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GIRIS

Akut mezenterik iskemi (AMI), % 60-80 arasinda mortaliteye yol agan vaskiiler
bir acil durum olup potansiyel mortalitesinin yaninda bu cerrahi problemin insidansinin
giderek arttig1 bildirilmektedir (1-5). AMI’nin uygun tedavisi i¢in patolojinin erken
taninmast ve barsak nekrozunu Onlemek i¢in mezenterik kan akiminin yeterli
restorasyonunu saglayacak terapdtik yontemlerin acil olarak uygulanmasina gereksinim

vardir (3,6,7).

Mezenterik iskeminin etyolojisi ne olursa olsun, sonuglar birbirine benzerdir ve
barsak fonksiyonunda hafif bozukluklardan transmural nekroz ve gangrene kadar
degisebilir (8). Mezenterik kan akiminin okliizyonuyla olugsan bu doku yikimi, siklikla
tedaviye yonelik girisimleri takip eden reperflizyona bagli hiicresel hasarin bir
sonucudur (9). Hasarlanmis mukoza endojen mikroorganizmalara karsi direncini
kaybeder ve bunun sonucunda bakterilerin mezenterik lenf nodlari, karaciger, dalak ve

kan dolasimi gibi ekstraintestinal alanlara translokasyonu gerceklesir (10).

Serbest oksijen radikallerinin reperfiizyon hasarinda rol oynadiklari, N-
asetilsistein, selenyum, vitamin E ve C, siiperoksit dismutaz, katalaz ve melatonin gibi
antioksidanlar ve serbest radikal tutucularmin varhiginda doku hasarinin azalmasiyla
gosterilmistir 11,12). Tempol, nitroksit grubunda yer alan antioksidan bir ajan olarak
stiperoksitleri ve olasilikla diger toksik radikalleri in vivo olarak detoksifiye eder ve
oksidatif strese bagli hasarlarin engellenmesinde terapotik potansiyele sahiptir (13-15).
Daha da fazlasi, ayn1 zamanda hiicre i¢i serbest radikal tutucusu olan Tempolun splenik
arter okliizyonuna maruz birakilmig ratlarda intestinal hasar1 azalttig1 da gosterilmistir
(16). Yakin zamanlarda yapilan calismalarda melatonin ve selenyumun ratlarda
intestinal iskemi/reperfiizyon hasarina bagli bakteriyel translokasyonu &nledigi
gosterilmistir (17,18). Bu calismada, ratlarda intestinal iskemi/reperfiizyonu takiben
gelisen bakteriyel translokasyonun engellenmesinde Tempol’un etkinliginin aragtirilmasi

amagclandi.



GENEL BILGILER

HUCRE ZEDELENMESI

Iskemi viicudun bir bolgesinin kanlanmasinin yavaslamasi ve durmasi olarak
tanimlanir (19,20). Iskemik doku ya da organin yeterince kanlanamamasi sonucu, doku ya
da organ gerekli besin maddelerinden, oksijenden yoksun kalir ve iskemik bdlgede olugan
toksik metabolitler uzaklastirilamaz. Bunun sonucunda iskemi dokularda ciddi hasara yol agar.
Dokularda iskemiye bagh olusan hasar hiicresel diizeyde birbirini izleyen molekiiler ve
yapisal olaylarla gerceklesir (20,21).

Iskeminin siiresine ve siddetine bagh olarak iki tiirlii hiicresel zedelenme ortaya
cikar.

A-Geri doniislii zedelenme

B-Geri doniissiiz zedelenme

A-Geri Doniislii Zedelenme

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer, hiicrenin aerobik solunumudur.
Mitokondriumdaki oksidatif fosforilasyonu engeller, adenozin trifosfat (ATP)
olusumunu durdurur. ATP kaybi hiicre i¢inde ¢esitli sistemleri yaygin olarak etkiler.
Ozellikle hiicre zarinin aktif sodyum pompasiin yetersizligine yol agarak hiicre iginde
sodyum birikmesine ve hiicreden potasyum kaybedilmesine yol agar. Solid materyalin
birikimine izoozmotik su birikimi eslik ederek hiicrede akut sisme olusur (22).
Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat,
nikotinamid adenin diniikleotid birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur.
Iskemik dokuda bulunan oksijen ise oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz
kalir ve glikolizis sonucu olusan piruvat Krebs siklusuna girmeyerek laktata doniisiir.
Boylece glikojenden ATP olusumu ile hiicrenin enerji kaynaklari korunur. Glikoliz,
laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi sonucunda inorganik fosfat birikimine neden
olur ve hiicre i¢i pH'y1 disiiriir. Hipoksi devam ederse, zar gegirgenligi artar, hiicre

ylizeyinde tomurcuklanmalar olusur. Bu sirada mitokondriyumlar yogunlagmus,



endoplazmik retikulum genislemis ve tiim hiicre belirgin olarak sigmistir. Tim bu
bozukluklar oksijen verilince geri doniigiimliidiir. Buna ragmen eger iskemi siirerse, geri

doniigsiiz zedelenme olusur (22).

B-Geri Doniissiiz Zedelenme

Morfolojik olarak geri doniigsiiz  zedelenmeye mitokondrilerin  daha  siddetli
vakoulizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan zengin cisimciklerin
birikimi eglik eder. Burada sitoplazma membranlarmda yaygin hasar ve lizozomlarda sigme de
vardir. Ozellikle iskemik alan yeniden kanlandirilirsa hiicre i¢ine masif kalsiyum akis1 olur.
Asin gecirgen membranlardan proteinlerin, esansiyel koenzimlerin ve riboniikleik asitlerin
kaybt devam eder Lizozomal membranlann zedelenmesi enzimlerin sitoplazma igine
sizmasina yol acar. Asit hidrolazlar, iskemik hiicrenin azalmus hiicre igi pH'sinda aktiflegerek
sitoplazmik ve niikleer elemanlar1 parcalar. Hiicresel enzimlerin hiicre digina yaygin olarak
sizmas1 yanisira interstisyumdaki hiicre digi makromolekiillerin de hiicre igine gegisi s6z
konusudur. Hiicre i¢i proteinlerin pargalanmuis hiicre membranindan gegerek periferik dolagima
sizmast, kan serum dmeklerinde dokuya 6zgiil hiicre zedelenmesi ve Sliimiinii gosterdiginden
degerli bir bulgudur.Kalp kasi kreatin kinaz enzimi dolagima gegen hiicre ici proteinlere ornektir.
Sistemik dolagimda hiicre i¢i protein diizeylerinin artisi  dokularda irreverzibl zedelenme ve

hiicre 6limiinii yansitir (23).

HUCRE ZEDELENMESINDE SERBEST RADIKALLER

Giinlimiizde molekiiler oksijen tarafindan olugsan doku hasari ve hiicre OGliimiiniin,
birgok metabolik reaksiyonun sonucu olarak olusan serbest radikallerin yeterli
uzaklagtirilamamasindan dolay1 oldugu kabul edilmektedir (24,25). Serbest radikaller, dig
yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan molekiillerdir. Eslenmemis
elektronlar molekiilleri kararsiz hale getirdiginden stabil molekiiller degildir ve bir bagka
molekiille etkileserek, bu elektronu eglemek ve boylece kararli hale gelmek egilimindedirler.

Bu nedenle son derece reaktif molekiillerdir ve yar1 dmiirleri gok kisadir (24).



SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERI

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, oksijenden olugan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali (SOR) biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit gegis metallerinin iyonlari ve hidroksil radikalleridir (26).

Siiperoksit Radikali; Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu serbest stiperoksit radikal anyonu (O,-) meydana gelir. Siiperoksit bir
radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit
kaynag1 olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (27).

Hidrojen Peroksit; Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron
almasi veya siiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olugur. Peroksit molekiilii
2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,O;), olusturur. Hidrojen peroksit
serbest bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda énemli bir rol oynar (28,29).

Hidroksil Radikali; Hidroksil radikali (OH") hidrojen peroksitin gegis metallerinin
varhginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir (29). Suyun yiiksek enerjili
iyonize edici reaksiyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olugur. Son derece
reaktif bir oksidan radikaldir. Olustugu yerde biiyiik hasara neden olur.

Nitrit Oksit; Nitrik oksit (NO), c¢ogunlukla vaskiiler tonusun regiilasyonunda adi gegen,
multipotent, haberci bir molekiildiir. Nitrik oksitin, enfeksiyonlarla savagmak, damarlar1 kan
pihtist olusumundan korumak, sinir sisteminde sinyal molekiilii olarak rol almak ve organlarda

kan akimim kontrol etmek gibi birgok diizenleyici rolii tistlendigi bulunmustur (30).

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller elektronlardan dolayr ¢ok reaktif molekiiller oldugundan; hiicrenin
herhangi bir boliimiinii dogrudan oksitleme 6zelligine sahiplerdir. Ancak, membran lipidleri,
proteinler,deoksiriboniikleik asit (DNA) zincirleri ve karbonhidratlar serbest radikallerin
saldirisina en duyarh molekiillerdir. Serbest radikaller mitokondirideki aerobik solunumu ve
kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybimi ve trombosit agregasyonunu

artirirlar (25,31).



A-Membran Lipitlerine Etkileri

Membran yapisinda yeralan doymamig yag asitlerinin, serbest radikaller tarafindan,
peroksitler, aldehitler, alkoller, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli iiriinlere
yikilmasina lipid peroksidasyonu denir (32). Membran yapisindaki proteinlerle etkilesime
girebilen bu triinler, proteinlerin ¢apraz baglanmasina ve agregasyonuna neden olmakta;
bdylece, membran permeabilitesini arttirarak, hiicrenin iyon dengesini bozmakta, membran
akigkanligim azaltmakta, membrana bagli reseptdrlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol
agmaktadirlar. Aynca, mitokondri, mikrozom gibi hiicresel organellerin fonksiyonlari da bozan
bu {iriinler, hiicresel biitiinliigiin kaybolmasma neden olurlar (33). En toksik peroksidasyon
iirlinlerinden olan malondialdehit (MDA), yukarida verilen toksik etkilerinin yanisira; kolay
difiize olabildiginden, DNA'nin nitrojen bazlariyla da reaksiyona girebilmekte ve DNA
zincirinde mutasyonlarin olugsmasina neden olmaktadir (34).

B-Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin ansatiire ve siilfiir iceren molekiillerle olan reaktivitesi sebebiyle,
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asit i¢eren proteinler
serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller olusur (35). Bu reaksiyonlar sonucu immunglobulin G ve albumin gibi ¢ok sayida
disiilfid bagi bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilart bozulur. Bdylece normal
fonksiyonlarmi yerine getiremezler (27).

C-Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'yi etkiliyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Sitotoksite biiyiikk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonundan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklara
baghdir (27,36). Aktivite olmug nétrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca
gecerek ve hiicre ¢gekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta dliimiine
yol agabilir (27).

D-Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu olugan hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzalaldehidler meydana gelirler. Okzalaldehidler DNA, riboniikleik asit ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma &zelliklerinden dolayr antimitotik etki

gosterir. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar (27).



ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Reaktif oksijen tiirlerinin olugumu ve bunlarm meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin
viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antitoksidan savunma sistemleri

veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir.

A-Dogal (Endojen) Antioksidanlar;

1- Enzimler

a) Siiperoksit dismutaz(SOD): Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizler (35,36). Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararl etkilerine karsi korumaktir.
Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

b) Katalaz : Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Peroksizomlarda
lokalizedir (36). Hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalar (27).

¢) Glutatyon peroksidaz : Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidroperoksidlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden
sitozolik bir enzimdir (36). Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger
(27, 36).

d) Glutatyon -S- transferazlar : Glutatyon -S- transferaz (GST)’lar antioksidan
aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli biokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Tiim
canli hiicrelerde bulunmasi hayati 6neminin gostergesidir.

2- Enzim Olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar: Alfa tokoferol (E-vitamini), beta karoten.

b) Sivi fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda ) bulunanlar: Askorbik asit,

melatonin, hemoglobin, myoglobulin, glutatyon, seruloplazmin, sistein.

B- Ekzojen Antioksidanlar;

1- Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, folik asit, tungsten, pterin aldehit

2-NADPH oksidaz inhibitorleri: Kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid
antiinflamatuarlar, lokal anestezikler.

3- Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin.



4- Sitokinler: Tiimdr Nekroz Faktor (TNF), interlokin (IL)-1

5-Barbitiiratlar

ISKEMI-REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

Bir dokunun kan desteginin kesilerek iskemiye maruz birakilmasi halinde bir takim
kimyasal olaylar baglayarak hiicre disfonksiyonu, interstisyel 6dem, hiicre hasar1 ve hiicre
oliimii ortaya cikar. Iskemik doku hasari olarak adlandirilabilecek bu patofizyolojik
slirecin olusmasinda, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi
onemli rol oynamaktadir (37,38). Intestinal kan akimmda kisa siireli, kiigiik miktarlarda
azalmalarda bile villiislarn uglarinda agir hipoksi olusabilir ve iskemik doku hasarimni
baslatabilir. Iskemik hasar mukozanm villiis tabakalarinda baslar (39-41). Lezyonlar yaygmn
villus epitel dokiilmesi, epitel nekrozu, lamina propriada diizensizlik, hemoraji ve iilserasyon ile
karakterizedir (42,43). Kritik ve septik hastalarda goriilen intestinal iskemi yiizeyel mukoza
hasarina sebep olurken, strangiilasyon, mezenter vaskiiler okliizyon, non-okliiziv
obstriiksiyon olarak bilinen durumlar ise daha derin doku hasarina neden olabilir (39).
Iskemi nedeniyle olusan tek bir kritik faktdr veya siire¢ dne siiriilmemekle birlikte, iskemi
esnasinda hiicre hipoksisi ve enerji krizi s6z konusu olur. ATP' nin asir1 sekilde azalmasi
dokunun enerji dengesinde bozulmaya yol acar. Hiicre i¢i ATP sentezi azalip hidrolizi
artar, enerji metabolizmasini diizenlemek igin anaerobik glikolizis hizlanarak laktik asidoz,
reperflizyonla beraber toksik serbest oksijen radikalleri artar (37,44,45). Bir saatlik
bolgesel iskemi sonrasinda artan kapiller permeabiliteye bagli olarak kapiller
filtrasyonda artma ve interstisyel sivi birikimi olur (42,46). Intestinal iskemi sirasinda
artan kapiller permeabiliteye bircok mekanizma katkida bulunabilir. Mukoza
kapillerlerinin bakteriyel endotoksinler ve lizozomal enzimlerle kargilagsmasi durumunda
permeabilite artis1 olacagi gibi, iskemik ince barsaktan serbestlegsen histamin, bradikinin,
prostaglandinler gibi ¢esitli vazoaktif maddeler de bu artigin patogenezine katkida
bulunmaktadir (69,37,42,46). Mukoza tabakalarindaki hasara bagli olarak intestinal
limenden dolagima proteolitik enzimler, bakteriler ve endotoksinler daha fazla miktarda
gecerek kardiyak ve respiratuvar fonksiyonlari olumsuz yonde etkilemektedirler (37).

Iskeminin agirlig1 arttikca, mukozanm biiyiik bir kismina ilave olarak submukoza da



kaybedilebilir. Iskemik dokuda kan akimmin yeniden saglanmasimin, enerji
gereksiniminin restore edilmesi ve toksik metabolitlerin ortadan kaldirilmasi gibi yararl
etkileri olmaktadir (37,47). Bununla birlikte iskemik bir dokunun yeniden kanlanmasi
metabolik asidoz, hiperkalemi, miyoglobinemi, nefropatik metabolik sendrom olarak

adlandirilan renal yetmezlikle karakterize bir ¢ok sistemik problemle sonuglanabilir (37)

Reperfiizyon Hasan:

Reperflizyon iskemiye maruz kalan doku ya da organlarn yeniden kanlanmasi ile
olusur ve hiicrelere yeniden oksijen girisi saglanir (21). Reperfuzyon hasari iskemi epizodunu
izleyen, kan akisinin yeniden baglamasi esnasinda bir organda meydana gelen hasar olarak da
tanimlanabilir (21).

Oksijen eksikligine bagli doku ve hiicrelerde yapisal ve biokimyasal hasarlar goriiliir
ve oksijenin doku ve hiicrelere girmesi ile birlikte bu hasarin azalmasi beklenir. Fakat yapilan
bir ¢ok c¢aligma iskemi sonucu olusan hasarin reperflizyonun saglanmasi ile daha da
siddetlendigini gdstermistir (48-50). Reperfiizyon iki ucu keskin kili¢ gibi tammlanabilir, doku
ya da organ normal metabolik fonksiyonu i¢in oksijene gereksinim duyar, fakat oksijenin
iskemik ortama girmesi bir diger olaylar zincirini tetikler ve sonugta esas olarak toksik oksijen
metabolitlerinin ortaya ¢ikmasi ile doku hasari olusur (21,51,52). Parks ve Granger
calismalarinda li¢ saatlik iskemiyi takiben olusan bir saatlik reperflizyonun, reperfilizyonsuz
dort saatlik iskemiden sonra olusan hasardan daha biiyiik hasar olusturdugunu

gostermiglerdir (41).

Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari:

Lokosit ( notrofil, lenfosit, monosit ) aktivasyonu

Reperfiizyon hasarinin énemli bir nedenidir. Iskemik bélgeye 16kositlerin, dncelikle
de polimorfoniikleer 16kositler (PNL) olan nétrofillerin infiltrasyonudur (24,51,53).
Granger iskemi periyodunda mukozadaki myeloperoksidaz (MPO) da bes ile yedi kat artig,
reperflizyon esnasinda ise mukozadaki myeloperoksidazda 18 kat artis oldugunu gozlemistir.
Yine Granger iskemi-reperfiizyon (I/R)' a bagh doku hasarmin graniilosit infiltrasyonu ile
iligkisini ~ arastirdi1  bir ¢alismada, I/R'ye bagl mukozada myeloperoksidaz aktivitesinde
artis saptamustir. SOD ya da allopurinol ile tedavinin etkilerini incelediginde hem SOD, hem



de allopurinoliin, reperflizyon sonrasi mukozada artan MPO aktivitesini anlamli bir sekilde
azalthgini gézlemistir (41,54).

Aktive olmus nétrofiller, seri reaksiyonlar sonucunda siiperoksit anyon radikali,
H,0,, OH, hipoklorik asit (HOCI) ve kloraminleri olusturarak, ileri doku hasarma neden
olurlar (55,56).

Ksantin Oksidaz (XO)

I/R'ye bagh olusan 6nemli hasar mekanizmalarindan birisi de ksantin oksidaza bagl
olarak serbest oksijen radikallerinin olusmasidir (55,57). Reperfiizyonda oksijenin ani ve fazla
miktarda yeniden dokuya girmesi sonucu ksantin oksidaz reaksiyonu ile tirik asit, yan {iriin
olarak da siiperoksit radikali olugmaktadir. Olusan stiperoksit radikali H,O, ve OH™ radikalini

olusturmaktadir (24,54,55).

BAKTERIYEL TRANSLOKASYON

Bozulmamis barsak mukozasi nonsteril olan liimen ile steril olan viicut arasinda bariyer
olusturarak barsakta kolonize bakterilerin sistemik organ ve dokulara gegmesine engel olmaktadir.
Bu engelin kirilip bakterilerin sistemik dolasim ve/veya organlara gegmesine bakteriyel
translokasyon (BT) denilmektedir (39, 44, 58). Normal fizyolojik kosullarda, barsak florasinin
kolonizasyonu onleyici etkisi, lokal ve/veya sistemik immun sistem, intestinal mukozanin
fiziksel bariyel islevi uyum icgindedir, bu faktorler arasinda dengenin birlikte veya bir
digeri aleyhine bozulmasi liimen igindeki mikroorganizmalarin translokasyonuna neden
olmaktadir.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda barsak bariyerinin kirilmasi temel rol oynar. Barsak
bariyerinin kirilmasi barsak motilitesini ve absorbsiyonunu azaltir, mukozanmn
biitiinligliniin bozulmasi sonucu bakteriyel translokasyon ile bakteriler portal ve sistemik
dolagima gecer (10). Bakteriyel translokasyon c¢aligmalart sonrast  bakteriyel
translokasyonun en fazla distal ileum ve c¢ekumda gergeklestigi ortaya konmustur.
Endojen gram(-) enterik basiller en fazla endojen gram(+) bakteriler orta derece,

anaeroplar en az transloke olan bakterilerdir.



Bakteriyel translokasyon sirasinda ozellikle Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,  Enterobacteriaceae, ~ Pseudomonas  aeruginosa,  Enterococcus,
Streptococcus, Lactobacillus ve Staphylococcus’ larin transloke olduklari saptanmistir

(59).

Multisistem Organ Yetmezligi ve Sepsis

Barsak I/R hasarma neden olan degisik patofizyolojik olaylarin bakteriyel
translokasyona, sepsis ve ¢oklu organ disfonksiyon sendromu (MODS)’na yol agti1
bildirilmigtir (60). MODS’da pulmoner sistem 6nemli 0lgiide etkilenir. Sendromun
olugmasi, iskemik olayin baslamasindan sonraki 24-72 saat icinde akut respiratuar
yetmezlik geliseceginin habercisidir (61). Reperfiizyondan sonra serbestlesen SOR,
trombosit aktive edici faktor (PAF), 16kotrien B4 gibi biyolojik molekiiller notrofil
adezyonunun kimyasal mediyatorii olup aktive noétrofillerin akcigerlerde ve diger
organlarda birikimine neden olur. Bu birikim MODS gelisiminde énemli bir basamaktir
(37). Pulmoner hasar hizla respiratuvar yetmezlige neden olarak akut solunum
sikintist sendromuna yol acar. Respiratuvar yetmezligi hepatik, renal, myokardiyal,

gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi disfonksiyonu izler (61,62).

TEMPOL

Tempol (4-hidroksi - 2, 2, 6, 6 - tetrametilpiperidin-N- oksil), biyolojik
membranlar1 gecen diisiik molekiiler agirlikli (molekiiler agirligi, 172 Dalton) stabil bir
piperidin nitroksid’tir(63). Tempol biyolojik membranlar1 gecip sitozolde birikir (64).

Tempol ve SOR

Tempol ve diger stabil nitroksidlerin SOD taklit¢ileri mi oldugu, yoksa siiperoksid
anyonlarinin temizleyicileri olarak mi islev gordiigii konusunda bazi tartigmalar vardir
(65,66). Kesin etki mekanizmasina bakmaksizin, Tempol'iin siiperoksid anyonlarinin
etkilerini in vitro azalttigim belgeleyen pek c¢ok g¢alisma vardir (67-70). Tempol'iin
Fenton reaksiyonunda hiicre i¢i ferr6z demir seviyelerini diisiirerek meydana gelen
hidroksil radikallerinin olugumunu azalttig1 da ileri siiriilmiistiir (14). Tempol'in yararl

etkilerinin pek¢ogunun bu ajanin hidroksil radikallerini temizleyebilmesine bagl oldugu
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hipotezi asagidaki bulgularla desteklenir (64). Tempol'iin koruyucu etkilerinin, bu stabil
nitroksid radikalin hiicre i¢i siiperoksid anyonlarin &zellikle hidroksil radikallerinin
temizleyicisi olarak iglev gorebilmesine bagli oldugu ileri stirilmiistiir (14).

Tempol ve DNA Hasari

SOR ve peroksinitrit DNA zincir kirilmalarina sebep olabilir ve bu etki Tempol ile
ortadan kaldirilir. Ornegin aktive olmus miirin nétrofilleri hedef plazmasitom hiicresinde
(RIMPC 2394) DNA zincir kiriklarina neden olur. Bu hedef hiicrelerde aktive olmus
nétrofillere bagli DNA hasari, konsantrasyona bagli bir sekilde Tempol ile azaltilir (71).

Tempol ve Sitokinler

Endotel hiicrelerinin, proinflamatuvar sitokinler gibi pek¢ok uyariya yanit olarak
SOR fiirettigi bilinmektedir. Volk ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada hiicre i¢i radikal
temizleyicisi Tempol, TNFa, IL-1 ve interferon- A’ya bagli hem SOR olusumunu hem
de monosit kemotaktik protein (MCP)-1 ve IL-6 olusumunu azaltti. Bu sonuglar,
hayvanlarda inflamasyon ve iskemi-reperfiizyon hasari modellerinde Tempol'iin bazi
yararl etkilerinin, MCP-1 gibi kemokinlerin veya IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
olusumunun 6nlenmesine ikincil oldugu goriisiinii destekler (72).

Tempol ve Intestinal i/R

Tempol'un intestinal iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarmi azalttig1 konusunda
kanitlar vardir. Siganda siiperior mezenterik arterin okliizyonu ve reperfiizyonu, Tempol
ile bariz bir sekilde azaltilan, intestinal permeabilitede biiyiik bir artisa yol agmistir. En
dikkat ¢ekici olani, reperfiizyondan hemen Once verildiginde etkili olmasidir (73).

Tempol (reperfiizyondan 5 dakika 6nce 30 mg/kg bolus injeksiyon, ardindan 30
mg/kg/saat intravendz infiizyon), 1-) reperfiize edilen barsagin notrofillerle
infiltrasyonunu, 2-) lipid peroksidasyonunu, 3-) peroksinitrit iiretimini, 4-) Splanknik arter
okliizyonu (SAO) sokuna ugramug sigcanlardan alinan doku kesitlerinde P-selectin ve anti-
interselliiller adezyon molekiilii 1’in boyanma derecesini, 5-) barsak hasarmin histolojik
bulgularmi ve 6-) reperflizyondan iki saat sonraki mortaliteyi azaltmustir (16). Birlikte ele
alindiginda bu sonuglar agikca hiicre i¢i radikal temizleyicisi Tempol'iin SAO sokuna tabi

tutulan siganlarin barsak hasarini azalttigimi gosterir.
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GEREC VE YONTEM

HAYVANLAR

Bu ¢aligmada 250-300 g agirliktaki erkek Wistar-Albino ratlar kullanildi. Calisma
boyunca tiim hayvanlar 12 saatlik zaman dilimlerinde aydinlik-karanlik dongiisiinde
tutuldu, suya ve yiyecege serbestce ulasabilmeleri saglandi. Hayvanlar intestinal
floralarin stabilizasyonu i¢in ¢alisma dncesinde 7 giin boyunca kafeslerinde bekletildi.
Calisma o6ncesinde Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Calismalar Etik
Komitesi tarafindan onay alindi ve tiim operatif islemler, anestezi kullanimi ve hayvan
bakim ydntemleri, laboratuar hayvanlarinin bakim ve kullanimiyla ilgili kabul edilmis
rehberlere (NIH publication No.86-23, revised 1985, Bethesda, MD) uygun olarak
gergeklestirildi.

Calismaya alinan ratlar randomize olarak 3 gruba ayrildi. Herbirinde on erkek rat
olacak sekilde olusturulan gruplar su sekilde belirlendi:

Grup I: Kontrol Grubu: 10 adet rat

Grup II: Intestinal Iskemi/Reperfiizyon Grubu: 10 adet rat (I/R)

Grup I1I: Intestinal I/R + Tempol Grubu: 10 adet rat (I/R + Tempol )

ILACLAR

Ketamine: Ketalar flakon (50 mg/ml, Eczacibas: Ilag ve Ticaret A.S. Istanbul -
Tiirkiye). 50 mg/kg dozunda intramuskiiler olarak anestezi saglamak amaciyla
verilmisgtir.

Xylazine: Rompun flakon (23.32 mg/ml, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti. Istanbul
- Tiirkiye). 10 mg/kg dozunda intramuskiiler olarak analjezi ve kas gevsetici amaciyla
verilmisgtir.

Heparin: Nevparin flakon (25000 IU/5 ml, Mustafa Nevzat Ilag San. A.S.
Mecidiyekdy, Istanbul - Tiirkiye)
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Tempol: Fluka, 56516 - 5 gr. graniil. (4 - Hydroxy - 2, 2, 6, 6 - tetramethyl -
piperidine 1 - oxyl). Tempol, % 0,9 NaCl soliisyonu igersinde ¢dziindiiriiliip 30 mg/kg
dozunda intravendz olarak verilmistir (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya ve Exper

Laboratuarlari, Izmir, Tiirkiye).

OPERASYON DETAYLARI

Bir gecelik a¢higi takiben, 50 mg/kg intramuskuler ketamine (Ketalar;Parke-Dawis,
Eczacibagi, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine (Rompun; Bayer AG, Leverkusen,
Almanya) kullanilarak ratlara anestezi verildi. Cerrahi sirasinda hayvanlarin spontan
olarak solumalar1 saglandi. Viicut sicakliklarinin 37° C derece civarinda tutulabilmesi
icin bir 1sitic1 lamba kullamldi. Ameliyat sonunda ratlarin dehidrate olmasinin 6nlenmesi
amaciyla subkutan yoldan 10 ml Ringer laktat solusyonu verildi. Karin ve sag servikal
bolge trag edildikten sonra %10 povidon iyodiir solusyonuyla iki kez silindi ve asepsi
kurallarina uyularak steril aletlerle ameliyata baglandi. Orta hat laparotomisiyle batina
girildi ve siiperior mezenterik arter (SMA) ortaya konuldu. Ratlar rastgele segilerek her
biri on hayvandan olusan ii¢ grup olusturuldu. Grup I’de (kontrol grubu) SMA izole
edilerek ortaya konuldu ancak baglanmadi. Grup II’de (intestinal iskemi/reperfiizyon
grubu) ve grup III'te (intestinal I/R+Tempol grubu) ise, SMA nazikge izole edildi ve
aortadan ciktig1 yerin hemen distalinden 60 dakika boyunca atravmatik mikrovaskuler
pensler kullanilarak literatiirde tarif edildigi lizere klampe edildi (74). Bu islem
sonucunda ince barsaklar, cekum ve sag kolonda soluklukla ve nabiz yoklugu ile
dogrulanan iskemi elde edildi. SMA’ nin okliizyonunu takiben, sag servikal bolgede 1
cm’ lik insizyon yapilarak juguler ven bulundu ve igine 24 gauge kateter yerlestirildi. Bu
kateter, deney siiresince Tempol ve salin infiizyonu i¢in kullanildi. Iskemiyi takibeden
60 dakika sonrasinda, vaskuler pens ¢ikarildi ve reperfiizyon periyodu baslatildi. Grup
IIT ratlarda reperfiizyonun baglatilmasindan 5 dk 6nce 30 mg/kg Tempol (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Almanya ve Exper Laboratuarlari, Izmir, Tiirkiye) bolus olarak
juguler vendeki kateterden enjekte edildi ve reperfiizyonun ilk 60 dakikasi boyunca salin
solusyonu i¢inde 30 mg/kg dozunda Tempol inflizyonuna devam edildi (16,73). Grup I

ve II’de, iginde Tempol olmaksizin ayn1 miktarda salin infiizyonu yapildi. Daha sonra,
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batin insizyonlar1 3/0 poliglaktin siitiirlerle (Vicryl, Ethicon, Ingiltere) iki kat {izerinden
kapatildi. Postoperatif donemde hayvanlar standart rat yiyecegi ve suyla beslenmeye
devam edildi. Reperfiizyondan 24 saat sonra tiim hayvanlara anestezi verilerek Gtonazi
uygulandi. Iskemi/reperfiizyona bagl intestinal hasar1 ve bakteriyel translokasyonu

aragtirmak {izere doku ve kan 6rnekleri elde edildi.

DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Reperflizyondan 24 saat sonra tiim ratlar sakrifiye edildi. Steril teknik ve aletler
kullanilarak orta hattan batina girildi ve karaciger, dalak, mezenterik lenf nodlar1 ve
terminal ileumdan aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarin kantitatif kiiltiirii icin
biyopsi oOrnekleri alindi. Yine aerobik ve anaerobik organizmalarin uygun ortamda
kiiltiirlerinin yapilmast i¢in vena kavadan 1 ml kadar kan Ornegi alindi. Lipid
peroksidasyon, MPO aktivitesi ve doku glutatyon (GSH) tayini icin ise ileum

segmentleri alinarak —80°C’de saklandi.

MIKROBIYOLOJIK INCELEMELER

Mikrobiyolojik analiz, daha d6nce tamimlanan sekilde yapildi (75). Kan 6rnekleri 5
ml beyin-kalp infiizyon ortaminda 37 °C’de 7 giin boyunca kiiltiire edildi. Kiiltiirler
giinliik olarak incelendi ve kanli agar ve eozin metilen mavisi agar (EMB) tabaklarinda
alt kiiltiirlere alindi.

Mezenterik lenf nodu, karaciger, dalak ve ileal igerikler tartildiktan sonra
karigtirict tiipe alindi. Dokular kantitatif kiltiir i¢cin 1 ml salin iginde homojenize
edildi. Hazirlanan bu homojenizat, kanli agar ve eosin metilen mavisi agar’ a konularak
ortam havasinda 24-48 saat boyunca inkiibe edildi. Bakteriyel tiirlerin tanimlanmasi
standart mikrobiyolojik yontemlere gore yapildi. Kolonizasyon ise doku homojenizatinin
her bir gramindaki (CFU/g) koloni olusturan bakteri iinitelerinin (CFU) sayisi ile
belirlendi.
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BiYOKIMYASAL iNCELEMELER

1-Nétrofil Birikiminin Hesaplanmasi

Notrofil birikiminin gosterilmesi igin ileum segmentlerindeki myeloperoksidaz
aktivitesi olgildii. Doku 6rnekleri, proteaz inhibitorii, 0.2 uM fenilmetasulfonil floriir
(PMSF) ve 1 mM etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) iceren 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7.4) (1/10, w/v) bir homojenizator (Potter S, B. Braun, Almanya)
kullamlarak 4°C’de 30 sn homojenize edildi. Daha sonra MPO tayini i¢in uygun
homojenizat miktar1 kullanildi.

Suzuki ve ark.larmin yontemi hafifce modifiye edilerek kullanildi (76). Bu
yontem, sentetik bir madde olan 3,3’,5,5’-tetrametil benzidinin (TMB) MPO ile
oksidasyonuna dayanir. Standart reaksiyon karigiminda 500 pl deterjan igeren tampon
(160 mM potasyum fosfat tamponu, pH 5.4, 1% heksadesiltrimetilamonyum bromiir),
100 ul TMB (16 mM, dimetilformamid ¢ozeltisinde), 50 pl homojenizat ve 300 ul su
bulunur. Reaksiyon 37 °C’de 50 ul H,O, (%0.003) eklenmesiyle baglatilir. TMB nin
MPO tarafindan katalize edilme hizi 655 nm’de absorbans artisi ile kaydedilir.
Reaksiyonun baglangi¢ ve lineer hiz1 gézoniine alinarak dakikada absorbans degisikligi
Ol¢iimlendi ve bir enzim {initesi ¢aligma sartlarinda dakikada bir absorbans degisikligi
yapan enzim miktari olarak tanimlandi. Enzim aktivitesi ise her bir gram yas dokudaki

enzim tnitesi olarak hesaplandi.

2-Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii

[leal doku &rneklerinde 6lgiilen malondia MDA diizeyleri lipid peroksidasyonunun
bir indikatorii olarak oOl¢iimlendi. Dokulardaki MDA iretimi ve boylece lipid
peroksidasyon tayini Ohkawa’nmin yontemine gore yapildi. MDA, TBA varliginda 532
nm’de absorbans ile dlgiilen renkli bir kompleks yapar. Bu absorbans Shimadzu UV-160
spektrofotometre ile 6l¢iildii. Standart olarak 1,1,3,3’ -Tetraetoksipropan kullanildi ve

sonuglar dokuda pmol/g protein cinsinden verildi (77).
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3-Glutatyon Ol¢iimii

Doku 6rneklerinde GSH konsantrasyonu Ellman’in yontemiyle 6l¢iildii (78). Bir
ml doku homojenizati 2ml %5 TCA ile ¢oktiiriildii ve buna 0.5 ml Ellman solusyonu
(%1 sodyum sitrat i¢inde %0.0198 DTNB) ile 3 ml fosfat tamponu (pH 8.0) eklendi.
Ortaya ¢ikan renk 412 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar doku orneklerindeki

konsantrasyonun mg/g protein cinsinden hesaplanmasiyla verildi.

ISTATISTIKSEL METOD

Sonuglar ortalamatSEM olarak ¢ikarildi. Pozitif kiiltlirlerdeki oransal
karsilastirmalar Ki-kare (Fisher’s Exact test) analizi ile hesaplandi. Kantitatif kiiltiirlerin
ve ileal MDA, MPO ve GSH diizeylerinin istatistikleri ise Kruskal-Wallis testi ile,
gruplar arasindaki coklu karsilagtirmalar ise Mann Whitney-U testi ile yapildi.
Hesaplanan sonuglar arasindaki farklarin p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel bakimdan
anlaml olarak degerlendirildi. Istatistiksel verilerin hesaplanmasinda bir bilgisayar

yazilim programi kullanildi (SPSS for Windows 11.5; SPSS, Chicago, Illinois, A.B.D).
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BULGULAR

MIKROBIYOLOJIK INCELEMELER

1-Bakteriyel Translokasyon

Tiim hayvanlar deney protokiiliinii canli olarak tamamladi. Mezenterik lenf nodlar
(MLN) (X’=15.600, df=2, p<0.05), karaciger (X’=11.553, df=2, p<0.05) ve dalaktaki
(X’=6.667, df=2, p<0.05) bakteriyel translokasyon oranlari I/R grubundaki (grup II)
ratlarda kontrol grubu ve Tempol grubundaki (grup I ve III) ratlara gére anlamli olarak
daha yliksek bulundu (Tablo I). Dahasi, Tempol ile tedavi gdrmiis ratlardaki bakteriyel
translokasyonun insidansi ile kontrol grubundakilerin BT insidans: arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Kan dolagimina bakteriyel translokasyon grup
II’de yer alan sadece tek bir hayvanda goriildii (X’=2.000, df=2, p>0.05). En sik olarak
translokasyonu  olan  mikroorganizmalar  Escherichia  coli,  klebsiella  ve

enterobacteriaceae suslari oldu.

Tablo I: Doku Orneklerinde Bakteriyel Translokasyon Sayilari ve Insidans

Gruplar Mezenterik Lenf Nodlar Karaciger Dalak
(n=10) insidans CFU+SEM insidans CFU+SEM insidans CFU+SEM
Kontrol 0/10 - 0/10 - 0/10

iR 8/10  54050+15315,65 6/10 1075,5+623,24 3/10 80+46,66
i/R+Tempol 2/10 1430+961,71 1/10 1£3,1 0/10

2-Ileum Bakteri Sayimlari

[leum bakteri sayimlar1 kontrol grubunda I/R ve I/R+Tempol gruplarma gore
anlamli olarak daha diisiiktii (X*=18.06, df=2, p<0.05). Tempol tedavisi grup III’te ileum
bakteri sayiminda anlamli bir diisiis yapmakla beraber, bu durum istatistiksel olarak grup

II’deki sayimlardan farkli degildi (»p>0.05) (Tablo II).
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Tablo II: ileum Bakteri Sayimlari

Gruplar Bakteri sayimi
(g/CFU+SEM)

Kontrol 60200+13573,50*

/R 419500+49857,85

I/R + Tempol 286080+41234,15

(*p <0.05)

BIYOKIMYASAL INCELEMELER

1-Tempol’un Dokuda Nétrofil Birikimi Uzerine Etkileri

Kontrol grubu ve Tempol grubuyla karsilagtirildiginda, grup II’deki ratlarin
ileumunda doku MPO diizeylerinde anlamli artig oldugu bulundu (X*=18010, df=2,
p<0.05, Sekil 1). Grup III’teki ratlarin Tempol verilerek tedavi edilmesi bu hayvanlarin
ileum dokularindaki MPO diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden oldu (p<0.05, grup

IIT’e kars1 grup II).
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—_—
I
M= It 1 i
| Kontrol I/R Tempol |

Sekil 1. Doku MPO diizeyleri (U/gr yas agirlik)

Tablo I1I: Ileum glutatyon ve malondialdehit diizeylerinin
gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar GSH MDA
(mg/g protein) (umol/g protein)

Kontrol 9.1£0.2 1.8+0.1

/R 6+0.5* 5.3+0.4*

I/R + Tempol 8.9+0.4 2.4+0.4

Veriler: ortalama + SEM,GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit
(*p <0.05)
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2-GSH Diizeyleri

Grup I (Kontrol) ve grup III (I/R + Tempol grubu) ile karsilastirildiginda,
intestinal dokularda o&lgiilen GSH miktarmnin, sadece I/R hasarina maruz birakilan
ratlarda (grup II) anlamli olarak azalmis oldugu bulundu (X*=10098, df=2, p<0.05, Sekil
2). Tempol uygulanmasi, azalmis olan GSH diizeylerinin anlamli olarak artmasini
sagladi (p<0.05 grup III’e kars1 grup II). Ayrica, grup III’ te (Tempol grubunda) 6lgiilen
GSH diizeyleri, kontrol grubunda o6lglilen GSH diizeylerinden anlamli olarak farkl

degildi (p>0.05).

HI—————jlj ____________ L ——

| Kontrol I/R Tempol |

Sekil 2. Doku GSH diizeyleri (mg/gr protein)

3-MDA Diizeyleri

[leum dokularinda dlgiilen ortalama MDA diizeyleri gruplar arasmnda anlamli
olarak farkli idi (X*=17081, df=2, p<0.05, Sekil 3). Grup II’deki ortalama intestinal
doku MDA konsantrasyonu deney sonunda diger iki gruptan anlamli olarak daha yiiksek

20



bulundu. Grup III’teki (I/R + Tempol grubu) MDA miktar1 kontrol grubunda &lgiilenden
istatistiksel agidan anlaml olarak farkli degildi (p>0.05).

"
=4 [
| =
]
M- a Sl L
| Kontrol I/R Tempol |

Sekil 3. Doku MDA diizeyleri (mikromol/gr protein)
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TARTISMA

Barsaklar1 besleyen arterlerin emboli, tromboz veya ateroskleroza bagh
tikanikliklar ile volvulus, intestinal strangiilasyon, invajinasyon gibi mekanik vaskiiler
nedenler veya barsagin vendz doniisiinde obstriiksiyon gibi ¢ok ¢esitli nedenlerle
barsaklarda iskemik hasar goriiliir (19,79). Intestinal kan akiminda az miktarda kisa

stireli azalmalarda dahi dolagim devam etse de iskemik lezyonlar olusabilir (9).

Intestinal iskemide oksijen ve doku kanlanmasi azalir ve doku hasari olusur;
intestinal reperfiizyon ile doku hasar1 daha da siddetlenir (19,49). Iskemik mukoza
hasarinda ilk olarak kapiller gecirgenlik, daha sonra mukoza gecirgenligi artar, mukoza
ylizeyindeki hasar1 transmukozal ve transmural hasar takip eder (39,41,42). Barsak
mukoza engelinin bozulmasina degisik patolojik mekanizmalar neden olmaktadir.
Bunlar i¢inde en énemli mekanizmamn I/R hasar1 oldugu yoniinde gériis birligi vardir
(38,80). I/R hasarmi agiklayan kesin bir mekanizma bulunmamakla birlikte, hasardan
sorumlu birka¢ mekanizmadan soézedilebilir. Sitokinler, nétrofil aktivasyonu, endotel
adezyonu ve bunun sonucunda firetilen toksik metabolitler, PAF, fosfolipaz A2’nin
aktivasyonu, ksantin oksidaz enzim sistemi ve serbest oksijen radikalleri en 6nemli hasar
mekanizmalaridir. Iskemik barsak sistemik ve portal dolasima hidrojen peroksit,
siiperoksit radikalleri, sitokinler, aragidonik asit metabolitleri gibi inflamatuar
metabolitler salgilar. Yapilan ¢aligmalar reperfiizyon sonrast molekiiler oksijene bagl
olarak olusan hasarin iskemiye bagli intestinal mukoza hasarindan daha siddetli
oldugunu gostermektedir (48-50). Iskemik dokunun kurtarilmasi i¢in kan dolagiminin
yeniden saglanmasi gerekliligi inkar edilemez, ancak iskemik dokunun reperfiizyonu
paradoksal olarak doku yaralanmasina neden olan olaylar zincirinin baglamasina neden
olur (38)

Insan viicudunda bulunan bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu, gastrointestinal sistemde

bulunur. Normal barsak florasinin kolonizasyonu Onleyici etkisi, immiin savunma

mekanizmalari, intestinal mukozanmin fiziksel bariyel islevi gibi normalde bulunan bazi
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faktorler bakterilerin gastrointestinal sistem disina ¢ikmasmi ve viicut i¢in bir tehdit
olugturmasini engellerler. Flora icindeki bakteri dengesinin patojen bakteriler lehine
degismesi, intestinal mukozanin harabiyeti, immiin savunma mekanizmalarinin bozulmasi
gibi durumlarda bakteriler transmukozal yolla veya interselliiler araliktan gecerek
gastrointestinal sistem digina cikabilirler. Ilk olarak mezenter lenf noduna ulasan bakteriler
burada fagosite edilemezlerse, karaciger, dalak ve akciger gibi sistemik organlara
yayilabilir. Bu durum bakteriyel translokasyon olarak bilinir (81). Barsagin bariyer
fonksiyonunu bozup bakteriyel translokasyona neden olan en nemli etkenlerden birisi I/R

hasandr.

Intestinal iskemi/reperfiizyon (I/R) serbest oksijen radikallerini ortaya ¢ikararak
doku hasarmna neden olmasi yaninda mukozal biitiinligii bozacak sekilde endotel ve
epitel hiicrelerinde yikima neden olarak intestinal gegirgenlikte artmaya ve intestinal
bariyer fonksiyonun iflasina yol acar (82). Sonug olarak, endojen enterik bakterilerin
mezenterik lenf nodlari, karaciger, dalak ve kan dolagimi gibi ekstraintestinal bolgelere
translokasyonu olusur ve sepsis ve ¢oklu organ yetmezlikleri ortaya ¢ikabilir (82).
Yapilan ¢aligmalarda sepsis ve MODS nedeni ile olen birgok hastanin klinik
bulgularinda veya otopsilerinde septik bir odak bulunamadigi halde bu hastalarda enterik

kaynakli bakteriyemi oldugu bildirilmigtir (81).

Bakteriyel translokasyon ile ilgili ¢alismalar 1960’1l yillarda baslanustir. i1k kez
Fine sepsis ve Oliime yol acan sistemik bakteriyel infeksiyon kaynaginin intestinal
sistem olabilecegini diisiinmiis ve hemorojik sok olusturulan deneklerde, intestinal
sistemden ¢ikan bakteri ve endotoksinlerin sok sonrasinda sepsise neden oldugunu
gostermistir. Bu ¢aligmadan sonra, bakteriyel translokasyonla ilgili klinik ve deneysel
aragtirmalar giderek yogunlagmistir (58,83).

Akut mezenterik iskemi tedavisinde farkli ajanlar ¢alisilmig; son yillarda vitamin
E, vitamin C, selenyum, mannitol, allopurinol gibi baz1 antioksidan bilesiklerin iskemi-
reperflizyon hasarini azalttig1 tespit edilmistir (18). Biz de calismamizda Tempoliin

iskemi-reperfiizyon hasarina ve bakteriyel translokasyona etkisini inceledik
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Bu galigmanin sonuglarina gére, membran gecirgen bir radikal tutucusu olan
Tempol, mezenterik iskemi-reperfiizyon ve sonrasinda goriilen intestinal bakteri
translokasyonunu onlemektedir. Tempol’'un bu yararli etkisi, bu ajanin lipid
peroksidasyon ve notrofil birikimini azaltmasiyla ve ileum dokusunda GSH’y1
arttirmasiyla gosterildigi gibi, intraselliiler bir serbest oksijen radikali tutucusu olmasina
baglidir.

Tempol (4 - hidroksi - 2, 2, 6, 6 - tetrametilpiperidin - N - oksil), elektron spin
rezonans spektroskopide genis capta kullanilan spin label Tempo'nun suda ¢dziinen bir
analogudur. Tempol, biyolojik membranlari gegen stabil, diisiik molekiiler agirlikl
(molekiiler agirligi, 172 Dalton) bir piperidin nitroksid’tir (63). Tempol'un siiperoksit
anyonlarinin etkilerini in vitro azalttigim belgeleyen pek ¢ok caligma vardir. Tempol'un
hiicre i¢inde H,O,' e bagli mitokondriyal solunumda bozulmay1 konsantrasyon bagimli
bir sekilde azalttigi gosterilmistir (14). Bu nedenle Tempol'un koruyucu etkilerinin, bu
stabil nitroksid radikalin hiicre i¢i siliperoksid anyonlarmin 6zellikle hidroksil
radikallerinin temizleyicisi olarak islev gdrebilmesine bagli oldugu ileri siirlilmistiir
(14). Tempol verilmesi biyolojik sivilarda tempol birikimine yol agar ve DNA zincir
kiriklarini onler (71).

Tempol'un intestinal iskemi-reperfiizyona bagh doku hasarin azalttigi konusunda kanitlar
vardir. Siganlarda SMA okliizyonu ve reperflizyonu, distal ileumda agir bir hasar meydana
getirir. Distal ileumda meydana gelen bu hasarin Tempol ile belirgin bir sekilde azaltildig1
Thiemermann ve arkadaglan tarafindan gosterilmistir (63).

Biz ¢alismamizda, bir deneysel akut mezenterik I/R modelinde reperfiizyon
oncesinde Tempol ile tedavi goren deney grubunda bakteriyel translokasyonun anlamli
olarak azaldigini gozlemledik. Daha da 6tesi, Tempol tedavisi istatistiksel olarak anlamli
rakamlara ulagmamakla birlikte ileumda bakteri tireme hizinda bir azalma sagladi. Daha
once de gosterildigi gibi, mezenterik I/R barsaklarda sadece mukoza hasar1 olusturmakla
kalmamakta, ayni zamanda intestinal motor aktivitede degisiklikler baslatarak
gastrointestinal transit zamaninda yavaslamaya neden olmaktadir (84-86). Enterik sinir
sisteminde olugan bu yapisal ve néronal degisiklikler ve transit zamanindaki yavaglama
bakteri temizliginde yetersizlige yol agarak asir1 liremeye ve sonugta translokasyon ile

sonuglanabilir (84,87,88).
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Deneyimizde Tempol ile tedavi edilen gruptaki ratlarin ileum dokularmda anlaml
olarak diisiik bulunan MPO aktivitesi ile gosterilen notrofil birikimindeki azalmanin da
oksidatif hasarin engellenmesine sekonder oldugu goriilmektedir. Nétrofiller I/R
hasarinin gidisinde onemli bir rol oynarlar. Reperfiizyon sonrasinda ndtrofillerin
sistemik aktivasyonu sitokinler gibi medyatorler ve serbest oksijen radikalleri
araciligryla olmaktadir (89). Aktive olan bu nétrofiller inflamasyona ve oksidatif hasara
yol agarlar. I/R hasari, endotelyal yikim ve nétrofil infiltrasyonu arasindaki bu kisir
dongiiniin artan sekilde ek serbest radikal birikimine neden oldugu bildirilmistir (90). Bu
bulgular Aydin ve ark.larinin yakin zamanda yaptig1 bir ¢calismanin sonuglariyla birlikte
ele alindiginda, Tempol tedavisinin etkin bir sekilde I/R ile iliskili intestinal hasari bu

kisir dongiiyii kirarak engelledigi goriilmektedir (91).

Intestinal I/R hasarmin baglamasinda ve gelisiminde pek ¢ok mekanizma rol
oynar. Bunlardan baslicalar1 serbest oksijen radikallerinin agir1 tiretimi, 16kositlerin artan
ekspresyonu ve iretimi ile sitokinler gibi inflamatuar medyatérlerin tretimidir (10).
Katalitik bir reaksiyon araciligiyla hidroksil radikal olusumunu zayiflatmasinin yanisira
hidrojen peroksitin neden oldugu hasara da engel olur (64,68). Biyolojik membranlari
gecemeyen rekombinant  siliperoksit dismutazdan farkli olarak, Tempol bu
membranlardan gecer ve hiicre igindeki siliperoksit anyonlar1 tutarak hidroksil
radikallerinin ve diger serbest radikallerin olugmasini onler (63,92). Bu serbest oksijen
radikallerinin 6zellikle hiicresel membran lipidlerinin peroksidasyonunu da igeren farkli
mekanizmalarla hiicre hasarina ve sonugta nekroza neden olduguna inanilmaktadir (10).
Lipid radikalleri pek ¢ok radikal reaksiyon ile olusabilir. Lipid radikali, memeli hiicre
membranlarinda bol miktarda doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna sebep olarak
hiicre hasarina neden olmaktadir. Lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid
peroksid radikalini yapar. Tiim biyolojik membranlar lipid peroksidasyonuna duyarlidir.
Gegirgenlik degiskenliklerinden baglayarak membranda yapisal ve fonksiyonel
bozukluklar olusabilir. Membran biitiinliigii bozulabilir. Lipid peroksit radikali diger
lipid hidroperoksitlerini olusturur. Hidroperoksitler yiiksek derecede toksik iiriinlere

doniislir. En toksik iiriinler "aldehid"lerdir (93). Serbest oksijen radikalleri ¢ok kisa
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omiirlii oldugundan dolay: direkt yontemlerle 6lgimleri zor olmakta, bu yiizden indirekt
yontemler tercih edilmekte ve genellikle lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyine
bakilmaktadir (77). Otamiri ve arkadaslarinin intestinal I/R ¢alismalarinda, I/R grubunda
MDA seviyelerinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir (57). Mevcut deneysel
modelimizde, superior mezenterik arterin okluzyonunu takiben olusan reperflizyon
ileum dokularinda malondealdehid diizeylerinde anlamli bir ciddi artisa neden olmus ve
Tempol tedavisi yapilan grupta MDA diizeylerinde azalmayla gosterildigi sekilde lipid

peroksidasyonu engellenmistir.

GSH tiim hiicrelerde dogal olarak bulunan endojen bir antioksidandir. Rediikte
glutatyon, DNA sentezi, protein sentez regiilasyonu ve detoksifikasyon gibi olaylarda
onemli rol oynar. Hiicresel GSH eksikligi, mitokondriyal ve sitozolik rediikte glutatyon
havuzunu etkiler. Mitokondriyal rediikte glutatyon, solunum zincirinde meydana gelen
serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonu, tiol grubu igeren protein yapilarinin
korunmasi ve mitokondriyal membran potansiyelinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar
(94,95). GSH’nin I/R hasarma sekonder ortaya cikan serbest radikallerle reaksiyona
girme potansiyeli vardir ve bu maddenin prekursorleri degigik tiplerdeki serbest
radikallerin aracilik ettigi hiicresel hasara karsi koruyucudur (96). Oksidanlar GSH
sentezinde hiz kisitlayicr bir enzim olan gama glutamil sentetaz geninin
transkripsiyonunu hizlandirabilmektedir (97). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
kolonik anastomozlarm iyilesmesinde I/R hasarmin uzak etkileri arastirilnis ve
Tempol’un GSH nin tiiketilmesini iyilestirdigi bildirilmistir (91). Tempol ayn1 zamanda
bir deneysel polimikrobial sepsis modelinde perianastomotik dokulardaki GSH
diizeylerini normallestirmistir (98). Sola ve arkadaslar1, I/R periyodu boyunca hiicre i¢i
rediikte glutatyonun tiikendigini ve bunun serbest oksijen radikallerine bagli oksidatif
stresin bir gostergesi olarak kullanilabilecegini gostermistir (99). Wu ve arkadaglari, rat
ince bagirsaginda iskemik 6n kosullama konusunda yaptiklari bir ¢alismada, intestinal
I/R sonrasi reaktif oksijen tiirevlerinin anlamli derecede mitokondriyal okside glutatyon
(GSSG) seviyelerini artirdigini, mitokondriyal rediikte glutatyon seviyelerini ve
GSH/GSSG oranim azalttigim1 ve mitokondriyal lipid peroksidasyonunu artirdigini
gostermistir (100). Zhao ve arkadaslari, rediikte glutatyonun serbest oksijen radikalleri
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ile tepkimeye girerek dogal oksijen, OH™ ve siiperoksit radikalinden korunma
saglayabilecegini gostermistir (101). Glutamin, glutatyonun prekiirsoriidiir. Glutamin,
glutatyonun aksine hiicre icine girebilir. Salehi ve arkadaslari, intestinal I/R hasarini
azaltmak tizere liminal olarak glutamin igeren aminoasit bazli soliisyon kullanmiglar ve
intestinal dokuda rediikte glutatyon seviyelerinin yaklagik iki misli arttigini tespit
etmiglerdir (102). Bizim calismamizda, ileum doku &rneklerinde GSH diizeylerindeki
azalmanin oksidatif hasara bagli oldugu ve Tempol ile tedavi edilen gruptaki ileum doku
GSH diizeylerindeki diizelmenin Tempol’un antioksidan o6zelliklerine bagli oldugu

goriilmektedir (63,96).

Sonug olarak, bu calismada Tempol’un superior mezenterik arter okliizyonu
yapilan ratlarda intestinal iskemi/reperfiizyon hasarmin zararli etkilerini anlamli olarak
engelledigi gorilmiistiir. Tempol’un bu yararli etkilerinin esas olarak bu ajanin
antioksidan ozelliklerine bagli oldugu disiiniilebilir. Azalmig notrofil birikimi ve
bakteriyel translokasyonda iyilesme olmasi gibi diger bulgularin da bu antioksidatif
etkilere sekonder olarak gelistigi goriilmektedir. Bu bilgiler 151§1inda iskemi/reperfiizyon
hasarinin 6nlenmesinde umut veren bir molekiil olan Tempol’un, terapotik ajan olarak
kullamlabilmesi i¢in etkinligininin ortaya konulabilecegi klinik ¢aligmalara gereksinim

vardir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismada Tempol’iin mezenterik iskemi-reperfiizyon ve sonrasinda goriilen

bakteriyel translokasyona etkisi incelenmis ve su sonuglar elde edilmistir:

1-Intestinal I/R’a bagh olarak ortaya cikan bakteriyel translokasyon Tempol ile
tedavi gdren deney grubunda (Grup III), sadece I/R uygulanan gruba gore (Grup II)
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05). Tempol tedavisi grup III’te
ileum bakteri sayiminda anlamli bir diisis yapmakla birlikte, istatistiksel olarak grup

II’deki sayimdan farkli degildi (p>0,05).

2-Intestinal I/R sonras1 Tempol uygulanan grupta (Grup III), ileum doku MPO
diizeyleri sadece I/R uygulanan gruba gore (Grup II) istatistiksel olarak anlamli derecede

diisiik bulundu (p<0,05).

3- Intestinal I/R’a bagl olarak ortaya cikan hasarda, ileum dokusundaki GSH
seviyeleri, Tempol uygulanan grupta (Grup III), sadece I/R uygulanan gruba gore (Grup
II) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05).

4- Intestinal I/R’a bagli olarak ortaya cikan hasarda, ileum dokusunda lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kullanilan MDA diizeyleri, Tempol ile tedavi
goren deney grubunda (Grup III), sadece I/R uygulanan gruba gére (Grup II) istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiikk bulundu (p<0,05).
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OZET

Akut mezenterik iskemi; iskemi-reperflizyon hasarina bagli olarak dokularda
harabiyetle sonuglanan, hayati tehdit edici vaskiiler bir acildir. Suda ¢dziinen antioksidan
bir ajan olan Tempol, nitroksidlerin bir liyesi olup, sliperoksit ve diger toksik radikalleri
detoksifiye eder. Bu ¢alismada ratlarin intestinal dokularinda, siiperior mezenterik arter
iskemi reperflizyonunun zarar verici etkilerinin Tempol tarafindan Onlenip

Onlenemeyecegini arastirmay1 amagladik.

Bu caligmada ratlar randomize olarak her grubta on hayvan olacak sekilde ii¢
gruba ayrildi. Grup I’ de SMA izole edildi okliize edilmedi. Grup II ve Grup I1I’de SMA
60 dk. siiresince aortadan ¢iktigi yerin hemen distalinden okliize edildi, daha sonra
klemp agilarak reperfiizyon periyodu baslatildi. Grup III’de reperfiizyon baglamasindan
5 dk 6nce 30 mg /kg Tempol bolus i.v verildi. Reperfiizyonun ilk 60 dk ‘sinda 30 mg /
kg olarak devam edildi. Grup I ve Grup II’ de ayni hacimde salin ¢dzeltisi tempol
olmadan uygulandi. Reperflizyonun baglamasindan 24 saat sonra tiim ratlar sakrifiye
edildi. I/R’nin indiikledigi intestinal zedelenmeyi ve bakteriyel translokasyonu

arastirmak {izere doku 6rnekleri alindi.

Grup II’de MPO aktivitesi, MDA diizeyleri ve bakteriyel translokasyon
insidansinda anlamli derecede ylikseklik saptanirken, glutatyon diizeylerinde azalma
saptandi. Tempol verilen ratlarda (Grup III) arastirilan bu parametrelerin tamami

normal bulundu.

Sonug olarak Tempol, ratlarda olusturulan SMA okliizyon modelinde iskemi-

reperflizyon hasarinin zararh etkilerini ve bakteriyel translokasyonu 6nlemektedir
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SUMMARY

Acute mesenteric ischemia is a life-threatening vascular emergency resulting in
tissue destruction due to ischemia-reperfusion (I/R) injury. Tempol (4-hydroxy-2,2.6,6-
tetramethylpiperidine-N-oxyl) is a water-soluble antioxidative agent. It is a member of
nitroxides, which detoxifies superoxide and possibly other toxic radicals in vivo. In this
study, we aimed to investigate whether Tempol prevents harmful effects of superior

mesenteric ischemia-reperfusion on intestinal tissues in rats.

Rats were randomly divided into three groups, each having ten animals. In group I,
the superior mesenteric artery (SMA) was isolated but not occluded. In group II and
group III, the SMA was occluded immediately after branching from the aorta for 60
minutes. After that, the clamp was removed and the reperfusion period began. In group
III, 5 minutes before the start of reperfusion, a bolus of 30 mg/kg Tempol was
administered intravenously and continued in a dose of 30 mg/kg for the first 60 minutes
of reperfusion period. In group I and group II, same volume of saline solution was given
without Tempol. All animals were killed 24 hours after reperfusion. Tissue samples
were collected to evaluate the I/R-induced intestinal injury and bacterial translocation.

There was a statistically significant increase in myeloperoxidase activity,
malondialdehyde levels and in the incidence of bacterial translocation in group II, along
with a decrease in glutathione levels. These investigated parameters were found to be

normalized in Tempol treated animals (group III).
We conclude that Tempol prevents bacterial translocation while precluding the

harmful effects of ischemia/reperfusion injury on intestinal tissues in a rat model of

superior mesenteric artery occlusion.
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