
tedavisinde yeni farmakolojik ajanlar olarak kullanilmalar1 {izerinde arastirmalar devam

etmektedir (30).

ROM'ler biitlin dokularda metabolik yan iiriinler olarak iretilmektedir. Bu
tirlinlere karsi tiim hiicrelerde mevcut olan anti-oksidan mekanizmalarin basinda
siiperoksid dismutaz gelmektedir. Memelilerde SOD'n iki izoenzimi bulunmaktadir.

Sitoplazmada bakir-¢cinko SOD (S-CuZn-SOD), mitokondride ise Mn-SOD islev



gormektedir. Her iki izoenzim, O, nin dismutasyonunu katalize ederek H,O, ve Oy

olusumunu saglamaktadir.

Bu dismutasyon reaksiyonunun yan Uriinii olarak H,O, olusumuna ragmen, bu
madde de katalaz ve glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyonlar ile ortamdan

uzaklastirilmaktadir (30).

Katalaz, karaciger ve eritrositlerde belirgin olmak iizere tiim dokularda bulunan

bir hemoproteindir ve H,O, 'in par¢calanmasini saglamaktadir.

Glutatyon peroksidaz, yapisinda selenyum iceren antioksidan bir enzimdir. Bu
enzimin katalizledigi reaksiyonda glutatyon, hidrojen donorii olarak kullanilmakta ve

peroksidlerin par¢alanmasi saglanmaktadir.
2.5. THIOREDOXIN 1

TRX hemen hemen tiim canli hiicrelerinde bulunan yasayan hiicreler i¢in
esansiyel oOzellik tasiyan kiiciik multifonksiyonel proteinler olup oksidorediiktaz

aktivitesi tasirlar ve hiicre ici redoks reaksiyonlarinda énemli rolleri vardir
Yapisi
Insan genomunda ii¢ farkl1 tipi tanimlanmustir.
TRX 1 sitozolik form
TRX 2 mitokondrial form
Spermatik spesifik tiyoredoksin
TRX 1 sitozolik form

Ik olarak E coli’de tanimlanmistir. 12 kDa agirhiginda, 104 amino asit iceren
kiigiik globiiler bir proteindir. Primer olarak sitozolde bulunur. E. coli tiyoredoksin 1’1 in
vivo ve invitro ortamda en etkili disiilfid bag1 indirgeni olarak tanimlanmistir. Ailenin
farkl1 iiyeleri verimli bir sekilde, tamamen zit reaksiyonlar1 gergeklestirebilirler; 6rnegin
disiilfit baglarinin rediiksiyonu veya sistein tiollerinin oksidasyonu. Hiicrenin i¢inde, bu
iki antagonistik reaksiyon, genellikle farkli subseliiler alanlarda meydana gelir.
Rediiksyon, sitoplazmada oksidasyon ise ekstrasitoplazmik alanda meydana gelir. Ayni
zamanda intraseliiler ve ekstraseliiler alanda riboniikleotid rediiktaz i¢in elektron dondrii

olarak rol alir. Hiicre biiylimesi ve apoptozun diizenlenmesinde, embriyonik



implantasyonda  transkripsiyon  faktorlerinin DNA  baglanma  aktivitelerinin
diizenlenmesinde ve co-sitokinler ve serbest oksijen radikallerine karsi koruyucu

mekanizmalarda rolii vardir (31).
TRX 2 mitokondriyal form

18,2 kDa agirliginda, 166 aa asit uzunlugunda olup mitokondride bulunur.
Uzunluk ve agirhigindaki fark, TRX 2 ‘nin N terminalindeki 60 aa’lik mitokondriyal
translokasyon sinyalinden kaynaklanir (32). TRX2, mitokondriye lokalize olup TRX-
I’le sekans benzerligi gostermektedir. Bu benzerlik aktif bolge sekansinda
bulunmaktadir. TRX2, mitokondriyal ROM ile ile etkilesim yapmamaktadir. Bu

maddenin, oksidan iligkili sinyal iletiminde herhangi bir rolii saptanmamustir (33).

Son ¢alismalarda tiyoredoksin ailesinin yeni farkli tipi tanimlanmistir. Spermatik
spesifik tiyoredoksin (Sptrx) olarak adlandirilmistir. Ve spermatogenezin haploid fazini

siirlar. (14)

Okside TRX’deki aktif disiilfit bolgesinin rediiksiyonu, elektron vericisi olarak
NADPH igeren TRX rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir.

Tiyoredoksin’in etki mekanizmasi:

Trx’in fonksiyonel alani, proteinin tersiyer yapisi icerisinde bulunur ve distilfit
baglarinin reversibl oksidasyonunu igerir. TRX’in aktif hidrofobik bolgesi ile (Cys 32)
distilfit bag1 arasinda niikleofilik atak olusur. Daha sonra Cys32 ile Cys 35 arasinda
niikleofilik atak ve bir distlfit kopriisii olusur ve hedef bagdan tamamen indirgenmis

olarak ayrilir. (34)

TRX’in indirgenmesi, TRX Rediiktaz tarafindan olmaktadir. Memeli TRX
rediiktaz, FAD iceren bir proteindir ve C terminalinde selenosistein rezidiisii bulunur.

(35)
Tiyoredoksin’in Fonksiyonlari
Redoks mekanizmast TRXe bir ¢ok biyolojik fonksiyon saglamaktadir.
1) Kofaktor

Indirgenmis TRX, DNA sentezinin ilk basamagini katalizleyen riboniiklotid
rediiktaz i¢in hidrojen dondriidiir (36). Epitelyal biiyiime faktoriiniin (EGF) reseptoriine



baglanmasi tirozin kinaz aktivitesini stimiile eder. Boylece DNA replikasyonunun ve

hiicre boliinmesinin aktivasyonu ile sonuglanan bir fosforilasyon kaskadin1 baslatir (37).
2) Transkripsiyon faktor regiilasyonu iizerine olan etkisi

TRX, NFkB, glukokortikoid reseptdrii gibi transkripsiyon faktorlerinin redoks
regililasyonunda rol alir (38-40).

3) Proteine bagh regiilasyon

Transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonu direkt olabildigi gibi diger proteinlerle
etkilesimle de olabilir. P53 tiimor siipresor proteini protein Ref-1 rediiksiyonu

aracilifiyla aktive edilir ve tiimor biiylimesi engellenmis olur (41-43).
4) Bilyiimeye etkisi

TRX’in, lenfosit ve fibroblastlarda biiyiimeyi artirdigi gosterilmistir. Bu etkiyi
hiicrelerin bazi otokrin biiylime faktorlerine hassasiyetini artirarak yaptigi gibi, otokrin

faktorlerin tiretimini artirarak da yapar (44-47).
5) Antioksidan etkisi

TRX, hiicrelerdeki hidrojen peroksidazi direkt olarak uzaklastirabildigi gibi,
glutatyon peroksidaz ve TRX perosidaz gibi antioksidanlar1 aktive ederek de bu etkisini
gosterebilir (48,49). Yapilan bir ¢alismada; TRX bagimli peroksinitritlerin de, HO, nin
regiilasyonunda gorevli oldugunu gostermislerdir (50). TRX’in EGF’ye yanit olarak
oksidasyonda gorev aldig1 da gosterilmistir (51). TRX ayn1 zamanda H,O,‘nin ortadan
kaldirilmasinda metionin siilfoksit rediiktaz veya peroksiredoksinlerin bir ¢ok izoformu

ile birleserek rol alirlar (51).

TRX, ASKI iizerine de (apopitozis sinyal regiilating kinas 1) inhibitor etkiye
sahiptir (52).
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Sekil-2: TRX’in ¢esitli transkripsiyon faktorleri lizerine olan etkileri (54)

Hiicre biliyiimesi ve apoptozun diizenlenmesinde, (36,37)
Embriyonik implantasyonda (14,31)

Transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma aktivitelerinin diizenlenmesinde
(37)

Co-sitokinler ve serbest oksijen radikallerine karsi koruyucu mekanizmalarda
(31

Riboniikleotid rediiktazin katalitik fonksiyonunda (36,37)

Cok yonlii bir niikleer transkripsiyonel faktér olan NFkB’nin aktivasyonu; hem
hiicre aktivasyonu, hem de sitokin ve kemokin gibi c¢esitli inflamatuar
mediatdrlerin {iretiminde ortak bir yoldur. NFkB apopitoza olan direnci de

diizenler. Aktif CH olanlarda mukozal T Ienfositleri apopitoza nisbeten

direnglidirki bu da hastalardaki kontrolsiiz aktivasyonu agiklayabilir.
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e TRX’de NFkB, API, P53 ve NRF2 gibi transkripsiyon faktorlerinin redoks
regiilasyonunda rol alir (38-40)

e H,0;’nin ortadan kaldirilmasini  metionin  siilfoksit rediiktaz  veya

peroksiredoksinlerin bir ¢ok izoformu ile birleserek gerceklestirir (31)

e Strese yanit olarak hiicre sag kaliminin saglanmasinda yer alan Akt Kinazi

aktive eder

e ASKI1 iizerine de (apopitozis sinyal regiilating kinas 1) inhibitor etkiye sahiptir
(52).

Liu ve ark. (18) yaptiklar1 calismada myokardit modeli olusturulduktan sonra
ratlara her iki giinde bir intraperitoneal olarak salin ve TRX verilmis ek olarak tavsan
antimaus TRX serumu veya normal tavsan serumu verilerek hayvanlar 21. giinde
sakrifiye edilmis. Kalbin histopatolojik analizinde TRX verilen grupta kontrol grubuna
gore myokardial hasarin anlamli olarak azaldigi tesbit edilmistir. Anti TRX antikorunun
verildigi ratlarda ise hastaligin siddetinde belirgin artis oldugu goriilmiistiir. Yapilan
immiinohistokimyasal incelemelerde TRX’in kardiak makrofaj inflamatuar protein 1
alfa. (MIP 1 alfa), MIP2 ve miyokarditteki makrofaj infiltrasyonunu belirgin olarak
azalttig1 goriilmiustiir (18)

TRX’in uygulanmasi

40 pgr/fare TRX 0-20. gilinler arast her iki giinde bir intraperitoneal olarak
verilerek. 21. giinde sicanlara Gtenazi yapilmis ve verilen TRX’in farmakokinetigini
arastirmak iizere TRX’in serum seviyeleri ELISA yontemiyle 6l¢iilmiistii. TRX in IP

enjeksiyonundan 4 saat sonra yogunlugu 100 pgr/ml’nin iizerine ¢iktig1 gosterilmistir.

Bu diizeyde lokosit kemotaksisini baskilayacak seviyedir (18,53,54).

2.6. SITOKIN BiYOLOJISi

Sitokinler, nonspesifik immiin sistemin temel haberlesmesini saglayan
proteinleridir. Sitokinler, protein veya glikoprotein yapisinda molekiillerdir. Hiicre

biiyiimesi ve degisimi, doku tamiri ve yeniden yapilanmasi, immiin cevabin
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diizenlenmesinde, hiicreler arasinda kimyasal haberlesmeyi saglarlar (55). Dogal
immiinitede sitokinler, mononiikleer fagositler ve dogal dldiiriicti (natural killer, NK)
hiicreler tarafindan tretilirler. Kazanilmis immiinitede ise, T hiicreleri tarafindan
tiretilirler. TNF—a, IL-I ve IL-6 dogal immiin cevapta en 6nemli sitokinlerdir (58). Bu
sitokinler tek baglarina immiin cevabin diizenlenmesinde rol oynamazlar, fakat yardimci
T hiicre yanitina neden olarak edinsel immiinitenin gelismesine ve yayilmasina neden
olurlar. Sitokin biyolojisinin 6nemi anlasildikca, cerrahi hastalardaki 6nemide artmaya
baslamistir. Yara iyilesmesi, iskemi ve reperfiizyon hasar1 ve septik sok gelisimi gibi
inflamatuar durumlarda sitokinlerin oynadigi rol ve Onemleri artik tamamen
anlasgilmistir. Insan genomunun anlasilmasi ile birlikte, bilinen sitokin sayisinda
dramatik bir artis olmustur. Interferon a / B’nin kronik hepatit-C enfeksiyonunda
kullanilmasi, son donem bobrek yetmezliginde meydana gelen anemide eritropoetin
kullanilmas1 ve kemoterapiye bagl nétropeni tedavisinde G—CSF kullanilmas1 sitokin

terapi rejimlerine verilebilecek orneklerdir.

Sitokinler, farkli hiicre tiplerinde farkli etkiler gostermektedirler. Bir sitokin
digerlerinin sentez ve salgilanmasini artirarak ya da azaltarak, immiin ve inflamatuar

cevabi baskilayabilir veya aktive edebilir (59).

Sitokinler, etki mekanizmalarina gore proinflamatuar ve antiinflamatuar olarak
adlandirilirlar. Proinflamatuar sitokinler, inflamasyonun baslangicinda salinirlar, immiin
cevabm baglamasi ve siirdiiriilmesi icin gereklidirler. Insan immiin cevabinda temel
proinflamatuar sitokinler, TNF-a ve IL-1’dir. Sekonder veya bunlara yardimci
sitokinler ise, IL-6 ve IL-8’dir (56-58). Bunun zitt1 olarak anti-inflamatuar sitokinler
ise, inflamasyonun daha sonraki evrelerinde salinirlar. Inflamatuar yanitin kontroliinii

saglarlar (59,60).
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Tablo—1: Inflamatuar 6zelliklerine gore sitokinlerin siniflaridiriimasi

Proinflamatuar Anti—Inflamatuar Cift etki
TNFa 1.4 IL-6
TNFB IL-10 TGFp
-1 IL-11

IL-2 IL-13

IL-8

IL-12

IL-15

IL-17

IL-18

INF—y

Monosit, makrofaj, graniilosit, endotel hiicresi, dendritik hiicre, keratinosit, T ve

B lenfosit, mast hiicresi, timor hiicresi ve diger pek ¢ok hiicre sitokin sentezleme ve

salgilama yetenegine sahiptir (61). Sitokinler, genellikle gecici olarak etki gosterirler.

Normal kosullar altinda diisiik yogunluklarda bulunurlar. Ozellikle zar bagiml

reseptorler sitokinlerin biyolojik aktivitelerini diizenlerler. 4 c¢esit reseptor ailesi

tanimlanabilir. Bunlar:

1) Immunglobulin reseptér ailesi (IL-1 reseptorleri).
2) Hemopoetin siiper ailesi (6rnegin IL-2, IL-6,INF o ve CSF reseptorleri ).
3) TNF reseptor ailesi (6rnegin TNF—a reseptorleri).

4) B adrenerjik reseptorler (62).

2.7.1. interlokin—6

Interlokin—6 (IL-6); cesitli hiicreler iizerinde ¢ok sayida biyolojik aktivitesi olan

bir sitokindir. IL-6 geni, insan 7. kromozomunda yer alir. Aktive T ve B hiicreleri,

monositler, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, hepatositler,

noroglial hiicreler gibi ¢ok degisik hiicreler tarafindan sentezlenir. IL—1, IL-2, TNF,
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interferonlar, platelet-kaynakli biiyiime faktor, IL-6 sentezini artirirken; IL—4, 1L-10,
IL—13 inhibe eder (62). IL-1 ve TNF—a ile birlikte sinerjik etki ile T hiicre stimulasyonu
yapar. T hiicrelerinin, sitotoksik T hiicrelerine farklilasmasi da dahil olmak {izere

farklilagsma, aktivasyon ve biiylimesinde gorev alir.

IL-6, IL-1 gibi ates ve akut faz cevabinda rolii vardir. Doku hasar1 ve
enflamasyon durumunda, hepatositleri aktive ederek C- reaktif protein, fibrinojen,
haptoglobulin, amiloid gibi akut faz proteinlerinin sentezini uyarr. IL-6, IL-1 ile
birlikte proinflamatuar protein olarak smiflaridirili. Hipotalamik ates merkezini

uyararak endojen pirojen olarak aktive eder.

IL-6’nin en Onemli biyolojik etkinligi, B lenfosit matiirasyonunu stimiile
etmesidir. IL—-6’nin etkisi ile B Lenfositler immiinglobulin sentezleyebilen olgun
plazma hiicrelerine farklilasirlar. Hematopoezi ve trombopoezi uyarir. IL—6, nétrofil
aktivatoridiir. Kemik iligi kok hiicresinin matiirasyonunda diger sitokinlerle sinerjistik
etki gosterir (63). Malign plazmasitom hiicreleri otonomik aktivite ile IL—6 iretir ve
bunu otokrin biiyiime faktorii olarak kullanirlar. IL—6, bundan baska B lenfositlerinin
plazma hiicrelerine donilislimiinii uyararak monoklonal antikor {iretimine neden
olmaktadir. Bu etkilerine ek olarak in vitro deneyler gostermistir ki; IL—6 T hiicrelerinin

ve timositlerin aktivatorii olarak rol oynar (63).

Bakteriyel enfeksiyonlarda, bakteriyel hiicre komponentlerine cevap olarak ya
da diger sitokinlerin (TNF-a ve IL-1B) stimiilasyonu ile salinir. IL-6 diizeyleri ile
inflamasyona bagli mortalite ve morbidite arasinda direkt bir korelasyon vardir. IL-6

artig1 ile organ sistem disfonksiyonlar1 ve mortalite oranlar1 artmaktadir (63) .
2.7.2. Tuimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

TNF-o’nin viicuttaki biyolojik etkileri ¢ok ¢esitlidir. Diigiik yogunluklarda TNF,
16kosit ve endotel hiicrelerinin parakrin ve otokrin diizenlenmelerine lokal olarak etki

eder. Diisiik yogunukta TNF-a’nin biyolojik etkileri su sekilde 6zetlenebilir

TNF-a vaskiiler endotel hiicrelerinin yeni yiizey reseptorii olusturmasina yol
acarak endotel yiizeyine 16kosit adezyonuna neden olur. TNF-a nétrofilleri uyarmada
giiclii bir aracidir. Ayn1 zamanda eozinofil ve mononiikleer fagositleride aktive eder.

TNF-o mononiikleer fagositlerden ve diger hiicrelerden sitokin {iretimini uyarir.
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Cerami ve Beutler kronik inflamasyonlu hastalarda siddetli kilo kaybina neden
olan faktdrleri incelerken, monositlerden salinan bir faktoriin bundan sorumlu oldugunu
bulmuslardir. Bu proteine kasektin adin1 vermisler, daha sonra bu proteinin TNF-o’nin
protein yapisina benzedigini bulmuslardir. Yapilan bir caligmada, kasektin-TNF-o’nin
sepsis patogenezindeki roliinii kesfedebilmek i¢in LPS’nin etkilerine direngli bir fare
grubu kullanilmistir. LPS verilen hayvanlarin kanlarinda yapilan incelemelerde TNF-a
yogunlugu diisiik bulunmustur. Daha sonra LPS direngli farelere TNF-a verildiginde

sepsise benzer bir tablo goriilmiistiir (63).

Etkisini IL—6’y1 artirarak gosterir. IL—-6 hepatositler lizerine hem mitojenik, hem
de anti—apopitotik etkiler gostermekte ve hasar sonrasi karaciger rejenerasyonunu
olumlu etkilemektedir. Parsiyel hepatektomi sonrast TNF—o ve IL—6 kanda hizla

yiikselmektedir (70).

TNF—-o gram negatif bakterilere konak yanitinin temel mediyatoriidiir. TNF—a
yiiksek yogunluklu lipopolisakkaride (LPS) bagli doku hasarinda, damar igi
pithtilasmada (DIC) ve septik sokta temel mediyatordii. TNF—a’nin temel hiicresel
kaynagi LPS’nin uyardigi mononiikleer fagositlerdir. Ayrica bu protein, antijen ile
uyaritlmis T hiicreleri, aktive edilen dogal oldiiriicii hiicreler ve aktive edilmis mast
hiicreleri tarafindan salgilanir. Aktive olan hiicrelerin TNF sentez ve salgilama olay1 cok
sayida ardigik olay icerir. T hiicreleri tarafindan iiretilen interferon vy, reseptor defekti

olan farelere verildiginde, TNF—a iiretiminin azaldig1 ¢alismalarda gosterilmistir (64).

TNF-a, inflamasyon patogenezinde ilk su¢lanan sitokindir. TNF—a ve TNF—3
birbiri ile yakin iligkili olan benzer biyolojik aktiviteleri paylasan proteinlerdir. TNF—a,
monosit ve makrofajlar tarafindan tretilir. TNF— ise, aktive edilmis T lenfositleri

tarafindan tiretilir (65).

TNF—o’nin viicuttaki biyolojik etkileri ¢ok ¢esitlidir. Diisiik yogunluklarda TNF,
16kosit ve endotel hiicrelerinin parakrin ve otokrin diizenlenmelerine lokal olarak etki

eder. Diislik yogunluklarda TNF—o’nin biyolojik etkileri su sekilde 6zetlenebilir:

TNF—a vaskiiler endotel hiicrelerinin yeni yiizey reseptorii olusturmasina yol
acarak endotel ylizeyine 16kosit adezyonuna neden olur. TNF—a nétrofilleri uyarmada

giiclii bir aracidir. Ayn1 zamanda eozinofil ve mononiikleer fagositleride aktive eder.
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TNF—a mononiikleer fagositlerden ve diger hiicrelerden sitokin iiretimini uyarir.
TNF-a virlislere karst koruyucu etki gosterir. Sinif I major histokompetibilite (MHC)
antijenlerinin ¢ogalmasina ve viriisten etkilenen hiicrelerin immiin yanitla

parcalanmasina neden olur (65).
INTERLOKIN 10

T helper (Th) hiicreleri, lenfokin iiretimine gore farkli alt gruplara
ayrilmaktadirlar. Th1 hiicre klonlari, IL-2 ve IFN-g; Th2 hiicre klonlar1 1L-4 ve IL-5
uretirler. Her iki grup hiicre klonlar1 , IFN-y, IL-3 ve GM-CSF gibi sitokinlerin

tiretiminden de sorumludurlar (66).

Thl hiicreleri esas olarak gecikmis tip hipersensitivitede, Th2 hiicreleri antikor
tiretiminde rol almaktadir. Ayrica Thl ve Th2 hiicreleri ¢apraz diizenleyici etkiye
sahiptir. Th1 hiicrelerince iiretilen IFN- y, Th2 hiicre proliferasyonunu inhibe ederken;
Th2 hiicrelerince iiretilen sitokin sentez inhibitdr faktor, IFN- y ve Thl hiicrelerince
iretilen sitokinleri inhibe eder. Giinlimiizde bu sitokin sentez inhibitér faktor, IL—-10

olarak isimlendirilmistir (66).
IL-10’un etkileri

IL-10 T hiicreleri yoluyla sitokin sentezini inhibe eder. IL-10 hem makrofajlar
yoluyla indirekt hem de Thl hiicrelerini etkileyerek direkt olarak sitokin iiretimini
inhibe eder. Ancak Thl hiicreleri lizerindeki direkt etkilerinin mekanizmasi hala tam

olarak anlagilamamistir (67).

IL-10, insan monosit ve makrofajlarinda inhibitor etkiye sahiptir. IFN- vy ile
aktive olmus monositler yiiksek seviyede IL-10 iretirler. IL-10 mononsit
aktivasyonundan yedi saat sonra ilk olarak tesbit edilebilir seviyeye gelir ve maksimum
tiretim 24—48 saat sonra olusur. Bu siire monositlerde tiretilen IL—1, IL—6, IL-8 ve TNF-
o ‘nim iiretiminden daha gectir. lging olan IL—10, un monositler tarafindan iiretilip yine

monositlerden salinan diger sitokinleri inhibe etmesidir.

IL-10, antiinflamatuar etkisi nedeniyle otoimmiin hastaliklarin, akut ve kronik
inflamasyonun tedavisinde kullanilabilir. Ayrica IL-10 allojenik T hiicre cevabini inhibe
etmesiyle de transplant rejeksiyonunun 6nlenmesinde yeni bir ajan olarak denenebilir

(67).
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Yapilan calismalarda IL-10’un stafilokoklara bagli gelisen letal soka karst

sicanlar1 korudugu ortaya konmustur (68).
2.7.3. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO) fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzimdir.
Polimorfontiikleer 16kositlerin azurofil graniillerinde fazla miktarda bulunur. Diger
inflamatuar hiicreler olan monosit ve makrofajlarda ¢ok az miktarda bulunur veya hig
bulunmaz. Bu nedenle notrofil sekestrasyonunun kantitatif bir gostergesi olarak
Olclilmesinde kullanilan ve duyarh bir gosterge olusturan MPO aktivitesi giderek artan
bir popularite kazanmaktadir (69). MPO’1n gorevi noétrofiller tarafindan fagosite edilen

tiriinlerin yikimini olusturan bazi tepkimeleri katalizlemektir (69).

MPO molekiiler agirlign 140 kDa olan bir kan proteinidir. Iki ¢ift alt birim igeren
tetramer yapida bir enzimdir. Alt birimlerinden ikisi agir (55.000-62.000 Da), ikisi de
hafif (10.000-15.000 Da) alt birim olarak adlandirilir. Agir olanlarin her birine bir
prostatik grup bir de karbonhidrat grubu baglidir (70). Notrofiller savunma sisteminin
en Onemli bakterisidal silahidir. Bu etkileri Hipoklorik asit (HOCI) iiretimini katalize
etmeleri sonucu ortaya ¢ikan hidrojen peroksit ve klor iyonundan gelen giiclii bir
antioksidan olmalarina baghdir. Inflamasyon durumunda MPO ekstraselliiler ortama
salinir. Bunun 6l¢iimii nétrofil aktivasyonunun bir gostergesi olarak kullanilir. Bir bagka

deyisle dokulardaki nétrofillerin ¢oklugunun bir gdstergesidir (70).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu deneysel calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM), Ekim 2006-Haziran 2007
tarihleri arasinda yapildi. Calisma ile ilgili olarak Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1

alind1 (Etik kurul onay no: TT-06-38).

Calismada agirliklar1 225-275 gram arasinda degisen, 28-32 haftalik 24 adet
Spraque—Dawley erkek sican kullanildi. Gruplar randomize olarak her biri 8’er sicandan

olusan 3 gruba ayrildi:
Grup 1 (kontrol) = Bu gruptaki deneklere her hangi bir islem uygulanmadi

Grup 2 (kolit) = TNBS-E maddesi ile kolit olusumu tetiklendi ve tedavi

verilmedi,
Grup 3 (tedavi) = Kolit tetiklendikten sonra tiyoredoksine 1 uygulandi.

Siganlar deneyden 1 hafta Once laboratuar kosullarina alinarak, 21°C’de
barindirildi ve standart rat yemi ile beslendi. Deneylerden dnceki gece su serbest olmak
lizere 12 saat a¢ birakildi. Biitiin cerrahi islemler sabah 08:00 — 11:00 saatleri arasinda
yapildi. Anestezi intraperitoneal 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazine ile saglandi.
Deney siiresince spontan solunuma birakildi. Anestezi sonrasi siganlar tartilarak

agirliklar kaydedildi.

Kolit olusumu Yano ve ark.’1n tarif ettikleri sekilde olusturuldu (71). Bu metoda

gore 3.5 F plastik kaniil rektal yoldan 8 cm igeri itildi. Bu kaniilden %50 TNBS+%50
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etanol (TNBS-E) olacak sekilde 15 mg/0,3 ml/rat TNBS—E kolon igerisine yavasca
instile edilerek kolit tetiklendi. Daha sonra sicanlar verilen maddenin kagmasini
engellemek icin supin pozisyonunda anesteziden ¢ikana kadar bekletildi (yaklasik 15

dk.).

Resim—1. TNBS—E Uygulanmasi

3.1. GRUPLAR

Kontrol grubunda (grup 1) rektal yoldan yapilan kateterizasyonla kolona

sadece % 0,9’luk NaCl verildi.

Kolit grubunda (grup 2) kateterizasyon ile 15 mg 2, 4, 6—trinitrobenzene
sulphonic acid ile 0.25 ml %30’luk etanoliin karisim1 (TNBS-E) intrakolonik olarak

verilip kolit olusumu tetiklendi.

Tedavi grubuna ise (grup 3) kateterizasyon ile TNBS-E intrakolonik olarak
verilip kolit olusumu tetiklendikten hemen sonra baslanarak intraperitoneal olarak

giinasir1 40 pg/kg tiyoredoksin—1 20 giin boyunca enjekte edildi (18).

Tiim siganlar yirmi giin boyunca standart sigan yemi ile beslendi.
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3.2. CERRAHI ISLEM

Kolit indiiksiyonunun 1. giinii ve 10. giinii TNF—a, IL1-IL-6 ve IL-10
calisilmak iizere anestezi uygulanan sicanlardan intra kardiak olarak 1 cc kan Ornegi
alind1 ve 21. giiniin sonunda Intraperitoneal olarak 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
xylazine ile saglanan anestezi sonrasinda sicanlara orta hat laparotomi yapildi. Vena
kavadan TNF—a ve IL1-IL-6 ve IL-10 calismak iizere yaklasik 5 cc kan 6rnekleri alind1
(Resim 2). Ardindan transvers kolonun ortasindan rektuma kadar kolon rezeksiyonu

yapildi.

Resim—2. Vena Kava Inferiordan Kan Alinmasi

Sicanlar letal doz tiopental sodyum verilerek sakrifiye edildiler. Kan 6rnekleri
santrifiij edilip —80C’de korundu. Alinan kolon rezeksiyon materyali longitudinal olarak
acilip fekal igerik %0.9 salin ile hafifge temizlendi ve %10’luk formaldehit icerisinde

saklandi.
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3.3. MAKROSKOPIK SKORLAMA

Kolonik mukozadaki makroskopik degisiklikler Pedro ve Campos tarafindan
tarif edildigi gibi 5 farkli sekilde smiflandirildi (72). Makroskopik morfoloji

skorlamalar1 Tablo—2’de gosterilmistir.

Tablo-2: Kolonik mukozadaki makroskopik bulgularin siniflandirilmasi (72)

DERECE BULGU

0 Korunmus, normal goriinlimlii mukozal tabaka

1 Odem konjesyon ve yiizeyel iilserasyon olmadan eritemli alanlar

5 Lineer yiizeyel iilserasyonlar. (7-15mm), deprese olmus eritematdz
veya daha koyu mukoza goriiniimii, graniiler zemin

; Diizensiz zemin iizerinde iilserli alan. (15-45mm); iilserli mukoza
¢evresinde normal adaciklarin ve 6dematdz mukozanin bulunmasi

A Yaygin diizensiz ve multipl {ilserler. (>*45mm); incelmis barsak duvari,

graniiler, irregiiler zemin

3.4. MiKROSKOPIK ANALIZ

Mukozanin makroskopik olarak degerlendirilmesinden sonra ¢ikarilan kolon

patalojik degerlendirme ve biyokimyasal ¢aligsmalar i¢in ikiye boliindii. Yaris1 dokuda

miyeloperoksidaz calisilmak tizere —80°C’de dondurularak saklandi. Diger yaris1 6

mm’lik kesitler alinarak % 10 formaldehit icerisinde tespit edildi. Histolojik analizler

Yamamoto ve ark tarifledigi sekilde yapildi. Kisaca, parafin bloklar olusturulduktan

alinan kesitler H&E ile boyanip mikroskop altinda incelendi. Kolonik mukozadaki

mikroskobik degisiklikler 0—3 degerleri arasinda derecelendirildi (73).
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Tablo—3: Kolonik mukozadaki mikroskobik bulgularin siniflandirilmasi (73)

DERECE BULGU

Normal epitel, hiicrelerde sisme yok, normal kript gériinlimii mevcut,

0 diisiik diizeyde monosit infiltrasyonu, ya hi¢ ya da ¢ok az ndtrofil
infiltrasyonu
Tek epitel hiicre kaybini ifade eder. Epitelyumda orta derecede sisme,

1 kriptlere tek inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hafif monosit-notrofil
infiltrasyonu

5 Multipl epitel hiicre kaybi, epitelyal diizlesme, kriptit olusumu ve orta
diizeyde monosit-notrofil infiltrasyonu

; Belirgin epitelyal {ilserasyon, kript abseleri ve monosit ve nétrofil

diizeylerinde belirgin artis olmasi

3.5. MPO AKTIiVITE OLCUMU

Kolon mukozasindaki miyeloperoksidaz —aktivitesi kolon homojenatlar

olusturularak Krawisz ve ark’in tarifledigi sekilde ol¢iildii (69).

Bu teknige gore kolonik mukoza buz soguklugunda potasyum fosfat buffer ile

(PH:6.0) heksadesiltrimetil amonyum bromid igeren ¢dzeltide homojenize edildi.

Homojenat 3 kez freeze low dongiisiine tabi tutuldu. 15 dk boyunca 40000 g’de 4

derecede santrifiij edildi. O—Dianisidin—H202 buffer siipernatanta eklendi ve absorbans

degisikligi (A=460 nM) 2 dk boyunca 6lgiildii. 1 MPO aktivite {initesi 1 dk’da degrade

olan 1 mMol H202’e karsilik gelmektedir. Sonuglar gram doku bagina enzim aktivite

tinitesi (U/g doku) olarak saptanmistir.
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3.6. SERUM TNF-o IL-1, IL-6 VE IL-10 DUZEYLERININ
SAPTANMASI

Serum TNF-o, IL-1, IL-6 ve IL-10 diizeyi icin kan ornekleri 4000
devir/dakikada 10 dakika santrifiij edilerek serum ayrigtirildi. Serum ornekleri
eppendorf tiiplerine konularak analiz giiniine kadar —70°C’de sakland1. Serum IL-1, IL—-
6 ve IL-10 diizeyi pg/ml olarak rat IL-1, IL-6 ve IL-10 Elisa kiti ile saptand (rat IL-1,
IL—6 ve IL-10 Enzyme KRC 0061 Immunometrik Assay Kit, Biosource, Catalog, USA).
Serum TNF—-o diizeyi pg/ml olarak rat TNF—a Elisa kiti ile saptandi (Rat TNF-a
Enzyme Immunometric Assay Kit, Biosource, Catalog KRC 3011, USA).

3.7.MALONDIALDEHID (MDA) AKTIVITESININ OLCUMU

Rat kolon dokusu MDA tayininde, Okhawa ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
metod kullanildi (74).

Rat kolon dokusu %10 (w/v) olacak sekilde pH 7.4 fosfat tamponu i¢inde

homojenize edildi. Dokular santrifiij edildi ve siipernatan MDA tespitinde kullanild1.

Siipernatanlardan 0.1 ml alinarak kapakli cam tiiplere aktarildi. Uzerlerine
sirastyla %8.1°’lik 0.1 ml sodyum dodesil siilfat, 0.75 ml asetik asetik, 0.75 ml
tiyobarbitiirik asit ve 0.3 ml distile su ilave edilerek vortekslendi. Kapaklar1 sikica
kapatilan tiipler kaynar su banyosunda 60 dk. siireyle tutuldu. Bu siirenin bitiminde
tiipler musluk suyu altinda sogutuldu. Soguyan tiiplere 0.5 ml distile su ve 2.5 ml n-
butanol-pridin karisimi ilave edilerek iyice vortekslendi. Tiip icerikleri PVC tiiplere
aktarildi ve 4°C’de 4000 rpm’de 15 dk. siireyle santrifiij edildi. Tiiplerin iist kismindaki
pembe renkli organik fazin absorbansi 532 nm’de distile su ile aynmi sekilde calisilan
kore karst okutuldu. Degerlendirme standart egri lizerinden yapildi. Standart seri
hazirlamak i¢in stok MDA ¢o6zeltisinden 100 nmol/ml yogunlukda olacak sekilde
hazirlandi. Ara stoktan 2.5; 5; 10; 20; 40; 50 nmol/ml yogunluklarda olacak sekilde
tetrametoksipropana karst MDA iiretimi saglandi. Sonucta olusan MDA yogunluklari

dokunun yas agirliginin her bir gramindaki nmol cinsinden MDA olarak tariflendi
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistik degerlendirme; bilgisayar ortaminda, Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS,11.0 version) programinda yapildi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi. iL-1, MPO ve MDA degisken dagilimlar ortalama + standart
sapma. (X£SD) olarak tanimlandi. Bu degiskenlerin gruplar arasindaki farkina Anova
testi kullanilarak bakildi. Makroskopik ve mikroskobik degerlendirmede kullanilan
veriler medyan (min—max) degerleri ile tanimlandi. IL-6, IL-10, TNF-alfa degisken
dagilimlar1 non parametrik olarak saptandi. Bunlara Mann Whitney U ve student T testi

kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. MAKROSKOPiIiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Calismamizda, TNBS—E ile kolit olusturulan gruptaki makroskopik skorlarin
hesaplanmas1 sonucunda tedavi grubuna (Tiyoredoksine-1) gore istatiksel olarak
anlaml diizeyde farklilik saptandi (p<0,05). Kolit ve tedavi gruplarimin makroskopik
skor degerleri, kontrol grubuna gore daha yliksek bulunmustur (p<0,05). Tablo—4’te
gruplardaki makroskopik skorlar ve grup ortancalari gosterilmistir. Kolit grubunda
belirgin diizeyde olusmus olan inflamasyon tedavi grubunda anlamli sekilde azalmistir

(p<0,05).

Tablo—4: Gruplara gére makroskopik ve mikroskopik skorlar.

Tedavi
Kolit Kontrol
Tiyoredoksine-1
_ median median F pl p2 p3
median (aralik) (aralik)
aralt aralt
(aralik)
Makroskopik
1.0. (0-2) 2.(0-3) 0. (0-1) 8 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05
skor
Mikroskopik
. 1.0. (0-2) 2. (1-3) 0.(0-1) | 10 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05
skor

pl : Kolit ve tedavi grubunun karsilastirilmasi
p2 : Kontrol ve tedavi grubunun karsilagtirilmasi

p3 : Kontrol ve kolit grubunun karsilagtirilmasi
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Grafik-1. Gruplara gore makroskopik olarak kolit formasyonu. Degerler mean
(ortalama) (£ SEM) olarak ifade edilmistir. #P < 0,05 kolit grubuna kars1 tedavi grubu
degeri. *P < 0,01 kolit grubuna kars1 kontrol grubu degeri ifade edilmektedir.

Resim—3: TNBS-E (kolit) grubunda izlenen inflamasyon ve nekroz gortiiniimii
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4.2. MiIKROSKOPiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Kolit grubundaki mikroskopik skorlarin hesaplanmasi sonucunda tedavi grubuna
gore istatiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0,05). Kolit ve tedavi
gruplarinin mikroskopik skor degerleri, kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.
(p<0,05) Tablo—4’te gruplardaki mikroskopik skorlar ve grup ortancalar1 gosterilmistir.
Kolit grubunda belirgin diizeyde olugsmus olan inflamasyon tedavi grubunda anlaml

sekilde azalmistir (p<0,05).
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Grafik-2. Gruplara gore mikroskopik olarak kolit formasyonu. Degerler mean
(ortalama) (+ SEM) olarak ifade edilmistir. #P < 0,01 kolit grubuna kars1 tedavi grubu
degeri. *P < 0,01 kolit grubuna kars1 kontrol grubu degeri ifade edilmektedir.
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Gruplardan histopatolojik goriiniim 6rnekleri;

Resim—4: Kontrol grubundan normal kolonik epitel goriiniimii

Resim-5: Kolit grubundan epitel hiicre kayiplari, kriptit, erozyon, lenfoid

follikiil goriiniimii ve mukozal iilserasyon
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Resim—6: Tedavi grubunda epitelyumda orta derecede 6dem, hafif inflamasyon

gorliniimii lamina propriada notrofil infiltrasyonu

4.3. TNF-a SONUCLARI

Serumda ¢alisilmis olan TNF-a degerleri karsilastirildiginda 1. giindeki kan
ornekleri incelendiginde hem kolit hem de tedavi grubunda TNF—a degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0,05) ancak tedavi ile birlikte
kolit grubunda 10, ve 21, gilinlerde hem tedavi hemde kontrol gruplarindan belirgin
sekilde daha yiiksek degerler saptanmistir (p<0,01). Tiyoredoksine-1 verilen grupta
TNF-a degerleri kolit grubuna gore belirgin diizeyde azalmistir (p<0,01). Tedavi ve
kontrol gruplarinda TNF—a diizeyleri 10, ve 21, giinlerde istatiksel olarak farkli degildir
(p>0,05). (Tablo-5)
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Tablo-5: 1. ve 10. giinde alinan o6rneklere TNF-a sonuglarinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi i¢in student T testi uygulandi. 21. giinde alinan 6rneklere TNF-

a sonuclarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi icin Mann-Whitney U testi

uygulandi
Grup Kolit Tedavi Kontrol P1 P2 P3
TNF-a
0, 0560 0, 0564 0.0414 p>0.05 p<0.05 p<0.05
1.glin
TNF-a
0, 0858 0, 0452 0. 0421 p<0.01 p>0.05 p<0.01
10.giin
TNF-a
35,75 5,75 3,40 p<0.01 p>0.05 p<0.01
21.giin

pl : Kolit ve tedavi grubunun TNF-a agisindan karsilastirilmasi
p2 : Kontrol ve tedavi grubunun TNF-a agisindan karsilagtirilmasi

p3 : Kontrol ve kolit grubunun TNF-a acisindan karsilastiriimasi
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?|5 15 4
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0 T I "

l.giin  10.glin 21. giin

Grafik-3: Gruplara ve zamana goére TNF-a yogunluklari. #p<0,01 kolit

grubuna karsi tedavi grubu degeri. *p<0,01 kolit grubuna kars1 kontrol grubu degeri
ifade edilmektedir.
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4.4. IL-1 SONUCLARI

IL-1 degerleri karsilagtirildiginda kolit grubunda artmis olan yogunluk tedavi

grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0,01). Tedavi ve kontrol

grubu degerleri istatiksel olarak farkli degildir (p>0,05). Ortalama ve standart

sapmalarinin karsilastirilmasi Tablo—8’de gosterilmistir.

Tablo—6: IL—1 Degerlerinin Gruplara Gore Karsilastirilmasi

TRX TRX TRX Kolit Kolit Kolit | Kontrol | Kontrol | Kontrol
P1 P2 P3
(X+SD) | (X£SD) | (X£SD) | (X4SD) | (X£SD) | (X£SD) | (X+SD) | (X4+SD) | (X+SD)
1.gilin 10.glin | 21.giin 1.gilin 10.glin | 21.giin 1.gilin 10.giin 21.glin
5,81 4,14 1,82 10,84 16,75 19,75 0,84 0,92 0,76 p<0.01 | p>0.05 | p<0.01
IL1
+1.2 +2.1 2.4 +4.5 +5.4 +4.9 2.1 2.4 +1.8
pl : Kolit ve tedavi grubunun karsilastirilmast
p2 : Kontrol ve tedavi grubunun karsilagtiriimasi
p3 : Kontrol ve kolit grubunun karsilagtirilmasi
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Grafik—4: Gruplara ve zamana gore IL-1 yogunluklari. #P < 0,01 kolit grubuna

kars1 tedavi grubu degeri. *P < 0,01 kolit grubuna karsi kontrol grubu degeri ifade

edilmektedir.
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4.5. IL-6 SONUCLARI

IL—6 degerleri karsilastirildiginda kolit ve tedavi grubunda 1. giinde artmig olan
yogunluk tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0,01). Kolit

ve kontrol grubu degerleri istatiksel olarak farklidir (p<0.01).

Tablo-7: 1. ve 10. giinde alinan 6rneklerde IL-6 sonuglarinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi i¢in student T testi uygulandi. 21. glinde alinan Orneklere IL -6

sonuglariin istatistiksel olarak degerlendirilmesi icin Mann-Whitney U testi uygulandi

Grup Kolit Tedavi Kontrol P1 P2 P3
IL-6
0, 0815 0, 0795 0.0456 | p>0.05 | p<0.01 | p<0.01
1.giin
IL-6
0, 0739 0,0511 0.0464 | p<0.01 | p>0.05 | p<0.01
10.giin
IL-6
11.75 5.25 4,95 p<0.01 | p>0.05 | p<0.01
21.giin

pl : 1. giin Kolit ve tedavi grubunun IL-6 agisindan karsilastirilmasi
p2 : 1. giin Kontrol ve tedavi grubunun IL-6 agisindan karsilastirilmasi

p3 : 1. giin Kontrol ve kolit grubunun IL-6 agisindan karsilastirilmasi

12

10— —— kolit IL-6

—o— tedavi IL-6

8 ‘\0/ :
‘\/‘ kontrol 1L-6
T T

#p<0.01

*p<0.01

IL-6 Pikogram/ml
(@)
|

1
I.glin  10.giin 21. giin

Grafik-5: Gruplara ve zamana gore IL—6 yogunluklari. #P < 0,01 kolit grubuna
kars1 tedavi grubu degeri. *P < 0,01 kolit grubuna karsi kontrol grubu degeri ifade
edilmektedir.
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4.5. IL-10 SONUCLARI

IL-10 degerleri karsilastirildiginda 1.glinde her ii¢ grup arasinda da anlamli bir
fark tesbit edilemezken 21. giinde tedavi grubunda kolit grubuna ve kontrol grubuna
gore yogunluk istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (p<0,01). Kolit ve kontrol

grubu degerleri istatiksel olarak farkli degildir (p>0,05).

Tablo-8: 1. ve 21.glinde alinan 6rneklere IL—10 sonuglarinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi i¢in student T testi uygulandi. 10. giinde alinan orneklere IL—10

sonuglariin istatistiksel olarak degerlendirilmesi icin Mann-Whitney U testi uygulandi

Grup Kolit Tedavi Kontrol P1 P2 P3
IL-10
0, 0220 0, 0236 0.0239 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05
1.giin
IL-10
2.50 3.75 2,75 p<0.01 | p<0.01 | p>0.05
10.glin
IL-10
0,0217 0, 0425 0.0245 | p<0.01 | p<0.01 | p>0.05
21.giin

pl : 1. giin Kolit ve tedavi grubunun IL-6 agisindan karsilastiriimasi
p2 : 1. giin Kontrol ve tedavi grubunun IL-6 agisindan karsilastirilmasi

p3 : 1. glin Kontrol ve kolit grubunun IL-6 acisindan karsilastiriimasi
4,5 7
4 —o— kolit IL-10
3,5
3
2,5
2 - —
1,5 7
1
0,5 7

0 | T 1
I.glin  10.giin 21. glin
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*p<0.01
#p<0.01

kontrol IL-10

IL-10 Pikogram/ml

Grafik—6: Gruplara ve zamana gore IL-10 yogunluklari. #P < 0,01 kolit
grubuna kars1 tedavi grubu degeri. *P < 0,01 kolit grubuna kars1 kontrol grubu degeri
ifade edilmektedir.

34




4.7. MPO SONUCLARI

Doku diizeyinde c¢alisilan MPO degerleri karsilagtirildiginda kolit grubundaki
miyeloperoksidaz aktivitesi tedavi grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir
(p<0,001). Tedavi ve kontrol grubu degerleri arasinda da istatiksel olarak fark vardir
(p<0,05). MPO diizeyleri sekil de gosterilmistir. Ortalama ve standart sapmalarinin

karsilastirilmas: Tablo—15’da gosterilmistir.

Tablo—9: MDA ve MPO Sonuglarinin Gruplara Gére Karsilastirilmasi

TRX Kolit Kontrol
F P1 P2 P3
(X+SD) (X£SD) (X+SD)
21.03 41.76 8,5
MDA 24 p<0.001 p<0.05 p<0.001
+1,1 +1.9 +0.9
20,8 44.89 7,5
MPO 24 p<0.001 p<0.05 p<0.001
+1,1 +2.1 +1.1

pl : Kolit ve tedavi grubunun karsilastirilmasi
p2 : Kontrol ve tedavi grubunun karsilagtirilmasi

p3 : Kontrol ve kolit grubunun karsilastiriimast
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tedavi
B kolit
B kontrol
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Grafik—7: Gruplara ve zamana gére MPO yogunluklari. #P < 0,01 kolit grubuna
kars1 tedavi grubu degeri. *P < 0,01 kolit grubuna karsi kontrol grubu degeri ifade

edilmektedir.
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4.8. MDA SONUCLARI

Doku diizeyinde c¢alisilan MDA degerleri karsilastirildiginda kolit grubundaki
malondialdehit diizeyi tedavi grubuna gore anlamli diizeyde diisiik saptanmistir
(p<0,001). Tedavi ve kontrol grubu degerleri arasinda da istatiksel olarak fark vardir
(p<0,05). MDA diizeyleri sekil de gosterilmistir. Ortalama ve standart sapmalarinin

karsilastirilmast Tablo—15’da gosterilmistir.
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MDA degerleri

Grafik-8. Gruplara ve zamana gére MDA yogunluklari. #P < 0,01 kolit grubuna
kars1 tedavi grubu degeri. *P < 0,01 kolit grubuna karsi kontrol grubu degeri ifade

edilmektedir.
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5. TARTISMA

Inflamatuar barsak hastaligi, intestinal epitelin bariyer fonksiyonlarinimn
bozulmasi ve immiin sistemdeki defektlere bagli anormal bir cevap sonucu gelisir.
Patogenezde; genetik yatkinlik, cevresel faktorler, infeksiyoz ajanlar, degismis epitelyal
gecirgenlik ve bozulmus konak¢r immiin cevabi gibi faktorlerin 6nemi vardir.

Inflamatuar barsak hastaligi giiniimiizde énemli bir saglik sorunu olarak karsimiza

¢ikmaktadir (73)

Klinik anlamda klinisyenin karsisina kalin barsakdaki inflamasyon ile seyreden
bir grup hastalik ile gelebilir. Bu grup i¢inde rektum ve kolon mukozasinin yaygin
yangisal, etyolojisi kesin olmayan, kanli diyare ve mukusla karakterize, remisyon ve
alevlenmelerle seyreden UK , enfeksiydz ajanlara sekonder olarak gelisen gerek amebik
gerekse de bakteriyel orijinli kolit, kolon ile rektum mukoza katmanlarinda irritasyona

sekonder gelisen kolit gibi tablolar seklinde karsimiza ¢ikabilir (74).

Ulkemizde UK insidans1 4.4/10° CH'nin ise 2.2/10° tir. Hastalik insidans1 Kuzey
ve Bati Avrupa'dan az, Ortadogu degerlerine yakin bir diizeydedir. Ulkemizde IBH
insidansinin diger iilkelerden daha diisiik olmasinin muhtemel nedenleri arasinda lifli
gidalardan zengin beslenme ve genetik faktorlerin rolii oldugunu diisiiniilmektedir.
Ayrica CH ile sigara arasinda da iliski saptanmistir. Kesin etyolojik bir faktoriin
olmayisi, ve IBH’m tam olarak taklit eden bir deneysel model olmayisi IBH
patogenezinin anlagilmasini zorlastirmaktadir (74). Birkag¢ potansiyel sorumlu etkenin,

inflamatuar progesin baglamasinda etkili oldugu diisiiniiliiyorsa da; kabul edilen goriise
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gore immiin olaylarin baskilanmasinda bir eksiklik vardir. Dolayisiyla temel
fizyopatolojik mekanizmanin; Th1l ve Th2 lenfositlerinin aktivasyonunda diizensizlik ya
da proinflamatuar sitokinler ile antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengenin
bozulmasi oldugu yoniinde ¢ok sayida calisma yapilmistir. Thl hiicreleri inflamatuar
yanitta fazla miktarda artan ve bu yanitin devamliligini saglayan sitokinleri (TNF-a,, IL-
1, IL -2, IL-6, IL -8, IL -12, INF-y) iiretirken (64). Th2 hiicreleri ise inflamasyonu
azaltan sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-11, IL -13) iiretirler. Bunlardan proinflamatuar
sitokinler inflamasyonu alevlendirir. Anti-inflamatuar sitokinler ise inflamasyonu
yatistirir. Bu diisiince ile proinflamatuar sitokinlerin etkisini yok edecek ya da azaltacak

tedaviler lizerinde ¢alisilmaktadir (65).

Barsak Hastalig1 arastirmalarinda kullanilacak bir hayvan modelinde barsakta
benzer morfolojik degisiklikler ortaya g¢ikmali, patofizyoloji ile klinik semptom ve
bulgular insandaki IBH’na benzer olmalidir. Ayrica kullanilan hayvanlarin genetik
gecmisleri ve immiinolojik sistemleri ile kullanilacak kimyasal maddelerin etkileri iyi
tanimlanmis olmalidir. Trinitro-benzen siilfonik asid (TNBS) ile olusturulan kolit
modeli hapten ile tetiklenmis gecikmis tip hipersensitivite sonrasi olusan kronik bir
inflamasyon ve iilserasyon modelidir. Ulserasyon ve barsak duvarinda kalinlasma
yaklasik 8 hafta kadar devam ettiginden bu model kronik kolit olugmas1 istendiginde
tercih edilmektedir. Histolojik olarak mukoza ve submukozada PMNL, makrofaj,
lenfosit, bag dokusu mast hiicreleri ve fibroblastlardan olusmus inflamatuar cevap

mevcuttur (75,76) .

Bu kolit modelinde olusan grantilosit infiltrasyonu dokuda myeloperoksidaz
Olciimii ile ortaya konabilir (77). Yapilmis bir ¢alismada etonolde ¢oziinmiis TNBS ile
olusturulmus kolitteki mukozal lezyonlar aniiler ya da longtidiinal iilserler, lenfosit
infiltrasyonu, graniilomlardan olustugundan bu modelin insandaki CH’ nin makroskopik

ve mikroskopik bulgularina benzer oldugu tespit edilmistir (78).

Biz de, calismamizda kronik inflamasyon olugmasi, g¢alisma sonuna kadar
spontan remisyon gelismemesi, patogenezin benzer olmasi, histopatolojik ve klinik
bulgularin benzerlik gostermesi nedeni ile TNBS ile olusturulmus kolit modelini tercih

ettik.
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Ohashi ve ark. yaptiklar1 bir calismada siddetli akut pankreatit olusturulmus
sicanlara intraperitoneal TRX injeksiyonu sonrasi pankreas, akciger dokularinda ve
serumda MDA, MPO, IL-1, IL-6 ve TNF-a diizeylerini incelemisler ve tedavi alan
grupta bu degerlerin anlamli olarak azaldigini gérmiisler (79). Biz bu ¢alismay1 temel
alarak proinflalatuar sitokinlerin iiretimini azaltacak bir ajanin kullaniminin kolit
stirecini baskilayacagini diisiindiik. Bu nedenle TRX’i kolit olusturulmus sicanlarda
kullandik. Calismada kullanilan TRX’in proinflamatuar sitokinler {izerine olan etkisini
degerlendirmek i¢in TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeylerine baktik. Deney siiresinin uzun

olmasindan dolay1 da 1. ve 10. giinlerde de deneklerden serum 6rnekleri alindi.

Calisma stiresince  TNF- o seviyelerini inceledigimizde kolit grubunda
degerlerin arttigini, tedavi edilen deneklerde ise sonuglarin istatistiksel olarak anlamli

olacak seviyede azaldigini saptadik (p<0.01)(Tablo:5).

Funakoshi ve ark’nin ¢alismasinda ise; kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CH
ve UK’li hastalarda IL-1p, IL-6, IL-8 ve TNF-o mRNA’nm artmis ekspresyonunu
gosterilmistir (80). Benzer bir calismada; Masuda ve ark. inaktif UK te bile IL-8, TNF-
o ve IFN-y mRNA nin artmus iiretiminin oldugunu ve bu ii¢ sitokinin UK’in tekrarlayan

inflamasyon patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini tespit etmisler (81).

TNF—o’nin inflamasyonda onemli rol oynadiginin gosterilmesinden sonra bu
molekiiliin etkisini 6nleme c¢alismalar1 hizlanmis ve bu amacgla bir c¢ok tedavi
modaliteleri gelistirilmisti. TNF-a nétrofil birikiminde, graniillom olusumunun
indiiksiyonunda, adezyon molekiillerinin endotel hiicrelerine etkilerinde ve intestinal
permeabilite artisinda etken olan bir maddedir. Klinik c¢alismalarda serum TNF-a
seviyeleri ve gaitadaki TNF—a seviyeleri CH olan bireylerde normale gore artmis olarak

bulunmustur (80).

Kiigiik ve ark. deneysel TNBS—-E kolitinde olusan bakteriyel translokasyona
karst metrantes tedavisini incelemislerdir. TNF—o seviyelerinin inflamasyonunun
artigina paralel olarak yiikseldigini saptamiglardir. Met-RANTES tedavisinin serum
TNF-a seviyelerini ve bakteriyel translokasyonu azalttigini bildirmiglerdir. Ayrica
deneysel kolit lizerine RANTES antagonistinin tedavi edici etkisinin kemokin
reseptorlerine karsi olan antogonistlerin potansiyel olarak IBH tedavisinde ufuk

acabilecegini ifade etmislerdir (83).
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Bir kimyasal antikor olan infliksimab’in (monoklonal TNF-o Ig-G antikoru)
IBH nin tedavisinde etkili oldugu gdsterilmistir. Bu kimyasal monoklonal antikorun etki
mekanizmas1 tam olarak anlasilamamigsa da, ¢Ozlinmiis halde bulunan TNF’ye
baglanma yaninda, esas etkisini Oncii hiicre ylizey TNF reseptoriine baglanarak yaptigi
diisiiniilmektedir. Ilacin bir ihtimalle monosit apoptozuna da neden oldugu
diistiniilmektedir. Tek bir iv enjeksiyondan sonra, tam klinik iyilesme saglanan CH
vakalar1 bildirilmistir. Iyilesme siireleri birkag¢ hafta ile birka¢ ay arasinda degismistir.
Doz ve uygulama stireleri ile ilgili veriler yeterli olmayip, arastirmalar devam
etmektedir. 10 mg/kg dozla yapilan aralikli uygulamalarla iyilesmenin siirdiiriildiigi
bildirilmigtir. Bir baska calismada ise hastalarin 6nemli bir kisminda fistiillerin
kapandig gdsterilmistir. Crohn hastaliginin aksine UK tedavisinde anti-TNF ile yapilan
tedaviler yiiz giildiiriicii olmamistir. iki énemli calismada infliksimab’in IBH’da etkili
oldugu gosterilmistir. [lacin 5 mg/kg lik dozlar1 5-ASA, steroid ve diger immiinsiipresif
ilaglara direngli olgularda etkili oldugu bulunmustur (84,85). Bagka anti-TNF
stratejiler de vardir. Bunlardan biri, RA tedavisinde kullanilan TNF reseptor fiizyon
proteinleridir. Fakat bunlarm IBH'daki rolleri heniiz agik degildir. Bazi pilot
calismalarda TNF salinim inhibitorii 6zelligi olan talidomid'in CH'da faydali oldugu
bulunmustur (86).

TNF inhibitdrii olan pentoksifilin'in de UK ve CH'da faydali olabildigi
bildirilmistir. Anti-TNF stratejilerinin dikkatli uygulanmasi gerekmektedir. Zira,

malign transformasyonlarin gelismesi ve siddetli infeksiyon riski vardir (87).

Kimyasal antikorlarin uzun siireli kullanimi tartigmalidir, ¢iinkii antikorun fare
kaynakli boliimiine karsi antikor olusma sansi ¢ok yiiksektir. Bu yiizden TNF-a
tizerinde cesitli degisiklikler yapilmaya calisilmaktadir. Bunlardan biri, TNF- o 'nin
ekspresyonunun regiilasyonunda 6nemli olan bir niikleer transkripsiyon faktorii olan
NFkB'dir. Bu faktoriin blokajinin deneysel kolitin tedavisinde etkili oldugu
bulunmustur. G6z onilinde bulundurulmasi gereken bir diger nokta da TRX’in NFkB
tizerine olan etkisidir. NFkB immiinite ve inflamasyonda gen regiilasyonunda rol alan
bir transkripsiyon faktoriidiir. TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerle stimiile olur ve
intraseliiler bir sinyal yolagni baslatir. Bunun sonucunda da fosforilasyon ve
degradasyon meydana gelir. Sonu¢ olarak hiicre c¢ekirdeginde COX2, sitokinler,

kemokinler, hiicre yiizey reseptorleri ve adezyon molekiilleri gibi 6ncli immiin ve
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inflmatuar maddelerin olusumuna neden olur. IBH’da NFkB aktivitesinin ve TNF o’nin
kolon epitelyum hiicresinde ve mukozada arttig1 tesbit edilmistir (88). TRX’in kolit
tablosunda meydana gelen iyilestirici etkisinde NFkB aktivitesini de baskilamasinin etkisi

oldugunu diisiiniiyoruz.

IL-1 ve IL-6’nin da kolitli hastalarda ve deneysel ¢alismalarda yapilan cesitli
calismalarda arttig1 gosterilmistir. Funakoshi ve ark. yaptiklar1 baska bir caligmada;
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Crohn’lu ve UK’li hastalarda IL-1p, IL-6, IL-8 ve
TNF-o mRNA’nin artmis ekspresyonunu net olarak gostermislerdir (87).

Jones ve ark. IBH olan kisilerde bakilan kolonik biyopsi érneklerinde IL—6 kolit
grubuna gore belirgin olarak yiiksek bulmuslardir (90). Yine benzer bir ¢alismada IL—6

mRNA’nm IBH’l1 hastalarin mukoza homojenizatlarinda artt1g1 gosterilmistir (91).

Deneysel olarak siganlarda olusturulmus kolit modelinde proinflamatuar etkileri
bilinen TNF-a, IL-1, IL-2, IL-8, IL-12 serum seviyelerinin patolojik oranda arttig1
gosterilmistir. Ote yandan bu deneklerde inflamasyonu yatistirict 6zellikteki IL—10, IL—
1, IL-4, IL-13 gibi sitokinlerin istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigi da bu
calismada kanitlanmistir (92).

Calismamizda kolit siirecini ve verilen tedavinin etkinligini degerlendirmek
icin IL-1 ve IL-6 degerleri bakildi. IL-1 ve IL-6 seviyeleri 1. giinde tedavi ve kolit
grubunda yiiksekken tedavi ile birlikte 10. ve 21. giinde kolit grubunda IL-1 ve IL-6
seviyelerinde progresif bir yiikselme goriiliirken tedavi grubunda kontrol grubuna
gore baslangigta anlamli derecede yiiksek olan degerlerin diistiigii goriildii. Tesbit
edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugunu gordiikk. Kolit siirecinin
baskilanmasinda proinflamatuar ajanlardaki bu azalmanin etkisinin oldugunu

yapilmis ¢esitli ¢calismalara ve ¢aligmamizin sonuglarina dayanarak diisiindiik.

Murata ve ark.; IL-10’nun artmis iiretimi tarafindan baskilanan, IL-6 ve IL-8
gibi proinflamatuar sitokinlerin artmis iiretimi ve IL-2 ile [FN-y’nin azalmig liretiminin,

UK’in patogenezinde dnemli bir rol aldigini gostermislerdir (26).

Antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10, Thl hiicre aktivasyonunu azalttigindan,
bu sitokinin tedavide kullanilmasi ile ilgili calismalar devam etmektedir. IL-10’un

antiiflamatuvar ve immiinsiipresif etkisinden yola ¢ikilarak calismalarda bu sitokinin
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UK’li vakalarda etkisi oldugu gézlenmistir (93). Biz de bu bulgulardan yola ¢ikarak
calismamizda IL-10 diizeylerini, TRX’in tedavi edilen deneklerde IL-10 iizerine olan
etkilerini inceledik. Sonugta kolit grubunda IL-10 degerleri literatiirle uyumlu olarak
azalmis olarak bulundu. TRX verilen grupda ise IL-10 diizeyleri anlamli olarak artmis
olarak bulundu (p<0.01). Sonug olarak TRX’in hem proinflamatuar sitokinleri azalttig
hem de antiinflamatuar sitokinlerin seviyelerini artirdigi goriildii. Bu sayede

antiinflamatuar etkisinin daha gii¢lii bir sekilde ortaya ¢iktigini diistindiik.

Buraya kadar stirekli olarak TRX’in proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinlere olan etkilerinden ve bunlarin engellenerek kolit siirecinin baskilanmasindan
bahsettik. Burada iizerinde durulmasi gereken diger bir noktada TRX’in antioksidan
etkisidir. Ilk olarak E. Coli’de tanimlanan TRX 1 in vivo ve invitro ortamda en etkili
disiilfid bag1 indirgeni olarak bulunmustur. Aktif bolgesi olan Cys-Gly-Pro-Cys’in
sistein rezidiilerinin reversibl oksidasyonu ile ¢esitli farkli indirgenme olaylarinda rol
alirlar yine bu aktif bolgesi sayesinde tamamen zit reaksiyonlar1 gerceklestirebilirler;
ornegin disiilfit baglarinin rediiksiyonu veya sistein tiollerinin oksidasyonu. H,O;’nin
ortadan kaldirilmasin1 metionin siilfoksit rediiktaz veya peroksiredoksinlerin bir ¢ok

izoformu ile birleserek gerceklestirir (31)

Liu ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada plazma TRX’in oksidatif stres yanitinda iyi
bir medyator oldugu ve degisik inflamatuar , immiin ve otoimmdiin patolojilerde ve HIV,
HCV, ve RA’da plazma TRX seviyelerinin arttifi gdosterilmistir. Son zamanlarda
dolasimdaki TRX’in LPS ve kemokinlerle tetiklenen notrofil kemotaksisini engeledigi
gosterilmistir. Bu da TRX’in patojensiz ancak lokosit infiltrasyonuyla birlikte seyreden
bozukluklarda antiinflamatuar etkisinin oldugunu gostermistir. Bu bulgular TRX’in

otoimmiin bozukluklarda kullanilabilecegini diistindiirmektedir (18).

Serbest oksijen radikalleri, notrofillerden ve makrofajlardan salinan ve
inflamasyonun erken evresinde etkisini gosteren molekiillerdir. Serbest radikaller;
DNA, proteinler ve lipidleri hedef segerler. Membran lipidlerine saldirarak
peroksidasyona neden olup membranlarda hasara yol agmakta, bu da mikrovaskiiler
0dem olusumunu artirmaktadir. Son yillarda 16kosit bagimli inflamatuar reaksiyonlarda
artmis hiicre ve doku hasarinda oksijen derivesi serbest radikallerin ve metabolitlerinin

rol aldig1 gosterilmistir. Bir ¢ok dokuda bu radikallerin sekonder hasarlara neden
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olduklar1 gosterilmistir (94). Yapilan bir ¢aligmada, sicanlarda deneysel endometriozis
modeli olusturulmus ve endometrioziste meydana gelen doku reaksiyonu ve adezyon
gelisiminde serbest oksijen radikallerinin 6nemli rolii oldugu goriilmiistiir (95). Bu bilgi
151¢inda yapilan bir baska c¢alismada, deneysel endometriozis olusturulan ratlara
antioksidan etkili olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz intraperitoneal olarak

uygulandiginda adezyon gelisiminde anlamli derecede azalma oldugu goriilmiistiir (96).

IBH’da O, hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksid (H,O,) ve hipoklorik asit
(HOCI) gibi ROM’lerinin ¢ok fazla iiretildikleri ve izlenen inflamasyonun ve doku
hasarmin etiyopatojenezinde onemli rol oynadigim1 gdsteren ¢ok sayida yaymn vardir.
Yamada ve ark.’nin (95) yaptig1 bir ¢alismada TNBS verilmesini takiben 1-2 giin i¢cinde
kolonik myeloperoksidaz aktivitesinde (MPO), doku agirliginda, mukozal iilserasyonda
ve inflamasyonda artisin ortaya ciktigir gosterilmistir. Gue ve ark. (96) yaptig1 bir
calismada TNBS verilmesini takiben belirgin bir inflamasyona ilaveten MPO
aktivitesinin belirgin oranda arttig1 gosterilmistir. Eliakim ve ark. (97) yaptiklar1 bir
caligmada asetik asit veya TNBS ile kolit olusturulan si¢canlarda MPO aktivitesinin

arttigini gostermislerdir.

Serbest oksijen radikallerinin en Onemli kaynaklarindan birisi inflame
mukozadaki aktive olmus fagositik 16kositlerdir (98). Bir ROM olan siiperoksid radikali
aktive olmus nétrofiller tarafindan iiretilmektedir. Ulseratif kolit hastalarinda siiperoksid
iiretiminin epitel hiicrelerinde, vaskiiler endotelde ve mononiikleer hiicrelerde yer aldigi
gosterilmistir (99). Sonug olarak ortaya cikan oksidatif stres endojen antioksidan

sistemlerin kapasitelerini astiginda doku hasarina neden olabilmektedir (100).

IBH tedavisinde antioksidan tedavinin etkili oldugunu gdsteren g¢aligmalar
bulunmaktadir (40,41). Keshavarzian ve grubunun (101) yaptig1 bir calismada
siganlarda intrakolonik asetik asit enjeksiyonu ve sistemik mitomisin C verilerek kolit
olusturulmustur. Inflamasyon olusmus kolondan alinan mukozal kazintilara katalaz ve
azid (myeloperoksidaz inhibitorii) uygulanmistir. Liiminol probuyla yapilan
kemiluminisans Slgiimlerinde tedavi verilen grupta inflamasyonda belirgin bir azalma
saptanmustir (101). Asetik asit ile kolit olusturulmasini takiben alinan kolonik biyopsiler
tizerinde ¢esitli antioksidan ajanlar (sodyum azid, katalaz, bakir-¢inko siiperoksid

dismutaz, dimetil siilfoksid, N-asetil-sistein ve askorbat) denenmis ve bu ajanlarin
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artmis kemiliiminisans yanitini azalttig1 gosterilmistir. Fakat bu ¢aligsmalarin tamaminda
anti-oksidanlarin etkileri kolonik biyopsi 6rnekleri {izerinde in vitro olarak denenmistir

(102).

Emerit ve ark. (103) yaptiklar1 bir ¢alismada ileri evre CH olan hastalara
intramiiskiiler olarak bakir-¢inko-siiperoksid dismutazi (S-CuZn-SOD) vererek bunu
kullanighi bir antiinflamatuar ajan olabilecegini gostermislerdir. Yirmialti hastadan
olusan bu grupta inflamasyonda ve mukozal hasarda azalmalarin gorildigi
saptanmistir. Ayn1 c¢aligmanin devaminda, sekiz yil siire ile kortikosteroid tedavisi
basarisiz olan hastalarda S-CuZn-SOD tedavisi incelenmis ve sonug olarak hastalarin %
81’inde etkili oldugu gosterilmistir. Bir diger calismada ise radyasyon enteritli ve CH
olan hastalara lipozom ile kaplanmis S-CuZn-SOD verilmistir. CH olanlarda bu ajanin
lokal wuygulanmasini takiben piyoderma gangrenoza lezyonlarinda ve vulvar
iilserasyonlarda gerileme olmustur. SOD ile yapilan diger calismalar genelde kiiciik
gruplardan olugmakta ve tedavide etkili olabilecegini gostermektedir. SOD’a benzer
etkileri olan Desferol-Mn ile zayiflatilmig, FMLP ve WR2721 (5,2,3-aminopilamino-

etil-fosforatioik asit) gibi ajanlar lizerinde de ¢aligsmalar yapilmaktadir (101).

Biz Liu (18) ve Ohashi’nin (77) ¢aligsmalarint dayanak noktas1 olusturarak kolitte
antiinflamatuar etkisinin yaninda antioksidan etkisi de olan TRX’i kulandik.
Calismamizda TRX’in antioksidan etkisini gostermek icin doku diizeyinde Ohashi’nin
caligmasindaki gibi MDA diizeyine bakildi. MDA lipit peroksidasyonunun son tiriiniidiir
ve kolit stirecinde atak anlarindaki oksidatif stres esnasinda belirgin sekilde artmaktadir.
Bu molekiiliin ortamdaki miktari, lipid peroksidasyon derecesinin bir Olgiisii olarak
kabul edilir. MDA ile ¢esitli molekiiller arasinda ¢apraz baglar olusabilir. Bu ¢apraz baglar
sitotoksisiteye, mutajenlere, membran yikimina ve enzim degisikliklerine yol agabilir
MDA diizeyi serbest radikal miktarin1 degil, net oksidatif hasar1 yansitir (100).
Calismamizda kolit olusturulan sicanlarda MDA diizeylerinde artis olurken tedavi
grubunda MDA seviyesinde azalma olmustur. Benzer sonuglar Shioji ve Kaimul
tarafindan da bulunmstur. Shioji ve ark. yaptiklar1 c¢alismada, adriamisinin
kardiyotoksik etkisinin engllenmesi i¢in TRX’i kullanmislar, tedavi sonrasinda
kardiotoksisitede azalma oldugunu gormiisler ve TRX’in bu etkisini ortaya ¢ikan
oksidan ajanlar1 ortadan kaldirak yaptigini 6ne siirmiislerdir(104). Kaimul ve ark. ise

dizel eksozuna maruz birakilan sicanlarda serbest oksijen radikalleri sonucu meydana
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gelen akciger hasarini engellemek icin TRX kullanmiglar ve TRX’in antioksidan ve

sitoprotektif etkileri sayesinde AC hasarini engelledigini gostermislerdir (105).

Bu sonuglardan yola c¢ikarak da TRX’in doku hasarin1 olusan sitokinleri
engellemesinin yaninda doku diizeyinde ortaya c¢ikan serbest radikalleri ortadan

kaldirmak suretiyle de ortaya ¢ikan doku hasarini azalttigini diisiindiik.

Bilindigi gibi MPO dokudaki nétrofil infiltrasyonunu gostermek icin daha once
bir ¢ok ¢alismada kullanilmis bir parametredir. Inflamasyonun siddetiyle orantili olarak
dokuda ytiiksek diizeylerde saptanir (105). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak MPO
diizeylerinde kolit olusturulan sicanlarda yiiksek olarak tesbit edilmisken tedavi alan
hayvanlarda anlamli oranda diisiik tesbit edilmistir (p<0.001). Kontrol grubuyla tedavi
grubu arasinda fark saptanamadi (P>0,05). Bu sonugla da inflame barsaga olan nétrofil
goclinii verilen TRX’1’in azalttigini, bunun sonucunda da nétrofillerden salinan
inflamatuar iriinlerin ortamda daha az nétrofil oldugu i¢in dogal olarak daha az

salgilanacagi sonucunu ¢ikarabiliriz.

Bizim c¢alismamizda verilen TNBS-E ile siganlarda makroskopik ve mikroskopik
diizeyde belirgin kolit formasyonunun olustugu, IL-1,IL-6, TNF-a,diizeylerinde belirgin
artis olmustur. Yine MPO ve MDA diizeylerinde de belirgin artig goriilmiistiir. Bununla
birlikte tedavi verilen grupta ise IL-1,IL-6, TNF-o MDA ve MPO diizeylerinde belirgin
azalma oldugu goriilmiistiir. Doku diizeyinde ise hem makroskopik hem de mikroskobik
diizeyde anlamli derecede inflamasyonun azaldig: tesbit edilmistir. Sonug olarak ortaya
¢ikan mukozal hasar ve inflamasyon siirecinde, TRX’in antiinflamatuar ve antioksidatif
sisteme katkida bulundugu ve kolit gelisimini engelledigi goriilmiistiir. Calismamizda
ortaya c¢ikan sonuglardan ve yapilmis olan c¢aligmalarda TRX’in inflamatuar
hastaliklarda 6zellikle de sebebi belli olmayan ve inflamasyonla seyreden hastaliklarda
tedavide oldukca etkili bir ajan oldugu goriilmektedir. Ancak bu tedavi modalitesinin

klinik caligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Deneysel olarak TNBS-E ile olusturulan kolit modelinde arastirilan

Tiyoredoksine-1’in etkileri incelenmis ve asagidaki sonuglar ortaya konmustur.
1. TNBS-E ile deneysel olarak anlaml1 sekilde kolit olusumu saglanmistir.

2. Tiyoredoksine-1 verilen tedavi grubunda makroskobik skorlar ve

histopatalojik goriiniim agisindan belirgin bir iyilesme saptanmistir (p<0.05).

Kolit grubunda artan IL1 diizeyleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde

azalmistir (p<0.01).

Kolit grubunda artan IL-6 diizeyleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde
azalmistir (p<<0.01).

Kolit grubunda artan TNF-a diizeyleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.01).

Kolit grubunda azalan IL10 diizeyleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde

artmistir(p<0.01).

Kolit grubunda artan MPO seviyeleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde
azalmistir (p<<0.001).

Kolit grubunda artan MDA seviyeleri de tedavi grubunda anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.001).

Sonuglar 1s181nda Tiyoredoksine-1 daha ileri deneysel ve klinik ¢alismalar ile

desteklenerek IBH tedavisinde alternatif bir yaklasim olabilir.
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