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Sicanlardaki asetik asit kolitinde diltiazemin etkisi
The role of diltiazem on asetic acid induced colitis in rats
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OzEeT: Iltihabi barsak hastaliginda prostaglandinler mu-
koza koruyucu, oysa leukotrienler (LT) proinflamatuar-
dir. Yeni bulgular LT lerin olusum ve etkilerinin kalsi-
yuma bagimli, prostaglandinlerin ise bagimli olmadigi-
nt gostermistir. Bir kalsiyum kanal blokeri olan verapa-
milin sicanlardaki deneysel kolitte mukoza koruyucu et-
kisi vardi. Bu ¢alismada diger bir tip kalsiyum kanal
blokeri olan diltiazemin (DLTZ), sicanlarda gelistirilen

asetik asite (AA) bagh deneysel kolitte terapitik etkisi

aragtirilmigtir.

Metotlar:-Erkek Swiss Albino siganlar dirt gruba ayril-
muglardir (n=10). I-Sicanlara 1 ml %4 AA rektal yolla ve-
rilmigtir. II-AA. verilmeden once 7 giin boyunca 2 mg[kg
dozda im olarak DLTZ verilmigtir. III- AA verilmeden
once 7 giin boyunca 2 mg/kg dozda DLTZ’e ek olarak 5
mg/kg indometacin sc. yolla verilmigtir. IV. grupta si-
canlara sadece rektal yolla 1 ml. serum fizyolojik veril-
migtir. 2 giin sonra sicanlar sakrifiye edilmigler ve distal
kolonlar gikarilarak makroskopik olarak skorlanmugstir
(Normal: grade 1, siddetli: 4) ve doku myeloperoksidaz
(MPQ) aktivitesi tayin edilmistir. Sadete serum fizyolo-
Jjik verilenlerde makroskopik hasar olugsmazken, AA veri-
len birinci grupta mukozal hasar, ikinci ve ligiincil grup-
lara gore anlamli olarak fazla gelismigtir (p>0,01). MPO
aktivitesi ise birinci grupta belirgin olarak yiiksek sapta-
nmirken, ikinci ve iiciincii gruplarda birinci gruba gore
anlamli olarak diisiik saptanmugtir (p>0,01).

Sonug olarak; sicanlarda AA ile olusturulan kolitiste dil-
tiazem, koruyucu bir rol oynamugtir. Endojen prostag-
landin biosentezinin inhibisyonunun bu koruyuculuk
ilzerine etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Asetik asit koliti, diltiazem, indometacin

TLTIHABI barsak hastaligmn (IBHmin kesin
olarak nedeni halen bilinmemekle birlikte aragi-
donik asit metabolitlerinin patogenezde onemli
roller oynadiklar1 konusunda giderek artan bilgi
birikimi vardir (1-3). Son y1llarda prostaglandinle-
rin barsak mukozasi iizerine koruyucu etki goster-
dikleri, buna karsin diger bir aragidonik asit me-
taboliti olan l6kotrienlerin mukoza iizerine zararh
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SUMMARY: In inflammatory bowel disease, prostaglan-
dins are mucosal protective whereas leukotrienes (LT)
are proinflammatory. Recent evidence suggests that the
formation and action of LTs are calcium-dependent,
whereas the formation and action of prostaglandins are
not. A calcium channel blocker, verapamil, had a muco-
sal-protective effect experimentally induced colitis in
rats. In this study we examined the role of another type
of calcium channel blocker, diltiazem (DLTZ), as a the-
rapeutic agent on acetic acid (AA)-induced colitis in rats.

Methods: Male Swiss Albino rats were divided into the 4
groups (n=10). I-Rats were administered 1 ml 4% AA int-
rarectally, II-DLTZ was given i.m., in a dose of 2 mg / kg,
for 7 consecutive days before instillation of AA, III-DLTZ

- was given im, in, a dose of 2 mg[kg plus indometacin 5

mg kg s.c., for 7 consecutive days before instillation of
AA. In group IV rats were administered 1 ml of saline
alone intrarectally. .

The rats were sacrificed two days later and the distal co-
lons were scored (normal.grade 1, severe: 4) macroscopi-
cally and tissue myeloperoxidase (MPO) activity was de-
termined.

Results: While no macroscobic injury occured in group
fourth, mucosal injury occured in the first.group more
than the second and third groups and was statistically
meaningful (p>0,01). While MPO activity was markedly
high in the first group, it was found low in the second
and third groups according to the first group which was
statistically meaningful (p<0,01).

In conclusion: Diltiazem plays a protective role on AA-in-
duced colitis in rats. Inhibition of endogenous PG
biosynthesis has no effect on this protection.
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etkileri oldugu gosterilmigtir (4). Gercekten de
IBHl1 olgularin indometasin kullandiklarinda bu
ilacin prostaglandin inhibe edici etkisi nedeni ile
hastahklarimin agirlagabildigi gozlenmig, benzer
olarak deneysel hayvan modellerinde de ayni1 du-
rum s6z konusu olup, digardan verilen uzun etkili
prostaglandin analoglar ile mukozal hasar azalti-
labilmigtir (5). Ayrica lokotrien sentezinin azaltil-
mas1 ile deneysel kolitte iyilegme hizlandirilabil-
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mistir (6). Aragidonik asitten 5-lipooksijenaz enzi-
mi ile gerceklesen lékotrien sentezi iizerine kalsi-
yum iyonlarmin etkisi iyi bilinmektedir (7). Yapi-
lan bircok ¢caligmada bu enzimin kalsiyuma bagim-
1 oldugu ve adenozin trifosfata gereksinim duydu-
gu ortaya konmustur (8-10). Lokositler gerekli de-
neysel sartlar altinda uyarildiklarinda sitozolik
fraksiyonda bulunan 5-lipooksijenaz enzimi, hiicre
membranina transloke olur, daha sonra ise memb-
randa bulunan 5-lipooksijenaz aktive edici protein
ile birlegerek, ortamda kalsiyumun varlig1 halinde
hiicre icinde lgkotrien sentezini baslatir (11,12).
Kolon mukozasinda yer alan makrofajlarda, 5-li-
pooksijenaz aktivitesi icin membrandan arasido-
nik asitin salinmasi ve intraselliiler kalsiyum di-
zeyinin yiikselmesi gerekmektedir. Fakat cyclo-ok-
sijenaz (prostaglandin sentezi i¢in gerekli olan) en-
zim aktivitesi kalsiyuma bagimlh degildir (13). Bu-
radan yola ¢ikan Fedorak ve arkadaglari (7) bir
kalsiyum kanal blokeri olan verapamil ile énceden
tedavi ettikleri siganlarda, geligtirdikleri deneysel
kolitin hafifletilebilecegini gostermiglerdir. Biz de
bu ¢alismamizda diger bir kalsiyum antagonisti
olan diltiazemin, siganlarda geligtirilen asetik asi-
te (AA) bagh deneysel kolit modelinde koruyucu
roliinii aragtirmay1 amagcladik.

GEREC VE YONTEM

Hayvanlar: Calismada Ege Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Deney Hayvanlar1 Merkezi'nden temin edi-
len 40 adet erkek Swiss Albino sigan kullanilmig-
tir. Ortalama 200-250 gr agirhgindaki siganlar
10’ar hayvanlhk dort gruba ayrnlmiglar ve deney
sonuna kadar dort ayr kafeste tutulmuslardir. S1-
canlarin hepsinin giinliik temizlikleri yapilmig ve
gaitalarini yememeleri icin kafes altina ag seklin-
de delikli tel sistemi yerlegtirilmistir. Tiim gruplar
standart sican yemi ile beslenmiglerdir. Rektal
yolla AA veya serum fizyolojik verilmesinden 12
saat énce yem verilmesi kesilmig ve sadece su i¢-
melerine izin verilmigtir. kolit gelistirilmesi agag1-
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Sekil 1. Sicanlarda geligen
makroskopik kolon lezyon-
larindan bazi érnekler:

A- serum fizyolojik, B-dilti-
azem, C- asetik asit verilen
gruba ait kolon érnekleri.
C’de yaygin hemorayji ile bir-
likte giden ciddi lezyonlar
saptanirken, kismen
korunan B'de lezyonlar
belirgin olarak azdir.

da ozetlenmigtir:

Grup I: Sicanlar hafif eter anestezisi altinda iken
yumusak 8 mm’lik pediatrik sonda aniisten soku-
larak 6 em ileriye uzanacak gekilde yerlegtirilmisg-
tir. Hayvanlar bu iglem sirasinda trendelenburg
pozisyonuna getirilerek %4’liikk asetik asit cozelti-
sinden (pH:2.3) 1 ml yavas bir gekilde intrarektal
enjekte edilmigtir. Asitin digar1 kagmamasi igin s1-
can bas asag pozisyonda 30 saniye siireyle tutul-
mug ve verilen asetik asit ¢ozeltisinin kalabilen
kismi elden geldigince geri alinacak sekilde yavas
olarak aspire edilmigtir. Bu iglemin ardindan
pH’s1 7 olan fosfat tampon sisteminden 2 ml intra-
rektal olarak uygulanmigtir (14).

Grup II: Bu gruptaki hayvanlarda ayni birinci
grupta oldugu gibi AA koliti gelistirilmis, fakat bu
iglemden énceki yedi giin boyunca 2 mg/kg dozda
diltiazem (Mustafa Nevzat Ilag, Istanbul) her giin
i.m. yolla verilmigtir.

Grup III: Aym ikinci gruptaki iglemler yapilmig
diltiazeme ek olarak bunlara her giin 5 mg/kg doz-
da indometacin (Deva Ilag, Istanbul) s.c. yolla uy-
gulanmigtir.

Grup IV: Bu hayvanlara rektal yolla AA yerine sa-
dece 1 ml serum fizyolojik verilmis, baskaca iglem
uygulanmamigtir,

Her dért gruptaki siganlar rektal AA veya serum
fizyolojik uygulamasindan 48 saat sonra agir1 doz
eter ile sakrifiye edilmiglerdir bu siire icerisinde
normal yemlerini yemelerine izin verilmistir. Da-
ha sonra karinlar1 pubisten gibek hizasina kadar
makasla kesilerek rektum miimkiin olan en distal
kisimdan kesilip gikarlmigtir. Daha sonra bura-
dan itibaren 10 cm’lik kolon segmenti gikarilmis-
tir. Cikarilma sirasinda kolon igerisindeki feces
miimkiin oldugu kadar el ile sivazlanarak temiz-
lenmis ve serum fizyolojikle yikanarak kurutul-
musgtur. Rektuma en yakin olan 5 em’lik kisim pa-
tolojik degerlendirme icin 1slak bir sarg: bezi ile
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Tablo 1. Deney gruplarindaki hayvanlarin kolon dokusu hasar
dereceleri ve myeloperoksidaz enzim aktiviteleri

Gruplar MPO Ulg. Makroskopik
Yas agirhk skor

I- AA 19.8+ 2.7 (a) 3.74+ 0.32 (a)

II-DLTZ+AA 3.4 +=1.0(b),(d) 1.42+ 0.23 (c)

ITI-DLTZ+ 55 = 1.7(b), (d) 1.57 + 0.28 (c)

Indometasin.+AA

IV-Serum Fizyolojik 0.8+0.04 1.00

AA: Asetik asit, DLTZ: Diltiazem, MPO: Myeloperoksidaz enzim ak-
tivitesi. Sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmugtur.

(a): Grup IV’e gire anlamh (p<0.001), (b): Grup Ie gére anlamh
(p<0.001), (c): Grup I'e gére anlamh (p<0.01), (d): Grup IV’e gire anlam-
h (p<0.05).

dogenmig petri kutusuna numaralanarak alinmig-
tir. Sonraki 5 em’lik kisim myeloperoksidaz (MPO)
degerlendirmesi icin ayrilmigtir. MPO aktivitesi
icin ayrilan parca ise hemen ¢aligilmigtar.

Kolon inflamasyonunun ve hasarmin deger-
lendirilmesi: Patolojik degerlendirme ayni pato-
log tarafindan, giénderilen kolon érneklerinin han-
gi gruba ait oldugundan haberi olmaksizin deger-
lendirilmistir. Histopatolojik degerlendirmede ru-
tin hematoksilen eozin boyamasi ile mukozal hiic-
re infiltrasyonuna dikkat edilmig ve makroskopik
degerlendirme ile birlikte skorlama 1 den 4. dere-
ceye kadar yapilmistir (14). Buna gére: Normal
mukoza (derece 1), dagimk erozyonlar (2. derece),
diffiiz iltihaph doku yaninda 5§ mm’den daha az il-
serasyonlar (3. derece), diffiiz iilserasyonlar, 6
mm’den daha biiyiik, (4. derece), sikatrize edici il-
serler 2. ve iyilesmekte olan iilserler 3. derecede
nitelendirilmiglerdir.

MPO enzim aktivitesinin élgiilmesi: Her iki
gruptaki sigcanlarin eter ile sakrifiye edilmesi son-
ras1 elde edilen kolon ornekleri MPO aktivitesi
icin bekletilmeden ¢aligilmigtir. Dokuda MPO ta-
yini Krawisz ve arkadaglarimin (15) tarif ettikleri
yonteme gore yapilmigtir. Bunun igin 200-400
mg4hk yas doku érnegi 1 ml HTAB (hexadecyltri-
methylamonyumbromid) tamponu i¢inde politron
homojenizatér (B. Braun Melsungen) kullanilarak
30 sn. buz icinde homojenize edilmistir. Homojeni-
zator 2 defa 1 mI'lik HTAB tamponu ile yikanarak
homojenat bir test tiiptinde toplanmugtir. Daha
sonra 10 sn siipersonik karistiricida kangtirilmisg-
tir. Daha sonra 3 defa dondurulup ¢éziilmiig ve
40.000 gravitede 15 dakika sogukta (+4°C) santri-
fiij edildikten sonra siipernatanttan ¢aligma yapil-
migtir. Bunun i¢in 0.1 ml siipernat 2.9 ml reaksi-
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yon karigimu ile karigtirilir ve 430 nm’de, 3 dakika
siireyle absorbansin degigimi 6l¢iilmiistiir. 1 {inite
MPO, 25°C’da 1 dakikada harcanan 1pmol H202
olarak verilmigtir. Cozeltiler: Reaksiyon karigimi
= 50 mM fosfat tamponu pH 6; 0,167 mg/ml O- di-
anisidine hidroclorid; %0,0005 H202 (taze hazirla-
nir). HTAB= %0,5 HTAB, 50 mM pH: 6 fosfat tam-
ponu ile hazirlanmgtir.

Istatistiksel degerlendirme: Gruplar arasinda
farklhilik olup olmadig: Student t testi ile degerlen-
dirilmigtir.

SONUCLAR

Rektal yolla sadece serum fizyolojik verilen sican-
larda makroskopik olarak hasar olugmaz iken, AA
verilen birinci grupta mukoza ve submukozada (az
bir miktarda muskiilaris tabakasinda) belirgin il-
tihabi reaksiyon geligmistir, bu gruptaki hayvan-
larda 48 saat boyunca adinami ve zaman zaman
da kanl ishal gozlenmistir. Tkinci ve tigiincii grup-
larda ise mukozal hasar birinei gruba gire anlam-
Ii olarak daha az olmustur (sirasiyla t=5.887
p<0.0§1, t=5.103 p<0.01, Sekil 1). Ikinci ve iigiincii
ve dordiincii gruplar arasinda istatistiksel fark
yoktur. MPO enzim aktivitesi ise birinci grupta
belirgin olarak yiiksek saptamirken, ikineci ve
tigiineii gruplarda birinei gruba gore anlamh gekil-
de digiitk saptanmigtar (sirasiyla t=5.696 p<0.001,
t=4.482, p<0.001). Ikinci ve tigiincii gruplar arasin-
da anlamh fark saptanmazken, bu gruplar doér-
diincii gruba gire*daha yiiksek MPO aktivitesi
gostermislerdir (sirasiyla t=2.598 p<0.05, t=2.744,
p<0.05). Sonuglar tablo 1’de toplu olarak sunul-
musgtur.

TARTISMA

Calismamizda sicanlarda AA ile kolit olusturul-
madan once yedi gilin siire ile i.m. yolla uygulanan
diltiazem, kolon hasarim1 makroskopik olarak be-
lirgin gekilde azaltmistir. AA kolit modelinde s1-
canlarda gelisen lezyonlar insanlardaki ilseratif
kolitte goriilen histopatolojik degisikliklere olduk-
ca benzemektedir (2). Bununla birlikte bu modelin
de iilseratif kolitten 6nemli farklhiliklar1 da vardir.
Asetik asit koliti akut olarak geligsmekte ve siirat-
le iyilesmeye egilim géstermektedir. Histopatolo-
jik olarak goriiniime akut iltihab egemendir, oysa
ki iilseratif kolit daha yavag olarak ortaya ¢ikar ve
yavag iyilegir, histopatolojik tablo ise akut ve kro-
nik iltihab elemanlarimin degigik gekillerde bir
araya gelmesi ile olugur. Biz bu ¢aligmamizda bu
modeli dzellikle sectik ciinkii, 1. etkisini test et-
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mek istedigimiz kalsiyum kanal blokeri bir ilag
olan diltiazemin, daha once belirttigimiz gibi vera-
pamile (7) benzer olarak (kalsiyuma bagiml bir
enzim oldugu bilinen 5-lipoksigenaz aktivitesini
azaltarak) kolitte koruyucu rol oynayip oynamadi-
g1 test etmek istiyorduk, bu gekilde verapamilin
kalsiyum kanal antagonist olma 6zelligi digindaki
olas bir etkisi olup olmadig1 sorusuna da yamt bu-
labilirdik, 2. sicanlarin asetik asit kolitinde arasi-
donik asit metabolizmas, iltihabi barsak hastalig
olan hastalardaki duruma ¢ok benzemektedir
(1,2,16). Diltiazem makroskopik hasar1 azaltmas:
yaninda, buna paralel olarak MPO enzim aktivite-
sini de anlaml olarak azaltmistir. Bilindigi gibi bu
enzim esas olarak PMN lékositlerde bulunmakta
ve kolon dokusundaki enzim aktivitesi dokunun
PMN hiicreler ile infiltrasyonunun derecesi ile ya-
kindan iligkili bulunmakta ve genellikle makros-
kopik skorlandirma ile iligkili sonu¢lar vermekte-
dir (15). Bundan dolay: gézlemci hatalarindan kis-
men de olsa kaginmak amaciyla ayrica mikrosko-
pik skorlandirma yapilmamistir.

Kalsiyum kanal blokerlerinin kesfi kardiyovaskii-
ler hastaliklarin tedavisinde énemli bir asama ol-
mustur. Alt 6zofagus sfinkter basincim anlamli ge-
kilde diigiiren kalsiyum kanal blokerleri, son yil-
larda akalazya ve diffiiz 6zofageal spazmh olgular-
da alternatif bir tedavi sekli olarak gastroenterolo-
ji pratigine de girmiglerdir (17). Bu ila¢lar kimya-
sal olarak 4 ana grupta toplanmirlar ve bu yazida
ayrintilarina girilmeyecek mekanizmalar ile hiic-
relerde kalsiyum kanallarim bloke ederler. Ozel-
likle diiz kas ve néronlarda yogun olarak bulunan
kalsiyum kanallan 1-potansiyel bagimh kanallar
(PDCs) ve 2-reseptor kullanan kanallar olarak
(ROCs) iki ana gruba ayrilirlar. Tipik kalsiyum ka-
nal blokerleri diisiik dozlarda PDCs"1 bloke eder-
ken yiiksek dozlarda ROCs’s da bloke edebilirler
(18). Genel olarak kalsiyum kanal blokerleri ben-
zer etkiler gosterirken herbir grubun etkileri dige-
rinden farklidir. Diiz kaslar iizerine giiclii kas gev-
setici dzelliginden 6tiiri nifedipin, gastrointestinal
sistem iizerine etkileri en sik arasgtirilan kalsiyum
kanalblokeri olmusgtur. Son yillarda® diltiazemin
gastrointestinal sistem tizerine olan etkileri de da-
ha yogun sekilde incelenmeye baglanmistir (19).

Cahgmamizda diltiazem dozu 2 mg/mg/giin keyfi
olarak secilmistir, ¢iinkii ad1 gegen ilacin deneysel
kolitte roliinii inceleyen baskaca bir calismaya lite-
ratiirde rastlanmamistir. Genel tipta diltiazem do-
zunun yaklagik verapamilin yaris1 kadar oldugu
diigtiniilerek béyle bir secim yapilmigtir. Fedorak
ve arkadaglarinin (7) calismasinda verapamilin
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im. yolla kullamldigr gozéniine alinarak, dilti-
azem de i.m. yolla bahsedilen ¢calismada oludgu gi-
bi kolit gelistirilmesinden énceki 7 giin boyunca
verilmistir. Fedorak ve arkadaslarinin (7) claisma-
sinda MPO enzim aktivitesi, makroskopik kolon
hasar1 yaninda, kolon dokusunun siv1 absorpsiyon
derecesi ve doku leukotrien B4 (LTB4) diizeyleri
ile prostaglandin E2 (PGE2) diizeyleri de tayin
edilmistir. Biz elimizde yeterince olanak olmadig
icin doku PG ve LT dizeylerini tayin edemedik,
ancak onlardan farkh olarak ikinci bir deney gru-
bu olusturduk ve bu gruba her giin endojen pros-
taglandin sentezini inhibe edici dozda indometasi-
ni s.c yolla (20) vererek, diltiazem ile birlikte azal-
mis prostaglandin diizeylerinin etkisini bir arada
inceledik. Verapamil (7) ¢alismasinda, bu ilacin
AA kolitinde LTB4 diizeylerini azalttigr, PGE2 dii-
zeylerini arttirdigr ve makroskopik hasar engel-
lerken, kolonik sivi absorbsiyonunu arttirdig: gos-
terilmisti. Verapamil ile birlikte prostaglandin
analogu verildiginde korunma genel olarak daha
iyi olmustu. Bizim ¢aligmamizda endojen prostag-
landin sentezinin azaltilmas: diltiazemin koruyu-
cu etkisi tizerine anlamh bir etki gistermemistir.
Bu sonuca goére (dokuda leukotrien tayini yapama-
mis olmakla birlikte) diltiazemin etkisinin pros-
taglandinlerden bagimsiz oldugunu siyleyebilir ve
etkisini esas olarak leukotrienleri azaltarak gos-
terdigi seklinde spekiilasyonda bulunabiliriz. Bu
yazimn giris kisminda da kismen deginildigi iize-
re kalsiyum kanal blokerleri eicosanoid biyosente-
zini etkilerler. Verapamil ve nifedipin sicanlarda-
ki basofil 16semi hiicrelerinde leukotrien sentezini
inhibe eder (21). Verapamil sicanlarda gerek stres
gerekse de alkolle olusturulan akut gastrik muko-
za lezyonharin1 dokuda PGE2 ve 6-ketoPGF 1o dii-
zeylerini arttirarak “sitoprotektive” rol oynar
(22,23).

Barret ve arkadaglar1 (13) tavsan kolonundaki
makrofajlarda 5-lipoksijenaz aktivitesi i¢in intra-
selliler kalsiyuma gereksinim oldugunu, buna
kargin ise cyclooksijenaz yolu i¢in intraselliler
kalsiyum artisinin gerekmedigini gostermislerdir.
Bizim sonug¢larimiz da yukarda tartisildig sekilde
bu sonucu indirekt olarak (dokuda eicosanoid tayi-
ni yapilamadig i¢in) desteklemektedir. Esasa ola-
rak etkisini gastrointestinal diiz kas iizerine gos-
terdigi bilinen kalsiyum kanal blokerlerinin moti-
lite azaltic1 etkisinin bizim calismamizda ne rol
oynadig sorusuna cevap veremiyoruz. Bu soru di-
ger aragtincilar tarafindan da sorulmams ve da-
ha cok eicosanoid metabolizmasi iizerinde durul-
mustur. Ancak bilindigi gibi irritabl barsak send-
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romunda kullanilmas: énerilen ve gastrointestinal
traktusa secici olarak etki yaptif bildirilen bir di-
ger grup kalsiyum kanal blokeri olan pinaverium
bromidin iltihabi barsak hastahginda kullamilmasi
onerilmemektedir (24).

Burada referans olarak belirttigimiz kalsiyum ka-
nal blokerlerinin kolon hasar iizerine olan etkisini
aragtiran birgok ¢aligmada ilaglar parenteral yolla
kullanilmiglardir. Acaba bu ilaclar deney hayvan-
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