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OZET

Siimeyra Ercan, ince Bagirsak Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Tirofibanin
Etkilerinin Incelenmesi, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Intestinal iskemi reperfiizyon (I/R) hasari, ¢ogu uzak organ sistemlerin ¢ogunu
etkileyen ve yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskili 6nemli klinik bir problemdir.
Tirofiban; glikoprotein IIb/Illa reseptdr inhibitoriidiir ve deneysel I/R modellerinde
koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu calismada amacimiz tirofibanin
intestinal I/R hasarindaki olas1 etkilerini incelemektir. 24 adet Wistar Albino sigan
rasgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki (n=8) sicanlara arter okliizyonu
yapilmadan yalnizca laparotomi uygulandi. I/R grubundaki (n=8) sicanlarin siiperior
mezenterik arterine 30 dk okliizyon ve ardindan 3 saat reperflizyon uygulandi.
[/R+Tirofiban grubundaki (n=8) sicanlara I/R uygulandi ve reperfiizyon oncesi
intravenéz 200 pg/kg tirofiban verildi. Deney sonunda siganlarin ileum dokular
alind1 ve histopatolojik degisiklikler ile lipid peroksidasyon diizeyleri, indirgenmis
glutatyon (GSH) diizeyleri ve miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi degerlendirildi.
Intestinal dokunun histopatolojik hasar skoru, MPO aktivitesi, malondialdehid
(MDA) diizeyleri I/R grubunda kontrol grubuna gére énemli bir artis gdsterdi. GSH
diizeyi I/R grubunda kontrol grubuna goére diisiik bulundu. Ancak, I/R+Tirofiban
grubu ile I/R grubu karsilastirildiginda tiim parametreler icin herhangi bir istatistiksel
fark saptanmadi. Sonug olarak, tirofiban tedavisi I/R nedenli intestinal hasar

azaltamadi veya Onleyemedi.

Anahtar Kelimeler: intestinal iskemi reperfiizyon hasari, tirofiban.



ABSTRACT

Siimeyra Ercan, The Investigation of Effects of Tirofiban on Small Intestine
Ischemia and Reperfusion Injury, Zonguldak Biilent Ecevit University Institute
of Health Sciences, Physiology Thesis. Zonguldak, 2019.

Intestinal ischemia reperfusion (I/R) injury is a significant clinical problem that
impacts many remote organ systems, and associated with a high morbidity and
mortality. Tirofiban, a glycoprotein Ilb/Illa receptor inhibitor, shows protective
effects on I/R experimental models. The aim of the present study was to investigate
the possible effects of tirofiban on intestinal I/R injury. 24 male Wistar albino rats
were divided into 3 experimental groups. Rats in the control group (n=8) were
subjected to laparotomy without artery occlusion, Rats in the I/R group (n = 8) were
subjected to occlusion of superior mesenteric artery for 30 min and 3h reperfusion.
Rats in the I/R+Tirofiban group (n = 8) were subjected to I/R and received
intravenously 200 pg/kg before reperfusion. At the end of experiment terminal ileum
tissues collected and analyzed histopathological changes, lipid peroxidation levels,
reduced glutathion (GSH) levels and myeloperoxidase (MPOQO) activity. Intestinal
tissue histopathological damage scores, the activity of MPO and the level of
malondialdehide (MDA) showed a significant increase in the I/R group as compared
with the control group. GSH levels showed reduction in the I/R group as compared
with the control group. However, I/R+Tirofiban group has no statistically differences
as compared with the I/R group for all evaluated parameters. In conclusion, tirofiban

treatment was not able to attaunate or prevent the I/R induced intestinal injury in rats.

Key Words: Intestinal ischemia reperfusion injury, Tirofiban
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1. GIRIS

Ince bagirsak iskemi reperfiizyon (I/R) hasari ciddi ve sik goriilmekte olan
Klinik bir durumdur ve bir¢ok etiyolojik etkenlerin neden oldugu siiperiyor
mezenterik arterin (SMA) tikanmasi sonucunda meydana gelmektedir. Bu durum
siddetli lokal veya yaygin doku hasariyla sonuglanir. Bu hasari takiben ¢oklu organ
yetmezligi gelisebilir. Mezenterik dolasim bozuklugu arteriyel tromboz, emboli,
Henoch-Schonlein purpurasi, dissemine intravaskiiler koagiilasyon gibi damar igi
veya volvulus, invaginasyon, fitik, timdr, fibrotik bant gibi damarlara disaridan basi
yapan nedenlerle ince bagirsak iskemisi olusmaktadir (1, 2 ,3).

Intestinal I/R hasar1 yiiksek mortaliteye sahip, erken tanis1 zor olan acil bir
durumdur (4). I/R hasar1 intestinal bdlgeye kan akiminin azaldigi cesitli cerrahi
girigimler ile sepsis, hemorajik sok, intestinal transplantasyon ve damarsal cerrahi
gibi patolojik durumlara ikincil olarak gelisir (4, 5). I/R hasarmin bagirsaklarda
motilite bozukluguna, lokal ve sistemik inflamasyona ve bagirsak mukozasinda
hasara neden oldugu bilinmektedir (4, 6). Hem lokal hasarlara hemde sistemik
hasarlara neden olmasindan dolay1 I/R hasar1 oldukg¢a karmasik bir siirectir. iskemi
ile dokuya giden kan akimimin azalmasi, anaerobik metabolizma ile hiicrelerde
asidozise ve hiicre oliimiine neden olmaktadir (7). Reperfiizyon ile serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusumu, proinflamatuar sitokinlerin ve medyatdrlerin
salimmasi1 ve kompleman aktivasyonu meydana gelir (8). Aktive olan bu medyatorler
postkapiller veniillerde 16kosit ve trombosit birikimi ve adezyonuna neden olarak
mikrosirkiilasyonu bozmakta ve hasari arttirmaktadir (7, 8). Trombositlerin aktive
olmasi tromboksan A2 ve serotonin gibi trombosit iirlinlerinin salinimina neden
olmaktadir. Bu iriinlerde mikrovaskiiler spazm ve trombozise neden olarak

2

okliizyonun devam ettigi ‘’no-reflow’’ adi verilen fenomeninin olusmasina ve var
olan hasarin siddetlenmesine neden olmaktadir (7, 9). Trombositlerin glikoprotein
IIb/Illa (GP IIb/Illa) reseptorleriyle fibrinojen aracili agregasyonu, trombosit
birikiminin temel asamasidir. Tirofiban trombosit GP IIb/Illa reseptor antagonistidir
ve Klinikte kullanilan bir antiplatelet ajandir (10). Cesitli deneysel g¢alismalarla
tirofibanin miyokard, bobrek ve serebral iskemi gibi patolojilerde koruyucu etkileri
gdsterilmistir (9, 11, 12, 13, 14). Ancak literatiirde intestinal I/R hasarinda tirofibanin

etkilerini gosteren bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmada amacimiz tirofibanin

intestinal iskemi reperfiizyon hasarindaki 16kosit infiltrasyonu ve lipid



peroksidasyonuna olan etkilerini ve histopatolojik degisimleri ayrica MDA
(Malondialdehid), GSH (Indirgenmis Glutatyon) ve MPO (Miyeloperoksidaz)

diizeylerini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ince ve Kalin Bagirsak Anatomisi

“Bagirsak” terimi Latince’de “kok™ anlamina gelen “internal” kelimesinden
tiiremis olup bu organlar abdominal kavitenin interior kismin1 neredeyse tamamen
doldurmaktadir. Bu organlar sindirim kanalinin en uzun ve kiitlece fazla olan kismin
olustururlar ve besin alimi disinda sindirim sisteminin tiim fonksiyonlarini yerine
getirirler. Bagirsak, ince ve kalin olarak ikiye ayrilmaktadir (15).

Mideden salinan kimiis, viicudun primer sindirim organi olan ince bagirsaga
girer. Bu organ yalnizca sindirimin gerceklestigi degil, ayn1 zamanda absorpsiyonun
neredeyse tamaminin gerceklestigi kisimdir. Ince bagirsak, canli bir bireyde 3,05 m;
kadavralarda ise kas tonusunun kaybolmasina bagli olarak bunun 2 kat1 uzunluktadir.
Kalin bagirsagin 5 kat1 uzunlukta olmasina ragmen “ince” olarak adlandirilmasinin
sebebi, 2,54 cm’lik capiyla kalin bagirsaga gore (7,62 cm) ¢ok daha ince olmasidir
(15). Ince bagirsak 4 tabakadan olusmaktadur:

Seroza: Ince bagirsagin dis tabakasim olusturup mezotel ve epitelden
olugmaktadir. Jejunumu, ileumu ve posterior kisim retroperitoneal oldugundan
duodenumun anterior yiizeyini cevreler. Ince bagirsak epitellerinin émrii 3-5 giin
oldugu i¢in, buradaki hiicrelerin kendini yenileme hiz1 oldukga yiiksektir.

Muskularis: ki kas tabakasindan olusmaktadir: Distaki ince uzunlamasina
tabaka, bagirsagin kisalip uzamasmi saglamakla gorevli olup icgteki kalin tabaka
bagirsagin biizlismesini saglamaktadir. Sinirler bu iki tabaka arasinda yer alir ve iki
kasin birlikte ¢aligmasin1 saglayarak besinlerin proksimal ve distal yonde hareketine
olanak saglamaktadir.

Submukoza: Kan damarlariin, sinirlerin ve lenflerin yer aldigi bag doku
tabakasindan olusmaktadir.

Mukoza: En i¢ tabakay1 olusturmakta olup liimene dogru uzanan ve yiizey
alanmi arttiran villuslar araciligiyla maksimum absorbsiyonu saglamak igin
tasarlanmistir. Ince bagirsagin kript tabakasi, devamli hiicre yenilenmesi ve
proliferasyonun gerceklestigi bolgedir. Kriptten villuslara gegen hiicreler enterositler,
goblet hiicreleri, Paneth hiicreleri ya da enteroendokrin hiicrelere farklilagir (16).

Ince bagirsak 3 bolgeye ayrilmaktadir: Mideden itibaren (proksimalden

distale) duodenum, jejunum ve ileum.


https://d3bxy9euw4e147.cloudfront.net/oscms-prodcms/media/documents/AnatomyandPhysiology-OP_3dxKNqG.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK459366/
https://d3bxy9euw4e147.cloudfront.net/oscms-prodcms/media/documents/AnatomyandPhysiology-OP_3dxKNqG.pdf

Duodenum bagirsagin en kisa bolgesi olup 25,4 cm uzunlugundadir ve pilorik
sfinkterden baslamaktadir. Sfinkteri gecince peritoneum’un arkasina dogru egrilir,
retroperitoneal duruma gecer ve peritoneal kaviteye geri donilip jejunuma katilmak
icin anterior yonde yiikselmeden Once pankreas basinin etrafinda C seklinde bir
kivrim olusturur. Bu nedenle duodenum siiperior, inen, horizontal ve ¢ikan kisim
olmak iizere dort segmentten olusmaktadir.

Jejunum, 0,9 m uzunlugundadir ve duodenumdan ileuma kadar uzanan kismi
olusturmaktadir. Latince’de “bos” anlamina gelmekte olup bu ismi yasam siiresince
bos bir yap1 olarak kaliyor olmasindan almaktadir. Jejunum ile ince bagirsagin son
segmenti ileum arasinda kesin bir sinir bulunmamaktadir (17).

[leum ise ince bagirsagm en uzun bdlgesi olup yaklasik 1,8 m
uzunlugundadir. Daha kalin, daha vaskiiler ve jejunumdan daha fazla mukozal
Katlanmalar iceren bir yapidir. Ileogekal sfinkterde, kalin bagirsagm ilk kismi olan
¢ekuma dahil olur. Jejunum ve ileum, mezenter ile abdominal duvarin posterior
kismina baglanir.Kalin bagirsak, ince bagirsagin bu ii¢ kismini ¢cevrelemektedir.

Torasik splanknik sinirlerden ¢ikan sempatik sinir fibrilleri ve vagus
sinirinden ¢ikan parasempatik sinirler, ince bagirsagin ekstrinsik innervasyonunu
saglamaktadirlar. Ince bagirsagin ana arteriyal kaynag siiperior mezenterik arterdir.
Venler arterlere paralel uzanmakta olup siiperior mezenterik venlere dokiiliirler.

Ince bagirsaktaki besinden zengin kan daha sonra hepatik portal ven
tizerinden karacigere tasmir. Sekil 1’de bagirsak anatomisi genel hatlariyla

verilmistir (15).
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Sekil 1: Bagirsak anatomisi (15)

Kalin bagirsak, sindirilemeyen besinlerden suyun absorblandigi kisimdir.
Cekum, apendiks, kolon, rektum ve anal kanaldan olusmaktadir. Kalin bagirsak,
terminal ileumda ¢ekum ile baslamaktadir. ince bagirsagin aksine uzunlugu kisadir
ancak liimeni ¢ok daha biiyiiktiir.

Cekum: Cikan kolonun proksimal kor kesesidir ve ileogekal birlesme
noktasinda yer alir. Terminal ileum, medial duvarda ¢ekuma agilmaktadir ve bu
aciklik ileocekal valvler tarafindan korunmaktadir.

Apendiks: Ince silindirik bir organ olup ¢ekuma baghdir. Taban, ileogekal
birlesme bolgesinin 1-2 cm asagisinda, c¢ekumun posteromedial duvarina
dayanmustir. Ust kismu ise peritoneal kavitede yiizer durumda olup retrogekal bir
pozisyonda lokalize olabilir. Mezoapandis denilen kisa, tiggen bir mezentere sahiptir.

Kolon: Cekum, kalin bagirsagin ikinci kismi ¢ikan kolondan olusmaktadir.
Cikan kolon, sag iliak fossa’dan karacigerin sag lobuna dogru, abdomenin sag

tarafinda siiperior konumdadir. Sag kolik fleksura’dan (hepatik fleksura) sol doniis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470577/

yapar. Sag parakolik oluk olarak da bilinen, parietal peritoneum ile siirlandirilmis
derin vertikal alanda bulunur. Transvers kolon ise kalin bagirsagin iigiincii, en
hareketli ve en uzun kismini olusturmaktadir. Sag ve sol kolik fleksuralarin arasinda
bulunur. Sol kolik fleksura sagdakinden daha az hareketli olup frenikokolik ligament
ile diyaframa baglanir. Transvers kolon, transvers mezokolon denilen bir mezentere
bagli olup kokii pankreasin inferior kismi1 boyunca uzanir. Transvers kolon, sol kolik
fleksura’nun siiperior’u ve sol iliak fossa’nin inferior’u arasindaki sol parakolik
oluga ilerleyerek inen kolon olarak devam eder. Kalin bagirsagin besinci kismi
sigmoid kolon olarak sonlanir. Sigmoid kolon, inen kolonu rektuma baglar (18).

Rektum:Sigmoid kolondan ¢ikan besin, pelviste, 3. sakral vertebranin yaninda
bulunan rektuma girer. Beslenme kanalinin son 20,3 c¢cm’ini olusturan rektum,
sakrum ve koksiks kemigine anterior uzanir. Rektum Latince’de “diiz” anlamina
gelse de, sakrumun ¢evresinde kivrilan bir yapidir ve rektal valvler denilen iigli
internal transvers katlanmalara sahiptir. Bu valvler, fegesi gazdan ayirarak ikisinin
ayn1 anda gegisini engeller.

Anal kanal: Besinlerin kalin bagirsakta ulastigit son kisim olan aniis,
abdominopelvik kavitenin tamamen disinda, perineumda lokalizedir. Bu 3,8-5 cm
uzunlugundaki bu yapi1 aniise agilmaktadir. Anal kanal iki sfinkterden olusmaktadir.
Internal anal sfinkter yumusak kas dokudan olusmaktadir ve istemsiz kasilir.
Eksternal anal sfinkter ise iskelet kasindan olugsmakta olup istemli kasilir. Digkilama
disinda iki sfinkter de genellikle kapalhidir. Sekil 2°de kalin bagirsak anatomisi
verilmistir (15).


https://d3bxy9euw4e147.cloudfront.net/oscms-prodcms/media/documents/AnatomyandPhysiology-OP_3dxKNqG.pdf
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Sekil 2: Kalin bagirsak anatomisi (18)

2.2. intestinal iskemi

Mezenterik iskemi, ince bagirsaga saglanan oksijen desteginin, organin
ihtiyacini karsilayamamasi durumu olarak tanimlanir (19).

Akut mezenterik iskeminin (AMI) arteriyel emboli, arteriyel ya da venoz
tromboz ve tikanikliga bagli gelisen durumlar gibi pek ¢ok sebebi vardir.
Patofizyolojik durumlarda farkliliklar olsa da AMI, geri doniisiimsiiz hasara ve
yasami tehlikeye sokan durumlara sebep olan hipoksemi ve intestinal hipoksi gibi
durumlara yol agar. Mezenterik iskemi ile ilgili farkindaligin artmasi ile saglanacak
erken tan1 ve tedavi, hastanin hayatin1 kurtaracak anahtar unsurlari olugturmaktadir
(20).

Intestinal kan destegi, aorttan ¢ikan 3 biiyiik vaskiiler sistem ile saglanir:
Colyak arter, siiperior mezenterik arter (SMA) ve inferior mezenterik arter. Bu li¢
daldan tlirevlenen periferal vaskiiler aglar, ana dallardan birinde problem oldugunda
dahi, dogru intestinal perflizyonun saglandigindan emin olmak igin, ¢oklu

kollateraller ile birbirine i¢ten bagimlidir. Ancak, bu kadar yogun kollateraller olsa
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bile ince ve kalin bagirsak mukozasi, arteriyel kan destegindeki kiiclik kesintilere
bile olduk¢a duyarlidir.

Arteriyel emboli, aorta paralel olmasi ve genis agil1 orijini nedeniyle en ¢ok
SMA’da lokalizedir. Daha biiyiik emboliler genellikle SMA orijininin 3-8 cm
distalinde yakalanir (Proksimal jejunum iyi perfiize olmaya devam eder). Gergek
SMA embolilerinin aksine, akut mezenterik arteriyel tromboz genellikle SMA’nin ilk
dallanma noktasinda olur. SMA embolisi ile mezenterik arteriyel trombozun ayrimi
klinik olarak zordur ve bazi durumlarda yalnizca hastanin hikayesiyle ayirt edilebilir
(21).

Arteriyel tikanikliga bagli olan mezenterik iskeminin aksine, sistemik
koagiilasyon bozukluklari genellikle, cogu vakada siiperior mezenterik veni etkileyen
mezenterik vendz trombozdan kaynaklanir (22). Tromboz, travma ya da kalp gibi
ciddi ameliyatlar sirasindaki stres durumunda meydana gelen malignite veya
inflamasyondan kaynaklanabilir (23).

Etiyolojilerine bagimli olarak, akut ve kronik Mi arasinda klinik tablo
acisindan onemli farkliliklar bulunmaktadir. AMi’nin en tipik semptomu, fiziksel
muayene bulgularinda beklenenden fazla karin agris1 goriilmesidir. Iskemi patolojik
bir siireg oldugu igin agri i¢ organlarda, diffiiz, non-lokalize ve orta ya da yiiksek
siddette, kolik benzeri ve opoid analjeziklere cevap vermeyen tiirde olabilir. Bagirsak
nekrozu, septik sok ve &liim, AMI’nin yaygm komplikasyonlarindandir. Aksine,
kronik mezenterik iskemide (KMI) yemek sonrasi karmn agris1 (epigastrik veya
periumbilikal), mide bulantis1 ve kilo kayb1 yaygin olarak goriiliir (24).

Mezenterik iskemi nedenine yonelik sekilde tedavi edilmelidir. Cerrahi,
embolektomi, trombolitik tedavi gibi bir¢ok tedavi yontemi denensede hala
morbidite ve mortalite oran1 oldukga yiiksek bir hastaliktir. Bu yilizden yeni tedavi

ajanlar arastirilmaya devam edilmektedir.

2.3. Iskemi ve Reperfiizyon Hasar1

Iskemi terimi, arteriyel akisinin engellenmesine bagli olarak dokulara giden
kan desteginin yetersiz kalmas1 durumudur. iskemi sirasinda olusan sistemik, doku-
spesifik, hiicresel ve molekiiler degisikliklerin anlasilmasinda son 30 yilda biiyiik
ilerlemeler kaydedilmistir. Reperfiizyonun doku hasart ve nekrozunu indiikleyip

siddetlendirebilecegine dair kanitlar, hasarli doku bolgelerinin ilaglara duyarli olmasi
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nedeniyle arastirmacilari bu alanda calisma konusunda giidiilemistir. Yillar siiren
aragtirmalar sonunda, gilinlimiizde bile iskemi ve reperfiizyon mekanizmalar1 tam
olarak anlasilamamustir (25, 26).

Bir organa gelen arteryal veya vendz kan akiminin yetersiz hale gelmesi
sonucunda hiicrelerde enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metobolitlerin birikmesi
sonucu doku hasar1 ortaya c¢ikar (27, 28). Hiicre oliimii gergeklesmeden hiicrenin
rejenerasyonunu saglamasi ve de toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in iskemik
dokunun yeniden kanlanmaya ihtiyaci vardir. iskemik dénemde hiicrede bir¢ok
metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Birbirini tetikleyen bu olaylar
zinciri iskemik kaskad olarak isimlendirilir (27).

Hiicrenin yasamsal fonksiyonlar1 bir denge icinde devam eder. Hiicreler
normalde yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek igin gerekli enerjiyi Adenozin
trifosfat (ATP) ile saglamaktadirlar. (26, 18). Bu dengenin saglanmasi igin gerekli
ATP’nin iskemi sonucu eksilmesi plazma membraninin sodyum-potasyum
pompasini ve sodyum—kalsiyum degis tokusunu bozar, hiicre i¢inde sodyum ve
kalsiyum artisina, potasyumun hiicre disina difiizyonuna sebep olur. Hiicre i¢inde Ca
birikmesi iyon dengesizligine, hiicre i¢i osmotik basincin artmasina ve asidoz gibi
durumlara neden olur. Sonrasinda hiicrelerde histolojik degisiklikler baslamaktadir.
Bunlar kromatin kiimelenmesi, piknozis, apopitozis ve nekrozis gibi bulgulardir (28,
29, 30).

Hiicre disfonksiyonu, hasar ve/veya oliimiiniin siddeti, iskeminin siddetine
bagli olarak degismektedir. Bu nedenle, kan akisinin restorasyonu ve
revaskiilarizasyonun miimkiin oldugunca kisa siirede gergeklestirilmesi, iskemiye
iliskin tim terapotik yaklagimlarin ana dayanagidir. Ancak tiim organlar iskemiye
ayni derecede duyarli degildir. Ayrica, reperflizyon, hiicrelere oksijen ve besinlerin
dagilimi i¢cin gerekli olsa da, ozellikle iskemi durumunda patojenik prosesleri ve
hasarin  siddetini arttirabilmekte olup, revaskiile dokulardan kana karisan
mediyatorlerin etkisi ile uzak organlarda da doku hasarina yol agabilmektedir (25).

Iskemik dokularin reperfiizyonu siklikla, arteriyollerin endotel-bagiml
dilatasyonu, sivi filtrasyonunun artmasi, kapillerlerde I6kositlerin yol actig
tikanmalarin sebep oldugu mikrovaskiiler disfonksiyon ve postkapiller veniillerde
plazma proteini ve lokositlerin ekstravazasyonu ile iliskilendirilmektedir.
Perfiizyonun baslangicinda, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde, aktiflenmis

endotelyal hiicreler daha fazla oksijen radikali ve daha az nitrik oksit iiretirler. Bunun
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sonucunda nitrik oksit ve siiperoksit arasinda olusan dengesizlik, inflamatuar
medyatorlerin (platelet aktive edici faktor ve tiimor nekrozis faktor gibi) salinmasina
yol acarak, lokosit-endotelyal hiicre adezyonu molekiillerinin  sentezini
arttirmaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bilinen risk faktorlerinden bazilar
(hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve diyabet gibi), iskemi ve reperflizyonun yol
actig1 mikrovaskiiler degisimlerin siddetini arttirmaktadir. Reperfiizyon sonucunda
inflamatuar medyatorler salinir ve iskeminin basladigi bolgeye uzak organlardaki
endotelyal hiicreler aktive edilir. Iskemi ve reperfiizyona uzaktan gelen bu yanit ayn
zamanda, ¢oklu organ disfonksiyonu sendromunun karakteristik 6zelliklerinden biri
olan 16kosit-bagimli mikrovaskiiler hasara yol acabilmektedir. Iskemik hasar ve
reperflizyona verilen adaptasyonel yanitlar, iskemik dokularda hastaligin ilerlemesini
Onlemeye olanak saglamaktadir. Adaptasyonel yanitin yol agtig1 gegici ve mekanik
olmak iizere iki tliir koruma vardir (akut ve ge¢ Onkosullama). Protein kinaz C
aktivasyonu gibi faktorler ile akut ve ge¢ 6nkosullama yanitlar1 baslatilir; ancak akut
onkosullamanin koruyucu etkisi protein sentezinden bagimsiz iken, ge¢ dnkosullama
igin protein sentezi gerekmektedir (29).

I/R hasarinda meydana gelen olaylar zinciri, iskemik kaskad ve reperfiizyon
hasar1 olarak ayrilabilir. Iskemik ataklar, “iskemik kaskad” ad1 verilen olaylar dizisi
ile gelismektedir. Iskemi gelismeye basladiktan sonraki ilk 5 dakika iginde,
hiicrelerin elektrolit dengesi bozulmaktadir. Iskemik kaskad genellikle 2-3 saat
boyunca devam eder ancak etkilenen bolgedeki perfiizyon onarildiktan sonra bile
etkisi glinlerce siirebilir. “Kaskad” terimi sekansiyel bir paternde devam eden olaylar
dizisini tanimlamakta olup, bu ifade iskemik kaskad icin tam olarak dogru degildir.
Iskemide olaylar es zamanli gergeklesebilmekte olup her zaman lineer bir patern

gostermezler (30).
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“Iskemi-perfiizyon hasar1” terimi, reperfiizyon aritmileri, mikrovaskiiler
hasar, geri doniislii myokardiyal mekanik disfonksiyon ve apoptoz ya da nekroza
bagl hiicre oliimii seklindedir. Bu olaylar bir arada ya da ayr1 ayr gerceklesebilir.
Oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyumun asir1 yiikselmesi ve notrofil aktivasyonu,
iskemi-perfiizyon hasarimin kapsamli bir sekilde galisilmis mekanizmalarindandir
(31, 32).

2.3.1. Ksantin oksidaz yolu

Normal kosullar altinda, oksijen molekiilii (O2) mitokondride tetravalent
rediiksiyona maruz kalarak agiga su (H20) ¢ikmasina neden olur. Ancak O2’nin %1-
2’si bu yolaktan kacar ve univalent rediiksiyona ugrayarak oksijen tiirevli serbest
radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Normal kosullarda bu radikaller endojen
antioksidan enzimler tarafindan nétralize edilmektedir, ancak reperfiizyon boyunca
asir1 miktarda serbest radikal meydana gelerek oksidatif strese yol acar ve oksidatif
stresin zararli sonuclart vardir. Serbest radikaller, reperfiizyon boyunca O2’nin
iskemik dokuya tekrar girmesi ile meydana gelmekte olup, dis orbitalinde
ciftlenmemis bir elektronu bulundururlar. Bu nedenle serbest radikaller son derece
reaktif ve kararsiz molekiillerdir; organik ve inorganik kimyasal bilesenlerle,
proteinlerle, lipidlerle, karbohidratlarla ve ozellikle hiicre membrani ve niikleik
asitlerle etkilesebilirler. Iskemi periyodu boyunca ATP, katabolize olarak
hipoksantin tiretir. Fizyolojik kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz (KDH)
ile ksantine okside olur. Iskemi siiresince hiicre icinde Ca?* birikir ve KDH, ksantin
oksidaza doniisiir (XO). Bu reaksiyon, intestinal dokuda diger dokulara gore ¢ok
daha hizli olup, intestinal iskemide XO Ol¢limiinii gilivenilir bir indikator haline

getirmektedir (33).
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2.3.2.Notrofiller

[skemi sonrasi damar endotelinde olusan hasar nedeni ile nétrofil ve
trombosit aktivasyonu olusmaktadir. Bununla birlikte, iskemik alanda ortaya g¢ikan
kemotaktik faktorlerden kompleman 3a ve kompleman S5a nétrofillerin bolgeye dogru
gd¢ etmesine neden olmaktadir. Iskemi reperfiizyon alanma yerlesen nétrofiller ise
bu alanda SOR iiretmektedir. Meydana ¢ikan SOR antiproteazlar1 inaktive
etmektedir. Bunun sonucunda lizozomlerdan proteolitik enzimlerin salinmas1 hasar
olusturmaktadir. ~ Notrofillerde  uyarilma  sonucunda  esken  yapilarinin
kaybedilmesinde mikrosirkiilasyonda kalir ve embolizasyona neden olmaktadirlar
(34, 35, 36).

Infarkt dokunun polimorfoniiklear I&kositlerle (PMN) infiltrasyonu, 19.
yiizyilda tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalar, ndtrofil birikiminin énlenmesinin hem
iskemi hem de reperfiizyon hasarini azalttigini gostermektedir. Diger caligmalar ise
16kositlerin zamana bagli gociinii detayli olarak incelemis, reperfiizyonun ilk
saatlerinde intravaskiiler kompartmanlarin yiiklii miktarda aktiflenmis 16kosit
icerdigini; 4-6 saat i¢inde ise dogrudan miyosit-ndtrofil etkilesiminin saglandigin

gostermistir (28, 37, 22).

2.3.3. Trombositler

I/R doéneminde aktive durumunda aktif hale gelen trombositler hasarli
bolgeye dogru gog etmekte ve birikim yapmaktadirlar. Trombositlerin ve trombosit
tirinlerinden tromboksan A2 ve serotonin mikrosirkiilatuar spazm, mikrovaskiiler
konjesyon, trombozis ve koroner akimda yavaglamagibi nedenlerle olusturduklar

vaskiiler disfonksiyonla I/R hasarinda artisa neden olurlar (38).
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Trombositler hemostaz ve yaranin iyilesme siirecinde oldukg¢a 6nemli bir role
sahiptirler. Ayrica igerdikleri bitylime faktorleri ve sitokinlerin sayesinde rejeneratif
tedavinin potansiyel olan hiicreleri arasinda bulunmaktadir. Trombositlerin dolagima
serbest molekiilleri salmasi ayrica hiicre yilizeyinde adhezyon molekiillerinin
artmasina sebep olmaktadir. Serbestlenen bu molekiiller trombosit, 16kosit ve
endotel hiicreleri arasinda olan etkilesimlerde diizenleme yaparlar. Adhezyon
molekiilleri de trombosit, 16kosit ve endotel hiicrelerinin birbirlerine baglanmasina
aracilik  etmektedirler. Olusan  trombosit-lokosit — agregatlari  noétrofillerin

inflamasyonun oldugu damarsal yapilara gogiliniin artmasina neden olmaktadir (34).

2.3.4.Endotelyal faktorler

I/R, pH degisiminin indiikledigi sitotoksisite, reaktif oksijen tiirlerinin asir1
tiretimi ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) — nitrik oksit (NO) inhibisyonu gibi
coklu mekanizmalar tlzerinden vaskiiler endotelyal disfonksiyonu tetikler. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, iyon kanallarmin modiilasyonu ve gap-junction
proteinleri gibi endotelyal I/R hasarmin molekiiler mekanizmalarina 151k tutmustur
(39, 40).

Asidozun neden oldugu sitotoksisitenin iskemik endotelyal hasardaki roli,
kaspaz-12 ve kaspaz-3 gibi kaspazlarin, koroner arterlerdeki endotelyal hiicrelerde
iskemik asidoza bagli indiiklenmesiyle kanitlanmistir. Antiapoptotik protein Bcl-
xL’nin up-regiilasyonu, koroner arter hiicrelerinin asidik 6nkosullanmasina neden
olmakta ve koroner endotelyal hiicreleri iskemik apoptozdan korumaktadir. Ayrica,
ekstraseliiler asidoz endotelyal hiicrelere Ca?* girisini kuvvetli bir sekilde baskiladig1
icin vazoaktif bilesenlerin iiretimini inhibe etmektedir ve bu durum da I/R’nin
indiikledigi endotelyal disfonksiyon ile iligkilendirilmektedir (35).

Yapilan calismalar, serebral, kardiyak, pulmoner, renal ve intestinal I/R’de
plazma endotelin-1 (ET-1) diizeylerinde artma oldugunu gostermekte olup ET-1, I/R
ile iligkili organ hasarina en fazla katkida bulunan endotelyal faktorlerden biri olarak
ifade edilmektedir. I/R sonrasi farelerin kalbinde ve orta serebral arterinde ET-1’e karsi
kasilma yaniti tespit edilirken, hipertansiyonu olan farelerin mezenterik arterlerinde
yanitin azaldigi bildirilmistir. I/R’nin ET-1 vazokonstriiktér yamt {izerindeki etkisini
inceleyen cok az sayida calisma olmasina karsin, intestinal I/R’de plazma ET-1’inin

konsantrasyonundaki artis1 gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (41).
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2.3.5. Komplemanlar

Doku hasar1 sirasinda kompleman aktivasyonu gergeklesmekte olup,
uygunsuz ya da asin aktivasyon patolojik tabloyu agirlastirmaktadir.
Komplemanlarin ve dogal regiilatér molekiillerin dogasinin anlagilmasi, mezenterik
I/R srrasinda asir1 hasar olusumunun engellenmesi ve terapdtik gelismelerin
saglanmasinin oniinii acacaktir.

Mezenterik iskemiyi takiben gelisen reperfiizyon hasarina iliskin degisimler,
komplement aktivasyonu ve depozisyonu, notrofil infiltrasyonu ve mukozal hasar ile
iligkilendirilen eikosanoid olusumu gibi durumlarla karakterize lokal inflamasyona
neden olur (42).

Iskemik dokuda komplemanlarin aktifledigi mekanizmalarin sayis1 ¢cok fazla
olup klasik, alternatif ve mannoz baglayici lektin yolaklar1 (MBL) iizerinden
ilerlemektedir. Klasik ve MBL yolaklart yiiksek ihtimalle erken evrede
gerceklesmekte olup, antikor ve lektinlerin yol agtigi iskemiye yanit olarak doku
antijenlerinin tanmnmasia bagli olarak meydana gelir. Ote yandan, alternatif yolak
giicli bir amplifikasyon mekanizmasi1 ile ilerlemekte olup bu mekanizma
komplemanlarin diizenledigi antifosfolipid antikorlar1 tarafindan indiiklenen fetal
resorpsiyon gibi proseslerde de gereklidir (36).

Alternatif yolagin I/R hasarindaki rolii ile ilgili calismalar, celiskili sonuclar
vermektedir. Stah ve ekibi tarafindan Faktér D-knockout hayvanlarda yapilan
calismalar, intestinal I/R’de alternatif yolagin 6nemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Ancak daha sonra ayni grup, Faktér B ve kompleman C2 ile gift

knockout bir ¢alisma tasarlamis ve zit yonde sonug bildirmistir (43).

2.3.6.Sitokinler

Intestinal iskemiye yol agan ve inflamatuar yanit1 arttiran kesin mekanizmalar
tam olarak bilinmese de, sitokinlerin immiinoinflamatuar yanitta 6nemli bir rolii
oldugu disiiniilmektedir (38).

Iskemi, bir takim proinflamatuar gen iiriinleri (16kosit adezyon molekiilleri,
sitokinler gibi) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin, tromboksan A2 gibi) ekspresyonunu
baslatirken diger koruyucu gen iiriinleri (nitrik oksit sentaz, trombomodulin gibi) ve

biyoaktif ajanlarin (prostasiklin, nitrik oksit gibi) ekspresyonunu baskilar. Boylece
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iskemi, reperfiizyonda dokunun hasara kars1 hassasiyetini arttiran bir proinflamatuar
durumu indiiklemektedir.

ROS, 16kosit adezyon molekiiliinli ve sitokin gen ekspresyonunu, niiklear
faktor-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu iizerinden uyarir. Dogrudan
hiicre hasarma yol agmasma ek olarak reaktif oksijen tiirleri, I//R sonrasi lokosit
aktivasyonunu, kemotaksisi ve 1okosit-endotel hiicre tutunmasini da arttirmaktadir.
Lokosit aktivasyonu ve kemotaksise ek olarak, C5a, monosit kemoatraktan protein-1,
tiimor nekrozis faktor o, interlokin-1 ve interlokin6é gibi sitokinlerin iiretimini
indiikleyerek inflamatuar yanmiti daha da arttirmaktadir. Intestinal bakteriyel
translokasyonunun, sitokinlerin kaskad yoluyla aktiflenmesi ile birlikte, sistemik

inflamatuar yanit sendromunun gelisimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (44).

2.3.7. Hiicre i¢i kalsiyumunun asir1 artisi

Hiperkontraksiyon ile hiicre boyunun asir1 kisalmasina yol agan mekanizmalar,
myosit modelleri tizerinde yogun olarak calisilmis olup fizyolojik degisimler ve iyon
dengesizlikleri, miyosit modelleri iizerinde yogun olarak incelenmistir. Bu ¢aligmalar,
hiperkontraksiyonun reoksijenasyondan kaynaklandigini ve bu durumun intraseliiler
Ca®'konsantrasyonunun asir artistyla yakindan iliskili oldugunu ortaya koymaktadr.
Ca®" dengesindeki bozulma, sitozolik kompozisyonda énemli degisimlerin meydana
geldigi iskeminin erken evrelerinde baslamaktadir.

Iskemi boyunca ilk iyon dengesizliklerinden biri, Na*/K* pompasinin
inhibisyonuna bagl olarak hiicre i¢i Na*konsantrasyonunda meydana gelmektedir.
Hiicre, igindeki asirt Na® ‘y1 dengelemek igin, enerjiye ihtiyag duymayan bir
Na*/Ca?" degisim mekanizmasim aktifleyerek hiicre i¢indeki Na™y1 disar1 atarken

2+

hiicre disindaki Ca“"’y1 igeri alir. Bu sekilde, normal kosullarda intraseliiler matrikste

2+

konsantrasyonu en siki kontrol altinda olan katyonlardan biri olan Ca“"’nin kontrol

mekanizmasinda bozulma baglamaktadir (45).

2.4. Oksidanlar

Oksidanlarin endojen ve ekzojen kaynaklar1 vardir. ROS’lar, normal hiicresel
metabolizmanin bir sonucu olarak molekiiler oksijenden iiretilirler. ROS, serbest

radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Bir veya daha fazla
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ortaklanmamis elektron igeren bu nedenle reaktif 6zellik tagiyan molekiiller serbest
radikal olarak isimlendirilir. 2 serbest radikal ortaklanmamis elektronlarini
paylastiginda ise nonradikal formlar olusmaktadir. Sigara i¢gmek, ozona maruz
kalmak, hiperoksi, iyonize radyasyon ve agir metal iyonlar1 ise ekzojen oksidan
kaynaklar1 arasindadir (46).

Serbest radikallerin baslicalari, tekli oksijen (102 ), siiperoksit anyonu (-O2-),
hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) radikaller olarak siralanmaktadir
(43).

2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali

02, O2’nin 1 elektron indirgenmis formu olup pek cok otooksidasyon
reaksiyonu ve elektron transport sistemi tarafindan olusturulmaktadir. Genellikle
reaktif degildir ancak demir-siilfiir proteinleri ve ferritinden Fe?" salinimma yol
acabilmektedir. Dismutasyona ugrayarak ya da enzimatik yolla spontane olarak H>O>
meydana getirmekte olup metal katalizli OH olusumunun prekiirsoriidiir (47).

Siiperoksitin biyolojik toksisitesi, demir-siilfiir gruplari igeren, metabolik
yolaklarda kritik 6neme sahip enzimleri inaktive etme kapasitesinden
kaynaklanmaktadir. Bu yol ile hiicre ice demir salinim1 gergeklesmekte olup, fenton
kimyas1 lizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikalleri agiga ¢ikmaktadir.
HO: formundayken siiperoksit, ¢coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu
baslatabilmektedir. Ayrica karbonil bilesikleri ve halojenlenmis karbonlarla da
birleserek toksik peroksi radikalleri agiga c¢ikarabilmektedir. Bu sekilde siiperoksit,
oksidatif stresin temel kaynaklarindan birini olusturmaktadir (48).

H202, Oz “nin dismutasyonu ya da O2’nin dogrudan rediiksiyonu ile olusan, 2
elektron indirgenmis formdur. Lipidde ¢oziinebildigi i¢cin membranlardan diffiize
olabilmektedir (47).

Graniilositik enzimler, H202’nin reaktivitesini, eozinofil peroksidaz ve
myeloperoksidaz {izerinden arttirmaktadirlar. Aktiflenmis notrofillerde, H20»,
myeloperoksidazlar tarafindan tiiketilmektedir. Klorlir iyonu varliginda H20z,

hipoklor6z aside (HOCI) gevrilmektedir (46).
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OH-, Fenton reaksiyonu veya peroksinitritin dekompozisyonu ile olusan, 3
elektron indirgenmis bir formdur. Oldukca reaktif olup ¢ogu seliiler bilesene
saldirabilmektedir (47).

02 kendisi de H2O; ile etkileserek OH™ agiga ¢ikarabilmektedir. Hidroksil
radikalleri en reaktif oksijen tiiri olup protein, lipid, karbohidrat ve DNA’ya zarar
verebilmektedir. Ayrica c¢oklu doymamis yag asitlerinden elektron alarak lipid

peroksidasyonunu baslatabilmektedir (46).

2.5.2. Reaktif azot tiirleri

Nitrik oksit (NO), azot dioksit (NO2) ve radikal olmayan bilesikler
(peroksinitrit - ONOO"™ - ve diazot trioksit- N2O3- gibi) reaktif azot tiirleri (RAT)
olarak adlandirilir. Bu serbest radikaller, dis orbitallerindeki ortaklanmamis
elektronlar1 yliziinden kararsiz yapilardir. RAT, nitrosatif strese bagli yol agan
peroksinitritin  olusumunda ROS’a bagimlidir (49). Reaktif azot tiirlerinden
peroksinitril (ONOQO), O2” ve NO arasinda gergeklesen hizli bir reaksiyon sonucunda
olugmaktadir. Lipidde ¢oziinebilmekte olup hipoklor6z aside benzer bir reaktiviteye
sahiptir. Protonlandig1 zaman, homolitik yarilma ile hidroksil radikali ve azot dioksit

ac1ga ¢ikarabilen peroksinitr6z asit olusturmaktadir (47).

2.5.3.0rganik hidroperoksit (ROOH)

Lipid ve niikleobazlar gibi seliiler komponentlerin radikal reaksiyonlar ile
meydana gelmektedirler (47).

Hidrojen peroksit, oksijenin ve enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesi
ya da siiperoksitin enzimatik olmayan tepkimeleri sonucu olugsmaktadir. Notral ve
asidik kosullarda net yiik tasimadigi i¢in biyolojik zarlardan kolayca ge¢is yapabilir.
Yapisinda paylasilmamis elektron icermedigi i¢in radikal 6zelligi tasimamaktadir.
Dolayistyla reaktif bir tiir sayilmamaktadir.. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir
olarak bilinmesindeki neden ise, Cu, Fe gibi metal iyonlarinin varhigmda hidroksil
radikalinin 6nciilii olmasidir (49).

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerde ve hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek ferril (Fe (IV)) ve perferril (Fe(V)) olusumuna neden olmaktadir.

Bu formda olan reaktif demir ¢ok gii¢lii olan oksitleyici 6zelliklere sahip olmasi ile
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hiicre zarlarindaki lipid peroksidasyonun baslamasina neden olmaktadir. Belirtilmis
olan potansiyel oksitleyici 6zelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde olusan H20> ’in
derhal ortamdan uzaklastirilmasi saglanmalidir. H202 “’yi ortamdan uzaklastiran

antioksidan enzimler hiicrelerde bulunan katalaz ve peroksidazdir (49).
2.5.4. Alkoksi (RO) ve peroksi (ROO) radikalleri

Oksijen temelli organik radikallerdir. Lipid formlar1 lipid peroksidasyon
reaksiyonlarina katilirlar. Oksijen varliginda c¢ift baglara radikal katilmasi ya da

hidrojen ayrilmasi ile olusmaktadirlar (47).

?' \
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2(GSH
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NADP

giutathione

raductase
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Sekil 3: Alkoksi (RO) ve peroksi (ROO) radikalleri (50)

2.5.5. Hipokloroz asit (HOCI) ve singlet oksijen (*O2)

HOCI, H202 ve myeloperoksidazin reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Lipidde
¢oziinebilen bu radikal olduk¢a reaktiftir. Tiyol gruplari, amino gruplart ve
metiyonin gibi protein bilesenlerini kolaylikla oksitleyebilmektedir (41). Ayrica
H,0: ile reaksiyon vererek bir baska radikal olan 'O2’yi ve CI" iyonunu agiga
¢ikarmaktadir (49).

Giicli oksidan o6zelligi olan HOCI radikal olmasa bile dokularda hasarmna
neden olmasindan dolay1 ROS igerisinde sayilmamaktadir. HOCI bagisiklik
sistemine ait hiicreler olan olan notrofil makrofajlar tarafindan bakterilerin

oldiiriilmesi amaci ile tiretilmektedir (51).
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HOCI asagida goriildigi iizere H202 ve Cl iyonunun miyeloperoksidaz enzimi

tarafindan okside edilmesi ile olusmaktadir (52).

HzOz +Cl miyeloperoksidaz HOCI + OH"

HOCl’den Fe bagimli olan ve bagimli olmayan cesitli reaksiyonlar ise
asagidaki tepkimeler ile gosterilmektedir ve bu tepkimeler OH™ radikallerinin

kaynagini olusturmaktadir (48).

HOCI + Fe2 — OH +CI + Fe*®
HOCI + O, "— OH +Cl + Oy

2.6. Serbest radikallerin etkileri

Kisith oksijen destegine ragmen, iskemisinin baslangicinda (ROS)’un hizla
biriktigine dair kanitlarin sayisi artmaktadir ve XO, bu oksijen tiirlerinin {liretimine
onemli bir katki saglamaktadir. XO ve Oz varliginda hipoksantin, ksantine cevrilir
ayni zamanda O2e— agiga cikar. XO ve hipoksantin iskemi sirasinda hizla biriktgi
i¢in O2e— iiretimi de hizla gerceklesecektir. iskemide O kisitli bir substrattir ancak
reperfiizyon sirasinda yeterince mevcuttur. Bu durum, reperfiizyon sirasinda
iskemiden daha fazla ROS iiretilmesine yol agmaktadir. Ayrica, reperfiizyonda, bir
reoksijenasyon prosesi gerceklesir ve mitokondri asir1 miktarda ROS iireterek
sitozolik Ca?" miktarmin artisina, dolayisiyla hiicre &liimiine yol acar. Ayrica,
iskemide artan NADH miktarina bagl olarak gelisen myoglobin otooksidasyonu, bir
bagka potansiyel ROS kaynagidir (51).

Muskularis katmani, submukozay1 ¢evreler ve bagirsaklar: hareket ettirmek
icin birkac¢ kat diiz kas dokusu saglamaktadir. Peristaltizm ve segmentasyon gibi
bagirsak hareketleri, gidanin bagirsaktan ge¢gmesine ve gidanin bagirsak duvarlariyla
temas edebilmesi icin ¢alkalanmasina yardimci olmaktadir.

1-Membran Lipit peroksidasyonu: Serbest radikaller biyolojik acidan
molekiilleri etkilemektedir. Lipitler ise bu hasarda en fazla etkiye ugrayan
biyomolekiillerdir (52). Hiicrede membraninda bulunan kolestrolin ve yag
asitlerindeki doymamig baglarin serbest radikaller ile tepkimeye girmesi sonucunda

peroksidasyon iiriinleri meydana gelmektedir. Oksidatif olayla ortaya ¢ikan membran
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hasar1 geri doniislimsiiz olan bir sonuctur. Lipit peroksidasyonun sonucunda ise
malondialdehit olusmakta ayrica bu maddeninde olan toksik etkisi proteinlerin amino
grubuna, fosfolipitlere ya da niikleik asitlere gosterilmektedir. (53,54,55). Membran
iyon transportunu, akiskanligini, enzim aktivasyonunu ve deformasyonda kabiliyetini
bozmaktadir.  Sitotoksisiteye, mutajen olusumu ayrica, membran yikimina yol
acmaktadir (4).

2-Proteinlere olan etkileri: Triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metionin ve
sistein aminoasitleri gibi ¢ift bag ile tiyol icermekte olan molekiillere karsi serbest
radikallerin reaktivitesi yiliksek orandadir. Bu molekiillerin radikal hasarlara duyarl
oldugu bilinmektedir. Yapisindaki ya da katalitik aktivitesinde bu aminoasitlerinde
bulundugu enzimlerin radikallerin etkisi ile birlikte etkisiz hale geldigi bilinmektedir.
Modifikasyonlara direngli prolin, lizin gibi aminoasitler, Oz, H2O2 ve OH" radikaller
ile birlikte hidroksilasyona ugrayabilmektedir (4, 13).

3-Karbonhidratlara olan etkileri: Serbest radikallerin karbonhidratlara olan
etkilerini monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda H20. ve okzoaldehitleri
olusturarak gostermektedirler. Okzoaldehitler, DNA, riboniikleik asit ve proteinler ile
baglanarak ¢apraz bag olusturmaktadirlar. Serbest radikallerin karbonhidratlara olan
ikinci etkisi bag dokusunda 6nemli bir mukopolisakkarid olan hyaliironik asitin
serbest radikaller ile etkilesmesi sonucunda bag dokusunda bozulma ve sivi

akiskanliginda kayiba neden olmasi durumudur (4, 7, 56).

2.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller tarafindan olusabilecek oksidatif stresin ortadan
kaldirilmas1 i¢in en fazla Onem tasiyan silah ise antioksidan sistemleridir
Antioksidanlar  serbest radikallerin  temizlenmesinde ve hiicre hasarinin
engellenmesindeki en énemli maddelerdir. Insanlarda bulunan antioksidanlar viicut
tarafindan dogal olarak iiretilir veya digaridan da ilave olarak alinabilmektedir.
Gerek endojen gerekse eksojen antioksidanlarin serbest radikallere karsi siipiiriicti
olarak hareket ettikleri bilinmektedir. Bu durumdan dolayr ise savunma
sistemindeantioksidan sistemin etkisinin artmasit hastalik riskinde azalmay1
saglamaktadir (1).

Insan viicudu, oksidanlarin etkisini dengeleyecek cesitli antioksidanlar ile

donatilmistir (43). Antioksidanlar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmakta olup,
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endojen antioksidanlar da kendi iginde enzimatik ve non-enzimatik olarak iki grupta
incelenmektedir (57). Antioksidan savunma mekanizmalarinin etkilerini su sekillerde
gostermektedirler:

1) Katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon redoks siklusu enzimlerinde
(glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz vb.) gibi
enzim sistemleri ROS’u daha az toksik hale getirmektedirler (27, 58).

2) insanda hiicre membraninda oksidadif stresin olusturacagi hasar1 6nlemeye
yarayan E vitamini (alfa-tokoferol) bulunmaktadir. Hem ekstraseliiler sivida hem de
intraselliiler alanda antioksidanin etkinlik gdsteren ve antiproteazlarin inaktivasyonunu
onleyen, askorbik asit (C vitamini), indirgenmis glutatyon (GSH), iirik asid, beta-
karoten (provitamin A), taurin ve yiiksek molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus
ve albiimin ROS’u yakalayip nétralize etmektedirler (48, 53).

3) Hidrojen peroksid ve siiperoksid anyonundan hidroksil radikali olusmasini
saglayan reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonudur.

GSH en onemli endojen antioksidanlar arasindadir. GSH, hiicrelerde ve
dokularda okside olmus (GSSG; gluthathione disiilfiir) formlarinda bulunur ve
hayvan hiicrelerinde glutatyon konsantrasyonu 0.5 ila 10 mM araligindadir.

Glutatyonun ¢ogunlugu (% 90-95) saglikli hiicrelerde diisiik formda (GSH)
bulunur. GSH, antioksidan enzimlere, hidroksil radikallerine, ROS'a indirgen
esdegerleri saglamaktadir ve kendisi de GSSG'ye oksitlenir; bu nedenle GSH / GSSG
orani, hiicre saghgmin kritik bir gostergesidir. Oksidatif stres sirasinda GSH
seviyelerinde azalma, GSSG seviyelerinde artis ve dolayistyla GSH / GSSG orant
azalir. Birka¢ hastalik i¢in potansiyel terapotik ajan olarak GSH rolii, antioksidan
etkisinden dolay1 6nde gelen bir aragtirma alanidir (58).

GSH, glutamik asit, sistein (Cys) ve glisinden olusan kiigiik molekiilli,
degerli bir tri-peptiddir ve farmasotik, gida ve kozmetikte yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Demir ve bakir iyonu bu reaksiyonu katalize eder. Hiicrede ve plazmada
serbast radikaller ferritin, transferin, laktoferin ve seruloplazmin ile baglanir.
Mitokondrilerde dogal olarak olusan radikalleri suya indirgeyen mitokondriyal
sitokrom oksidazdir Bu maddeler ROS olusmasini 6nleyen ve olusan ROS’un

yayilmasini engelleyen sistemlerdir (35, 59).
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2.7.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidan savunmasi, sitoplazma ve gesitli organellerde dagilmis
halde bulunan, kompartmanlasmis, antioksidan 6zellikte enzimatik ve non-enzimatik
yapili molekiillerin bir ag1 seklinde kendini gostermektedir (61). Temel
antioksidanlar SOD, katalaz ve GSH-Px ’dir. Bu temel enzimlere ek olarak, hem
oksijenaz-1 ve tiyoredoksinler, peroksiredoksinler (PRX) ve glutaredoksinlerin de
antioksidan savunmada rolii oldugu tespit edilmistir. Siiperoksit ¢esitli kaynaklardan
tiretilen baslica ROS oldugu i¢in, SOD ile dismutasyonu her hiicre i¢in oncelikli
Ooneme sahiptir.

Non-enzimatik antioksidanlar sinifi, vitaminler (C ve E), B-karoten, iirik asit
gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikler ve bir tiyol (siilfidril) grubu igeren bir tripeptid
olan (I-y-glutamil-I-sisteinil-I-glisin) GSH’dan olusmaktadir (46).

2.7.2.Ekzojen antioksidanlar

Insan viicudunun oksidatif strese bagli iirettigi serbest radikallere karsi
gelisen endojen enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunmanin ve ROS’un
uzaklagtirllmasi,  detoksifiye edilmesi ya da iiretiminin  bloklanmasi
mekanizmalarinin yanisira, besin yoluyla (ekzojen) aldig1 bir takim antioksidanlar
mevcuttur.

Besinsel antioksidanlar temel olarak serbest radikalleri uzaklastirmakla
gorevli olup, farkli mekanizmalar iizerinden hareket etmektedirler:

1) Serbest radikalleri notralize ederler,

2) Okside olmus membranlari onarirlar,

3) ROS {iretimini azaltirlar,

4) Lipid metabolizmasi tizerinden, kisa zincirli yag asitleri ve kolesterol esterleri de
ROS’lar1 notralize ederler.

Ekzojen antioksidanlarin oksidatif stresi engellemesi, azaltmasi, ilgi ¢eken bir
konudur. En iyi bilinen antioksidanlar tokoferoller (E vitamini), askorbik asit
(C vitamini), karotenoidler (B-karoten), ubikinon ve polifenollerdir (47).

Ozellikle son yillarda gerceklesen arastirmalar ROS’un doku iizerindeki
hasarlarina, etki mekanizmasina ve viicut savunma sistemleri {lizerindeki etkisine

yogunlagmustir. Ilaglar, ultraviole 1sin1, radyasyon ve cevre kirliligi gibi ekzojen
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kaynaklar bunlara maruz kalan canlilardaki kanser, seker hastaligi, karaciger
yetmezligi, otoimmiin hastaliklar, multiple skleroz, artritis ve yaslanma gibi
fizyopatolojik durumlarinda olusmasinda en biiyiik etken olmustur (37).

Son yillarda antioksidan aktiviteler ile ilgili olan c¢alismalarda ¢ogu
calismanin dogal elde edilen antioksidanlar ile ilgili oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Bitkiler arasinda yaygimn olan bir¢ok polifenolik bilesiklerin (tokeferoller,
flavonoitler, kumarinler, antosiyanin ve fenolik asitler) hepsinin antioksidan

aktiviteli oldugu izlenmistir (37).

2.8. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, linoleik asit ya da arasidonik asit gibi ¢oklu doymamis
yag asitlerinin bir serbest radikal tarafindan okside edilmesidir. Lipid
peroksidasyonunun temel mekanizmasi, tipik otooksidasyon prosesinde (Molekiiler
oksijenin baslangic, ilerleme ve sonlanma asamalari ile meydana gelen oksidasyonu)
gerceklesen radikal zincir reaksiyonunda gozlenmektedir. Bu nedenle lipid
peroksidasyonu, substrat tiikkenene ya da terminasyon gerceklesene kadar
kendiliginden ilerleyen bir proses olup bu yoniiyle diger serbest radikal hasarlarindan
ayrilmaktadir ve ciddi doku hasarina yol agma potansiyeline sahiptir (52).

Lipid peroksidasyon prosesi 3 adimdan olusmaktadir: Baglangig, ilerleme ve
sonlanma. Lipid peroksidasyonunun baslangi¢c asamasinda, hidroksil radikalleri gibi
prooksidanlar, allilik hidrojeni ayirarak merkezinde C atomu bulunan bir lipid
radikali (Le) olusturur. ilerleme asamasinda, Le hizl1 bir sekilde oksijen ile reaksiyon
vererek bir bagka lipid molekiiliinden hidrojen ayirarak yeni bir Le (Bu sekilde
zincirleme reaksiyon olusur.) ve lipid hidroperoksit (LOOH) agiga ¢ikaran bir lipid
peroksi radikali (LOOe) olusturur. Sonlanma adiminda ise, E vitamini gibi
antioksidanlar LOQe iizerine bir hidrojen atomu transfer eder ve olusan E vitamini
radikali bir bagka LOO- ile reaksiyona girerek radikal olmayan iirlinler olusturur.
Lipid peroksidasyonu bir defa bagladiginda, son {iriin olusana kadar zincirleme
reaksiyonlar devam eder. Lipid peroksidasyon prosesi Sekil 4‘de sematik olarak

gosterilmistir (53).
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Sekil 4: Lipid peroksidasyon prosesi (53)

Hidroksi asitler, lipid peroksidin dogrudan indirgenme {irlinleridir.
Hidroperoksieikosatetraenoik asitler (HPETE) ve 13- hidroperoksioktadekadienoat
(HPODE), gii¢lii indirgeyici ajanlar varliginda hidroksieikosatetraenoik asit (HETE)
ve hidrooktadekadienoata (HODE) indirgenebilir. Trifenilfosfin gibi indirgeyici
kimyasal ajanlar, peroksit bagini indirgeyebilir; ancak hiicrelerin zararli peroksitleri
daha fazla radikal iiretimi olmadan elimine eden endojen mekanizmalar1 da vardir.
Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri, 6zellikler GPx4, hiicrelerde lipid peroksitlerin
anahtar regiilatoriidiir, substrat olarak GSH kullanir ve lipid peroksitleri alkole
indirger. Bu enzimin inaktivasyonu genellikle lipid peroksit birikimiyle ve siklikla
oliimle sonuglanir (37).

Lipid peroksitler, spontane olarak olusturduklar1 yikim {irlinleri nedeniyle
ayrica bir toksisiteye sahiptir. Ferroz iyonu lipid peroksit ile reaksiyona girerek, yeni
peroksidasyon reaksiyonlari verebilen alkoksi radikallerini olusturur. Lipid
peroksitlerin yikim {iriinii olan aldehitler, hiicre i¢in toksiktir. Hem 4-hidroksinonenal
(4-HNE) ve (MDA) oldukga reaktif molekiillerdir. MDA, proteinlerin primer
aminleri ile ya da DNA ile reaksiyon verebilen bir dialdehittir. Lipid
peroksidasyonunun sekonder mesajcilart tarafindan gerceklestirilen kovalent
modifikasyonlar, proteinler ile nukleik asitlerin yap1 ve fonksiyonunu degistirmekte

olup bu molekiillerin sitotoksisitesinden sorumludurlar.
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Aldehitler, lipid peroksit degradasyonunun bir bagka temel {iriinii olup, 4-
HNE ve MDA en iyi bilinenleridir (30, 46).

2.9. Tirofiban

Tirofiban  (N-(metilsiilfonil)-4-O-(4-(4-piperidinil)-L-tirozin),  tirozinin
nonpeptid tiirevi olup fibrinojenin platelet GPIIb/GPIIla reseptorlerine baglanmasini
kisa siireli inhibe etmektedir. Boyutu ve yapist nedeniyle viicuttan kolay elimine
edilmektedir. Tirofiban, GPIIb/Illa reseptorlerine, fibrinojenin baglandigi sekilde
baglanmaktadir. Bu durumun sadece aktif bir pithtida goriiliiyor olmasi, akut ve
kronik kan pihtilar1 arasindaki farkin goriintiilenmesinde Tirofiban kullanimina
olanak saglamaktadir (61). Tirofiban’in yar1 6mrii 1,5-2,5 saat kadardir (62).

Tirofiban’in non-peptid yapisi, Arg-Gly-Asp (RGD) peptid dizisi kalip olarak
kullanilarak gelistirilmistir. RGD, fibrinojenin GPIIb/IIla’ya baglanmasi igin gerekli
minimum sekansi ifade etmektedir. RGD, integrinlerin B3 ailesinin iki tiyesinden biri
olan allbB3’e ve ayn1 (3 altbirimine sahip olan aVP3’e baglanmaktadir. Bilindigi
gibi, integrinler ekstraseliiler matriksi (ECM) intraseliiler aktin filamentlerine
baglamakta ve protein kinazlarin da rol aldig: sinyal iletim mekanizmasinda dnemli
bir rol oynamaktadir (63).

Intravendéz yol ile viicuda verildiginde tirofibanin platelet agregasyonu
tizerinde etkinligi plazma konsantrasyonuna baghdir ve klasik farmakokinetik bir
profil izlemektedir. Kararli bir durumda tirofibanin dagilim hacmi 0,2-0,3 L/kg
araliginda olup baglica dagildig1 bolge ekstravaskiiler bosluktur. Dolagimda bulunan
baglanmamis ilag, bobrekler ve feces yoluyla, orijinal yapisiyla atilmaktadir.
Tirofiban tedavisinden sonra, normal hemostatik fonksiyonun restorasyonu 3-4 saat
iginde baglamaktadir (64, 65).

Akut myokard enfarktiisii yapilan farelere Tirofiban uygulanan bir ¢caligmada,
tirofibanin enfarkt alanini azaltip, kan akimini arttirdigi gosterilmistir. Bu etkisini
myokardiyal endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonlarini diizenleyerek
ortaya ¢ikardigi bulunmustur (14).

Chang ve ekibi (2015), tirofiban konsantrasyonlarinin myokard reperfiizyon
hasar1 (RI) lizerindeki etkisini arastirarak optimizasyon ¢alismasi yapmistir. Siganlar
120 dakika boyunca koroner ligasyon ve 180 dakika reperfiizyona maruz

birakilmigstir. Siganlar daha sonra, koroner reperfiizyonun 30 dakika 6ncesi ve sonrasi
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intravendz olarak verilen tirofibanin konsantrasyonlarma gore 7 gruba ayrilmistir.
Myokardiyal nekrotik alanin risk bolgesine orani (AAR), myokardiyal (MDA) ve
plazma myeloperoksidazi (MPO) aktiviteleri Olglilmiistiir. Sonuglar, 2 pg/kg/dk
tirofiban konsantrasyonunda MPO aktivitesinin 6nemli Olgiide azaldigimi ve
sicanlarda myosit apoptozisi ile kardiyak RI’min Onemli oOlciide iyilestigini
gostermektedir (13).

Guan ve ekibinin 2015 yilinda yaptigi in vivo ve in vitro bir ¢alismada, serum
kreatinini (SCR) ve kan iire azotunun (BUN) I/R yapilan sicanlarda énemli Olglide
arttig1 ve bobreklerde histopatolojik hasar olustugu goriilmiistiir. I/R olan si¢anlarda
apoptotik hiicreler, lokosit infiltrasyonu ve ROS iiretiminin arttigi bildirilmistir.
Intravendz olarak verilen tirofiban ile (200 pg/kg) on tedavi yapilan siganlarda SCR
ve BUN diizeylerinin azaldig1, renal histopatolojik degisimlerde iyilesme goriildiigii,
hasarli bobrekte ROS iiretiminin, hiicre apoptozisinin ve lokosit infiltrasyonunun

azaldig1 da kaydedilmistir (11).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Yontemi

Bu calismada kullanilan sicanlar, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edildi. Calismada 24 adet agirliklar1 250-
290 gr arasinda degisen Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Siganlar deney
oncesi uygun tel kafeslerde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde ve
20-22 °C sicaklikta tutuldular. Deney prosediirii i¢in Biilent Ecevit Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik kurulundan onay alindi. 24 adet sican her grupta 8 hayvan
olacak sekilde rastgele 3 gruba ayrildi:

1. Kontrol grubu: iskemi uygulanmadan yalnizca laparotomi uygulanan
grup, Bu gruptaki hayvanlara iskemi reperflizyon islemleri yapilmadan, yalnizca
laparotomi uygulanmustir.

2. I/R grubu:Bu gruptaki hayvanlara I/R prosediirii uygulanmistir. Siiperior
mezenterik arter okliizyonu ile 30 dk iskemi ve 3 saat reperfiizyon uygulanmistir.

3. I/R+Tirofiban grubu (I/R+Tir): Bu gruptaki hayvanlara /R prosediirii
sirasinda reperfiizyon dncesinde tirofiban tedavisi uygulanmustir.

Tiim hayvanlar deneyden 12 saat dnce a¢ birakildi, ancak su i¢gmelerine izin
verildi. Hayvanlar intraperitoneal sodyum tiyopental (90mg/kg) enjeksiyonu ile
anestezi edildiler. Hipotermiyi 6nlemek igin cerrahi girisim 1sitict lamba altinda
yapildi. Karin orta hatti temizlenerek agildi, bagirsaklar karin sol tarafina alindi ve
stiperior mezenterik arter izole edildi. Arter 3/0 ipek iplikle bagland1 ve 30 dk iskemi
uygulandi. Bagirsaklarda soluklagma olmasi ve pulsasyonun kaybolmas: ile iskemi
prosediirii teyit edildi. Daha sonra iplik ¢oziilerek 3 saat boyunca reperfiizyon
saglandi. Reperfliizyonun gerceklesmesi bagirsak renginin kirmiziya donmesi ve
pulsasyonun tekrar gozlenmesiyle kontrol edildi. Tirofiban tedavisi kuyruk venlerine
takilan intravendz kaniil araciligiyla reperfiizyonun hemen oncesinde 200 pg/kg
dozunda uygulandi. Reperfiizyon bitiminde terminal ileum dokular1 alinarak bir
kismi histolojik caligmalar i¢in formaldehit iginde bir kismida biyokimyasal

incelemeler i¢in -80 °C’ de saklandi.
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3.2. Biyokimyasal Incelemeler

3.2.1.Malondialdehid (MDA) diizeyi tayini

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA tayini, tiyobarbiitirik asit (TBA)
ile MDA’ nin reaksiyon vererek 535 nm dalga boyunda 6lgiilebilen renkli bir bilesik
vermesi esasina dayanmaktadir. Sonuglar nmol/g doku olarak tanimlanmaktadir.

Lipid peroksidasyonunun indikatorii olan MDA diizeyi Casini ve
arkadaslarinin yontemi baz alinarak calisildi.-80 derecede muhafaza edilmis olan
ileum Orneklerinin buzun igerisinde ¢oziinmesi beklendi. Tartilmis olan dokunun
1 gramma 9 ml olacak bigimde soguk %10°luk triklorasetik asit (TCA, Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) ilave edilerek, homojenizasyon saglandi.
Homojenat 18-20 °C‘de 3000g‘de 15 dakika santrifiije edildi. Olusturulan 1,5 ml
siipernatan mikrosantrifiij tliplerinde 18-20 °Cde 3000g‘de 8 dakika santrifiij edildi.
Meydana gelen 750 pl siipernatan iizerine %] °lik butilhidroksi toluenden (BHT,
Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) 10 pl eklendi. Ustiine 750 pl %0,67¢lik
tiyobarbitiirik asit (TBA, Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) ilave edildi.
Karisgim 15 dakika kaynamaya birakilmigtir. Elde edilmis olan 6rnekler 535 nm‘de

spektrofotometrik olarak okundu.

3.2.2.Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyi tayini

Endojen antioksidan olan GSH diizeyleri Aykac ve arkadaslarinin yontemleri
baz alinarak ¢alisildi. -80 derecede saklanmis olan ileum Orneklerinin buz igerisinde
¢oziinmesi beklendi. Tartilmis olan dokunun 1 gramina 9 ml olacak bigiminde soguk
%]10‘luk TCA ilave edildi ve homojenizasyon saglandi. Homojenat 18-20 °C‘de
3000g‘de 15 dakika santrifiij edildi. Olusturulan 1,5 ml siipernatan mikrosantrifiij
tiiplerinde 18-20 °C*‘de 3000g‘de 8 dakika santrifiij edildi. Meydana gelen 250 pl
ornek siipernatana 1 ml 0,3M Na2HPO4 (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA)
ilave edildi. Ustiine 125 pl ditiobisnitrobenzoat (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO,
USA) ilave edildi. Ornekler vorteksleme ardindan 412 nm‘de spektrofotometrede

okundu.
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3.2.3. Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi tayini

Doku nétrofil birikiminin indikatorii olan MPO diizeyleri Bradley yontem baz
alinarak calisildi. -80 derecede saklanmis olan ileum Orneklerinin buz iginde
¢coziinmesi beklendi. Sonrasinda dokular tartilma isleminden gecti. Doku agirliginin
20 kat1 olacak bigiminde 50 mM‘lik potasyum fosfat tamponu (PB) eklendi ve 0-2
°C‘de mekanik homojenizatorle homojenize edildi. Homojenat 40,000g‘de 4 °C‘de
15 dakika santriflij edildi. Siipernatanlar1 dokiilmiis alt boliimde kalmis olan pellet
istline 10 kat olacak oranda 5g/L hekzadesiltrimetilamonyumbromid (Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) igeren 50mM PB ilave edildi ve yeniden
homojenize edildi. Ornekler ii¢ defa dondurma islemine tabi tutulup ¢dzdiiriildii ve
her dondurma arasinda sonikasyon yapildi. Sonrasinda o6rnekler 40,000g°‘de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilmis olan siipernatandan 100 pl alinip istiine 2,9 ml
reaksiyon karigimi ilave edilerek direk olarak 460 nm‘de absorbans degisimi 5
dakika boyunca o6l¢iildii. Hazirlanmis olan reaksiyon karistmi 50 mM lik PB
icerisinde 0,167 mg/ml Odianisidine (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) ve
20 mM H20; kapsamaktadir.

3.3. Histopatolojik Incelemeler

%10’luk formalin soliisyonunda fikse edilen ileum dokular1 parafin bloklara
gomiildi. Bloklardan 4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi ve kesitler deparafinize
edilerek histopatolojik skorlama i¢in hematoksilen-eozin ile boyandi. Hazirlanan
ornekler kor olarak Hierholzer ve arkadaslarinin (1999) tarif ettigi bagirsak mukozal
hasar skorlamasi (0-4) esas alinarak 11k mikroskobunda degerlendirildi (66).

0: Normal yapiya sahip mukozal villi, kript, lamina propria ve muscularis
externa,

1: hafif mukozal hasar, villi epitelinde kayip disinda patolojik bulgu olmamasi,

2: Orta dereceli hasar, mukozada konjesyon, hemoraji ve inflamasyonla birlikte
villus yiiksekliginin kayb1 ve epitelyal soyulma,

3: Agir dereceli hasar, villuslarin ¢cogunda soyulma ve submukoza ile muscularis
tabakasinda graniilomat6z doku varligi,

4: Siddetli hasar ve nekroz, intestinal duvarin tiim katlarinda inflamasyon ve

nekroz.
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3.4. Istatistiksel Incelemeler

Tim istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
versiyon 24.0.0; SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programai ile yapilmistir. Analizlerde
tanimlayici istatistikler ortalama ve standart hata olarak belirtildi. Gruplar arasinda
fark olup olmadig1 Kruskall- Wallis testi ile degerlendirildi. Grup igindeki farkliklar
ise Dunn testi ile yapildi. Istatistiksel anlamlilik igin hata degeri 0.05’in altinda olan
(p<0.05) durumlar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal incelemelere Yonelik Bulgular

4.1.1.Malondialdehid (MDA) diizeyi

Gruplarm ortalama MDA diizeyleri kontrol grubu: 47.47+4.54, I/R grubu:
91.75+14.30 ve I/R+Tirofiban grubu: 64,10+10,81°dir. /R grubu MDA seviyeleri
kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). I/R+Tirofiban
grubunda ise yiikselen MDA diizeylerinde azalma tespit edilmesine ragmen bu azalis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Gruplara ait MDA diizeyleri Grafik
1’de gosterildi.

MDA

= =
g8 B

o0
=]

=
=

MDA (nmol/g yas doku)

Kontrol I/R I/R+Tir

Grafik 1. Doku MDA Diizeyleri

Tirofiban tedavisi ile MDA diizeylerinde anlamli bir azalma g6zlenmemistir.
& Kontrol grubuna gore farkliligi gostermektedir (p<0,05). Sonuglar ortalama+SE

seklinde verilmistir.
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4.1.2.indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyi

Gruplarin ortalama GSH diizeyleri kontrol grubu: 17.71+0.92, /R grubu:
12.11£0.64 ve I/R+Tirofiban grubu: 10,61+1,16°dir. /R hasar1 GSH diizeylerinin
anlamli bir sekilde azalmasina neden olmustur (p<0.05). Tirofiban uygulamasi ise
GSH diizeylerinde I/R grubuna gére anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

Dokulara ait GSH diizeyleri Grafik 2’de gosterildi.
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Grafik 2. Doku GSH Diizeyleri

Tirofiban tedavisi ile GSH diizeylerinin diismesi dnlenememistir. & p<0.05
Kontrol grubuna gore farkliligi gostermektedir. Sonuglar Ortalama+SE seklinde

verilmistir.

4.1.3.Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi

Gruplarin ortalama MPO aktiviteleri kontrol grubu: 0.29+0.07, /R grubu:
0.98+0.21 ve I/R+Tirofiban grubu: 0.99+0.17°dir. I/R hasar1 bagirsak dokusunda
MPO aktivitesini kontrol grubuna goére Onemli bir sekilde arttirmistir (p<0.05).
Ancak tirofiban tedavisi MPO aktivitesinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir

(p>0.05). Dokulara ait MPO enzim aktivitesi Grafik 3’de gosterildi.
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Grafik 3. Doku MPO Aktivitesi

Tirofiban tedavisi MPO diizeylerinde I/R grubuna gore degisiklige neden
olmamistir. & p<0.05 Kontrol grubuna gore farkliligi gostermektedir. Sonuglar

Ortalama+SE seklinde verilmistir.

4.1.4.Histopatolojik sonuclar

[leum dokularmin mikroskobik incelemelerinde; kontrol grubunda diizenli,
normal villiis yapisi izlenmistir (Resim 1A ve 1B). I/R grubunda villuslarin lamina
epiteliyalisinde soyulma ve hiicrelerde dokiilme, lamina propriyada hemoraji ve
villuslarm yikimi izlenmektedir (Resim 1C ve 1D). Tirofiban uygulamasiyla /R ile
olusan bu hasarda iyilesme veya diizelme gozlenmemistir (Resim 1E ve IF).

Histopatolojik degerlendirme skorlar1 Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Deney gruplarina ait histopatolojik degerlendirme sonuglart

Gruplar Histopatolojik
Skorlama

Kontrol 0+0

IR 2.30%+0.33

I/R+Tir 2.16%+0.30

* Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir (p<<0.05), Degerler ortalama+SE

olarak verilmistir.
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Resim 1. Kontrol ve deney gruplarina ait sigan bagirsak dokularinin 151k

mikroskobik goriiniimii

A-B: Kontrol grubu deneklerin ileumu normal histolojik yapida izlenmekte.
C-D: iskemi-Reperfiizyon (IR) grubu deneklerde, iskemi-reperfiizyon hasarina bagli
olarak villuslarin lamina epiteliyalisinde soyulma ve hiicrelerde dokiilme, lamina
propriyada hemoraji ve villuslarin yikimi dikkati ¢ekmekte. E-F: IR+Tirofiban
grubunda ise iskemi- reperfiizyon hasarina bagli ortaya ¢ikan histopatolojik
degisikliklerin devam ettigi goriilmekte. Hematoksilen- Eozin. Bar: A-C-E 50um,
B-D-F 20 um.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular ile intestinal dokunun I/R nun
tiim bagirsak duvari boyunca histopatolojik olarak hasarlanmaya neden oldugu,
oksidatif stresin artip antioksidan enzim diizeylerinin azaldig1 ve ayrica lokosit
infiltrasyonunda artis oldugu gosterildi. Caligmamizda ayrica glikoprotein IIb/Illa
reseptdr antagonisti olan tirofibanin reperfiizyon dncesi tek doz uygulanmasmin I/R
hasarii onlemede ya da diizeltmede etkili olmadig1 gézlendi.

Bagirsaklar1 besleyen arterlerin emboli, tromboz veya ateroskleroza bagl
tikanikliklar1 ile volvulus, intestinal strangiilasyon, invajinasyon gibi mekanik
vaskiiler nedenler veya bagirsagin vendz doniisiinde tikaniklik gibi ¢ok cesitli
nedenlerle bagirsaklarda iskemik hasar goriiliir (67, 68). Dokunun yasamasi igin
iskemiyi takiben reperfiizyon zorunludur. Ancak reperfiizyon hasarinin tek basina
iskeminin neden oldugu doku hasarindan daha fazla hasar yaptig1 gosterilmistir (68,
66). I/R sonucunda endotelin hasarlanmasi ile birlikte NO biyoyararlaniminda bir
azalma meydana gelmektedir ve boylece NO siiperoksit dengesinde siiperoksit lehine
bir kayma olusmaktadir. Ayn1 zamanda oksijen kaynakli serbest radikallerde de bir
artma meydana gelmektedir (6). /R sonrasinda ilk olarak etkilenen yerlerden biri
endotel tabakasidir. I/R sonucu goriilen vaskiiler disfonksiyonun mezenter arterin
distal kisimlarinda proksimale gére daha fazla oldugu gosterilmistir (5). Iskemi
stiresi belirlenirken bunun belirgin hasar olusturacak kadar uzun, fakat tam kat ve
geri doniissliz nekroz olusturmayacak kadar kisa olmasia 6zen gosterildi. Ciinkii
tam kat nekroz gelisen durumlarda cerrahi rezeksiyon disindaki tedavilerin anlamsiz
oldugu bilinmektedir. Bu Olciitlere en uygun iskemi siiresinin 30 dk oldugu
diistintildii. Ayni siireyle iskemi literatiirdeki diger calismalarda da uygulanmaistir (6,
8). Reperfiizyon siiresi belirlenirken de uygulanan deneysel maddelerin etkilerinin
goriilecegi kadar uzun, rejenerasyon calismalarinda gecen iyilesme siirecinin
deneysel maddelerin etkilerini maskelemeyecek kadar kisa olmasina 6zen gosterildi.
Bu olgiitlere en uygun reperfilizyon stiresinin 180 dk oldugu diisiiniildii. Ayn1 siireyle

reperfiizyon literatiirdeki diger ¢alismalarda da uygulanmistir (8).
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I¢ organlar arasinda bagirsaklar I/R hasarina en duyarli organdir. Mezenterik
dolasim kalp debisinin dinlenme sirasinda yaklasik %25’ini, yemek sonrasinda ise
yaklasik %35’ini alir. Bu yiizden intestinal mukozal doku zengin bir damarsal aga
sahiptir ve iskemiye en duyarli alandir (69). Kan akiminin kesilmesiyle beraber
oksijen miktarmin azalmasi, ATP’nin tiikkenmesine neden olur ve hiicresel
fonksiyonlar azalarak sonugta hiicre Oliimii gozlenir. Kan akiminin tekrar
saglanmastyla reperfiizyon hasar1 meydana gelir (6, 7). Reperfiizyon sirasinda ortama
gelen aktive olmus l6kositler ve trombositlerin veniillerde birikerek tikanikliga yol
acmast mukozal hasarin artmasina neden olmaktadir (7, 8). Trombositler aktive
oldugunda hiicrelerin sekli degisir ve ylizeylerinde trombosit agregasyonuna neden
olan GP IIb/llla reseptorleri ortaya g¢ikar (70). Tirofiban, GP IIb/Illa reseptor
antagonistidir ve klinikte akut koroner sendromlu hastalarda tedavi amagh
kullanilmaktadir (10,71).

Tirofibanin kalp ve bobrek gibi organlarda I/R hasarmi azalttig: gosterilmistir
(9, 11,13). Bu koruyucu etkilerinin 6zellikle antitrombolitik etkisinden kaynaklandigi
ve enfarkt alanimi azalttigi bildirilmistir (13). Calismamizda tirofiban uygulamasinin
histopatolojik olarak I/R ile meydana gelen hasari azaltmada etkili olmadigim
gozlemledik. Tirofiban pek ¢ok dokuda I/R hasarinda antitrombolitik etki
gdstermesine karsin bagirsakta I/R hasarini 6nlemeye yetecek kadar etkin olmadig
goriilmektedir. Bu calismada uygulanan reperfiizyon siiresi, tirofiban kullanilan diger
calismalara ve daha dnceki ¢alismalarimiza gore belirlenmis olsa da intestinal I/R’da
trombositlerin en yogun gézlendigi reperfiizyon siiresinin 6-20. saatler arasi oldugu
da bildirilmektedir (34).

Tirofibanin intestinal hasar1 azaltmada etkili olmamasi bu durumdan
kaynaklanabilir. Daha sonra yapilacak caligmalarda farkli reperfiizyon siireleri ile
tirofiban tedavisinin etkinliginin saptanmasi dogru bir yaklasim olacaktir.

I/R hasarinmn altinda yatan en 6nemli mekanizmalardan biri asir1 miktarda
SOR iiretilmesidir (56). Serbest oksijen radikallerinin en zararli etkisi protein, lipid
ve DNA’nin oksidasyonuna sebep olmasidir. Hiicre membranlari, poliansatiire yag
asitleri ve fosfolipitlerden olusmaktadir (9). Ozellikle lipidlerin peroksidasyonundaki
son Uriin MDA’ dir ve dokuda MDA’ ’nin 6l¢iimii lipid peroksidasyonunun derecesi
icin bir gostergedir (56). Calismamizda reperfiizyon Oncesi tek doz tirofiban
uygulanan grupta MDA diizeyleri, iskemik gruba gore diisiik bulunmasina ragmen bu

diisiikliik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Guan ve arkadaglar1 (2015) tek doz
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tirofiban uygulamasi ile MDA diizeylerinin bobrek iskemisinde azaldigini (11),
Chang ve arkadaglar1 (2015) kalp iskemisinde reperfiizyon siiresi boyunca tirofiban
inflizyonunun MDA diizeylerini azalttigini bildirmislerdir (13).

I/R hasarmda polimorfoniikleer nétrofiller gibi 1dkositlerin aktive olmas1 ve
toplanmast SOR igin ana kaynak olarak bildirilmektedir (4, 69). Notrofiller aktive
oldugunda azurofil graniilleri ve igerisinde bulunan elastaz, MPO, metalloproteinaz
gibi enzimleri salarlar ve hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve hipoklorik asit gibi
giicli SOR’nin olusmasina neden olurlar (69, 72). Dolayisiyla MPO enziminin
diizeyi 10kosit infiltrasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (57).
Calismamizda MPO diizeyleri I/R hasari ile artarken, tirofiban uygulamasi1 MPO
diizeylerinde degisiklik olusturmamistir. Guan ve arkadaslar1 (2015) tirofibanin MPO
enzim diizeylerini azaltarak 16kosit infiltrasyonunu engelledigini bildirmislerdir (11).
Liu ve arkadaglar1 (2013) tirofibanin nitrik oksit sentaz diizeylerini degistirip SOR
olusumunu engelleyerek MPO diizeylerini azaltmada etkili oldugunu goéstermislerdir
(14). Chang ve arkadaglari miyokard iskemisinde infiizyon olarak uyguladiklar
tirofibanin 2 pg/kg dozunda MPO diizeyini azalttigini, 5 pg/kg dozunda MPO
diizeylerini degistirmedigini gostermislerdir (13). Dolayisiyla ilerleyen ¢alismalarda
tirofibanin farkli konsantrasyonlarda denenmesi bu durumun agiklanmasina yardimci
olacaktir.

GSH viicutta bulunan 6nemli bir endojen antioksidandir ve bagirsak dokusu
i¢in mukozal bariyeri koruyucu ozelliklere sahiptir (49). Calismamizda I/R hasar
GSH diizeylerini 6nemli Olc¢lide azaltirken, tirofiban tedavisi antioksidan GSH
diizeylerinde meydana gelen azalmayi Onleyemedi. Oysa yapilan bir calimada
tirofibanin bobrek iskemisinde GSH diizeylerini arttirdigi bildirilmektedir (11).

Sonug olarak intestinal I/R hasarinda tirofiban tedavisinin reperfiizyon dncesi
tek doz uygulanmasinin hasar1 onlemeye veya diizeltmeye yetecek diizeyde etkin
olmadigini gosterdik. Ancak bu etkinin tirofibanin farkli dozlarinda, farkli iskemi ve
reperflizyon stireleriyle yapilacak yeni caligmalarla tekrar ortaya konulmasiyla altta

yatan olast mekanizmalarin agiklanmasinin yararli olacag: diisiincesindeyiz.
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