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OZET

RATLARDA DENEYSEL MEZENTER iSKEMi REPERFUZYON HASARI
MODELINDE DUSUK MOLEKUL AGIRLIKLI HEPARINLERIN
BAKTERIYEL TRANSLOKASYON UZERINE ETKILERI

Bir dokuya gelen arteriyel kan akiminin kismen veya tamamen kesilmesiyle
iskemi; kan akiminin yeniden saglanmasi ile reperflizyon hasari ortaya ¢ikmaktadir.
Iskemi ve reperfiizyon dokuda hiicresel diizeyde bir takim kimyasal olaylarin baslamasini
tetikler ve bu siire¢ uzakdikca doku hasari artar. Bu hasarlanmanin sonuglarindan biri de
barsaklarda meydana gelen bozulmalarda gelisen bakteriyel translokasyondur.

Calismamizda daha Once hig lizerinde ¢alisilmayan mezenter iskemi-reperfiizyon
(I/R) sonrasi olusan bakteriyel translokasyona diisik molekiil agirlikli heparinin
etkisinin ne yonde olacagini arastirmayi amagladik.

21 Adet Wistar Albino sigan esit sekilde 3 gruba ayrilmustir: Kontrol grubu, I/R
grubu, I/R+DMAH grubu. Kontrol grubunda sadece batin acilmis, herhangi bir islem
yapilmamstir. I/R grubunda SMA 45 dakika klemplendikten sonra 60 dk reperfiizyon
yapilmistir. I/R + DMAH grubunda siganlara islemden 4 saat dnce 1mg/kg enoksaparin
sodyum verilmistir. SMA 45 dakika klemplendikten sonra 60 dk reperflizyon
yapilmistir. Deney sonunda ileum 6rnekleri histopatolojik olarak; kan, MNL, dalak ve
karaciger 6rnekleri ise mikrobiyolojik olarak degerlendirilmistir.

I/R grubunda meydana gelen ileal doku hasarinin I/R+DMAH grubunda artis
gosterdigi tespit edilmistir. I/R+DMAH grubunda doku Kiiltirlerinde bakteriyel
translokasyon diizeylerinin I/R grubuna gére anlamli bir bicimde azaldig1 goriilmiistiir
(p<0.001). intestinal I/R olusturulan siganlarda kullanilan diisiik molekiil agirlikl
heparanin terminal ileumdaki doku hasarin1 Onlemedeki etkinliginin yeterli diizeyde
olmadigi, fakat mikrobiyolojik degerlendirmeler goz Oniine alindiginda bakteriyel

translokasyon tizerine etkisinin olumlu yonde oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Enoksaparin sodyum, intestinal iskemi-reperflizyon, bakteriyel

translokasyon



ABSTRACT

THE EFFECTS OF LOW MOLECULAR WEIGHT HEPARINS ON
BACTERIAL TRANSLOCATION IN EXPERIMENTAL MESENTER
ISCHEMIA REPERFUSION INJURY MODEL

Ischemia is a partial or complete interruption of arterial blood flow to a tissue,
while reperfusion injury occurs when blood flow is restored. Ischemia and reperfusion
trigger the initiation of a number of chemical events at the cellular level in the tissue,
and injury increases in time. One of the consequences of this damage is the bacterial
translocation emerging with intestinal impairments.

We aimed to demonstrate the effect of low molecular weight heparin on bacterial
translocation following mesenteric ischemia-reperfusion (i/R), which have not been
studied in the literature.

Twenty-one Wistar Albino rats were equally divided into 3 groups: Control
group, I/R group, I/R + DMAH group. In the control group, SMA was exposed without
insult. In the I/R group, SMA was clamped for 45 minutes and reperfused for 60 min. In
the I/R+DMAH group, rats were given 1 mg / kg enoxaparin sodium 4 hours before the
procedure. The SMA was then clamped for 45 minutes and reperfused for 60 min. At the
end of the experiment, ileum samples were stained with hemotoxylin eosin and
histopathologically evaluated with Chiu score; blood, MNL, spleen and liver samples
were evaluated microbiologically.

It was determined that ileal tissue damage in the I/R group was not decreased
significantly in the I/R+DMAH group. In the I/R+DMAH group, bacterial translocation
levels in tissue cultures decreased significantly when compared with the I/R group. Low
molecular weight heparan used in intestinal I/R rats was not effective enough to prevent
I/R injury; however, when microbiological evaluations were taken into consideration,

the effect on bacterial translocation was positive.

Key words: Enoxaparin sodium, intestinal ischemia-reperfusion, bacterial translocation
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1. GIRIS VE AMAC

Akut Mezenterik Iskemi (AMI), %60-80 mortalite oranina sahip olan ve acil
midahale gerektiren vaskiiler bir durumdur. Diinya genelindeAMI insidansinin giderek
arttig1 bildirilmektedir. AMI'nin etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in patolojinin
erken taninmasi Onemlidir. Barsak nekrozu gelismeden mezenterik kan dolagiminin
yeniden saglanmasi i¢in terapotik islemlerin hizli bir bicimde uygulamaya konmasi

gerekmektedir.

Mezenterik iskemide sonuglar birbirine benzerdir ve ince barsaklardaki
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 endotel hiicre sismesi, kapiller blokaj, intestinal kan
akiminda azalma ve mukozal bariyer disfonksiyonu gibi mikrovaskiiler ve mukozal
degisiklikler ile karakterizedir. Hasarlanmis mukoza, endojen mikroorganizmalara karsi
direng kaybina ugramaktaditr. Direncin diismesi sonucunda ise bakterilerin kan
dolasimi, mezenterik lenf nodlari (MLN), karaciger ve dalak gibi ekstraintestinal

alanlara translokasyonu ger¢eklesmektedir.

Iskemi reperfiizyon sonrast damarlarda meydana gelen endotelyal
disfonksiyona bagli nitrik oksit (NO) biyoyararlaniminin azalmasinin neden oldugu
vazokonstriksiyon, nétrofil aktivasyonu ve infiltrasyonu ile trombosit agregasyonu,
serbest oksijen radikallerinin olusmasi ile gelisen oksidatif hasar ve bircok organda hasar
ve yetmezlige sebep olan Sistemik Inflamatuvar Cevap Sendromu (SIRS), intestinal
iskemi reperfiizyonunun bilinen sonuglaridir (1, 2). Barsak mikrosirkiilasyon bozuklugu
ve barsak motilitesinde degisiklik, mukozal bariyerin bozulmasi, bakteri translokasyonu
ve ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu sendromu gibi komplikasyonlara yol
acabilmektedir. Bu da gostermektedir ki barsaktaki mikrosirkillasyon bozuklugunun
diizeltilmesi, tedavinin ana amaglarindan birisi olup bu hasar1 Onlemek i¢in
yapilabilecekler Oonemli bir arastirma konusudur (3). Bu amag¢ igin kullanilan

yontemlerden biri de antikoagtilan tedavidir.



Heparin mast hucrelerinde histamin ve seratonin ile birlikte bulunan bir
mukopolisakkarittir. Bu nedenle mast hicrelerinden zengin dokulardan elde
edilmektedir. Yap1 olarak tekrarlayan siilfatlanmis glukoronik asit, iduronik ve
glukozaminden meydana gelmistir. Yiiksek miktarda anyonik sulfat ve karboksilik
gruplar igermesi nedeniyle asidik yapidadir. Bu asidik yapmin klinik uygulamalarda
onemli rolii bulunmaktadir. Asidik yapisi nedeniyle plazmadaki proteinlere, endotel
hiicrelerine ve monositlere kolaylikla baglanmakta ve plazmadan temizlenmesi oldukca

hizli olmaktadir.

Diisik molekiil agirlikli heparin (DMAH) ise, anfraksiyone heparinin
depolimerizasyonu ile elde edilmektedir ve ortalama molekiil agirligi 5000 Da’dur (4).
Diisiik molekiil agirligi sebebiyle plazma proteinlerine ve hicrelere daha az
baglanmaktadirlar. Faktor Xa’y1 ayn1 anfraksiyone heparin gibi inaktive etmektedirler ve
plazma proteinlerine daha az baglandiklar i¢in daha diisiik dozlarda daha belirgin etki
gostermektedirler. DMAH’lerin diisiik dozlarda subkutan biyoyararlanimi %100’diir ve
anti-faktor Xa aktivitesi ortalama 4 saatte pik diizeye erismektedir. Yapilan pek ¢ok
calismada, DMAH'lerin anti-inflamatuvar etkisi oldugu gosterilmistir (5, 6). Dahasi, bir
DMAH'nin endotoksemik sicanlarda 16kosit yapismasini Onleyerek endotel hasarina
kars1 protektif etki gosterdigi de rapor edilmistir (7). Bu etkinin, DMAH'nin kullandig1
mikrosirkiilasyon islev bozuklugunu oOnlemeye yonelik mekanizmalar arasinda yer
almas1 muhtemeldir. Ayrica bu etki, mezenter iskemi sonrasi reperfiizyonla ortaya ¢ikan
en 6nemli patofizyolojik mekanizmalardan birinin tamiri olacak niteliktedir. Bleeker ve
ark. (8) heparinin iskemi sonrasi endotelyal hiicre disfonksiyonunu 6nledigini ve 16kosit
adezyonunu azalttigin1 bildirmistir. Bir diger ¢alismada ise Zapata-Sirvent ve ark. (9),

heparinin yanik hasarinda bakteriyel translokasyon insidansini azalttigini rapor etmistir.



Bu deneysel ¢alismamizda genel cerrahi kliniklerinde oldukga sik karsilasilan,
tedavisi ve yonetimi zor olan ve ylksek mortalite ile seyreden mezenterik iskemide,
antikoagiilan etkisinin disinda farkli 6zeliklere sahip oldugu kanitlanan DMAH nin,
reperflizyon hasar1 ve bakteriyel translokasyon iizerine etkilerinin ne yonde olacagini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ince Barsak Dolasiminin Anatomisi Ve Fizyolojisi

Ince barsak, yaklasik olarak yedi metre uzunlugundadir ve anatomik olarak
duodenum, jejenum ve ileum béliimlerinden olusmaktadir. Intestinal kan destegi primer
olarak, abdominal aortun ii¢ biiylik dal1 olan ¢6lyak trunkus, superior mezenterik arter
(SMA) ve inferior mezenterik arter ile saglanmaktadir. Bu damarlarin tamami abdominal

aortanin 6n yiizinden ¢ikmaktadir.

Duedonum ince barsagin en proksimalindeki segmenttir ve hemen pankreas bas
ve govdesinin inferior smirmin arkasindan baglayarak retroperitoneal uzanim
gostermektedir. Duedonum, mideden pilor, jejunumdan ise treitz ligamanlar1 ile
ayrilmaktadir. Jejunum ve ileum periton boslugunun i¢inde yer almaktadir ve yaygin
sekilde mezenterik yapi ile retroperitona baglanmistir. Jejunum ve ileum segmentleri
arasinda anatomik olarak ayirici herhangi bir yap1 bulunmazken proksimal %40’ lik
segment jejunum, distal %60°lik segment ise ileum olarak adlandiriimaktadir. ileum ise

cekumdan ileocekal valv ile ayrilmaktadir (10).

Duedonum bayik bolimi arteriel kan akimini ¢oliyak ve siiperior mezenterik
arterlerin dallarindan almakta ve primer olarak ¢olyak trunkusun dali olan
pankreatikoduedenal arter tarafindan beslenmektedir. Distal duodenum, jejunum ve
ileum arteriyel kan akimimi siiperior mezenterik arterin dallarindan alirken, venoz

doniisleri siiperior mezenterik vene olmaktadir (Sekil 2.1-1).
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Sekil 2.1- 1 Siiperior mezenterik arter ve dallari.

Siiperior Mezenterik Arter ve Colyak Arter Arasindaki Anatomik Tliski

Stiperior Mezenterik Arter’in ilk dali inferior pankreatikoduodenal arterdir ve 6n
ve arka olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu dallar ¢o6lyak arterle, siiperior
pankreatikoduodenal arter araciligi ile iliskilidir. Bu iki arter arasindaki temel yan dal
grubu, gastroduodenal veya pankreatikoduodenal arterler yolu ile saglanmaktadir. Bu
seviyede iki 6nemli yan dal bulunmaktadir. Birincisi SMA’in omental dallar1 ile ¢6lyak
arter dallar1 arasinda gelisebilen Barkow arki, ikincisi de SMA ve ¢olyak arter arasindaki

embriyonik bir kalint1 olup siklikla gériinmeyen Biihler arkidir (Sekil 2.1-2).



Sekil 2.1 - 2. SMA, IMA ve Célyak arter arasindaki anatomik arklar

Siiperior Mezenterik Arter ve inferior Mezenterik Arter arasindaki anatomik iliski

Siiperior Mezenterik Arter ve IMA arasinda ii¢ dnemli iliski bulunmaktadir
(Sekil 2.1 - 2). Bunlarin i¢inde en dnemlisi Drummond’un marjinal arteridir. Normalde
kolonun mezenter yiizeyine yakin ve kiigiik olan bu arter SMA ve IMA tikandiginda
genislemektedir. ikinci dnemli iliski ise Riolan arkidir (Sekil 2.1 - 2). Bu yap1 mezenter

icinde ve daha merkezde yer almakta, sol ve orta kolik arterleri birlestirmektedir (Sekil



2.1-3). Kuvrintili gidisi nedeniyle “meandering mezenterik arter olarak da
adlandirillabilmektedir. Arteriografilerde goriintiilendiginde hemen daima viseral

arteriyel tikanmay1 gostermekedir.

Mezenterik vaskiiler yatagin 6nemli 6zellikleri bulunmaktadir: Vaskiiler
yataktaki akim direnci ¢ok diisiiktiir ve bu 6zelligin bir sonucu olarak ana kanallar
daraldiginda kollateral kan akimi gelisme potansiyeli gostermektedir. Kronik iskemide,
u¢c ana arter de, diger aortik dallardan 6nemli miktarda kan akimi alabilmektedir. Bu
dallar, lumbar, interkostal, renal, internal mamarial (derin epigastrik dallar aracilig ile),

orta sakral ve hipogastrik arterlerdir (inferior ve superior rektal arterler araciligiyla).

Damarlarin villuslardaki paralel yerlesimi ve santral arterle kapiller ve veniillerin
sadece 15-20 mikron uzaklikta seyretmesi kan akimmin zit yonlii olmasini
saglamaktadir (Sekil 2.1-4). Villusta ters akim mekanizmasinin birkag¢ etkisi
bulunmaktadir: Teorik olarak, kompleks bir sant olan bu mekanizma, arteriyal oksijenin
bir kismimin u¢ kapillerlere ulasmadan 6nce villus bazalinde yakin venlere diffiize
olmasma izin vermektedir. Bu durum villus uglarinin iskemiye karsi1 hassas olmasina
neden olmaktadir. Ayrica arteriyal hipotansiyon durumlarinda kan akis hizi
yavaglatilmakta ve degis tokus yoluyla oksijen santinin artmasina neden olan transit
zamani uzamaktadir. Kan akimmin engellendigi durumlarda bu olayin zit akim

mekanizmasi ile barsakta iskemik hasari arttiracagi anlamina gelmektedir (11).

Barsaklar villus kript akst boyunca iskemi/Reperfiizyon hasarina Kkarsi
heterojenik duyarlilik gdstermektedir. Barsak villus uglarinda bulunan hiicreler
bazaldaki hiicrelere gore iskemik hasara karsi daha duyarlidir. Zit akim mekanizmasinin
yani sira villus ucunda bulunan hiicrelere barsak liimenindeki icerigin mekanik kuvvet

uygulamasinin bu duyarlilikta rol oynadigi bildirilmistir (11, 12).
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Sekil 2.1 - 3. Siiperior ve inferior mezenterik arterler arasindaki iliskiler

Ayrica hassasiyetin daha once yapilmis c¢alismalarda villus ucunda bulunan
enterositlerin kriptlerdeki enterositlere gore santral arteriolden daha diisiik basingla
kanlanmasi1 nedeniyle oldugu gosterilmistir (13). Yapilan bir ¢alismada da enterosit

duyarliliginin hiicrenin farklilasma durumuna bagli oldugu ileri siirtilmiistiir (14).
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Sekil 2.1 - 4. Ince barsak villus yapis

2.2. iskemi Reperfiizyon Hasarimn Fizyopatolojisi

Iskemi, organ veya dokuyu besleyen kan akimindaki yetersizlige bagli olarak
gelisen geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilen hiicre ve doku hasaridir (15). Geri
doniistimsiiz hiicre hasarin1 engellemek i¢in dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi
(reperfiizyon) gerekmektedir. Ancak reperfiizyonun gerceklesmesi, iskemik dokularda
iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla hasara yol agmaktadir. I/R periyotlarindan

olusan bu zararli etkilerin tiimii I/R hasar1 olarak adlandirilmaktadir (16).

iskemi

Oksijen hiicre fonksiyonu igin temel gereksinimdir. Iskemi sonucu dokulara yeterli
O saglanamamas hiicre disfonksiyonuna ve sonugta hiicre 6liimiine neden olan bir dizi

kimyasal olay1 baglatmaktadir. Olusan bu anaerobik metabolizmayla laktik asit artisinin



yarattig1 asidoz normal enzim kinetigini degistirerek yiiksek enerjili baglarin azalmasina
ve seliller dengenin korunmasi icin gereken enerjinin yetersiz kalmasina sebep

olmaktadir (17, 18).

Hipoksinin en sik goriilen baslica sebebi iskemidir (19). Iskemiye bagli hasarmn
siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya
kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyact ve metabolizmasina gore farklilik
gostermektedir (20). Sonug olarak, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik
metabolit birikimi hiicre 6liimiine yol agmaktadir (21, 22). Iskemik dénemde hiicrede
metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Dokuya gelen kan akiminin
kesilmesi ile hicresel oksidatif fosforilasyon azalmakta ve adenozin 5’-trifosfat ve
fosfokreatin gibi yiksek enerjili fosfat sentezi azalmaktadir (23). Hicrede enerji
depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na®,K*-ATP az pompasi inhibe
olmaktadir. Sonugta intraseliiler ortamda Na* ve Ca*? iyon konsantrasyonlar1 artmaktadir
(24). Intraseliiler Ca*? iyon konsantrasyonunun artisi hiicre igin sitotoksiktir (25).
Nitekim yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin, 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda belirgin bir yiikselme
goriiliirken, antioksidan enzimlerin iiretiminde azalma olmaktadir. Bu durum hiicreyi

yeniden kanlanma dénemindeki reperfiizyon hasarina karsi savunmasiz birakmaktadir

(25).
Reperfuzyon

I/R hasari, oksijenlenmesi bozulmus dokuda kan akiminin yeniden saglanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan bir takim patofizyolojik degisiklikler olarak tanimlanmstir. I/R
hasarindan hiicre i¢cine molekiiler oksijen girisi ile ortaya c¢ikan serbest oksijen radikal
tirevleri ve inflamatuar mediatorler basta olmak {izere bir¢ok mekanizma sorumlu
tutulmaktadir (21, 26, 27). Dokular ve organlar normal metabolik fonksiyonlarini
siirdiirebilmek adina oksijene ihtiyag duymaktadirlar, fakat iskemik ortama ani oksijen
girisi ¢esitli reaksiyon =zincirlerini tetiklemekte ve toksik oksijen metabolitlerinin

ortamda artmasi ile doku hasari meydana gelmektedir (28-30).
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Reperflizyon doneminde dokuda nétrofil infiltrasyonu, kompleman sistem
aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu, arasidonik asit yolagi gibi pek
cok mekanizma serbest radikal olusumunu artirarak seliiler hasara yol agmaktadir. Pek
cok yolagin etkin rol oynadigi Iskemi reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisinde yer alan

bashat faktorler sunlardir: 1) Serbest oksijen radikalleri, 2) Polimorfoniukleerlokositler,

3) Kompleman sistemi ve 4) Endotel hiicreleri.

2.3. Bakteriyel translokasyon:

Saglikli barsak mukozasi steril olmayan liimen ile steril viicut arasinda bariyer
olusturarak barsaktaki kolonize bakterilerin organlara ve dokulara ge¢mesine engel
olmaktadir. Bu engeldeki bozulmalarla bakterilerin sistemik dolasima ve/veya organlara
gecmesine bakteriyel translokasyon (BT) adi verilmistir (31-33). Mezenterik iskemiye
bagli gelisen BT’daki temel mekanizmalar intestinal disfonksiyon, intestinal
permeabilite bozuklugu ve konak immiinitesindeki bozulmadan kaynakli enterik floranin

asirt cogalmasidir.

Normal sartlarda intestinal bariyer, immunolojik sistem ve intestinal flora ile bir
denge igerisinde bulunmaktadir. Bu dengenin basamaklarindan birinin zarar gérmesi
halinde BT ve enfeksiyon-iliskili komplikasyonlar gelisebilmektedir. Kolon florasindaki
degisiklikler seliiler immiinite bozuklugu, intestinal mukoza hasar1 ve intestinal mekanik
bariyerde hasar olusturabilmekte, buna bagli olarak da sirasiyla bakteriyel translokasyon,

sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi ortaya ¢ikmaktadir (34).

Gecmisten gilinlimiize kadar BT yerine ¢esitli terimler kullanilmistir. Bakteriyel
translokasyon ilk defa 1958’de Keller ve Engley, daha sonra da Hildebrand ve
Volochow tarafindan isaretlenmis makrofajlarin oral yolla alimi1 sonrasinda barsak
limeninden kana veya lenfatik dolasima gegisini tarif etmek igin kullanilmistir (35).
Daha sonra 1979’da Berg ve Garlington gastrointestinal sistemden bakterilerin kan,
karaciger, dalak, bobrek ve MLN, gibi ekstraintestinal bolgelere gecisini BT olarak

tanimlamiglardir (36). Duffy ve arkadaslari tarafindan yapilan deneysel g¢alismada
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BT’nun ince barsak araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir (37).

Barsak icinde kolonize bakterinin intestinal mukozay1 gegerek sistemik dolagima
gecmesini engelleyen bazi savunma mekanizmalart bulunmaktadir, bunlar: Mukoza
epitelinin fiziksel bariyer fonksiyonu, limen icindeki bakteri ile intestinal epitel
arasindaki mukus tabakasi, sekrete edilen IgA’nin bakteri duvar iizerindeki epitelyal
yapisma bolgelerini bloke etmesi, intestinal peristaltizmin bakterinin uzun siire intestinal

mukoza ile temasinin engellemesi, mukozay1 olusturan epitel hiicrelerinin aralikli olarak

dokulmesidir.

2.4. Diisiik Molekiil agirhikh Heparinler

Diisiik molekiil agirlikli heparinlerin ortalama molekiil agirligi 5000 Dalton olup
anfraksiyone heparinin  depolimerizasyonu ile elde edilmektedir. Heparinin
depolimerizasyonu sonucu olusan diisiik molekiiler agirlikli pargaciklar, hiicre ve
proteinlere daha az baglanmaktadirlar. DMAH’lerin antikoagiilan, farmakokinetik ve
diger biyolojik etkinliklerinin standart heparin (SH)'den farkli olmasinin nedeni,
DMAH’in SH'ne gore plazma proteinlerine, endotel hiicrelerine ve makrofajlara daha az
baglanmasiyla aciklanmaktadir. Fraksiyone olmayan heparinden kimyasal veya
enzimatik yolla elde edilen DMAH deriveleri, asil etkilerini faktor Xa (FXa)’y1 inhibe
ederek gostermektedirler (Sekil 2.4-1). Ayrica, AT III’li inhibe edip trombin olusumunu
engelleyici etkileri de bulunmaktadir (38-40).
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Sekil 2.4 - 1. DMAH’1n antitrombine baglanmasi ve Faktor Xa inaktivasyonu

DMARH’lerin diisliik dozlardaki subkutan biyoyararlanimi %100’diir ve plazma
proteinlerine daha az baglandiklarindan anfraksiyone heparin ile karsilastirildiginda,
uygulanan doza gore yanit iliskisi cok daha belirgindir. Subkutan uygulama sonrasi
eliminasyon yar1 émrii 3 - 6 saat olup standart heparinin aksine dozdan bagimsizdir. Bu
yuzden DMAH’ler kiloya uygun dozlarda laboratuvar izlemi gerektirmeden
uygulanabilir. DMAH’in inflamatuvar barsak hastaliklarinda etkili olabilecegini
destekleyen, trombositoz ve hiperkoagiilasyon sonucu olusabilecek iskemik
komplikasyonlar1 azaltabilecek antikoagiilan mekanizmaya sahip oldugunu bildiren,

bunlara ek olarak da nétrofil gogiinii inhibe ettigini ve proinflamatuvar sitokin tretimini
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azalttigini, reaktif oksijen radikali iiretimini engelledigini, vaskiiler permeabiliteyi
artirdigin1  ortaya koyarak anti-inflamatuvar etki hipotezini savunan caligmalar
literatiirde mevcuttur (41). Bunlarin yan1 sira anjiyogenezi, biiylime faktorlerini (VEGF
ve bFGF) ve onlarin inhibitorlerinin sentezini regiile ederek etki ettigini Oneren

caligmalara da rastlanmaktadir (42-44).
2.5. Dusuk Molekul Agirhiklhh Heparinlerin Klinikte Kullanimi

DMAH’ler, vendz tromboembolizm olgularinda profilaksi ve tedavi, pulmoner embolide
tedavide, unstabil anjina ve akut koroner sendromda primer tedavi ve ek tedavi amaciyla
kullanilmanin beraberinde hemodiyaliz sirasinda ekstrakorporeal dolasimda tromboz
olusumunun o6nlenmesi amaciyla da klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir (45).
DMAH ile ilgili ilk klinik ¢alisma Kakkar ve arkadaslar1 (46) tarafindan yapilmis olup
bu ¢alismada postoperatif DVT profilaksisinde DMAH’lerin etkinligi incelenmistir. Bu
calismadan birkag yil sonra DMAH’ler, Avrupa'da kullanilmaya baslanmistir.

Gunumuzde nadroparine, enoksaparine, dalteparin, longiparin, sandoparin gibi bircok
DMAH preparatt bulunmaktadir. Hastadaki risk faktorlerine ve yapilacak cerrahi
girisimin tiirline gore ameliyattan 2-12 saat Once, preparata gore degisebilen dozlarda
glinde tek doz olarak subkutan olarak uygulanmaktadirlar. Ameliyati takip eden ilk hafta
boyunca her 8 veya 12 saatte bu doz tekrarlanmaktadir. Ucuz olmasi, kolay
uygulanabilmesi ve monitorizasyon gerektirmemesi bu preparatlarin  sagladig
avantajlardir. Ancak mindér kanama ve trombositopeni gibi komplikasyonlar

bulunmaktadir.

Heparin ve DMAH’ler, kesfedilip klinik kullanimda yer bulduktan sonra pek cok
calismaya konu olmustur. Onceleri sadece vendz tromboemboli tedavisinde ve
profilaksisinde kullanilirlarken son donemde farkli kullanim amaglarina yonelik

arastirmalar da yapilmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar: ve Ortam

Bu ¢aligma, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan incelenerek, 10/05/2017 tarihinde etik kurul yonergelerine uygun
goriilerek 2017/26 karar no ile onaylanmistir. Ameliyatlar, Abant Izzet Baysal

Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvari’nda yapilmistir.

Calismada 6 - 8 haftalik, ortalama 250-350 gr agirliginda 21 adet digi Wistar-
Albino sigan kullanilmistir. Hayvanlar her bir grupta 7 denek olacak sekilde rastgele
bicimde 3 gruba ayrilmistir.

DMAH’in mezenter Iskemi/reperfiizyon hasarinda bakteriyel translokasyon
tizerine etkileri incelenmis ve karsilastirilmistir. DMAH olarak ise enoksaparin sodyum

(Clexan, Aventis Pharma ila¢ sanayi, Fransa) kullanilmistir.
3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
21 adet rat, her biri 7 hayvandan olusan 3 gruba ayrilmistir.

Grup 1. Sham grubu (n=7): Ratlara yalnizca laparotomi yapilan, mezenter iskemi
olusturulmayan ve sonrasinda kan ve intestinal doku (ileum), karaciger, mezenterik lenf

nodlar1, dalak doku 6rnekleri alinan grup.

Grup 2. Mezenter iskemi/Reperfiizyon grubu (i/R) (n=7): 45 dk’lik mezenter iskemi
ve ardindan 60 dk’lik reperfiizyon olusturulan ve sonrasinda kan ve intestinal doku

(ileum), karaciger, mezenterik lenf nodlari, dalak doku 6rnekleri alinan grup.

Grup 3. Mezenter iskemi/Reperfiizyon+Enoksaparin sodyum (i/R+DMAH) (n=7):
Mezenter iskemi olusturulmadan 4 saat once tek doz subkutan 1 mg/kg enoksaparin

sodyum uygulanan ve 45 dk’lik mesenter iskemi, ardindan 60 dk’lik reperflizyon
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olusturulan ve sonrasinda kan ve intestinal doku (ileum), karaciger, mezenterik lenf

nodlari, dalak doku 6rnekleri alinan grup.
3.3. Ameliyat Prosediirii

Ratlara Xylazine (5mg/kg) ve Ketamine (40 mg/kg) karisimi tek ciltalti injeksiyon

uygulanarak anestezileri saglandi.

Anestezi altindaki hayvanlar deney masasina supin pozisyonunda On ve arka
ayaklarindan tesbit edilerek yatirildi. Tiim deney hayvanlarinin cilt temizligini saglamak
icin karm bolgesi derisi ameliyat masasinda tras edildi ve %10 luk povidone iodine ile

cilt temizligi yapildi ve batin agildi (Sekil 3.3 - 1.).

Sekil 3.3 - 1. Ratlarda povidone iodinle cilt temizligi sonrasi batinin acilmasi
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Birinci grup (kontrol grubu): Anestezi verilmesini takiben 3 cm. laparotomi yapildi.
Cekum ve kalin bagirsaklar digar1 alindi. SMA goriildii ve korundu (Sekil 3.3 - 2.).
Herhangi bir islem yapilmadan ¢ekumun 10 cm distalinin (terminal ileum) 2 cm lik
kismi rezeke edildi ve patolojiye gonderilmek iizere formalinli soliisyona koyuldu. Daha
sonra mezenterik lenf nodlarindan, karacigerden ve dalaktan olmak tizere yaklagik 1x1
cm lik drnekler alinarak uygun sekilde mikrobiyolojik tiiplere yerlestirildi. En son olarak
v. portadan kan alinarak mikrobiyolojik tiipe koyuldu ve daha sonra denekler sakrifiye
edildi.

Sekil 3.3 - 2. SMA nin goriiliip korunmasi

Ikinci grup (I/R grubu): Anestezi verilmesini takiben 3 cm. laparotomi yapildi. Cekum

ve kalin bagirsaklar disar1 alindi. Treitz ligamani bulundu ve bu ligaman kesilerek
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Superior Mezenterik Arter (SMA) aortadan ciktigi yerden atravmatik mikrovaskuler
klemp ile oklude edildi ve barsaklar 45 dakika iskemiye birakildi. Barsaklarda solukluk
izlenmesi ve nabzin kaybolmasmin ardindan 45 dk iskemiyi takiben klempler
acildiginda barsaklarin pembe renk almasi ve nabizlarin geri gelmesi ile 60 dk
reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyonu takiben ¢ekumun 10 cm distali (terminal ileum)
nin 2 cm lik kismu rezeke edildi ve patolojiye gonderilmek iizere formalinli soliisyona
koyuldu. Daha sonra mezenterik lenf nodlarindan, karacigerden ve dalaktan olmak {izere
yaklasik 1x1 cm lik 6rnekler alinarak uygun sekilde mikrobiyolojik tiiplere yerlestirildi.
En son olarak v. portadan kan alinarak mikrobiyolojik tiipe koyuldu ve daha sonra
denekler sakrifiye edildi.

Uciincii grup (/R + DMAH grubu): Subkutan uygulama ile tepe plazma diizeyine 3-4
saatte ulasan enoksaparin sodyum, ratlara islemden 4 saat dnce tek doz 1mg/kg subkutan
(SC) yolla uygulandi. Anestezi verilmesini takiben 3 cm. laparotomi yapildi. Cekum ve
kalin bagirsaklar disar1 alindi. Treitz ligamani bulundu ve bu ligaman kesilerek Superior
Mezenterik Arter (SMA) aortadan ciktig1 yerden atravmatik mikrovaskuler klemp ile
oklude edildi ve barsaklar 45 dakika iskemiye birakildi. Barsaklarda solukluk izlenmesi
ve nabzin kaybolmasimin ardindan 45 dk iskemiyi takiben klempler agildiginda
barsaklarin pembe renk almasi ve nabizlarin geri gelmesi ile 60 dk reperfiizyon
uygulandi. Reperfiizyonu takiben ¢ekumun 10 cm distalinin (terminal ileum) 2 cm lik
kismu rezeke edildi ve patolojiye gonderilmek tzere formalinli solisyona koyuldu. Daha
sonra mezenterik lenf nodlarindan, karacigerden ve dalaktan olmak iizere yaklasik 1x1
cm lik drnekler alinarak uygun sekilde mikrobiyolojik tiiplere yerlestirildi. En son olarak
v. portadan kan alinarak mikrobiyolojik tipe koyuldu ve daha sonra denekler sakrifiye
edildi.

3.4. Histopatolojik Incelemeler

Ileal doku o6rneklerindeki histopatolojik incelemeler Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Histopatolojik inceleme i¢in alinan

ileal doku pargasi %10 formaldehitle fikse edilerek daha sonra alkol ile dehidrate
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edildikten sonra parafin bloklara gomiildii. Isik mikroskobisinde inceleme yapilmasi igin
parafin bloklardan ince kesitler elde edildikten sonra bu kesitler hemotoksilen-eozin
boyasiyla boyanarak histolojik degisiklikler kantitatif olarak degerlendirildi. Terminal
ileumda meydana gelen doku hasar derecesi Chiu klasifikasyonuna goére (Tablo 3.4 - 1)
yapild1 ve gruplarin sonuglari tablo haline getirildi (Tablo 4.1-1). Chiu klasifikasyonuna
gore histopatolojik degisiklikler;

Level 0: Mukozada hasar yok.

Level 1: Iyi korunmus viliisler, selliiler lizis yada inflamatuar progez yok ancak Grunhagen'in
subepitelyal bosluklar1 mevcut.

Level 2: Selliiler lizis yaninda Grunhagen'in subepitelyal bosluklart mevcut ve villiisler
arasinda artmis bosluklar mevcut.

Level 3: Serbest villiis kesimlerinde tahribat ve inflame hiicreler ile dilate damarlarin varligi
s0z konusu.

Level 4: Villiislerde yapisal hasarlar, bazal glandiiler {ilserasyon ve hemoraji ile birlikte
nekrotik materyal ve inflame hiicrelerin varligi s6z konusu.

Level 5: Tiim mukozada hasar, glandiiler yapilarin goriilememesi sadece submukozal dokuda
sekilsiz materyallerin varlig1 s6z konusu.

Tablo 3.4 - 1. Chiu skorlamasi
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3.5. Mikrobiyolojik Analiz

Steril olarak alinan doku (Mezenter lenf nodu, dalak ve karaciger) drnekleri hassas
terazide tartilarak, 1 ml tiyoglikolatli buyyon igeren ve dnceden agirliklar1 bilinen steril
tiiplere konulup laboratuvara ulastirildi. Steril kosullarda ezilen dokular vortekslenerek
homojenize edildi. Aerop kiiltiirler i¢in drnekler %5 koyun kanli agar, cukulatamsi agar
ve EMB agara (RTA, Turkiye) ekilerek 37°C*de 24-48 saat inkiibe edildi. Aerop
kiiltiirlerde tireme olan petrilerdeki koloniler Gram yontemiyle boyandi. Besiyerlerinde
iireyen bakteri koloni sayilar1 kaydedildi ve standart mikrobiyolojik yontemlerin yani

sira Phoenix 100 (BD Diagnostics, ABD) ile tanimlandi (47).

Anaerop kiiltlir amaciyla ornekler kanli, EMB ve Schaedler besiyerine (RTA,
Tirkiye) ekildi. Kanli agar, Schaedler besiyeri ve EMB besiyerleri anaerop kavanoz
icinde 37°C'de 72 saat inkiibe edildi; anaerop ortam gaz kitleriyle (Anaero-Gen, Oxoid,
Ingiltere) saglandi. Anaerop inkiibasyon sonrasi iireme tespit edilen besiyerlerindeki
kolonilerle aerop besiyerlerindeki kolonilerin morfolojisi karsilagtirilip, Gram boyali
preparat hazirlanarak incelendi. Aerotolerans kontrolii i¢in kanli besiyerine pasaj

yapilarak, aerop ortamda 24 saat 37°C'de inkiibe edildi.

Ureme saptanan dokularda bakteriyel translokasyon indeksi olarak, doku grami basina
diisen mikroorganizma sayisini hesaplamak i¢in su formiil kullanildi (2) Doku basina
diisen koloni sayist (kob/g) = [Koloni sayisi (kob) x Sulandirim degeri x 10] / [Doku
agirhigi]

Hayvanlardan alinan kan Ornekleri ise otomatize kan kiiltiir siselerine (BACTEC
9120, BD Diagnostic, ABD) ekildi ve yedi gun izlendi. Bu sire iginde Ureme sinyali
vermeyen Ornekler Gram boyali preparatlart yapildiktan ve %5 koyun kanli agar
besiyerlerine pasajlanip iireme olmadigi dogrulandiktan sonra sonug negatif olarak kabul
edildi. Sinyal veren drnekler, %5 koyun kanli agar ve EMB besiyerine pasajlar yapilarak
37°C‘de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireme olup olmadigi kontrol edilip,
aerop kiiltiirlerde iireme olan besiyerindeki koloniler 6nce Gram yontemiyle boyandi,
daha sonra standart mikrobiyolojik yontemler ve Phoenix 100 (BD Diagnostics, ABD)
ile tanimland (48).
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3.6. istatistiksel Analiz

Kontrol, /R ve I/R + DMAH gruplarindaki bakteriyel translokasyon varligi capraz
tablolar ve ki-kare bagimsilik testleri ile karsilastirilmistir. Ayrica I/R ve I/R + DMAH
gruplarin1 doku grami basina diisen bakteri sayisi ve ileum hasar skorlamasi agisindan
karsilastirilmig, bu karsilagtirmalar icin veriler normal dagilim gostermediginden, non-
parametrik Mann Whitney U testi kullanilmistir. Veri analizi i¢in SPSS 22.0 programi

kullanilmas, istatistiksel testler a=0.05 anlamlilik diizeyinde yorumlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1.Histopatolojik inceleme sonuclari
Deneklerden alinan ileal doku 6rneklerinin histopatolojik incelenmesi sonucunda

dokularda olusan hasarlarin Chiu Skorlama sonuglar1 Tablo 4.1-1’de verilmistir.

Grup - )
Kontrol /R I/R+DMAH
Denek Hasar skoru Hasar skoru Hasar skoru
1 0 3 5
2 0 3 5
3 0 3 3
4 0 4 5
5 0 5 5
6 0 3 4
7 0 4 2
Ortalama skor 0 3.57 4.14

Tablo 4.1-1. Gruplara gore ayr1 ayr1 deneklere ait doku o6rneklerinde olusan histopatolojik
degisikliklerin Chiu Skorlama sonuglar:

Gruplar ileum hasar skorlamasi agisindan karsilastirilmig, kontrol grubunda herhangi
bir hasar olusmadigindan bu karsilastirmaya dahil edilmemistir. I/R ve /R+DMAH
gruplarinin hasar skorlamasi ortalama ve ortanca degerleri Tablo 4.1-2’te verilmistir.
Ayrica iki grup arasinda fark Sekil 4.1-1 ve Sekil 4.1-2’te gorsellestirilmistir. Bu
bulgulara gore, I/R+DMAH grubundaki hasar skorlarmn (Ort. Hasar:4.14) /R grubuna
(Ort. Hasar:3.57) gore ortalama olarak daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Ayrica iki
grubun Chiu hasar skorlar1 arasindaki fark non-parametrik Mann-Whitney U testi ile

karsilagtirilmig, ancak gruplar arasindaki bu fark isatistiksel olarak anlamh
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bulunamamistir (p-degeri=0.318). Her ne kadar aradaki fark anlamli bulunmamigsada,

DMAH verilmesinin doku hasari iyilestirici bir etki gostermedigi sOylenebilir.

Ortal Mann-
rtalama ;
Grup Medyan Deger Aralig Whitney U Fz- .
(S. Sapma) (CAA™) test degeri
istatistigi
3.00
/R 3.57 (0.78) 3.00-5.00
(1.00)
16.000 0.318
5.00
I/R+DMAH 4.14 (1.21) 2.00-5.00
(2.00)

*CAA: Ceyrekler Arast Agiklik

Tablo 4.1-2. i/R ve I/R+DMAH gruplarinin ileum hasar skorlamasi karsilastirilmasu.

Chiu hasar skorlamasi

6.00

5.00

4.00

3.007

2.007

1.007

004

/R

Grup

I
I/R+DMAH

Sekil 4.1-1. i/R ve I/R+DMAH gruplarmin Chiu hasar skorlari
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Sekil 4.1-2. Hematoksilen & Eozin Boyama’da Chiu Skorlari. A) Chiu skor 0; B) Chiu skor 3; C)
Chiu skor 4; D) Chiu skor 5

4.2. Mikrobiyolojik Analiz sonuclari

Deneklerden steril ortamda alinan MLN, dalak, KC ve kan doku érneklerinde bakteri

iireme durumlar tablo 4.2-1’de verilmistir.
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Ureme Ki-kare
Doku Grup olan doku | Toplam test p-degeri
sayisi istatistigi
Say1 0 7
Kontrol
% %0.0 %100.0
. Say1 7 7
MLN /R 15.167 0.001*
% %0.0 %100.0
. Say1 5 7
I/R+DMAH
% %71.4 %100.0
Say1 0 7
Kontrol
% %0.0 %100.0
. Say1 6 7
Dalak /R 10.500 0.005*
% %85.7 %100.0
) Say1 3 7
I/R+DMAH
% %42.9 %100.0
Say1 0 7
Kontrol
% %0.0 %100.0
. Say1 7 7
Karaciger I/R 14.127 0.001*
% %2100.0 | 9%100.0
) Say1 3 7
I/R+DMAH
% %42.9 %100.0
Say1 0 7
Kontrol
% 0.00% | 100.00%
. Say1 1 7
Kan I/R 2.100 0.350*
% 14.30% | 100.00%
. Say1 0 7
I/R+DMAH
% 0.00% | 100.00%

Tablo 4.2-1. Gruplara gére MNL, dalak, KC ve kan doku 6rneklerinde bakteri tireme durumu
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Kontrol, I/R ve I/R+DMAH gruplarindaki deneklere ait doku oérneklerinde bakteri
tireme yiizdeleri karsilagtirllmis gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak

incelenmistir.

Buna gore, Kontrol grubunda hi¢c bir doku orneginde bakteri iiremesi
gozlenmemistir. /R grubunda orneklerin %75’inde, I/R+DMAH grubunda ise
%39.3’linde bakteri tiremesi olmustur. (Tablo 4.2-2), (Sekil 4.2-1)

Ki-kare
Ureme olan testi p-
doku sayis1 Toplam | istatistigi | degeri
Grup Say1 0 28
Kontrol % 0.0 % 100.0% 33.418 <0.001
Say1 21 28 *
I/R % 75.0% 100.0%
Say1 11 28
/R+DMAH | % 39.3% 100.0%
Toplam Say1 32 84
% 38.1% 100.0%

* a=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.

Tablo 4.2-2. Gruplara goére dokularda toplam bakteri iireme oranlarinin karsilastirilmasi
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Bakteriyel
100.0%— Translokasyon
Wvar
Mok
80 0%
B 600%
[ |
=
S
40.0%
20 0%
0.0%—
K I/R I/R+DMAH
GRUP

Sekil 4.2-1. Gruplara gore bakteri iireme oranlari

Bu sonuglara gére kontrol grubunda hicbir doku érneginde iireme olmamustir. I/R
grubunda 28 doku 6rneginin 21’inde (%75) reme olurken, I/R+DMAH grubunda 28
dokudan 11’inde (%39.3) iireme olmustur. I/R+ grubuna gore I/R+DMAH grubunda
daha az sayida doku orneginde bakteri tiremesi olmustur. Bu sonug istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.001). /R grubunda dokulara olan bakteri translokasyonu,

DMAH uygulanan grupta azalma gostermistir.

Ayrt ayr1 dokularda bakteri iireme durumu ve I/R ve I/R+DMAH gruplari

arasindaki karsilastirmali sonuglar Tablo 4.2-3°de verilmistir.
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Ureme

olan Ki-Kare P-
Doku Grup doku | Toplam | Istatistigi | Degeri
sayisi
7 7 2.333 0.127
/R
(%) 100.0% | 100.0%
‘ Say1 5 7
MLN I/R+DMAH
(%) 71.4% | 100.0%
Say1 6 7
I/R 4.677 0.031*
(%) 85.7% | 100.0%
Dalak ‘ Say1 3 7
I/R+DMAH
(%) 42.9% | 100.0%
Say1 7 7
I/R 5.600 0.018*

(%) | 100.0% | 100.0%

Say1 3 7
Karaciger | /R+DMAH

(%) | 42.9% | 100.0%

Say1 1 7 1.077 0.299
I/R
(%) | 14.3% | 100.0%
Say1 0 7
Kan I/R+DMAH

(%) 0.0% | 100.0%

* 0=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.

Tablo 4.2-3 Gruplara MNL, Dalak, KC ve kan doku 6rneklerinde bakteri iireme durumlar. i/R ve
I/R+DMAH gruplarimin karsilastirilmasi
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I/R ve /R+DMAH gruplarindaki iireme oranlar1 arasindaki farka her bir doku
icin ayr1 ayr ki-kare testleri ile bakilmistir. Bu bulgulara gore dalak ve karacigerde iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Dalak i¢in p-degeri=0.031;
Karaciger icin p-degeri=0.018). Dalak dokusunda, I/R grubunda bakteriyel
translokasyon ratlarin %85.7’sinde, I/R+DMAH grubunda ise %42.9’unda gozlenmistir.
Karaciger dokusunda ise, I/R grubunda bakteriyel translokasyon ratlarin tamaminda,
[/R+DMAH grubunda ise %42.9’unda g6zlenmistir. MLN ve Kan doku érneklerinde ise
bakteriyel translokasyon oranlar1 agisindan I/R ve I/R+DMAH gruplar arasinda anlaml

fark bulunamamustir.

Bu sonuglara gore DMAH uygulamasinin deneklerde o6zellikle Dalak ve KC
doku oOrneklerinde goriildiigii gibi bakteri translokasyonunu onemli derecede azalttigi

gorilmiistiir.

4.3.Doku Orneklerinde Doku Grami Basina Diisen Bakteri Sayis1 (Bakteriyel

Translokasyon Indeksi kob/g=koloni sayisi/ gram)

Kontrol grubunda hicbir doku 6rneginde bakteri liremesi olmadig: i¢in bu gruba ait
bakteri sayilar1 sifir olup tabloya dahil edilmemistir. Tim gruplara ait kan érneklerinde
ise sadece I/R grubunda bir ratta bakteri iiremesi olmustur. Buda tabloya dahil
edilmemistir. Gruplara ait MLN, Dalak, ve KC orneklerinde gram doku basina diisen
ortalama bakteri sayilari Tablo 4.3-1’de verilmistir. MLN, Dalak ve Karaciger
dokularinda I/R ve I/R+DMAH gruplarinda bakteri sayilar1 ayr1 ayr1 karsilastirilmistir
(Sekil 4.3-1). Bu bulgulara gére Dalak ve Karaciger dokularinda /R+DMAH grubunda
belirgin oranda daha az bakteri sayisi oldugu sonucuna varilmistir. Ancak MLN
dokusunda I/R+DMAH grubunda gozlenen bakteri sayilar1 I/R grubuna gére daha fazla
olmustur. Her bir doku i¢in I/R ve /R+DMAH gruplar1 ayr1 ayr1 Mann Whitney U testi
ile karsilastirildiginda, gruplar arasindaki bu fark veri sayisi azligindan istatistiksel
olarak anlamli  bulunmamistir  (p-degerimin=0.535, p-degeripaLak=0.165, p-

degerikaraciGer=0.565).
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Bakteri Mann-
sayisy/gr Whitney U
Doku Ortalama | Medyan Deger test
Grup (S.Sapma) (CAA*) Arah@ istatistigi p-degeri
, 3741.20 3235.67 568.72-
/R (3853.67) | (3796.05) 11818.18
MLN 19.000 0.535
7109.17 4751.87 0.00-
/R+DMAH | (8196.16) | (9099.10) 23890.78
, 5534.18 2181.02 0.00-
/R (6811.85) | (10949.63) | 17621.15
Dalak 13.000 0.165
. 1400.84 0.00
UR+DMAH | (2283.82) | (220885 | 0:00-6172:84
, 4099.74 1520.00 0.00-
/R (5105.15) | (6715.72) 14000.00
Karaciger 13.000 0.165
, 961.42 0.00
R+DMAH | (1551.84) | (1693.00) | -00-41%6.77

*CAA: Ceyrekler Arast Agikl

Tablo 4.3-1. Gruplara gore MNL, Dalak, KC orneklerinde ortalama gram doku basina diisen

dokularda bakteri sayilar1 karsilagtirmalar:
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DOKU: MLN DOKU: DALAK

25000.00 016 20000.00

J

20000.007

L5

15000.00-

o

15000.00—

10000.00-]

10000.007

5000.00

Bakteri sayisi (kob/g)
Bakteri sayisi (kob/g)

5000.00

00 @ L |___|__|

— T 00 ==

I/R I/R +DM AH Me:eme:ak Iskemi Mezenterik Isl:\emi + DMAH
/R I/R+DMAH

DOKU: KARACIGER

1250000

10000.00

7500.00]

5000.00 -

Bakteri sayisi (kob/g)

2500.00-
00 L i

T T
Mezenterik Iskemi Mazenterik lskemi + DMAH

/R I/R+DMAH

Sekil 4.3-1. Gruplara ait MLN, Dalak, KC érneklerinde ortalama bakteri sayilarimin sekil olarak
gosterilmesi

Ayrica bu ii¢ organa ait toplam ortalama bakteri sayilar1 da Tablo 4.3-2°de ve sekil
4.3-2°de verilmistir. I/R ve /R+DMAH gruplar1 arasinda, doku grami basina diisen
bakteri sayis1 (bakteriyel translokasyon indeksi, kob/g) acisindan fark olup olmamasi
incelenmistir. Normallik testi sonucunda, verilerin normal dagilmadigr sonucuna

ulagilmis bu nedenle iki grubun bakteri sayilar1 arasindaki fark non-parametrik Mann-
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Whitney U testi ile karsilagtirilmistir.  Tablo 4.3-2 ve Sekil 4.3-2’de gosterildigi gibi
[/R+DMAH grubunda gozlenen bakteri sayisisinin ortalama ve medyan degerinin I/R
grubuna gore daha az oldugu sonucu elde edilmistir, ancak gruplar arasindaki bu fark

istatiksel olarak anlamli bulunamamuistir (p-degeri=0.101).

Bakteri

sayisy/gr Mann-

Ortalama Whitney U

(S.Sapma | Medyan Deger test

Grup ) (CAA™) Arahgi istatistigi | p-degeri

iR 4458.37 2181.03 0.00 -

(5179.23) | (6754.48) 17624.15

156.0 0.101

. 3157.14 880.19 0.00 -
VR+DMAH (5539.01) | (4454.32) | 23890.78

*CAA: Ceyrekler Aras1 Agiklik

Tablo 4.3-2. I/R ve /R+DMAH gruplarina ait doku érneklerinde gram doku basina diisen toplam

bakteri sayilarinin karsilastirilmasi
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Bakteri sayisi (kob/g)

25000.00

20000.00

15000.00

10000.00

5000.00

58

39

.00

/R I/R+DMAH
GRUP

Sekil 4.3-2 I/R ve I/R+DMAH gruplarma ait dokularda gram doku basina diisen toplam bakteri

sayilari
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5. TARTISMA

Mezenterik iskemi, % 60 - % 80 orani ile yiiksek bir mortaliteye sahip olup,
giiniimiizde hala 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir (49). Intestinal
obstriiksiyon, inkarsere herni, ince barsak volvulusu, pndmoperitoneum ve nekrotizan
kolit gibi ¢esitli klinik durumlarda akut mezenterik iskemiye bagli intestinal Iskemi
reperfizyon hasari ile kars1 karsiya kalinmaktadir. Mezenterik iskemi hastalarda ciddi
morbitide ile seyreder ki bunlar arasinda malabsorpsiyon, siddetli diyare, kisa barsak

sendromu sayilabilir.

Akut Mezenter Iskeminin (AMI) mortalite oraninin bu kadar yiiksek olmasinin en
onemli nedeni hastalifin tanisinda ve ayirict tanisinda kullanilabilecek, hastalifa 6zgii
tetkik ve fizik muayene yoOntemlerinin olmamasi, bu sebeple tan1 ve tedavide geg
kalinmasidir. Erken tani, mezenterik kan dolagimimi saglayarak pek ¢ok vasoaktif
mediator, sitokin, endotelin ve serbest toksik oksijen radikalleri salinimini engelleyerek,
reperfiize edilen dokuda l6kosit aktivasyonu, endotel disfonksiyonu, doku 6demini

azaltabilmekte ve ortaya ¢ikabilecek mukozal hasar hafifletmektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda sinirl sayida farmakolojik ajanin, intestinal
Iskemi reperfiizyon hasarinda kismen yarar sagladigi gosterilmis; ancak tamamen etkili
bir ajan gosterilememistir (50). Literatiire bakildiginda Iskemi reperfiizyon hasari ile
ilgili daha ¢ok tek ajanli olmak iizere, kombine tedavi rejimlerinin de kullanildig
deneysel ¢alismalar1 gérmek miimkiindiir. Calismalarda vurgulanan temel amag Iskemi
reperflizyon siirecinin ¢oklu hasar mekanizmalarini inhibe etmek, bu mekanizmalar
tetikleyen inflamatuar ve toksik mediatorlerin olusmasini engelleyerek hasari azaltmak

veya ortadan kaldirmaktir.

Mezenterik iskemi sonrasinda ince barsaklarda ortaya ¢ikan Iskemi reperfiizyon
hasar1 barsaktaki canli bakterilerin ve/veya iirlinlerinin barsak bariyerini gegerek

mezenterik lenf nodlar1 (MLN'ler), dalak, karaciger ve kan dolasimi gibi steril viicut
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bolgelerine gegmesi olarak tanimlanan bakteriyel translokasyona zemin hazirlamaktadir.
Ozban M ve ark.’nin (51) sicanlarda superior mezenterik arter okliizyonuyla intestinal
Iskemi reperfiizyon hasar1 olusturdugu calismada, Iskemi reperfiizyon hasarinin
bakteriyel translokasyonu (BT) tetikledigini saptamistir. Berg D. (36) tarafindan
bakteriyel translokasyona oOnculik eden ¢ primer mekanizma tanimlanmistir: 1. Asiri
intestinal bakteriyal bilyiime, 2. Konak¢1 immiin savunma yetersizligi ve 3. Intestinal
mukozal permeabilitede artis veya hasar olarak tanimlanmustir. Mezenterik Iskemi
reperfizyon hasarinda ortaya ¢ikan BT’da daha ziyade son mekanizmanin rol oynadigi
aciktir. Bu mekanizmanin oral risinoleik asit, endotoksemi, zymosan enjeksiyonu, termal
hasar ve hemorajik sok ile de tetiklenebilecegi belirtilmistir (36). Morehouse J ve ark.
(52) risinoleik asidin intragastrik inokiilasyonunun intestinal mukozay1 ciddi bi¢imde
harapladigin1 ve Gastrointestinal trakt yoluyla pek c¢ok endojen bakteri tiirliniin
translokasyonuna imkan sagladigin1 gdstermistir. Ayrica hemorajik sok, endotoksik sok
veya termal hasar kaynakl sok ile iliskili I/R’nun da intestinal epitelyuma hasar vererek
bakteriyal translokasyonun oniinii agtig1 belirtilmistir (53). Calismamizda da mezenterik
iskemi uygulamasinin ileumda doku hasar1 olusturdugu patolojik incelemelerle ortaya
konulmus ve deneklerde bakteri translokasyonundaki artisa bunun yol agti1
diistiniilmiistir. Grup 3’te ileum doku hasari skorlar1 DMAH uygulanmasina ragmen
daha fazla bulunmustur. Bu sonug beklentimizin tersine ortaya ¢ikan bir durumdur. Ote
yandan I/R+DMAH grubundaki doku hasari skorlarindaki artis istatiksel olarak da

anlamsiz bulunmustur.

Bakteriyel  translokasyona neden olan iskemi  reperflizyon nedenli
vazokonstriksiyon, oksidatif stres, notrofil gocl ve trombosit agregasyonu ile olusan
mikrosirkllatuar disfonksiyonun onlenmesi AMI igin terapotik bir hedef olabilecegine
isaret etmektedir. Bu baglamda, antikoagiilan etkilerinin disinda 16kosit adhezyonunun
Oniine gecerek endotel hasarina karsi protektif etki gosterdigi ve dolayisiyla
mikrosirkilatuar disfonksiyonu da dnleyebilecegi one siiriilen Diisiik Molekiil Agirlikli

Heparin (DMAH)’nin AMI tedavisinde de yarar saglayabilecegi diisiiniilerek bu
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calismada enoksiparinin mezenterik iskemi sonrasinda gastrointestinal anatomik

degisiklikler ve BT iizerine etkileri incelenmistir.

Alexander ve ark. (54) enterik bakterilerin, mukoza boyunca hasarli epitel hiicreleri
veya hasarli hiicre bilesenleri yoluyla ilk olarak en hassas bdlge olan MLN'ye
yerlestigini  gostermistir. Bazi1 bakteriler MLN'de hayatta kalabilmekte, kana
karisabilmekte ve sistem sirkiilasyonu yoluyla karacigere, bobrege ve dalaga yayilim
gosterebilmektedir. Bizim calismamizda da MLN’ye yayilan bakteri sayisi istatiksel
olarak anlamli bulunmamis olsa da, literatiirle tutarli olacak sekilde gram doku basina
diisen bakteri sayis1 karsilastirildiginda MLN’de karaciger ve dalaga kiyasla daha fazla
bakteri yiikii tespit edilmistir. Bu da bakterial translokasyonun ilk olarak MLN’den
yayildigini, bakterilerin dncelikle bu bdlgeye yerlestigini desteklemistir.

Son yillarda anti-trombotik molekiillerin de antioksidan etkiler gdsterebilecegi
ileri strtilmektedir (55). Ornegin, bir DMAH olan enoksaparinin beyin dokusunda,
travmatik beyin hasar1 kaynakli tiyobarbiitirik asit reaktif maddelerdeki (TBARS) artisi,
okside protein duzeylerindeki yikselmeyi ve COX-2 asir1 ekspresyonunu hafiflettigi,
dolayisiyla antioksidan ve anti-inflamatuvar Ozellikler tasiyor olabilecegi One
stiriilmiistir (56). Bu oOneriyi destekler sekilde Okutan H. ve ark. (57) yaptiklar
calismada vendz trombozis olusturulan ratlarda DMAH’in (deltaparin, enoksaparin,
nadroparin) ven duvarindaki erken nétrofil infiltrasyonunu azaltarak akut inflamasyonu
azalttigin1 gostermislerdir. Daha detayli olarak ise Wang L ve ark. (58) heparinlerin
potent anti-inflamatuar etkilerinin P-selectin ve L-selectin blokaji araciligiyla ortaya
ciktigini bildirmistir. Harada ve ark. (59) ise bir heparinoid olan danaparoid sodyumun
iskemi-reperflizyon hasarina maruz kalan siganlarda duyu noronlarindan salinan bir
noropeptid olan ve organ hasarini iyilestiren kalsitonin-gen-iliskili peptid (CGRP)

salimin1 arttirdigini géstermistir.

Bizim c¢aligmamizada da Enoksaparinin mezenterik iskemi kaynakli barsak
translokasyonunu azaltabilecegi gosterilmistir. Bu etkinin altinda hangi molekiiler

yolaklarin yer aldig1 ileride yapilacak c¢alismalarla ortaya konabilecektir. Elimizdeki
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mevcut bilgiler enoksaparinin anti-oksidan ozelliginin bu sonucun ortaya ¢ikmasina

katki sagladigini diisiindlirmektedir.

Enoksaparinin BT yi azaltmada yeterli perfiizyonu saglayabilecek kiigiik damar
yogunlugunu koruyabilme etkisinin, onceki c¢alismalarda ortaya konmus olan, anti-
inflamatuar 6zelligi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. (5, 6, 60). Nitekim, Iba
ve ark. (5), sadece koagiilasyon bozuklugunun diizelmesinin degil, ayn1 zamanda
dolasimdaki pro-inflamatuar sitokin diizeylerinin diizenlenmesinin de siganlarda organ
disfonksiyonunu  koruma mekanizmasinda rol oynayabilecegini = gOstermistir.
Calismamiza benzer sekilde sicanlarda mezenterik arter iskemisi olusturulmus ve
MLN’de BT incelenmis olan bir ¢alismada da inflamatuvar molekiillerdeki azalmanin
MLN’ye transloke olan bakteri miktarindaki diisiisle korele oldugu gozlenmistir (61).
Enoksaparinin mezenterik Iskemi reperfiizyon indiiklii BT iizerinde ilk defa tarafimizca
tespit edilmis etkisine, pek cok calismada gdsterilmis olan anti-inflamatuvar 6zelliginin
de katki saglayabilmesi s6z konusudur. Literatiire bakildiginda intestinal Iskemi
reperfizyon hasarinda DMAH’larin anti-inflamatuvar 6zellikleriyle ilgili herhangi bir
bulguya rastlanmazken Zhang ve ark (62) DMAH’nin serebral iskemi reperfiizyon
hasarini inflammatuvar reaksiyonu azaltmanin yani sira enerji metabolizmasini arttirarak

ve apoptozisi inhibe ederek hafiflettigini ortaya koymustur.

Heparinlerin antikoagiilan 6zellikleri vendz trombozu onlemek ve diisiik akish
iskemi ve tedavi sonrasinda reperfiizyon sirasinda mikrosirkiilasyonu gelistirmek igin
gereklidir. Buna karsilik, antikoagiilan etkileri nedeniyle heparinlerin, siddetli
mezenterik I/R sirasinda meydana geldigi bilinen kanama komplikasyonlarmi ve
hemorajileri siddetlendirdigi de bilinmektedir (63). Intestinal Iskemi reperfiizyon
hasartyla ilgili pek ¢ok calismada terapdtik dozda uygulanan heparin sodyumun yarar
saglamaktan ziyade intestinal hasari agreve ettigi bildirilmistir (64-68). Bu problemi
daha detayli bir sekilde incelemek amaciyla Walensi ve ark. (69) heparin sodyumun ve
enoksaparinin subterapotik (antikoagiilan etkinin goriilmedigi) dozlarmin intestinal
iskemi reperflizyon hasarina etkisini siiperior mezenterik arter iskemisi modelinde

incelemistir. Calismada iskemi 6ncesinde sub-terap6tik dozda uygulanan enoksaparinin,
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intestinal mikrosirkiilasyondaki degisimlerden bagimsiz olarak intestinal koruma
sagladigr gosterilmistir. Bu veriler dogrultusunda da enoksaparinin koagiilasyonu
etkilemeyen dozlarda iskemi reperfuzyon-indikli gastrointestinal klinik komplikasyon
riskini azaltabilecegi vurgulanmistir. Daha farkli olarak, Yeh YC ve ark. (3) tarafindan
yapilmis olan ¢aligmada enoksaparinin endotoksemik sicanlarda mikrovaskiiler tromboz
formasyonunun Oniine gecerek ve normal ortalama arteriyal basinci idame ettirerek
intestinal mikrosirkiilatuvar disfonksiyonu engelleyebilecegi rapor edilmistir.Bizim
caligmamizda ise Chiu skorlamasina gore ileum hasar siiflandirmasi kiyaslandiginda,
DMAH verilen siganlarda ileum hasarinin istatiksel olarak degismedigi, hasar gelisen
dokularin da agirlikli olarak grade 4 ve 5 skorunda oldugu saptanmistir. Bu da heparinin
ulserasyon ve hemoraji tistiinde olumlu etki yaratmadigini, aksine anti-koagulan etkisi

sebebiyle kanama yatkinligini arttirdigini desteklemistir.

Calismamiz da yer alan gruplar MLN, karaciger, dalak ve kan bakteriyel
translokasyonu, bakteri yiikii agisindan ve ileum hasarlar1 karsilastirilmistir. Gram doku
basina diisen bakteri sayis1 ve ileum hasar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamis olsa da tiim ekstraintestinal dokular i¢in mezenterik
iskemiyle bakteri transokasyonunun indiiklendigi ve bu translokasyonun DMAH

tedavisiyle hafifledigi sdylenebilir.
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6.SONUC ve ONERILER

Mezenter iskemi ve reperflizyon gelisen olgularda diisiik molekiil agirlikli
heparinin etkilerini arastirdigimiz bu ¢alismada; DMAH’1n terminal ileumdaki iskemi ve
reperflizyon hasarini azaltmadigr goriilmiistir. Buda DMAH’in antikoagiilan ve

antifibrinolitik etkisine bagli iilserasyon ve hemoraji yapmasina baglanmistir.

Bununla beraber klinikte, hastalar tizerinde yillardir giivenle kullandigimiz
DMAH’1n bizim c¢alismamizda da ispatlandigi gibi bakterial translokasyonu azaltici
etkisi bulunmustur. Yanlizca cerrahi kliniklerde degil bir¢ok klinikte hastalarda en ¢ok
korktugumuz son donem sepsis klinigini diizeltmede olumlu etkileri bir¢ok calismada
ispatlanmistir. Bizim ¢alismamizda da; bakterial translokasyonu azaltarak bu olumlu
etkilerine ek bir katki sundugu inancindayiz. Bu da DMAH’1n klinikteki hastalar i¢in

hala ¢ok giivenli bir molekiil oldugunu gostermektedir.
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