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OZET

CENNET O, Besinler ve Gastrointestinal Sistem Salgilarinin Deneysel Sigan
Modelinde intestinal Biitiinliik Uzerine Etkileri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali Uzmanlik Tezi, Ankara, 2018.

Giris: Hicreler arasi bagirsak gecirgenligi, baslica ‘tight junction’ (TJ) proteinleri
tarafindan siirdiridlmektedir. T)'lerin ve bagirsak epitelinin morfolojik bozulmasi ile
bakteriler ve bakteri bilesenleri sistemik dolasima gecebilir. Bozulmus bagirsak bariyer
islevi bircok hastalik ile iligkilidir. Bagirsak epiteli ve TJler gesitli etkenler tarafindan
kontrol edilmektedir.

Amag: Bu calismada safra ve pankreas salgisi ile gidalarin, sican jejunumunda
bagirsak morfolojisi ve mikroflorasi lizerine etkilerini degerlendirmeyi amacladik.

Metod: Otuz adet erkek sprague-dawley cinsi sican her bir grupta 10 tane olacak
sekilde ¢ gruba bolliindl: Kontrol grubu, biliyopankreatik (BP) grup, jejunal ‘by pass’ (JP)
grubu. Gruplara yapilan islemler sonucunda safra ve pankreas salgisinin ge¢cmedigi,
gidanin gecmedigi veya her ikisinin birden gecmedigi jejunal segmentler ve kontrol
segmentleri olusturuldu. Sicanlarin Uglinct haftanin sonunda kan ve bagrisak érnekleri
alindi. Portal veninden lipopolisakkarit (LPS) ve sitrulin dlcimleri icin kan alindi. Her bir
jejunum segmentinde aerobik kiltiir sonrasi koloni sayimi ‘log10(CFU/mg)’ olarak ifade
edildi. Bagirsak morfolojisindeki degisiklikler (villus/kript orani, intraepitelyal lenfosit
sayimi) ve TJ proteinlerinin (okludin, klaudin-1, Zonula okludens-3 (ZO-3)) dagilim ve
ekspresyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Villus/kript orani safra ve gidanin birlikte gecmedigi segmentlerde
digerlerine goére daha diisiikti (p:0.007). intraepitelyal lenfosit sayisi safra ve gida
olmayan segmentlerde en yiksekti (p<0.001). Klaudin-1 immunohistokimyasal boyama
dagihmi, eger o segmentte gida yoksa belirgin bir sekilde zayif boyanmisti(p:0.035).
Okludin boyanma siddeti gida varligi ile anlamh olarak artmisti(0.016). Jejunal aerobik
bakteriyel poptlasyon kontrol grubu (logl0(CFU/mg):-0.3+0.6) ile karsilastinildiginda,
safra ve gidanin beraber var olmadigi segmentlerde (logl0(CFU/mg):-1.32+0.61) azalmis,
safra yoklugunda (log10(CFU/mg):0.1+1.08) ise artmisti (p:0.043). Plazma sitrulin ve
lipopolisakkarit diizeyleri, gruplar arasinda anlamli olarak farkl degildi.

Sonuglar: Besinler ve gastrointestinal salgilarinin bagirsak morfolojisi ve bitiinlik
belirtecleri lizerine 6nemli etkileri mevcuttur. Bizim calismamizda; safra ve pankreas
salgisi ile gidanin varhigi veya yoklugu, jejunum morfolojisini, intraepitelyal lenfosit
sayisini ve bazi TJ proteinlerinin (okludin, klaudin-1) ekspresyon paternini degistirmistir.
Bu etkiler gida varhgl veya yoklugu durumunda daha belirgindir. Ayrica mikrobiyolojik
cevrede bu degisimlerden etkilenmektedir. Bizim sonuglarimiz gastrointestinal sistem
yapisi ve bitlinligl Gzerine oral gidalarin dnemli etkisi oldugunu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tight junction, klaudin, okludin, zonula okludens, intestinal
biittinliik, sican, imunohistokimya, lipopolisakkarit, sitrulin



ABSTRACT

CENNET O, Effects of Food and Gastrointestinal Secretions on Intestinal
Integrity in an Experimental Rat Model Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis
of General Surgery, Ankara, 2018.

Introduction: Paracelluler intestinal permeability is mediated by mainly tight
junction proteins. Deteriotion of tight junction (TJ) proteins and morphological structure
of intestinal epithelium may permit translocation of bacterial end-products
(lipopolysaccharides) into the serum. Impaired gut barrier fuction is related to several
disease states. Intestinal epithelium and tight juntion proteins are regulated by many
factors.

Aim: The aim of this study was to investigate effect of biliopancreatic secretions
and foods on intestinal morphology and microbial flora of rat jejunum

Methods: Thirty sprague-dawley male rats were randomly divided into three
groups. (10 per groups): Control, biliopancreatic (BP) and jejunal by-pass (JP) group. By
these operations biliopancreatic juice deficient (bile(-)), food deficient (food(-)) and both
of them deficient (bile(-)/food(-)) jejunal segments and corresponding control segments
were obtained. Animals were sacrified at the end of week 3. We obtained blod from
portal vein for lipopolysaccharides(LPS) and citrulline levels. Each jejunal segment
samples were cultured quantitatively (log10(cfu/mg)). We observed the changes in the
intestinal morphology (villus/crypt ratio, intraepithelial ymphocytes) and expression and
distribition of tight junction proteins (occludin, claudin-1, Zonula Occludens-3) by using
immunohistochemistry

Results: Villus height to crypt depth ratio was lower in the bile and food deficient
segment than others(p:0.007). Intaepithelial lymphocytes were significantly highest in
the bile and food deficient segment(p:<0.001). Immunohistchemical staining pattern of
claudin-1 was weaker when there was no food(p:0.035). Occludin expression increased
if the segment contained food(0.016). Jejunal aeorobic bacterial count decreased in bile
and food deficient segment(log10(CFU/mg):-1.32+0.61) and increased in bile deficient
segment(log10(CFU/mg):0.1+1.08) when compared with control
segment(log10(CFU/mg):-0.3+0.6)(p:0.043). There were no statistically significant
difference in plasma lipopolisaccharides and citrulline levels between the groups.

Conclusions: There are significant effects of foods and gastrointestinal secretions
on intestinal morphology and integrity markers. In our study; the presence or absence of
bile and pancreatic secretions altered the expression pattern of jejunum morphology,
the number of intraepithelial lymphocytes, and the expression of some TJ proteins
(occludin, claudin-1). These effects were more prominent in the presence or absence of
food. The microbiological environment also affected by these changes. Our results
implicate the importance of oral food on the structure and integrity of the
gastrointestinal tract which may play role on some diseases.

Key Words: Tight junction, claudin, occludin, zonula occludens, intestinal
integrity, rat, immunohistochemistry, lipopolysaccharides, citrullin
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1. GiRiS

Gastrointestinal sistem, alt 6zefagus sfinkterinden anilise kadar birbiriyle
baglantili hiicrelerden olusarak, viicut ile dis ¢evreyi birbirinden ayiran bir bariyer
olarak gorev yapmaktadir. Bu bariyer gevresel zararli ajanlarin viicuda girisini

engellemesi acisindan 6nemli bir role sahiptir.

ince bagirsak gecirgenligi, paraseliiler (hiicreler arasi) ve transeliiler (hiicreler
yoluyla) gegirgenlik olarak iki kisimdir. Paraseliler gegirgenlik, “tight junction” (TJ)
proteinleri ile stirdirtlmektedir. TJ yapisi hiicre zarinin intraseliiler ve ekstraselller
kisimlarinda yerlesmis bulunan ‘klaudinler’, ‘okludinler’ ve ‘zonula okludensler’ (ZO)
gibi bir takim karmasik protein yapilarindan olusmaktadir. Bu yapilardaki bozulmalar
sonucu bir takim hastaliklar karsimiza ¢cikmaktadir. Ornegin Clostridium perfringens
isimli bakterinin enterotoksini klaudin proteinlerini hedef alarak TJ gegirgenligini

arttirmaktadir[1].

Epitelyal TV ler ¢ok gesitli uyarilar ile agilip kapanabilmektedir. Bu uyarilar;
nutrisyonel durum, humoral ve néronal bir takim sinyaller ve ¢ok cesitli hiicresel
yolaklar gibi karmasik bazi sireglerden olusmaktadir. Anormal gegirgenlik ile
iliskilendirilen bircok hastalik bulunmaktadir. Bunlarin baslicalarini, diyabet, Crohn
hastaligl, multipl skleroz, irritabl bagirsak sendromu gibi hastaliklar olusturmaktadir.
Ayrica ciddi akut pankreatitli hastalarda, kritik yogun bakim hastalarinda olasi
enfeksiyoz komplikasyonlar vb. istenmeyen durumlari azaltmak icin, bozulmus
bagirsak bariyerini dizeltmeye yonelik girisimler denenmistir[2]. Bu girisimlerin

basinda enteral beslenme ile bagirsak butinliginin saglanmasi yer almaktadir.

Safra ve pankreas salgisi, diyetteki besinlerin ve Ozellikle yaglarin bagirsak
limeninden emilimine yarar ve kolesterol homeostazina katkida bulunur. Ozellikle
son zamanlarda safra tuzlarinin glukoz ve lipit metabolizmasini degisik yonlerden
etkileyerek intestinal bariyer islevine katki sagladigi bildirilmistir[3]. Ayrica safra
tuzlari gesitli yolaklarda gorev alarak enterosit proliferasyonu ve apoptozunda gorev

aldigi dustindlmektedir.



ince bagirsak butunliginin bozulmasi bakteriyel lipopolisakkaritlerin
translokasyonuna izin vererek endotoksemi ve sonug olarak inflamatuar sireglerin
baslamasina sebep olabilir. Bozulmus bagirsak butunligl steatohepatitis, yagh
karaciger hastaligi gibi bazi durumlarla iliskilidir. Obezlerde, diisiik seviye inflamatuar
durumun tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk faktorli oldugu

bildirilmistir[4].

Paraselller permeabilitenin  degerlendirilmesi igin  birgok yontem
kullanilmaktadir. Bu yéntemler in vivo veya in vitro élgiimleri icermektedir. Olgiim
yontemleri temel olarak bazi prensiplere bagh ¢alismaktadir. Bir bariyerin iki yuzi
arasindaki konsantrasyon farkini 6lgme, epitel ylizey alanini degerlendirme, belirli
maddelerin gecis sliresini degerlendirme ve bariyere ait yapilarin degerlendirilmesi
gibi bazi temel prensipler ile calisan bu yontemlerle permeabilite calismalari
yapilabilmektedir. Gastrointestinal gecirgenligin ve bunun neticesindeki bakteriyel
translokasyonun degerlendirilmesi amaciyla dokular, TJ proteinlerine karsi gelistirilen
antikorlarla immunohistokimyasal olarak boyanarak epitelyal bariyerin bitlnliga ve
devamhligi gézlemlenmektedir. TJ, yapisinda bulunan klaudin ve okludin ailesi ve
zonula okludenslerin (ZO) birbiriyle koordineli bir sekilde iliskileri sonucu

olusmaktadir[5].

Sitrulin temel olarak ince bagirsak enterositleri tarafindan sentezlenen bir
aminoasittir. Plazma sitrulin konsantrasyonu, metabolik olarak aktif enterosit kitlesini
yansitan kantitatif bir biyobelirtectir. Bu sayede absorbtif enterosit kitlesi kan sitrulin

dizeyleri sayesinde degerlendirilebilir[6].

Bakteriyel bir trin olan lipopolisakkarit (bakteriyel dis hiicre membraninin
ana bileseni) 6lcimi bircok calismalarda o6zellikle sepsisli hastalarda basarili bir
sekilde endotoksemiyi gostermistir. Bozulmus bagirsak bitlinlGgli sonucu artmis
lipopolisakkarit diizeyleri bagirsak duvarindan bakteriyel translokasyonun gostergesi

olabilir[7].



Son zamanlarda bagirsak mikroflorasinin  konakginin  bagisikhgl ve
metabolizmasi ile olan etkilesiminin bazi metabolik hastaliklar ile olan etkisinin
anlasiimasi ile cesitli gorisler 6ne strilmdistir[8]. Bircok mekanizma ile bagirsak
mikroflorasi kronik dislik seviyeli inflamasyonu indiikleyerek cesitli metabolik

hastaliklara yol actig1 distinilmektedir.

Bu ¢alismada; sadece agizdan alinan besinlerin gectigi jejunum segmenti,
sadece biliyopankreatik sivinin gectigi jejunum segmenti, her ikisinin gectigi jejunum
segmenti ve highir salgl ve besinin gecmedigi jejunum segmenti olusturulup bu
segmentlerden alinan oOrnekler histopatolojik olarak gecirgenlik belirtegleri ile
incelenmis, mikrobiyolojik olarak bu farkli segmentlerin mikrobiyal florasi incelenmis,
bu gruplarin portal veninden alinan kan 6rneklerinden endotoksemi belirteci olan

lipopolisakkarit ve bagirsak bitlnligu belirteci olan sitrulin dizeyleri 6lctlmustr.

Olusturulan deneysel modelde bakilan bazi parametrelerle besinlerin, safra ve
pankreas salgilarinin varliginin/yoklugunun etkilerinin sonuglarini degerlendirmek
amaclanmistir.  Bu sayede elde edilen sonuglar ile ince bagirsak
gecirgenligi/butunligi ve mikrobiyolojik degisiklikler ile; nutrisyon, safra ve pankreas

salgilari arasindaki iliski belirlenmistir.

Nutrisyon bilindigi Gizere insan hayatinin devami i¢in vazgecilmez 6gedir. Son
yillarda bu konu daha da iyi anlasiimaktadir. Bu calisma sayesinde olusturulmus sican
modeliyle ntrisyon ile safra ve pankreas salgilarinin, ince bagirsak Uzerindeki

etkilerinin sonuclari in vivo olarak ortaya konulmustur.



2. GENEL BiLGILER

Gastrointestinal mukoza dis ¢evreyle en ¢ok temas halinde olan viicut
ylizeyidir ve patojenlerin viicuda olasi en 6nemli giris yollari arasindadir. Bu nedenle
insan saghg icin; luminal antijen maruziyetini engellerken besin emilimini saglamak
son derece gereklidir. Bu karmasik gorevi saglamak icin, intestinal mukoza, besinlerin
aktif ve pasif transportunu saglayip, potansiyel zararli maddelerin girisini
engelleyerek dinamik vyari gecirgen bariyer gorevini Ustlenmektedir. Bu sireg
nérohormonal ve immiin bilesenlerce siki bir sekilde kontrol edilmektedir. intestinal

bariyer bircok anatomik ve fonksiyonel elementlerden olusmaktadir.

Klinik ¢ahsmalar; intestinal bariyer islevinin, diyet, stres, bakteri ve ilag
tuketimi gibi bircok faktor tarafindan etkilendigini gostermistir[9](Sekil 2.1). Eger bu
degisiklikler kontrol altina alinamayip kalici hale gelirse hastaliga dontisebilmektedir.
Ozellikli olarak artmis permeabilite ¢élyak hastaligi, inflamatuar bagirsak hastaliklar,
irritabl bagirsak sendromu ve besin alerijisi gibi sindirim sitemi ile ilgili hastaliklar veya
sizofreni, diyabet veya sepsis gibi sindirim sistemi disi hastaliklar ile yakindan

ilgilidir[10]. Butln bunlar mukozal bariyerin insan saghgi icin nemini gostermektedir.

Cevresel faktérler
(bakteriler,
gidalar)

h 4

Hicresel
Degisiklikler Paraseliiler
.’ ) Gegirgenlikte
Degisiklikler

‘Tight Junction'’
Dilizenlenmesi

A

internal faktérler
(sitokinler, biiylime
hormonlan)

Sekil 2. 1 Paraseliiler gegirgenligi etkileyen faktorler



2.1. intestinal Bariyer

intestinal bariyer, hiicresel ve ekstraseliiler elemanlardan olusan, cesitli
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri olan karmasik bir savunma yapisina sahiptir. Temel

olarak 2 kisimdan olugmaktadir.
2.1.1. Luminal Kisim

Bu kisim cevresel etkenlere karsi ilk savunma mekanizmasini sunmaktadir.
Distik pH, aktif enzimler iceren mide, pankreas ve safra salgilari birgok

mikroorganizmaya karsi toksik etki gostermektedir.

Luminal mikrobiyata, antimikrobiyel salgilari ve luminal pH’yl degistirerek
patojenlerin kolonizasyonunu engellemektedir. Mikrobiyata viicudun bariyer
elemanlari arasinda yer almaktadir ve intestinal epitel hiicreleri, immun sistem ve

sinir sistemi ile yakindan iliski halindedir[11].

Viskdz mukus tabakasi, intestinal epitel degisimi/donisimu, sekresyonlari ve
peristaltizmi, vicudun zararl madde ve mikroorganizmalara maruziyetini
kisitlamaktadir. intrinsik ve ekstrinsik sinir sistemi ile liimen arasindaki hassas iliski,
tam ve koordineli bir sekilde intestinal motilite ve sekresyonlarini diizenleyerek

patojenlerin temizlenmesine yardimci olur[12].
2.1.2. Hiicresel Kisim

intestinal epitel fiziksel olarak dis cevreyle i¢c cevreyi birbirinden ayirir. Tek
tabaka Ozellesmis epitel hiicrelerinden olusur. Bu hiicrelerin biyik kismi (%80)
enterositlerden olusmustur. Bu enterositler bariyer gérevi géren, sindirim, metabolik
ve immun faaliyetleri stirdliren ¢ok islevli hiicrelerdir. Diger baslica epitel hiicreleriise
mukus Gretimi ve sekresyonunu saglayan goblet hiicreleri, hormon ve noéropeptit
salgilayan enterokromofin hicreler, luminal antijenleri alip lenfoid agregatlara sunan

M hcreleri gibi bir takim hiicrelerdir[13].



Etkili bir mihirleme sitemi saglamak icin, hiicreler, hiicre adezyon proteinleri
vasitasiyla birbirine tutunmustur. Boylece, intestinal epitel hiicreleri; i¢ ve dis ¢evre
arasinda elektrolik gradiyentini slirdiiren sirekli polarize tabaka olustururlar. Bu

tabaka mukozal bariyerin surdirilmesi i¢cin anahtar role sahiptir.

Ayrica epitel hiicrelerine komsu olarak bag dokusu; gesitli immun hcreleri,

noronlari, damarlari ve fibroblastlari barindirarak bu sisteme katkida bulunmaktadir.
2.2. intestinal epitel

intestinal epitel hiicresi tek tabaka halinde hiicresel adezyon proteinlerince
birbirine tutunmus, polariteyi olusturan, hiicresel iletisime izin veren ve fiziksel
bitlinligl slirdiren temel yapitasidir. Tek tabakali epitel hiicresi, hicreler arasi
adezyon proteinleri tarafindan muihurlenmistir. Boylece polarite olusturup, hiicre

iletisimine izin verilerek epitelin fiziksel bltlnltgl strdirilmektedir.

Hiicreler arasi kavsaklarin en vyizeyel kisminda TJ bulunmaktadir. Bu
proteinler apikal ve bazolateral plazma membrani arasindaki siniri olusturmaktadir.

Kiglk suda ¢ozllebilir molekillerin hiicrelerarasi gegisini diizenlerler[14].

Bu yapisal ve diizenleyici proteinlerdeki degisiklikler, bariyer disfonksiyonu ve
intestinal hastaliklarla iliskilidir. Antijen translokasyonundaki kisitlayici rolii ve
kompartmanlar arasindaki polaritenin strdirilmesi gibi dnemli roli nedeniyle T)'ler
yogun calisma kaynagi olmuslardir. T)'ler bariyer islevi disinda, epitel hicrelerinin

proliferasyonu, farklilasmasi ve kanser gelisiminde rol almaktadir.
2.2.1. intestinal Epitelin islevleri

Calismalar intestinal epitel hiicrelerinin (iIEH) 3 major islevi oldugunu

gostermistir:

Birinci islevi absorbsiyondur. IEH’lerin apikal hiicre membrani; glukozu,
aminoasitleri, peptitleri, karboksilik asitleri, vitamin ve mineralleri ve bazen besin

olmayan maddeleri transport eden c¢ok sayida tasiyiciya sahiptir. Besinler bu



tastyicilar tarafindan IEH’lerin icine alinirlar. Daha sonra dolasima bazolateral

membranda yer alan ayni veya farkh tasiyicilar vasitasiyla salinirlar.

‘Paraseliiler transport’; iEH’lerin arasinda bulunan bosluk veya araliklari
kullanarak pasif diflizyon sistemidir[15]. Bu, klicik molekiler bilesikler igin farkl bir
emilim mekanizmasidir.  Paraseliiler transport TJ'lerin permeabilitesi ile
diizenlenmektedir ve Ozellikle mineral absorpsiyonu ile ilgili olarak 6nemli oldugu

dustinilmektedir.

Hidrofobik maddeler genellikle ‘transeliiler pasif difiizyon’ ile tasinmaktadir.

Bunun nedeni bu maddeler kolaylikla hiicre membranini gecebilmeleridir.

Transsitoz olarak adlandirilan ‘intraseliiler vezikil baglantili transport sistemi’
proteinler gibi yiksek molekiler yapili bilesiklerin tasinmasinda kullaniimaktadir.
Boylece IEH’leri farkl yapisal, fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olan besin ve besin

disi 6gelerin transportu icin ¢cok degisik mekanizmalara sahiptir.

ikinci islevi bariyer saglanmasidir. Bu islev fiziksel ve biyolojik bariyer islevi
olarak siniflandirilabilir. Bahsi gecen bu fiziksel bariyer islevi IEH’lerin bitiinlGgi icin
gerekli olan epitelyal TJ bariyerini icerir. T)ler suda ¢ozinen kiglk molekiler
bilesiklerin gegmesini saglayan kiictik bosluklar ve porlar icermesine karsin mikrop ve
alerjenler gibi blyik maddelerin gecisini engelleyen onemli fiziksel bariyer rolline
sahiptir. Diger taraftan biyolojik bariyer detoksifikasyon enzimleri (sitokrom
p450(CYP) vb.) tarafindan kurulan sistemleri icerir. Cesitli patojenlere karsi salinan
Imunglobulin A (IgA) sekresyonu ve antimikrobiyel peptitlerin tretimi de iEH’lerin

biyolojik bariyer islevleri arasinda yer alir[16, 17].

IEH’lerin G¢linci islevi sinyal taninmasi ve iletimidir. Enteroendokrin hiicreler;
bazi reseptorler vasitasiyla bagirsak limenine ulasmis olan besin tiirevlerini tanidigi
bilinmektedir. Bdylece bazolateral membran tarafindan gastrointestinal sistem (GIS)
hormonlari salinir(érn. kolesistokinin(CCK)). IEH’lerin biiyiik kismini olusturan
absorbtif hiicreler c¢esitli ‘Toll like reseptorler’ (TLR) eksprese etmektedir.

Lipopolisakkaritler (LPS), peptidoglikanlar gibi bakteriyel bilesenler bu TLR tarafindan



taninmaktadir. Boylece cok ¢esitli sitokinlerin salinimi degisik sinyal yolaklarini
baslatmaktadir. Diger bir deyisle IEH’ler yiyecek sinyallerini i¢ sinyallere cevirerek

dondstirici roll tGstlenmektedir[18, 19].
2.3. ‘Tight Junctionlarin’ (TJ) Molekiiler Yapisi

TVler iEH’lerin lateral membranlarinin apikal ucunda yerlesmis olan coklu
protein kompleksleridir. iyon, c¢ozelti ve sivi molekiillerinin paraseliiler gegcisini
dizenlerler. Ayrica protein ve lipidlerin serbest diflizyonunu hiicre polaritesini

surdirerek engellerler[14].

Dort integral transmembran proteinler, ‘okludin’, ‘klaudinler’, “junctional’
adezyon molekiult’ (JAM) ve ‘tricelulin’ bugline kadar tanimlanmistir[20-23]. Klaudin
ailesi en az 24 lyeden olusmaktadir. Bu transmembran proteinlerin ekstraseliler
bileseni, cevredeki hiicrelerle homofilik ve heterofilik iliskilerle selektif bariyeri
olustururlar. Bu transmembran proteinlerin intraseliler kismi ise ‘zonula okludens’
(ZO) proteinleri gibi sitozolik ‘scaffold’ proteinleri ile birlesirler. Daha sonra ZO
proteinleri, transmembran proteinleri aktomiyozin halkalarina baglar[24, 25]. TJ
proteinlerin aktin iskeleti ile iliskisi TJ yapisinin korunmasinda hayati 6neme

sahiptir(Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2 'Tight Junction' (TJ) proteinlerinin sematik gosterimi

2.3.1. Okludin

Okludin (~65 kDa) 1993 vyilinda ilk kesfedilen integral transmembran TJ
proteinidir[20]. Okludin 4 transmembran ‘domaini’, 2 ekstraseliiler lupu ve 1
intraselller lupu olan tetraspan membran proteinidir. Okludinin ekstraseliiler
loplarinin homofilik iliskisi makromolekdillere karsi bariyer olusturur. Uzun C-
terminal bileseni ZO proteinleri gibi bircok intraseliler TJ proteinleri ile iliski

halindedir[26].

Okludinin islevi tamamiyla heniiz anlasilamamistir. Ancak hayvanlar ve hiicre
kaltarleri kullanilarak yapilan ¢ok sayida galisma, intestinal epitelde TJ'lerin yapi ve
permeabilitesinde ¢ok onemli roli oldugunu gostermistir. Yapilan calismalardaki

veriler T) lerin slirdirilmesi ve birlesmesinde rol oynadigini diisiindiirmektedir[27].



2.3.2. Klaudinler

Klaudinler (20-27 kDa) 1 intraseliiler ve 2 ekstraseliiler lupu olan C ve N
terminal sitoplazmik domaini olan tetraspan membran proteinidir[21]. Okludinlerle
sekans benzerligi barindirmaz. Klaudinlerin ekstraselller luplari komsu hicrelerle
homofilik ve heterofilik etkilesim kurarlar. Boylece bu etkilesim sonucunda ya bariyer
olusturular ya da segici molekillerin paraseliler yolakla ge¢mesi icin porlar

olustururlar[28].

Bircok calisma klaudinlerin anahtar roliinde oldugunu ve TJ)lerin omurga

kemigini olusturdugunu gostermistir[29, 30].

Klaudinler en az 24 Uyeden olusan multigen aileden olusmaktadir. Her bir
izoformu dokularda kendi ekspresyon paterni ve 6zelliklerini géstermektedir. Klaudin
1, 3, 5, 11, 14, 19; islev olarak net bir sekilde tikayici/kapatici role sahiptir. Diger

taraftan klaudin 2, 10, 15, 17 ise agik¢a kanal olusturucudur[31].

Sican kolonu en yiksek epitel direncine sahiptir. Bunu duodenum, jejunum ve
ileum takip eder. Duodenum ve kolon ‘kapatici’ klaudinler 1, 3, 4, 5, 8 en glicli sekilde
eksprese eder. Gegirgenligi arttiran klaudin 2, 7, 12'yi ise jejunum ve ileumla

karsilastirildiginda az eksprese eder[32].
2.3.2.1. Klaudin-1

Klaudin-1 bagirsak dahil bir ¢ok dokuda bulunmaktadir. insan sigmoid
kolonunda klaudin-1 lateral membranda ve kriptlerde gozlenmektedir[33]. Ayrica
klaudin-1 kolanjiyositler ve hepatositlerde de eksprese edilmektedir ve genin islev
kaybiyla sonucglanan mutasyonlarda neonatal sklerozan kolanjite neden oldugu
gosterilmistir[34]. inflamatuar bagirsak hastaliklarinda (iBH) klaudin-1 protein
ekspresyonu anlamli bir sekilde azalmaktadir. iBH iliskili diyare TJ proteinlerinin
okludin, klaudin-1 ve Z0O-3 internalizasyonu sonucu paraseliiler permeabilitenin

artmasi nedeniyle olustugu distinilmektedir[35, 36].
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iBH disinda bircok hastalik intestinal disfonksiyon sonucu ortaya ciktig iddia
edilmistir. Alerjik dokular igin, alerjen yiyeceklerin maruziyeti sonrasi, klaudin-1
ekspresyonunun azaldigi ve hiicreler arasi bolgelerde bozulmalar oldugu
gozlenmistir[37]. Ayrica akut pankreatit, intestinal hasari indikleyerek klaudin-1’in
hem mRNA hem de protein diizeyinde ekspresyonunun azaltabilmektedir. Malign
obstruktif sarilik hastalarinda duodenumda azalmis klaudin-1 ekpresyonuyla birlikte

mikrovillus kaybi ve genislemis hiicre baglantilari gosterilmistir[38].

intestinal epitel bariyer islevi siklikla travma, yanik, sok ve diger kritik cerrahi
hastalarda bozulmustur. Boylece artmis intestinal permeabilite ve gastrointestinal
sistemden  (GIS) bakteriyel ve/veya endotoksinlerin  translokasyonuyla
sonuclanabilmektedir[39]. Yanik hastalarinda gastrointestinal sistem Ulserlerini
engellemek amaciyla profilaktik olarak H2 reseptdr antagonistinin yani sira enteral

beslenmenin de eklenmesi dnerilmektedir[40].

Klaudin-1 normal enterositlerin apikal kisminda zayif olarak eksprese
edilmektedir. Ancak kolorektal kanser hiicrelerinde ise gliclii olarak eksprese
edilmektedir[41]. Klaudin-1 ekspresyonunun mRNA ve protein diizeyinde kolorektal
kanser dokularinda normal spesimenlere gére artmis oldugu bulunmustur. Klaudin-1

proteini bu nedenle kolorektal tiimoriyogenezde major faktor olarak rolii olabilir[42].

Bircok bakteri ve virls bagirsaklarda enfeksiyona yol acabilir ve intestinal
permeabiliteyi degistirebilir. Bazi bakteriler bagirsaklar lizerine faydali etkiler
sergilerken, bakteri ve/veya endotoksin translokasyonu ve artmis GIiS permeabilitesi,
sistemik inflamatuvar cevap sendromunda (SIRS), ¢coklu organ yetmezligi (MOF) gibi
cok ciddi komplikasyonlarda énemli rolii oldugunun farkina varilmistir[43]. Ornegin
enteropatojenik  Escherichia coli'nin enfeksiyonu sonrasi intestinal epitel
hiicrelerinde Z0O-1, okludin, klaudin-1 progresif olarak azaldigi ve bariyer islevi
kaybiyla sonuclandigl gosterilmistir[44]. Bu nedenlerle TJ proteinlerini dlizenleyici
molekillerle ve kimyasal ajanlarla yapilan calismalar intestinal hastaliklarin

tedavisine olanak saglayabilir.
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2.3.3. ‘junctional’ Adezyon Molekiilii

JAM ailesi immunglobulin(lg) sliperailesine aittir ve 2 ekstraseliler Ig alani, 1
transmembran alani ve 1 intraseliiler C-terminal alanina sahiptir. JAM Uyeleri; epitel,
endotel, immun hiicreleri gibi bir ¢cok farkl hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir. TJ

diizenlenmesinde rol almaktadir[31].
2.3.4. Trisellulin

Epitel ve endotel hiicreleri sadece iki hiicreli birlesme géstermezler. U¢ komsu
hiicre arasinda Ug¢ hiicreli birlesme gosterebilirler. Trisellulin genellikle bu triseliiler
kavsaklarda yerlesmektedirler. Ancak okludin ve klaudinlerle birlikte biseliler
kavsaklarda da yer almaktadirlar[23]. Yapilan galismalar bu molekillerin énemli

diizenleyici roli oldugunu gostermistir[45].
2.3.5. Zonula Okludens

Z0 proteinleri T)'a 6zgl olarak belirlenen ilk proteinlerdir. Suana kadar 3 ZO
proteini; ZO-1 (~220 kDa), ZO-2 (~160 kDa), ZO-3 (~130 kDa) belirlenmistir[46, 47]. Bu
proteinler ¢ok domainli yapilardan olusmustur. Bu vyapilar TJlerin yapisinin
surdiridlmesi igin 6nemlidir. Birgok TJ proteini ZO proteinlerinin N-terminal uglarina
baglanirken, C-terminal ucu ise aktin sitoskeleton sistemi ile birlesir[48]. ZO
proteinlerinin rolunun net olarak ortaya konulmasi icin ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir.
Z0 proteinleri TJ proteinlerinin erken donemde birlesmelerinde rolii oldugu

dislinilmektedir[49].
2.4. Bagirsak Permeabilitesinin Onemi

GIS gecirgenligi klinik pratikte bakteri ve LPS gibi toksik bakteriyel Griinlerin
‘steril’ konakgiya transloke olmasi agisindan 6nemlidir. Bu maddelere karsi artmis
gecirgenlik coklu organ yetmezligi (MOF) gibi ciddi hastaliklarla iliskilendirilmistir.
Artmis gecirgenlik sepsisin ve sonucta MOF’un ‘motor’ bileseni algisini olusturmustur.
Bircok deneysel ¢alismada artmis permeabilite ile sepsis ve MOF gelisimi arasinda

iliski gosterilmistir[50].
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TJ gegirgenligi birgok faktoér tarafindan dizenlenmektedir. Bunlar igerisinde
sitokinler, bliylme faktorleri, bakteri toksinleri sayilabilir. Ayrica cesitli gidalarda

gecirgenligi degistirebilmektedir[51](Sekil 2.1).

Malnutrisyonlu bireylerde bagirsak permeabilitesinin arttig
gosterilmistir[52]. Muhtemelen bu bireylerde hem inflamasyon hem de intestinal
gecirgenlik bir bitiin igerisinde bu duruma neden olmaktadir. Malnutrisyonlu
hastalarda enfeksiyon gelismesi daha muhtemeldir. Bu da sonug olarak gegirgenlikte

artisi ve buyimede duraklamayi indiklemektedir[53].

Kronik bakim hastalarinda kademeli olarak artmis permeabilite izlenmektedir.
GiS’de artmis permeabilite istenen bir durum degildir. Ciinkii GIS liimeni bakteri ve
bakteriyel toksinlerle doludur. Gegirgenligi artmis barsagin MOF gelisimi Gzerindeki
etkisini gosteren veriler kisith olmasina karsin, GiS disfonksiyonu ve karaciger
anormallikleriyle iliskisi ile ilgili glgli veriler mevcuttur. Yapilan bir calismada
abdominal katastroflar sonucu cerrahlarin karsilastigi durum olan proksimal
yerlesimli ylksek debili fistllin iceriginin toplanip barsagin distal tarafina
reinflzyonu sonucunda hastalarin kolestatik enzimlerinde diizelme izlenmistir. Bu
bulgular 1siginda islevi bozulmus gastrointestinal sistemin ve bozulmus enterohepatik
siklusun karaciger Uzerinde toksik etkileri oldugu vurgulanmistir[54]. Yapilan
calismalarda siganlarda aghgin ve parenteral nutrisyonun anlamli olarak safra asiti
sekresyonunu ve sekretuar immunglobulini azalttig1 gortlmastir. IgA ve safra asitleri
GiS mukozasinda bakteriyel invazyona karsi major savunma mekanizmalarindan
birisidir. Safra asidinde ve birlesiminde meydana gelen degisiklik hem bariyer sisteme
hem de GiS mukozasina ciddi toksik etkileri olmaktadir. Bu nedenle mukozal defansin
kaybi ve enterobakterlerin ¢ogalmasi, bu degisimin dnemli sonuglari arasinda yer
almaktadir[55]. Luminal icerigin varligi ya da yoklugu otonomik ve enterik sinir sistemi
tarafindan algilanmakta ve boylece indirek olarak intestinal bariyer buttnligiinde rol

almaktadir[56].

Yogun bakim hastalarinda mortalite ve morbiditeyi azaltmak icin erken

enteral beslenme 6nemli bir yere sahiptir. Mekanik ventilasyona bagli yogun bakim
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hastalarinda yapilan bir calismada, malnutrisyonun negatif etkilerini 6nlemek
amaclyla enteral beslenme ve bunun yetersiz kalmasi ve uygulanamadigi durumda

parenteral beslenme destegi verilmesi tavsiye edilmektedir[57].

Neonatolojide prematir dogumun komplikasyonu olarak nekrotizan
enterokolit karsimiza ¢ikmaktadir. Bu hastalar ince bagirsaklarinin biydk bir kismini
kaybedip kisa bagirsak sendromu gelisebilmektedir. Bu durumun 6nemli
komplikasyonu olarak ciddi steatohepatit ve kolestaz gelisip, fibrozis, siroz ve
karaciger yetmezligi olusabilmektedir. Bu durum aktif bir GiS-karaciger ekseni

oldugunun gostergesidir[58].

Morbid obezler icin yapilan jejunoileal by pass ameliyatlari veya kor sonlanan
luplar sonucunda olusan ciddi karaciger yetmezligi nedeniyle yapilmis karaciger

nakilleri ile ilgili yayinlar mevcuttur[59].

Aktif Crohn hastalarinda yapilan calismalarda kolondan alinan biyopsi
orneklerinde okludin ve diger mihirleyici proteinler olan Klaudin-5 ve 8’in azaldigl

por olusturan protein olan klaudin 2 nin ise arttig1 kaydedilmistir[33].
2.5. intestinal Permeabiliteyi Degerlendirmek icin Deneysel Modeller
2.5.1. ‘Caco-2’ Hiicre Modeli

Son birka¢ dekadda, bircok intestinal epitel hiicre dizisi cesitleri hayvan ve
insanlardan elde edilerek, ilag ve toksin permeabilitesini degerlendirmede
kullanilmistir. Bunlar arasinda ‘Caco-2’ hiicre dizisi, insan kolon adenokarsinomundan
elde edilmistir ve bu seri, bariyer islevinin degerlendirilmesi icin calismalarin

kurgulanmasinda kabul edilmis referans modeldir[60].

‘Caco-2’ hicreleri tek tabaka halinde gecirgen filtrelerde kiltir edilmesi
sonucunda elde edilmektedir. Kiltir esnasinda hiicreler spontan olarak polarizasyon
(apikal/bazolateral) ve komsu hicrelerle TJ olusumu gostermektedir. Bu sayede

apikalde bazolateral kompartmana ilag ve toksinlerin gegisi 6lglilmektedir[61].
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2.5.2. Transepitelyal Elektrik Direncinin Olgiimii (TEER)

Bu sistem; elektrot benzeri ¢ubuklarla iliskilendirilmis basit bir voltmetre ile
iyon hareketini 6lgmektedir ve bariyer islevinin gelisimi icin etkili bir indikator olarak
degerlendirilmektedir. Rutin TEER olglimi deney kurulumunda epitel tabaka

modelinin bltlnliginiin kontroll icin kullaniimaktadir[62].

TEER o6l¢imi hizli, kolay ve gerektiginde tekrar edilebilir olmasina karsin,
herhangi bir spesifik mekanizma veya transport slreci TEER Olgimiindeki

degisikliklere mal edilemez. Bunu igin ileri arastirmalar gerekmektedir.
2.5.3. Paraseliiler Madde Gegis Kitleri

TEER Olciimiine ek olarak, hiicre tabakasindan isaretli maddelerin paraseliiler
gecisi tayin edilebilir[63]. Bu belirtecler boyut acgisindan farkhlik gésterebilir. Toksik
olmamasi, yiksiz (n6tr) olmasi ve suda ¢ozilebilir olmasi gerekir. Hiicreler tarafindan

metabolize edilmemelidir[64].

Siklikla kullanilan paraseliler belirtegler floresan ile etiketli bilesiklerden
olusmaktadir. Buna en sik 6rnek floresan isotiyosiyanat (FITC)-dekstran ve FITC-inulin
ornek verilebilir[65]. Ayrica arastirilan yere 6zgii problar kullanilarak GiS’de spesifik
bir yerin durumu degerlendirilebilir. Sukroz ve laktuloz gastroduodenal bdélgenin
degerlendirilmesi icin yararh problar iken, sucraloz ve cr-EDTA (kromiyum edta

kompleks)kolonik permeabiliteyi degerlendirmek icin kullanilir[64].
2.5.4. ‘Tight Junction’ (TJ) Proteinlerinin Degerlendirilmesi

Epitel bariyer gorevinin major fonksiyonel bileseni TJ proteinleridir. T) ler
luminal yilzeye vyakin kesimde anastomoz agl olustururlar. Boylece luminal
antijenlerin paraseliler transportunu engellerler[66]. Son vyillarda 50’den fazla TJ
proteini bulunmustur. Epitel proliferasyonu ve farklilasmasinin diizenlenmesinde
TJ'lerin dnemli roli oldugu gosterilmistir[67]. Hayvanlarla yapilan ¢calismalarda, hiicre
kaltird modelleri veya insan ile yapilan deneysel ¢alismalarda; TJ bozulmasi, degismis

intestinal bariyerin temel nedeni olarak gosterilmistir. TJ proteinlerinin

15



degerlendirilmesinde cesitli metotlar kullaniimaktadir (imunohistokimya, western
blot, ELISA). imunohistokimya hiicresel lokalizasyonu ve dokudaki dagilimi
gostermesi acgisindan avantajli bir metoddur. Ayrica immunohistokimyasal sinyal

miktari 6l¢tlebilmektedir.
2.5.5. intestinal Eksplant Model

Hicre kiltiri modeline ek olarak, intestinal ekplantlar, bltlinligu test etmek
icin bir model olarak sunulmustur. Bu galismalar igin bagirsak segmentleri ‘Ussing
Chamber’lara’ yerlestirilerek, kiiltir ortami strdirilerek besin veya ilag absorpsiyonu

calisiimaktadir[68].

Bu yontemin dezavantaiji; kiiltlr siresinin cok kisa olmasi ve gecikmis veya

uzun sireli etkilerin ¢alisiilmasina olanak vermemesidir[69].
2.5.6. Bariyer islevini Degerlendiren Ek Belirtegler

Bagirsak bariyerinin islev bozuklugunun yorumlanmasina katki saglayan

intestinal permeabilite testleri ile iliskilendirilebilecek baska belirtegler vardir.

D-laktat; anormal mikrobiata tarafindan veya bakteri sayisi hizli bir sekilde
arttiginda (bakteriyel asiri Greme (overgrowth) veya kisa bagirsak sendromu),
karbonhidrat fermantasyonu sonucunda Uretilir[70]. Plazma D-laktat diizeyi 6lcimi
akut inflamatuar hastaliklarda veya apandisit tanisinda CRP (c-reaktif protein) veya

I6kosit sayimindan daha disik yalanci negatiflige sahiptir[71].

Plazma sitrulini; farklilagmis ince bagirsak enterositleri tarafinca glutaminden
Uretilen bir aminoasittir. Sitrulin, non-protein bir amino asit olup bakteriyel
translokasyonun azalmasinda ve bagirsak bariyer isevinin korunmasinda énemli rol
Ustlendigi gorilmektedir[72]. Dolasimdaki diizeyleri, sadece intestinal metabolik
aktivitenin de novo sentezine bagldir. islevsel enterosit kitlesinin bir gdstergesidir ve
epitelyal bitlnliGgin kantitatif olarak arastirilmasinda ve intestinal adaptasyonun
(6rn. cerrahi sonrasi) enterosit diizeyinde takibinde biyolojik bir belirte¢ olarak

kullanilabilir. ince bagirsak epitel hiicre kitlesindeki kayip (6rn. kisa bagirsak
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sendromu, kronik villoz atrofi, kemoterapi) dolasimdaki azalmis sitrulini dizeyleri ile
sonuglanabilir[73]. Sicanlarda, indiklenmis endotoksemi sonucu sitrulin diizeyinin
azaldigi gosterilmistir[74]. Endotoksemi ve artmis permeabiliteyi iliskilendiren hayvan
calismalari mevcuttur[75]. Sitrulin arginine bdbreklerde metabolize edildigi igin

bobrek islevi bozulmus bireylerde diizeyleri glivenilir degildir[76].

idrarda klaudin-3 él¢iimii; immunohistokimyasal olarak gésterilmis major
mihirleyici T) proteini olan klaudin-3 kaybiyla korele oldugu gésterilmistir. idrar
klaudin-3 6lglimi intestinal T) kaybini gésteren non-invazif bir belirte¢ olarak

kullanilabilir[77].

Lokal inflamasyon; artmis intestinal permeabilite ile iliskilidir. inflamasyon
sonucu intestinal mukozaya artmis inflamatuar hicrelerin gocl, sekonder
grantllerinin bosaltiimasi ile sonuglanabilir. Béylece diskida bu proteinler artabilir.
Kalprotektin, laktoferrin, elastaz gibi nétrofil kokenli proteinler diskida gorulebilir ve

bunlar da inflamasyon belirteci olarak kullanilabilir[78].

Zonulin; hiicreler arasi T) lerin, Vibrio cholera’dan salgilanan ‘zonula okludens
toksin’ olarak bilinen toksine benzer sekilde geri dontisiimli olarak modulasyonunda
gorev alan bir proteindir. Tek zincirli formunda zonulin, cesitli yolaklarla TJ lerin
ayrismasinda rol almaktadir. Yiksek dizeyleri ¢oblyak hastaligl, tip-1 diyabet gibi

hastaliklarla iliskili bulunmus ve gegirgenlik belirteci olarak gosterilmistir[79].
2.6. Bakteriyel Translokasyon ve Klinik Onemi

Translokasyon bakteri veya endotoksinlerinin mukozal bariyer boyunca
gocmesidir. Bugiin gastrointestinal sistem sadece besinlerin emiliminin gerceklestigi
yer olarak degerlendirilmemektedir. intraluminal patojenlere karsi dnemli metabolik

ve immunolojik sistem gorevi istlenmektedir[80].

Her bir mililitrede ¢ok yogun olan bakteri konsantrasyonu olmasi, ve sadece
tek tabakali epitel dokunun gevre ve steril doku arasindaki bariyer olmasi, yillardir

bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmistir[81]. Ondokuzuncu vyizyil (yy.) sonlarinda,
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arastirmacilar GiS’in sepsisin kaynagi olabilecegi teorisini savundular[82]. Bircok
deneysel c¢alisma yapildi. Hemorajik soktaki kdpeklerin periton sivisinda, normal
intestinal mikroflorasindakiyle benzer mikroorganizmalar izole edildi[83]. Bircok
calisma intestinal mikrofloranin sepsisde sorumlu olabilecegi goriisini destekledi.
Spontan bakteriyel peritonitli sirotik hastalarda enterik mikroorganizmalar kandan ve
asitten izole edildi[84]. Tim bu olaylar gram (-) ve gram (+) bakterilerin, mantarlarin
ve endotoksinlerin barsagin mukozal bariyerinden gecebileceginin ve bakteriyel
translokasyonun kaniti oldu. Bu nedenle bakteriyel translokasyon barsaga 0zgi
mikrofloranin GiS mukozasindan normal steril dokuya invaze olarak hastaliga neden
olmasi olarak tanimlanmaktadir[85]. Ancak yeni kanitlar sadece bakterinin kendisinin
degil bagirsak duvarinda tretilen inflamatuar bilesiklerin ya da toksik Grtnlerin (6rn.
lipopolisakkarit (LPS)) sistemik hasardan sorumlu olabilecegini gosterdi. Bu nedenle,
bakteriyel translokasyon tanimi, intestinal limenden dolasima sadece canli
bakterilerin degil bunlarin endotoksinlerinin ve antijenlerinin de gegisi eklenerek

genisletilmistir[86].
2.7. Bakteriyel Translokasyon Belirtegleri

2.7.1. Lipopolisakkarit (LPS), Lipopolisakkarit Baglayici Protein (LBP) ve
Coziiniir CD14 (sCD14)

LPS veya endotoksin Gram negatif bakterinin ana bilesenidir ve sistemik
dolasimda tespit edildiginde bakteriyel translokasyon belirtecidir[87]. Lipit ve
polisakkarit molekiliinden olusmaktadir. Kisa (2-3 saat) bir yarilanma émri vardir.
Bazi LPS taslyici proteinler, antikorlar ve diger immunojenik ve mikrobiyolojik

parametrelerden etkilenebilmektedir[88].

LBP, bakteriyemiye ve endotoksemiye cevap olarak hepatositlerce uretilen
akut faz proteinidir. Spesifik olarak bakteriyel LPS’nin lipit-A kismina baglanir. Boylece
CD14 gibi hiicre reseptorlerine transferi kolaylastirir. Bu sayede LPS-LBP kompleksi

miyeloid hiicrelerdeki CD14’e baglanarak inflamatuar cevap kaskadini baslatir[89,
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90]. Uzun yari dmri sayesinde (2-3 giin) bakteriyemi episodundan sonra serumda

kalmasi nedeniyle givenilir bir biyobelirtectir[91].
2.7.2. Bakteriyel DNA

Dolasimda saptanan bakteriyel DNA fragmanlari modern bir bakteriyel
translokasyon belirtecidir. Bunun polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespiti sirozlu
hastalarda sistemik inflamatuar cevap ile iliskilidir[92]. Dezavantaji bakteriyel

translokasyonda klinik giivenilirligi tam net degildir.
2.8. Siganlarin Cerrahi Gastrointestinal Sistem Anatomisi

Laboratuvar hayvanlari metabolik ve imminolojik c¢alismalari iceren
biyomedikal arastirmalar, timor ve kanser arastirmalari ve bircok modern deneysel
¢alismalar icin uygun objelerdir. Bunlar igerisinden siganlar, ucuz olmasi, kolay
kullanilabilmeleri agisindan arastirmalar i¢in oldukca populerdir. Sicanlar, bagirsak ve
karaciger nakil modellerinde ve gastrointestinal hastaliklarda siklikla kullanilan

hayvan modelleridir.
2.8.1. Mide Anatomisi

Sicanlarda mide karnin sol tarafinda, son torasik vertebara ve ilk lumbar
vertebara seviyesinde yerlesmistir. 3.9 — 8.5 gr. arasinda degisen agirliga sahiptir.

Vicut agirhiginin yaklasik 1.8%’ini olusturur[93].
2.8.2. Karaciger Anatomisi

Karnin sag tarafinda, gogls kafesi icinde diyaframa tutunmus olarak

bulunmaktadir. Vicut agirhginin 5%’ini olusturmaktadir. 6 lobdan olusmaktadir[93].
2.8.3. Bagirsak Anatomisi

ilk kismi duodenumdur. Uzunlugu yaklasik 9.5-10 cm.’dir. Duodenumun
asendan kismi jejunum ile devam etmektedir. Jejunum karnin loplar olusturarak

karnin sag tarafini doldurmaktadir. Uzunlugu 89-130 cm. arasinda degismektedir.
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Daha sonra ileum olarak devam etmektedir. ileum uzunlugu ise 2-3 cm civarindadir.
lleumun c¢ekuma girdigi yerde genisleme mevcuttur. Cekumun olduk¢a uzun
mezenteri vardir. Cekumun uzunlugu yaklasik 4.5-6.5 cm.’dir. Kolon (9.5-10 cm) ve

rektum (7,5 cm) ile devam etmektedir[93].
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3. GEREC ve YONTEM

Deneyde erkek, eriskin, agirliklari 240-380 gr. arasinda olan sprague-dawley
(SD) siganlar kullanildi. Hayvanlar deneyde kullanilmadan 10 giin once tek tek
kafeslerde su kisitlamasi olmadan, standart yem ile beslenip ortam kosullarina uyum
gostermesi saglandi. Sicanlar sabit isida, 12 saat karanlik 12 saat aydinhk ortamda
barindirildi. Calisma icin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun
23.06.2015 tarih, 2015/54 kayit ve 2015/54 — 03 karar numarali izni alindi. Bu ¢alisma
HUTF Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan finansal destek ile hazirlandi (Proje Kodu:

THD-2016-9077).
3.1. Deney Gruplari
Hayvanlar rastgele her birinde 10 tane sican olan 3 deney grubuna ayrildi:

Grup 1. Laparotomi ve 2 adet enterotomi ve reanastomoz yapilan kontrol

grubu

Grup 2. Biliyopankreatik diversiyon yapilip, jejunumdan sadece gidanin ve

sadece biliyopankreatik sivinin gectigi grup

Grup 3. Jejuno-jejunal bypass yapilarak, uzun bir jejunum segmentinden gida

ve biliyopankreatik sivinin gecmedigi grup
3.2. Cerrahi islem Ayrintilari

Sicanlar deneyden 12 saat once a¢ birakildi ancak su alimlari kisitlanmadi.
Denekler 4 mg/100gr ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Eczacibasi, istanbul, Tiirkiye) ve
1 mg/100 gr Xylazine HCI (Alfazyne® %2, 20 mg/ml, 30 ml, Alfasan int B V. Hollanda)
karisiminin intraperitoneal uygulanmasiyla uyutuldu. Karin duvari tiras edildikten
sonra %10’luk Povidon iyodiir (Batticon® soliisyon, Adeka, Tiirkiye) ile saha temizligi
yapilip steril delikli 6rti orttldi. Tim cerrahi islemler tam steril sartlarda uygulandi

(Sekil 2.1). Tum gruplara antibiyotik profilaksisi (sefazolin (Cefamezin im/iv ampul,
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Zentiva) 60 mg/kg) ve analjezik (morfin (Morphine HCl ampul, Galen) 1 mg/kg)

subkutan olarak islem 6ncesi yapildi. Orta hat laparotomisi ile karina girildi (Sekil2.2).

Sekil 3. 1 Deney alani

Sekil 3. 2 Orta hat laparotomisi

Grup 1’e (kontrol) orta hat laparotomisi yapildiktan sonra jejunuma Treitz

ligamentinden itibaren 30. ve 90. cm’ye 2 adet transeksiyon ve reanastomoz yapildi.
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Anastomoz 6/0 ve 7/0 polidioksanon (PDS) (PDS® Il, Ethicon) sutur ile tek sira 4 tane
On sirada ve 4 tane arka sirada olacak sekilde yapildi. Batin kapatilmadan 6nce batin
ici serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter®) ile yikandi. Sonra orta hat 3/0 polyglactin
(Vicryl®, Ethicon) devamli dikislerle kapatildiktan sonra cilt 3/0 polipropilen
(Prolene®, Ethicon) sutdr ile tek tek kapatildi. Ameliyat sonrasi sicanlara postoperatif
beslenme icin 10 ml serum fizyolojik (Eczacibasi- Baxter®) dorsal boyun cildine

subkutan enjeksiyonu yapildi(Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3 Kontrol grubunun sematik gizimi

Grup 2’ye (BP) orta hat laparotomisinden sonra mide duedenumdan transekte
edilip, duedenal giiduk tek kat 6/0 ve 7/0 polidioksanon (PDS) (PDS® Il, Ethicon) ile
kapatildi. Treitz ligamentinden itibaren 20. cm. ‘den jejunum transekte edildi. Distal
u¢ mideye ug uca 4 tane 6n siraya 4 tanede arka siraya olacak sekilde tek tek 6/0 ve
7/0 polidioksanon (PDS) (PDS® Il, Ethicon) ile anastomoz yapildi (Sekil 3.5). Proksimal
uc ilk anastomozdan 40 cm. distale olacak sekilde ug yan seklinde tek tek 6/0 ve 7/0
polidioksanon (PDS) (PDS® IlI, Ethicon) ile anastomoz yapildi (Sekil 3.6). Batin
kapatilmadan Once batin ici serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter®) ile yikandi. Sonra
orta hat 3/0 polyglactin (Vicryl®, Ethicon) devamli dikislerle kapatildiktan sonra cilt

3/0 polipropilen (Prolene®, Ethicon) sutur ile tek tek kapatildi. Ameliyat sonrasi
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sicanlara postoperatif beslenme icin 10 ml serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter®)

dorsal boyun cildine subkutan enjeksiyonu yapildi(Sekil 3.4).

BiLIYOPANKREATIK
GRUP (BP)

Sadece gidanin
Sadece gectigi segment
iliyopankreatik
sivinin gegtigi

egment

™ 40 cm.

60 cm.
Ortak segment

Sekil 3. 5 Tamamlanmisg gastrojejunostomi
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Sekil 3. 6 Tamamlanmis u¢-yan jejunojejunostomi

Grup 3’e (JP) orta hat laparotomisinden sonra jejunum Treitzdan itibaren 30.
cm. ‘den transekte edilip proksimal ug, distal jejunal ucun 40 cm distaline olacak
sekilde ug yan tek tek 6/0 ve 7/0 polidioksanon (PDS) (PDS® Il, Ethicon) ile anastomoz
yapildi. Distal jejunal u¢ gudugu ise tek tek 6/0 ve 7/0 polidioksanon (PDS) (PDS® Il,
Ethicon) ile kapatilip son dikis ile karin 6n duvarina asildi. Sonra orta hat 3/0
polyglaktin (Vicryl®, Ethicon) devaml dikislerle kapatildiktan sonra cilt 3/0
polipropilen (Prolene®, Ethicon) sitir ile tek tek kapatildi. Ameliyat sonrasi sicanlara
postoperatif beslenme icin 10 ml serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter®) dorsal boyun

cildine subkutan enjeksiyonu yapildi(Sekil 3.7).

JEJUNAL
‘BY-PASS’
GRUBU
(P)

Gidave
biliyopankreatik
sivinin gegmedigi ‘by-
pass’ edilen segment

— 40 cm.

Sekil 3. 7 Jejunal ‘by-pass’ grubunun sematik ¢izimi
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Ameliyat sahasi aci tatlari dolayisiyla kloromfenikol (Gemysetin, Deva Holding)
ve Povidon iyodiir (Batticon® soliisyon, Adeka, Tirkiye) karisimiyla sicanlarin siitiirleri
kemirmesini engellemek amaciyla temizlendi. Ameliyat sonrasi 30 dk. boyunca
sicanlar ayllma kafeslerinde gozlenip sonra kendi kafeslerine alindi. Postoperatif 1.
giinde tim sicanlara su ve standart yem baslandi. icme suyuna analjezik olarak
asetaminofen 100 mg/kg (Katapirin tablet, Sanli) eklendi. Gruplar 3 giinde bir
tartilarak kilolari kaydedildi. 24 glin sonra denekler 4 mg/100gr ketamin hidroklortr
(Ketalar®, Eczacibasi, istanbul, Tiirkiye) ve 1 mg/100 gr Xylazine HCl (Alfazyne® %2,
20 mg/ml, 30 ml, Alfasan int B V. Hollanda) karisiminin intraperitoneal
uygulanmasiyla uyutulduktan sonra, eski laparotomi insizyonundan batina girildi.
Daha sonra portal venden, lipopolisakkarit(LPS) ve sitrulin analizi icin kan 6rnekleri
alindi (Sekil 3.8). Deneklere bu esnada ekssangilinasyon ile 6tenazi uygulandi.
Ardindan histopatolojik ve mikrobiyolojik analizler i¢in jejunum 6rnekleri alinarak

formol icerisine ve steril besiyerlerine konuldu.

¥ D=

Portal

Sekil 3. 8 Portal ven 6rneklemesi
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3.3. Jejunum Orneklerinin Alinmasi

Histolojik ve mikrobiyolojik degerlendirme igin 6rnekler alinirken; karistirici
faktor olmasini engellemek icin tiim 6rneklerin jejunum olmasina ve tiim gruplarda
alinan orneklerin islemlerden dénceki barsagin Treitza olan uzunlugu ile ayni bélgeden
olmasina 6zen gosterildi. (yani 6rn. tim gruplarda S1 segmentleri hep Treitzdan

itibaren 10. cm, S2 segmentleri 50. cm ve S3 segmentleri 80. cm oldu)

Ornekler alinirken énce mikrobiyolojik inceleme icin ilgili segmentler; her bir
segment icin bisturi ve eldivenler degistirildikten sonra alindi. Boylece segmentler
arasi kontaminasyon engellendi. Daha sonra histolojik incelemeler icin 6rnekler

alind.

Histolojik ve mikrobiyolojik degerlendirmeler igin jejunal 6rnekler;
Kontrol grubunda:

Treitz’dan itibaren 10. cm. “den: S1.kontrol

Treitz’dan itibaren 50. cm. ‘den: S2.kontrol

Treitz'dan itibaren 80. cm’den: $3.kontrol alindi(Sekil 3.9).
Grup 2’de (Biliyopankreatik grup (BP)):

Treitz’dan itibaren 10. cm’den: S1.BP.safra(+).gida(-)

Gastrojejunostomiden itibaren 30. cm’den (yani eski Treitz’dan

itibaren 50. cm): S2.BP.gida(+).safra(-)

Jejunojejunostomiden itibaren 20. cm’den (yani eski Treitz’dan

itibaren 80. cm): $3.BP.ortak alindi(Sekil 3.9).
Grup 3’de (jejunal ‘by-pass’ (JP)):

Treitz’dan itibaren 10. cm’den: S1.JP
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Kor lupun gidiginden itibaren 20. cm’den (yani eski Treitz’dan

itibaren 50. cm): S2.JP.safra(-)/gida(-)

Jejunojejunostomiden itibaren 10. cm’den (yani eski Treitz’dan

itibaren 80. cm): S3.JP.ortak alindi(Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9 Tiim gruplardan alinan érneklerin sematik gosterimi

Alinan ornekler mikrobiyolojik inceleme icin steril, daha 6nceden tartiimis

serum fizyolojik iceren kaplara alindi. Histolojik incelemeler icin %10’luk formaldehit

ile fiksasyondan sonra parafin bloklara gomild.
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3.4. Jejunal Dokularin Histolojik Skorlamasi

Parafin bloklar 3 um kalinliklarda kesitler alindi. Daha sonra hematoksilen-
eosin (HE) ile boyandi. Olympus SL-50 marka mikroskop kullanilarak incelendi. Tim

histolojik incelemeler gruplara kor iki patolog tarafindan skorlandi.

Villus yuksekligi/kript derinligi orani 151k mikroskobunda 20’lik buyitme
alaninda olguldi ve ‘2/1’(ileri atrofik), ‘3-4/1’(atrofik) ve ‘5/1’(normal) olarak
siniflandirildi. intraepitelyal lenfosit (IEL) sayimi 40’lik biyitmede her bir lam 4
kadran bolinerek sayildi; 100 epitel hiicresinde <20 ise ‘normal’, >20 ise ‘artmis’

olarak degerlendirildi.

3.4.1. Okludin, Klaudin-1 ve Zonula Okludens-3 (ZO-3) igin

immunohistokimya

Rutin takip islemlerinden sonra parafin bloklara gomilen jejunum
dokularindan 3 um kalinhiginda alinan kesitler poli-lizin kapli lamlar Ustline alinarak
gece boyunca 60°Clik etiivde deparafinize edildi. Primer antikor olarak ‘rabbit
polyclonal to Okludin’ (ab168986, Abcam), ‘rabbit polyclonal to Zonula okludens
protein 3’ (ab191143, Abcam) ve ‘rabbit polyclonal to Klaudin 1’ (ab140349, Abcam)

boyanmalari asagidaki protokole gére gergeklestirildi.

Klaudin-1: Deparafinize edilen dokular, sitratta 20 dk. kaynatildi, antikor
(Abcam marka ab140349, Cambridge, United Kingdom) 1:200 dilusyonda 20 dk.
inkube edildi, sekonder elemanlar icin ‘Leica marka HRP conjuge polimer detection
kit" kullanildi (DS9800, New Castle, United Kingdom ). Hidrojen peroksit 10 dk. , post
polimer 6 dk. , polimer 6 dk. , DAB (3,3'-diaminobenzidine) 6dk. , hematoksilen 5 dk.

, dehidre edilip entellanla kapatildi. Cilt dokusu pozitif kontrol olarak kullanildi.

Okludin: Deparafinizasyonu yapilan dokular, EDTA’da(ethylenediamine tetra
acetic acid) 20 dk. kaynatildi, antikor (Abcam marka ab168986, Cambridge, United
Kingdom) 1:150 dilusyonda 20 dk. inkube edildi, sekonder elemanlar igin ‘Leica marka

HRP conjuge polimer detection kit’ kullanildi(DS9800, New Castle, United Kingdom).
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Hidrojen peroksit 10 dk. , post polimer 6 dk. , polimer 6 dk. , DAP(3,3'-
diaminobenzidine) 6dk. , hematoksilen 5 dk. , dehidre edilip entellanla kapatildi.

Bobrek dokusu pozitif kontrol olarak kullanildi.

Z0-3: Deparafinizasyon yapildiktan sonra EDTA’da(ethylenediamine tetra
acetic acid) 20 dk. kaynatildi, antikor (Abcam marka ab191143, Cambridge, United
Kingdom) 1:200 dilusyonda 20 dk. inkube edildi, sekonder elemanlar igin ‘Leica marka
HRP conjuge polimer detection kit’ kullanildi(DS9800, New Castle, United Kingdom).
Hidrojen peroksit 10 dk. , post polimer 6 dk., polimer 6dk. , DAB 6dk. , hematoksilen
5 dk. , dehidre edilip entellanla kapatildi. Bagirsak dokusu pozitif kontrol olarak
kullanild.

Okludin boyanma siddeti; zayif boyanmis (400x), orta (100x) ve kuvvetli (40x)
olarak derecelendirme yapildi.

Z0-3 icin boyanma siddeti zayif boyanmis (400x), orta (200x) ve kuvvetli (40x)
olarak degerlendirildi.

Klaudin-1 icin boyanma bdlgesi; zayif (tim villusun 1/3’G ve daha az),
kuvvetli(tim villusun 1/3’linden daha fazlasi) olarak siniflandirildi.

Ornekler, hangi gruba ait oldugunu bilmeyen iki patolog tarafindan
skorlandirildi.

3.5. Jejunal Aerobik Bakteriyel Popiilasyon

Laparotomi ve kan 6rneklemesinden sonra, daha 6nce icine 1 ml. steril serum
fizyolojik konularak hassas terazide tartilan steril tliplere ilgili segmentler konuldu.
Daha sonra tekrar hassas terazi ile tartilip, alinan dokularin agirliklari belirlendi. Steril
doku ezici ile homojenize edildikten sonra serum fizyolojik ile dilue edildi(10°). Uygun
dilusyon hacimleri, ‘kanli agar’ ve ‘Endo agara’ ekildikten sonra 37° aerobik ortamda
inkube edildi. 24 saatlik inkubasyon sonrasi koloniler belirlendi ve sayildi. Koloni

sayimlari; ‘gram dokuda logio “colony forming unit” (CFU)’ olarak ifade edildi.
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3.6. Lipopolisakkarit ve Sitrulin Olgiimleri

Siganlarin portal veninden alinan kan 6rnekleri, EDTA igeren, steril, pirojenik
olmayan tiplerde toplandi ve -80 °C’de muhafaza edildi. Hemolizli 6rnekler dahil
edilmedi. Calismada lipopolisakkarit Elisa kit (Elabscience, kat. no:E-EL-0025) ve sigan
citrulline Elisa kit (Mybiosource, kat. no:MBS2600386) kullanildi. Her iki kitin

kullanma talimatlarina uygun sekilde ELISA metoduyla analizi yapildi.
3.7. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS versiyon 23 yazilimi kullanilarak yapildi. Histolojik ve
immunohistokimyasal verilerin (ordinal degiskenler) sikliklari gruplara gore capraz
tablolar kullanilarak verildi. Gruplar arasinda bu sikliklar bakimindan fark bulunup
bulunmadigi yerine gore Ki-kare ya da Fisher testleri kullanilarak verildi. Tanimlayici
analizler sayisal veriler igin ortalama ve standart sapma kullanilarak verildi. Agirlik ve
biyokimyasal degiskenler, gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak
karsilastirildi. P degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml

sonuclar seklinde degerlendirildi.
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BULGULAR
3.8. Makroskobik bulgular

Otenazi esnasinda yapilan laparotomilerde, belirgin intraabdominal patoloji
(apse, enfekte materyal, cerrahi alan enfeksiyonlar) saptanmadi. Bagirsak
segmentleri arasinda obstriksiyona yol agmamis kismi yapisikliklar mevcuttu.
Anastomoz hatlarinda darlik veya obstriiksiyon bulgusu mevcut degildi(Sekil 4.1).
Yapilan eksplorasyonda gida ve biliyopankreatik sivinin  ‘by-pass’ edildigi

segmentlerde genel olarak gros atrofi izlendi(Sekil 4.2).

Sekil 4. 1 iyilesmis anastomoz (u¢-yan jejunojejunustomi)

32



lio ankreatik sivinin _ N\
by-pass edildigi

Sekil 4. 2 Gida ve biliyopankreatik sivinin ‘by-pass’ edildigi segmentte
izlenen gros atrofi

3.9. Hayvan Agirlik Olgiimleri

iki adet ‘jejunal ‘by-pass’ (JP)’ grubunda ve bir adet ‘biliyopankreatik (BP’
grubunda olmak Uzere (¢ sican disinda sicanlar deney boyunca saglkli durumda
izlendiler. Ekssangliinasyon ginl sicanlarin hi¢ birinde belirgin intraabdominal
patoloji saptanmadi. Ug giinde bir kilolari tartilan sicanlarin grup ortalamalarinin
giinlere gore kilo degisim grafigi sekilde gosterilmistir (Sekil 4.3). Buna goére kontrol
grubunda islem sonrasi siganlarin kilo almalari devam etti. Ancak ‘JP’ ve ‘BP’
gruplarinda islemden sonra yaklasik 6 glin boyunca kilo kaybi izlendigi daha sonra ise
kilo aldiklari ve kontrol grubunu yakaladiklari gérildi. Gruplar arasinda baslangigtan

sona kadar agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (Tablo 4.1).
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Sekil 4. 3 Sicanlarin giinlere gore agirlik degisimi

Tablo 4. 1 Gruplarin giinlere gére agirliklan

-m Biliyopankreatik (BP) Grup Jejunal ‘by-pass’ (IP) Grubu -

Standart Standart Standart
Ortalama  sapma Ortalama sapma Ortalama sapma P
Ameliyat giinii kilo
306 40 327 33 291 44

(er) 0.13
3. giin kilo (gr) 310 42 305 34 276 38 0.18
6. giin kilo (gr) 313 37 310 40 277 42 0.18
9. giin kilo (gr) 339 42 305 60 295 49 0.14
12. giin kilo (gr) 345 50 330 58 314 40 0.37
15. giin kilo (gr) 369 49 335 54 329 43 0.23
18. giin kilo(gr) 377 51 346 58 345 41 0.39
21. giin kilo (gr) 384 49 350 58 375 43 0.57
Eksitus giinii kilo (gr) 404 54 361 65 397 50 0.33

Deney giuni bitiminden 6nce oOlen (g siganin kilo degisim grafigi sekilde
verilmistir (sekil 4.4). Buna gore bu siganlarin islem sonrasi 6lduglu giline kadar
agirhklarini kaybettikleri gorildi. Yapilan otopsilerde ise belirgin intraabdominal

kacak ya da apse gorilmedi.
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Sekil 4. 4 Olen siganlarin giinlere gére agirhik degisimi

3.10. Jejunum Orneklerinin Histolojik incelenmesi
3.10.1. ‘Villus/Kript’ Orani

Tuam gruplarin ilk segmentlerinin (S1) villus/kript oranlar karsilastirildiginda
(S1.kontrol vs. S1.BP.safra(+).gida(-) vs. S1.JP); biliyopankreatik grubun(BP), sadece
safranin gectigi ama gidanin gegmedigi (S1.BP.safra(+).gida(-)) segmentinde

villus/kript oraninin anlamli olarak azaldig1 goruldi(p:0.016)(Sekil 4.5).
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p:0.016

100%
90%
30%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

5 ) % L
0%

Si.kontrol S1.BP.safra(+).gida(-) S1.JP
m ileri Atrofik (villus/kript:2/1) Atrofik (villus/kript:3-4/1)

m Normal (villus/kript:5/1)

Sekil 4. 5 Tum gruplarin birinci segmentlerinde (S1) villus/kript oraninin
ylizdesinin dagilimi

Tim gruplarin ikinci segmentlerinin (S2) villus/kript oranlari (S2.kontrol vs.
S2.BP.gida(+).safra(-) vs. S2.JP.safra(-)/gida(-)) karsilastirildiginda ise; jejunal ‘by-pass’
grubunun (JP), safranin ve gidanin ayni anda gecmedigi kisminda ileri derecede atrofi
izlendigi ve bunu biliyopankreatik grubunun (BP), safranin gegmedigi ancak gidanin
gectigi kismindaki atrofinin takip ettigi goraldi(Sekil 4.6). Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli izlendi (p:0.007)(Sekil 4.7).
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14 52.kontrol

S2.BP.gida(+).safra(-)

_" S2.JP.safra(-)/gida(-)

Sekil 4. 6 Gruplarin bagirsak kesitlerinin 6rnek mikroskobik fotograflari
(Biliyopankreatik salgi ve gidanin gegmedigi segmentteki ve yalnizca gidanin
gectigi  segmentteki  villus/cryp  oranlarindaki  degisiklikler  agik¢a
goriilmektedir(hematoksilen-eosin boyasi).)

p:0.007

100%

20%

S2.kontrol S2.BP.safra(-).gidal{+) S2.JP.safra(-)/gida(-)

W ileri Atrofik (villus/kript:2/1) m Atrofik (villus/kript:3-4/1)
® Normal (villus/kript:5/1)

Sekil 4. 7 Tiim gruplarin ikinci segmentlerinde (S2) villus/kript oraninin
yiizdesinin dagilimi
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Tlm gruplarin Uglincl segmentlerindeki villus/kript oranlari
karsilastirildiginda ( S3.kontrol vs. S3.BP.ortak vs. S3.JP.ortak); gruplar arasinda atrofi

dlzeyinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p:0.15).
3.10.2.intraepitelyal lenfosit sayimi (iEL)

Gruplarin IEL sayimlari karsilastirildiginda; safranin oldugu ancak gidanin
olmadigi segmentte (S1.BP.safra(+).gida(-)) iEL sayisinin kontrol grubuna (S1.kontrol)
gore degismedigi, safranin olmadigi ancak gidanin oldugu segmentte
(S2.BP.gida(+).safra(-)) iEL sayisinda artis oldugu, safra ve gidanin olmadigi segmentte
(S2.JP.safra(-)/gida(-)) ise en vyiksek oranda IEL oraninda artis saptandig
goraldu(Sekil 4.8). Aralarindaki bu fark istatistiksel olarak da anlaml

saptandi(p<0.001)(Sekil 4.9).

mig
pitelyal
¥ t(>20)

Sekil 4. 8 intestinal mukozadaki intraepitelyal lenfosit degisimi (Sari oklar
intraepitelyal lenfositlerin  birkagini  géstermektedir(hematoksilen-eosin
boyasi).)
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S1.kontrol S1.BP.safr&+).gida(-) S2.BP.gida(+).safra(-) S2.JP.safral-)/g1da(-)

m Normal(£20/100) m Artmis(>20/100)
Sekil 4. 9 Gruplarin intraepitelyal lenfosit (IEL) sayimindaki degisimleri
Tum gruplarin safra ve besininin ortak gectigi G¢lincli segmentleri (S3.kontrol

vs. S3.BP.ortak vs. S3.JP.ortak) karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark saptanmadi(p:0.14).
3.11. immunohistokimyasal Analizler
3.11.1.Z0-3 Boyanma Siddeti

Tim gruplarin birinci, ikinci ve Uglinci segmentlerinin Z0O-3 boyanma
siddetleri kendi aralarinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi(p:0.35(S1 segmentleri), p:0.6(S2 segmentleri), p:0.1(S3

segmentleri).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; gida varliginda safranin olmamasi, ZO-3
boyanma siddetini arttirirken, safra varliginda gidanin olmamasi ise azalttigi géruldi.

Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli izlenmedi(p:0.065)(Sekil:4.10).
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Sekil 4. 10 Gruplar arasinda ZO-3 boyanma siddetinin dagilimi

3.11.2.Okludin Boyanma Siddeti

Tum gruplarin birinci segmentleri (S1) kendi aralarinda karsilastirildiginda,
jejunal ‘by-pass’ (JP) grubunda kontrol ve biliyopankreatik gruba goére okludin
boyanma siddetinde anlamli olarak artis gériildi(p:0.019). ikinci ve (giinci
segmentlerde gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi(p:0.37(S2 segmentleri),

p:026(S3 segmentleri)).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; safranin gectigi ancak gidanin gegmedigi
veya her ikisinin de gegmedigi segmentlerde okludin boyanma siddetinde artis oldugu
gozlendi(Sekil 4.11). Sadece gida varliginda ise okludin boyanmasindaki artisin daha
da kuvvetli oldugu gorildi(Sekil 4.12). Aralarindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml

gorildi(p:0.016).
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Sekil 4. 11 Farkli jejunum segmentleri arasinda okludinin
immunohistokimyasal ekspresyonu (Okludin intestinal epitel hiicrelerinde
tek basina gida varliginda kuvvetli olarak ekprese olmaktadir. Siyah ok kuvvetli
ekprese edilmis bélgeyi gbstermektedir.)
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Sekil 4. 12 Gruplar arasinda okludin boyanma siddetinin dagilimi

3.11.3.Klaudin-1 Boyanma Bolgesi

Tim gruplarin birinci segmentleri(S1) karsilastirildiginda her (¢ grupta da
klaudin-1 boyanma paternleri arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
gozlenmedi(p:0.89). Gruplarin ikinci segmentleri(S2) karsilastirildiginda ise; jejunal
‘by-pass’ grubunda villuslerde klaudin-1 boyanmasinin diger gruplara gore belirgin bir
sekilde sadece uc¢ kisminda(<1/3) boyandigi goriildii(p:0.014). Ucilincii segmentler
arasinda ise boyanma paternleri arasinda istatistiksel olarak anlamli degisim

izlenmedi(p:0.35).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda klaudin-1 ekspresyon paterninde; gidanin
gectigi ancak safranin gegmedigi segmentte belirgin degisiklik gbzlenmedigi gérild.
Ancak sadece safranin gectigi segmentte boyanmanin zayifladigi, safra ve gidanin
birlikte gegmedigi segmentte ise belirgin bir sekilde azaldigi gorildi(Sekil 4.13).
Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi(p:0.035)(Sekil 4. 14).
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Sekil 4. 13 Jejunal segmentler arasinda klaudin-1'in immunohistokimyasal
dagilim paterni (Gida ve biliyopankreatik salginin birlikte gegcmedigi
segmentlerde klaudin-1 dagilimi villus uglari ile sinirli kalmistir. Ok villus ucunu
gdstermektedir.)
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Sekil 4. 14 Gruplar arasinda klaudin-1 boyanma paterninin dagilimi

3.12. Jejunal Aerobik Bakteriyel Popiilasyon

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ilgili segmentlerdeki aerobik bakteri
populasyonunun log10(CFU/mg) degerinde; sadece safra gecen segmentte, belirgin
degisim gozlenmedigi, sadece gidanin gectigi segmentte artis gosterdigi, gida ve
safranin bulunmadigl segmentte ise azaldigl gozlendi(Tablo 4.2). Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli kaydedildi(0.043)(Sekil4.15). Bonferroni diizeltmesi
yapildiktan sonra yapilan ikili analizlerde, farkin higbir gida ve salginin gegmedigi JP
grubunun ikinci segmenti ile kontrol segmenti ve gidanin oldugu ancak safranin

olmadigi segment arasinda oldugu gorildii(p:0.009).
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Tablo 4. 2 Gruplarin aerobik bakteri popiilasyonunun logl0(CFU/mg)
degerleri

Logl0(CFU/mg)

St.
Drtalama apma
Sikontrol  [EEETIRNTS
S1.BP.safra(+).gida(-) -0.63 1.44

132 061
S2.BP.gida(+).safra(-) 0.10 1.08

p:0.043
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S1.kontrol S1.BP.safra(+). S2.JP.safra(-) S2.BP.gida(+).
gida(-) Igida(-) safra(-)

Sekil 4. 15 Jejunal aerobik bakteriyel popiilasyon (log10(CFU/mg)

3.13. Lipopolisakkarit ve Sitrulin Olgiimleri

Portal venden alinan plazma lipopolisakkarit diizeylerinin ortalama degerleri;
kontrol, BP ve JP gruplarinda sirasiyla, 6 (x6), 5 (£3) ve 6 (+5) olarak olglldi(Tablo
4.3). Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildi(p:0.73).

Plazma sitrulin dlizeylerinin ortalama diizeyleri ise, kontrol grubunda en
yuksek (8+2), jejunal ‘by-pass’ grubunda ise en disik (6+1.7) olarak kaydedildi(Tablo
4.3). Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildi(p:0.69)(Sekil 4.16).
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Tablo 4. 3 Gruplar arasinda lipopolisakkarit ve sitrulin diizeyleri dagilimi

Lipopolisakkarit
(ngr/ml) Sitrulin (nmol/ml)
Ortalama| St. Sapma | Ortalama |St. Sapma

Kontrol 6 6.61 8 2.00
Biliyopankreatik
aup®F) | 5 | 3.18 I 7 | 1.75
Jejunal ‘by-pass’
UP) B 5.24 6 173

124 °
= 107
E o
©°
£
£
£ 87
2
:‘.m':
1]
]
o

4—

I I 1
Kontrol Biliyopankreatik grup  Jejunal 'by pass’
(BP) grubu

Sekil 4. 16 Plazma sitrulin dagilhimi
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TARTISMA

insan viicudundaki en biyik mikroorganizma rezervi gastrointestinal
sistemdedir. Gastrointestinal sistemin fiziksel, kimyasal ve immun bariyeri
bakterilerin sistemik dolasima ve diger organlara yayilmasini ve invazyonunu
engeller[94]. intestinal bariyer, bagirsak permeabilitesini belirleyen hiicreler arasi
TJVler tarafindan olusturulmaktadir ve ‘kript-villus’ aksinin dinamik degisimi ile
surdiriulmektedir. Degismis bagirsak permeabilitesi, endotoksemi ve bircok

hastaliklar ile iliskilendirilmektedir.

Bu calismada, deneysel sican modelinde biliyopankreatik sivinin, gidanin veya
her ikisinin gegmedigi jejunum segmentleri olusturarak, intestinal bariyer icin 6nemli
olan TJ proteinlerini degerlendirdik. Calismamizda malnutrisyonun karistirici bir
faktor olmamasi igin deney gruplari arasinda gida ve biliyopankreatik sivinin birlestigi
segment uzunluklarini benzer olarak tasarladik. Bu nedenle deneyin basindan sonuna

kadar tim gruplarin agirliklari arasinda anlaml bir fark gézlemlenmedi.

TJ icin anahtar role sahip proteinlerden biri olan okludin ekspresyonunda
segmentler arasinda anlamli olarak degistigini ortaya koyduk. Sadece gidanin gectigi
jejunum segmentlerinde diger segmentlere gbre enterositlerde artmis okludin
ekspresyonu izlendi. Benzer sekilde bununla ilgili daha 6énce yapilan ¢alismada enteral
beslenme grubunda, parenteral beslenen gruba gore okludinin anlamli bir sekilde
arttig1 gosterilmisti[95]. Luminal gida akisindaki degisiklik immun disfonksiyona ve
gecirgenlikteki degisikliklere neden olabilir. Enteral beslenme hayatin baslangicindan
itibaren gastrointestinal sistem icin hayati dneme sahiptir. Yapilan ¢alismalarda
neonatal donemden itibaren nekrotizan enterokolit gibi patolojik durumlarda veya
sttten kesilme gibi gida iceriginin degistigi durumlarda okludin diizeyinde azalma
oldugu gosterilmistir[96, 97]. Bizim calismamiz da; intestinal epitelin biliyopankreatik
sivi veya gida maruziyetindeki degisiklikler sonucunda okludin ekspresyonunda
degisikliklere yol actigini gosterdi. Okludinin TJ bitlnliginin sirdiridlmesinde kritik
onemi oldugu bilindigine gore, GiS bariyerinin sirdiriilmesi icin oral beslenme

onemlidir[26].
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Klaudin-1 bagirsak dahil bir ok dokuda bulunabilen bir TJ proteinidir. Basta
inflamatuar bagirsak hastaliklari olmak Uzere, alerji, pankreatit, kolanjit gibi bircok
durumda enterositlerde ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir[35, 37, 38]. Kolon
kanserinde ise arttigl izlenmistir[42]. Bu nedenle basta klaudin-1 olmak lzere TJ
proteinleri bircok hastaligini etiyopatogenezinde rol alabilecegi dislintilmektedir.
Bizim c¢alismamizda da klaudin-1 ekspresyonu sadece gida olmadiginda azalmis,
biliyopankreatik sivi ve gidanin birlikte yoklugunda ise daha ¢ok azalmistir. Sadece
biliyopankreatik sivi yoklugunda ise belirgin degisme gortlmemistir. Literatlirde de
yapilan ¢alismalarda basta glutamin olmak Uizere bazi besin ve proteinlerin klaudin-1
ekspresyonunu dizeltebilecegi gosterilmistir[98]. Bu da 06zellikle gidalarin TJ
proteinlerini etkileyerek cesitli hastaliklarin olusumunda veya tedavisinde etkili
olabilecegini diisiindirmektedir. Bundan sonraki siiregte; bazi besin gesitleri degisik
bagirsak segmentlerine uygulanarak bunlarin etkilerinin ve olusturduklari

degisikliklerin in-vivo olarak incelenmesi ileriki galismalarin konusu olabilir.

ince bagirsak mukozasi adapte olabilen bir yapiya sahiptir. Bu adaptasyon
sagkalim icin gereklidir. Bagirsak mukozasi aclik, kisa bagirsak sendromu, bariyatrik
cerrahi gibi bircok durumda adapte olabilmektedir. Bizim c¢alismamizda, deney
gruplarinin cerrahi islemden sonra yaklasik 4-5 giin boyunca agirlik kaybettikten
sonra tim gruplarin hizli bir sekilde kilo aldiklarini gézlemledik. Sadece 3 siganda bu
adaptasyonun goriilmedigini ve 6ldigl gline kadar hizla kilo kaybettikleri gorildi. Bu
Uc¢ sicanda da yapilan postmortem incelemede 6lime sebep olabilecek diger
durumlar(apse, enfeksiyon) gézlenmedi. Bu da adaptasyonun sagkalim icin hayati
dneme sahip oldugunun gdstergesi olarak gorilebililir. insanlarda, belirli bir nedenle
kisa bagirsak sendromu gelismesi durumunda mukozal adaptasyon 1-2 yila kadar
ulasabilen yavas bir siirectir. Kalan barsagin adapte olamamasi, devamli parenteral
beslenme ihtiyacini gerektirmektedir. Stirekli TPN ihtiyaci olan hastalarin %25’i bes yil
icerisinde 6lmektedir[99]. Diger taraftan calismamizda gruplar arasinda fonksiyonel
enterosit kitlesinin belirteci olan sitrulin diizeyleri arasinda da fark bulunmamistir. Bu
da ‘by-pass’ yapilan grupta, atrofiye ugramis defonksiyone bagirsak segmentine

karsin diger segmentlerin adaptasyonun gerceklestiginin bir kaniti olarak karsimiza
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¢ikmaktadir. Sicanlarda yapilan benzer bir calismada adaptasyonun en yiksek bir
sekilde bagirsakla direkt iliski icinde olan gidalar tarafindan indiklendigi
gosterilmistir[100]. Ancak yapilan bu benzer ¢alismada mideye ‘by-pass’ yapilmis
olmasi ve bu nedenle anlamli kilo kaybinin olmasi g¢alismanin kisithligi olarak
vurgulanmistir. Bizim calismamizda ise duodenojejunal ‘by-pass’ yapilarak gruplar
arasinda kilo kaybi arasinda fark izlenmemis olmasi ve bdylece malnutrisyonun

karistirici faktor olarak karsimiza gikmamasi bu ¢alismanin 6nemli avantajlarindandir.

Mukozal biylime ve gelisme; hormonal, sinirsel, immun ve mekanik sinyaller
tarafindan dizenlenmektedir[101]. Mukozal atrofi ise azalmis villus ylksekligi, cryp
derinligi, ylzey alani ve epitel sayisi ile karakterize morfolojik degisiklikleri
icermektedir[102]. Atrofi oral beslenmenin olmadigl durumlarda ve achgin uzun
donem sonucu olarak karsimiza gikmaktadir. Bizim ¢alismamizda da biliyopankreatik
sivinin ve gidanin gecmedigi segmentlerde diger segmentlere gére anlaml bir sekilde
atrofi oldugu izlendi. Bunu biliyopankreatik sivinin veya gidanin ayri ayri gectigi
segmentler izledi. Daha dnce yapilan bir calismada da ‘by-pass’ edilen segmentte,
mukozal atrofinin izlendigi sican modelinde gosterilmistir[103]. Baska bir calismada
ise Roux-en-Y anastomoz yapilan grubun, gida bacaginda biliyopankreatik bacaga
gore daha iyi adaptasyon gosterdigi gozlenmistir[104]. Bizim bulgularimizin
sonucunda da gidanin bulundugu tiim segmentler diger segmentlere gére morfolojik
ozellikleri yoniinden daha iyi adaptasyon saglamistir. Bu da adaptasyon i¢in mukoza
ve gidanin direk iliskide olmasi gerektiginin ve bolgesel faktorlerin 6nemli oldugunun

gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Mikrobiota olarak adlandirilan karmasik mikroorganizma topluluklari
insanlarin tim vicut yizeylerinde bulunmaktadir. Ozellikle alt gastrointestinal
sistemde ciddi boyutlara ulasabilmektedirler. Bu bakterilerin konakgi ile iliskileri cok
sayida arastirmanin konusu olmustur. Bu kompleks ve dinamik bakteri poplilasyonu
konakcinin homeostazi icin 6nemli gorevler (stlenmektedir. Basta konakginin
bagisikhk sistemi olmak Gzere bircok metabolik gorevlerde rol almaktadirlar[105].

Diger yandan bu bakteri bilegsenlerinin degismesi birgok inflamatuar hastaliklarin ve
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enfeksiyonlarin patogenezinden sorumludur. Bizim calismamizda da aerobik bakteri
popiilasyonunda, gida ve biliyopankreatik salginin birlikte olmadigl segmentte
anlaml azalma goérildi. Diger yandan biliyopankreatik salginin olmadigl ancak
gidanin oldugu segmentte ise artma yoninde bir bakteriyel popilasyonda artis
yonilnde bir egilim izlendi. Bu sonuglar 1s1ginda mikrobiotayi en etkili sekilde gidanin
varligi veya yoklugu oldugu sonucuna varildi. Literatlrde de bu konu ¢ok gesitli sekilde
ele alinmistir. Diyetin varligi veya yoklugu ile diyet igerigindeki degisimlerin
mikrobiota lizerine etkisi incelenmis ve diyetin mikrobiotayi etkileyen en giigli
faktorlerden birisi oldugu gosterilmistir[106]. Safra asitlerinin  yoklugunun
inflamatuar bakteriyel populasyondaki artis ile iliskili oldugu bildirilmistir[107]. Bizim
¢alismamizda gida ve biliyopankreatik sivinin bakteriyel poplilasyonu degistirdigini
gostermistir. Ancak kandaki lipopolisakkarit diizeyleri bu degisimden etkilenmemistir.
Bunun nedeni epitelyal bariyerin intakt olmasi veya lipopolisakkaritin yari 6mrinin
kisa olmasi olabilir. Lipopolisakkarit dakikalar igcinde baslica karacigerde elimine
edilmektedir[108]. Biz bu ¢alismada gruplarin postoperatif 24. giinde orneklerini
aldik. Bu da bize islemler sonunda in vivo olarak ge¢ dénem sonuclari elde etme
avantaji saglarken, kisa yari omri olan LPS oOlgliminde intestinal adaptasyon
gelistikten sonra veri elde etmemize neden olmustur. Diger taraftan ¢alismamizda
sadece aerobik popilasyonun calisiimis olmasi ve bakteriyel tiplendirme yapilmamis
olmasi calismanin kisithiliklari arasinda yer almaktadir. Hangi bakteri popilasyonunun

etkilendigi veya patojen mikroorganizmalardaki artis veya azalis ele alinamamistir.

Bu calismada biliyopankreatik sivi ve gidanin varligi veya yoklugu ayri ayri
incelenmis ve in vivo olarak bagirsak morfolojisindeki etkileri arastirilmistir. Genel
anlamda gidanin varligl veya yoklugu biliyopankreatik siviya gore daha gliclii etkiler
olusturdugu izlenmistir. Ancak safra ve pankreas salgilarinin ayri ayri etkileri
arastirlamamistir. Pankreas ve safra salgilarinin ayristirildigi baska deney
modellerinde bu iki grubun etkisi arastirma konusu olacak ve etkileri daha net olarak

ortaya konulabilecektir.
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4. SONUCLAR

e Besinler ve gastrointestinal sistem salgilarinin bagirsak morfolojisi ve
bitlnlik belirtegleri Gzerine dnemli etkileri mevcuttur.

e Villus/kript orani safra ve besinin olmadigi bagirsak segmentlerinde
ileri derecede azalarak atrofiye ugramistir. Ayrica bir inflamasyon
belirteci olarak intraepitelyal lenfosit sayisi da besin ve gastrointestinal
sistem salgilarinin birlikte yoklugunda artis géstermistir.

e TJ)yapisinda 6nemli diizenleyici roli olan okludin proteininin boyanma
siddeti gida varliginda artis gostermistir. Ayrica T)'lerin yapisinda
tikayici role sahip olan klaudin-1 proteini de besinin olmadig
segmentlerde sadece gastrointestinal sistem salgilarinin olmadigi
segmentlere gore daha zayif dagildigi gérilmuistir.

o islevsel bagirsak kitlesi belirteci olan sitrulin diizeyi gruplar arasinda
degisiklik gostermemistir.

e Jejunal aerobik bakteriyel popililasyonun, besin ve gastrointestinal
sistem salgilarinin yoklugunda azaldigi izlenmistir.

e Deneysel c¢alisma sonuglarimiz gastrointestinal sistem vyapisi ve
bltlinligl Gizerine besinlerin gastrointestinal salgilardan daha énemli

etkisi oldugunu duslindirmektedir.
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