
Özet

Amaç: Bu deneysel çal›flmada, peritonitte geliflen ileusun
fizyopatolojisinde inflamasyonun erken medyatörü Tümör
Nekrozis Faktör-a (TNF-a) ve geç medyatörü High Mobi-
lity Group Box-1 (HMGB-1)’›n rolü ve bu medyatörlerin
inhibisyonunun barsak morfolojisi ve motilitesi üzerine et-
kileri araflt›r›lm›flt›r. 

Gereç ve yöntem: Çal›flmada her birinde 8 Wistar Albino
cinsi eriflkin s›çan içeren 4 grup oluflturuldu. Kontrol gru-
buna laparatomi, peritonit grubuna laparatomi sonras›,
çekum ligasyonu ve perforasyonu uyguland›. Etanercept
grubuna peritonit oluflturulduktan 1 ve 4 saat sonra intra-
peritoneal (i.p.) 8 mg/kg/doz etanercept uyguland›. Etil pi-
rüvat grubuna ise peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p. 40
mg/kg/doz etil pirüvat uyguland›. Hayvanlardan 36 saat
sonra al›nan ileum örneklerinde biyokimyasal incelemeler-
le doku malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO)
düzeyleri, kan örneklerinde TNF-a düzeyleri ölçüldü. His-
topatolojik incelemelerde ›fl›k mikroskobu ile ileum duva-
r›ndaki hasar Chiu skorlamas› ve semikantitatif skorlama
ile de¤erlendirildi. Organ banyosu ile ileumun elektriksel
uyar›, potasyum klorür (KCl) ve karbakole (CCh) verdi¤i
kas›lma yan›tlar› incelendi. 

Bulgular: Peritonitte artan serum TNF-a düzeylerinin
etanercept grubunda, doku MDA ve MPO seviyelerinin
hem etanercept hem de etil pirüvat gruplar›nda önemli öl-
çüde azald›¤› saptand›. Histopatolojik de¤erlendirmede
peritonitin barsak duvar›nda ciddi hasara ve inflamatuvar
de¤iflikliklere yol açt›¤›, etanercept ve etilpürivat uygula-
mas›n›n peritonitin neden oldu¤u bu hasar› anlaml› flekil-
de azaltt›¤› saptand›. Organ banyosunda ileal dokulara
elektriksel uyar› verildi¤inde etanercept grubunda kas›lma
yan›tlar›n›n güçlendi¤i görüldü. Yüksek doz KCl’e verilen
kas›lma yan›tlar›n›n etil pirüvat grubunda, kümülatif CCh
uygulamas›na verilen kas›lma yan›tlar›n›n ise etanercept
grubunda düzeldi¤i izlendi. 

Sonuç: Peritonitte ortaya ç›kan ileusun nedeni olan bar-
sak doku hasar› ve bozulan motilite de¤ifliklikliklerinde inf-
lamasyonun iki ana mediatörü olan TNF-a ve HMGB-1
önemli bir role sahiptir. Bulgular her iki sitokinin de¤iflik
yolaklar ve mekanizmalar üzerinden etkili oldu¤unu gös-
termektedir. Bu mekanizmalar› aç›klamaya yönelik yap›la-
cak çal›flmalar bu sitokinlerin inhibisyonunun gelecekte te-
davide kullan›labilmesine imkan sa¤layacakt›r.

Anahtar kelimeler: Peritonit, ileus, TNF-a, HMGB-1, eta-
nercept, etil pirüvat

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-a) 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 mg/kg.) was appied via intraperitoneal (‹P) injection in
the etanercept group on the time of one and four hours af-
ter peritonitis. Etylpurivate was applied ‹P 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-a 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 KCl, and in the etanercept group with cumulative
CCh.

Conclusions: TNF-a 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.

Key word: Peritonitis, ileus, TNF-a, HMGB-1, etanercept,
etyl purivate
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Girifl

Günümüzde t›bbi bak›m ve tedavilerdeki geliflmelere
ra¤men peritoneal sepsis, yüksek mortalite ve morbi-
dite oran› ile klinisyen ve araflt›r›c›lar için sorun ol-
maya devam etmektedir. Peritonit, viseral ve/veya
paryetal peritonu içine alan bir inflamasyondur. ‹nf-
lamasyona sebep olan barsak içeri¤i, bakteriler, bak-
teri y›k›m ürünleri, polimorfonükleer hücreler ve
makrofajlar h›zla kan dolafl›m›na kar›flarak sistemik
inflamatuvar yan›ta ve sepsise neden olurlar. 

Peritonda meydana gelen inflamasyona, organizma-
n›n verdi¤i yan›t, inflamasyonun ortaya ç›kt›¤› böl-
genin yan› s›ra organizman›n tüm sistemlerine ait do-
ku ve hücrelerini etkiler. Bu süreçte gastrointestinal
sistem fonksiyonlar› da özellikle etkilenmektedir 15.
‹nflamasyona cevap olarak gastrointestinal sistem
düz kaslar›nda meydana gelen de¤iflikliklerin klinik
yans›mas› olan ileus tablosu, barsak lümeninde staz
oluflturarak bakteri içeri¤inin artmas›na, bu art›fl da
bakteriyel translokasyona ve sepsis-ileus-sepsis k›s›r
döngüsüne neden olmaktad›r. Her ne kadar sepsiste
görülen motilite bozuklu¤unun mekanizmas› tam
olarak anlafl›lamam›fl olsa da, gastrointestinal düz
kaslar›n kas›lma fonksiyonunda bozulma ile iliflkili
olabilir (26).

Sistemik inflamasyonun patofizyolojisinde sitokin
kaskad› hayati öneme sahiptir. TNF, interlökin (IL)-
1b, HMGB-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin üretimi
ile karakterize sepsiste, sitokinler doku hasar›n› s›n›r-
lamak için lokal koagulasyonu aktive edici yararl›
inflamatuar yan›t› tetikler. Ancak proinflamatuar si-
tokinlerin afl›r› üretimi, immün yan›t›n normal dü-
zenlenmesi ile üstesinden gelinebilecek orijinal uya-
r›dan tehlikeli hale gelerek patolojik inflamatuar bo-
zukluk oluflturabilir (29). Sepsiste, etkilenen sistem-
lerden biri olan barsaklarda immün yan›ta arac›l›k
eden sistem, barsak iliflkili lenfoid dokudur (gut-as-
sociated lymphoid tissue, GALT). GALT’da yer alan
makrofajlar›n aktivasyonu inflamatuar sitokinler ve
kemokinlerin sal›nmas› ile inflamatuar kaskad bafl-
lar. Bu inflamatuar ortam, dolafl›mdaki lökositlerin
birikimi ve lökosit kaynakl› maddelerin sal›n›m› ile
sonuçlan›r (19). ‹ntestinal muskularis propriada, pro-
inflamatuar sitokinlerin indüklenmesiyle inflamatuar
lökositler muskuler tabakaya ekstravaze olur. Sal›-

nan medyatörlerin ço¤u intestinal düz kaslar›n kon-
traktilitesini direk inhibe ederek ileusa neden olur
(19,10).

‹nflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-a’n›n as›l
kayna¤› aktive olmufl mononükleer fagositlerdir ve
erken sitokin yan›t›na arac›l›k eder. ‹nflamasyonun
bafllamas›na neden olan herhangi bir uyar›dan sonra-
ki dakikalar içinde TNF-a sal›n›m› bafllar, 1 saatte
pik yapar ve 3-4 saat sonra sal›n›m durur (29). TNF-a
düzeylerindeki k›sa süreli yükselme, ard›fl›k sekon-
der reaksiyonlara yol açar ve bunlar›n etkileri, TNF-a
serumdan kaybolduktan uzun süre sonra da devam
eder. Nükleer transkripsiyon faktörü olarak bilinen
HMGB-1’›n inflamasyonun geç medyatörü oldu¤u
bildirilmifltir (31) ve inflamasyona yan›t olarak mono-
sit ve makrofajlardan aktif, nekrotik hücrelerden de
pasif sal›n›m› söz konusudur. HMGB-1’›n sal›n›m›,
ekzojen bakteriyel endotoksin veya endojen proinfla-
matuar sitokin (TNF-a, IL-1b) stimülasyonu ile doz
ve zaman ba¤›ml› olarak gerçekleflir. Endotoksin ve-
rilmesinden 8 saat sonra ilk olarak serumda tespit
edilir ve 16-32 saate kadar artarak plato düzeyine
ulafl›r. Peritonit inflamatuar bir süreç olup peritonite
efllik eden paralitik ileusta da baflta TNF-a olmak
üzere proinflamatuar sitokinlerin lokal ve sistemik
olarak etkili olabilece¤i ileri sürülmekle birlikte
HMGB-1’in nas›l bir rol oynad›¤›na dair herhangi bir
çal›flma bulunmamaktadr›r (4,11,5).

Bu çal›flmada çekum ligasyonu ve perforasyonu yön-
temi ile oluflturulan peritonit modelinde ortaya ç›kan
barsak motilite de¤iflikliklerinin fizyopatolojisinde
TNF-a ve HMGB-1’›n rolü ve bu sitokinlerin inhi-
bisyonunun barsak motilitesi üzerine etkileri araflt›-
r›lm›flt›r. 

Gereç ve Yöntem

Bu çal›flma fakülte etik kurulu onay› (B.30.2.ME-
Ü.0.01.00.00/3156) al›nd›ktan sonra deneysel t›p
araflt›rma merkezi deney hayvanlar› laboratuar› ve
Farmakoloji ana bilim dal› Laboratuar›nda yap›l-
m›flt›r. 

Çal›flmada deneysel araflt›rma laboratuar›ndan te-
min edilen 32 adet Wistar Albino tipi, ortalama 132g
a¤›rl›¤›nda, eriflkin s›çan kullan›ld›. S›çanlar›n bes-
lenmesi ayn› g›dalar› içeren diyetler ve su ile sa¤la-
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n›p 24°C olan odalarda sakland›. 

Deney Modeli ve gruplar

Çal›flmada peritonit oluflturmak için, daha önce Ba-
ker ve arkadafllar› taraf›ndan tan›mlanan, çekum li-
gasyonu ve perforasyonu modeli kullan›ld› 2. Bu mo-
del 24 saat içinde sepsise neden olan, hiperdinamik
ve normotansif peritonit modelidir. Cerrahi giriflim
öncesi hayvanlara anestezik ajan olarak 100mg/kg
ketamin hidroklorür (Ketalar) (Eczac›bafl› ‹laç Sa-
nayi, ‹stanbul, TÜRK‹YE) intramuskuler (i.m.) uygu-
land›. S›çanlar anestezi alt›nda supin pozisyonda ya-
t›r›l›p tespit edildi ve abdominal bölge k›llar› trafl
edildi. Cerrahi saha povidon-iyot (Batticon) ile te-
mizlendi, steril örtü ile kapat›ld› ve 2 cm orta hat in-
sizyon ile laparatomi yap›ld›. Çekum, bulunup ser-
bestlefltirilerek 4/0 ipek sütürle dolafl›m› bozulmaya-
cak ve barsak geçiflini engellemeyecek flekilde ba¤-
land›. Çekumun antimezenterik yüzünde 22 G i¤ne
ile 1 cm aral›klarla 2 farkl› delik aç›ld›. Delinen yer-
lerden bir miktar barsak içeri¤i nazikçe d›flar› al›n-
d›ktan sonra, çekum tekrar peritoneal kaviteye yer-
lefltirildi ve insizyon iki kat üzerinden kapat›ld›. Hay-
vanlar daha sonra 36 saatlik bekleme için tekrar ka-
feslerine al›nd›. Operasyondan sonra su ve beslenme
serbest b›rak›ld›. 

S›çanlar gelifligüzel dört gruba ayr›ld›. 
a) Kontrol (sham) grubu (n=8): Anestezi verilen ve

laparatomi yap›lan s›çanlar›n çekumuna herhan-
gi bir ligasyon ve perforasyon yap›lmadan mani-
pulasyon uyguland›. 

b) Deney (peritonit) grubu (n=8): Anestezi verilen
ve laparatomi yap›lan s›çanlar›n çekumuna li-
gasyon ve perforasyon uyguland›. 

c) Etanercept grubu (n=8): Peritonit oluflturulan s›-
çanlara peritonitten 1 ve 4 saat sonra i.p 8
mg/kg/doz etanercept (Enbrel-Wyeth ‹laçlar› A.fi.
USA) uyguland›. 

d) Etil pirüvat grubu (n=8): Peritonit oluflturulan
s›çanlara peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p. 40
mg/kg/doz etil pirüvat (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA) uyguland›. 

Hayvanlara 36 saat sonra eski insizyon yerinden re-
laparatomi yap›ld›. Histopatolojik, biyokimyasal in-
celeme ve farmakolojik çal›flma için doku örnekleri

elde etmek amac›yla çekumun 5 cm proksimalinden
10 cm.’lik ileum segmenti ç›kar›ld›. Daha sonra ya-
p›lan sternotomi ile kalbden biyokimyasal inceleme
için 5 ml kan örne¤i al›nd›. Bu uygulama ile ayn› za-
manda hayvan›n öldürülmesi sa¤land›. 

Serum TNF-a ölçümü için kan örnekleri 5000 rpm
devirde 8 dakika ve +4°C’de santrifüj edildi ve sü-
pernatant çal›flma için al›nd›. Doku MDA ve MPO
ölçümü için al›nan ileum örnekleri çal›flma yap›l›n-
caya kadar -20°C’de sakland›.

Serum TNF-a Ölçümü

Serumda TNF-a düzeyleri “Biosource Rat TNF-a
kit; lot. no: KRC3011” ile solid faz sandöviç Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yöntemi ile
ölçüldü. Tabak icindeki kuyucuklar, TNF-a icin spe-
sifik antikorlar ile kapland›. Standartlar, kontroller
ve örnekler kuyucuklara eklendikten sonra üzerleri-
ne biotinlenmifl ikinci bir antikor eklendi. Birinci in-
kübasyon s›ras›nda TNF-a antijenleri, immobilize
antikorlara ve biyotinlenmifl antikorlara ba¤land›.
Ortamdaki fazla antikorlar›n y›kama ile uzaklaflt›r›l-
malar›ndan sonra streptavidin-peroksidaz enzimi ek-
lendi. ‹kinci inkübasyon ve y›kama sonras›nda ba¤-
lanmayan enzimler ortamdan uzaklaflt›r›ld›. Üzerle-
rine, enzime ba¤lanarak renk oluflturan substrat so-
lusyonu eklendi. Oluflan rengin absorbans›, örnekte
bulunan TNF-a konsantrasyonu ile do¤ru orant›l›-
d›r. Sonuçlar standartlardan oluflturulan konsan-
trasyon-absorbans e¤risinden pg/ml olarak hesap-
land›.

Doku Malondialdehid (MDA) Ölçümü 

Doku lipid peroksidasyonun göstergesi olarak kulla-
n›lan MDA düzeyleri, Yagi ve ark.’n›n gelifltirdikleri
yönteme göre saptand› 35. Aerobik flartlarda doku
homojenat›n›n pH:3.4’de tiyobarbitürik asit ile
95°C’de inkübasyonu sonucunda, lipid peroksidas-
yonu varsa sekonder bir ürün olarak MDA oluflur ve
MDA tiyobarbitürik asit ile pembe renkli bir komp-
leks oluflturur. Bu renk fliddetinin 532 nm’de spektro-
fotometrik olarak ölçümü ile lipid peroksidasyonu
saptan›r. Çal›flmada da, al›nan ve -20°C’de saklan-
m›fl olan ileum örnekleri çözüldü, tüm dokular tart›l-
d› ve 50 mg dokuya 500 µL 0.15 M KCl eklenerek ho-
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mojenize edildi. Örneklerin haz›rlanma aflamas›nda,
solüsyonlar 95°C’de 30 dk. inkübe edildi. Daha son-
ra musluk suyunda so¤utuldu ve 1 ml distile su eklen-
di, 14:1 oran›nda haz›rlanan n-bütanol:piridin so-
lüsyonundan 5 ml eklenerek vortekste kar›flt›r›ld›.
4000 rpm devirde 15 dk. santrifüj edildi. Yaklafl›k
200 µ supernatant al›narak örnek, kromatografik
ay›r›m için cihaza verildi. Sonuçlar, ayn› yöntemle
çal›fl›larak de¤iflik konsantrasyonlarda haz›rlanan
standart e¤ri yard›m› ile nmol/ml olarak hesapland›. 

Doku Myeloperoksidaz (MPO) Ölçümü

Nötrofillerin sitozolik granüllerinden sal›nan MPO
enzimi, dokulardaki nötrofil aktivasyonunun dolayl›
göstergesi olarak kullan›lmaktad›r. Doku örneklerin-
deki MPO düzeyleri, Golowich ve arkadafllar›n›n ge-
lifltirdikleri yönteme göre saptand› 9. Çal›flma için
-20°C’de saklanm›fl olan ileum örnekleri çözüldü ve
tart›ld›. Dokular, 300 mg doku içine 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. santrifüj edildi ve süpernatant at›ld›.
0,05 M KPO4 (pH:6) tamponu içinde % 0,5 Hekza
Adezil Trimetil Amonyum Bromid (HETAAB) haz›r-
land›. Elde edilen pellet, 1,5 ml HETAAB ile tekrar
homojenize edildi. Homojenat 20000 rpm devirde,
+4°C’de 15 dk. tekrar santrifüj edildi ve süpernatant
çal›flma için al›nd›. 

Doku MPO ölçümü, hidrojen peroksitin homojenat
taraf›ndan oksitlenerek o-dianosidini redüklemesi ve
redükte o-dianosidin 410 nm’de ölçülmesi prensibi-
ne dayan›larak yap›ld›. Sonuçlar spesifik aktivite,
ünite/gr doku olarak hesapland›. 

Histopatolojik De¤erlendirme

‹leumdan al›nan örnekler % 10’luk nötral formalde-
hid içeren kaplar içine konuldu. Bir gece tespit iflle-
minin ard›ndan dokular s›ras›yla alkol, ksilol ve so-
lusyonlar›nda bekletilerek rutin iflleme tabi tutuldu.
Haz›rlanan parafin bloklardan elde edilen 5 µ kal›n-
l›¤›ndaki kesitler rutin hematoksilen eosin (H-E) his-
tokimyasal boyas› ile boyand›. Preparatlar ›fl›k mik-
roskobik düzeyde (Nikon Eclipse 80i) incelendi. Fo-
to¤raflama ifllemi Nikon dijital kamera, DS-L1 ile
yap›ld›. Barsak dokusunda hasar› de¤erlendirmek

için Chiu ve ark. taraf›ndan tarif edilen histolojik
mukozal hasar skalas› kullan›ld› 3. Buna göre; 
Grade 0: Normal mukozal villus
Grade 1: Kapiller konjesyon ile birlikte subepitelyal
boflluk oluflumu
Grade 2: Subepitelyal bofllukta geniflleme ile birlikte
epitelde orta derecede kalkma
Grade 3: Epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer
epitelde soyulma ve lamina propriada konjesyon, vil-
löz uçlarda ülserasyon
Grade 4: Epitelin tamamen soyulmas› ile birlikte la-
mina propria ve dilate kapillerlerin aç›¤a ç›kmas› 
Grade 5: Lamina proprian›n ortadan kalkmas›, he-
moraji ve ülserasyon

Chiu skorlamas› temelde sadece epitel hasar›n› de-
¤erlendirdi¤inden ek bir skorlama sistemine gerek
duyuldu. Yeni skorlamaya göre de, s›ras›yla villusla-
r› döfleyen epitel hasar›, lamina propria ve serozada
inflamatuvar hücre infiltrasyonu, lamina propriada
ödem ve konjesyon de¤erlendirildi. Belirtilen tüm
parametreler için; 0 normal, 1 hafif derecede, 2 orta
derecede ve 3 fliddetli olarak semikantitatif derece-
lendirme sistemi kullan›ld›. Her örnek için yap›lan
puanlamalar, toplam skor olarak hesapland› ve so-
nuçlar karfl›laflt›r›ld›. Her iki skorlama sistemi için
de, her grupta ortaya ç›kan de¤iflikliklerin puan›, de-
¤ifliklik olan hayvan say›s› ile çarp›ld› ve gruptaki
hayvan say›s›na bölünerek o grubun ortalama hasar
skoru bulundu. 

Organ Banyosu

2 cm uzunlu¤undaki tam kat ileum örnekleri, içinde
Krebs solusyonu (mM/L olarak NaCl 118, KCl 4.8,
CaCl2 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCO3 24, glukoz 11,
MgSO4 1.2, Na2EDTA 0.01) bulunan, % 95 O2 ve
% 5 CO2 ile gazland›r›lan organ banyosuna sirküler
kas yönünde as›ld›. Tüm deneylerde banyo s›cakl›¤›
37°C’de, pH’s› 7.4’de sabit tutuldu. 10 ml’lik organ
banyosunda bütün preparatlara 1 gr ön gerim uygu-
land› ve bir saatlik dengelenme süresi boyunca 20
dakikada bir Krebs solüsyonuyla y›kand›. Dokular›n
tonusundaki de¤ifliklikler “force displacement trans-
ducer” (COMMAT, Ankara, Türkiye) arac›l›¤› ile
izometrik olarak ölçüldü ve Biopac Kay›t Sistemi
(Biopac Systems Inc., CA, USA) ile veriler bilgisayar
ortam›nda elde edildi.
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Çal›flma gruplar›ndan al›nan ileum dokular› 50 mM
KCl ile muamele edildi ve kas›lma cevaplar› gram
kas›lma olarak ifade edildi. Dokular›n dinlendirilme-
sinden sonra 40 volt, 0.5 msn, ard›fl›k 0.5 Hz, 1 Hz ve
2 Hz elektriksel uyar›, ard›fl›k 10 mM, 20 mM, 40 mM
ve 80 mM KCl, kümülatif (10-9-10-4M) karbamilko-
lin klorür (Karbakol) A-CCh) ayr› ayr› uyguland›.
Uygulamalar aras›nda Krebs solusyonu ile y›kanan
ve dinlendirilen dokular›n kas›lma cevaplar› de¤er-
lendirildi. Sonuçlar, tüm gruplarda gram kas›l-
ma/yafl doku a¤›rl›¤› olarak hesapland›. 

‹statistiksel Analiz

‹statistiksel analizler Biyoistatistik Anabilim Da-
l›’nda yap›ld›. Biyokimyasal ve histopatolojik para-
metrelerin da¤›l›mlar›n›n normal olup olmad›klar›n›
de¤erlendirmek için Tek Örneklem Kolmogorov
Smirnov testi kullan›ld› ve tüm örneklerin normal da-
¤›l›m gösterdikleri sonucuna ulafl›ld›. TNF-a, MDA,
MPO ve organ banyosu çal›flmalar›na ait de¤erlerin
gruplar aras›nda anlaml› bir fakl›l›k gösterip göster-
medikleri Tek Yönlü Varyans Analizi (one-way ANO-
VA) ile test edildi, farkl›l›k olan alt gruplar›n belir-
lenmesinde ise Tukey testinden yararlan›ld›. Histo-
patolojik de¤erlendirmede elde edilen skorlar bak›-
m›ndan gruplar aras›ndaki farkl›l›klar Kruskal-Wal-
lis testi ile de¤erlendirildi. ‹statistik analizlerde
p<0.050 ise test sonucu anlaml› kabul edildi.

Bulgular

Biyokimyasal analiz sonuçlar›

Serum TNF-a düzeyleri de¤erlendirildi¤inde perito-
nit grubunda TNF-a’n›n kontrol grubuna göre an-
laml› flekilde artt›¤› ve etanercept grubunda bu de¤er-
lerin kontrol grubuna yak›n de¤erde oldu¤u saptand›.
Bu fark istatistiksel olarak da anlaml› bulundu.

(p=0.001) (Tablo 1).

Doku MDA ve MPO seviyelerine bak›ld›¤›nda, peri-
tonit grubunda kontrol grubuna göre hem MDA hem
de MPO’da art›fl tespit edildi. MPO seviyelerindeki
art›fl istatistiksel olarak da anlaml› idi. Etanercept ve
etil pirüvat verilen her iki grupta da hem MDA, hem
MPO düzeyleri önemli ölçüde düflük bulundu. Özel-
likle etil pirüvat grubundaki MPO de¤erleri peritonit
grubuna göre istatistiksel olarak da anlaml› derecede
düflük bulunmufltur (Tablo 1).

Histopatolojik sonuçlar

‹leum dokular›ndan al›nan kesitlerin H-E boyamas›
›fl›k mikroskobik incelemelerinde; kontrol grubunda
düzenli villüs yap›s› izlenirken peritonit grubunda
epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer soyulma,
lamina propriada konjesyon ve serozada nötrofil in-
filtrasyonu izlendi (Resim 1).

Etanercept ve etil pirüvat gruplar›nda lamina propria-
da nötrofil infiltrasyonu, subepitelyal geniflleme ile
birlikte epitelde orta derecede kalkma izlendi (Resim
2, Resim 3). Bu iki grupta gözlenen histopatolojik
de¤ifliklikler her iki skorlama sistemine de paralel
olarak peritonit grubuna oranla önemli ölçüde daha
azd›. 

Chiu skorlar› bak›m›ndan gruplar de¤erlendirildi¤in-
de, kontrol ile peritonit gruplar› (p=0.011) aras›nda
istatistiksel olarak önemli bir farkl›l›k varken di¤er
gruplar aras›nda anlaml› bir farkl›l›k görülmedi. Bar-
sak duvar hasar› skorlar› bak›m›ndan gruplar aras›n-
da farkl›l›k saptand› (p=0.001), kontrol ile peritonit
gruplar› (p=0.001) ve peritonit ile etil pirüvat grupla-
r› (p=0.039) aras›nda istatistiksel olarak anlaml› bir
farkl›l›k varken di¤er gruplar aras›nda önemli bir
farkl›l›k izlenmedi (fiekil 1).

Tablo 1. Serum TNF-aa, doku MDA ve MPO düzeyleri.

Kontrol

19.94±4.81
29.66±1.10
0.14±0.01

De¤iflken

TNF-a (pg/ml)
MDA (nmol/ml)
MPO (ünite/gr)

Peritonit

55.31±9.35a

40.62±6.32
0.30±0.04c

Etanercept

22.22±3.67b

31.69±1.50
0.23±0.02

Etil Pirüvat

35.05±3.93
29.10±0.82
0.18±0.02

P

0.001
0.072
0.005

ap=0.001TNF-a düzeyleri kontrol grubuna göre anlaml› flekilde yükselmifltir. 
bp=0.003 Peritonit ile yükselen TNF-a etanercept ile önemli oranda düflmüfltür.
cp=0.004 Peritonit MPO düzeylerini yükseltmifltir. 
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Organ banyosu sonuçlar›

Elektriksel uyar› verildi¤inde kontrol grubundaki
normal ileum dokusunda frekans artt›kça dokunun
verdi¤i kas›lma yan›t›n›n artt›¤›, peritonitin bu yan›t›
de¤ifltirmedi¤i ancak tüm frekanslarda peritonit gru-
bunda kas›lma yan›tlar›n›n azald›¤› görülmüfltür.
Etanercept verilen grupta kas›lma yan›tlar›n›n 0.5 ve
1 Hz frekansta güçlendi¤i görülmüfltür. Etil pirüvat›n
elektriksel uyar› ile kas›lma üzerine anlaml› bir etki-
si saptanmam›flt›r (fiekil 2). 

KCl ile kas›lma yan›tlar› de¤erlendirildi¤inde; 40 ve
80 mM gibi yüksek konsantrasyonlarda peritonit gru-
bunda kas›lma yan›tlar›n›n kontrol grubuna göre ista-
tistiksel olarak anlaml› flekilde azald›¤› ve etil pirüvat
grubunda bu azalman›n anlaml› flekilde düzeldi¤i
saptanm›flt›r (fiekil 3).

Kümülatif CCh uygulamas›nda peritonitte bozulan
kas›lma yan›t›, etanercept verilen grupta tersine dön-
müfl, ancak etil pirüvat verilen grupta etkilenmemifl-
tir (fiekil 4).

Maksimum kas›lma yan›t›n›n % 50’sini oluflturabil-
mesi için gerekli CCh dozunun (EC50) peritonit gru-
bunda di¤er gruplara göre istatistiksel olarak da an-
laml› derecede yüksek oldu¤u, etanercept uygulan-
mas› ile EC50 de¤erinin önemli ölçüde düfltü¤ü göz-
lenmifltir (Tablo 2). 

Tart›flma

Peritonit, bat›n içi organlarda fliddetli lokal hasarla
birlikte sistemik etkileri de olan, peritonun inflamas-
yonu ile karakterize klinik tablodur (12,13). Bat›nda
distansiyon, ileus, flok, multiorgan yetmezli¤i gibi
genifl klinik spektruma sahip bu süreçte, en çok etki-

CHIU BARSAK DUVAR HASARI

fiekil 1. ‹leumda Chiu ve barsak duvar hasar› skorlama ortalamalar›n›n gruplara göre da¤›l›m›. Peritonit hem ileum mukozas›nda
hem de tüm barsak duvar›nda inflamatuar hasara neden olmufltur. Etanercept ve etil pirüvat uygulamas› ile bu hasarlanma anlam-
l› ölçüde azalm›flt›r. 

 
fiekil 2. Elektriksel uyar› kas›lma yan›tlar›. Etanerceptin bo-
zulan kas›lma yan›tlar›n› artt›rd›¤› izlenmektedir. 
(Tukey, *p=0.005, **p=0.024 etanercept grubu ile karfl›laflt›r›ld›-
¤›nda)
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lenen bat›n içi organ barsaklar olup düz kas kas›lma
fonksiyonlar›n›n da bozuldu¤u gösterilmifltir 19. Pe-
ritonitte görülen bu genifl klinik tablodan lokal ve sis-
temik inflamatuar yan›t›n sorumlu oldu¤u bilinmek-
tedir (19,12,13,16,18). 

Peritonitin lokal ve sistemik etkilerini araflt›rmak için
bizimde çal›flmada kulland›¤›m›z, Baker taraf›ndan
tan›mlanm›fl çekum ligasyonu ve perforasyonu, in-
sanlardaki peritonit ve sepsisin klinik semptomatolo-
jisini en yak›n taklit eden, 24 saat içinde sepsise ne-
den olan, hiperdinamik ve normotansif peritonit mo-
delidir (2,6,33). Kaya ve ark.’n›n çal›flmas›nda çekum
ligasyonu ve perforasyonu ile oluflturulan deneysel
peritonitte ileal kontraksiyonlar›n bozuldu¤u göste-
rilmifltir (12). Bizim çal›flmam›zda da, bu modelin li-
teratürde bildirilenlerle benzer olarak deneysel peri-
tonit ve sepsis oluflturma ve intestinal motilite çal›fl-
mas› için uygun bir model oldu¤u görülmüfltür. 

Peritonitte orrtaya ç›kan lokal ve sistemik organ ha-
sar›ndan TNF-a, IL-1b, IL-6 ve siklooksijenaz ürün-
leri gibi de¤iflik proinflamatuar sitokinlerin afl›r› üre-
timi sorumludur (12,13). TNF-a’n›n inflamasyonun
erken yan›tlar›ndan sorumlu oldu¤u, inflamatuar
uyar›dan sonra dakikalar içinde sal›nmaya bafllad›¤›,
1. saate pik yap›p 3-4 saat sonra sal›n›m›n›n durdu¤u
bilinmektedir (29). Lodato ve ark. ratlarda lipopoli-
sakkaritle indüklenen endotoksemi modelinde ileal
kas kontraktilitesini de¤erlendirmifller ve endotoksi-
nin TNF ve IL-1 yap›m›n› uyard›¤›n›, bu sitokinlerin
ileal NOS aktivitesini artt›rarak kontraktiliteyi azalt-
t›¤›n› ve TNF-a inhibisyonunun IL-1’e göre kontrak-
tiliteyi korumada daha efektif oldu¤unu bildirmifller-
dir (15). Çal›flmam›zda peritonit grubunda serum
TNF-a düzeylerinin anlaml› flekilde artt›¤› tespit
edildi. TNF-a’daki bu art›fla peritonitin neden oldu-
¤u sistemik inflamatuar yan›t ve lokal olarak barsak
dokusundaki inflamatuvar reaksiyonun yol açt›¤› dü-
flünülmektedir. Doku MPO seviyesindeki art›flta bar-
sak duvar›nda nötrofil birikiminin ve ciddi inflamas-
yonun göstergesidir. Ayn› zamanda doku MDA sevi-
yelerinde tespit edilen art›fl barsak duvar›ndaki lokal
inflamatuar reaksiyonun hücre hasar›na neden oldu-
¤unun göstergesidir ve bu sonuçlar histopatolojik
olarak da desteklenmifltir.

Etanercept, suda çözünür TNF-a reseptör füzyon

proteini olup TNF-a’y› ba¤lar ve kendi reseptörleri-
ne ba¤lanmas›n› engelleyerek etki gösterir (1,11). Ça-
l›flmada önceden yap›lm›fl deneysel çal›flmalarda tok-
sik olmayan ancak etkisinin gösterildi¤i 8 mg/kg
dozda uygulanm›flt›r (8,20). Etanercept grubunda
TNF-a düzeylerinin kontrol grubu ile korelasyon
gösterdi¤i, ileal dokulardaki MDA ve MPO düzeyle-
rinin düflük oldu¤u, histopatolojik incelemede perito-
nit grubunda ileum duvar›nda gözlenen ödemin ve
konjesyonun, nötrofilik infiltrasyonun ve epitel hasa-
r›n›n azald›¤›, ileumun elektriksel uyar› ile ve CCh
uygulamas› ile kas›lma yan›tlar›n›n düzeldi¤i saptan-
d›. 

‹nflamasyonun geç medyatörlerinden olan HMGB-
1’in, endotoksemide 8. saatte, çekum ligasyonu ve
perforasyonu sonras›nda 18. saatten itibaren serumda
saptand›¤› ve 24-72. saate kadar yüksek seyretti¤i
bildirilmifltir. Hücre içi transkripsiyon faktörü olarak
tan›mlanan bu molekül, makrofajlardan TNF-a ve
IL-1‚ sal›n›m›n› aktive eder ve nötrofillerin düz kas
hücrelerine kemotaksisi artt›r›c› etki gösterir
(32,30,34). HMGB-1’in endotel, düz kas hücresi, mo-
nosit, makrofaj, nöronlar ve birçok malign hücrede
bulunan reseptörler arac›l›¤› ile barsak duvar›nda da
düz kas hücreleri arac›l›¤› ile inflamatuar olaylar› te-
tikledi¤i düflünülmektedir (7). Yap›lan çal›flmalarda,
HMGB-1’›n makrofajlardan TNF-a sal›n›m›n› uyar-
d›¤› gösterilmifltir (34,14), Fiuza ve ark. ise endotelyal
hücre kültüründe HMGB-1’›n lökosit adezyon mole-
küllerinin upregulasyonunu, nötrofil ve monositler-
den kemokinlerin sekresyonunu, proinflamatuar sito-
kinlerin yap›m›n›, fibrinoliz düzenleyicilerinin sal›-
n›m›n› indükledi¤ini ve reseptör ekspresyonunu artt›-
rarak proinflamatuar etkilerini gösterdi¤ini bildir-
mifller (7). Etil pirüvat HMGB-1’›n sal›n›m›n› inhibe
eden, endojen bir metabolit olan pirüvik asitin basit
alifatik esteridir, HMGB-1 d›fl›nda NO, TNF-a, sik-
looksijenaz-2 (COX-2), IL-6 gibi proinflamatuar
medyatörlerin sal›n›m›n› azaltarak antiinflamatuar
etkisini göstermektedir (21). Ulloa ve ark., endotokse-
mi ve sepsiste etil pirüvat›n hücre içi nükleer faktör-
KB (NF-KB) ve p38 mitogen activated protein kina-
se (MAPK) sinyal yolaklar›n› inhibe etti¤ini öne sür-
müfller ve bu etki ile TNF-a ve HMGB-1 sal›n›m›n›
önledi¤ini in vitro ve in vivio olarak göstermifllerdir
(30). Bir çok çal›flmada etil pirüvat›n, mezenter iske-
mi reperfüzyonu ve endotoksemi ile oluflan barsak
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mukoza hasar›n›, mikrovasküler hipoperfüzyonu ve
inflamasyonu düzeltici etkisi oldu¤u raporlanm›flt›r
(28,24,22). Harada ve ark., farelerde barsak manipulas-
yonu ile oluflturulan ileus tablosunun, laparatomiden
önce ve sonra uygulanan etil pirüvat tedavisi ile pos-
toperatif inflamatuar de¤ifliklikleri azalt›larak düzel-
di¤ini invivo ve invitro barsak motilitesinin düzeldi-
¤ini göstermifllerdir (10). 

Çal›flmam›zda, HMGB-1’in literatürde bildirilen sa-
l›n›m fleklini ve etil pirüvat›n etkisinin gösterildi¤i en
düflük dozu temel alarak ratlara, çekum ligasyon ve
perforasyondan sonraki 12. ve 24. saatte 40
mg/kg/doz etil pirüvat uyguland›. Peritonitin neden
oldu¤u serum TNF-a düzeylerindeki art›fl›n istatis-
tiksel olarak anlaml› olmasa bile azalm›fl oldu¤u sap-
tand›. Bu azalma etil pirüvat›n direk TNF-a ve indi-
rek olarak baflta HMGB-1 olmak üzere di¤er proinf-
lamatuar sitokinlerin sal›n›m›n› inhibe etmesine ba¤-
l› olabilir. Doku MDA ve MPO düzeylerinde anlam-
l› düflme oldu¤unu ve bunun literatür verileri ile
uyumlu oldu¤unu gözlemledik. Etil pirüvat, hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen türlerinin efektif toplay›-
c›s› olan bir bilefliktir. Buna göre antiinflamatuar
özelliklerine ek olarak etil pirüvat›n lipid peroksidas-
yonunu inhibe etti¤ini gösteren çal›flmalar flafl›rt›c›
de¤ildir (21,25,27). Etil pirüvat›n, intestinal doku ve
serumda peritonitle artan MDA ve MPO düzeylerini
düflürdü¤ü bildirilmifltir (36). Bu çal›flmada da etil pi-
rüvat grubunda doku MDA düzeylerinin kontrol gru-
buna yak›n de¤erlerde bulunmas›n› etil pirüvat›n bu
etkisi ile aç›klayabiliriz. Ayn› zamanda MPO düzey-
lerinin de kontrol grubuna yak›n seviyelere düflmefli
etil pirüvat›n baflta HMGB-1 olmak üzere di¤er pro-
inflamatuar sitokinlerin inhibisyonu ile ortaya ç›kan
antiinflamatuar etkilere ba¤l› olabilir.

Etil pirüvat uygulanan ratlarda ileumda hem mukoza
hasar›n›n hemde barsak duvar› hasar›n›n oldukça az
oldu¤u görüldü. Etanercept uygulanan gruba göre
daha belirgin düzelme saptanan etil pirüvat grubunda
sonuçlar›n istatistiksel olarak da anlaml› oldu¤unu ve
bulgular›m›z›n literatür verileri ile uyumlu oldu¤unu
gözlemledik. ‹ntestinal mukozal bariyer geçirgenli-
¤inde art›fla neden oldu¤u, nötrofil kemotaksisini art-
t›rd›¤› bilinen HMGB-1’›n inhibisyonunun etil pirü-
vat uygulanan grupta gözlenen histopatolojik bulgu-
lar›n düzelmesinden sorumlu oldu¤unu düflünmekte-
yiz. Nötrofil infiltrasyonunun göstergesi olan doku

MPO düzeylerinin etil pirüvat uygulanan grupta
azalm›fl olmas› bu görüflümüzü desteklemektedir. 

Gastrointestinal sistemde kas›lma fonksiyonu koli-
nerjik, nitrerjik, peptiderjik, taflikininerjik yolaklar›n
oluflturdu¤u bir harmonidir. Bu harmoni içinde Ach
kas›lma üzerine uyar›c› etkili iken, NO, VIP inhibitör
etki gösterir (17,23). CCh de, muskarinik reseptör ago-
nisti olup incebarsakta klasik uyar›c› etkili nörotrans-
mitterdir (17). Gastrointestinal düz kaslara, düflük fre-
kansta elektriksel uyar› verilmesi, otonom sinirleri
uyararak kolinerjik yolak üzerinden kas›lmay› sa¤lar.
Organ banyosu deneylerinde kullan›lan KCl ise düz
kas hücrelerinde voltaj ba¤›ml› Ca+2 kanallar›n› aça-
rak hücre içine Ca+2 ak›m›n› artt›rd›¤› ve kas›lmay›
uyard›¤› bilinmektedir (12,13).

Çal›flmam›zda, gastrointestinal sistem düz kaslar›n›n
kas›lma mekanizmalar›n› ve peritonitten etkilenen
yolaklar› de¤erlendirmek amac›yla dokulara elek-
triksel uyar›, KCl ve CCh verilerek organ banyosu
deneyleri yap›ld›. Elektriksel uyar› verildi¤inde fre-
kans artt›kça dokunun verdi¤i kas›lma yan›t›n›n artt›-
¤› ve peritonitte istatistiksel olarak anlaml› olmamak-
la birlikte kas›lma yan›tlar›n›n azald›¤› saptand›. Bu-
na göre peritonitin nöronal cevaplar üzerinden geli-
flen kas›lma üzerine anlaml› bir etkisi olmad›¤› ve
barsaklar› innerve eden sinirsel mekanizmalar üzeri-
ne herhangi bir olumsuz etkisi olmad›¤› sonucuna
var›labilir. ‹lginç olarak etanercept verilen grupta ka-
s›lma yan›tlar›n›n kontrol grubuna göre güçlendi¤i
görülürken, etil pirüvat›n önemli bir etkisi izlenmedi.
Kümülatif CCh uygulamas› ile yine etanerceptin ka-
s›lmay› kontrol grubuna göre güçlendirdi¤i gözlendi.
Bu etkinin nedeni olarak etanerceptin CCh reseptör-
lerinin duyarl›l›¤›n› ve kolinerjik yolak üzerinden ka-
s›lmaya duyarl›l›¤› artt›rd›¤›n› öne sürebiliriz. Ancak
bunu belirleyebilmek için peritonit oluflturmaks›z›n
etanerceptin uyguland›¤› bir deney modeline ihtiyaç
vard›r. KCl uygulamalar›nda ise, peritonitin yüksek
doz KCl’e verilen kas›lma yan›tlar›n› anlaml› olarak
azaltt›¤›, etil pirüvat›n ise bozulan kas›lma yan›tlar›-
n›n düzeltti¤i görülmüfltür. Peritonitte voltaj ba¤›ml›
Ca+2 kanallar›n›n aktivitesinin etkilendi¤i, düz kas
fonksiyonlar›n›n bozuldu¤u bilinmektedir (12). Bizim
çal›flmam›zda da peritonitte KCl ile oluflan kas›lma
yan›tlar›ndaki azalma muhtemelen ayn› mekanizma
ile oluflmaktad›r. Etanerceptin reseptör arac›l› kas›l-
malar› güçlendirdi¤ini, Ca+2 kanallar› üzerinden ge-
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liflen kas›lmalar› etkilemedi¤ini, etil pirüvat›n ise
Ca+2 kanallar› üzerinden kas›lmalar› düzenledi¤i so-
nucuna varabiliriz. Elektriksel uyar›, CCh ve KCl uy-
gulamalar›na verilen kas›lma yan›tlar› de¤erlendiril-
di¤inde de¤iflik konsantrasyon ve frekanslara göre
her de¤er istatistiksel olarak anlaml› olmasa da eta-
nercept ve etil pirüvat›n ileum kas›lma yan›tlar›n› dü-
zeltti¤ini söyleyebiliriz. HMGB-1’›n inflamasyon
sürecinde Ca+2 kanallar›n› etkiledi¤ini, TNF-a’n›n
ise parasempatik uyar›y› azaltt›¤›n› ileri sürebiliriz. 

Sonuç olarak peritonitte ortaya ç›kan ileusun nedeni
olan barsak doku hasar› ve bozulan motilite de¤iflik-
likliklerinde inflamasyonun iki ana mediatörü olan
TNF-a ve HMGB-1 önemli bir role sahiptir. Bulgu-
lar her iki sitokinin de¤iflik yolaklar ve mekanizma-
lar üzerinden etkili oldu¤unu göstermektedir. Bu me-
kanizmalar› aç›klamaya yönelik yap›lacak çal›flmalar
bu sitokinlerin inhibisyonunun gelecekte tedavide
kullan›labilmesine imkan sa¤layacakt›r.
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