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AZET

Amagc: Deneysel kolifte n-butirat ve glutamin lavmaniarnnin mukozal inflamasyona etkilerini
arastirnmaktir. .

Durum Degerlendirmesi: inflamatuar barsak hastahgi (BH) nin patogenezini aydinlatmayc yonelik
deneysel ve kliinlk galigmalar strmekte ve buna paralel olarak da yeni tedavl segenekleri ortaya
afilmaktadir, )

Yéntem: 54 adet Wistar-albino rat rastgele 5 gruba ayriid. Ik 3 gruba%d asetik asitrektal yolla verilerek
kolit olugturuldu. Ardindan deneklere 6 gun stre fle gnde iki kere serum fizyolojik (SF) (kolit grubu,
n:10), Fglutamin (n:12), n-batirat (n: 12) lavmailan yapildi. Sham grubuna (n: 12) kolit olusturulmadan
SF lavmani yapildl. Denekler 7. guin sakrifiye edilerek kolonik makroskopik inflamasyon skoru (MIS) ve
kolon segment agirigi / vicut agirhd (KSA / VA) orani belirlendi. Kolonik mukoza glutatyon (GSH) ve
portal endotoksin dizeyleri slgtildi. Deneklerin normal fizyolojik degerlerini dlgmekicin 8 adetdenek
lavman yaplmadan sakrifiye edilerek ayni dlgumler yapild,

Cikanmiar: Sham grubu MIS’ u kolit ve glutamin grubundan dustk, kolit grubu MiS u butirat grubundc
ylksek bulundu (p< 0.01, ANOVA test), Sham lle butirat grubu arasinda ise fark saptanmadi. KSA / VA
oraninda sham grubu lle diger gruplar arasinda anlamii fark saptanirken (p<0.001, ANOVA) kolit
grubu ile tedavi gruplar arasinda fark gézlenmedi, Mukozal glutatyon duzeyi ve portal endofoksin
diizeyleri agisinda gruplar arasinda anlami fark yoktu.

Sonug: n-Butirat lavmani kolitin siddetini makroskopik olarak hafifletmektedir. Bu galismanin sonucund
gdre deneysel kolifte mukozal GSHve portalendotoksin dizeyitayini kolitin siddetini degerlendirmede
yardimel ve gavenilir parametre degillerdir.

Anahtar kelimeler: Deneysel kolit, butirat,glutamin, glutatyon, endotoksin

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effects of the n-butyrate and I-glutamine enemas on
mucosal inflammation and portal endotoxemia In experimental induced colitis. The efiology of the
inflammatory bowel disease (1BD) is otill unknown, Efforts in trial to describing the pathogenesis of IBD
has recently increased. Some theraupetic modalities were developed during this experimental and
clinicalstudies. Colitis wasinduced with 5% asetic acidenemainrats. Saline (n:10), n-butyrate (n: 12),
l-glutamine (n:12) enemaswere applied twice dally o the rats for seven days affer induction of coliis.
Sham group (n:12) received only saline enema without induction of colitis. Rats were sacrifled at the
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ences between colitis and treatment groups were insignificant. The level of colonic mucosal GSH and
portal endotoxin of all groups were not statistically different . n-Butyrate enema reduces colonic
inflarnmation macroscopically. As aresult of this study, portal endotoxemia and colonic mucosal GSH
level measurements are not reliable indicator in assessing the severity of inflarnmation in experimen-

tal Induced colitis.

Key words: Experimental colitis, butyrate, glutamine, enema, mucosal glutathione, portal endotoxin

Inflamatuar barsak hastaligi (IBH)" nin etyo-
lojisi ve patogenezi heniiz tam olarak bilinme-
mektedir. Kolon mukozasi hiicreleri (kolonosit)
metabolik yakit olarak kisa zincirli yag asidleri
(KZY A ve dzellikle butirat), glutamin ve glukozu
kullandigi bilin-mektedir. IBH da butirat
oksidasyonundaki yetersizligik hastahgin nedeni
olabilecegi seklindeki spekiilatif aciklamalar
literatiirde yer almaktadir (1,2).

IBH dakolonun bakteriyel florasi degismekte,
KZYA Uretimi azalmakta ve sonugta mukozal
bariyer bozulup bakteri ve endotoksinlerin
sistemik yayihmi koylaylasmaktadir (3,4). Onceki
deneysel ve klinik calismalarda KZYA nin kolon
mukozasinatrofik ve vazodilatator etki gbsterdigi
bunun sonucu olarak da emilim kapasitenin
arttigl, lavman seklindeki uygulamalarinin
kortikosteroid ve mesalazin kadar etkili oldugu
bildirilmistir. Asetat, propionat ve biitirat biitiin
memelilern koloniarinda anaerobik bakteriler
tarafindan fiberlerden fermentasyon yolu ile
iretilmekte olup insan ve rat cekal KZYA molar
konsantrasyonlari benzerdir (5,6,7,8). in vitro
cahismalarda butiratin kolonik misin sentezini
artirdigl, ayni zamanda kolonositlerdeki oksijen
titketiminin % 80 inden sorumlu oldugu gézlen-
mistir (9,10).

Glutamin ince barsaklarin temel metabolik
yakiti olmakla beraber IBH da kolondaki oksi-
dasyonunun (yikihminin) arttigina dair kuvvetli
deliller mevcuttur (2,11,12). Onceki kendi
calismamizda deneysel kolitte glutamin lavman-
larin antioksidan etkisini gozlemledik (13).

Solubl bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
seviyesi inflamasyonlu dokularda azalmaktadir.
Ancak IBH da mukoza ve plazma diizeyleri ile
ilgili veriler geliskilidir (14,15,16) .

Bu calismada “n-Biitirat ve l-glutamin lavman-
lart mukozatrofik ve antioksidan etkileri nedeni
ile mukazal inflamasyonu engelleyerek endo-
toksinlerin portal dolasima gecisini azaltir”
hipotezindenyola ¢ikilarak olusturulan deneysel
kolit modelinde bu ajanlarin mukozal inf-

lamasyona olan etkilerini makroskopik deger-
lendirme, mukozal GSH ve portal endotoksin
diizeylerinin olctilmesi ile incelenmesi amac-
land.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
(UUTF) Deney Hayvanlari Laboratuarinda
spesifik patojen tasimayan ve agirliklarn 200-250
gr arasinda degisen 54 adet Wistar-Albino disi
sican Uzerinde gerceklestirildi. Denekler standart
laboratuar yemi ile beslendiler ve timii ayni
laboratuar sartlarinda barindirildilar.

Mekanik ve kimyasal travma nedeniile kolon
mukozasinda olusabilecek hasari degerlendirmek
ve normal sican degerlerinin anlasiimasi icin bir
kontrol (N) ve 4 adet deney grubu olusturuldu
(Tablo 1).

Kontrol ve Sham gruplarinda kolit olus-
turulmadi. Sham grubuna 7 giin sire ile giinde
iki kere 2 ser ml serum fizyolojik (SF) lavmani
yapildi. Diger 3 gruba da kolit olsturulduktan
sonra SF, n-bitirat ve [-glutamin lavmanlar ayni
sekilde yapildi (Tablo 1).

TABLO 1: CALISMA GRUPLARI

Gruplar sayl yapilan islem

Kontrol (N) 8 kolit yok,lavman yok
Sham  (§) 12 kolt yok, SF lavmani
Kolit (K) 10 kolit + SF lavmani
Butirat (KB) 12 kolit + biitiratlavmani

Glutamin (KG) 12 kolit + glutamin

lavmani

Kolitin olusturulmasi: 16 saat oncesinden ag
birakilan denekler ancak sigabilecekleri 6zel bir
kafese yerlestirildi ve trendelenburg pozis-
yonunda tutularak vazelinle kayganlastirilmig
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8F plastik kateter (Unoplast A/S DK 330
Handested-Denmark) araciligiile 1 ml %5 asetik
asit solusyonu ile rektal lavman yapildi.

TABLO 2: GRUPLARIN MAKROSKOPIK
iNFLAMASYON SKORU (Mi$) VE KOLON
SEGMENT AGIRLIGI/VUCUT AGIRLIGI
(KSA/VA) ORANLARI

Gruplar  MIS KSA / VA (mg/mg)

N 0 0.0016 + 0.00009 *
S 0.58 + 0.3# 0.0021 + 0.00007 A
K 7.2 +0.8# 0.0046 + 0.0006
KB 3.75 + 0.8 0.0035 + 0.00032
KG  3.75+ 09 0.0035 + 0.00028

# p< 0.01; Kile KG

#: p< 0.001; S ile K ve KB
*:p< 0.001; Nile diger
A: p< 0.001;S ile K,KG,KB

Ardindan 2 ml hava instile edidi ve hayvan 20
saniye trendelenburg pozisyonunda tutuldu.
Boylece kolit ajaninin tum kolona yayilmas
amaclandi.

n-Biitiratsoluyonu 100 mmol/l olacak sekilde
(pH:7.32) Na-biitirat (5:8635, SIGMA CHEMI-
CAL CO. St. Louis,USA) tan ve l-glutamin
solisyonu %2 lik Glutamin (G:3126,SIGMA)
(pH:4.54) den hazirland.

Denekler 7 giin boyunca standart laboratuar

Sekil 1: Gruplann MIS ile KSA / VA orani arasindaki fligki
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yemi ile beslendiler. Bir giin 6ncesinden ag P
birakilan denekler 7.giin tartildiktan sonra
Halotan (Turk Hoecchst, Topkapi-istanbul)
inhalasyon anestezisi altinda sakrifiye edilerek
steril sartlarda laparotomi yapildi.

Portal Venden Kan Orneginin Alinmasi ve
Endotoksin Tayini: Steril bir sinnga ile portal
venden 1 ml kan alindi. Alinan kan santrifdj igin
baskabirtipe  (Lithium heparinli Va-cutainer
tilp, Becton Dickinson VACUTAINER System
Eur. B:P 37-38241 Meylan Cedex,France)
aktarildi ve +4 derecede 3600 g de 10 dakika
santrifuj edidi. Santrifiij edilen kanlar derin
dondurucuda-40derecede bekletildi. Dahasonra
endotoksin kit'i ( Biowhittaker QCL 1000 ,
Choromogenic LAL 8830 Biggs ford Road
Walkersville, Maryland,USA) literattrde de tarif *
edldigi gibi (17) lumulus Amebocyte lysate assay
(LAL) yontemi ile EU/ml olarak ol¢uldu.

Kolitin Makroskopik Degerlendirilmesi:
Kolon mezosundan siyrilarak boyunca agildi.
Mukoza biyite¢ altinda incelenerek kolon
makroskopik inflamasyon skoru (MiS) Wallace
ve arkadaslarinin tarifledigi sekilde belirlendi
(18). Daha sonra kolonun distal 5 cm lik kismi
ayrilarak kurulandi, tatrtildi ve kolon segment
agirhg /viicutagirhgiorani (KSA/VA) belirlendi.
Boylece inflamasyon sonucu barsak duvarinda
olusan tdem degerlendirildi.

Mukozal Glutatyon (GSH) Tayini: Tim kolon
mukozast siyrilarak homojenize edildi. Elde
edilen bu mukoza homojenatinda Elmann

yontemi (19) GSH duizeyi pig/grislak doku olarak
belirlendi. Portal endotoksin ve mukozal GSH ;
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sekil 1: Gruplarin MIS ile KSA/VA orani arasindaki iligki
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Sekil 2: Gruplarin mukozal GSH degetleri

tayini UUTF Biyokimya laboratuarinda gercek-

lestirildi.
istatistiksel Degerlendirme: Kruskal-Wallis
o nonparametrik ANOVA testi ile yapildi.
SONUCLAR

ilk tic giin sham grubu digindaki tim
deneklerde kanliishal, halsizlik ve piloereksiyon
gozlendi.

Sham grubu MiS’u kolit ve glutamin grubun-
dan dusiik, kolit grubu MiS’u biitirat grubundan
yiiksek bulundu (p < 0.01). Shamilebiitiratgrubu
MiS‘u anlamli dizeyde farkli degildi. Kontrol
grubu KSA / VA orani diger tum gruplardan
diisiik bulundu (p<0.001). Sham grubu KSA /
VA orani da kolit, biitirat ve glutamin grup-
larindan duisiik bulundu (p < 0.001). Kolit grubu
ile biitirat ve glutamin gruplar arasinda ise bu

oran yoniinden anlamli fark saptanmad (Tablo
‘ 2). Gruplarin MiS ve KSA / VA orani arasinda
paralellik gézlendi (Sekil 1).

Kontrol grubu GSH degeri diger gruplardan
yiiksek olmakla beraber mukozal GSH degeri
gruplar arasinda anlamli diizeyde farkli degildi
(Sekil 2).

Portal vendz endotoksin diizeyi sham
grubunda diger gruplara gore yiksek olmakla
beraber yine gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmemistir (Sekil 3).

TARTISMA

inflamatuar barsak hastaliginin teda-visinde

temel amac mukozal ve sistemik hasarin azal-
tilmasi, durdurulmasi ve hatta mukozal iyiles-

meye katki saglanmasi seklinde 6zetlenebilir.

Bu giine kadar antioksidanve/veya mukozatrofik

' ajanlar bu amagla gerek klinik ve deneysel arag-
tirmalarda ve gerekse klinik uygulamalarda

] .
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kullanilmaktadir. Bu deneysel kolit modelinde
bir mukozatrop ajan olan blitirat ve yine intesti-
nal sistem mukoza hiicrelerinin temel metabolik
yakiti olan ayni zamanda antioksidan 6zelligi de
olan glutamin’in mukozal inflamasyonu azaltip
azaltmadigini arastirdik.

Deneysel kolit modeli olusturmak igin bu
giine kadar ¢esitli ajanlar kullanilmistir. Asetik
asidin degisik konsantrasyonlardaki (%4-%8)
cozeltileri de calismalarda bu amagla kullanil-
maktadir. Asetik asitle olusan kolit modeli
nonspesifik bir kolit modeli olup %4 asetik asit
ile kolonun irrigasyoinu sonucu 1. glinde siiper-
ficial kolit, 4.giinde insandaki ulseratif kolite
benzer bulgular gézlenmekte ve 7.giinde
regenerasyonun baslamaktadir(20,21,22,23). Biz
decalismamizda benzer konsantrasyonda asetik
asit kullandik ve kullandigimiz mukozatrop
maddelerin etkilerini daha iyi gozlemleyebilmek
icin denekleri, regenerasyonun baslama zamani
olan 7.giin sakrifiye edip incelemeyi yaptik.

MIS’ u bakimindan kontrol grubu ile sham
grubu degerleri benzerdir. Sham grubuMiS’unun
kolit, KG, KB gruplarindan disitk olmasi kulla-
nilan kolit ajaninin kolt modeli olusturdugunu
gostermektedir. Ayrica KSA / VA oraninin da
sham grubundadiger gruplara gore diisitk olmasi
bunu desteklemektedir. '

Grubu MIS’ unun kolit grubundan distik
sham grubundan farksiz olmasi, &nceki cahs-
malarda bahsediligi gibi (2,7,8,24,25,26) bu
calismadada bitirat'in mukozatrofik etkisi oldugu
anlamina gelmektedir. Onceki calismamizda
TNBS-E ile olusturdugumuz kolit modelinde
benzer rejimle kullandigimiz KZYA kokteyli
lavmani uygulamasi sonucu MIS ve KSA / VA
oranlarindakolitgrubuna gore anlamli degisiklik
bulamamistik (13). Mevcut calismada ise daha

12 .

08+
i

058 +

e

02 -

ol HR B e R
N s K KG KB

Gruplar

Endotoxin (EU/mi)

Sekil 3: Portal ven6z endotoksin diizeyleri
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yiiksek konsantrasyonda ve tek bagina butirat
verildiginde mukozatrofik etki goriilebilmistir.
Bunun nedeni ; iIBH’ da metabolizmasi en ¢ok
etkilenen KZYA’ nin butirat olmasi diigtinilebilir
(6,27,28). Biitirat kolonositlerin yenilenmesini
stimule etmekte ve limenden sivi elektrolit
emilimini artirmaktadir. Ayrica 6nemli bir anti-
oksidan bariyer olan misin sentezini artirmak-
tadir(2,10,21). Diger KZYA larin aksine butirat'in
bilytk cogunlugu kolonositlerde metabolize
olmaktadir (5,29). Her ne kadar iilseratif kolitte
yag esidlerinin beta oksidasyonu bozulmasi
sonucutedavide etkilerinin olamayacag) disiint-
lirse de invivo, in vitro ve hayvan galismalarinda
intraluminal verilmelerinin olduk¢a anlamh
faydalarinin oldugu iddia edilmektedir
(6,30,31,32,33,34,35,36,37.38).

Diger tum deney gruplaninda oldugu gibi
biitirat grubunda da mukozal glutatyon duizeyi
ve portal endotoksin diizeyinde kontrol grubuna
gére anlamli degisiklik gozlenmemistir. Bu
sonuclar biitirat'in deneysel kolitt modelinde
olumlu etkilerinin gozlenecegi hipotezini olum-
suz yonde etkilemektedir.

iBH' dabiitirat'in aksine glutamin’in, kolonda
oksidasyonunun arttigi gozlemlenmigve intralu-
minal uygulamalar igin mukozatrofik ve antiok-
sidan olarak dikkat cekmektedir. Glutamin
enterositlerde epidermal growth faktorii aktive
temekte ve mitojenik aktiviteyi artirmaktadir (39).
iBH’ da glutamin’in oksidasyonu ozellikle hizla
bélanen hiicrelerin bol oldugu inen kolonda
artmaktadir (27,35,40). Glutamininin intralumi-
nal kullaniminin gastrointestinal sistemden
bakteri ve endotoksinlerin translokasyonuna
etkisi 6nceki deneysel calismalarin sonuglarina
g(’jregeli§ki|idir(‘l2,41,42,43,44).(;ali§mam|zda
da goriildugii gibi mukozatrofik ozellikle endo-
toksinlerin sistemik yayilimini énlemeleri her
zaman miimkiin olmamaktadir. Mukozal GSH
diizeyindeki azalma en az glutamin grubunda
goriilmistir. Bu sonug glutamin’in antioksidan
etkisini hatirlatmaktadir.

IBH' da degisen bakteriyel florasonucu bakteri
ve endotoksinlerin sistemik yaythmi artmaktadir
(4,23,45). Calismamizdaki deney gruplarinda
portal endotoksin duzeyinin normalden farkh
olmamasi bu testin gtvenilirliginin tartigihir
olmasina yol agmaktadir.

Bir antioksidan madde olan GSH, sindirim
sistemi mukozast korunmasinda énemli rol oyna-
maktadir (20,46) ve iBH da kolonik mukozadaki
seviyesi cogunlukla azalmaktadir veya degis-
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memektedir (14,16,47). GSH seviyesi hakkinda
bu celiskilerin nedeni bu maddenin labil ve
diger metabolitlerinekolaylikla déniisebilmesin-
den kaynaklanabilir (46,48). Bizim ¢alismamizda
dabudurum gorilmektedir. Calismamizin sonug-
larina gére; biitirat ve glutamin’in iBH da potan-
siyel etkilerinin standardize edilebilmesiicin da-
ha spesifik calismalara ihtiyag vardir. Genel an-
lamdatek baslarinatedavide yer almalar simdilik
spekiilatifbilgilerden ibarettir. Portal endotoksin
diizeyi olciimleri deneyimli laboratuarlarda
yapilmalidir. Mukozal GSH dizeyi ise GSH in
biyolojik davranigi nedeniile bu gibi calismalarda
yardimei bir indikatér olarak tek bagina ele
alinmamalidir.
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