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OZET

Amag: Bu calismamizda intestinal mukozal immiunite ve
sistemik immiuniteyi dyilestirici etkileri kamitlanmis olan
probiyotiklerin ~ kullanimi  ile  splencktomi  sonrasinda
olusabilecek ikinci faz degisiklikleri saptamayr amagladik.
Gere¢ ve Yontem: Calismada toplam 56 adet Sprague-
Dawley tipi disi rat kullanidmistir. Deney hayvanlari toplam
sekiz gruba ayrildi Ratlara gruplarina gbre preoperatif veya
postoperatif donemde olmak tizere EPS’si diistik Lactobacillus
delbrueckii subspecies bulgaticus Aj3 susu veya EPS’si yuksek
Lactobacillus delbrueckii subspecies bulgaricus Bj susu
probiyotik uygulandt. Calismanin 8. guninde splenektomi
uygulandi ve 16. giinde kardiyak kan alimi ve ince barsak
rezeksiyonu uygulandi.

Bulgular: Sistemik immiunite a¢isindan gruplarin istatistiksel
kargilastirmalarinda, gruplar arasinda TNF-a, TGF-8, IL-4, IL-
12 ve I1L-12/I1-4 arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
farklilik bulundu (p<0.05). Ancak IL-6 ve IL-10 agisindan
anlamlt bir farklilik saptanmadi.

Ai3 susunun splenektomi sonrast gelisen TGF-f yuksekligini
daha fazla artirdigy; IL-4t ise daha da distirdigt saptanmustir.
Ayrica, splencktomi  uygulanan gruplarda Az susu
uygulamanin TNF-a diizeylerini azalttigi tespit edilmigtir. B3
susu uygulanan gruplarda da TNF-o duzeylerinin dustagi;
TGF-P yiksekliginin daha artt1 tespit edilmis, IL-12, 11.-4 ve
IL-10'u  azalttigy saptanmustir. B3  susunun  splenektomi
uygulanan gruplarda IL-12%yi ve TNF-o’yr dustriict etkisi
Ayz’e gore fazla bulunmustur.

Sonug: Splenektomi ile immiinosupressif bir tablo ortaya
ctktigt; probiyotiklerin sitokin regiilasyonu ile dolayli olarak
antiinflamatuvar bir etki olusturduklar1 ve meydana getirdikleri
sitokin profili ile sistemik olarak mukozal immuniteyi
destekledikleri gbrilmistir.

Anahtar  Kelimeler: Splenektomi, ~ Probiyotikler,
Lactobacillus delbrueckii, Immunite, Mukozal Immunite

ABSTRACT

Objectives: Aim of this study was to determine the
second phase changes that may occur after a
splenectomy; when probiotics, with proven therapeutic
effects of intestinal mucosal immunity and systemic
immunity, are utilized.

Materials and Methods: Total of 56 female Sprague-
Dawley rats were used and divided into eight groups.
Low exopolysaccharide (EPS) producing Lactobacillus
delbrueckii subspecies bulgaricus A13 strain, or high EPS
producing Lactobacillus delbrueckii subspecies bulgaricus
B3 strain, was orally applied to the rats pre-operatively or
post-operatively. Splenectomy was performed on the 8th
day of the study and cardiac blood sampling and small
bowel resection were performed on the 16th day.
Results: In terms of systemic immunity assay whilst
there was no significant difference found between IL-6
and IL-10, a significant difference was detected between
the groups in TNF-a, TGF-8, IL-4, IL-12 and IL-12 /
I1.-4 statistical comparisons (p <0.05).

A13 strain was observed to further increase TGF-§ levels
after a splenectomy, while further decreasing IL-4 levels.
Also, A13 strain application in the splenectomized
groups reduced TNF-a levels. TNF-a levels decreased in
B3 strain treated groups; TGF-§ elevation was found to
be higher, and this strain reduced IL-12, I11.-4 and IL-10.
B3 strain was found to have a more depressing effect on
1L.-12 and TNF-«, than A13, in splenectomized groups.
Conclusions: It has been determined that splenectomy
leads to immunosuppression; that probiotics —especially
the high EPS producing- have an indirect anti-
inflammatory effect with cytokine regulation; and that
with the cytokine profiles they exhibit, they sytematically
support mucosal immunity.

Key Words: Splenectomy, Probiotics, Lactobacillus
delbrueckii, Immunity, Immunity, Mucosal
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Girig

Intestinal limenin yogun bakteriyel florasi, mukozal
immin bariyer saglam oldugu sirece konaker ile
kommensal bir iliski icinde bulunur. Canli bakterilerin
barsak limeninden ekstraintestinal organlara gecisi,
bakteriyel translokasyon (BT) olarak tanimlanmigtir
(1). BT olusumunda ana sebepler; intestinal bariyerin
yikilmasi, konagin immiin defansindaki bozulma ve
kolonizasyona dayanikliligin kaybi ile birlikte intestinal
sistemdeki astr1 bakteriyel artistir. Canlt mikrobiyal
besin materyalleri olarak tanimlanan probiyotikler,
konaga intestinal mikrobiyal dengesini diizenleyerek
faydali olurlar (2). Laktobasillerin barsak mikroflorast
ve bariyer fonksiyonuna etkilerini arastirmak igin,
abdominal enfeksiyon olusturulan ratlar tzerinde
yapilan deneysel bir ¢alismada; probiyotiklerin barsak
mikroflora dagilimini iyilestirdigi, okludin
ckspresyonunu artirdigl, barsak epiteli tight-junction
bélgelerinin - devamliligini  sagladigt  ve bakteriyel
translokasyon oranlarint azalttgl savunulmustur (3).
BT durumunda, immiin supresyon olusumunda gesitli
sitokinlerin ve hcresel elemanlarin (T ve B
lenfositler, mast htcreleri, dendritik hicreler ve
makrofajlar) rol oynadiklart gosterilmistir (1).

Dalak, retikiiloendotelyal ve immin sistemlerinin bir
parcasidir.  Splenektomili  hastalarda  kan kokenli
antijenlere karst IgM tretimi hem gecikmis, hem de
azalmistir (4). Diger taraftan splenektomiyi takiben
IgE ve 6zgun antikorlar da kapsayan 6zgiin immiin
faktotler dolasimda yikselir (4). Splenektominin
intestinal hiimoral immiin sistem {zerine etkisini
inceleyen bir c¢alismada, splenektomize ratlarda
pnomokokal polisakkarid ast ile imminizasyon
sonrast peyer plaklart ve mezenterik lenf nodlarinda
IgA iceren hiicrelerde artis oldugu tespit edilmistir (4).

Esasen normal flora bakterilerinin = olusturdugu
probiyotikler icinde en iyi bilinen ve kullanilanlar
laktobasiller ve bifidobakterilerdir (5).

Bazt laktik  asit  bakterileri  ckzoseliler  veya
ekzopolisakkarit (EPS) adi verilen bir polisakkarit
polimeri salgilarlar (6). EPS hiicre yiizeyinde bir
kapsiil olusturmak Uzere veya ekstraseliller ortama
serbest polisakkarit olarak salinir. EPS tekrarlayan
seker deriveleri ve dallarini iceren uzun zincirli bir
polisakkarittir. EPS  intestinal epitel ylizeyine
yapismadan sorumludur. EPS’ler bakteri yiizeyine
gecici olarak baglanirlar (6) ve bakteriyi koruyucu bir
fonksiyonu vardir. Ruas-Madiedo ve ark. (7) yaptiklart
calismalarda probiyotik  kiltirlerin - hicre yizey
karakterlerinin epitel yizeye tutunmada farkliliklara
neden olabileceklerini, epitel ylizeylere tutunmada bu
polimerlerin gerekli olduklarini ve tutunmada EPS tipi
ve dozunun etkili oldugunu bildirmislerdir.

Intestinal floranin yukarida sayilan nedenlerle patojen
Ozellik kazanmasi, dogal olarak intestinal immin
sistemde belirgin reaksiyona neden olmaktadir. Ancak
bunun tersine, limen dist bir nedenle intestinal
imminitede farkli bir davranis biciminin olusmasi
halinde, bunun sistemin bitiinii tzerinde ne gibi
etkileri olacagt halen ayrintdandirlmaya muhtactir.
Bununla birlikte, lumen dist olasi cesitli etkenlerin
intestinal immiin sistemde ne gibi degisiklikler yaptig1
da her yoniyle aydinlatilmis degildir. Biz Ozellikle
mukozal immiinite diizeyinde bu etkileri incelemeyi ve
literatitrde ~ mevcut  olmayan ~ EPS  lreten
probiyotiklerin ~ alimt  ile olusacak ikinci faz
degisiklikleri saptamay: amagladik.

Gereg ve Yontem

Hayvan deneyleri ile ilgili ilkelere uygun olarak
hazirlanan proje ile ilgili olarak, calismanin ratlarda

vapilmast icin Gilhane Askeri Tip Akademisi
Komutanligt Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’na

basvuru yapilmustir. Kurulun 22 Aralik 2006 tarih ve
06/130 sayili karart ile caligmanin hayvan etigi
acisindan uygun oldugu onaylanmustir.

Probiyotik Suglar1 ile Ilgili Bilgiler: Bu ¢alismada
kullantlan  Lactobacillus ~ delbruneckii - subspecies  bulgaricus
suslart (B3 ve Ais) geleneksel yontemle mayalanmis
kdy yogurtlarindan izole edilmis ve toplam 45 izolat
icerisinden probiyotik acidan Onemli  6zellikleri
(ekzopolisakkarit  [EPS]  uretimi, antibakteriyel
aktivite, epitel ylizeye tutunma kapasitesi gibi) dikkate
alinarak secilmistir. B3 susu bu 45 izolat icerisindeki
en yuksek EPS tureten (211 mg/l) ve Ais susu ise en
dusik EPS treten (27 mg/l) sustu. Suslar API 50

CHL(Bio-Merieux, France) ve 16S rDNA dizi
analizine gore tanimlanmustir.
Probiyotiklerin Hazirlanmasi: Proje siiresince

kullanilan probiyotik suglart glnlik olarak hazirlandi.
MRS Broth’da (DeMan, Rogosa, Sharpe, Oxoid) 18
saatlik inktibasyon sonunda elde edilen aktif kiltirler,
santrifiij yapilarak besi ortamindan ayrildiktan sonra,
fosfat tamponunda (PBS) 2 kez yikandi. Ortalama 1
ml’lik dozlarda bakteri stispansiyonlart (~1010 cfu/ml)
hazitland1 ve eppendorf tiiplerine kondu.

Deney Hayvanlar1 ve Deney Gruplari: Calismada
180-220 gr agithginda toplam 56 adet Sprague-Dawley
disi rat kullandlmustir. Ratlar basit rasgele 6rnekleme
yontemiyle tim gruplarda 7 rat olacak sekilde toplam
8 gruba ayrldi. Calismaya dahil olan tim rat
gruplarinin, calisma stresince laboratuvar yemi ve
suya ulagmalart saglandi. Buna ilave olarak, probiyotik
uygulamast planlanan gruplara, planlanan periyodda, 1
ml’lik dozlarda probiyotik orogastrik gavaj yoluyla
verildi (Resim 1).
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Resim 1. Orogastrik  gavaj

yontemiyle
stspansiyonunun denek rata uygulanmast

probiyotik

1. Grup: Sham Grubu (SH): Bu gruptaki ratlara
herhangi bir islem uygulanmadi.

2. Grup: Splenektomi Grubu (SP): 8. giinde

splenektomi uygulandi.
3.  Grup: Preoperatif Probiyotik-A;3;  +
Splenektomi (PRE PB-A;3 + SP) Grubu:

Preoperatif dénemde, ginltik 1 ml L. delbrueckii spp.
bulgaricus A13 susu probiyotik uygulamast yapildi. 8.
giinde splenektomi gergeklestirildi.

4. Grup: Preoperatif Probiyotik-A;3 + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-A;; (PRE PB- A;3 + SP
+ POST PB-A;3) Grubu: Preoperatif ve postoperatif
dénemde, ginlik 1 ml L. delbrueckii spp. bulgaricns Az
susu probiyotik uygulamas: yapidi 8. glnde
splenektomi gerceklestirildi.

5. Grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
A;z (SP + POST PB-Ag) Grubu: 8. ginde
splenektomi gergeklestirildi. Postoperatif donemde,
gunlik 1 ml L. delbrueckii spp. bulgaricus A1z susu
probiyotik uygulamast yapildi.

6. Grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splenektomi
(PRE PB-B; + SP) Grubu: Preoperatif dénemde,
gunlik 1 ml L. delbrueckii spp. bulgaricus Bs susu
probiyotik uygulamast yapildi. 8. giinde splenektomi
gerceklestirildi.

7. Grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-B; (PRE PB-B; + SP +
POST PB-Bs) Grubu: Preoperatif ve postoperatif
dénemde, ginlik 1 ml L. delbrueckii spp. bulgaricus Bs
susu probiyotik uygulamasi yapildi. 8. glinde
splenektomi gerceklestirildi.

8. Grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
B; (SP + POST PB-Bs) Grubu: 8. ginde
splencktomi gerceklestirildi. Postoperatif dénemde,
gunlik 1 ml L. delbrueckii spp. bulgaricus Bs susu
probiyotik uygulamast yapildi.

Cerrahi Yoéntem (Splenektomi): Splenektomi
uygulanacak ratlara, 40 mg/kg Ketamin (Ketalar®
Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Turkiye) ve 4
mg/kg Xylazin’in (Rompun®; Bayer AG, Leverkusen,
Germany) intramiskiler enjeksiyonu ile genel
anestezi uygulandi. 3 cm’lik orta hat insizyonu ile
batina girildi. Batina girildikten sonra dalak pedikiili
bulunarak splenik arter ve ven birlikte 4/0 ipekle iki
yerden baglandi, kesildi ve dalak batin disina alindi.
Periton, sfak ve cilt 2/0 keskin uglu igne yardimi ile
surekli sekilde siitiire edilerek kapatidi.

Relaparotomi ve Sakrifikasyon: Denekler yukarida
gruplarinda belirtilen beslenme modelleri ile takip
edildiler. Bazi gruplara calismanin sekizinci gininde
splenektomi uygulandi. Caligma sirasinda dort rat
cesitli nedenlerle kaybedildi. Bunlar;

- 2. gruptaki bir rat postoperatift 1. glin kanama
nedeniyle

- 3. gruptaki bir rat postoperatif 1. gin kanama
nedeniyle

-4. gruptaki bir rat postoperatif 4. glin insizyonel herni
ve barsak evisserasyonu nedeniyle

- T.gruptaki bir rat postoperatif 6.giin pnémoni
nedeniyle.

CGalismanin 16. giniinde tim gruplara intramiskuler
olarak genel anestezi uygulandi.
Laparotomi/relaparotomiyi  takiben  diyafragma
kruslart acilarak kalbe wulasildi ve sitokin diizeyi
Olgimi icin yaklastk 5 ml kan alind Intestinal
mukozal immiinite incelemesi i¢in terminal ileumdan
5-10 cem’lik  parsiyel rezeksiyon yapildi  Gerekli
Orneklerin  alinmasini  takiben ratlar yitksek doz
fenobarbital injeksiyonu ile sakrifiye edildi.

Sitokin Diizeyi Olgiimii: Ratlardan alinan kan
ornekleri 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek
serumlart ayrildi. Serumlar ¢alisma giniine kadar —70
°C’de muhafaza edildi. Serumlar ELISA c¢alismasinin
yapilacagt gin oda isisinda ¢6zdurildi ve calisma
tamamlandi. ELISA plaklarr EL800x mikroplate
okuyucusunda degetlendirildi. Biosource (Biosource
International, Inc. Camarillo, California 93012 USA)
firmasinin “Rat ELISA “ kitleri kullanilarak ¢alisildu.

- Tumo6r Nekroz Faktorii-Alfa (TNF-o): (Catalog
no:KRC3011)

- Transforming Growth Faktérii-Beta (T'GF-£1):
(Catalog no:KAC1688)

- Interl6kin-4 (IL-4): (Catalog no:KRC0041)

- Interl6kin-6 (IL-6): (Catalog no:KRC0061)

- Interl6kin-10 (IL-10): (Catalog no:KRC0101)

- Interlékin-12 (IL-12+p40): (Catalog no:KRC0121)

Intestinal Mukozal Immiinite Incelemesi:
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Tablo 1. Calisma gruplarinda Sl¢tlen sitokin degerlerinin istatistiksel karsilastirma sonuglari

X2 p
TNF-a (pg/ml) 21.060 0.004
TGF-8 (pg/ml) 19.274 0.007
IL-4 (pg/ml) 16.752 0.019
IL-6 (pg/ml) 3.594 0.825
IL-10 (pg/ml) 12.886 0.075
IL-12 (pg/ml) 17.816 0.013
IL-12 / 4 15.406 0.031

Klsqltmalar— TNF-a: Tumor nekroz faktor-o TGF—B: Tumor growgh faktor-B ; IL-4: Interlékin-4 ; T1.-6 : Interl6kin-6; I1.-
10: Interlokin-10 ; IL-12: Interlkin-12 ; IL-12B4: Interlokin-12 boli Interlokin-4.
Agiklama: Coklu gruplarin karsilastirlmasinda Kruskal Wallis testi kullandmuistir

Intestinal mukozal immiinite incelemesi icin terminal
ileumdan 5-10 cm’lik parsiyel rezeksiyon yapilds.
Almnan materyal Orneginin i¢i serum fizyolojik ile
yikandi Ornekler  formol icine  konarak
histopatolojik incelemeye alindi.

ve

Istatistiksel Analizler: Tim istatistiksel analizler
SPSS 11.0 (SPSSFW, SPSS Inc., Chicago, IL., USA)
istatistik paket programi ile yapildi. Once “Kruskal
wallis” testi ile analiz yapildiktan sonra, anlamli sonug
veren gruplarin ikiserli olarak karsilastiriimalarinda
denek sayisina uygun olarak nonparametrik bir
yontem olan “Mann Whitney-U” testi kullanddi. p
degeri 0.05’ten kiigik (p<0.05) bulundugunda sonug
anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Intestinal mukozal immiinite incelemesi acisindan,
gruplar arasinda histopatolojik olarak anlamli bir farka
rastlanmadi. SH ve SP gruplarnt disindaki gruplarda,
ince barsak villus yapisinda olumlu yonde minimal bir
farklilk gériilmesine ragmen, bu farkliligin anlaml
olmadig1 gorildu.

Sistemik immunite degetlendirmesi i¢in TNF-a, TGF-
B, 1L-4, IL-6, IL-10 ve IL-12 seviyeleri Ol¢uldi.
Calisma gruplarinda  Olglilen  sitokin — degetlerinin
istatistiksel ~ karsilastirma  sonuclart  Tablo 1’de
gorilmektedir. Kruskal Wallis yontemi ile yapilan
coklu gruplarin  istatistiksel  karsilastirmalarinda,
gruplar arasinda TNF-a, TGF-8, 1L-4, IL-12 ve IL-
12/11.-4 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
bulundu (p<0.05). Tkili analizler ise Mann-Whitney U
testi yardimu ile yapild: ve 6zellikle SH grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulundu
(p<0.05).

Calisma gruplarinda tespit edilen TNF-o, TGF-8, 1L-
4, 1-12 ve IL-12/11-4 dizeylerinin karsilastirmast
sonrasinda elde edilen sonuglar sirastyla sekil 1, 2, 3, 4
ve 5te gorilmektedir. Bu ¢alismada splenektomi
uygulanan grupta (SP) bazal duruma gére (SH) sitokin

profilinde meydana gelen degisim TGF-f, IL-10, IL-
12 ve IL-12/1L-4 duzeylerinde gozlenmistir (Sekil 2,
Sekil 4 ve Sekil 5). Calisma sonuglarina gore TGF-f3
dizeyleri SP grubunda istatistiksel olarak anlaml
yiksek bulundu. Diger taraftan SP grubunda I1-12 ve
IL-10 diizeyleri SH grubuna gbre anlamli disik
bulunmustur.

Probiyotik uygulanan tim gruplarda TNF-o. diizeyleri
SP grubundan farksiz; SH grubundan anlaml dusik
tespit edilmistir  (Sekil 1). TGF-B  dizeylerine
bakildiginda 3, 4, 5, 6 ve 8. gruplarda Slgtilen diizeyler
SH grubuna gbre anlaml yitksek bulunmusg; 3. grupta
tespit edilen diizeyler SP grubundan da anlamli yitksek
bulunmustur.

IL-4 diizeyleri bakimindan 3, 5, 6, 7 ve 8 gruplarda
Olgiilen degerler SH grubuna goére anlaml dusiik
bulunmus; 3, 6 ve 7. gruplarda tespit edilen degetler
SP grubundan da anlamli distik bulunmugtur (Sekil
3). IL-12 dizeyleri B3 susu uygulanan 6 ve 8.
gruplarda SH grubuna gbre anlaml disik bulunmus;
SP grubundan farksiz tespit edilmistir (Sekil 4). SP
grubunda IL-12 / IL-4 orant SH grubundan disik
bulunmugtur (Sekil 5).

Tartisma

Probiyotikler iizerinde yapilan son ¢aligmalarda
yiksek dozda ve siklikla farkhh Laktobasil ve
Bifidobakterileri igeren probiyotik kombinasyonlart
daha etkilidir. Tedavi amaciyla kullamlan probiyotik
bakterilerin dozu ve uygulama zamani, probiyotik
formilt, canli/6lu bakteri icetigi ve en Onemlisi sus
6zelligi cok 6nemlidir.

Probiyotiklerin ~ GALT(barsak mukozast  lenfoid
dokusu) ile iliski kurarak lokal mukozal ve sistemik
immin fonksiyonlari etkiledigi belirtilmistir  (8).
Streptococcus thermofilus ve L. delbrueckii spp. bulgaricus gibi
EPS dreten starterlar, yogurt tretiminde stklikla
kullanilmaktadir. Demirer ve ark.(9) radyasyona baglt
intestinal hasar olan ratlarda yapuklari deneysel

Van Tip Derg Cilt:27, Say1:4, Ekim /2020

391



p=0,002
~ =0.003
- 7=0.009 =
204 I p=0.047 ™
e p=0,032 2,
- 1
s —ﬁ P=0.003 -
] T
E 144
>
& 12 4
F
Lo
Z 104
=
84
- o
- |
o1 M —L—
1 -+
2
p=0.025 p=0.010
2
B [ B E B L
i : : 3 3 : 3 3
] G = = = = = =
- ci - - " % - -
Sekil 1. Calisma gruplarinda tespit edilen TNF-x

diizeylerinin karsilastirmast

Agiklamalar: Tki grup arasindaki karsilastirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kutucuk icindeki horizontal
¢izgi median degeri gostermektedir.
e  l.grup: Sham grubu (SH)
e 2.grup: Splenektomi grubu (SP)
3.grup: Preoperatif Probiyotik-Asz + Splenektomi
grubu
(PRE PB-Ay3+ SP)
4.grup: Preoperatif Probiyotik-A3 + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Ajs grubu (PRE PB-Ay;
+ SP + POST PB-Ay3)
5.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
Aq3 grubu
(SP + POST PB-Ay3)
e  O.grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splencktomi
grubu
(PRE PB-B; + SP)
7.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Bs grubu (PRE PB-Bs
+ SP + POST PB-Bj)
8.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-B;
grubu
(SP + POST PB-Aj3)

calismada, yliksek EPS treten L. delbrueckii spp.
bulgaricus B susu probiyotigin, yara iyilesmesini
hizlandirict, BT ve diyareyi Onleyici yaratlt etkileri
oldugu sonucuna varmuslardir. Bunun L. delbrueckii
$pp.  bulgaricus Bs susu probiyotigin neden oldugu
antiinflamatuvar mekanizmalara bagli  olabilecegi
ongorilmistir. Sengtl ve ark(6) ratlar tzerinde
yaptiklart  deneysel bir calismada, EPS ireten
probiyotiklerin ~ deneysel  koliti anlamlt  olarak
iyilestirdigi ve bunun da doza bagimli olarak EPS’ler
tarafindan yapilabilecegi savunulmustur. Biz de bu
calismamizda, daha Onceki literatlrlerde c¢ok az
rastlanan sekilde giicli ve zayif EPS dretimi yapan iki
benzer lactobasil susunu kullanarak probiyotiklerin
etkileri yaninda EPS tretiminin de etkilerini arastirdik;

p=0.035
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Sekil 2. Calisma gruplarinda tespit edilen TGF-8

duizeylerinin karsilagtirmast

Aciklamalar: Tki grup arasindaki karsilastirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kutucuk icindeki horizontal
¢izgi median degeri gostermektedir.

e  l.grup: Sham grubu (SH)
e 2.grup: Splenektomi grubu (SP)
3.grup: Preoperatif Probiyotik-A3 + Splenektomi
grubu
(PRE PB-Ay; + SP)
4.grup: Preoperatif Probiyotik-Ai3 + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Ai3 grubu (PRE PB-Aj3
+ SP + POST PB-Ay3)
5.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
A1 3 grubu
(SP + POST PB-A;3)
6.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
grubu
(PRE PB-B; + SP)
7.grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Bs grubu (PRE PB-Bs
+ SP + POST PB-B;)
8.grup: Splenecktomi + Postoperatif Probiyotik-Bs
grubu
(SP + POST PB-A;3)

ve yukarida bahsedilen c¢alismalara paralel olarak,
gucli EPS uretimi olan L. delbrueckii spp. bulgaricns Bs
susunun, daha glcli bir antiinflamatuvar etkiye sahip
oldugu sonucuna vardik.

Probiyotik kullantmi ile sistemik immin cevabin
degisik seviyelerde arttigini bildiren bir¢ok calisma
mevcuttur(10). Trebichavsky ve Splichal (11)
probiyotiklerin, konak dogal immiin cevabinin -
Ozellikle de sitokin yolaklarinda ve antimikrobiyal
ajanlarin Gretiminde- diizenlemesinde rol aldiklarini ve
bu duzenleme ile hem patolojik inflamatuvar
reaksiyonlarin, hem de atopik durumlarin kontrol
altina alindigint belirtmislerdir. Gill (12), laktik asit
bakterilerinin immiiniteyi iyilestirici etkilerini, konagin
hem nonspesifik, hem de spesifik (antikor tretimi,
sitokin Gretimi, lenfosit proliferasyonu, gecikmis tip
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Sekil 3. Calisma gruplarinda tespit edilen I1.-4 diizeylerinin
karsilagtirmasi

Agiklamalar: Tki grup arasindaki karsilastirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kutucuk i¢indeki horizontal
cizgi median degeri gbstermektedir.

1.grup: Sham grubu (SH)

2.grup: Splenektomi grubu (SP)

3.grup: Preoperatif Probiyotik-As + Splenektomi
grubu

(PRE PB-Aj3+ SP)

e 4.grup: Preoperatif Probiyotik-Ay; + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Ai3 grubu (PRE PB-A13
+ SP + POST PB-Aj3)

5.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
A13 grubu

(SP + POST PB-Ay3)

6.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
grubu
(PRE PB-B;3 + SP)

e  7.grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splencktomi
+ Postoperatif Probiyotik-B; grubu (PRE PB-B;
+ SP + POST PB-B3)
8.grup: Splenecktomi + Postoperatif Probiyotik-B;
grubu
(SP + POST PB-Ai3)

hipersensitivite) immiin cevaplarini augmente ederek
yaptigini belirtmistir.

Petska ve ark.nin (13) probiyotik eklenmis veya
alisilmis yogurt ile 14 giin besleme yaptiklart fare
deneylerinde dalak ve Peyer plaklariun (PP)
incelenmesinde; sistemik veya mukozal immin
bélgelerdeki lenfosit dagihiminda ¢ok az bir degisiklik
oldugu goérilmustiir. Biz de calismamizda ratlara 7
veya 14 giin siire ile probiyotik uyguladik ve sistemik
immin sistemde gorilen degisimlere ragmen,
mukozal immin sistemde anlamli bir degisiklik
saptamadik. Bunun intestinal sisteme midahale
etmeyip sadece splenektomi yapmis olmamizla ilgisi
olabilecegini dustiniiyoruz.
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Sekil 4. Calisma gruplarinda tespit edilen IL-12

diizeylerinin karsilagtirmast

Aciklamalar: Iki grup arasindaki karsilastirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kutucuk icindeki horizontal
cizgi median degeri gostermektedir.

e  l.grup: Sham grubu (SH)
e 2.grup: Splenektomi grubu (SP)
3.grup: Preoperatif Probiyotik-A3 + Splenektomi
grubu
(PRE PB-Ay; + SP)

4.grup: Preoperatif Probiyotik-Ai3 + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Ai3 grubu (PRE PB-A13
+ SP + POST PB-A3)
5.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
A1z grubu
(SP + POST PB-Ai3)

e  O.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
grubu
(PRE PB-B; + SP)

e  7.grup: Preoperatif Probiyotik-B; + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-B; grubu (PRE PB-Bj
+ SP + POST PB-B;)

8.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-Bj;

grubu
(SP + POST PB-Ay3)
Artmis IL-10  dretimi  intestinal ~ mukozal

inflamasyonu, ya direkt inflamatuvar etki ile ya da
diizenleyici T htcrelerinin aktivitesini veya dretimini
artirarak  sinirlar  (14). IL-10 antiinflamatuvar bir
sitokindir ve TNF-o tretimini azaltir. TNF-o’nin asitt
tretimi patolojik inflamatuvar cevaba neden olur.
Bizim ¢alismamizda splenektomi uygulanan grupta
(SP) bazal duruma gére (SH) sitokin profilinde
meydana gelen degisim TGF-f, IL-10, IL-12 ve IL-
12/11.-4 seviyelerinde gozlenmistir (Sekil 2, Sekil 4 ve
Sekil 5). Calisma sonuglarina gére TGF-f duzeyleti
SP grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek; IL.-12
ve IL-10 dizeyleri ise digik bulunmustur. Bu durum
SP grubunda immiinosupressif durum lehine bir
degisiklik oldugunu desteklemektedir. TGF-f baslica
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Sekil 5. Calisma gruplan-;lda tespit edilen IL-12

diizeylerinin I1.-4 dizeylerine oraninin karsilastirmast

Agiklamalar: Tki grup arasindaki karsilastirmalarda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kutucuk icindeki horizontal
¢izgi median degeri gostermektedir.

e  l.grup: Sham grubu (SH)
e 2.grup: Splenektomi grubu (SP)
e 3.grup: Preoperatif Probiyotik-Aq; + Splenektomi
grubu
(PRE PB-Aj3+ SP)

4.grup: Preoperatif Probiyotik-Ai3 + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-A3 grubu (PRE PB-Ay3
+ SP + POST PB-Ay3)

5.grup: Splenektomi + Postoperatif Probiyotik-
A1 3 grubu

(SP + POST PB-A;3)

6.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
grubu
(PRE PB-B; + SP)

e  7.grup: Preoperatif Probiyotik-Bs + Splenektomi
+ Postoperatif Probiyotik-Bs grubu (PRE PB-Bs
+ SP + POST PB-B3)
8.grup: Splencktomi + Postoperatif Probiyotik-Bs
grubu
(SP + POST PB-Ai3)

CD4+ ve CD25+ regilatuvar T hicrelerinden
salgilanan bir sitokin olup tim immin sistemi
baskilayan ve antiinflamatuvar bir 6zellik tagimaktadir.

TGF-B’nin diger bir 6zelligi de mukozal immunitede
6nemli rol oynayan IgA tretimini uyarmasidir(11,15).
Bu nedenle, ¢alismada SP grubunda tespit ettigimiz
TGF-B yuksekligi, otganizmanin mukozal immuniteyi
destekleyerek splenektomi sonucunda meydana gelen
enfeksiyonlara yatkinlik durumunu giderme c¢abasi
seklinde yorumland.

SP grubunda IL-12 ve IL-10 dizeyleri SH grubuna
gore anlamli diisiik bulunmustur. I1L-12 hakimiyeti Th
1 polarizasyonunda, IL-10 hakimiyeti ise Th 2
polarizasyonunda tespit edilmektedir (15). Her iki

de ratlarda  azalmasi

immunosupressif  bir  sitokin olan TGF-B’nin
yiksekligine baglanabilir. Ancak yapilan ¢alismalarda
TGF-f'nin  Th 2 polatizasyonunu  indikledigi
gOsterilmigtir (16). Bununla uyumlu olarak
calismamizda SP grubunda IL-12 / IL-4 orant SH
grubundan distik bulunmugtur. SP ve SH gruplan
arasinda IL-4 diizeyi bakimindan farklilik olmadigt
halde IL-12 / IL-4 oraninda tespit edilen dustklik,
SP  grubunda Th 2  hakimiyeti oldugunu
desteklemektedir.

sitokinin splenektomili

1L-4, IgE tretiminde rol oynayan sitokinlerden biri
olup splenektomi sonrast arttigr bildirilmigtir (17,18).
Bu bulgu da splenektomi sonrast Th 2 hakimiyeti
gelistigini gostermektedir. I11.-4 diizeyleri bakimindan
3,5, 6, 7 ve 8 gruplarda 6lgiilen degerler SH grubuna
gbre anlamlt disiik bulunmus; 3, 6 ve 7. gruplarda
tespit edilen degerler SP grubundan da anlaml disik
bulunmustur (Sekil 3). Makino ve arkadaslarinimn (19)
yaptg1 bir calismada da oral yoldan L. delbrueckii spp.
bulgaricus OLL1073R-1 susu verilen farelerde I1.-4
tretiminin azaldig gosterilmistir.

1L-12 antijen sunucu hiicreler tarafindan salinan ve
olgunlasmamis CD4* T huicrelerinin Th 1 hiicrelerine
dontismesini saglayan bir sitokindir. 1L-12, NK ve
CD8* T hitcrelerinin sitotoksik maturasyon faktéri ve
NK hiicre stimiilatér faktorii olarak bilinir (20). NK
ve Th 1 hucreleri ise IFN-y dtretirler. Makrofaj
deaktivatori sitokinler olan TGF-8 ve IL-10’un ise
makrofajlardan  1L-12  Uretimini  inhibe  ettigi
bilinmektedir (21). Th 1 polarizasyonunu saglayan IL-
12 diizeyleri B3 susu uygulanan 6 ve 8. gruplarda SH
grubuna gére anlamli disiik bulunmus; SP grubundan
farksiz tespit edilmistir (Sekil 4). Bu bulgu da TGF-
B’run IL-12%i baskilayici ozelliginden
kaynaklanmaktadir (22). Diger taraftan 3 ve 6. gruplar
arasinda 6. grup lehine tespit edilen 1L-12 distkligu
Bs; susunun Th2 polarizasyonunu destekledigini
gOstermektedir.

Calismamizda immiinosupressif bir sitokin olan I1.-10
dizeyleri 3, 4, 5, 6 ve 7. gruplarda SH grubuna gére
distik bulunmustur. SP grubu ile probiyotik gruplart
arasinda ise anlamlt bir farklilik tespit edilememistir.
Probiyotiklerin  antiinflamatuvar  sitokinleri hangi
yonde etkiledigi konusu actk olmamakla birlikte
genellikle laktobasil nesillerinin  inflamatuvar bir
sitokin olan IFN-y icin potent indiktér olduklart ileri
suriilmektedir(23). Bizim ¢alismamizda tespit ettigimiz
bulgu, A1z ve Bs suslarinin 11.-10 dretimini azalttigt
yonindedir.

Probiyotik uygulanan tim gruplarda TNF-o diizeyleri
SP grubundan farksiz; SH grubundan anlamli disik
tespit edilmistir (Sekil 1). TGF-B duzeylerine
bakildiginda 3, 4, 5, 6 ve 8. gruplarda Slgiilen dizeyler
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SH grubuna gore anlamli yitksek bulunmus; 3. grupta
tespit edilen dizeyler SP grubundan da anlamli yiksek
bulunmustur. Bu bulgu TGF-f’nin  TNF-o’yt
baskilayict 6zelliginden kaynaklanmaktadir(21).

Probiyotik suslarinin (A3, B3) splenektomi 6ncesi
ve/veya sonrast uygulanmasinin sitokin profili izerine
olan etkisine bakildiginda istatistiksel olarak Gnemli
bir farkhilik tespit edilmemistir. Ancak B3 susu
uygulanan 6. grupta Ol¢tilen 11.-12 diizeyleri, A3 susu
uygulanan 3. gruba goére anlamli disik tespit
edilmistir. Yine B3 susu uygulanan 7. grupta olctlen
TNF-a dizeyleri As susu uygulanan 4. gruba gore
anlamli disik tespit edilmistir. Bu bulgular Bs
susunun antiinflamatuvar etkisini desteklemektedir ve
bunda yliksek EPS tretiminin etkisi olabilir(9).

Sonu¢ olarak, calisma sonuglart  genel olarak
degetlendirildiginde splenektominin immiinosupressif
bir etki meydana getirdigi gbzlenmistir. Gugli bir
sitokin olan TGF-f’nin TNF-a yaninda Th 1 ve Th 2
sitokinlerini baskiladigi gésterilmis, fakat oran olarak
Th 2 hakimiyeti saptanmistir. Splenektomi sonrasi
TGF-B duzeylerindeki artis bir yandan mukozal
immuniteyi  desteklerken, diger yandan  yara
iyilesmesini hizlandirmaktadir. Probiyotiklerin sitokin
profili tzerine etkileri incelendiginde A3 susunun
splenektomi sonrast gelisen TGF-f yuksekligini daha
da arturdig; IL-4G ise daha da duastrdigi
saptanmistir. Ayrica splencktomi uygulanan gruplarda
Atz susu uygulamanin TNF-o diizeylerini azalttigt
tespit edilmistit. B3 susu uygulanan gruplarda da
benzer sekilde TNF-a duzeylerinin dustigi; TGF-f3
yiksekliginin daha arttig1 tespit edilmis, bu susun Th 1
ve Th 2 sitokinleri olan 11.-12, 11.-4 ve IL-10u
azaltugl saptanmustir. EPS tretimi yiksek olan Bs
susunun splenektomi uygulanan gruplarda IL-12%yi ve
TNF-a’y1 disirict etkisi EPS iretimi digik olan
Ars’e gore fazla bulunmustur.

Sonug¢ olarak splenektomi ile immunosupressif bir
tablo  ortaya  ¢iktig;  probiyotiklerin  sitokin
regiilasyonu ile dolaylt olarak antiinflamatuvar bir etki
olusturduklart ve meydana getirdikleri sitokin profili
ile sistemik olarak mukozal immiiniteyi destekledikleri,
EPS tretimi kapasitesinin sitokin profili ve dolayisiyla
mukozal immiinite Gizerinde etkisi oldugu soylenebilir.
Ancak bu konuda daha kesin kanit elde etmek icin
meydana gelen sitokin degisikliginin kan tablosuna
nasil yansidiginin gosterilmesi ve intestinal dokulardan
molekiiler dizeyde calismalar yapilmast
gerekmektedir. Boylelikle sistemik tablonun intestinal
immin sistem tzerine olan lokal etkileri aydinlatimis
olacaktir.
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