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TNBS ile Olusturulmus Deneysel Rat Kolit Modelinde
Tedavide Karisim Probiyotikler Etkin midir?
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oz

Amag: Enflamatuvar barsak hastaliklar (EBH) kronik idiyopatik hastaliklardir. EBH patogenezinin en kabul edilen hipotezi, genetik, cevresel faktorler ve
konake bagisiklik sistemi arasindaki karmasik etkilesimlerin, anormal immun yanitlara ve kronik intestinal enflamasyona yol acmasidir. Disbiyozis barsak
mikrobiyota bilesiminde ve islevinde degisiklikler olarak tanimlanmistir. Klinik ve deneysel calismalar disbiyozisin EBH etiyopatogenezinde énemli rol
oynadigini desteklemektedir.

Bu calismada, deneysel kolit modelinde Enterococcus Faecium, Lactobacillus Acidophilus, Lactobacillus Rhamnosus, Bifidobacterium Bifidum,
Bifidobacterium Longum bakterilerinin anti-enflamatuvar ve anti-oksidan etkinlikleri ve steroide gére probiyotiklerin tedavi basarisinin degerlendirilmesi
amaclandi.

Yéntem: Bu calismada toplam 24 adet 200-250 gram agirliginda Wistar-Albino disi rat grubu kullanildi. Her grupta é rat olacak sekilde 4 farkli grup
olusturuldu. Saglikli kontrol (sham: grup A), trinitrobenzenstlfonik asit (TNBS) koliti (grup B), (TNBS + metilprednizolon: grup C) ve probiyotik (TNBS + P:
grup D). Sicanlar 8. giinde sakrifiye edildi. Makroskopik ve mikroskopik skorlari degerlendirildi, doku miyeloperoksidaz (MPO), malondialdehit (MDA) ve
stiperoksitdismutaz (SOD) dizeyleri dlculdi.

Bulgular: Makroskopik ve mikroskopik skor diizeyleri degerlendirildiginde A grubunun makroskopik skoru B, C ve D gruplarindan disiiktl ve istatiksel
anlamli farklilik meveuttu. C grubunun makroskopik ve mikroskobik skoru B grubuna gére dustkti ve istatiksel anlamli farklilik bulundu. Gruplar arasinda
ortanca MPO diizeyleri agisindan anlamli fark (p<0,001) tespit edilmedi. MDA ve SOD degerleri degerlendirildiginde medyan MDA dlizeyleri arasinda
anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001).

Sonug: Calismamiz probiyotiklerin anti-oksidan ve oksidan sistemler arasindaki dengeyi dizenledigini gostermektedir. Eger klinik calismalar ile

desteklenirse probiyotikler EBH'de destek tedavisi olarak kullanilabilir.
Anahtar kelimeler: EBH, MDA, MPO, SOD, probiyotikler

ABSTRACT

Objective: Inflammatory bowel disease (IBD) is an idiopathic disease associated with changes in the immune system and in the intestinal microbiota.
The most accepted hypothesis of IBD pathogenesis is thought to be the abnormal immunological response and chronic intestinal inflammation, which is
caused by the complex interactions between genetic, environmental factors and the host immune system. Microbial flora is important in the maturation
of the immune system. Dysbiosis is defined as changes in intestinal microbiota composition and function. Clinical and experimental studies support that
dysbiosis plays a significant role in the etiopathogenesis of IBD. Probiotics are useful live microorganisms that provide the intestinal balance in the host.

In this study, we aimed to evaluate the anti-inflammatory and anti-oxidant activities of Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum and Bifidobacterium longum bacteria in the experimental colitis model.

Methods: Twenty-four female Wistar-Albino rats and 30 mg 0.5 mL trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) dissolved in 50% ethanol which induced colitis
by intrarectal installation. Rats were divided into four groups; healthy control (sham: group A), TNBS colitis (group B), (TNBS + methylprednisolone:
group C) and probiotic (TNBS + P: group D). The rats were sacrificed on the 8" day. Macroscopic and microscopic scores, tissue myeloperoxidase (MPO),
malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) levels were measured.
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Results: Macroscopic and microscopic scores levels in group A were significantly lower than in group B, C and D. Macroscopic and microscopic scores
levels in group C were significantly lower than in group B. Macroscopic scores were statistically similar between group C and D. There was a statistically
significant difference between the groups in terms of median MDA levels and median SOD levels (p<0.001). There was no statistically significant
difference between the groups in terms of median MPO levels (p=0.114). Median MPO levels were 0.27 (0.15-0.30) in group A, 0.44 (0.22-0.61) in group
B, 0.28 (0.25-0.50) in group C, and 0.30 (0.25-0.37) in group D (p=0.114). Median MDA levels were 1.1 (1.0-2.8) in group A, 4.3 (3.1-5.5) in group B, 3.8
(3.2-4.2) in group C, and 3.9 (3.1-4.2) in group D (p<0.001). Median SOD levels were 160.7 (150.1-161.7) in group A, 141.6 (137.9-147.3) in group B, 157.6
(155.2-167.7) in group C, and 164.7 (160.3-168.3) in group D (p<0.001). MDA levels were statistically significantly different between each group. These
levels were significantly higher in group B, C and D than in group A; statistically similar in group C and D; and statistically higher in group B than in group
C and D (p<0.001 & p=0.047). SOD levels were statistically significantly different between each group. They were significantly lower in group B, C and D
than in group B; statistically significantly different in group A, C and D; and statistically higher in group D than in group A and C.

Conclusion: Our study showed that probiotics regulate the balance between anti-oxidant and oxidant systems. Therefore, probiotics can be used as a
supportive treatment in inflammatory bowel diseases if promoted by clinical trials.
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GIRiS

Probiyotikler bulunduklar konaktaintestinal dengeyi saglayan,
yararl canli mikroorganizmalardir. Gastrointestinal sistem yararli
veya zararli milyonlarca bakterinin kolonizasyon yeridir. Asidik
karakterde sivi ve koruyucu sekresyonlarindan dolayr mide ¢ok az
miktarda bakteri icerir fakat bakterilerin belirli tiirleri gastrointestinal
sistem boyunca go¢ ederek, barsaklara 6zellikle kolana yerlesirler
(1). Fecesin %20'sini ¢cogu kolondan gelen bakteriler olusturur.
Normal insanlarin kolonlarinda floranin biyuk bir kismi ve fecesin
kuru agirliginin %60'dan fazlasini bakteriler olusturur. Kolondaki
ana bakteri turleri Lactobasillus, Bifidobacterium, Eubacterium,
Streptococcus,  Coliforms,  Clostridium ve  Saccharomyces
turleridir. Saglikli bir birey barsaklarinda yaklagik 100 trilyon
bakteri tagir. Dinyada yaygin olarak yogurt ve fermente gidalarla
tuketilmekle birlikte, cesitli diyet takviyeleri ve fonksiyonel gidalar
gibi degisik formlarda bulunur ve kullanilir (2). Mikrobiyal flora
immin sistemin matlrasyonuna, besinler ve disardan alinan
patojenik mikroorganizmalari tanima ve yok etme yetenegdinin
olugsmasina katki saglar. Kolonik morfolojinin olugmasinda ve
strekli enflamatuvar cevabin kontrolinde énemli role sahiptir.
Kolonik mukozaya bariyer olusturarak mikroorganizma ve

allerjenlerin viicuda girisini engeller (3,4).

Enflamatuvar barsak hastaliklari (EBH) kronik enflamatuvar
hastaliklardir. Ulseratifkolit ve Crohn hastaligi olmak Uzere iki
major tipi vardir. Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik
3,5 milyon insan etkilenmektedir. Her iki hastaligin insidansi tim
diinyada artmasina ragmen, etiyolojileri belirsizligini korumaktadir
ve heniiz kirr saglayan bir tedavi yontemi bulunamamustir (5). EBH
patogenezinin en kabul edilen hipotezi, genetik, cevresel faktorler
ve konake¢l bagisiklik sistemi arasindaki karmasik etkilesimlerin,
anormal immun yanitlara ve kronik intestinal enflamasyona yol
acmasidir. Disbiyozis barsak mikrobiyota bilegiminde ve islevinde
degisiklikler olarak tanimlanmistir. Klinik ve deneysel calismalar
disbiyozisin EBH etiyopatogenezinde &énemli rol oynadigini
desteklemektedir (6). Son zamanlarda barsak mikrobiyota
bilesimin probiyotikler veya fekaltransplantasyon ile degistirilmesi
destek ve tedavi edici ydntemler arasinda ilgi odagi olmustur.

Bu calismada, deneysel olarak olusturulmus kolit modelinde
Enterococcus Faecium, Lactobacillus Acidophilus, Lactobacillus
Rhamnosus, Bifidobacterium Bifidum, Bifidobacterium Longum

bakterilerinin anti-enflamatuvar ve antioksidan etkinlikleri ve
steroide gore probiyotiklerin tedavi basarisinin degerlendiriimesi
amaclandi.

YONTEMLER

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari'nda yapilmistir. Patolojik incelemeler Gazi Universitesi
Tip Fakiltesi, Patoloji Anabilim Dali'nda gerceklestirilmistir.
Bu calismada toplam 24 adet 200-250 gram agirliginda Wistar-
Albino disi rat grubu kullanildi. Deney 6ncesi tim hayvanlar
standart yem ve su ile beslendi. Her grupta 6 rat olacak sekilde 4
farkl grup olusturuldu. Hayvanlar deney siresince standart nem,
istk (12 saat gun 15191/12 saat karanlik) ve 1si kosullarinda (22-24
°C) bulunduruldu ve standart rat yemi ile beslendi. Kaprofajiyi
onlemek icin kafes icine tel altliklar yerlestirildi. Her bir ratin yedigi
yem ve ictigi sivi miktarinin belirlenmesi icin ratlar tekli kafeslere
konuldu. Agirlik degisimlerinin belirlenmesi amaciyla calisma
boyunca her gin ratlarin agirliklar kaydedildi.

Ratlara anestezi, intramuUskller ketamin hidroklorir (Ketalar,
Parke Davis ve Eczacibas, Istanbul) 50 mg/kg dozunda + ksilazin
hidroklorir (Rompun, Bayer HealthCare) 5 mg/kg enjekte edilerek
saglandi. Deneysel kolit olusturmak icin 30 mg (80 mg/kg) trinitro-
benzen silfonik asit (TNBS) (92823, pikirilsilfonik asit ¢ozeltisi
+ %50 etanol karisimi kullanildi. TNBS Sigma’dan (Sigma, La
Verpaille-re, Fransa) satin alinmistir.

Grup A (n=6): Sham grubu; intrarektal 7 giin 2 mL serum fizyolojik
alan grup,

Grup B (n=6): TNBS ile kolit olusturulan ve herhangi bir tedavi
almayan grup,

Grup C (n=6): TNBS ile kolit olusturulduktan 24 saat sonra prednol
2 mg/glin oral verilen grup,

Grup D (n=6): TNBS ile kolit olusturulduktan 24 saat sonra glinde
1 sase oral probiyotik (E. Faecium, L. Acidophilus, L. Rhamnosus,
B. Bifidum, B. Longum) giinde 3 doz seklinde gavajla 7 gln
boyunca verildi.

Semptomlarin gézlemlenmesi: Hayvan modelinin kurulmasindan
sonra, sican diskilari glnltk olarak toplandi. Digki, kan, aktivite,
kirk, gida alimi ve kilo dahil olmak Uzere sicanlarin genel durumu
g6zlemlendi.
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Cerrahi ydntem: intramiiskiiler olarak 50 mg/kg ketamin + 5
mg/kg ksilazin uygulanmasi ile saglanan anestezi sonrasi, kolit
modellerinde ve kontrol grubunda ksifo-pubik medyan kesi ile
laparatomi yapildi, eksplorasyon gerceklestirildi. Takiben transvers
kolonun ortasindan rektum distalde mimkin olan en asagd
seviyeden transekte edildi ve yaklagik 10 cm’lik kolon segmenti
cikarildi. Cikarilan kolon dokusu longutidinal olarak iki esit parcaya
ayrildi. Kolon 6rneginin bir parcasi %10 formaldehit icinde tespit
edildi. Diger yarisi islem gintine kadar -80 °C derin dondurucuda
(Sanyo MDF-U70V) saklandi. Derin anestezi altinda (ketamin 45
mg/kg + ksilazin 5 mg/kg IM intrakardiyak) 5 cc'lik kan alinarak
ratlarsakrifiye edildi.

Histopatolojik inceleme Yéntemleri

Makroskopik degerlendirme: Cikarilan barsak bélimlerinin
longitudinal bicimde acilmasini takiben, hizla serum fizyolojik ile
yikanarak, gruplara ve tedaviye kor bir patoloji uzmani tarafindan
Millar ve ark.'nin (7) tarifledigi sekilde makroskopik skorlamalari
her bir denek icin ayri ayr yapildi ve grup ortalamalar hesapland..

0 = normal mukoza,
1 = sadece mukozaleritem,

2 = hafif mukozal 6dem, az miktarda kanama ya da kicuk
erozyonlar,

3 = orta derecede 6dem, kanayan Ulser yada erozyon,
4 = ciddi Ulser, erozyon, 6dem ve doku nekrozunun varligi.

Mikroskopik degerlendirme: %10 formalin icinde tespit edilmis
kolon segmentleri, parafin bloklara gémildi. Bu bloklardan 5p
kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-eosin boyasiyla boyandi.
Hazirlanan preparatlar gruplar icin gruplara kér bir patoloji uzmani
tarafindan 1tk mikroskopu altinda incelenerek mikroskobik
skorlama yapildi. Skorlama icin Ackerman ve ark.'nin (8) kullandig
skorlama sistemi modifiye edilerek her hayvan icin ayn ayn
hesaplandi ve her grubun ortalama skoru elde edildi.

A: Nekrozun derinligi: yok = 0; mukozal = 1, mukozal ve
submiikozal = 2; mukozal, submikozal ve muskdilaris propria = 3;
tim kolon duvarinda = 4,

B: Nekrozun genisligi: yok = 0; kicik bir alan = 1; orta derecede
bir alan = 2; buylk bir alan = 3; yaygin = 4,

C: Enflamasyonun derecesi: yok = 0; minimal = 1; ilimli = 2; orta
derecede = 3; ciddi= 4,

D: Enflamasyonun genisligi: yok = 0; mukozal = 1; mukozal ve
submiikozal = 2; mukozal, submikozal ve muskilaris propria’da =
3; tUm kolon duvarinda = 4.

Doku Miyeloperoksidaz Aktivitesi icin Dokularin
Hazirlanmasi ve Miyeloperoksidaz Ol¢iimii

H,O,'nin homogenat tarafindan oksitlenerek O-dianisidi'nin
redlklenmesi ve redikte O-dianisid’inin 410 nm’'de Ol¢ilmesi
esasina dayanir. 130 mg barsak mukozasi 1,3 mL soguk 20 mM'lik
EDTA ile homojenize edildi. Homojenattan 1'er mL alinip ependorf
tiplerine konuldu ve 20,000 g'de 15 dk + 4 derecede santrifijj
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edildi. Stpernatan atilip PELLET, 1,3 mL 50 mM'lik tampon (pH
6) ile 60 snsonike edildi, sonra 20,000 g'de 15 dk + 4 derecede
tekrar santrifj edildi. Slpernatan yeni ependorflara aktarildi.
Bu slpernatandan miyeloperoksidaz (MPO) diizeyi ¢aligildi. 410
nm’'de optik dansite kére karsi okundu. 1 Unite= 37 oC'de dk
olusan optik dansite degisimi olarak kabul edildi. Spesifik aktivite=
U/g doku olarak degerlendirildi.

Malondialdehit Diizeyi, Stiperoksitdismutaz
Aktivitesi icin Doku Orneklerinin Homojenize
Edilmesi

Doku &rnekleri 1/10 oraninda fosfat buffersalin (pH: 7,4)
ile buz icinde, sogukta homojenize edildi. Homojenatlar
sogutmali santrifijde 15,000 rpm’de 15 dakika santriflj edilip,
slipernatantlardan doku malondialdehit (MDA) dlzeyi ve doku

stiperoksitdismutaz (SOD) aktivitesi tayini yapildi.

Barsak Dokusu Malondialdehit Analizi

Doku MDA diizeyleri Ohkawa'nin tarif ettigi yonteme gore tayin
edildi. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum
dodesil stilfat ile baglanmasindan sonra 6rnekte bulunan MDA'nin
ortam pH’si 3,5 oldugu kosullarda tiobarbitrik asit ile olusturdugu
komplekse bagli kirmizi rengin spektrofotometrik él¢cimine gore
yapild.

Kolon Mukozasi Dokusunda Siiperoksitdismutaz Analizi

SOD aktivitesi, Yi-Sun’un tanimladig, ksantininksantinoksidaz ile
O2'- olusturmasi ve bunun da NBT ile renkli bir bilesik olusturarak
bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak él¢lldi. Ortamdaki
SOD aktivitesi ne kadar fazla ise O2'- 'yi ortadan kaldiracag icin
olusan rengin siddeti o kadar az olacaktir.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS v.17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA) programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki makroskopik
skorlar, mikroskobik skorlar ve biyokimyasal parametrelerin analizi
icin Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U-testi post-hoc test
olarak kullanildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. Gruplardaki degiskenlerin ortalamalar Boxplot segcilerek
cizildi. Sonuglar arasindaki p<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Grup A'da ratlarda kilo kaybi, tlylerde renk degisimi ve diski
degisimi olmadi deney slresince gida alimlari normaldi. Hayvan
modelinin gelismesinden sonra grup B, C, D'de istah azalmasi,
diski sikliginda artma, kanli diski, kaba tiyli gérinim olustu.

Gruplar arasinda medyan MPO dizeyleri yoninden istatistiksel
olarak anlamli fark gérilmedi (p=0,114).

Gruplar arasinda medyan MDA dizeyleri yoninden istatistiksel
olarak anlamli fark olup (p=0,002) s6z konusu farka neden olan
durumlar incelendiginde grup Aya goére sirasiyla; grup B, C
ve D'nin medyan MDA dizeyi istatistiksel anlamli olarak daha
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yiksekti (p<0,001). Ayni zamanda grup B'ye gore grup C ve D'nin
medyan MDA duzeyi istatistiksel anlamli olarak daha dustkti
(p<0,001 ve p=0,047). Grup C'ye gbre D'nin de medyan MDA
duzeyi istatistiksel anlamli olarak daha yiksekti (p=0,047) (Sekil 1,
2).

Gruplar arasinda medyan SOD duzeyleri yonlinden istatistiksel
olarak anlamli fark olup (p<0,001) s6z konusu farka neden olan
durumlar incelendiginde grup A'ya gore grup B'nin medyan SOD
duzeyi istatistiksel anlamli olarak daha disuk, grup D'nin medyan
SOD dizeyi ise istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).
Ayni zamanda grup B'ye gore grup C ve D'nin medyan SOD
duzeyi istatistiksel anlamli olarak daha yuksekti (p<0,001). Grup
C'ye gore D'nin de medyan SOD duzeyi istatistiksel anlamli olarak
daha yiksekti (p<0,001). Grup A ile grup C arasinda ise medyan
SOD duzeyleri istatistiksel olarak benzerdi (p=0,106) (Tablo 1).

Grup Aigerisinde 1. gline gore 8. giin viicut agirhginda istatistiksel
olarak anlamli azalma gériilmedi. Grup B icerisinde 1. gline gére

6

MDA (umolg doku)
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8. glin viicut agirliginda istatistiksel olarak anlamli azalma gorildi
(p<0,001). Grup Cicerisinde 1. gline gore 8. glin vicut agirhginda
istatistiksel olarak anlamli azalma gorildi (p<0,001). Grup D
icerisinde 1. gline gére 8. guin vicut agirliginda istatistiksel olarak
anlamli azalma goérildi (p<0,001).

Gruplar arasinda kilo kaybi yéninden istatistiksel olarak anlamli
fark olup (p<0,001) séz konusu farka neden olan durumlar
incelendiginde grup A'ya gére sirasiyla; grup B, C ve D'de ortalama
kilo kaybr istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). Grup
Bile grup C arasinda, grup B ile grup D arasinda, grup Cile grup D
arasinda kilo kaybi ortalamalari istatistiksel olarak benzer bulundu
(p=0,550; p=0,077 ve p=0,608) (Tablo 2).

Gruplar arasinda medyan makroskopi skorlari  yoniinden
istatistiksel olarak anlamli fark olup (p<0,001) s6z konusu farka
neden olan durumlar incelendiginde grup A'ya gdre sirasiyla; grup
B, C ve D'nin medyan makroskopi skoru istatistiksel anlamli olarak
daha yiksekti (p<0,001). Ayni zamanda grup C ve grup D'ye gore
grup B'nin medyan makroskopi skoru istatistiksel anlamli olarak
daha yUksekti (p=0,002 ve p<0,001). Grup C ve grup D arasinda
ise medyan makroskopi skorlari istatistiksel olarak benzer bulundu

(p=0,093) (Tablo 3).

TARTISMA

Probiyotiklerin barsak mukozasinda duzenleyici etkileri vardir.
Bu etkiler reseptdr antagonizmi, reseptor ekspresyonu, adaptor
proteinlerin baglanmasi ve ekspresyonu, negatif regllator sinyal
ekspresyonu,  mikroRNA'larin
endotoksin toleransi ve bagisiklik sistemini modile etmek icin

molekdillerinin indUklenmesi,

imminomoddlatér  proteinlerin, lipidlerin - ve  metabolitlerin

salgilanmasinin  uyanlmasindan olusmaktadir.  Probiyotiklerin
immin sistem Uzerine sadece aktive edici etkileri yoktur ayni
zamandabaskilayici etkide olustururlar. immiin sistem (izerine direkt
veya indirekt etki ile hemostaz, enflamasyon ve imminopatoloji
yolaklarini etkileyebilir (1). Probiyotiklerin testinal epiteli gecerek
payer plaklarindaki imminmoddlatér olan M hiicrelerine ulagirlar.
M hiicreleri probiyotik bakterileri ve onlarin ¢ozinlr proteinlerini
mukozallenfoid dokuya iletir ve immiinoregulasyonu baslatir. Anti-
mikrobiyal aktivite artar ve sonug olarak mukozal immunoglobulin
A artar. Mukozada yerlesik goblet hucrelerini aktive ederek
mukus salgisini uyarrr, epitele patojenlerin tutunmasina ve

dokuya yerlesmesine engel olur. Epitel hiicreleri arasi baglantilari

]
Grup A Grup B Grup C Grup D
Sekil 1. Gruplara gére malondialdehit dizeyleri
MDA: Malondialdehit
Gruplar MPO (U/g doku)
Grup A (kontrol) 0,27 (0,15-0,30)

Grup B (TNBY) 0,44 (0,22-0,61)
Grup C (TNBS + MP) 0,28 (0,25-0,50)
Grup D (TNBS + P) 0,30 (0,25-0,37)
P 0,1147

MDA (umol/g doku)

SOD (U/g doku)

1,1 (1,0-2,8)2b< 160,7 (150,1-161,7)><
4,3 (3,1-5,5)2d 141,6 (137,9-147 3)2<=
3,8(3,2-4,2)p4f 157,6 (155,2-167,7)%
3,9 (3,1-4,2)c=f 164,7 (160,3-168,3)c=
0,002t <0,001*

tKruskal Wallis testi, ®: grup A ile B arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), ®: grup A ile C arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), <: grup A
ile D arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), ¢: grup B ile C arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), °: grup B ile D arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05), : grup C ile D arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).

MPO: Miyeloperoksidaz, MDA: malondialdehit, SOD: stperoksitdismutaz, MP: metilprednizolon P: probiyotik, TNBS: trinitrobenzen stlfonik asit
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guclendirerek mukozal butinligl artinr. Lipopolisakkaritlerin
CD14 reseptorlne baglanmasini inhibe ederek nikleer faktér-«kf
aktivasyonunu ve proenflamatuvar sitokinlerin Gretimini azaltr.
Laminapropriada yerlesik B ve T lenfosit fonksiyonlari Uzerine
duzenleyici etkileri vardir. Probiyotiklerin testinal enflamasyonun
olusmasinda merkezi rol oynayan timér nekroz faktori-alfa ve
interferon gama sekresyonunu azaltirlar. Regilatuvar T-hlcrelerini
interlokin-10 ve donustlrlct blylme faktori-beta araciidi ile
uyarirlar. Bdylece enflamasyon Uzerine dlzenleyici etki gosterirler.
Lactobacillus ve Bifidobacterium tirleri oldukga yaygin probiyotik
turleridir ve gastrointestinal sistemde dogal olarak da bulunurlar.
Bu bakteriler sindirim siirecine yardimci olan faydali bakterilerdir
9.

EBH remisyon ve aktivasyonlarla seyreden kronik enflamatuvar
hastaliklardir.  EBH'nin
bilinmemektedir. Genetik, cevresel faktérler, luminalmikroflora ve

etiyoptagonezi hala tam olarak

immun sistem arasindaki karsilikli etkilesim sonucu ortaya ciktig
kabul edilmektedir. Antibiyotikler ve immuinomodilator ilaglar

180
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bu hastaliklarin tedavisinde dnemli yere sahip olmakla beraber,
EBH icin ideal tedavi yontemi hala tartigiimaktadir. Son yillarda,
barsak mikrobiyotasi degisimlerinin  bircok gastrointestinal
hastaliga yatkinhigi tetikledigine dair stipheler artmistir. Bunun
sonucunda da dikkatler probiyotiklerin tedavide kullanilmasina
yogunlagmistir. TNBS ile olusturulan kolit modellerinde ve EBH'li
hastalarda yapilan ¢ok sayidaki calisma daprobiyotiklerin anti-
enflamatuvar etkinlikleri dogrulanmistir (4,9,10). Probiyotiklerin
EBH semptomlarini nasil azalttgr ile ilgili mekanizmalar
bilinmemesine ragmen, gastrointestinal sistemdeki bakterilerin
kompozisyonun degisiminde rol oynadiklari, patojen mikro
organizmalar ile epitele tutunmada yarisa girerek onlarin
enfeksiyon olusumunu engelledikleri, mukozal immin hicrelerin
fonksiyonunu  duizenledikleri, bakteriosin, hidrojen peroksit,
asetik asit, laktik asit gibi antimikrobiyal faktérlerin olusumunu
uyararak patojen mikroplarin ¢cogalmasini inhibe ettikleri, epitel
arasi baglantilar artirip mukozal bitinligi saglayarak mukozanin
bariyer fonksiyonlarini artinci etki gosterdikleri ve T-hiicre

apoptozisini indikledikleri bilinmektedir (11).

Bu calismada kronik enflamasyon olusturmasi, spontanremisyon
gelismemesi, EBH patogenezine benzer enflamasyon olugsmasi
nedeni ile TNBS ile olusturulmus kolit modelini tercih ettik.
Takiben, sicanlardan alinan kolon &rneklerini mikroskobik ve
makroskobik olarak inceledik. Herhangi bir nedenle nétrofillerin,
makrofajlarin, lenfositlerin, mast hicrelerinin aktivasyonu ve
dokuda oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen metabolitleri
olusumu mukozal bozulmaya ve Ulserasyona yol agmasi barsak
enflamasyonunun patogenezini olusturur. Bu nedenle biz bu
calismada enflamasyon, oksidatif stres ve fibrotik belirtecler

Gruplar Makroskopi skoru
§ Grup A 0 (0-0)2b
B 140 o Grup B 3,5 (2-4)2de
%” Grup C 2(1-3)d
e Grup D 2 (2-3)
9 130 p <0,0011
Grup A Grup B GrupC Grup D tKruskal-Wallis testi, 2 grup A ile B arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
EP<O'OO1)'~b: grupAile C a.lrasm('ﬂaki 'fark istatistiksel olarak anlamli (p<dq,00’l),
5012 Grplr giretpacstdua iz - g2 Ao D sl e il sk ol <001) - g
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
1. glin 8. glin pt Degisim pE
Viicut agirhg: - - - - <0,001
Grup A 227,3+6,8 224,0+6,6 0,118 -3,3%1,226¢ -
Grup B 233,7£9,2 176,7+14,0 <0,001 -57,0£14,0° -
Grup C 226,194 178,3+10,2 <0,001 -47,8+18,1° -
Grup D 230,0£8,9 190,7+13,0 <0,001 -39,3+6,0¢ -

tBagimli t-testi, gruplar icerisinde 1. glin ve 8. glin viicut agirliklar arasinda yapilan karsilastirmalar, *One-way ANOVA, gruplar arasinda 1. gline gére 8. ginde
viicut agirliginda meydana gelen degisimler yoniinden yapilan karsilastirmalar, 2 grup A ile B arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), ®: grup Aile C
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), <: grup A ile D arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
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olan, SOD, MPO, MDA doku duzeylerini belirledik ve gruplari bu
molekdillerin doku dizeyleri acisindan birbirleri ile karsilastirdik.
Bu sekilde enflamasyonun ¢ok erken déneminde mukozada var
olmasi beklenilen enflamatuvar ve antioksidan belirtecler Gzerinde
probiyotiklerin etkilerini arastirdik.

Sham grubu (grup A), kontrol grubu (grup B), steroid tedavisi
alan grup (grup C), probiyotik alan grup (grup D) 1. ve 8. gin
kilo farki yoninden karsilastinldiginda gruplarin kendi icerisinde
1. ve 8. gin kilo dlgimlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
mevcuttu. Gruplar kendi arasinda kargilastinldiginda sham
grubu ile kolit olusturulan gruplar arasinda kilo kaybi agisindan
anlamli farkliik mevcut iken, kontrol grubu, standart grup ve test
grubu arasinda kilo kaybi istatistiki olarak benzer bulundu. Bu
da deneklerin homojen secildigini desteklemekteydi. Bu durum
kolit indiksiyonunun 24 saat 6ncesinden itibaren sicanlara yem
verilmemesi, ayrica IR-TNBS verilmesi dolayisiyla anestezi alan
sicanlarin oral alimlarinin azalmasina bagli olabilir.

Kolit olusturulmus gruplar, sham grubu ile karsilastirldiginda,
kolonun makroskopik gériinimu belirgin farklilik gdstermekteydi.
Kolit olusturulmus gruplarda kolon nekroze, &demli, rijit
goérinimde idi ve duvar kalinliklar artmisti. Kolit olusturulmus
gruplardauteruskolonayapismis, dalakboyutlarikiiclik ve pankreas
hiperemik goriniimdeydi. Sham grubunda kolon makroskopik
ve mikroskobik olarak tamamen normal gérinimdeydi, uterus,
dalak ve pankreasta kolit olusturulan gruplarda izlenen patolojik
ozellikler izlenmedi. Kolit gruplarinda mikroskobik olarak belirgin
kolonik enflamasyon, erezyon, Ulserasyon, nekroz mevcutken,
sham grubuna ait preparatlarda herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmadi. Bu farklilik bize TNBS'nin kronik kolit modeli
olusturmakta etkin bir kimyasal ajan oldugunu dogrulamistir.

EBH'lerinde ve deneysel kolitte enflamatuvar sireg; notrofil,
monosit ve lenfosit gibi |kositlerin kolon mukozasina infiltrasyonu
ile olusur. Lokositler serbest oksijen radikallerinin ana kaynagidir.
Reaktif oksijen radikalleri, lipidmembranlarin peroksidasyonu,
protein denaturasyonu ve DNA hasari yaparak hiicre ve doku
dizeyinde hasara yol acarlar. MPO nétrofillerde bulunan,
azurofilik grantllerden en sik salinan enzimdir (12). Enflamasyonlu
dokuda nétrofilin filtrasyonu, MPO enzimi araciligiyla, gucli
sitotoksik oksidanlarin ortaya ¢ikmasini kolaylastinr (13). Yapilan
calismalarda MPO aktivitesinin, TNBS kolitindeki doku hasarinin
ciddiyeti ile korele oldugu ve kolit gruplarinda kontrol gruplarina
gbre daha fazla yikseldigi ayrica nétrofilin filtrasyonunun  bir
belirteci oldugu gosterilmistir (13,14). Domek ve ark. (15) kolit
modeli olusturduklan sicanlarda kolit gruplarina goére tedavi
gruplarinda MPO aktivitelerini arastirmiglar ve nétrofilin filtrasyon
ve aktivasyonunun 6nemli rol oynadigini bunun da dokudaki
MPO duzeyi ile belirlendigini éne strmuslerdir. Karmeli ve ark.
(16) sicanlardaki kolit modelinde COX-2 inhibitorlerinin etkileri
karsilastinimis ve tedaviyle MPO aktivitelerinin kolit modelindeki
deneklere gore %61 azaldigini belirtmislerdir. Bizim calismamizda
steroid alan grup, probiyotik alan grubun MPO dizeyi sham
grubuna ¢ok yakin degerlerdeydi. Probiyotik alan grubun MPO
dizey isteroid alan gruptan yiksek bulundu. Deneysel kolit
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modelinde MPO duzeyi diger gruplara gére yiiksek olmasina
ragmen istatistiki anlamli farkhlik bulunmadi. Gruplar arasinda
MPQO degerlerinde anlamli farklilik bulunmamasina ragmen, MPO
degerlerinin sham ve tedavi grubunda kolit modeline gore duslk
degerlerdeydi.

Malondialdehit artigi dokularda lipit peroksidasyonun klinik
ve deneysel calismalarda en énemli laboratuvar géstergesidir
(17). Akut enflamasyonda aktive nétrofiller dolagimdan ayrilarak
barsagin mukoza ve submukozasina girer ve enflamatuvar hasara
katkida bulunan lipit medyatorlerin, laktoferrin, proteazlar, reaktif
oksijen ve nitrojen tirevlerinin agir Gretimine neden olur (18). Aytac
ve ark. (19) asetik asit ile olugturduklari kolit modelinde ilioprostun
doku MDA diizeylerini anlamli sekilde duslrduguni gosterdiler.
Bizim calismamizda sham grubuna gére kolit grubunda ve kolit
olusturulup tedavi alan gruplarda MDA dizeyi anlamli olarak
yuksekti ve probiyotik alan grupta MDA diizeyi steroid alan gruba
gore daha dusukti ve bu durum istatistiki olarak anlamliydi. MPO
ve MDA duzeyleri degerlendirildiginde steroid kadar olmasada
kontrol grubuna goére degerlerin distk olmasi probiyotiklerin
anti-enflamatuvar etkinliginin olabilecegini destekler nitelikteydi.

SOD, superoksit anyonlara kargi majér savunma  sistemidir.
SOD superoksidin hidrojen perokside dontsimini katalizler.
Oksidan molekiillere karsi primer koruyucudur. Ug tiir SOD tespit
edilmistir. Mitokondride-SOD bulunan, sitozolde bulunan [(Cu),
Zn-SOD), ekstraseliler matrikste bulunan [(EC)-SOD]. EC-SOD
endotel ve stromal hicrelerden salinir EBH hastalarinda disme
egilimindedir. Cu, Zn-SOD dominant olarak epitelden salinir ve
enflamasyonda dlger. EBH hastalarinda plazma ve doku seviyesi
dusuktir. Normal barsak mukozasinda SOD aktivitesi karaciger
ve akcigere oranla dislk oranlarda bulunmaktadir. Bu seviye
enflamatuvar durumlarda daha da duser (20). Kuralay ve ark. (21),
deneysel kolit modelinde SOD seviyelerinin oksidatif strese cevap
olarak azaldigini gostermislerdir. Grisham ve ark. (22) TNBS ile
olusturduklarr kolit modelinde SOD aktivitesini distik bulmusglardir.
Patel ve ark. (23) yaptigi deneysel calismada PAR-2 agonistitripsin
TNBS ile uyarilan kolit modelinde iR olarak 500 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg olarak 3 gruba verilmis sham grubu ve yalnizca TNBS verilen
gruplar karsilastinlarak MPO, MDA, SOD duzeylerine bakilmis 5
mg/kg uygulanan grupta oksidatif enzimler, makroskopik skor ve
mikroskobik skor yiksek bulunurken, antioksidan enzim duzeyleri
dustk bulunmus. Calismamizda gruplar arasinda SOD duzeyleri
yonlnden istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. Sham
grubuna gore, kolit olusturulan tedavi almayan grubun medyan
SOD diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha disik, probiyotik
alan grubunun medyan SOD dizeyi ise istatistiksel anlamli olarak
diger gruplara gére daha yiiksekti. Ayrica dikkat cekici olarak SOD
duzeyi probiyotik alan grupta sham grubuna oranla bile daha
yuksekti. Bu durum probiyotiklerin antioksidan etkinligini destekler
nitelikteydi. Calismamiz probiyotiklerin antioksidan ve oksidan
sistemler arasindaki dengeyi diizenledigini desteklemektedir.

SONUC

Probiyotikler &zellikle antioksidan etkileri ile klasik tedaviyi
destekleyici tedavi olarak kullanilabilir. Ancak probiyotiklerin
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mikrobiyotadaki degisiklikler ile mukozal savunma sistemlerini
duzenledigini ve tedavide etkin olabilecegini gosterecek klinik
caligmalara ihtiyag vardr.
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