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Ozet

Amacg: Bu deneysel calismada, peritonitte gelisen ileusun
fizyopatolojisinde inflamasyonun erken medyatorii Tiimor
Nekrozis Faktor-a (TNF-o) ve ge¢ medyatérii High Mobi-
lity Group Box-1 (HMGB-1)"n rolii ve bu medyatorlerin
inhibisyonunun barsak morfolojisi ve motilitesi iizerine et-
kileri arastirtlmigstir.

Gereg ve yontem: Calismada her birinde 8 Wistar Albino
cinsi erigkin sican igceren 4 grup olusturuldu. Kontrol gru-
buna laparatomi, peritonit grubuna laparatomi sonrast,
cekum ligasyonu ve perforasyonu uyguland:. Etanercept
grubuna peritonit olusturulduktan 1 ve 4 saat sonra intra-
peritoneal (i.p.) 8 mglkg/doz etanercept uyguland:. Etil pi-
riivat grubuna ise peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p. 40
mglkgldoz etil piriivat uygulandi. Hayvanlardan 36 saat
sonra alinan ileum orneklerinde biyokimyasal incelemeler-
le doku malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO)
diizeyleri, kan drneklerinde TNF-o diizeyleri ol¢iildii. His-
topatolojik incelemelerde 151k mikroskobu ile ileum duva-
rindaki hasar Chiu skorlamast ve semikantitatif skorlama
ile degerlendirildi. Organ banyosu ile ileumun elektriksel
uyari, potasyum kloriir (KCl) ve karbakole (CCh) verdigi
kasilma yanitlart incelendi.

Bulgular: Peritonitte artan serum TNF-o diizeylerinin
etanercept grubunda, doku MDA ve MPO seviyelerinin
hem etanercept hem de etil piriivat gruplarinda énemli él-
ciide azaldigr saptandi. Histopatolojik degerlendirmede
peritonitin barsak duvarinda ciddi hasara ve inflamatuvar
degisikliklere yol agtigi, etanercept ve etilpiirivat uygula-
masinin peritonitin neden oldugu bu hasart anlamli sekil-
de azalttigr saptandi. Organ banyosunda ileal dokulara
elektriksel uyari verildiginde etanercept grubunda kastima
yanitlarimin giiclendigi goriildii. Yiiksek doz KCI e verilen
kasilma yamitlarimin etil piriivat grubunda, kiimiilatif CCh
uygulamasina verilen kasilma yanitlarinin ise etanercept
grubunda diizeldigi izlendi.

Sonug: Peritonitte ortaya ¢ikan ileusun nedeni olan bar-
sak doku hasari ve bozulan motilite degisiklikliklerinde inf-
lamasyonun iki ana mediatorii olan TNF-o ve HMGB-1
onemli bir role sahiptir. Bulgular her iki sitokinin degisik
yolaklar ve mekanizmalar iizerinden etkili oldugunu gos-
termektedir. Bu mekanizmalari agiklamaya yonelik yapila-
cak calismalar bu sitokinlerin inhibisyonunun gelecekte te-
davide kullanilabilmesine imkan saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Peritonit, ileus, TNF-o, HMGB-1, eta-
nercept, etil piriivat

Summary

The effect of inhibition of high mobility group box-1 and
tumor necrosis factor alpha on intestinal morphology
and motility in rats with peritonitis

Aim: In this experimental study; the role of tumor necrosis
factor alpha (TNF-o) which early mediator and high mo-
bility group box-1 (HMG-1) which late mediator of the inf-
lammation in the pathophysiology of the ileus and the ef-
fects of inhibition of this mediators were investigated on
intestinal morphology and motility during peritonitis.

Materials and Methods: The rats were assigned four gro-
ups including eigth rat. While laparatomy was performed
the control group only, cecal ligation and puncture was
performed in the peritonitis after laparatomy. Etanercept
(8 mglkg.) was appied via intraperitoneal (IP) injection in
the etanercept group on the time of one and four hours af-
ter peritonitis. Etylpurivate was applied IP in fourth group
on the time of 12 and 24 hours after peritonitis. Thirtysix
hours later, tissue malondialdehyde and myeloperoxidase
levels were measured in the ileal samples and TNF-a. le-
wels were measured in the blood. In the histopathological
evaluation; Chiu scor and semicantitative scor were used
for ileal injury by light microscope. The ileal contractions
were evaluated with electical field stimulation, potatium
chlorur and carbacahol (CCh) in the organ bath.

Results: TNF-o levels that increased in the peritonitis gro-
up were significantly reduced in the etanercept group. Tis-
sue MDA and MPO levels were reduced both etanercept
and etylpurivate groups. It has been deternined that peri-
tonitis caused seriosly inflammation and the tissue injury
on the intestine and etanercept and etylpurivate applying
significantly reduced this changes. When the electrical sti-
mulation was given on the ileal samples, contractions we-
re increased in the etanercept group. The contractions of
the ileal samples were improved in the etylpurivate group
with KCI, and in the etanercept group with cumulative
CCh.

Conclusions: TNF-o. and HMGB-1 have an important ro-
le on the intestinal injury and reduced motility with perito-
nitis. These data shown that both cytokine have effect by
different mechanisms and path ways in this process. More
studies to explain the mechanisms allow the inhibition of
these cytokines could use the treatment in the future.
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Giris

Giinlimiizde tibbi bakim ve tedavilerdeki gelismelere
ragmen peritoneal sepsis, yliksek mortalite ve morbi-
dite orani ile klinisyen ve arastiricilar i¢in sorun ol-
maya devam etmektedir. Peritonit, viseral ve/veya
paryetal peritonu icine alan bir inflamasyondur. Inf-
lamasyona sebep olan barsak igerigi, bakteriler, bak-
teri yikim {irlinleri, polimorfoniikleer hiicreler ve
makrofajlar hizla kan dolagimina karisarak sistemik
inflamatuvar yanita ve sepsise neden olurlar.

Peritonda meydana gelen inflamasyona, organizma-
nin verdigi yanit, inflamasyonun ortaya ¢iktig1 bol-
genin yani1 sira organizmanin tiim sistemlerine ait do-
ku ve hiicrelerini etkiler. Bu siirecte gastrointestinal
sistem fonksiyonlar1 da 6zellikle etkilenmektedir 15.
Inflamasyona cevap olarak gastrointestinal sistem
diiz kaslarinda meydana gelen degisikliklerin klinik
yansimasi olan ileus tablosu, barsak liimeninde staz
olusturarak bakteri igeriginin artmasina, bu artis da
bakteriyel translokasyona ve sepsis-ileus-sepsis kisir
dongiisiine neden olmaktadir. Her ne kadar sepsiste
goriilen motilite bozuklugunun mekanizmasi tam
olarak anlasilamamis olsa da, gastrointestinal diiz
kaslarin kasilma fonksiyonunda bozulma ile iliskili
olabilir (20),

Sistemik inflamasyonun patofizyolojisinde sitokin
kaskad1 hayati 6neme sahiptir. TNF, interlokin (IL)-
1B, HMGB-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi
ile karakterize sepsiste, sitokinler doku hasarini sinir-
lamak i¢in lokal koagulasyonu aktive edici yararl
inflamatuar yanit1 tetikler. Ancak proinflamatuar si-
tokinlerin agir1 iiretimi, immiin yanitin normal dii-
zenlenmesi ile {istesinden gelinebilecek orijinal uya-
ridan tehlikeli hale gelerek patolojik inflamatuar bo-
zukluk olusturabilir 29). Sepsiste, etkilenen sistem-
lerden biri olan barsaklarda immiin yanita aracilik
eden sistem, barsak iligkili lenfoid dokudur (gut-as-
sociated lymphoid tissue, GALT). GALT da yer alan
makrofajlarin aktivasyonu inflamatuar sitokinler ve
kemokinlerin salinmasi ile inflamatuar kaskad bas-
lar. Bu inflamatuar ortam, dolagimdaki 16kositlerin
birikimi ve 16kosit kaynakli maddelerin salinimu ile
sonuglanir (19), Intestinal muskularis propriada, pro-
inflamatuar sitokinlerin indiiklenmesiyle inflamatuar
lokositler muskuler tabakaya ekstravaze olur. Sali-
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nan medyatorlerin ¢ogu intestinal diiz kaslarin kon-

traktilitesini direk inhibe ederek ileusa neden olur
(19,10).

Inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-o’'nin asil
kaynagi aktive olmus mononiikleer fagositlerdir ve
erken sitokin yanitina aracilik eder. Inflamasyonun
baslamasina neden olan herhangi bir uyaridan sonra-
ki dakikalar icinde TNF-o salinimi baglar, 1 saatte
pik yapar ve 3-4 saat sonra salimm durur 29, TNF-ot
diizeylerindeki kisa siireli yiikselme, ardigik sekon-
der reaksiyonlara yol acar ve bunlarin etkileri, TNF-o
serumdan kaybolduktan uzun siire sonra da devam
eder. Niikleer transkripsiyon faktorii olarak bilinen
HMGB-1"1n inflamasyonun ge¢ medyatdrii oldugu
bildirilmistir 31 ve inflamasyona yanit olarak mono-
sit ve makrofajlardan aktif, nekrotik hiicrelerden de
pasif salinim1 s6z konusudur. HMGB-1"1n salinimu,
ekzojen bakteriyel endotoksin veya endojen proinfla-
matuar sitokin (TNF-a,, IL-1p) stimiilasyonu ile doz
ve zaman bagiml olarak gerceklesir. Endotoksin ve-
rilmesinden 8 saat sonra ilk olarak serumda tespit
edilir ve 16-32 saate kadar artarak plato diizeyine
ulagir. Peritonit inflamatuar bir siire¢ olup peritonite
eslik eden paralitik ileusta da basta TNF-o. olmak
tizere proinflamatuar sitokinlerin lokal ve sistemik
olarak etkili olabilecegi ileri siiriilmekle birlikte
HMGB-1"in nasil bir rol oynadigina dair herhangi bir
calisma bulunmamaktadrir (4:11.5),

Bu ¢alismada ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu yon-
temi ile olusturulan peritonit modelinde ortaya ¢ikan
barsak motilite degisikliklerinin fizyopatolojisinde
TNF-o ve HMGB-1"1n rolii ve bu sitokinlerin inhi-
bisyonunun barsak motilitesi iizerine etkileri aragti-
rilmustir.

Gerec ve Yontem

Bu calisma fakiilte etik kurulu onayi (B.30.2.ME-
U.0.01.00.00/3156) alindiktan sonra deneysel tip
arastirma merkezi deney hayvanlari laboratuart ve
Farmakoloji ana bilim dali Laboratuarinda yapil-
mistir.

Calismada deneysel arastirma laboratuarindan te-
min edilen 32 adet Wistar Albino tipi, ortalama 132g
agirliginda, eriskin sican kullanmildi. Siganlarin bes-
lenmesi ayni gidalari iceren diyetler ve su ile sagla-
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nip 24°C olan odalarda sakland.
Deney Modeli ve gruplar

Calismada peritonit olusturmak icin, daha énce Ba-
ker ve arkadaglar tarafindan tanmimlanan, ¢ekum li-
gasyonu ve perforasyonu modeli kullanildr 2. Bu mo-
del 24 saat icinde sepsise neden olan, hiperdinamik
ve normotansif peritonit modelidir. Cerrahi girisim
oncesi hayvanlara anestezik ajan olarak 100mglkg
ketamin hidrokloriir (Ketalar) (Eczacibas Ilag¢ Sa-
nayi, Istanbul, TURKIYE) intramuskuler (i.m.) uygu-
landi. Si¢anlar anestezi altinda supin pozisyonda ya-
tirthp tespit edildi ve abdominal bélge killart tras
edildi. Cerrahi saha povidon-iyot (Batticon) ile te-
mizlendi, steril ortii ile kapatildi ve 2 cm orta hat in-
sizyon ile laparatomi yapildi. Cekum, bulunup ser-
bestlestirilerek 4/0 ipek siitiirle dolagimi bozulmaya-
cak ve barsak gecisini engellemeyecek gekilde bag-
landi. Cekumun antimezenterik yiiziinde 22 G igne
ile I cm araliklarla 2 farkli delik acildi. Delinen yer-
lerden bir miktar barsak icerigi nazikce disari alin-
diktan sonra, ¢ekum tekrar peritoneal kaviteye yer-
lestirildi ve insizyon iki kat iizerinden kapatildr. Hay-
vanlar daha sonra 36 saatlik bekleme icin tekrar ka-
feslerine alindi. Operasyondan sonra su ve beslenme
serbest birakild.

Sicanlar gelisigiizel dort gruba ayrild.

a) Kontrol (sham) grubu (n=8): Anestezi verilen ve
laparatomi yapilan si¢anlarin ¢cekumuna herhan-
gi bir ligasyon ve perforasyon yapilmadan mani-
pulasyon uyguland.

b) Deney (peritonit) grubu (n=8): Anestezi verilen
ve laparatomi yapilan sicanlarin ¢ekumuna li-
gasyon ve perforasyon uygulandi.

¢) Etanercept grubu (n=8): Peritonit olusturulan si-
canlara peritonitten 1 ve 4 saat sonra ip 8
mglkgldoz etanercept (Enbrel-Wyeth Ilaclart A.S.
USA) uyguland:.

d) Etil piriivat grubu (n=38): Peritonit olusturulan
sicanlara peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p. 40
mglkgldoz etil piriivat (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA) uyguland.

Hayvanlara 36 saat sonra eski insizyon yerinden re-
laparatomi yapildi. Histopatolojik, biyokimyasal in-
celeme ve farmakolojik ¢calisma icin doku érnekleri

elde etmek amaciyla ¢ekumun 5 cm proksimalinden
10 cm.’lik ileum segmenti ¢cikarildi. Daha sonra ya-
ptlan sternotomi ile kalbden biyokimyasal inceleme
icin 5 ml kan 6rnegi alindi. Bu uygulama ile ayni za-
manda hayvanin dldiiriilmesi saglandi.

Serum TNF-o 6l¢iimii icin kan érnekleri 5000 rpm
devirde 8 dakika ve +4°C’de santrifiij edildi ve sii-
pernatant ¢alisma i¢in alindi. Doku MDA ve MPO
olgiimii igcin alinan ileum érnekleri ¢alisma yapilin-
caya kadar -20°C’ de saklandi.

Serum TNF-a Ol¢iimii

Serumda TNF-a diizeyleri “Biosource Rat TNF-o
kit; lot. no: KRC3011” ile solid faz sandovig¢ Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile
ol¢iildii. Tabak icindeki kuyucuklar, TNF-o icin spe-
sifik antikorlar ile kaplandi. Standartlar, kontroller
ve ornekler kuyucuklara eklendikten sonra iizerleri-
ne biotinlenmig ikinci bir antikor eklendi. Birinci in-
kiibasyon sirasinda TNF-o antijenleri, immobilize
antikorlara ve biyotinlenmis antikorlara baglandi.
Ortamdaki fazla antikorlarin yikama ile uzaklastiril-
malarindan sonra streptavidin-peroksidaz enzimi ek-
lendi. Ikinci inkiibasyon ve yitkama sonrasinda bag-
lanmayan enzimler ortamdan uzaklastirildr. Uzerle-
rine, enzime baglanarak renk olusturan substrat so-
lusyonu eklendi. Olusan rengin absorbanst, ornekte
bulunan TNF-o konsantrasyonu ile dogru orantili-
dir. Sonuglar standartlardan olusturulan konsan-
trasyon-absorbans egrisinden pg/ml olarak hesap-
landi.

Doku Malondialdehid (MDA) Ol¢iimii

Doku lipid peroksidasyonun gdostergesi olarak kulla-
nilan MDA diizeyleri, Yagi ve ark.’ min gelistirdikleri
yonteme gore saptandi 35. Aerobik sartlarda doku
homojenatinin pH:3.4’de tiyobarbitiirik asit ile
95°C’de inkiibasyonu sonucunda, lipid peroksidas-
yonu varsa sekonder bir iiriin olarak MDA olugur ve
MDA tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir komp-
leks olusturur. Bu renk siddetinin 532 nm’ de spektro-
fotometrik olarak élgiimii ile lipid peroksidasyonu
saptanmir. Calismada da, alinan ve -20°C’de saklan-
mig olan ileum ornekleri ¢oziildii, tiim dokular tartil-
dive 50 mg dokuya 500 uL 0.15 M KCI eklenerek ho-
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mojenize edildi. Orneklerin hazirlanma asamasinda,
soliisyonlar 95°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Daha son-
ra musluk suyunda sogutuldu ve 1 ml distile su eklen-
di, 14:1 oraminda hazirlanan n-biitanol:piridin so-
liisyonundan 5 ml eklenerek vortekste karigtirildi.
4000 rpm devirde 15 dk. santrifiij edildi. Yaklasik
200 u supernatant alinarak oérnek, kromatografik
aywrim i¢in cihaza verildi. Sonucglar, ayni yontemle
calisilarak degisik konsantrasyonlarda hazirlanan
standart egri yardimi ile nmol/ml olarak hesaplandi.

Doku Myeloperoksidaz (MPO) Ol¢iimii

Notrofillerin sitozolik graniillerinden salinan MPO
enzimi, dokulardaki notrofil aktivasyonunun dolayli
gostergesi olarak kullamilmaktadir. Doku drneklerin-
deki MPO diizeyleri, Golowich ve arkadaglarinin ge-
listirdikleri yonteme gore saptandi 9. Calisma igin
-20°C’de saklanmus olan ileum érnekleri ¢oziildii ve
tartildi. Dokular, 300 mg doku icine 5 ml olarak he-
saplanan 0.02 M EDTA (pH 7.4) konularak 60 sani-
ye homojenize edildi. Homojenat 20000 rpm devirde,
+4°C’de 15 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
0,05 M KPO4 (pH:6) tamponu icinde % 0,5 Hekza
Adezil Trimetil Amonyum Bromid (HETAAB) hazir-
landi. Elde edilen pellet, 1,5 ml HETAAB ile tekrar
homojenize edildi. Homojenat 20000 rpm devirde,
+4°C’de 15 dk. tekrar santrifiij edildi ve siipernatant
calisma icin alind.

Doku MPO dlciimii, hidrojen peroksitin homojenat
tarafindan oksitlenerek o-dianosidini rediiklemesi ve
rediikte o-dianosidin 410 nm’de élgiilmesi prensibi-
ne dayanilarak yapildi. Sonuglar spesifik aktivite,
linite/gr doku olarak hesapland.

Histopatolojik Degerlendirme

Ileumdan alinan érnekler % 10’ luk nétral formalde-
hid iceren kaplar icine konuldu. Bir gece tespit isle-
minin ardindan dokular sirastyla alkol, ksilol ve so-
lusyonlarinda bekletilerek rutin isleme tabi tutuldu.
Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5 u kalin-
Ligindaki kesitler rutin hematoksilen eosin (H-E) his-
tokimyasal boyast ile boyandi. Preparatlar 15tk mik-
roskobik diizeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Fo-
tograflama iglemi Nikon dijital kamera, DS-LI ile
yapildr. Barsak dokusunda hasart degerlendirmek
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icin Chiu ve ark. tarafindan tarif edilen histolojik
mukozal hasar skalasi kullanildi 3. Buna gore;
Grade 0: Normal mukozal villus

Grade 1: Kapiller konjesyon ile birlikte subepitelyal
bosluk olusumu

Grade 2: Subepitelyal boslukta genigleme ile birlikte
epitelde orta derecede kalkma

Grade 3: Epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer
epitelde soyulma ve lamina propriada konjesyon, vil-
16z uglarda iilserasyon

Grade 4: Epitelin tamamen soyulmast ile birlikte la-
mina propria ve dilate kapillerlerin agiga ¢ikmasi
Grade 5: Lamina proprianmn ortadan kalkmast, he-
moraji ve lilserasyon

Chiu skorlamasi temelde sadece epitel hasarini de-
gerlendirdiginden ek bir skorlama sistemine gerek
duyuldu. Yeni skorlamaya gore de, sirastyla villusla-
r1 doseyen epitel hasari, lamina propria ve serozada
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, lamina propriada
odem ve konjesyon degerlendirildi. Belirtilen tiim
parametreler icin; 0 normal, 1 hafif derecede, 2 orta
derecede ve 3 siddetli olarak semikantitatif derece-
lendirme sistemi kullanildi. Her érnek igin yapilan
puanlamalar, toplam skor olarak hesaplandi ve so-
nuclar karsilastirildi. Her iki skorlama sistemi icin
de, her grupta ortaya cikan degisikliklerin puani, de-
gisiklik olan hayvan sayist ile carpildi ve gruptaki
hayvan sayisina boliinerek o grubun ortalama hasar
skoru bulundu.

Organ Banyosu

2 cm uzunlugundaki tam kat ileum ornekleri, igcinde
Krebs solusyonu (mM/L olarak NaCl 118, KCI 4.8,
CaCl2 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCO3 24, glukoz 11,
MgSO4 1.2, Na2EDTA 0.01) bulunan, % 95 O, ve
% 5 CO, ile gazlandirilan organ banyosuna sirkiiler
kas yoniinde asildi. Tiim deneylerde banyo sicaklig
37°C’de, pH’s1 7.4’ de sabit tutuldu. 10 ml’lik organ
banyosunda biitiin preparatlara 1 gr én gerim uygu-
landr ve bir saatlik dengelenme siiresi boyunca 20
dakikada bir Krebs soliisyonuyla yikandi. Dokularin
tonusundaki degisiklikler “force displacement trans-
ducer” (COMMAT, Ankara, Tiirkiye) araciligi ile
izometrik olarak olciildii ve Biopac Kayit Sistemi
(Biopac Systems Inc., CA, USA) ile veriler bilgisayar
ortanunda elde edildi.
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Calisma gruplarindan alinan ileum dokular: 50 mM
KCl ile muamele edildi ve kasilma cevaplart gram
kasilma olarak ifade edildi. Dokularin dinlendirilme-
sinden sonra 40 volt, 0.5 msn, ardisik 0.5 Hz, 1 Hz ve
2 Hz elektriksel uyart, ardisik 10 mM, 20 mM, 40 mM
ve 80 mM KClI, kiimiilatif (10-9-10-4M) karbamilko-
lin kloriir (Karbakol) A-CCh) ayri ayri uygulandi.
Uygulamalar arasinda Krebs solusyonu ile yikanan
ve dinlendirilen dokularin kasilma cevaplar: deger-
lendirildi. Sonuglar, tim gruplarda gram kasil-
malyas doku agirligi olarak hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Biyoistatistik Anabilim Da-
I’ nda yapildi. Biyokimyasal ve histopatolojik para-
metrelerin dagilimlarinin normal olup olmadiklarini
degerlendirmek icin Tek Orneklem Kolmogorov
Smirnov testi kullanildi ve tiim érneklerin normal da-
Sgitlim gésterdikleri sonucuna ulasildi. TNF-o, MDA,
MPO ve organ banyosu ¢alismalarina ait degerlerin
gruplar arasinda anlaml bir faklilik gosterip goster-
medikleri Tek Yonlii Varyans Analizi (one-way ANO-
VA) ile test edildi, farklilik olan alt gruplarin belir-
lenmesinde ise Tukey testinden yararlanildi. Histo-
patolojik degerlendirmede elde edilen skorlar baki-
mundan gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal-Wal-
lis testi ile degerlendirildi. Istatistik analizlerde
p<0.050 ise test sonucu anlamli kabul edildi.

Bulgular

Biyokimyasal analiz sonuclari

Serum TNF-o. diizeyleri degerlendirildiginde perito-
nit grubunda TNF-o’'nin kontrol grubuna gore an-
lamli sekilde arttig1 ve etanercept grubunda bu deger-

lerin kontrol grubuna yakin degerde oldugu saptandi.
Bu fark istatistiksel olarak da anlamli bulundu.

Tablo 1. Serum TNF-o, doku MDA ve MPO diizeyleri.

(p=0.001) (Tablo 1).

Doku MDA ve MPO seviyelerine bakildiginda, peri-
tonit grubunda kontrol grubuna gére hem MDA hem
de MPO’da artis tespit edildi. MPO seviyelerindeki
artis istatistiksel olarak da anlamli idi. Etanercept ve
etil pirtivat verilen her iki grupta da hem MDA, hem
MPO diizeyleri énemli 6lciide diisiik bulundu. Ozel-
likle etil piriivat grubundaki MPO degerleri peritonit
grubuna gore istatistiksel olarak da anlamli derecede
diisiik bulunmugstur (Tablo 1).

Histopatolojik sonuclar

Ileum dokularindan alinan kesitlerin H-E boyamas1
151k mikroskobik incelemelerinde; kontrol grubunda
diizenli villiis yapist izlenirken peritonit grubunda
epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer soyulma,
lamina propriada konjesyon ve serozada nétrofil in-
filtrasyonu izlendi (Resim 1).

Etanercept ve etil piriivat gruplarinda lamina propria-
da nétrofil infiltrasyonu, subepitelyal genisleme ile
birlikte epitelde orta derecede kalkma izlendi (Resim
2, Resim 3). Bu iki grupta gozlenen histopatolojik
degisiklikler her iki skorlama sistemine de paralel
olarak peritonit grubuna oranla onemli dl¢iide daha
azd.

Chiu skorlart bakimidan gruplar degerlendirildigin-
de, kontrol ile peritonit gruplart (p=0.011) arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik varken diger
gruplar arasinda anlaml bir farklilik goriilmedi. Bar-
sak duvar hasar1 skorlar1 bakimindan gruplar arasin-
da farklilik saptandi (p=0.001), kontrol ile peritonit
gruplar1 (p=0.001) ve peritonit ile etil piriivat grupla-
1 (p=0.039) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik varken diger gruplar arasinda 6nemli bir
farklilik izlenmedi (Sekil 1).

Degisken Kontrol Peritonit Etanercept Etil Piriivat P

TNF-o. (pg/ml) 19.94+4.81 55.3149.35% 22.22+3.670 35.05+3.93 0.001
MDA (nmol/ml) 29.66x1.10 40.62+6.32 31.69+1.50 29.10+0.82 0.072
MPO (iinite/gr) 0.14£0.01 0.30+0.04¢ 0.23£0.02 0.18+0.02 0.005

4p=0.001TNF-o. diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli sekilde yiikselmistir.
'p=0.003 Peritonit ile yiikselen TNF-o. etanercept ile 6nemli oranda diigsmiistiir.

Cp=0.004 Peritonit MPO diizeylerini yiikseltmistir.
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BARSAK DUVAR HASARI

Sekil 1. fleumda Chiu ve barsak duvar hasari skorlama ortalamalarimin gruplara gore dagihmi. Peritonit hem ileum mukozasinda
hem de tiim barsak duvarinda inflamatuar hasara neden olmustur. Etanercept ve etil piriivat uygulamasi ile bu hasarlanma anlam-

I olciide azalmustir.

Organ banyosu sonuclari

Elektriksel uyar1 verildiginde kontrol grubundaki
normal ileum dokusunda frekans arttikca dokunun
verdigi kasilma yanitinin arttig1, peritonitin bu yaniti
degistirmedigi ancak tiim frekanslarda peritonit gru-
bunda kasilma yanitlarinin azaldigi goriilmiistiir.
Etanercept verilen grupta kasilma yanitlarinin 0.5 ve
1 Hz frekansta giiclendigi goriilmiistiir. Etil piriivatin
elektriksel uyari ile kasilma iizerine anlamli bir etki-
si saptanmamustir (Sekil 2).

gr kasimaly ag doku agirid

-1
05 %ﬁ M [ Kontrol
1 E : [55] Peritonit
_ [ Etanercept
0o - : e
) 05 e i 2 He M il pirivvat

Sekil 2. Elektriksel uyar: kasilma yanitlarl. Etanerceptin bo-
zulan kasilma yamitlarim arttirdig) izlenmektedir.

(Tukey, *p=0.005, **p=0.024 etanercept grubu ile karsilastirildi-
ginda)
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KCl ile kasilma yanitlar1 degerlendirildiginde; 40 ve
80 mM gibi yiiksek konsantrasyonlarda peritonit gru-
bunda kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore ista-
tistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 ve etil piriivat
grubunda bu azalmanin anlamli sekilde diizeldigi
saptanmustir (Sekil 3).

Kiimiilatif CCh uygulamasinda peritonitte bozulan
kasilma yaniti, etanercept verilen grupta tersine don-
miis, ancak etil piriivat verilen grupta etkilenmemis-
tir (Sekil 4).

Maksimum kasilma yanitinin % 50’sini olusturabil-
mesi i¢in gerekli CCh dozunun (EC50) peritonit gru-
bunda diger gruplara gore istatistiksel olarak da an-
lamli derecede yiiksek oldugu, etanercept uygulan-
masi ile EC50 degerinin 6nemli dl¢iide diistligii goz-
lenmigtir (Tablo 2).

Tartisma

Peritonit, batin i¢i organlarda siddetli lokal hasarla
birlikte sistemik etkileri de olan, peritonun inflamas-
yonu ile karakterize klinik tablodur (12.13), Batinda
distansiyon, ileus, sok, multiorgan yetmezligi gibi
genis klinik spektruma sahip bu siirecte, en ¢ok etki-
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lenen batin i¢i organ barsaklar olup diiz kas kasilma
fonksiyonlariin da bozuldugu gosterilmistir 19. Pe-
ritonitte goriilen bu genis klinik tablodan lokal ve sis-

temik inflamatuar yanitin sorumlu oldugu bilinmek-
tedir (19.12,13,16,18),

Peritonitin lokal ve sistemik etkilerini aragtirmak i¢in
bizimde calismada kullandigimiz, Baker tarafindan
tanimlanmig cekum ligasyonu ve perforasyonu, in-
sanlardaki peritonit ve sepsisin klinik semptomatolo-
jisini en yakin taklit eden, 24 saat i¢inde sepsise ne-
den olan, hiperdinamik ve normotansif peritonit mo-
delidir (2:6:33), Kaya ve ark.’nin ¢calismasinda ¢ekum
ligasyonu ve perforasyonu ile olusturulan deneysel
peritonitte ileal kontraksiyonlarin bozuldugu goste-
rilmigtir (12), Bizim ¢alismamizda da, bu modelin li-
teratiirde bildirilenlerle benzer olarak deneysel peri-
tonit ve sepsis olusturma ve intestinal motilite ¢alis-
masl icin uygun bir model oldugu goriilmiistiir.

Peritonitte orrtaya cikan lokal ve sistemik organ ha-
sarindan TNF-o,, IL-1J3, IL-6 ve siklooksijenaz iiriin-
leri gibi degisik proinflamatuar sitokinlerin asir1 iire-
timi sorumludur (12.13), TNF-o'min inflamasyonun
erken yanitlarindan sorumlu oldugu, inflamatuar
uyaridan sonra dakikalar i¢inde salinmaya basladig,
1. saate pik yapip 3-4 saat sonra saliniminin durdugu
bilinmektedir 29). Lodato ve ark. ratlarda lipopoli-
sakkaritle indiiklenen endotoksemi modelinde ileal
kas kontraktilitesini degerlendirmisler ve endotoksi-
nin TNF ve IL-1 yapimini uyardigini, bu sitokinlerin
ileal NOS aktivitesini arttirarak kontraktiliteyi azalt-
t1gin1 ve TNF-o inhibisyonunun IL-1’e gére kontrak-
tiliteyi korumada daha efektif oldugunu bildirmisler-
dir (15, Calismamizda peritonit grubunda serum
TNF-o diizeylerinin anlamli sekilde artti1 tespit
edildi. TNF-o’daki bu artisa peritonitin neden oldu-
gu sistemik inflamatuar yanit ve lokal olarak barsak
dokusundaki inflamatuvar reaksiyonun yol a¢tig1 dii-
siiniilmektedir. Doku MPO seviyesindeki artista bar-
sak duvarinda nétrofil birikiminin ve ciddi inflamas-
yonun gostergesidir. Aynit zamanda doku MDA sevi-
yelerinde tespit edilen artis barsak duvarindaki lokal
inflamatuar reaksiyonun hiicre hasarina neden oldu-
gunun gostergesidir ve bu sonuglar histopatolojik
olarak da desteklenmistir.

Etanercept, suda ¢oziiniir TNF-o reseptor fiizyon

proteini olup TNF-a’y1 baglar ve kendi reseptorleri-
ne baglanmasim engelleyerek etki gosterir (.11, Ca-
lismada 6nceden yapilmis deneysel calismalarda tok-
sik olmayan ancak etkisinin gosterildigi 8 mg/kg
dozda uygulanmistir (8:20), Etanercept grubunda
TNF-a diizeylerinin kontrol grubu ile korelasyon
gosterdigi, ileal dokulardaki MDA ve MPO diizeyle-
rinin diisiik oldugu, histopatolojik incelemede perito-
nit grubunda ileum duvarinda gozlenen 6demin ve
konjesyonun, nétrofilik infiltrasyonun ve epitel hasa-
riin azaldigi, ileumun elektriksel uyar1 ile ve CCh
uygulamasi ile kasilma yanitlarinin diizeldigi saptan-
d.

Inflamasyonun ge¢ medyatorlerinden olan HMGB-
1’in, endotoksemide 8. saatte, cekum ligasyonu ve
perforasyonu sonrasinda 18. saatten itibaren serumda
saptandif1 ve 24-72. saate kadar yiiksek seyrettigi
bildirilmistir. Hiicre i¢i transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanan bu molekiil, makrofajlardan TNF-a ve
IL-1, salimmini aktive eder ve notrofillerin diiz kas
hiicrelerine kemotaksisi arttirict etki gosterir
(32,30,34) . HMGB-1’in endotel, diiz kas hiicresi, mo-
nosit, makrofaj, noronlar ve bircok malign hiicrede
bulunan reseptorler araciligt ile barsak duvarinda da
diiz kas hiicreleri aracilig1 ile inflamatuar olaylart te-
tikledigi diisiiniilmektedir (7). Yapilan ¢alismalarda,
HMGB-1"1n makrofajlardan TNF-o salinimini uyar-
dig1 gosterilmistir 3414), Fiuza ve ark. ise endotelyal
hiicre kiiltiirinde HMGB-1"1n 16kosit adezyon mole-
kiillerinin upregulasyonunu, nétrofil ve monositler-
den kemokinlerin sekresyonunu, proinflamatuar sito-
kinlerin yapimini, fibrinoliz diizenleyicilerinin sali-
nimini indiikledigini ve reseptor ekspresyonunu artti-
rarak proinflamatuar etkilerini gosterdigini bildir-
migler (). Etil piriivat HMGB-1"1n salinimini inhibe
eden, endojen bir metabolit olan piriivik asitin basit
alifatik esteridir, HMGB-1 disinda NO, TNF-q., sik-
looksijenaz-2 (COX-2), IL-6 gibi proinflamatuar
medyatorlerin salinimim azaltarak antiinflamatuar
etkisini gostermektedir @D, Ulloa ve ark., endotokse-
mi ve sepsiste etil piriivatin hiicre i¢i niikleer faktor-
KB (NF-KB) ve p38 mitogen activated protein kina-
se (MAPK) sinyal yolaklarini inhibe ettigini 6ne siir-
miisler ve bu etki ile TNF-o0 ve HMGB-1 salinimini
onledigini in vitro ve in vivio olarak gostermislerdir
(0), Bir ¢ok ¢aligmada etil piriivatin, mezenter iske-
mi reperfiizyonu ve endotoksemi ile olusan barsak
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mukoza hasarini, mikrovaskiiler hipoperfiizyonu ve
inflamasyonu diizeltici etkisi oldugu raporlanmigtir
(28.24,22) Harada ve ark., farelerde barsak manipulas-
yonu ile olusturulan ileus tablosunun, laparatomiden
once ve sonra uygulanan etil piriivat tedavisi ile pos-
toperatif inflamatuar degisiklikleri azaltilarak diizel-
digini invivo ve invitro barsak motilitesinin diizeldi-
gini gostermislerdir (10),

Calismamizda, HMGB-1’in literatiirde bildirilen sa-
linim seklini ve etil piriivatin etkisinin gosterildigi en
diisiik dozu temel alarak ratlara, cekum ligasyon ve
perforasyondan sonraki 12. ve 24. saatte 40
mg/kg/doz etil piriivat uygulandi. Peritonitin neden
oldugu serum TNF-o diizeylerindeki artigin istatis-
tiksel olarak anlamli olmasa bile azalmis oldugu sap-
tandi. Bu azalma etil piriivatin direk TNF-o. ve indi-
rek olarak basta HMGB-1 olmak iizere diger proinf-
lamatuar sitokinlerin salinimini inhibe etmesine bag-
11 olabilir. Doku MDA ve MPO diizeylerinde anlam-
I diisme oldugunu ve bunun literatiir verileri ile
uyumlu oldugunu gézlemledik. Etil piriivat, hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin efektif toplayi-
cist olan bir bilesiktir. Buna gore antiinflamatuar
ozelliklerine ek olarak etil pirtivatin lipid peroksidas-
yonunu inhibe ettigini gosteren calismalar sasirtici
degildir (21.25.27), Etil piriivatin, intestinal doku ve
serumda peritonitle artan MDA ve MPO diizeylerini
diigiirdiigii bildirilmistir 3%, Bu ¢alismada da etil pi-
riivat grubunda doku MDA diizeylerinin kontrol gru-
buna yakin degerlerde bulunmasini etil pirtivatin bu
etkisi ile agiklayabiliriz. Aynit zamanda MPO diizey-
lerinin de kontrol grubuna yakin seviyelere diismesi
etil piriivatin bagsta HMGB-1 olmak iizere diger pro-
inflamatuar sitokinlerin inhibisyonu ile ortaya ¢ikan
antiinflamatuar etkilere bagl olabilir.

Etil pirtivat uygulanan ratlarda ileumda hem mukoza
hasarinin hemde barsak duvari hasarinin oldukca az
oldugu goriildii. Etanercept uygulanan gruba gore
daha belirgin diizelme saptanan etil piriivat grubunda
sonuglarin istatistiksel olarak da anlamli oldugunu ve
bulgularimizin literatiir verileri ile uyumlu oldugunu
gozlemledik. Intestinal mukozal bariyer gecirgenli-
ginde artisa neden oldugu, notrofil kemotaksisini art-
tirdig1 bilinen HMGB-1"1n inhibisyonunun etil pirii-
vat uygulanan grupta gozlenen histopatolojik bulgu-
larin diizelmesinden sorumlu oldugunu diistinmekte-
yiz. Notrofil infiltrasyonunun gostergesi olan doku
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MPO diizeylerinin etil pirtivat uygulanan grupta
azalmig olmasi bu goriisiimiizii desteklemektedir.

Gastrointestinal sistemde kasilma fonksiyonu koli-
nerjik, nitrerjik, peptiderjik, tasikininerjik yolaklarin
olusturdugu bir harmonidir. Bu harmoni i¢cinde Ach
kasilma tizerine uyarici etkili iken, NO, VIP inhibitor
etki gosterir (17:23), CCh de, muskarinik reseptor ago-
nisti olup incebarsakta klasik uyarici etkili ndrotrans-
mitterdir (17), Gastrointestinal diiz kaslara, diisiik fre-
kansta elektriksel uyar1 verilmesi, otonom sinirleri
uyararak kolinerjik yolak iizerinden kasilmay1 saglar.
Organ banyosu deneylerinde kullanilan KCl ise diiz
kas hiicrelerinde voltaj bagimli Ca*2 kanallarin aca-
rak hiicre icine Ca*? akimini arttirdig1 ve kasilmay1
uyardig1 bilinmektedir (12.13),

Calismamizda, gastrointestinal sistem diiz kaslarmin
kasilma mekanizmalarint ve peritonitten etkilenen
yolaklart degerlendirmek amaciyla dokulara elek-
triksel uyar1, KCl ve CCh verilerek organ banyosu
deneyleri yapildi. Elektriksel uyar verildiginde fre-
kans arttik¢a dokunun verdigi kasilma yanitinin artti-
81 ve peritonitte istatistiksel olarak anlamli olmamak-
la birlikte kasilma yanitlarinin azaldigi saptandi. Bu-
na gore peritonitin noronal cevaplar iizerinden geli-
sen kasilma {izerine anlaml bir etkisi olmadig1 ve
barsaklart innerve eden sinirsel mekanizmalar iizeri-
ne herhangi bir olumsuz etkisi olmadig1 sonucuna
varilabilir. Tlging olarak etanercept verilen grupta ka-
silma yanitlarinin kontrol grubuna goére giiclendigi
goriiliirken, etil piriivatin 6nemli bir etkisi izlenmedi.
Kiimiilatif CCh uygulamasi ile yine etanerceptin ka-
silmay1 kontrol grubuna gore giiclendirdigi gézlendi.
Bu etkinin nedeni olarak etanerceptin CCh reseptor-
lerinin duyarliligini ve kolinerjik yolak {izerinden ka-
silmaya duyarlilig1 arttirdigint 6ne siirebiliriz. Ancak
bunu belirleyebilmek icin peritonit olusturmaksizin
etanerceptin uygulandig1 bir deney modeline ihtiyag
vardir. KCI uygulamalarinda ise, peritonitin yiiksek
doz KCI’e verilen kasilma yanitlarint anlamli olarak
azalttig1, etil piriivatin ise bozulan kasilma yanitlari-
nin diizelttigi goriilmiistiir. Peritonitte voltaj bagimli
Ca*2 kanallarinin aktivitesinin etkilendigi, diiz kas
fonksiyonlarinin bozuldugu bilinmektedir (12), Bizim
calismamizda da peritonitte KCl ile olusan kasilma
yanitlarindaki azalma muhtemelen ayn: mekanizma
ile olusmaktadir. Etanerceptin reseptor aracili kasil-
malar giiclendirdigini, Ca*2 kanallar iizerinden ge-
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lisen kasilmalari etkilemedigini, etil piriivatin ise
Ca*2 kanallan iizerinden kasilmalar1 diizenledigi so-
nucuna varabiliriz. Elektriksel uyari, CCh ve KCI uy-
gulamalarina verilen kasilma yanitlar1 degerlendiril-
diginde degisik konsantrasyon ve frekanslara gore
her deger istatistiksel olarak anlamli olmasa da eta-
nercept ve etil pirtivatin ileum kasilma yanitlarini dii-
zelttigini sOyleyebiliriz. HMGB-1"1n inflamasyon
siirecinde Ca*2 kanallarm etkiledigini, TNF-0'nin
ise parasempatik uyariy1 azalttigin ileri siirebiliriz.

Sonug olarak peritonitte ortaya ¢ikan ileusun nedeni
olan barsak doku hasart ve bozulan motilite degisik-
likliklerinde inflamasyonun iki ana mediatorii olan
TNF-o ve HMGB-1 6nemli bir role sahiptir. Bulgu-
lar her iki sitokinin degisik yolaklar ve mekanizma-
lar iizerinden etkili oldugunu gostermektedir. Bu me-
kanizmalar1 agiklamaya yonelik yapilacak calismalar
bu sitokinlerin inhibisyonunun gelecekte tedavide
kullanilabilmesine imkan saglayacaktir.
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