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Ozet

Summary

Bu ¢alismada sicanlarda asetik asitle olusturulan bagir-
sak hasarinda Interferon a-2a'min  hiicresel diizeyde etkileri
arastirildi.  Calisina icin 20 erkek si¢an kullamldi. Hayvanlar
24 saat a¢ birakildi. 50 mig1 kg pentobarbitals intraperitoneal
(i.p.) anesteziye edildikten sonra 2 gruba ayrikli. Grup 1: Bir
milvon Unite /kg i.p. interferon a-2a (Roferon A flakon Roche)
rekial infiizyondan I saat oncesine kadar 8 saat arayla 3 defa
verildi. Bagwrsak hasart yumusak bir kalelerin aniisten 10 cm
itilip kalelerden 3 ml % 5'lik asetik asilin verilmesi, arkasin-
dan hava verilmesi ile olusturuldu. Grup 21 Interferon <x-2a ile
ayni voliiide sertini fizyolojik ayni zaman dilimlerinde i.p. ve-
rildi ve hasar olusturuldu. Sicanlar bagirsak hasari olusturul-
duktan 4 saat sonra 6ldiiriildii. Kolon mukozasinda patolojik
ve "flowcytontelric" analiz yapildi. Makroskoplk ve mikrosko-
pik degerlendirmede gruplar arasinda fark yoktu. Gruplarin
"flowcytometric" analiz sonuglari: Grup 1(1ulO) Interferon a-

2a grubu; GI:53.9+ 2.81, S:38.70+4.52, G2:7.4()£2.64,
PPO.46+0.02, Grup 2(n:10) kontrol grubu; G1:74.4+2.16,
S:16.77+1.64, G2:6.86+l .34, PI:0.23+0.02. interferon a-2a

grubunda sentez fazi (S) ve proliferasyon indeksinin (P!) art-
ugr (p«).00l,  p<0.005), Gl fazimn  azaldigi  gozlendi
(p«).0004). G2 fazinda anlamh degisiklik gozlenmedi. Bul-
gular interferonun doku hasarinda, hiicre yenilenmesini hiz-
landirdigi  seklinde yorumlanabilecegi gibi hiicre hasarimi de-
rinlestirerek proliferasyon indeksi ve sentez fazimin artmasina
neden oldugu seklinde de yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Interfcron a-2a, Sigan, Asetik asit,
Deneysel bagirsak hasari
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In this study, the effects of interferon a-2a on the exper-
imental colonic damage, which was created by acetic acid in
rats, was researched at the cellular base. For this study. 20
male rats were used. The rats were not fed for 24 hours. They
were seperated into two groups after being anesthetized by 50
mg/kgpenthobarbital. Group 1: One million unit/kg Interferon
a-2a (Roferon A flakon Roche) was given three times with 8
hoars intervals until one hour before rectal infusion. An intes-
tinal damage was developed by pushing a soft catheter 10 cm
from the anus giving 3 ml 5% acetic acid by this catheter, and
pumping air afterwards. Group2: Same amount of saline with
interferon a-2a was given in the same time intervals and a
damage was developed. The rats were killed four hours later as
the colonic damage occurred. The pathologic and jlowcyto-
metric analysis were done in the colonic mucosa. There was no
difference between the two groups in both micro and macro
levels. The flowcytometric results of Groups: Group l(rnlO) in-
terferon a-2a  group; G1:53.9£2.81, 8§:38.70+4.52,
G2:7.40+2.64, PI:0.46+0.02, Group 2(n:10) control group;
Gl:74.4+2.16, S: 16.77+1.64, G2:6.86+l.34, PF.0.23M1.02. In
contrast to the control group, it was observed that the synthe-
sis phase (S) and the proliferation index (Pl) were increased
(p<0.001, p<0.005), the Gl phase was decreased (p<0.0004).
and G2 phase remained same in interferon a-2a group. In con-
clusion, there might be two comments on data produced the
first comment might be that the interferon made the cell
renevul increase. The second comment might be that the inter-
feron increased the cell damage and then caused an Increase in
the proliferation index and the synthesis phase.

Key Words: Experimental colonic damage, Rat,
Interferon a-2a
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[ltihabi bagirsak hastaliginda (IBH) dolasimda
serbest interferon saptanmistir (1,2). Interferoniin
ativiral etkinligi (3) yaninda, supressor T lenfosit-
lerin sayisini azaltmak, hipergammaglobulinemiy1
ve immiin kompleks olusumunu azaltmak gibi ira-
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mim regiilatuvar rolleri de mevcuttur (3,4). IBH'da
naturel killer (NK) hiicresi ve periferal mononiik-
leer hiicre aktivitesindc azalma mevcuttur ve bu ek-
siklik interferon uygulamasindan sonra normale
donmektedir (5-8). Bu bulgular interferonun
IBH'nin tedavisinde yeri olabilecegini diisiindiir-
mektedir.

Bu g¢alismada siganlarda asetik asitle olusturu-
lan deneysel bagirsak hasarinda Interferon a-2a'mn
hiicresel diizeyde etkileri arastirildi.

Materyel ve Metod

Calisma i¢in 200-250 g agirliginda 20 erkek
sican kullanildi. Hayvanlar sadece su i¢melerine
izm verilerek 24 saat a¢ birakildi. 50 mg/kg pento-
barbitalle intraperitoneal (i.p.) anesteziye edildik-
Bir milyon
iinite/kg i.p. Interferon ot-2a (Roferon A flakon
Roche) rektal infiizyondan 1 saat 6ncesine kadar 8

ten sonra 2 gruba ayrildi. Grup 1:

saat arayla 3 defa verildi. Bagirsak hasar1 yumusak
bir kateterin aniisten 10 cm itilip kateterden 3 ml
%15'lik asetik asitin verilmesi, arkasindan hava ve-
rilmesi ile olusturuldu. Grup 2: Interferon a-2a ile
aynt hacimde serum fizyolojik ayni zaman dilim-
lerinde i.p. verildi ve hasar olusturuldu. Sicanlar
islemden 4 saat sonra 6ldiiriildiiler. Kolonlar1 his-
tolojik ve "flovvcytometric" analiz i¢in ¢ikarilip
%10'luk formalinde saklandi.

Makroskopik ve mikroskopik degerlendirme:
Anitisten itibaren 4 cm'lik bagirsak segmentinde
olusan lezyon sayisi degerlendirildi. Bu dokudan
alman 2 cm'lik bir kesit % 10 formalin icinde pa-
toloji laboratuvarma gonderildi. Rutin takip asa-
malarindan sonra Hematoksilen Eosin ile boyanip
Olimpus 3x50 Tip mikroskopla x100 biiylitmede
iki ayr1 histopatolog tarafindan degerlendirildi ve
birbirini takip eden 6 ayr1 alanda mukozal, sub-
mukozal lezyonlarm derinlik ve genisligi deger-
lendirildi.

Proliferatif aktivitenin "flovvcytometry" ile
Ol¢iimii: Taze doku ig¢inde medium (RPIM-1640 +
5% fetal calfserum) bulunan plastik petri kutusun-
da 4°C"de mekanik olarak par¢alandi. Bu islemden
sonra siispansiyon 80p boyutlu porlari olan filtre-
den siiziildii ve iginde %0.1 triton x-100 PBS (fos-
fat tampon soliisyon) bulunan buzda 3 dakika bek-
letildi. Sonra yikandi ve 37°C'de 20 dakika RNA'z
ile inkiibe edildi (180 U/mL PBS iginde). Yikama
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isleminden sonra hiicre slispansiyonu propidiumio-
dide ile (50 pgml PBS i¢inde) 1 saat 4°C'de karan-
likta bekletildi ve "flowcytometric" analiz yapildi
(9,10).

"Flowcytometric " analiz (FCA) Epics Elite EST
(Coulter-USA) "flowcytometry" aleti ile yapildi.
Hiicrelerin G1, S, G2 fazlar1 Multi Cycle DNA bil-
gisayar programi (Fhoenix flow systems, Inc. San
Diego) ile hesaplandi. Bu degerler proliferatif-re-
jeneratif indeks olarak yorumland: (PI). PI; S fazi
G2/M faz1 toplaminin G0/G1, S, G2/M toplamina
boliimiiniin ylizde fraksiyonu olarak ifade edildi.

Sonuglar ortalama = SD olarak ifade edildi. Is-
tatistiki analiz Student t test ile yapildi ve p<0.05
anlamli olarak degerlendirildi.

Bulgular

Makroskopik degerlendirmede kolon mukoza-
sinda yer yer hiperemi disinda patoloji tespit
edilmedi. Mikroskopik degerlendirmede sub-
mmikozal damarlar c¢evresinde minimal iltihabi
hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Gruplar arasinda an-
laml1 fark tespit edilmedi. Gruplarin "flowcytomet-
ric" analiz sonu¢lan: Grup 1(n:10) interferon tx-2a
grubu; GI :53.9+2.81, S:38.70+4.52, G2:7.40+2.64,
P1:0.46+0.02, Grup 2(n:10) kontrol grubu;
Gl:74.4+2.16, S:16.77€1.64, G2:6.86%1.34,
PI1:0.23+0.02. Kontrol grubuna gére Interferon ot-
2a grubunda sentez fazi (S) ve proliferasyon in-
deksinin (PI) arttig1 (p<0.001, p<0.005), Gl fazinin
azaldigr (p<0.0004), gozlendi. G2 fazinda degisik-
lik gozlenmedi (Tablo 1, Sekil 1).

Tartisma

Bu calismada IFN-a-2a kullanilan siganlarda
asetik asitle olusturulan bagirsak hasarinda sentez
fazt (S) ve proliferasyon indeksinin (PI) kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli oranda arttig:
gozlendi.

Interferonun IBH patogenezmdeki rolii heniiz
acik degildir. Interferonun tedavide etkisi oldugu
kadar etkisizligini de bildiren raporlar mevcuttur.
iltihabi bagirsak hastaliginda dolasimda interferon
saptanmistir  (1,2).
hiicreleri iizerine olan etkilerini hiicre gelisim ve

Interferonlar immiin sistem

diferensasyonunu etkileyerek saglarlar. Interferon-

lar makrofajlar1 aktive ederek onlarin antijen pre-
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Tablo 1. Deneysel bagirsak hasarinda

Abdulhalim BAKI ve Ark

interferon a-2a ve "flowcytometry" iliskisi.

Ol faz1 S fazi G2 faz1 PI
Kontrol 744 + 2.16 16.77+ 1.64 6.86 £ 134 0.23 + 0.02
Interferon oc-2a 539 £2.81*%* 38.70 £4.52%* 740 +£2.64 046 +0.02%**

*p— 0.004 , **p< 0.00i. ***p< 0.0005 kontrolden fark

zente eden 6zelliklerini, bakterisidal ve tiimorosi-
dal etkilerini arttirirlar. Lenfosit iizerine olan etki-
leri doz ve uygulama zamanina bagli olarak fark-
lidir. Interferonlar lenfosit disindaki hiicrelerde
diferensasyonunu  arttirirlar  (11). Interferonun an-
tiviral etkinligi yaninda, supressdér T lenfositlerin
sayisinl azaltmak, hipergammaglobulinemiyi ve
immiin kompleks olusumunu azaltmak gibi rolleri
de mevcuttur (3,4). IBH'da NK hiicresi ve periferal
mononiiklecr hiicre aktivitesinde azalma mevcuttur
ve bu eksiklik interferon uygulamasindan sonra
normale dénmektedir (5-8). IBH'da insan intestinal
mukozal mononiikleer hiicrelerinde IFN-y f{ireti-
minin azaldig1 gosterilmistir (4). interferon aktif
ilscratif kolit ve Crohn hastalarinda periferik
mononiiklecr hiicrelerde 2'-5' oligoadenilat sentezi-
ni indiiklemcktedir. Ayrica interferon bu hastalarda
pGeT sentezini doza bagli olarak azaltmaktadir

12

Interfcron-gama T84 epitel hiicrelerinin 6zel-
liklerini degistirmektedir. TNF-a bu etkisini arttir-
maktadir. IFN-y TNF-cc'nm reseptdr sentezini art-
tirmaktadir. iIBH'da IFN-yve TNF-a sinerjistik etki
gostererek epitel fonksiyonunu degistirmektedir
(13). Thl lenfositler IFN-y, TNF-a, IL-1(3 gibi
sitokinleri iireterek IBH' da bir orkestra gibi rol al-
maktadirlar.  TNF-a'nin iki ayrn
kesfedilmistir. Bu reseptorlere karsi gelistirilen an-
ti-TNF antikorlar IBH'min kliniginde dramatik
diizelmeye yol agmaktadir (14). Herpes virus bir-
likte iilseratif kolit ve Crohn hastaliginda uzun
siireli [FN-a-2a tedavisinin erken baslandiginda
hastaligin kroniklegsmesini engelleyebilecegi ve
uzun siireli kullanim ile kanser gelisimini geciktire-
bilccegi veya Onleyebilecegi idda edilmektedir
(15). IBH'mda inflame mukozada IFN-y, TNF-a ve
IL-2 aktivitesinin arttig1 gdsterilmistir. TNF-a'nm
IFN-y yolu ile IL-2'nm direkt kolonik smif-II anti-
jen sentezini arttirdigi gosterilmistir (16). Crohn
hastaliginda iuvivo

reseptoru

interferon aktivasyonunun
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Sekil 1. Deneysel barsak hasaninda Tnterferon ¢-2 a ve “flow-
cytometry” iliskisi.

degerlendirildigi bir ¢alismada lamina propriadaki
mononiikleer hiicrelerde kontrol grubu ile karsilas-
tirildiginda IFN-y ve IFN-a mRNA diizeylerinin
artt1g1 gosterilmistir (17). Baska bir ¢alismada IFN-y
ve TNF-a aktifiilseratif kolitte artmis bulunmustur.
Bu sitokinler intestinal mukus iiretimini hiicresel
dokiilmeye neden olarak regiile edebilirler. Bu
sonug zarar gdrmiis olan mukozanin kuvvetle ko-
runmasini saglamis olabilir (18). Lamina propri-
adaki T hiicrelerin TGF-jj iretimi azaltilip, IFN-y
iretimi arttirildiginda kolitin ortaya ¢iktig1, bunun
tam tersi yapildiginda ise kolitin olugmadig1 gdste-
rilmistir (19). Bir calismada IFN-y diizeyi aktif
iilseratif kolit ve Crohn hastaliginda kontrol grubu
ile aynt bulunmustur (20).

Yirmisckiz hasta iizerinde yapilan bir ¢alisma-
da 6-12 ay boyunca IFN-a-2a kullanan hastalarda
iki yi1ldan daha uzun bir siire hastalarin 26'smda
klinik ve endoskopik iyilik halinin devam ettigi
gosterilmistir (21). Aktif Crohn hastaligi olan 18
hastada 12 haftalik iIFNa-2b tedavisi ile hastalarin
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%44'indc tam rcmisyon gézlenmis, 1 hastada par-
siyel rcmisyon saptanmis ve hastalarin higbirisinde
tedaviyi kesmeyi gerektirecek yan etki olus-
mamistir (22). Bes Crohn hastasi ile yapilan baska
bir ¢alismada iFN-a-2b tedavisi ile 2 parsiyel
rcmisyon gozlenmistir (23).

Buna karsilik aktif Crohn hastaligi olan 12 has-
ta iizerinde IFN-a-2a'mn etkinliginin arastirildig
bir ¢calismada 24 haftalik tedaviyi 4 hastanin ta-
mamlayabildigi ve bu hastalarin higbirinde rcmis-
yon gozlenmedigi, diger hastalarin tedaviye hig ce-
vap vermedikleri i¢in tedaviyi erken kestikleri ra-
por edilmistir, interferon iL-6 ve diger akut faz
reaktanlar1 tizerine vc endoskopik aktivite {izerine
iyilestirici bir etki gdstermemistir (24). Baska bir
calismada stcioidc direngli 3 Crohn hastasina 24
hafta boyunca uygulanan IFN-oc-2a tedavisi sonu-
cunda 2 hastada hastalik aktivitesinde azalma
oldugu, 1 hastada tedaviyle aktivitede azalma ol-
mayinca 12.haftada tedaviyi kestigi rapor edilmistir
(25). Bu bulgular interferon un IBH'mda dual etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak Interferonun doku hasarinda,
hiicre yenilenmesini hizlandirdig1 seklinde yorum-
lanabilecegi gibi hiicre hasarini derinlestirerek pro-
liferasyon indeksi vc sentez fazinin artmasina ne-
den oldugu seklinde de yorumlanabilir.
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