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OZET

ISHALLI KOPEKLERDE GASTROINTESTINAL BiYOBELIRTECLERIN
ARASTIRILMASI

Sen T. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii I¢c Hastahklar
(Veteriner) Programi, YUksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu calismada, cesitli nedenlere bagli ishal gelisen kopeklerde gastrointestinal

biyobelirtegler arasinda yer alan zonulin ve laktat diizeylerinin degerlendirilmesi amaclandi.

Gereg ve YOntem: Calismaya etiyolojik olarak siniflandirilmayan 30 ishalli kopek ile 15
saglikli kopek dahil edildi. Her bir kopegin Vena cephalica antebrachii’sinden teknigine
uygun olarak kan ornekleri alindi. Antikoagulantsiz tiiplere alinan kan 6rneklerinden ELISA
prensibine dayali ticari test kiti (Canine Zonulin ELISA Kit, Cat No. MBS2605074)
kullanilarak serum zonulin diizeyleri 6l¢iildii. Heparinli tiiplere alinan kan &rneklerinden ise el

analizatorii (Lactate Pro 2, Arkray, Hollanda) kullanilarak plazma laktat seviyeleri 6l¢iildii.

Bulgular: Serum zonulin konsantrasyonlarinin ishalli kopeklerde 9,80 + 6,7 ng/ml
seviyesinde bulunmasina karsin saglikli kopeklerde serum zonulin konsantrasyonlarinin 1,94
+ 1,4 ng/ml diizeyinde oldugu tespit edildi. ishalli kdpeklerin plazma laktat seviyelerinin ise
9,02 + 4,7 mmol/L seviyesinde oldugu buna kargin saglikli kopeklerin plazma laktat
konsantrasyonlarmin 1,21 + 1,4 mmol/L diizeyinde bulundugu tespit edildi. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede hem zonulin hem de laktat konsantrasyonlarinin ishalli kopekler

i¢in yiiksek diizeyde (p< 0,000) anlaml1 oldugu tespit edildi.

Sonug: Sonug olarak ishalli kdpeklerde gastrointestinal biyobelirteclerden zonulin ve laktat
diizeylerinin kandaki konsantrasyonlarinin arttigi ve ishale bagli olarak bagirsaklarda
meydana gelebilecek hasarin tespitinde zonulin ve laktatin dikkate alinabilecegi, bu

belirteclerin ishalin prognozu ve sagaltiminin takibinde kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: D-laktat, ishal, Képek, Zonulin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GASTROINTESTINAL BIOMARKERS IN DOGS WIiTH
DIARRHEA

Sen T. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Internal Medicine

(Veterinary) Program, Master’s Thesis, Aydin, 2021.

Objective: In this study, it was aimed to evaluate the zonulin and lactate levels, which are

among the gastrointestinal biomarkers, in dogs with diarrhea due to various reasons.

Metarial and Methods: Thirty dogs with diarrhea and 15 healthy dogs, which were not
classified as etiological, were included in the study. Blood samples were taken from Vena
cephalica antebrachii of each dog in accordance with the technique. Serum zonulin levels
were measured from the blood samples collected in tubes without anticoagulant, using the
commercial test kit (Canine Zonulin ELISA Kit, Cat No. MBS2605074) based on the ELISA
principle. Plasma lactate levels were measured using a handheld analyzer (Lactate Pro 2,

Arkray, The Netherlands) from blood samples taken into heparinized tubes.

Results: While serum zonulin concentrations were found to be 9.80 £ 6.7 ng/ml in dogs with
diarrhea, serum zonulin concentrations were found to be 1.94 + 1.4 ng/ml in healthy dogs. It
was determined that the plasma lactate levels of the dogs with diarrhea were 9.02 + 4.7
mmol/L, whereas the plasma lactate concentrations of the healthy dogs were 1.21 + 1.4
mmol/L. In the statistical evaluation, both zonulin and lactate concentrations were found to be

highly significant (p< 0.000) for dogs with diarrhea.

Conclusion: As a result, it was concluded that the gastrointestinal biomarkers zonulin and
lactate levels increased in blood in dogs with diarrhea and that zonulin and lactate could be
taken into account in detecting the damage that may occur in the intestines due to diarrhea,

and these markers could be used in the follow-up of the prognosis and treatment of diarrhea.

Keywords: D-lactate, Diarrhea, Dog, Zonulin



1. GIRIS

Gectigimiz birkag yi1l boyunca “bagirsak sagligi” kavrami, beslenme uzmanlari,
veteriner hekimler ve bilim insanlar1 arasinda 6nemli bir konu haline gelmistir (Kogut ve
Arsenault, 2016). Hayvan sagligini1 ve refahini izlemek ve herhangi bir besinsel miidahalenin
hayvan performansi iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in gastrointestinal fonksiyonelligin
tanimlanmas1 ¢ok Onemlidir. Bagirsak sagligi tanimlanmasina ragmen, gastrointestinal
fonksiyonellik alt1 ana boliim ile belirtilmistir. Bu boliimler; Diyet, sindirim ve emilim,
normal ve stabil mikrobiyota, bagisiklik durumu, bagirsak mukozasi ve noroendokrin-
bagirsak motor islevlerini igerir. Gastrointestinal fonksiyonellik i¢in yapilan tiim bu tanimlar
gastrointestinal fizyoloji, hayvan saghigi, refah ve performansta kritik bir rol oynamaktadir
(Celi ve digerleri, 2017).

Insan hekimliginde oldugu gibi veteriner hekimlikte de gastrointestinal permeabilite,
gastrointestinal bariyer fonksiyonu ve bagirsak endokrin sistemi ile iliskili biyobelirteclerin
belirlenmesinde biyik bir bosluk bulunmaktadir (Celi ve digerleri, 2017). Gastrointestinal
biyobelirteglerin gelisiminde, bagirsak bariyerini, fonksiyonelligini ve gastrointestinal
mikrobiyotanin ekolojisini etkileyen olaylar1 anlayabilmemiz ac¢isindan olduk¢a dnemlidir.

Intestinal epitel hiicreleri arasinda yer alan baglanti odaklari mukozal bariyer ve
hiicrelerarasi iletimin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Sturgeon ve Fasano, 2016).
Zonulin, bu siki baglant1 odaklarinin geri dontisiimlii gecirgenligini diizenleyen bir proteindir.
Yapilan klinik ¢aligmalarda, protein yapisinda olan zonulinin bagirsak gegirgenliginin bir
biyolojik belirteci olarak gosterildigi rapor edilmistir. Bununla birlikte zonulin
mekanizmasinin gastrointestinal mukozal bariyerde saglikli bagisiklik fonksiyonunu ve
toleransi arttirmada 6nemli bir mekanizma oldugunu dogrulamaktadir. Zonulin sinyal yolunun
diizensizligi, normal bagirsak bariyer fonksiyonunun bozulmasina ve bagisiklik tepkilerinin
degisimine yol agmaktadir. Zaman igerisinde kandaki yiiksek seviyelerdeki zonulin
gastrointestinal mukozanin paraseliiler gegirgenligini artirarak, enflamatuar, otoimmin ve
neoplastik hastaliklarin olusumuna zemin hazirlayabilmektedir. Zonulin diizeyinin artmasi ile
bagirsak gegirgenliginin artmas: arasinda pozitif bir iliski bulundugundan dolay1r bu
biyobelirtecin bagirsak bariyer fonksiyonunun eski haline getirilmesinde terap6tik amag igin

kullanilabilecegi de rapor edilmistir (Fasano, 2012).



Zonulin, birgok kronik yangisal hastaligin (CID) patogenezinde yer almaktadir. G6z
ontinde bulundurulan hastaliklarin farkli patogenezleri olmasina ragmen mukozal toleransin
bozulmasi ve CID olusumu benzerlik gostermektedir. Fizyolojik kosullar altinda mukozal
antijen kacagi sik1 bir sekilde kontrol edilir. Fizyolojik sinirlar1 asan zonulin tiretimi mukozal
bariyerin bozulmasina ve antijen kagagina neden olur. Submukozaya gegen antijenler immun
sistemi uyararak bagisiklik yaniti baglatir. Eger bu durum devam ederse, kalici bir immun
yanit olusarak proinflamatuar sitokinlerin artmasina neden olur. Boylece paraselliiler yol daha
fazla agilir ve antijen kagaginin arttigi1 bir kisir dongiiyii baslatir. Biitin bu olaylar, mukozal
toleransin bozulmasina ve birgok yangisal hastaligin gelismesine zemin hazirlar (Sturgeon ve
Fasano, 2016).

D-laktat ensefelopatisinin en yaygin nedenleri arasinda malabsorptif sendromlar,
ekzokrin pankreatik yetmezlik ve bagirsak rezeksiyonlart dahil gastrointestinal sistem
anormallikleri gosterilmektedir (Petersen, 2005). Bu iliski memeli fizyolojisi ile agiklanabilir.
Laktik asidin D-enantiomeri normalde memelilerden alinan serumda kayda deger miktarlarda
mevcut degildir (Tubbs, 1965). Memelilerde D-laktat diizeyi, gastrointestinal sistemdeki
karbonhidratlarin bakteriyel fermantasyonu gibi ekzojen kaynaklardan veya belirli metabolik
hastaliklarda ve zehirlenmelerde ortaya c¢ikabilen alternatif metabolik sentez olaylar ile
artmaktadir (Christopher ve digerleri, 1990). Gastrointestinal sistem anormallikleri olan
kopeklerde laktat diizeyi, klinik olarak saglikli olan kdpeklere gore énemli Olciide yuksek
¢ikt1g1 rapor edilmistir (Michael ve digerleri, 1998).

Bu calismada, ¢esitli nedenlere bagli ishal gelisen kopeklerde gastrointestinal fonksiyon
bozukluklarini yansitan biyobelirtegler arasinda yer alan zonulin ve laktat dlzeylerinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kopeklerde ishal

Ishal, farkli etiyolojik nedenlere bagl infeksiydz veya noninfeksiydz olusabilen,
defekasyon sikligr ile birlikte diskinin sivi igerigi ve hacmindeki artiglar ile karakterize bir
semptomdur. Yeni dogan ve yavru kopeklerde immun sistemin yeterli gelisememesi ve
regulasyon mekanizmasindaki yetersizlikten dolayi ishal daha sik goriilmekte ve ciddi

sonuglara yol agmaktadir (Mila ve digerleri, 2017; Munnich ve Klichenmeister, 2014).

2.1.1. Etiyoloji

Ishalin etiyolojisi kdpeklerde karmasik bir yapiya sahip olup, temel olarak enfeksiyoz
ve non-enfeksiydz nedenler olarak ikiye ayrilir (Nind, 2011; Willard, 2013). Ishal etki
stiresine gore de akut ve kronik olarak degerlendirilir. 14 giinden az siren ishaller akut ve
genellikle enfeksiy6z ishal olarak nitelendirilir (Schulz ve digerleri, 2008).

Ishali etiyolojisine gére enfeksiydz ve non-enfeksiyoz, seyrine gore ise akut ve kronik
olarak degerlendirmek klinik ve arastirma yoniiyle olduk¢a 6nemlidir (Schulz ve digerleri,
2008; Volkmann ve digerleri, 2017). Kopeklerde ishal, etiyolojisine gore asagida
Ozetlenmistir (Nind, 2011; Willard, 2013);

Enfeksiy6z ishaller;

e Viral etkenler
-Canine parvovirus
-Canine coronavirus
-Canine paramyxovirus
-Canine rotavirus

o Bakteriyel etkenler
-Salmonella spp.
-Eschericia coli
-Campylobacter spp.
-Clostridium spp.

-Yersinia enterocolitica



-Staphylococcus spp.
-Leptospira spp.
-Pseudomonas spp.
-Proteus spp.

e Paraziter etkenler
-Giardia spp.
-Toxocara leonina
-Ancylostoma caninum
-Toxocara canis
-Trichuris vulpis
-Cryptosporidium parvum
-Strongyloides spp.
-Isospora canis
-Ollulanus tricuspis

e Mikotik etkenler
-Histoplasma capsulatum
-Aspergillus spp.
-Pythium spp.
-Candida albicans

o Riketsiyal etkenler
-Ricketsia rickettsii
-Neorickettsia elokominica
-Neorickettsia helminthoeca

Non-enfeksiyoz ishaller;

e Sistemik hastaliklar

e Anatomik degisiklikler

e Yangisal degisiklikler

e Dolasim bozukluklari

e Tlaglar

e Immun yetmezlikler

e Toksinler

e Psikojenik nedenler



2.1.1.1. Akut ve Kronik ishal

Ishal etki siiresine gore 14 giinden az surliyorsa akut, 14 giinden fazla sirtiyorsa kronik
olarak degerlendirilir (Marks, 2013).

Digkilarin gegmisi, klinik bulgulari ve goriiniimii ishalin ince bagirsaktan mi1 yoksa
kalin bagirsaktan m1 kaynaklandigini ayirt etmek i¢in kullanilir (Tablo 1). Bu farklilasmalar,
tanisal testler ve teshis segenekleri igin, 6zellikle kronik ishallerde ¢ok dnemli bir yer tutar
(Marks, 2013).

Tablo 1. ince ve kalin bagirsak ishallerinin ayiric1 bulgular1 (Marks, 2013).

Bulgular Ince Bagirsak Kalin Bagirsak
Digkilama Siklig1 Normalden Biraz Fazla Belirgin Sekilde Artar
Diski1 Hacmi Normalden Fazla Normalden Az
Diskida Mukus Gorulmez Siklikla Goriiliir
Diskida Kan Melena Hematokhezi
Tenesmus Gorulmez Siklikla Goriiliir
Aciliyet Yok Var
Dishezi Gorulmez Siklikla Gortiliir
Kusma Bazen Gorulur Nadiren Goralur
Kilo Kaybi Siklikla Gortiliir Nadiren Goralur
Steatore Bazen Gorulur Siklikla Goriiliir

2.1.2. Prevalans ve insidans

Ishal, evcil hayvan hekimliginde ¢ok yaygin bir problem olsa da, kopeklerde kedilerden
daha yaygin olarak goriiliir veya ishal olan bir kdpegin veteriner hekim tarafindan muayene
edilmesi daha olasidir. Yapilan bir ¢alismada, 2 milyondan fazla kdpek ve yaklasik 430.000
kediden alinan teshis raporunda, gastroenterit ve kolitin her ikisinin de kopekler igin ilk 19
tanida yer aldigi rapor edilmistir (Banfield Pet Hospital, 2012).

Ishalin insidansi iizerine yapilan bir calismada, dogumdan 2 yasina kadar takip edilen
585 kopegin ¢ogunda yalnizca bir kez ishal goriiliirken, tam asilama ve antiparaziter

uygulamalara ragmen yavru kopeklerde ishalin ¢ok daha sik goriildiigii belirlenmistir (Saevik



ve digerleri., 2012). Aym c¢aligmada ishal riski 7-12 haftalik kopeklerin %16’sinda
gorulirken, 12-18 aylik kopeklerde bu oran %5,4 e diistiigli rapor edilmistir.

2.1.3. Patofizyoloji

Ishaller genelde farkli etiyoloji, klinik g&riiniim ve patogeneze sahiptir.
Gastrointestinal bozukluklarin en sik goriilen semptomlarindan biri olmasina ragmen farkli
sistem hastaliklarina baglh da goriilebilmektedir (Schiller ve digerleri, 2014).

Ince bagirsaktan kaynaklanan ishaller, kalin bagirsak ishallerine kiyasla daha az
digkilama sayis1 (glinde 2-5) ve belirgin sekilde artmis sivi igerigi ile karakterizedir (Salem,
2014). Akut gelisen ince bagirsak ishallerinin bircogu enfeksiy6z kaynaklidir. Bu ishallerde,
digkilama sirasinda zorlanma ve abdominal gerginlik pek goriilmezken, kusma ve kilo kayb1
sik goriiliir (Moreno ve digerleri, 2017).

Karnivorlarin ince bagirsaklari diger memelilere gore kisadir. Bu sebeple alinan besin
maddelerinin tam sindirimi ve absorbsiyonu i¢in bagirsak yiizeyinde liimene dogru cikintilar
mevcuttur. Bu yapilar “villus” olarak adlandirilir ve bagirsak emilim yiizeyini on kata kadar
arttirir. Enterositler, villuslar1 kaplayan mukozal epitel hiicreleridir. Bu hiicreler, sindirim
kanalindaki mukusu tiretmekle gorevli Goblet hiicreleri ve absorbsiyondan sorumlu hiicreler
olarak fonksiyonel iki birime ayrilir. Enterositlerin yuzeyinde, sindirim icin gerekli enzimleri
igeren “mikrovillus "ad1 verilen yapilar vardir. ki villus arasi olusan ¢okiintii “k7ipt” adini alir
ve kript epitelyumunda da enterositler dizilidir. “Tight junction”, enterositler arasindaki siki
baglantiy1 olusturan yapilardir. Epitelyum tabakasinin altinda doku ve hiicreleri besleyen
“Lamina propria” adinda damarca zengin katman bulunur (Sekil 1) (Burrows ve digerleri,
1995).
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Sekil 1. Villus ve kriptlerin morfolojisi (Burrows ve digerleri, 1995).

Ince bagirsak ishallerinin aksine kalin bagirsak ishallerinde diskilama sayisi belirgin
sekilde artmistir. Giinde 5 veya daha fazla sayida digkilama goriilir ve diski kivami
yumusaktir. Digkilama sirasinda zorlanma ve ikinma artmistir. Hematokhezi ve diskida mukus
gorilebilir (Volkmann ve digerleri, 2017).

Fonksiyonel ve anatomik olarak kalin bagirsagin yapisi ince bagirsagin yapisindan
farklidir. Ince bagirsakta bulunan villus ve mikrovilluslar, kalm bagirsak mukozasinda
bulunmaz. Kolonositler, kalin bagirsagin mukozal hiicreleridir. Bu hiicrelerin iretildigi
kriptler, ince bagirsakta oldugu gibi kalin bagirsakta da bulunur (Burrows ve digerleri, 1995).
Mukus iiretiminden sorumlu goblet hiicreleri kolonositler arasina bol miktarda yerlesmistir.
Kolonositlerin en 6nemli gorevi, diski kalin bagirsagin son bdliimii olan rektuma ulagmadan
once su ve sodyum kloriir emilimini saglamaktir. Ince bagirsaktan kolona gelen sivinin
%90’ indan fazlasi kolonositler tarafindan emilebilir ve gelen sivi miktari asirt olsa dahi
saglikli bir kolon bu miktar1 kontrol altinda tutabilecek fonksiyonel rezerve sahiptir. Ancak
kolonositlerde olusabilecek hasarlarda bu mekanizma bozulur ve ishalle sonuglanir
(Volkmann ve digerleri, 2017). ince bagirsaktan kalmn bagirsaga gelen sindirilememis

besinler, burada bulunan laktik asit bakterileri tarafindan fermantasyona ugrarlar. Ugucu yag



asitleri ile birlikte agi8a ¢ikan laktik asit, bagirsak iceriginin osmolaritesini arttirarak digkinin
daha da su almasina sebep olurken ishalin daha da siddetlenmesine neden olur (Heyman,
2000).

Ishalin olusum nedenleri, asagidaki 4 temel mekanizma ile agiklanabilir (Willard,
2013).

Ozmotik ishal: Gidalarin ince bagirsakta sindirilemedigi veya absorbe edilemedigi
durumlarda ozmolarite artarak, sivilarin enterositler tarafindan tasinmasi ve absorbsiyonu
engellenir. Baz1 viriisler enterositleri hedef alarak ozmatik ishale neden olurlar. Villuslarda
bulunan olgun enterositleri hedef alan “Canine Coronaviriis” ve “Canine Rotaviriis” ile
kopeklerde ozmotik ishalin en Onemli nedeni olarak bildirilen “Canine Parvoviriis”
enfeksiyonlarinin ozmotik ishale neden oldugu rapor edilmistir (Willard, 2013).

Sekretuar ishal: Patojen bakterilerin salgiladigi toksinler, kriptlerin epitellerinde
bulunan enterositleri uyararak salgi artisina neden olur. Bagirsak liimenine salinan asir1 sivi ve
elektrolitler sonucu ishal tablosu sekillenir. Kalin bagirsakta meydana gelen bakteriyel
fermantasyon sonucu, sindirilemeyen safra asitleri ve hidroksillenmis yag asitleri olusur.
Olusan fermantasyon {iriinleri, sivi sekresyonunu uyararak ishale sebep olur (Willard, 2013).

Mukozal butinlik ve permeabilite bozukluguna bagh ishal: Bagirsak mukozal
biitiinliglinlin ve permeabilitenin bozulmas1 ile absorbsiyonun sekteye ugramasi sonucu
olusan ishaldir. Bagirsak mukozasini etkileyen Inflamatuar, infiltratif veya iilseratif
hastaliklar, mukozal yapinin bozulmasma ve bagirsak liimenine sivi gegmesine neden olur
(Willard, 2013).

Motilite bozukluguna bagh ishal: Bagirsak motilitesinin artmasi sonucu hipermotilite
gelisir. Bu durumda igerigin mukozaya temas siiresi kisalir, sindirim ve emilim sekteye ugrar.
Hipomotilite gelistigi durumlarda ise bagirsak icerigi, segmental kasilmalarin azalmasi
sonucu, bagirsak mukozasinin digesyon ve absorbsiyon kapasitesine yeterince maruz
kalamaz. Bu iki durumda da bagirsak icerigindeki hacim artis1 peristaltik hareketleri arttirir ve
ishal sekillenir (Salem, 2014).



Tablo 2. Patofizyolojisine gore ishal nedenleri (Lawrence ve Jonathan, 2015).

Ani diyet degisikligi

Bozuk veya asir1 gida tiikketimi
Ozmotik ishal Maldigesyon (6rnegin ekzokrin pankreas yetmezligi)
Malabsorpsiyon (6rnegin IBS ve intestinal lenfoma)
Viral enteritisler
Patojenik bakteriyel toksinler

) Bakteriyel fermantasyon sonucu olusan konjuge olmayan safra
Sekretuar Ishal asitleri ve hidroksillenmis yag asitleri

Giardiasis

Gastrointestinal lserasyon

Intestinal inflamasyon
Mukozal Permabilite Infiltrasyon (neoplazi)
Bozukluguna Bagli Ishal Lenfanjiektazi

Portal hipertansiyon

Ani diyet degisikligi

Bozuk gida tiiketimi

IBS

Sekonder motilite bozukluklari

Motilite Bozuklugu

2.2. Bagirsak Gecirgenligi ve Sizintih Bagirsak

Bagirsak gegirgenligi, mukus ile kombinasyon halinde bir difiizyon bariyeri olusturan
birkag¢ bilesenin etkilesimi ile belirlenir. Ayrica mukus, villuslart fiziksel siirtinmeden ve
bakteriyel yapismalardan korur (Farhadi ve digerleri, 2003; Korjamo ve digerleri, 2009).
Bagirsak yilizeyinde bariyer gorevi goren baska faktorler de vardir. Bunlar, mukozal
ylzeydeki siki baglant1 odaklarini olusturan fosfolipidler ve proteinler, lenfositlerin de dahil
oldugu bagirsak immun sistemi ve bagirsak mikrobiyotasidir (Farhadi ve digerleri, 2003;
Smithson ve digerleri, 1981). Bagirsakta yasayan karmasik bir mikroorganizma toplulugu
olan bagirsak mikrobiyotas1 diyet, yas ve cevre sartlarina gore degisisiklik gosterir. Bu
canlilar, metabolik aktivite ve konakg1 etkilesimleri yoluyla normal fizyolojiyi ve hastaliklara
yatkinligi etkiler (Lozupone ve digerleri, 2012).

Bagirsak sistemi zararli maddelere karsi bariyer goérevi gorurken, temel besinlerin,
iyonlarin ve diger bilesiklerin segici emilimini igeren bir¢ok hayati fonksiyona sahiptir. Bu
bariyerin islev bozuklugu ve bagirsak gecirgenligindeki degisiklikler, "sizintili bagirsak”

olarak adlandirilirken kopekler ve insanlar dahil tum turler igin O6nemli bir konudur



(Michielan ve D’Inca, 2015). Insanlarda sizintili bagirsak, Crohn hastalig1 gibi inflamatuar
bagirsak hastaliklarinin ve Colyak hastaligi gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezi ile
baglantilidir (Fasano, 2012). Sizintili bagirsaktaki hastalik veya oliimiin sebebi, bagirsak
duvarindan sizan mikrobiyal toksinlerin ve patojenlerin, sistemik etkileri ve ardindan ortaya
c¢ikan inflamatuar kaynakli immiinolojik yanittir (Sekil 2). Bu nedenle sizintili bagirsak, hem
akut yangisal durumlar ve tikanikliklar gibi cabuk gelisen olgularda, hem de kilo kayb1 ve
performansin diismesine neden olan uzun siireli sinsi bozukluklarda tanimlanir (Tablo 3)

(Stewart ve digerleri, 2017).

Sekil 2. Normal ve bozulmus bagirsak bariyeri (Stewart ve digerleri, 2017).

10



Tablo 3. Kopeklerde sizintili bagirsagin spesifik nedenleri (Stewart ve digerleri, 2017).

Akut Proximal enteritis
inflamasyon .

Kolitis
Kronik Yangisal bagirsak hastaligi (IBD)
inflamasyon Neoplazi
Disbiyozis Diyet degisikligi

Antibiyotik kullanimi
Obstriiksiyon lleus

\Volvulus

2.2.1. Patojen Kaynakh Bariyer Disfonksiyonu

Patojenik organizmalarin konak¢1 bagirsak epitel hiicreleri {izerindeki etkileri
karmagiktir. Bu patojen-konak etkilesimleri, normal bagirsak bariyerinde bozulmalara,
inflamatuar yanitin olusmasina ve normal s1vi ve elektrolit sekresyonunda bozulmalara neden
olur (Berkes ve digerleri, 2003). Enterik patojenler, bagirsak hiicrelerinin yiizeyine
baglanabilir ve siki baglanti proteinlerinin yapilarinda degisikliklere sebep olabilirler.
Patojenler tarafindan ftretilen toksinler hiicre i¢i protein etkilesimlerini bozarak hiicresel
hasar1 arttirir ve artmis hiicresel gecirgenlik nihayetinde hiicresel 6limii tetikler (Groschwitz
ve Hogan, 2009). Bazi patojenler konakei fizyolojisini degistirmek igin tek bir mekanizma
kullanirken, Salmonella ve E. coli dahil bir grup patojen, intestinal epitelyumun hicresel

islevlerini ¢oklu mekanizmalar yoluyla degistirirler (Berkes ve digerleri, 2003).

2.2.2. Stres Kaynakh Bariyer Disfonksiyonu

Cesitli stres faktorlerinin (fizyolojik, farmakolojik, psikolojik ve digerleri) bagirsak
bariyerini olumsuz etkiledigi, insan ve hayvan modelleri iizerinde yapilan g¢alismalarla
ispatlanmistir (Lambert, 2009). Farelerde yapilan bir ¢alismada, sadece fiziksel kisitlama ile

plazma kortizol seviyelerinde artisa bagl olarak olusan akut stresin, normal gastrointestinal
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islevi degistirmek igin yeterli oldugu gosterilmistir (Saunders ve digerleri, 1994). Egzersiz de
dahil olmak tizere diger fiziksel stresorlerin etkisi, insanlar ve kdpekler dahil olmak tzere
cesitli tiirlerde incelenmistir. Yapilan diger calismada, orta derecede egzersize katilan
insanlarda, sodyum, klor, potasyum ve suyun jejunal emiliminde azalmalar oldugu
belirlenmistir (Barclay ve Turnberg, 1988). Siirekli yogun egzersiz yapan Alaska kizak
kopeklerinde ince bagirsak gecirgenliginde gozlenen degisikliklerle birlikte serum ve idrarda
laktuloz:ramnoz’a oraninin arttigi rapor edilmistir (Davis ve digerleri, 2005). Egzersiz
sirasinda iskelet kaslar1 ve deri dahil olmak {izere, calisan dokulara yeterli kanin saglanmasi
amaciyla i¢ organlara giden kan akisi azalir ve gastrointestinal sistem goreceli olarak
hipoperfiizyon durumunda kalir (Manohar, 1986). Stres kaynakli olusan bariyer
disfonksiyonunun mekanizmasi, doku perflizyonundaki degisiklikler ve degisen
gastrointestinal motilite ile ilgilidir. Ancak etkiler yogunluga baglh goriilmektedir (Oliveira ve
digerleri, 2014). Hipertermi durumlarinda kan, viicut 1sisin1 diizenlemek igin perifere dagitilir,
gastrointestinal sistem hipoperflizyon durumuna gelir ve nihayetinde normal gegirgenlikte
degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler sonucu endotoksin ve reaktif oksijen tlrlerinin
konsantrasyonlari artar, hicre zarlari ve siki baglanti odaklari bozularak bagirsak

mukozasinda 6nemli hasarlar olusur (Hall ve digerleri, 2001; Lambert, 2009).

2.2.3. Mikrobiyota Kaynakh Bariyer Disfonksiyonu

Bagirsak kanali, tiim tiirlerde genis ve karmasik bir mikrobiyal ekosisteme ev sahipligi
yapmaktadir. Yerlesik mikroflora, beslenme ihtiyaci olmasi, epitel gelisimini diizenlemesi ve
immiin yanitlarda rol oynamast agisindan siklikla bir organ sistemi olarak disiiniiliir (Eckburg
ve digerleri, 2005). Bagirsak mikrobiyotas1 ¢ok zengin tiir ¢esitliligine sahiptir ve bireysel
farkliliklar gosterir. Mikrobiyota-konak etkilesimi ¢ogunlukla sagliga pozitif yonde etki eder.
Fakat ¢evresel degisiklikler gibi belirli kosullar altinda, mikrobiyotada bulunan simbiyotik
canlilar patojenik etkiye sahip olabilir. Bu da immun sistem aktivasyonu ve inflamatuar yanit
ile sonuglanir (Chow ve digerleri, 2011; Wells ve digerleri, 2017). Inflamatuar bagirsak
hastaliklarina neden olan ajanlar olarak ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar bildirilmistir (Fava ve
Danese, 2011). Mikrobiyotada yararli bakterilerin ve metabolik yan iiriinlerinin azalmasi
sonucu zararlt mikrobiyal popiilasyonda ve toksik metabolitlerinde artis gergeklesir. Bu
kosullarda mikrobiyotanin degismesine yol agan bir disbiyozun ortaya ¢ikmasi1 muhtemeldir
(Fava ve Danese, 2011). Agirlikli olarak hayvan modellerine dayanan caligmalarda, bazi

simbiyotik mikroorganizmalarin (6rn. Helicobacter ve segmentli filamentli bakteriler),
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genetik olarak duyarli bir konakciya kolonize edildiginde bagirsak iltihabi ve patolojisi
baslattig1 gosterilmistir. Diger durumlarda, yerlesik mikrobiyota antibiyotik kullanimi sonucu

degisebilir ve hastaliklara yatkinlik sekillenebilir (Chow ve digerleri, 2011).

2.3. Kopeklerde Gastrointestinal Biyobelirtecler

Son on yilda ¢esitli gasrointestinal hastalig1 olan kopeklerde fonksiyonel, biyokimyasal,
mikrobiyomik, metabolomik, genetik ve hicresel biyobelirtegler iizerindeki ¢alismalar hiz
kazanmistir (Heilmann ve Steiner, 2018). Bir biyobelirtecin klinik olarak yararli olabilmesi
icin, organlari fonksiyonel olarak degerlendirmesi, hastalik gelisim riskini ve suresini tespit
etmesi, hastaligin siddetini ve aktivitesini belirlemesi veya hastanin tedaviye yanitin1 tahmin
etmesi gibi bircok faktor bulunur (Heilmann, 2015; Parikh ve Vasan, 2007). Tek bir
biyobelirtecin tiim bu sartlar1 saglama ihtimali ¢ok diisiik olacagindan, hangi klinik bilginin
istendigi ve mevcut klinik algoritmalar i¢inde hangi biyobelirteclerin bize en dogru yolu
gosterecegini degerlendirmek ¢ok 6nemlidir (Duvoisin ve digerleri, 2017; Parikh ve Vasan,
2007; Vermeire ve digerleri, 2006).

Yapilan klinik ¢aligmalarda, protein yapisinda olan zonulinin bagirsak gegirgenliginin
bir biyobelirteci olarak gosterildigi rapor edilmistir (Fasano, 2012). Zonulin sinyal yolunun
diizensizligi, normal bagirsak bariyer fonksiyonunun bozulmasina ve bagisiklik tepkilerinin
degisimine yol agmaktadir. Zaman i¢inde dolasimda hizla artan zonulin ile birlikte otoimmun,
neoplastik ve inflamatuar hastaliklara zemin hazirlanmaktadir. Zonulin diizeyinin artmasi ile
bagirsak gecirgenliginin artmasi arasinda pozitif bir iliski bulundugundan dolay1 bu
biyobelirtecin bagirsak bariyer fonksiyonunun eski haline getirilmesinde terapdtik amag icin
kullanilabilecegi de rapor edilmistir (Fasano, 2012).

Laktat, anaerobik glikoliz sisteminin son Urlnld olarak vicudun hemen hemen
heryerinde bulunur (Lange ve Jackel, 1994). Gastrointestinal sistem anormallikleri olan
kopeklerde laktat diizeyi, klinik olarak saglikli olan kdpeklere gore onemli dlgiide yiiksek
¢ikmaktadir (Micheal ve digerleri., 1998). D-laktat bakteriyel fermantasyonun bir yan
urintddr ve memeli hucrelerinde ¢ok az sentezlenir. Bakteriyel asir1 iireme ve artmig bagirsak
gegcirgenligi sonucunda dolasimda D-laktat seviyesinin yilikselmesinden dolay1 gastrointestinal
fonksiyon bozukluklarinda laktatin Onemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Peoc’h ve digerleri, 2018).
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2.3.1. Zonulin

Insanlarda Vibrio Cholera igin arastirma yapilirken bagirsak siki baglant1 noktalarinda
kilit rol oynayan zonulinin kesfi, karmagik bir yapiya sahip olan bagirsak gecirgenligi ve
paraselliiler yolu diizenleyen mekanizmalar1 daha iyi anlamamiz1 saglamistir. Zonulin, Tight
Junction’t hizl1 ve tekrarlanabilir yapida olmasi i¢in modulatér gorevi gérmektedir. Makro
molekdllerin ve immun sistem hicrelerinin liimen igerisinden dolasima geg¢isini diizenleyen
zonulin, bagirsagin patojen mikroorganizma kolonizasyonuna karsi korunmasindan
sorumludur (Fasano, 2011).

Bakteriler ve gliadin, giiniimiizde zonulinin dolagima ve bagirsak liimenine salinimina
neden olan iki temel faktor olarak tanmimlanmistir. Cogu enterik patojen, salgiladigi
enterotoksinler sayesinde konakc¢inin siki baglanti noktalarinda istenmeyen etkilere sebep
olmaktadir. Bazi patojenlerin apikal yiizeye temasi intestinal gegirgenligi arttirarak zonulin
salinimini tetiklemektedir. Salmonella typhi ve E. coli gibi patojenler bu duruma ornektir
(Fasano, 2012; Sturgeon ve Fasano, 2016). Normalde bagirsak liimeninden dolasima
gecemeyecek olan bakteriyel lipopolisakkaritler ve besin maddeleri de intestinal gegirgenligin
artmasi ile dolasima gegerek inflamasyona neden olmaktadir (Suzuki, 2013). Bu faktorlerin
yaninda bagirsak mikrobiyotasindaki degisimler de intestinal gecirgenlik iizerinde oldukga

etkili rol oynamaktadir (Moreira ve digerleri, 2012; Rodriguez ve digerleri, 2015).

2.3.1.1. Artmus Bagirsak Gecirgenligi ve Zonulin

Bagirsaklarin alinan besinlerin absorbsiyon ve digesyonu ile viicuttaki su ve elektrolit
dengesini saglamasinin yaninda viicuda girebilecek patojenlere karst mukozal bariyer araciligi
ile 6nemli rol oynadig1 yapilan galigmalar ile rapor edilmistir (Fasano, 2012).

Bagirsak mukozal bariyerini gegmek ve dolasima girmek i¢in iki yol vardir. Birincisi
“transselliiler”” yoldur. Enterositlerde bulunan firgamsi kenarlar {izerinde transporter
(tastyicilar) aracilign ile gergeklesir ve bircok besin maddesi bu yolla viicuda almir. Ikincisi
ise “paraselliiler” yoldur. Bu yol hiicreler aras1 bosluklardan gergeklesir ve suda ¢oziinen
molekiiller, iyonlar ve bazi mikroorganizmalar bu yol sayesinde dolasima katilir (Fasano,
2008, 2011). Tight junctions (siki1 kavsaklar), bagirsaklarda paraselliiler gecisin kontroliini
saglayan yapilardir. Bu yapilar diyet sekli, fiziksel performans, yangisal mediyatorler ve
sinirsel ve hormonal iletiler ile koordineli bi¢imde ¢alisir (Arrieta, 2006; Lamprecht ve

Frauwallner, 2012). Bagirsak siki kavsaklariin (tight junctions) bir diger gorevi ise alinan
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besinlerin digesyonu ve tasinmasinin yani sira viicuda girebilecek patojenlere karsi immun
yanit ve tolerans arasit dengenin olugsmasinda gorev almaktir. Tight junction’larin yapisi ile
ilgili glinimiizde bir¢ok bilgi mevcut olmasina ragmen, fizyolojisi ve patofizyolojisi
hakkindaki ¢alismalar smurli sayidadir. Bu siki kavsaklarda kilit rol oynayan Zonulin,
mukozadan koken alan ve bagirsak gecirgenligini direkt olarak kontrol eden reverzibl bir
proteindir (Fasano, 2008; 2012; Wang, 2000). Bagirsak igerisinde bulunan patojen
mikroorganizmalar ve gluten gibi tetikleyici maddelere yanit olarak Zonulin limene ve
dolasima salimir. Liimene salinan zonulin, epitel hiicrelerinin apikal yuzeylerinde bulunan
reseptorlere baglanarak tight junction’larin biitiinliigiiniin bozulmasina neden olan
basamaklari baglatir (E1 Asmar, 2002; Tripathi, 2009).

Bagirsaklar, viicuda girebilecek zararli maddelere karsi siki bir bariyer gorevi gortir.
Eger bu siki bariyer bozulur ve gegirgenlik artarsa, ¢ok sayida zararli madde dolasim
sistemine gecer. Patojenlere ve cevresel tetikleyicilere uzun stre maruz kalmak Zonulin
salimimin arttirir. Bu da bagirsak gecirgenliginin artmasina ve patojen mikroorganizmalarin
submukozaya gecisine neden olur. Bu sistem oOncelikle bagirsak mukozasinin enfekte
olmasiyla ve enfekte olan mukozanin hasar goérmesiyle baglar. Hasar goren mukozada
gecirgenlik artar ve immun sistemin yogun reaksiyonu baglar. Biitiin bu olaylar sonucu
zararsiz gida maddeleri dolasima gecerek immiinolojik reaksiyonlar, gida alerjileri veya gida
intoleranslar1 gelisir. S1zintili bagirsak adi da verilen bu durumun uzun siire devam etmesi,
viicudun kendi organ ve dokularina karsi otoantikor iiretmesine ve otoimmun hastaliklarin
gelismesine neden olmaktadir. Tip | diyabetes mellitus, ¢6lyak hastaligi ve otoimmun
hastaliklarin, sizintili bagirsak nedeni ile iligkilendirebildigi rapor edilmistir (Fasano, 2012;
Fasano ve Shea-Donohue, 2005). Zonulin ile iliskili olan bazi hastaliklar Tablo 4’te

gosterilmistir.

Tablo 4. Zonulin ile iliskili olan bazi hastaliklar (Fasano, 2011).

Otoimmun Hastahklar Neoplazik Hastaliklar Sinir Sistemi hastaliklar
* Colyak Hastalig1 » Akciger Kanseri « Kronik inflamatuar
 Ankilozan Spondilit « Meme Kanseri ngiyel_inizan
« Romatoid Artrit « Pankreas Kanseri Noro_patl
« Crohn Hastaligi « Ovarium Kanseri * Multiple Skleroz
« Sistemik Lupus « Beyin Kanseri * Sizofreni

Eritematozus
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Potansiyal olarak zonulin salinimini tetikleyen cesitli bagirsak liimen uyaranlar
arasindan en 6nemli iki etkenin bakteriler ve gliiten oldugu belirlenmistir (Drago ve digerleri,
2006; ElI Asmar, 2002; Fasano, 2011). Enterik enfeksiyonlar, bagirsak bariyerinin
bozulmasina ve zonulin salinimina neden olarak alerjik, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklar
dahil olmak iizere g¢esitli patolojik durumlarin olugsmasina neden olmaktadir (E1 Asmar, 2002).
Enterik bakterilerin neden oldugu bu zonulin salimmi, hayvan tdrlerinden veya
mikroorganizmalarin viriilansindan bagimsiz olarak sadece bakteriye maruz kalan limen
yoniine dogru meydana geldigi ve bunu takiben siki baglanti proteini olarak da bilinen Zonula
occludens-1 (ZO-1) proteininin siki  baglanti kompleksinden ayrilmasi ile bagirsak
gecirgenliginde artisa neden oldugu bildirilmistir (EI Asmar, 2002). Mukozal bariyerin
zonulin tarafindan yonetilen bu paraselliiler yolu, konagi ince bagirsagin asir1 bakteriyel
kolonizasyonuna karsi koruyan bagisiklik tepkisinin bir pargasi oldugu distiniilmistiir
(Fasano, 2012). Gliitenin protein yapisinda bir bileseni olan gliadin, zonulin salinimi ile
birlikte bagirsak gegirgenligini arttiran bir diger 6nemli uyarandir (Clemente ve digerleri,
2003; Thomas ve digerleri, 2006). Gliadinin hem hiicre kilturi modellerinde hem de bagirsak
dokusunun ex vivo ¢alismalarinda zonulin salinimina ve ardindan bagirsak gegirgenliginde
artisa neden oldugu gosterilmistir (Clemente ve digerleri, 2004; Lammers ve digerleri, 2008).

Gliadin ve bakteri kaynakli bagirsak epitel hiicrelerinden zonulin salinimi mekanizmasi
benzer prensipleri izler. Gliadin veya bakteri, CXCR3 kemokin reseptoriine baglanarak
zonulin salinimmna neden olur. Zonulinin ince bagirsagin limenine salimmasini takiben
proteazla aktive edilmis reseptor 2 (PAR2) araciligi ile epidermal blylme faktori reseptori
(EGFR) transaktive edilir. Aktive olan EGFR, protein kinaz C alfa (PCK-a) enzimini
uyararak, bu enzime bagimli hiicreler arasi siki baglanti noktalarinin agilmasina ve bagirsak
gecirgenliginde artisa neden olur. Artmis bagirsak gecirgenlii sonucu bagirsak liimeninde
bulunan antijenler, bagisiklik sistemi ile etkilesime girebilecekleri lamina propriaya gecerler.
Aciga c¢ikan zonulinin inaktivasyonu Tripsin IV tarafindan proteolitik bozunma ile

gerceklestirilir (Sekil 3) (Wood Heickman ve digerleri, 2020).
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Sekil 3. Gliadin ve bakteri kaynakli zonulin saliniminin mekanizmasi ve ardindan bagirsak

gecirgenliginde artis (Wood Heickman ve digerleri, 2020).

2.3.1.2. Spesifik Hastaliklarda Zonulinin Rolii

2.3.1.2.1. Colyak hastalig

Colyak hastaligi, cesitli siddetlerde ve genis bir yelpazede ortaya ¢ikan, otoimmun
karakterli kronik bir enteropatidir. Genetik olarak duyarli bireylerde bugday gliiteninin gliadin
fraksiyonunun ve diger tahil iriinlerinin alkolde ¢6ziinen protein kisimlarmin yenmesi ile
tetiklenir, immun yanit gelisir ve ince bagirsak iltihaplanmasi sekillenir. Ancak bu durum
gliitensiz beslenme ile tersine donerek villoz yapmin normallestigi goriiliir (Branski ve
digerleri, 2006). Cdlyak hastalig1 diger otoimmun hastaliklarin aksine Insan Lékosit Antijeni
ile yakin bir genetik iliski icerisindedir. Insan 16kosit antijeni (HLA) doku transgliitaminaz
oto-antijenine kars1 oldukga spesifik bir humoral oto-immun yanit olusturur. Bu yanita sebep

olan en 6nemli gevresel faktor gliadindir. Hastaliga bagli bagirsak hasarina yol agan faktor,

17



genler (Hem HLA bagimli hem de bu antijene bagli olmayan) ve g¢evre (gliiten) arasindaki
etkilesimdir (Plenge, 2010). Fizyolojik kosullar altinda bu etkilesim tight junction’lar
tarafindan engellenir. Fakat ¢olyak hastaliginin erken asamasinda tight junction’lar acilir ve
siddetli bagirsak hasari meydana gelir (Madara ve Trier, 1980; Schumann ve digerleri, 2012;
Wolters ve digerleri, 2010).

Niifuz eden gliadin peptidlerinin etkisi, zonulin ekspresyonu i¢in arastirilan aktif ¢élyak
hastalig1 olan ve olmayan hastalardan alinan bagirsak ornekleri ile dogrulanmistir. Yapilan
arastirmada, aktif ¢6lyak hastalarindan alinan 6rneklerin kantitatif immunoblot yontemi ile
analizi sonucunda, kontrol hastalarina kiyasla zonulin proteininde artis oldugu goriilmiistiir

(Drago ve digerleri, 2006).

2.3.1.2.2. Tip | diyabetes mellitus

Kafkasya bolgesinde yasayan insanlarda bulunan bazi HLA sinif II allel genler tip 1
diyabete %40 genetik yatkinlik gosterir (Brorsson, 2010). Ancak, bu HLA allel genlerine
sahip cogu insanda tip 1 diyabet gelismez. Bu da bazi c¢evresel iiriinlere karsi olusan
reaksiyonun beta hiicrelerinin otoimmun yikimini tetikledigi ve tip 1 diyabete yol actig
goriisiinii desteklemektedir. Tip 1 diyabette goriilen gastrointestinal semptomlar genellikle
otonom noropatiye bagli sekonder gelisen bagirsak hareket bozukluklarina atfedilmistir
(Feldman ve Schiller, 1983). Yapilan ¢aligmalar, tip 1 diyabetteki bagirsak gegirgenliginin
semptomlarin baglangicindan 6nce meydana geldigini gostermistir (De Magistris ve digerleri,
1996). Bu, tight junction’a bagli bagirsak gecirgenliginin tip 1 diyabetin baslamasindan
sorumlu oldugu fikrine yol agmustir (De Magistris ve digerleri, 1996; Mooradian ve digerleri,
1986). Bu hipotez, tip 1 diyabetik yatkinlig1 olan siganlarin, diyabetin baglangicindan en az 1
ay Once bagirsak gegirgenliginin arttifini gosteren ¢aligmalarla desteklenmektedir. Siganlarin
pankreas beta adaciklarinin histolojik hasari gecirgenligin arttig1 sirada goriilmedi, ancak
sonrasinda hasar agik¢a goriilmistiir (Meddings ve digerleri, 1999). Yapilan bu ¢alismalar,
kullanilan hayvan modelinde tip 1 diyabetin histolojik veya gozle gorullr belirtilerinden 6nce
bagirsak gecirgenliginin arttigina dair kanit saglamistir. Ayni sigan modeliyle yapilan baska
bir ¢alismada bagirsak gegirgenliginin zonuline bagh artisinin, tip 1 diyabetin baglangicindan

2-3 hafta 6nce basladig: bildirilmistir (Watts ve digerleri, 2005).
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2.3.1.2.3. Yangisal bagirsak hastahig:

Artan bagirsak gecirgenliginin Crohn hastaliginin patogenezinde ¢ok onemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Buhner ve digerleri, 2006; Wyatt ve digerleri, 1993). Yapilan bir
calismada, ince bagirsak gegirgenligindeki artiglar ile kolit gelisimi arasindaki dogrudan
iliskiyi gostermek i¢in deneysel olarak kolit gelistirilen farelerde zonulin inhibitéri AT-1001
ile tedavi uygulandi. Calisma sonucunda kolitli farelerde 6nemli bir iyilesme gozlendi

(Arrieta ve digerleri, 2009).

2.3.1.2.4. Multiple skleroz

Multiple skleroz hastalarinda, kan-beyin bariyerinin bozulmasinin yaninda artmis
bagirsak gecirgenligi de bildirilmigtir. Bu hastaligin semptomlarin1 aktif olarak gosteren
hastalarda serum zonulin seviyelerinde artis gézlenirken, remisyonda olan ve tekrarlayan

multiple skleroz hastalarinda da serum zonulin seviyelerinde artis oldugu rapor edilmistir

(Fasano, 2011).

2.3.1.2.5. Obezite

Son yillarda obezitenin kronik inflamasyon ile iliskili oldugu rapor edilmistir
(Olszanecka-Glinianowicz ve digerleri, 2011; Zahorska-Markiewicz ve digerleri, 2000).
Obeziteli farelerin  kullanildigit  bir calismada, artan bagirsak gegirgenligi  ve
makromolekullerin emilimindeki bozukluklar gosterildi (Ferraris, 1995). Yapilan bu
caligmalar, obezitenin bagirsak bariyerini bozdugu ve serum zonulin seviyesini arttirdigini

gostermistir (Moreno-Navarrete ve digerleri, 2012; Zhang ve digerleri, 2014).

2.3.1.2.6. Akut akciger hasari

Gastrointestinal sisteme benzer olarak solunum sistemi de siki baglantilara sahiptir ve
bu baglantilar ¢esitli hastaliklara karsi mukozal bariyer gorevi gorir (Sturgeon ve Fasano,
2016). Zonulin, akut akciger hasarinda siki baglantilarin agilmasinda rol oynar ve plazma
iceriginin akcigerlere sizmasina neden olur. Yapilan c¢aligmalarda AT-1001 veya zonulin
notralize edici antikorlarin akut akciger hasarinin siddetini azalttig1 bildirilmistir (Rittirsch ve

digerleri, 2013; Ware ve Matthay, 2000).
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2.3.1.2.7. Astim

Akciger gecirgenligindeki artiglara ek olarak bagirsak gecirgenligi astim gibi bazi
akciger hastaliklarinda rol oynar (Benard ve digerleri, 1996; Hijazi ve digerleri, 2004).
Yapilan ¢aligmalar, astimli hastalarin serum zonulin diizeylerinin arttigin1 ve ayni hastalarin

yaklasik %40’ 1inda bagirsak gegirgenliginde de artis oldugunu gdstermistir (Fasano, 2011).

2.3.1.2.8. Norolojik hastaliklar

Kan-beyin bariyeri endotel hiicreleri tarafindan olusturulur ve dolagimdaki kant
beyinden ayirir. Zonulin, endotelyal siki baglantilar1 kontrol edebildiginden noérolojik
hastaliklarin patogenezinde rol alabilecegi diisiiniilmiistiir (Sturgeon ve Fasano, 2016).

Zonulinin beyin tiimorleri, ozellikle gliomalar ile iliskili oldugu belirtilmistir (Diaz-
Coranguez ve digerleri, 2013; Skardelly ve digerleri, 2009). Glioma hiicre hatt1 tizerinde
yapilan in vitro ¢alismada, zonulinin glioma olmayan kontrol grubu hiicrelere kiyasla yiiksek
miktarlarda eksprese edildigi gosterilmistir (Diaz-Coranguez ve digerleri, 2013). Ek olarak
zonulinin, ndronal progenitor hicrelerin kan-beyin bariyeri boyunca ilerlemesini indiikledigi

de gosterilmistir (Diaz-Coranguez ve digerleri, 2013).

2.3.1.2.9. Septisemi

Septiseminin patogenezinde ve ilerlemesinde bagirsak bariyer disfonksiyonunun
oldukca 6nemli bir yeri vardir (Sturgeon ve Fasano, 2016). Deneysel bir sepsis ¢aligmasinda
sik1 baglant1 proteinlerinin ekspresyonunun degistigi ve serum zonulin diizeyinin ylikseldigi
bildirilmistir (Yoseph ve digerleri, 2016). Operasyon sonrasi septisemi yaygin bir
komplikasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, probiyotik
uygulamalarinin operasyon sonrasi septisemiyi tedavi ettigi ve bununla birlikte serum zonulin
seviyesini azalttig1 bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2015). Bu veriler, enterositlerden zonulin
salmmmimin artmasinin bakterilerin epitel doku boyunca septisemiye yol agabilecek gogline

neden oldugunu gostermektedir (Sturgeon ve Fasano, 2016).
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2.3.2. Laktat

Laktat, anaerobik glikoliz sisteminin son Urinl olarak vicudun neredeyse her yerinde
bulunur (Lange ve Jickel, 1994). iskelet kasi, beyin, eritrositler ve renal medulla normal
laktat Gretiminin ¢ogundan sorumludur (Fall ve Szerlip, 2005). En yaygin olarak, sok, siddetli
anemi, solunum sistemi bozukluklari ve gasrointestinal sistem anormallikleri gibi durumlarda
hipoperfiizyonun ve hipoksinin bir sonucu olarak Uretilir. Ayn1 zamanda cesitli ilaglarin,
toksinlerin, mitokondriyal kusurlarin ve sepsis gibi hastalik durumlarinin bir sonucu olarak da

kandaki laktat diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir (Kruse ve Carlson, 1987; Luft, 2001).

2.3.2.1. Laktat Metabolizmasi

Glikoliz, glukoz metabolizmasinin ilk adimidir. Hiicrelerin sitoplazmasinda gergeklesen
ve piruvat dretimi ile sonuglanan anaerobik bir suregtir. Glikozun piruvata metabolizmasi,
koenzim nikotinamid adenin dintkleotidin (NAD*) NADH'ye indirgenmesine ve hiicresel
sireclerde gerekli ana enerji kaynagi olan 2 mol adenozin trifosfat (ATP) Uretimine neden
olur. Aerobik kosullar altinda piruvat hicrelerin mitokondrilerinde Krebs déngusune girer.
Oksidatif fosforilasyon yolu ile ek 36 mol ATP Uretilir ve NADH'nin NAD™ ‘e oksitlenmesi
gergeklesir. Kirmizi kan hiicreleri gibi mitokondri i¢ermeyen hiicrelerde piruvat, laktat
dehidrojenaz (LDH) enzimi tarafindan laktata katalize edilir. (Allen ve Holm, 2008).

Metabolik olarak {iretilen piruvatin ¢ogu glikoliz yolu ile glukozdan saglanir. A¢iga
cikan piruvat farkli metabolik olaylarda kullanilabilir (Sekil 4)(Pang ve Boysen, 2007):

e Krebs dongusu ile enerji tretimi,
e (Glukojenik yollarla (Cori dongiisii) glukoza doniisiim,
e Oksitlenmis nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD™¥) geri doniisiimii ile laktat

Uretimi.
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Sekil 4. Piruvatin kullanildigi metabolik olaylar (Pang ve Boysen, 2007).

Hipoksi durumlarinda dokular, enerji iretimi icin glikoliz kullanmaya zorlanir.
Glikoliz, aerobik metabolizmaya goére daha az verimli bir yoldur ancak ¢ok daha hizli
gerceklesir. ATP nin siirekli kullanimindan ve NAD"’in NADH’ye indirgenmesinden dolay1
bol miktarda hidrojen iyonu agiga ¢ikar. Bu hidrojen iyonlar1 normalde aerobik oksidatif
fosforilasyon mekanizmasi tarafindan tiiketilir, ancak anaerobik metabolizma sirasinda fazla
miktarda birikebilir. Piruvat, NADH ve hidrojen iyonlarinin konsantrasyonu arttikga,
glikolitik stire¢ bu son iiriinlerin birikmesi nedeni ile yavaslamaya baslar. Piruvat ve NADH
konsantrasyonlarindaki artig, bu iiriinlerin reaksiyona girmesine ve LDH tarafindan laktata
dontistiiriillmesine neden olur. Bu reaksiyon sitozolik enerji dretimi ve glikolizin devam
etmesine izin verir. Piruvat hipoksik hiicrelerde laktata doniistiiglinden laktatin piruvata orant
artar. Hucre ici laktat seviyesi yikselir ve yikselen konsantrasyonu sonucunda laktat, hticre
zarindan monokarboksilat-proton transport sisteminin yani sira serbest diflizyon ile kana
gecer (Poole ve Halestrap, 1993). Eger anaerobik kosullar yayginsa diger dokular laktati
piruvata veya glukoza doniistiremez ve anyonik bir baz ¢ozeltisi igerisinde dengede tutulur.
Fizyolojik pH degerinde serbest hidrojen iyonlar: laktat {iretimine katilma egilimindedir.

Hidrojen iyonlar1 baslangicta viicut tamponlari tarafindan titre edilir. Ancak tamponlar
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tiikendiginde laktat birikimi ile birlikte laktik asidoz meydana gelir (Kruse ve Carlson, 1987).
Aerobik kosullarin saglanmasi iizerine laktat ve hidrojen iyonlar1 glukoza metabolize edilir

veya oksitlenerek su ve karbondioksit olarak viicuttan atilir (Allen ve Holm, 2008).

2.3.2.2. L- ve D-Laktat

Laktat, D- ve L- olmak lzere memeli viicudunda iki izoformda bulunur. Anaerobik
glikoliz sirasinda piruvattan esas olarak L-laktat Gretilir. Yetiskin saglikli képeklerde plazma
laktat konsantrasyonu 0.3-3.6 mmol/L araligindadir ve bunun %98’ini L-laktat olusturur.
Bunun yaninda L-laktat dehidrojenaz da L-laktat gibi, D-laktat dehidrojenazdan daha fazladir
ve iskelet kas1 dahil birgok doku tipinde yaygindir (Blake, 2017; Flick ve Konieczny, 2002).
L-laktik asidoz, insanlarda ve hayvanlarda D-laktik asidozdan daha yaygin gozlenir ve bu
nedenle klinik ortamda D-laktattan daha sik Slgiimii yapilir (Ewaschuk ve digerleri, 2005;
Sharkey ve Wellman, 2015).

L-laktik asidozun aksine D-laktik asidoz, genellikle gida alimiyla baglantili olarak
kotiilesen ensefalopati epizodlar ile karakterizedir. D-laktik asidoz vakalarinda fazla laktat,
bagirsak limeninde D-laktat’in bakteriyel tiretiminden kaynaklanir (Ewaschuk ve digerleri,
2005; Uribarri ve digerleri, 1998). D-laktatin birincil eksojen kaynagi, kolonda artan
karbonhidrat yiikii sebebi ile bakteriyel asir1 ¢ogalma ve bu bakterilerin fermantasyonudur.
Sindirilebilir karbonhidratlar esas olarak ince bagirsakta emilir. Emilemeyen ve kolona ulasan
karbonhidratlar, bagirsak bakterileri tarafindan anaerobik fermantasyona ugrarlar. Tiire bagl
olarak bagirsak bakterileri, D- veya L-laktata 6zgli dehidrojenaz ve laktat rasemaz enzimi
tasiyabilirler. Bu bilgiler 1s18inda, D-laktatin, karbonhidratlarin kolon mikrobiyotasi
tarafindan meydana gelen anaerobik fermantasyonunun bir {riinii oldugu anlagilmigtir
(Halperin ve Kamel, 1996; Hove ve Mortensen, 1995). Gastrointestinal hastaligi bulunan 100
kedi tizerinde yapilan bir ¢aligmada, D-laktat konsantrasyonlari saglikli kontrol grubunda
bulunanlardan énemli 6l¢lide yiiksek oldugu, ancak L-laktat konsantrasyonlarinin iki grup

arasinda 6nemli dl¢lide farkli olmadig: bildirilmistir (Packer ve digerleri, 2012).

2.3.2.3. Gastrointestinal Biyobelirte¢ Olarak D-laktat

Laktatin ikinci stereoizomeri olan D-laktat, bakteriyel fermentasyonun bir yan tGrunudir
ve memeli hiicreleri tarafindan ¢ok az miktarda iretilir (Ewaschuk ve digerleri, 2005).

Iskemik hasarlar, artan bagirsak gecirgenligi ve bakteriyel asir1 gogalmanin etkisi ile D-laktat
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miktarinda artig gozlenir. Akut iskemik bagirsak hasari, D-laktati portal ve sistemik dolasima
salan yerlesik mikrobiotanin asir1 gogalmasi ile iligkilendirilmistir (Marti ve digerleri, 1997).
Bunun yaninda Insanlarda kisa bagirsak sendromu (Kowlgi ve Chhabra, 2015), buzagilarda
ishal (Lorenz, 2004) ve kedilerde e¢kzokrin pankreas yetmezligi gibi bagirsak
mikrobiyotasindaki degisikliklerle iliskili hastaliklarda D-laktik asidoz bildirilmistir (Packer
ve digerleri, 2005). Ruminantlarda ve insanlarda D-laktik asidozun patofizyolojisine benzer
sekilde, kedilerde artan D-laktat konsantrasyonu ile gastrointestinal sistemdeki yuksek
karbonhidrat yiikii arasinda bir iliski olduguna dair kanitlar vardir. Ekzokrin pankreas
yetmezligi ve bagirsakta asir1  bakteriyel iiremesi olan bir kedide, D-laktik asit
ensefalopatisinin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir (Packer ve digerleri, 2005). Bu iligki, kedilerin
cesitli yliksek karbonhidratli diyetlerle beslendigi deneysel bir c¢alisma ile de
desteklenmektedir. Yiiksek karbonhidratli diyetlerle beslenen kedilerin digkilarindan 6l¢iilen
D-laktat konsantrasyonlari, diisiik karbonhidrat ile beslenen kontrol grubuna gore 3-8 kat daha

yiiksek bulunmustur (Kienzle, 1994).

2.3.2.4. Acil Hastalarda Plazma Laktat Konsantrasyonu

Plazma laktat konsantrasyonu hem insan hem de veteriner hekimliginde degerli bir
triyaj parametresi ve prognostik gosterge olarak kabul edilmektedir (Rosenstein ve digerleri,
2018). Fizyolojik olarak laktat, glikolizin bir yan {irliniidiir ve normal kosullarda piruvatin
yaklasik %10’u laktat dehidrojenaz (LDH) tarafindan laktata doniistiiriiliir (Pang ve Boysen,
2007). Piruvat, hipoksemik kosullarda sitozol ig¢inde birikme egilimi gosterir ve fazla piruvatin
laktata dontigebilmesi icin LDH enziminin yukar1 regiilasyonunu tetikler. Hipoksemik kosullar
ortadan kalktiginda laktat, kolayca piruvata doniistiiriilebilen bir enerji deposu olarak gorev alir
(Kamel ve digerleri, 2020).

Hiperlaktatemi, laktatin serum, plazma veya tam kan igerisinde tiire 6zgii referans
araliginin tizerinde bir degerde olmasi olarak tanimlanir. Bu deger kdpeklerde 2,5 mmol/l,
kedilerde ise 2 mmol/lI’den fazla ise hiperlaktatemi olarak degerlendirilir (Hughes ve digerleri,
1999; McMichael ve digerleri, 2005; Rand ve digerleri, 2002). Hiperlaktatemi tip A ve tip B
olarak smiflandirilmistir. A tipi hiparlaktatemi oksijen yetersizligine bagli olusur. B tipi ise
yeterli oksijen olmasina ragmen farkli nedenlere bagl olusabilmektedir. Tip B hiperlaktatemi
ayrica B1 (altta yatan hastalikla iliskili), B2 (ilaglar ve toksinlerle iligkili) ve B3 (dogmasal
metabolik anormalliklerden kaynaklanan) olarak alt siniflara ayrilmistir (Tablo 5) (Rosenstein
ve digerleri, 2018).
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Tablo 5. Hiperlaktateminin smiflandirilmasi ve yaygin nedenleri (Rosenstein ve digerleri, 2018).

TipA TipB
Bl B2 B3
- Hipoperfuzyon | - Yogun egzersiz | - Neoplazi - Glukokortikoidler | - Herediter
- Anemi - Nobetler - Hipertiroid - Epinefrin - Mitokondriyal
- Hipoksi - Titremeler - SIRS/Sepsis - Parasetamol - Disfonksiyonel
- Kasilmalar - Gizli sok - B-agonistler

- Karaciger yetmezligi | - Etilen glikol

- Diabetes mellitus - Ksilitol

- Tiamin eksikligi - Kokain

Hipovolemik soka bagli gelisen tip A hiperlaktatemiye bir 6rnek olarak alt1 yasindaki
Labrador Retriever cinsi kopek depresif goriintii ve durgunluk sikayeti ile klinige bagvurdu.
Yapilan muayenelerde solgun mukozalar goriildii, tasikardi (kalp hizi 168 bpm) ve arteriyel
kan basinct 32 mmHg olarak 6l¢iildii. Ultrasonografik muayenede serbest karin sivisi ve
biliylimiis dalak tespit edilip tanisal abdominosentez ile akut hemoabdomen tanis1 konuldu.
Son olarak alinan vendz kan 6rneginde plazma laktat konsantrasyonu 8,4 mmol/l olarak
Olglldu. Hastaya kristalloid boluslari ile basarili bir hacim resiisitasyonu yapildi. Ardindan 90
bpm kalp hizi, 95 mmHg ortalama kan basinci ve tekrarlayan vendz kan gazi analizinde 1,6
mmol/l plazma laktat konsantrasyonu 6l¢uldi (Brunori, 2020).

Tip B hiperlaktatemiye 6rnek olarak salbutamol igeren soluma cihazini ¢ignemesi
sonucu klinige getirilen bir yasindaki Tibet Teriyerinin klinik muayenesinde ciddi tagikardi
(200 bpm) bildirildi fakat kardiyovaskiiler olarak stabildi. Venéz kan gazi analizinde orta
derecede hipokalemi (2,3 mmol/l) ve siddetli hiperlaktatemi (8,7 mmol/l) goriildii. Hasta, bir
beta blokdr ve potasyum takviyesi ile semptomatik olarak tedavi edildi. Taburcu edilmeden
once yapilan tekrarlanan vendz kan gazi analizinde potasyum (4,2 mmol/l) ve laktat (1,67
mmol/l) konsantrasyonlarinin normal degerlerde oldugu gézlendi (Brunori, 2020).

Hem kdopeklerde hem de kedilerde yapilan birkag ¢aligmada, yapilan tedaviye ragmen
kurtarilamayan hastalarin daha ylksek plazma laktat konsantrasyonuna sahip olma egiliminde
olduklar1 gosterilmis (Hayes ve digerleri, 2010, 2011) ve tedaviye ragmen Xkalici
hiperlaktateminin mortalite artisi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Cortellini ve digerleri, 2015;
Stevenson ve digerleri, 2007; Zacker ve digerleri, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Hayvan Materyali

Aragtirmanin  hayvan materyalini Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Hayvan Hastanesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Kii¢iik Hayvan Klinigi’ne ishal
sikayeti ile getirilen etiyolojik olarak siniflandirilmayan 30 kopek ile klinik, hematolojik ve
biyokimyasal bulgularmma goére 15 saglikli olmak iizere toplam 45 kopek olusturmustur.
Bununla birlikte Zonulin, hayvanlarin bozulmus bagirsak gecirgenliginin gosterilmesinde
onemli bir biyobelirte¢ oldugundan, olgular iizerinde en az bir ay 6ncesine kadar antibiyotik

kullanilmamis olmasina dikkat edildi.
3.2.YOntem
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alismada, her bir kopegin Vena cephalica antebrachii’sinden heparin igeren
antikoagulantli ve antikoagulantsiz tliplere teknigine uygun olarak kan ornekleri alinmistir.
Antikoagulantsiz tiiplere alman 5 ml’lik kan 6rnegi santrifiije edilerek ELISA yontemi ile
serum zonulin diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Heparinli tiiplere alinan 2 ml’lik kan orneginde ise
laktat diizeyleri arastirilmstir.
3.2.2. Laboratuar Degerlendirme

3.2.2.1. Zonulin Analizi

Antikoagulantsiz tiiplere alinan kan 6rnekleri 15 dakika stiresince 3000 devir/dk hizda
santrifuj edilerek serum ornekleri elde edildi. Elde edilen serum &rnekleri ependorf tuplerine

ayrilarak analizler gerceklestirilinceye kadar -20 °C’ de buzdolabinda saklandi.
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Serum zonulin seviyeleri ELISA prensibine dayali ticari test kiti (Canine Zonulin
ELISA Kit, Cat No. MBS2605074) kullanilarak gerceklestirildi (Resim 1).

e ——

Resim 1. Canine Zonulin ELISA Kiti

Kullanilan ELISA kiti, ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA prensibinine dayanir ve saglanan
bu test kopekler icin tipiktir. Canine Zonulin monoklonal antikor ELISA plaka kuyularina
onceden baglanmustir ve tespit i¢in biotin etiketli poliklonal antikor kullanilir. Ornekler ve
biotin etiketli antikor ELISA plaka kuyularina eklendi (Resim 2) ve PBS ile yikandi (Resim
3). Daha sonra Avidin-peroksidaz konjugatlari kuyucuklara eklendi. Olusan reaktant PBS ile
iyice yikandiktan sonra tetrametilbenzidin (TMB) substrat olarak reaksiyona eklendi. TMB,
peroksidaz katalizorliigiinde mavi renge dondistii ve son olarak asit etkisi ile sar1 renk olustu
(Resim 4). Numunelerdeki zonulin konsantrasyonlari ile renk yogunlugu arasinda pozitif bir
iliski oldugu bilinmektedir. Test kitinin okunmasi i¢in ELx800 model microplate okuyucu
kullanildi (Resim 5).
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Resim 3.

g
TNl

PBS ile yikama
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Resim 4. TMB’nin peroksidaz ve asit etkisi ile renk degistirmesi

| 4

PSTRMVENTS |

ELx800

Reader
WOTEK

Uniersal Microplate

Resim 5. ELx800 model microplate okuyucu
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3.2.2.2. Laktat Analizi

Plazma laktat seviyelerinin 6lcimi el analizatori (Lactate Pro 2, Arkray, Hollanda)
kullanilarak gergeklestirildi. Bu cihaz 0.3 mikrolitre kan 6rnegi kullanilarak enzimatik-
amperometrik yontem ile kisa siire igerisinde (15 saniye) sonug veren bir el analizatoridur.

Analiz i¢in kullanilan striplerin her biri 6zel koda sahiptir. Stribe kan Orneginin
doldurulmasindan sonra 6rnek icerisindeki laktat, laktat oksidaz tarafindan oksiklenerek laktat
miktar1 ile dogru orantili olacak sekilde elektron aciga cikarir. Bu elektronlar bir elektroda
aktarilarak olusan elektrik akimi 6lgiiliir. Olgiilen akim siddeti, kan drneginde bulunan laktat

miktarini gosterir.

3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma kapsaminda degerlendirilen hayvanlardan elde edilen sayisal verilerin
tanimlayicr istatistikleri gerceklestirildi ve tablolar halinde sunuldu. Verilerin dagilimlarinin
kontroliinde Shapiro-Wilk ve Kolmogorov Simirnov analiz yontemleri kullanildi ve
dagilimlarin normal olmadig: belirlendi. Tiim veriler Logn tabaninda transformasyon iglemine
tabi tutulduktan sonra yapilan kontrollerde dagilimlarin normal olmadig: tespit edildi. Bu
kapsamda non-parametrik analiz yontemlerinden Mann-Whitney U testi ile karsilastirmalar
yapilarak gruplar arasindaki farkliliklar belirlendi. Laktat ve zonulin seviyelerine iliskin
veriler box plot grafikleri olarak sunuldu. Saglikli ve ishalli kopeklere ait yas ve cinsiyet
bilgilerini kapsayan demografik veriler capraz tablolama yontemi ile belirlendi. Tim
analizlerde SPSS (20.0, IBM, Amerika) programindan yararlanilarak p < 0,05 degeri

istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Arastirma kapsaminda degerlendirilen ishalli kopeklerin cinsiyet dagilimlar
incelendiginde 14 (% 46,6) kopegin erkek 16 ‘sinin (%53,4) ise disi oldugu belirlendi. Yine
ishalli kopeklerin yas dagilimlari incelendiginde 18 (%60) kopegin 1 yasindan kiiciik, 12
(%40) kopegin ise 1 ile 5 yas arasinda bulundugu tespit edildi. Saglikli kopeklerin ise cinsiyet
dagilimlarinda bir 6rnekliligin saglandig1 ve 7 kdpegin erkek 8 kopegin ise disi hayvanlardan
olustugu belirlendi. Saglikli kopeklerin yas dagilimlarinda ise 5 kdpegin 1 yasmnin altinda, 9
kopegin 1 ile 5 yas arasinda oldugu 1 kopegin ise 5 yasindan biiyiik oldugu tespit edildi.
Saglikl1 ve ishalli kdpeklerin yas ve cinsiyet dagilimlarinin karsilastirmasinda istatistiksel bir

farklilik belirlenmedi.

4.2. Laktat ve Zonulin Seviyeleri

Ishalli ve saglikli képeklerin laktat seviyeleri incelendiginde gruplar arasinda belirgin
istatistiksel anlamli farkliigin (p< 0,000) bulundugu tespit edildi. Ishalli képeklerin plazma
laktat seviyelerinin 9,02 + 4,7 mmol/L seviyesinde oldugu buna karsin saglikli kopeklerin
laktat konsantrasyonlarinin 1,21 + 1,4 mmol/L diizeyinde bulundugu tespit edildi.

Serum zonulin konsantrasyonlarinin ishalli kopeklerde 9,80 + 6,7 ng/ml seviyesinde
bulunmasina karsin saglikli kopeklerde serum zonulin konsantrasyonlarinin 1,94 + 1,4 ng/ml
diizeyinde oldugu tespit edildi. Serum zonulin seviyelerinin ishalli kopeklerde saglikli olan
kopeklere kiyasla anlamli (p<0,000) diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 6). S0z
konusu farkliliklar box plot grafiklerde de gosterildi (Sekil 5 ve Sekil 6).

Tablo 6. Serum laktat ve serum zonulin seviyelerinin istatistiksel karsilastiriimasi.

Laktat (mmol/L) Zonulin (ng/ml)
Ishalli 9,02+4,7 9,80 6,7
Saghkh 121+14 194+14
p degeri 0,000 0,000
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Sekil 6. Serum laktat seviyelerinin box plot grafigi ile gosterilmesi.



5. TARTISMA

Hayvan sagligi ve refahinin izlenilmesi ve herhangi bir besinsel miidahalenin hayvan
performansi iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in diyet, sindirim ve emilimin, normal
ve stabil mikrobiyotasi, bagisiklik durumu, bagirsak mukozasi ve noéroendokrin-bagirsak
motor iglevleri gibi gastrointestinal fonksiyonelligin tanimlanmasi1 ¢ok onemlidir (Celi ve
digerleri, 2017). ishal, farkli etiyolojik nedenlere bagl infeksiydz veya noninfeksiydz
olusabilen, defekasyon siklig1 ile birlikte digkinin sivi igerigi ve hacmindeki artislar ile
karakterize bir semptomdur. Bu c¢alismada, ishalli kopeklerin etiyolojisine yonelik herhangi
bir smiflandirma yapilmadi. Yeni dogan ve yavru kopeklerde immun sistemin yeterli
gelisememesi ve regiilasyon mekanizmasindaki yetersizlikten dolayr ishal daha sik
goriilmekte ve ciddi sonuglara yol agmaktadir (Miinnich ve digerleri, 2014; Mila ve digerleri,
2017). Bu galismada, 30 ishalli kdpekten 18’inin 1 yasin altinda oldugu belirlenmistir.

Son yillarda, gerek beslenme uzmanlar1 gerekse veteriner hekimler ve bilim insanlari
arasinda “bagirsak saglig1” kavraminin 6nemli bir konu haline geldigi vurgulanmistir (Kogut
ve Arsenault, 2016). Hem insan hekimligi hem de veteriner hekimlik alaninda yapilan
calismalarda, bagirsak sagliginin 6nemi agikca gosterilmesine ragmen gastrointestinal bariyer
fonksiyonu, permeabilite ve bagirsak endokrin sistemi ile iligkili biyobelirteglerin
belirlenmesinde biiylik bir bosluk bulunmaktadir (Celi ve digerleri, 2017). Bagirsak
endotelleri arasinda yer alan baglant1 odaklari, mukozal bariyer ve hiicrelerarasi gecirgenligin
diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir. Zonulin bu baglanti odaklarinin geri dontigiimlii
gecirgenligini yoneten bir proteindir. Yapilan klinik ¢aligmalarda, zonulinin bagirsak
gecirgenliginin bir biyobelirteci olarak gosterildigi rapor edilmistir (Fasano, 2012; Sturgeon
ve Fasano, 2016). Bir diger belirte¢ olarak laktik asidin D-enantiomeri, fizyolojik kosullar
altinda memeli serumunda kayda deger miktarda oSlgiilemezken gastrointestinal sistemdeki
karbonhidratlarin bakteriyel fermantasyonu gibi ekzojen kaynaklardan veya belirli metabolik
hastaliklarda ve zehirlenmelerde ortaya c¢ikabilen alternatif metabolik sentez olaylari ile
artmaktadir (Christopher ve digerleri, 1990). Bakteriyel asir1 {ireme ve artmis bagirsak
gecirgenligi sonucunda dolagimda D-laktat seviyesinin ylikselmesinden dolay1 gastrointestinal
fonksiyon bozukluklarinda zonulin gibi laktatin da ©nemli bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Peoc’h ve digerleri, 2018). Bu ¢alismada, ¢esitli etiyolojik

nedenlere bagl ishal goriilen kopeklerde gastrointestinal fonksiyon bozukluklarini yansitan
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biyobelirtegler arasinda yer alan zonulin ve laktat diizeylerinin degerlendirilmesi sonucunda
ishalli kopekler ile kontrol grubu saglikli kopekler arasinda hem zonulin hem de laktat
konsantrasyonu istatistiksel agidan 6nemli (p< 0,000) diizeyde yiiksek bulundu.

Bagirsak, viicuda girebilecek zararli maddelere karsi siki bir bariyer gérevi goriir. Bu
bariyer sisteminin bozulmasi ve ge¢irgenliginin artmasit sonucu bir¢ok patojen madde dolagim
sistemine gecer. Bagirsak siki baglanti noktasinin biitiinligiiniin, gliadin ve bakteri gibi
tetikleyici maddelere yanit olarak liimene salinan zonulinin etkisi ile reverzibl olarak
bozulmasi sonucu gastrointestinal sistemin en 6nemli semptomlarindan biri olan ishal
sekillenir (Fasano, 2012). Ishaller genellikle farkli etiyoloji, klinik gériiniim ve patogeneze
sahiptir (Schiller ve digerleri, 2014). Zonulin ise bir¢ok kronik yangisal bagirsak hastaliginin
patogenezinde Onemli bir yer tutmaktadir. Bahsedilen kronik hastaliklarin bir ¢ogu farkli
patogenezlere bagli olarak sekillenmesine ragmen mukozal toleransin bozulmasi ve
hastaliklarin olusmasi sonucunda zonulin artisinin benzer oldugu rapor edilmistir (Sturgeon
ve Fasano, 2016). Uzun siireli zonulin salinimi ve mukozal bariyerin bozulmasi ile ortaya
cikan s1zintili bagirsak sonucu zararsiz gida maddelerinin dolagima ge¢mesi ile immiinolojik
reaksiyonlar, gida alerjileri veya gida intoleranslari olusur. Bu durumun devam etmesi
viicudun kendi organ ve dokularina karsi otoantikor iiretmesine ve otoimmun hastaliklarin
gelismesine neden olur (Fasano, 2012; Fasano ve Shea-Donohue, 2005). Bununla birlikte tip |
diyabetes mellitus ve ¢Olyak hastaligi gibi hastaliklarin, sizintili bagirsak nedeni ile
iligkilendirebildigi rapor edilmistir (Fasano, 2012; Fasano ve Shea-Donohue, 2005). Bu
bilgiler 1s18inda yapilan bu g¢alismada farkli etiyolojilere sahip ishalli kopeklerin serum
zonulin seviyelerinin yiiksek diizeyde anlamli olmas1 (9,80 £ 6,7 ng/ml), ishalin bir¢ok farkli
hastaliga bagh olarak da sekillenebilecegini diistindiirmektedir.

Yapilan bir c¢aligmada tip 1 diyabette goriilen bagirsak gecirgenliginin, hastaligin
semptomlarindan 6nce gelistigini gostermistir (De Magistris ve digerleri, 1996). Bu calisma,
tight junction’a bagl bagirsak gegirgenliginin tip 1 diyabetin baslamasindan sorumlu oldugu
fikrine yol agmustir. Diger bir ¢alismada ise, tip 1 diyabete yatkinli§i olan sicanlarda,
diyabetin baglangicindan en az 1 ay Once bagirsak gegirgenliginin arttig1 rapor edilmistir
(Meddings ve digerleri, 1999). Arrieta ve digerleri (2009), ince bagirsak gecirgenligindeki
artiglar ile kolit gelisimi arasindaki dogrudan iliskiyi gostermek icin yaptiklar1 deneysel
calismada, kolit gelistirilen farelere zonulin inhibitoéri AT-1001 ile tedavi uygulanmis ve bu
tedavinin takibinde farelerde iyilesmenin olustugunu gozlemlemislerdir. Astimli hastalar
tizerinde yapilan diger bir ¢aligmada, hastalarin serum zonulin diizeylerinin arttigini ve ayni

hastalarin yaklasik %40’inda bagirsak gegirgenliginde de artisin olustugu belirlenmistir
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(Fasano, 2011). Zonulinin beyin tiimorleri, 6zellikle gliomalar ile iligkili oldugu belirtilmigtir
(Diaz-Coranguez ve digerleri, 2013; Skardelly ve digerleri, 2009). Diaz-Coranguez ve
digerleri (2013) tarafindan glioma hiicre hatt1 {izerinde yapilan in vitro ¢alismada, zonulinin
glioma olmayan kontrol grubu hiicrelere kiyasla yiiksek miktarlarda eksprese edildigi
gosterilmistir. Calismamiz kapsaminda degerlendirilen farkli etiyoloji ve patogeneze sahip
ishalli kopeklerin zonulin seviyelerinin yiiksek bulunmasi, farkli sistem hastaliklar1 iizerinde
yapilan bu ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Bir biyobelirtecin klinik olarak etkili olabilmesi i¢in organlarin fonksiyonel olarak
degerlendirilmesi, hastaligin siddetinin ve aktivitesinin belirlenmesi ve hastanin tedaviye
yanit1 gibi bir¢ok faktorler dikkate alinmalidir. Tek bir biyobelirtecin tiim bu sartlar1 saglama
thtimali diisilk oldugundan hangi biyobelirteglerin bize en dogru yolu gosterecegini
degerlendirmek olduk¢a onemlidir (Duvoisin ve digerleri, 2017; Parikh ve Vasan, 2007;
Vermeire ve digerleri, 2006). Nitekim bu kapsamda gastrointestinal biyobelirteclerden
zonulin ile laktatin incelendigi ¢alismada, serum zonulin konsantrasyonu (9,80 £ 6,7 ng/ml)
yiiksek bulunan ishalli kopeklerin serum laktat konsantrasyonlarinin (9,02 + 4,7 mmol/L) da
istatistiksel olarak yiiksek oldugu saptanmustir.

Laktat, anaerobik glikoliz metabolizmasinin son tiriinii olarak basta iskelet kasi, beyin,
eritrositler ve renal medulla olmak tzere memeli viicudunun hemen hemen her yerinde
bulunur (Fall ve Szerlip, 2005). Yaygin olarak, sok, siddetli anemi, solunum sistemi
bozukluklar1 ve gasrointestinal sistem anormallikleri gibi durumlarda hipoperfiizyonun ve
hipoksinin bir sonucu olarak meydana gelmesinin yaninda g¢esitli ilaglarin, toksinlerin,
mitokondriyal kusurlarin ve sepsis gibi hastalik durumlarinin bir sonucu olarak da kanda
laktat diizeyinin ylikseldigi bildirilmistir (Kruse ve Carlson, 1987; Luft, 2001).

Anaerobik kosullar altinda dokular enerji tiretimi igin glikoliz kullanmaya zorlanir.
ATP’nin siirekli kullanimindan dolay1 agiga ¢ikan H+ iyonlar1 normalde aerobik oksidatif
fosforilasyon mekanizmasi tarafindan tiiketilirken anaerobik metabolizma sirasinda fazla
miktarda birikebilir. Glikolitik siirecin sonunda agiga c¢ikan piruvat, NADH ve hidrojen
iyonlariin birikimi arttikca, glikolitik metabolizma yavaglamaya baglar. LDH, biriken piruvat
ve NADH ile reaksiyona girerek laktat olusturur ve bu siirecin devamliligini saglar. Hiicre ici
laktat seviyesinde meydana gelen yiikselme sonucunda laktat, hiicre zarindan
monokarboksilat-proton transport sisteminin yani sira serbest difiizyon ile kana geger (Poole
ve Halestrap, 1993).

Laktat, D- ve L- olmak uzere memeli vicudunda iki izoformda bulunur. Kandaki

laktatin biiyiik cogunlugunu L-laktat olustururken artan bagirsak gegirgenligi, bakteriyel asir
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cogalma ve bakteriyel fermantaston etkisi ile D-laktat miktarinda artis gozlenir. Serum laktat
miktarinin artmasi hiperlaktatemi olarak adlandirilir (Blake, 2017; Flick ve Konieczny, 2002).
Yetiskin saglikli kopeklerde plazma laktat konsantrasyonu 0.3-3.6 mmol/L araligindadir ve
cogunlugunu L-laktat olusturdugundan klinik olarak D-laktattan daha sik Ol¢iimii yapilir
(Blake, 2017; Ewaschuk ve digerleri, 2005). Calismada, ishalli kopeklerde gastrointestinal
sistem bozukluklarinin serum total laktat diizeylerini arttirdig: tespit edildi.

Marti ve digerleri (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada, akut iskemi sonucu bagirsak
hasarmin gsekillenmesi ile D-laktatin portal ve sistemik dolasima salinmasinin yerlesik
mikrobiotanin asir1 ¢ogalmast ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Bunun yaninda Insanlarda
kisa bagirsak sendromu (Kowlgi ve Chhabra, 2015), buzagilarda ishal (Lorenz, 2004) ve
kedilerde ekzokrin pankreas yetmezligi (Packer ve digerleri, 2005) gibi bagirsak
mikrobiyotasindaki degisikliklerle iliskili hastaliklarda da D-laktik asidozun sekillendigi
bildirilmistir. Packer ve digerleri (2005) tarafindan yapilan caligmada, ruminantlarda ve
insanlarda gastrointestinal sistemdeki asir1 karbonhidrat yiikii sonucu olusan D-laktik
asidozun patogenezine benzer sekilde kedilerde artan D-laktat konsantrasyonu ile
gastrointestinal sistemdeki yiliksek karbonhidrat yiikii arasinda bir iliski olustugu
belirlenmistir. Diger bir ¢alismada, kedilerin deneysel olarak yiiksek karbonhidratl diyetlerle
beslendigi ve gastrointestinal semptonlarin baglamasiyla beraber laktat seviyesinin 3-8 kat
arttigr rapor edilmistir (Kienzle, 1994). Calismada tespit edilen ishalli kdpeklerin laktat
diizeylerindeki artis, arastiricilarin yaptiklart ¢alismalarda elde ettikleri sonuglarla benzerlik
gostermektedir

Yapilan arastirmalarda, uygulanan tedaviye ragmen kurtarilamayan hastalarin daha
yiiksek plazma laktat konsantrasyonuna sahip olma egiliminde olduklar1 gdsterilmis (Hayes
ve digerleri, 2010, 2011) ve tedaviye ragmen kalic1 hiperlaktateminin mortalite artis1 ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Cortellini ve digerleri, 2015; Stevenson ve digerleri, 2007,
Zacker ve digerleri, 2010). Bu ¢alismada, laktat diizeyi yiiksek olan kdpeklerde mortalitenin

olusup olusmadigi takip edilemedi.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢aligsmalar bagirsak sagliginin 6nemini agikga gostermesine ragmen
gastrointestinal saglhig1 belirleyecek biyobelirtegler konusunda hald biiyiik bir bosluk
bulunmaktadir. Gastrointestinal sistemin fonksiyonelligini belirleyen bircok faktor
bulundugundan tek bir biyobelirtecin bu sartlar1 saglama ihtimali oldukga diistiktiir.

Yapilan bu ¢alismada etiyolojik olarak siniflandirilmayan ve farkli nedenlere bagli ishal
goriilen kopeklerde gastrointestinal fonksiyon bozukluklarini yansitan biyobelirtegler arasinda
yer alan zonulin ve laktat diizeyleri degerlendirildi. Calisma sonucunda hem zonulin hem de
laktat konsantrasyonlari ishalli kopekler i¢in yiiksek diizeyde (p< 0,000) anlamli oldugu tespit
edildi. Ishalin genel olarak bagirsak gegirgenligi ile birlikte sekillendigi ve bagirsak
gecirgenliginin de bircok farkli sistem hastaligimin patogenezinde bulundugu bilinmektedir.
Bu kapsamda zonulin ve laktatin, bir¢ok hastaligin erken tanisi1 ve tedavisi i¢in etkili birer
biyobelirtec olabilecegi kanisindayiz.

Calismada ishalli kopeklerde saptanan serum zonulin diizeylerindeki artis, intestinal
mukoza hasarina yorumlanabilir. Veteriner hekimlikte kullanilan bir¢ok ilag bagirsak
gecirgenligini olumsuz yonde etkilediginden, yaptigimiz bu ¢alismanin rutin tedavi
protokollerinde degisimlere sebep olacagini diistinmekteyiz. Laktat diizeylerindeki yilikselme
mitokondriyal disfonksiyonu isaret etmektedir. Rutin tedavide kullanilan kortikosteroidler
basta olmak iizere mitokondriyi zehirleyecek ilaglardan kagmilmalidir. Bu sebeple ishal
tedavisinde mitokondriye zarar vermeyecek ve intestinal hasara neden olmayacak ilaglarin
tercih edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Yapilan bu c¢alismada ishalli kopeklerde gastrointestinal biyobelirteclerden serum
zonulin seviyelerinin 6l¢iimii ELISA metodu ile tespit edildiginden ve bu metod gliniimizde
veteriner hekimlik alaninda sinirli kapsamda kullanildigindan, bu durumun zonulin
Olclmlerinin ~ rutin  Kklinik uygulamada da smirli  kapsamda uygulanabilecegini
diisiindiirmektedir. Gastrointestinal fonksiyon bozuklugu, bakteriyel asir1 {lireme gibi
nedenlerle gelisen hiperlaktatemi genel olarak D-laktatin artis1 sonucu olusabilmektedir. Bu
da ishalli  kopeklerde biyobelirteg olarak D-laktatin daha uygun olabilecegini
diistindiirmektedir. Fakat ishal bir¢ok hastaligin semptomu olabileceginden c¢aligmamiz
kapsaminda Olclilen serum total laktat konsantrasyonu, hiperlaktateminin sebebini bulmamiz

konusunda bizleri kisitlayan bir faktor olarak karsimiza ¢ikabilmektedir.
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Sonug olarak ishalli kopeklerde gastrointestinal biyobelirteclerden zonulin ve laktat
diizeylerinin kandaki konsantrasyonlarinin arttigi ve ishale bagli olarak bagirsaklarda
meydana gelebilecek hasarin tespitinde zonulin ve laktatin dikkate alinabilecegi, bu

belirteclerin ishalin prognozu ve sagaltiminin takibinde kullanilabilecegi kanisina varildi.
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Aydin, 09/07/2020

: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2020 Y1l II. Oturum
: 64583101/2020/036

: Ishalli képeklerde gastrointestinal biyobelirteglerin aragtiriimas:
: Serdar PASA
: Tugay SEN

Bu ¢ahiymanin hi¢bir béliimiinde:

{nsan embriyosu ve fotusu kullanilmasi
[nsan embriyosu ve fStusu dokularinin kullanilmasi

Diger insan doku ve hiicrelerinin kullaniimasi

Insanlarda arastirma
Insan olmayan primatlarin kullanilmas:
Transgenik hayvanlarin kullaniimasi

Hayvanlarda genetik modifikasyon dngoriilmemistir.

Bu ¢alismanin yapilmasinda etjk agidan bir sakinca bulunmamaktadr.
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Bu rapor, sadece Adnan Menderes Universitesi’nde yapilacak galismalar icin gegerlidir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Ishalli Kopeklerde Gastrointestinal Biyobelirteclerin Arastirilmas1” baslikli Yiiksek
Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan her tiirlii ifade

ve bilginin kaynagima eksiz atif yaptigimi bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda

ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Tugay SEN

16/11/2021
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