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Ozet

[ltihabi bagirsak hastaligi olan bireylerde, kontrol grup-
lart ile kiyaslandiginda somatostatin (SMS) iceren hiicrelerin
submukozal alanda azaldigi gozlemlenmistiv. Bu ¢alismada
siganlarda asetik asitle olusturulan bagwrsak hasarinda SMS
analogu  octreotid'in hiicresel diizeyde etkileri aragstirildr.
Caliymada 20 erkek si¢can kullanmildi. Hayvanlar 24 saat ag
burakildi ve 50 mg/ kg pentobarbitalle i.p. anesteziye edildikten
sonra 2 gruba ayridi. Grup 1: 50 ug/kg ip. octreotide
(Sandostatin ampul Novartis) rektal infiizyondan 1 saat dnce-
sine kadar 8 saat arayla 3 defa verildi. Yumusak bir kateterin
antisten itibaren 10 cm itilip 3 ml %5'lik asetik asitin ve-
rilmesi, arkasindan hava verilmesi ile bagirsak hasari olugtu-
ruldu. Grup 2: Octreotid ile aymi voliim ve zamanda serum
fizyolojik (SF) i.p. verildi. Sicanlar bagwrsak hasart olusturul-
duktan 4 saat sonra oldiiriildii. Gruplar arasinda makroskopik
ve histolojik degerlendirmede anlamli fark tespit edilmedi.
Gruplarin "flowcytometric” analiz sonuglari: Grup 1(n:10) oc-
treotid grubu; G1:60.72+£3.70, S:30.4+2.06, G2:8.93+2.60,
PI:0.39+0.03, Grup 2 (n:10) kontrol grubu, G1:74.4+2.16,
S:16.77+1.64, G2:6.86+1.34, P1:0.23+0.02. Octreotid grubun-
da sentez fazi (S) ve proliferasyon indeksinin (PI) arttigi
(p<0.0001, p<0.0005) G1 ve G2 fazlarmmin ise azaldigi goz-
lendi (p<0.0004, p=0.019). Bu ¢alismadaki sonu¢lar daha
onceki literatiir bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde
SMS'in inflamasyona karst koruyucu etkisi yaninda erken
ddonemde ortaya ¢ikan tamir siirecini hizlandirdig1 seklinde yo-
rumlanabilecektir.
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Summary

In the individuals who have inflammatory bowel disease, it
was observed that the numbers of cells containing somatostatin
(SMS) decreased with compare to the control groups in the sub-
mucosal area. In this study the effects of octreotide, analogue of
SMS, on the colitis that was produced by acetic acid in the rat was
researched in the cell level. For this study, 20 male rat were used.
The rats were not fed for 24 hours and after being anesthetised by
50 mg/kg penthobarbital, they were seperated into two groups.
Groupl: 50 mg/kg octreotide (Sandostatin flakon Novartis) was
given t.i.d. until one hour before rectal infusion. The colonic dam-
age was done by pushing a soft cateter 10 cm from the anus gi-
ving 3 ml 5% acetic acid, and air to the animals. Group2: Same
amount of saline as octreotide was given at same intervals. Four
hours after colonic damage was produced in the rats, they had
been sacrified. The pathologic and flowcytometric analysis was
done in the colonic mucosa. There was no difference between two
groups in both micro and macro levels. The flowcytometric results
of Groups: Groupl(n:10) octreotide group; GI1:60.72+3.70,
S:30.4+2.06, G2:8.93£2.60, PI:0.39+0.03, Grup 2(n:10) control
group;,  G1:74.4%2.16,  S:16.77+1.64,  G2:6.86+1.34,
PIL:0.23+0.02. It was observed that the synthesis phase (S) and
proliferation index (PI) increased (p<0.0001,p<0.0005) G1 and
G2 phases decreased, in octreotide group (p<0.0004,p=0.019).
When the results in this study were combined with the previous lit-
erature results, it was concluded that SMS increased the repairing
process that occurred in the early periods, as well as protected
against the inflammation.
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Iltihabi bagirsak hastalig1 (IBH) patogenezinde
rol alan glutamat ve noropeptitler primer afferent
noronlarda sentez edilmekte ve salinmaktadirlar.
Bu noronlar periferik dokularda inflamatuvar ve
immiin cevabin regiilasyonunda rol oynarlar. Bu
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norotransmitterler kolesistokinin, somatostatin
(SMS), substans P ve vazoaktif intestinal polipeptid
(VIP)dir. Yapilan calismalar IBH olan bireylerde
submukozal alanda kontrol gruplart ile
kiyaslandiginda SMS iceren hiicrelerin azaldigini
gostermistir (1). Son zamanlarda octreotid ve diger
somatostatin analoglarinin inflamatuvar siireci
sitokinleri modifiye ederek azalttiklar1 gosteril-
mistir. Octreotid TNF-alfa regiilasyonunu sagla-
yarak antiinflamatuvar etkinligini gostermektedir
(2). Asetik asitle olusturulan deneysel kolitte
mukozal platelet aktive eden faktor (PAF),
lokotrien B4 (LB4) sentezinin arttig1 ve somato-
statin diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Octreotid
uygulamasindan sonra PAF, LB4, VIP diizeylerinin
azaldig1 16kotrien C4 (LC4) ve kalsitonin gen i-
liskili peptid (CGRP) diizeylerinin degismedigi,
bagirsak hasarimin diizeldigi gosterilmistir (3). Bu
sonuglar mukozal SMS'in azalmasmin IBH pato-
genezinde rol alabilecegini ve bu peptidin disardan
verilmesi ile mukozal hasarin diizelebilecegini
diistindiirmektedir.

Bu calismada si¢anlarda asetik asitle olusturu-
lan deneysel bagirsak hasarinda SMS analogu oc-
treotid' in hiicresel diizeyde etkileri arastirildi.

Materyel ve Metod

Calisma icin 200-250 g agirliginda 20 erkek
sigan kullanildi. Hayvanlar sadece su igmelerine
izin verilerek 24 saat a¢ birakildi ve 50 mg/kg pen-
tobarbitalle intraperitoneal (i.p.) anesteziye edildik-
ten sonra 2 gruba ayrildi. Grup 1: 50 pg/kg i.p. oc-
treotide (Sandostatin ampul Novartis) rektal in-
flizyondan 1 saat 6ncesine kadar 8 saat arayla 3 de-
fa verildi. Yumusak bir kateterin aniisten 10 cm
itilip 3 ml %5'lik asetik asitin verilmesi, arkasindan
hava verilmesi ile deneysel bagirsak hasar1 olustu-
ruldu. Grup 2: Octreotide ile ayni voliim ve zaman-
da serum fizyolojik (SF) i.p. verildi. Sicanlar ba-
girsak hasar1 olusturulduktan 4 saat sonra
oldiriildii. Kolonlar1 histolojik ve "flowcytometric"
analiz i¢in ¢ikarilip % 10'luk formalinde saklandi.

Makroskopik ve mikroskopik degerlendirme:
Aniisten itibaren 4 cm'lik bagirsak segmentinde
olusan lezyon sayis1 degerlendirildi. Bu dokudan
alinan 2 cm'lik bir kesit %10 formalin i¢inde pa-
toloji laboratuvarina gonderildi. Rutin takip asa-

T Klin J Gastroenterohepatol 2000, 11

Abdulhalim BAKI ve Ark.

malarindan sonra Hematoksilen Eosin ile boyanip
x100 biiyiitme ile iki ayr1 histopatolog tarafindan
degerlendirildi ve birbirini takip eden 6 ayr1 alanda
mukozal, submukozal lezyonlarin derinlik ve
genisligi degerlendirildi.

Proliferatif aktivitenin "flowcytometry" ile
6l¢timii: Taze doku i¢inde medium (RPIM-1640 +
%S5 fetal calf serum) bulunan plastik petri kutusun-
da 4°C’de mekanik olarak parcalandi. Bu prosediir-
den sonra suspansiyon 80u boyutlu porlari olan
filtreden stiziildii ve iginde % 0.1 triton x-100 PBS
bulunan buzda 3 dakika bekletildi. Sonra yikand:
ve 37°C’de 20 dakika RNA'z ile inkiibe edildi (180
U/mL PBS iginde). Yikama periyodundan sonra
hiicre suspansiyonu propidiumiodide ile (50 pg/ml
PBS) 1 saat 4°C’de karanlikta bekletildi ve "flow-
cytometric" analiz yapildi. "Flowcytometric" ana-
liz (FCA) Epics Elite EST (Coulter-USA) "flowcy-
tometry" ile yapildi. Hiicrelerin G1, S, G2 fazlar
Multi Cycle DNA bilgisayar programi (Fhoenix
flow systems, Inc. San Diego) ile hesaplandi. Bu
degerler proliferatif-rejeneratif indeks olarak yo-
rumlandt (PI). PI; S faz1 G2/M faz1 toplaminin
G0/G1,S,G2/M toplamina boliimiiniin yiizde frak-
siyonu olarak ifade edildi (4,5).

Sonuglar ortalama + SD olarak ifade edildi.
Istatistiksel analiz Student t ile yapild: ve p<0.05
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Makroskopik degerlendirmede kolon mukoza-
sinda yer yer hiperemi diginda patoloji tepit edilme-
di. Mikroskopik degerlendirmede submukozal
damarlar ¢evresinde minimal iltihabi hiicre infilt-
rasyonu mevcuttu. Gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmedi. Gruplarin "flowcytometric" analiz
sonuglart: Grup 1 (n:10) octreotid grubu; G1:60.72+3.70,
S:30.4+2.06, G2:8.93+2.60, P1:0.39+0.03, Grup 2
(n:10) kontrol grubu; G1:74.4+2.16, S:16.77+1.64,
G2:6.86+1.34, PI:0.23+0.02. Octreotid grubunda
sentez fazi (S) ve proliferasyon indeksinin (PI) art-
t181 (p<0.0001, p<0.0005) G1 ve G2 fazlarmin ise
azaldig1 gozlendi (p<0.0004, p=0.019) (Tablo 1).

Tartisma

[Itihabi bagirsak hastaliklarinda (IBH) son yil-
larda ozellikle enteral sinir sistemi, néropeptitler
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Tablo 1. Deneysel bagirsak hasarinda octreotid ve "flowcytometry" iliskisi

Hiicre siklusu

Gruplar G1 faz1 S fazi QG2 faz1 PI
Kontrol (%) 744 +2.16 16.77 + 1.64 6.86 +1.34 0.23 +£0.02
Octreotid (%) 60.72+3.70 * 30.40 £ 2.06** 8.93 £2.60%**  0.39 £ 0.03%***

*p< 0.0004, **p< 0.0001, ***p=0.019, ****p< 0.0005

ve mukozal immiinitedeki degisikliklerin iltihabi
cevabin olusmasinda onemli rollerinin oldugu ve
aralarindaki iligkinin iltihabi cevabin siddetini be-
lirledigi vurgulanmaktadir (6-10,11). Hastaliktaki
iltihabi degisikliklerin aktive olmus immiin sistem
hiicrelerinden kimyasal mediatorler, siiperoksit
radikalleri, PAF, LTB4, LTC4, tromboksan ve
PGE2 salinimi sonucu olustugu ve remisyonla bir-
likte bu maddelerin normale dondiigii bilinmektedir
(11,12).

Bu c¢alismada octreotid koruyuculugunda
asetik asitle olusturulan deneysel bagirsak hasarin-
da makroskopik ve mikroskopik degisikliklerin
erken donemde ortaya c¢ikmadigi oysa molekiiler
diizeyde hiicrede sentez fazi ve proliferasyon in-
deksinde anlamli artig oldugu gézlenmistir.

Somatostatinin iIBH patogenezindeki rolii agik
degildir. Yapilan calismalarda enterik noropeptid-
lerin mukozal immiinitenin modiilasyonunda
onemli rol oynadigi anlasilmigtir. Ortaya c¢ikan
6dem ve diiz kas kontraksiyonunda enterik néronal
fonksiyon degisiklikleri ve noropeptidlerin kon-
santrasyonlarindaki degisikliklerin rol aldig:
diisiiniilmektedir (7,13,14). iltihabi bagirsak hastalik-
larinda rektal VIP ve substans P, beta-endorfin, ty-
rotropin-releasing hormonun arttig1 saptanmistir
(1,9,15,16). Bu noropeptidlerin artmas1 yaninda ak-
tif tilseratif kolitli hastalarda kolondaki submukozal
SMS igeren hiicrelerin azaldigi, hastaligin iyi-
lesmesi ile hiicre sayilarmin normale dondiigii ve
salgilanan SMS diizeyinin normale dondiigii goz-
lenmistir (3,6,16,17). SMS salgilayan hiicrelerdeki
azalmadan kript abseleri sorumlu olabilir (18).
Fakat kript absesi olmayan alanlarda da bu hiicre-
lerde azalma mevcuttur (6,11). SMS'in bagirsak
mukozasindaki koruyucu etkisi c-AMP'nin in-
hibisyonu ve kalsiyum artisinin blokaj1 seklinde iki
farkli mekanizma ile aciklanmaya calisilmistir (6).
SMS Peyer plaklarindaki lenfositlerin ¢ogalmasini
ve immiinglobulin sentezini, T lenfositlerin ¢ogal-
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masini ve bu hiicrelerden sitokinlerin salinimini en-
geller (19). Deneysel kolitte LTB4, PGE2, PAF
miktarlar1 artarken, SMS diizeylerinin diistigi
oysa SMS koruyuculugu altinda olusturulan kolitte
bu noropeptidlerin diizeylerinin anlamli derecede
diisiik oldugu gosterilmistir.(3) IBH'nda mukozal
SMS konsantrasyonlarindaki degisme bu peptidin
azalmasinin, hastaligin fizyopatolojisinde onemli
rol oynadigini diisiindiirmektedir (20). SMS
IBH'nda koruyucu rol oynamaktadir (21). SMS'
nin azalmasi iltihab1 baglatan bir neden olmaktan
cok olayi siddetlendiren bir nedendir (6,22). Once-
ki ¢aligmalarda SMS analogu octreotidin koruyucu-
lugunda olusturulan deneysel kolitte kontrol ile
karsilagtirildiginda tedavi gruplarinda hastaligin
aktivitesini gosteren parametrelerde (ishal, kanama,
vaskiilit) belirgin azalma goriilmiis ve bu grupta
LTB4, PGE2, PAF diizeylerinde de azalma sap-
tanmigtir (3,23).

Bu calismadaki sonuglar daha 6nceki literatiir
bulgular ile birlikte degerlendirildiginde SMS'in
inflamasyona kars1 koruyucu etkisi yaninda erken
donemde ortaya ¢ikan tamir siirecini hizlandirdigi
seklinde yorumlanabilecektir.
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