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I-OZET

Iskemi Reperfiizyon hasarinda iki mekanizma sorumlu tutulmaktadir.
Bunlardan birisi doku hipoksisi, digeri ise ortama salinan serbest oksijen
radikalleridir (SOR). Deneysel iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest oksijen
radikalleri ve bakteriyel translokasyonun arttig: tesbit edilmistir. Calismamizda Akut
mezenterik iskemi-reperfiizyon hasari sonucu olusan bakteriyel translokasyona,
hiicre hasarina ve serbest oksijen radikallerine amrinon ve sildenafil sitratin etkisini
aragtirdik.

Calismamizda ortalama agirligi 250-300 gram olan 50 adet Wistar Albino cinsi
sican kullanildi. Denekler 5 gruba ayrildi. Grup 1’e herhangi bir islem uygulanmadi.
Grup 2’ye (kontrol grubu) lcc Serum fizyolojik intraperitoneal verilip laparatomi
yapilarak akut mezenterik iskemi olusturuldu. Grup3’e iskemi Oncesi intraperitoneal
olarak 50 mcg/kg Amrinon verildi. Grup 4’e iskemi Oncesi intraperitoneal olarak
0.05 mg/kg sildenafil sitrat verildi. Grup 5’e ise iskemi Oncesi intraperitoeal olarak
50 mcg/kg Amrinon ve 0.05 mg/kg Sildenafil Sitrat verildi. Kanda serbest oksijen
radikalleri; nitrik oksit (NO), malondialdehit (MDA), myeloperoksidaz (MPO) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri arastirildi. Karaciger, dalak ve
mezenterik lenf nodundan (MLN) 6rnekler alinip klasik doku kiiltiiriinde tireme olup
olmadigina bakildi. Kanda polymerase chain reaksiyonu (PCR) yontemi ile bakteri
translokasyonu arastirildi. Terminal ileumdan alinan 6rnekler histopatolojik olarak
degerlendirildi. Tedavi verilen grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda amrinon
verilen grupta biyokimyasal paremetrelerden MDA azalmas1 ve GSH-Px artmasinda
istatistiksel anlamlilik mevcut iken (p<0.05), MPO azalmasinada ve NO artmasinda
istatistiksel anlamlilik mevcut degildi (p>0.05).Mikrobiyolojik paremetrelerde
istatistiksel ~ anlamliik  mevcut iken  (p<0.05). Histopatolojik  olarak
degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik mevcut degildi (p>0.05). Sildenafil
verilen gruplarda biyokimyasal, histopatolojik ve mikrobiyolojik sonuglar kontrol
grubuna gore daha iyi idi ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

Sonug olarak amrinon ve sildenafil sitratin akut mezenterik iskemi-reperfiizyon
hasarinda hiicresel hasari, SOR ve bakteriyel translokasyonu azaltmada etkili oldugu
tesbit edildi.

Anahtar kelimeler: Akut mezenterik iskemi-reperfiizyon hasari, bakteriyel

translokasyon, serbest oksijen radikalleri, sildenafil sitrat,amrinon.
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II-ABSTRACT

THE EFFECT OF AMRINONE AND SILDENAFIL CITRATE TO BACTERIAL
TRANSLOCATIONIN ACUTE MESENTERIC [ISCHAEMIA-REPERFUSION
INJURY.

Two mechanisms are responsible in ischaemia —reperfusion injury. One of them is
cell hypoxia and the other is reactive oxygen species (ROS). In experimental
ischaemia-reperfusion injury. Increase of ROS and bacterial translocation were
estabilshed. In our study we examined the effect of amrinone and sildenafil citrate to
acute mesenteric ischaemia-reperfusion injury and bactreial translocation.

We used 50 wistar Albino rats, which were have average 250-300 gram weight.
They were divided into 5 groups. Nothing done to group 1. in group 2 (control
group) lcc saline solution was given intraperitoneally, laparotomy was done and
acute mesenteric ischemia was performed. 50 mcg/kg amrinone was given
intraperitoneally to group 3 before the ischaemia. 0,05 mg/kg sildenafil citrate was
given intraperitoneally to group 4 before the ischeamia. 0,05 mg/kg sildenafil citrate
and 50 mcg/kg amrinone were given intraperitoneally to group 5 before the
ischeamia. The activities of malondialdehyde (MDA), Myeloperoxidase (MPO),
Glutathione peroxide (GSH-Px) and levels of ROS and Nitric Oxide (NO) in blood
were examined. The examples were taken from liver, splein and mesenteric lenfoid
node and examined that the reproduction on classical tissue culture has occured or
not.Bacterial translocation was observed with PCR method. Samples taken from
terminal ileum were evaluated histopathologically. We compared the groups and
MDA decrease and GSH-Px increase in the amrinone group were statistically
significant (p<0,05). The MPO decrease and NO increase were not statistically
significant (p>0,05). Microbiologic parameters were statistically significant
(p<0,05). But histopathologic parameters weren’t statistically significant (p>0,05).
The biochemical, histopathological and microbiological results were better than the
control group and statistically significant in the groups which were given sildenafil
citrate (p<0,05).

As a result amrinone and sildenafil citrate were effective on decreasing cell
injury,ROS and bacterial translocation in acute mesenteric ischaemia-reperfusion
injury.

Key word: Acute mesenteric ischaemia-reperfusion injury, bacterial translocation,

ROS, amrinone, sildenafil citrate.



II-GIRIS

Barsak iskemisi; tani ve tedavisindeki giicliikler nedeniyle onemli bir
sorundur. Cesitli nedenlerle olusan barsak iskemisi, mukozal bariyerinin
bozulmasmna ve mukozal gegirgenligin artmasma yol agmaktadir (1-4). Iskemi
reperfiizyon hasarinin patogenizinden hiicre hipoksisi ve serbest oksijen radikalleri
sorumlu tutulmaktadir. iskemi sirasinda dokunun yeterince kanlanamamasi, hiicre
dist mesafedeki notrofillerin  ¢ogalmasina ve bu nétrofillerden  salinan
myeloperoksidaz enzimi de kapiller por araliginda genislemeye neden olmaktadir.
Ayrica hipoksi sonucunda ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaz’a donligmekte ve
bu enzim reperfiizyon sirasinda, serbest oksijen radikallerinin (SOR) sentezinde rol
oynamaktadir. SOR ise hidroksil radikalleri ile lipid peroksidasyonunu baglatmakta
ve hiicre membranin lipid yapisin1 bozarak doku hasarina yol agmaktadir ( 2-9).

Cerrahi kliniklerde sik rastlanilan intestinal iskemi-reperfiizyon hasari
tizerinde bir ¢ok deneysel ¢alisma yapilmistir. Ayni sekilde iskemi patolojisinde rol
oynayan hipoksi ve serbest oksijen radikallerinin, hiicre hasar1 iizerindeki etkisini
azaltmak icin ¢esitli madde ve ilaglar kullanilmistir (10).

Bizimde caligmamizda, kullanacagimiz amrinon, antiaritmik bir ilag¢ olup
pozitif inotropik ve vazodilatatér 6zelligi olan non-katekolmin, non-glikozid bir
maddedir. Selektif fosfodiesteraz tip-III inhibitoriidiir. Vaskiiler diiz kas ve
myokardiyumda cAMP’yi artirir, cCAMP artinca sarkoplazmik retikulumdan Ca™
salinimu artar ve kalp kasinda kasilmay1 artirirken tersine vaskiiler diiz kasta cAMP
artinu intraselliiler Ca™ azaltir sonugta relaksasyon ve vazodilatasyon olusur (11).

Erektil disfonksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan sildenafil sitrat ise
c¢GMP’nin inaktif formuna donligmesini saglayan Fosfodiesteraz-Tip V enzimini
thibe ederek cGMP artmasim1 saglar. ¢cGMP vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazodilatasyona neden olurken ayn1 zamanda platelet agregasyonunu inhibe eder
(12).

Akut Mezenterik iskemi-reperflizyon hasarinin giderilmesinde, sildenafil sitrat

ve amrinon kullaniminin yararli olup olmadigini arastirmak istedik.



3.1.GENEL BILGILER:

Splanknik organlarin kanlanmasin1 ¢dlyak, siiperior ve inferior mezenterik
arterler saglar. Bunlar genis alanda anastomozlasan daha kiigiik arterler seklinde
dallanir. Splanknik dolasimi etkileyen sayisiz intrensek ve ekstrensek faktorler
mevcuttur.

Ekstrensek faktorler; kardiyovaskiiler sistemin genel hemodinamik sartlari,
otonomik sinir sistemi ve ndrohumoral ajanlardir. Intrensek faktorler; damarlanma
ozellikleri, lokal metabolitler, intrensek sinirler, parakrin kaynakli lokal
hormonlardir (8,13-16).

Mezenterik dolasimda olusan herhangi bir degisiklikte intrensek ve ekstrensek
faktorler, damar diiz kasini birlikte etkileyerek vaskiiler bazal toniisii saglarlar
(13,17).

Barsak iskemisi en sik siliperior mezenterik arter (SMA) tikanikligr sonucu
meydana gelmektedir (17). Yapilan ¢aligmalarda, okluziv iskemide sadece damarin
besledigi smirli bolgede barsak hasari olusurken, non-okluziv iskemide ise yaygin
yama tarzi barsak hasari olustugu tesbit edilmistir. Mezenterik dolagim bozuklugu
yapan bir ¢ok klinik durum barsak iskemisine neden olur. Bunlar arasinda trombiis
ve emboli gibi dogrudan damar i¢ini tikayan patolojiler, inkarsere inguinal herni,
invaginasyon, nekrotizan enterokolit, tiimor, fibrotik bant gibi disaridan basi yapan
cerrahi hastaliklar, sok, hemokonsantrasyon, hipovolemi ve atrial fibrilasyon gibi
perfiizyon bozukluguna yol agan nonokluziv durumlar sayilabilir (8,17-20).

3.1.a. Barsak Bariyeri:

Normal sartlarda Gastrointestinal bolge yaklasik 10°”u patojenik potansiyeli
olan Gr(-) enterik bakteri olmak iizere toplam 10'? bakteri igerir. Gastrointestinal
bolgedeki bakteriler konagi birka¢ kez 6ldiirecek kadar endotoksin igerir. Barsagin
fizyolojik fonksiyonu bakteri ve endotoksini liimende tutmak, ayni zamanda gidalari
emmektir.

Barsak bariyer komponentleri;

1-Normal mikrobik flora

2-Mekanik faktorler

3-Saglam immiin yanit

4-Barsak karaciger aksidir (21).



Bu komponentlerden herhangi birinin degismesi barsak permeabilitesinin
artmasina neden olurken, bakteri ve endotoksinlerin translokasyonuna sebep olur.

Defansif barsak bariyerinin ilk komponenti mikrofloradir. Intestinal epitelyal
hiicreler arasindaki boslukta bulunan enterosite genelde gr(-) patojenik enterik
basiller tutunur. Barsak bariyerinin anaerobik bakterilerin ¢ogalmasini sinirlayici
rolii ve potansiyel patojenleri tutma 6zelligi, kolonizasyon direnci olarak adlandirilir
(22).

Mikrobik flora degisimi genis spekturumlu antibiyotiklerle olur, antibiyotikler
anaeroblart yok ederek koruma mekanizmasi kaybina yol agar, bununla beraber
epitelde potansiyel patojenlerin tutunmasi, anormal bakteriyel translokasyon artigina
neden olur.

Gastrointestinal traktin diger onemli defans mekanizmasi: normal mukozal
bariyer ve bunun primer komponenti olan musindir. Musin goblet hiicrelerinden
saliman yiiksek molekiiler agirlikli bir glikoproteindir. Mukus bariyeri birkag
koruyucu kisim igerir. Bunlardan submukozal plazma hiicrelerinden salgilanan IgA
mukozal bariyere anaeroplarin tutunma ve biiylimesinde optimal diizeyde
etkilidirler.  Intestinal  kolonizasyonu  potansiyel  patojenlerden  koruma
mekanizmalarindan biride budur (23).

Mukozal bariyerin bozuklugu bakteriyel ¢cogalmaya neden olurken bu ¢ogalma
potansiyel patojenik bakterilerin epitelyal hiicre bariyerinden gecisi ile sonuglanir.
Tam gelismemis peristaltizim ve kiiclik obstriiksiyonlar gibi nedenler insan ve
hayvanlarda bakteriyal translokasyona sebep olur (24).

Ince barsagm hiicresel bariyerini; basit kolumnar epitelyal hiicreler
(enterositler), 6zellesmis goblet hiicreleri, lenfositler ve M hiicreleri olusturur. Bir
kripta ise gen¢ enterositler, stem hiicreleri ve paneth hiicrelerinden olusur. Bir
enterosit intestinal kriptalardaki stem hiicrelerinden meydana gelir ve villoz sekle
doniisiir. Bu enterositler Apopitotik 6liim yada etrafindaki diger hiicreler tarafindan
fagositozla ortadan kaldirilir. Farelerde bir kripta i¢in boliinme 5 dakikada bir gelisir
ve enterosit yasam siiresi 4-5 gilindiir. Enterositler primer glutamini besinsel yakit
olarak alir ve epidermal biiyiime faktorii ve Transforming biiyiime faktori-B’y1 da
proliferasyon icin kullanir (25). Barsak bariyeri bir birlerine desmozomlar ve tight
juctionla baglidir. Barsak bariyeri kiiciik molekiillerin gecisine miisade ederken

normal olarak biiyiik molekiil ve bakterilerin gecisine miisade etmez .



Iskemi-reperfiizyon hasarinda gastrointestinal sistemdeki hiicresel bariyer
onemli bir fonksiyon igerir.

Normalde gastrointestinal sistem kardiyak outputun %20’sini alir ve intrensik,
ekstrensik vazoaktif maddeler ve sinir sistemi tarafindan kontrol edilir (26).
Hipovolemik ve kardiyojenik sok esnasinda kan vital organlara (kalp ve beyin )
splanknik dolagimdan yonlendirme yapilir. Bu olay splanknik perfiizyon azalmasiyla
iliskili olarak O, dagitiminin ve intestinal mukozanin diizensizlesmesine neden olur.
Intestinal mukozada PO, azalmasi histolojik olarak mukozal iskemi ile sonuclanir.
Iskemide olusan histolojik degisiklikler ilk olarak villus yapilarinda meydana gelir
ve transmural nekroza kadar ilerleyebilir, iskeminin siiresi ve hipotansif epizodun
siklig1 transmural nekroz ic¢in belirleyicidir (27,28). Mukozal bariyerin yikilmasi,
intestinal  permeabilite artisina  neden olurken bakteri ve endotoksin
translokasyonuna da yol acar. Fakli ¢alismalar iskeminin reperfiizyon azalmasi ile
arttig1 ve siiperoksit radikallerinin birikimine yol acan ksantin oksidaz enzimininde
bu durumda rol oynadigmni gosterir (8,29,30). Ksantin oksidazla olusan serbest
radikaller mukozal hasar1: siiperoksit bagimli olarak yada demir katalize edilmis
hidroksil radikalleri ile meydana getirirler. Sonugta lipid peroksidasyonu ve hiicre
membran hasari geligir. Iskemi-Reperfiizyon hasar1 ve bakteriyal translokasyon;
hemorajik sok, yanik hasari, septik olaylar, endotoksin gibi nedenlere baghdir (21).

Immiin sistem yada barsaktaki lenfoid doku (GALT): intraepitelyal ve lamina
propriadaki lenfositler, lenfoid folekiilleri, peyer plaklar1 ve mezenterik lenf
nodlarindan olusur, bunlar bakteriyel adhezyon ve translokasyonda énemli rol oynar.
Ornegin sekreatuvar IgA plazma hiicrelerinden sentezlenir, bakteri hiicre
duvarindaki antijenik determinantlara karsi villusun lamina propriasinda meydana
gelir ve enterositte bakteriyal adhezyonu engeller. Deneysel c¢aligmalar barsak
bariyer fonksiyonlarinda sIgA’nin 6nemli bir role sahip oldugunu ve azalmis
intestinal sIgA’nin artmig bakteriyel adhezyonla iligkili oldugunu gdstermistir (21).

Barsak bariyerinin son defans mekanizmas1 Karaciger-barsak aksidir. Bu
sistem endotoksin translokasyonuna karst primer defans gibi gdriinmektedir (31).
Karaciger—barsak aks1 safra tuzlariyla deterjan benzeri komplekslerle hafifce emilen
endotoksinlerin translokasyonunu sinirlamada rol oynar. Bu siire¢ %100 etkili
degildir. Ancak bazi caligmalarda portal kandaki kiiciik miktarlardaki endotoksinin

normal bir komponent oldugu gdsterilmistir (32).



Bu kiicliik miktarlardaki endotoksinin portal sirkiilasyona girerek antijenik
orneklemede karaciger, RES’de rol oynadigina inanilmaktadir. Portal endotoksinin
yuksek miktarlar1 hasarlanmanin tipine goére artabilir. Bununla beraber hepatik
disfonksiyonun arttig1 siroz ve karaciger yetmezliginde barsaktan gelen endotoksinin
temizlenmesi azalir, sistemik endotoksin seviyesi artar ve sepsis i¢in potansiyel bir
indiiktator olarak rol oynar (33).

Ileus, hastalarda siklikla intestinal hareket azalmasi, patojen mikroorganizma
artisgtna neden olurken, bakteriyal translokasyona predispozisyon olusturur.
Hiperosmolar enteral beslenme ve TPN barsak normal florasina hasar vererek,
bagirsagin normal mekanik defansini azaltir. Hipotansiyon periyotlar1 ve vazoaktif
ilaglarin alinmasi1 splanknik perfiizyonun azalmasina bagl olarak mukozal iskemiye

ve epitelyal bariyerede fiziksel hasara neden olur (33).

3.2.ISKEMi VE REPERFUZYON:

Intestinal kan akimim azaldig, belirli bir siire kesildigi ve sonrasinda yeniden
normal akimin saglandigi durumda, iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 meydana
gelmektedir (34, 35). Iskemi-reperfiizyon hasarinda iki mekanizma sorumlu
tutulmaktadir. Bunlardan birisi doku hipoksisi, digeri ise ortama salinan serbest
oksijen radikalleridir (4).

Bir organ veya sistemin iskemisi tikanan arterlerdeki kan akimin biiytikliigline
ve tikanma siiresine bagli olarak degisik derecelerde doku yikimi ile sonuglanir.
Iskemiyle olusan hasar aym zamanda doku o6zelliklerinede baghdir, Ciinkii bazi
organlar iskemiye digerlerinden daha fazla dayanabilir (36). Iskemi sirasinda hiicre,
iyon gradiyentini ve hemostazi devam ettirmek i¢in gerekli enerjiden yoksun
kalabilir. Dokunun yagamasi i¢in iskemiyi miiteakip reperflizyon zorunludur, ancak
reperfiizyon hasarinin tek basina iskeminin neden oldugu doku hasarindan daha fazla
hasar yaptig1 gosterilmistir (37,38). Bu hasar yalnizca lokal olmayip bazen multi
organ yetmezligine kadar giden sistemik sonuglara yol agabilir (39).

Parks ve Granger 4 saatlik bagirsak iskemi-reperfiizyon hasrindaki
calismasinda, 3 saatlik iskeminin, takip eden 1 saatlik reperflizyondan daha az hasara
neden oldugunu gostermislerdir (4). Iskemi reperfiizyon hasarinda vaskiiler endotel
temel rol oynar. Iskemi-reperfiizyon hasarinda reaktif oksijen iiriinleri ile antioksidan
defans sistemi arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur (40). Bagirsaktaki

iskemi-reperfiizyon hasarinin ardindan olusan yapisal ve fonksiyonal degisikliklerin



patogenezinden reaktif oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Sonu¢ olarak
barsak bariyerinin degisimi bakteriyal translokasyona ve endojen olarak intestinal
liimende sinirlt olan mikroorganizmalarin barsak dis1 yerlere gegisine neden olur
(41).

Son yillarda vitamin E, vitamin C, selenyum , mannitol, allopurinol gibi bazi
antioksidan bilesiklerin iskemik-reperfiizyon hasarini azalttig1 tesbit edilmistir (41).

Intestinal hipoksi ve iskemiyi takip eden reperfiizyon bagirsak mukozasinda
deksturiksiyona neden olurken ayrica ROS salinimina ve sonucta diger faktorlerle
bir araya gelerek mukoza hasarma neden olur. Inflamasyon ve doku rejenarasyonu;
reperfiizyonu izleyen ve 16kositlerin olusturdugu immiin hiicrelerle olusur. Ozellikle
PMNL’ki ROS iiriinlerine katkida bulunur. PMNL aktive oldugunda doku hasarini
artirirlar, bu siire¢ reperflizyondan sonraki organ ve vaskiiler fonksiyonlarin

tesbitinde 6dnemli role sahiptir (42).

3.2.1.Iskeminin Hiicresel etkileri:

Iskemi esnasinda hiicresel enerji depolarmin tiikenmesi, iskemik kaskat olarak
bilinen olaylar zincirini tetiklemektedir. Iskemik dokunun reperfiizyonu ise bir
taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken diger
taraftan oksijen kaynakli serbest oksijen radikallerin olusumunu hizlandirarak daha
ileri hasarlara yol agmaktadir (43). Iskemi sirasinda oksijen yokluguna bagl olarak
mitokondrial elektron transportu ve oksidadif fosforilasyon kapasitesi giderek
azalmakta, ATP sentezi durmasina karsin, ATP kullanimi ve ATP hidrolizi sonucu
olusan ADP diizeyi artmaktadir (43, 44).

Hiicre i¢ci ATP diizeyindeki azalis , pentoz fosfat metabolik yolunu etkileyerek
NADPH+H+  {iretimini  disiirmektedir. Pentoz fosfat yolunda iiretilen
NADPH-+H+’ler hiicrede yag asidi , rediikte glutatyon, kolestrol ve steroid hormon
sentezi gibi bir ¢ok biyosentetik yolda indirgeyici gorev yapmaktadir (45). Pentoz
fosfat yolundaki NADPH+H {iretimindeki azalig, oksidatif stresi artirarak iskemik
kaskad1 genisletmektedir.

Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat,
laktat, NADH birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur. Iskemik
dokuda var olan oksijen ise oksidatif fosforilasyonu desteklemek i¢in yetersiz kalir,
glikolizis sonucu olusan piruvatin Krebs siklusuna degil de laktata doniisi

gerceklesir. Adenozin trifosfat (ATP)’in anaerobik olarak iiretimi doku ihtiyacini



karsilayamaz ve iskemi devam ettikce ATP’nin doku diizeylerinin diismesi hiicre
icin zararl1 olaylar1 baslatir. Sonugta hiicre igine Na' girisi olur ve reperfiizyon
esnasinda Ca™ ile yer degistirir. Hiicre i¢ine kalsiyum girisiyle kalsiyumdaki net
artis hiicrenin iyonik dengesini bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri igine
sizmaya baglar. Mitokondrinin kalsiyumla yiiklenmesi ATP {iretimi i¢in olmayip,
kalsiyumun varligiyla proteazlar ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin
aktivasyonu, serbest yag asidi ve lizofosfolipidlerin salinimina bagli olarak hiicre
membraninda toksik etkiler olusturup beraberinde arasidonik asit metabolizmasini
baslatarak, reperfiizyon esnasinda sitotoksik {irilinler ve radikal tiirevleri {iretir.
Proteazlarin aktivasyonu, hiicre iskeletinin pargalanmasina neden olur. Enzim
sisteminde degismeler meydana gelirken yine reperfiizyon esnasinda SOR olusumu
gergeklesir ve hatta artar. Boylece iskemi esnasinda olusan bir¢ok olay reperfiizyon
esnasinda olusacak olan hasarlara zemin hazirlar. McCord (46) tarafindan yapilan
bircok caligmada, iskemi sirasinda olusan hasarlarin reperfiizyon hasarlari igin
baslangig teskil ettigi ileri siirilmiistiir.

Deneysel calismalar, reperfiizyonun akut faz esnasindan 6nceki iskemik doku
lizerine ek bir hasar yiikledigini gostermistir. Reperfiizyon hasar1 olarak bilinen bu
ardigik olaylar; intraseliiler enzimlerin salmumini potansiyalize ederek, Ca™’un
hiicre i¢ine girisine, sarkolemmal fosfolipitlerin bozulmasina ve hiicre
membranlarinin dagilmasma neden olur. Biitiin bunlar tek basina veya kombine
olarak sonunda hiicre dliimiiyle sonuglanir. Bu degisiklikler, iskemi esnasinda degil
de, daha ¢ok reperfiizyon esnasinda meydana geldiginden “reperfiizyon hasar1”
olarak bilinir. Reperfiizyon hasarinin bilinen en az ii¢ bileseni mevcut olup bunlar;
mikrovaskiiler hasar, hiicre nekrozu ve hemorajidir. Iskemiye maruz kalan her
organda reperfiizyon hasari olusup, iskemi esnasinda biyokimyasal olaylarin
olusumuyla kendini gdsterir ve sonugta sliperoksit anyonu, hipoklorik asit (HOCI) ve
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen metabolitleri yaninda Ca™ artar ve
sarkolemmal fosfolipitlerin kayb1 meydana gelir (46,47).

Karacigerde SOR olusturan bircok ©Onemli potansiyel mekanizma
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz, iskemik
dokuda serbest radikal olusturan ve karaciger dokusunda bol miktarda bulunan bir
enzimdir. Niikleik asit yikiminda hiz kisitlayici bir enzim olan ksantin oksidaz, tim
piirinlerin terminal oksidasyonunu katalizler. Ilk basamak ATP’nin yikim ve

tiiketilme islemi olup, bu da hipoksantin tarafindan indirgenir.



Normalde hipoksantin, ksantin dehidrogenaz enzimi tarafindan okside edilir.
Ksantin NAD i kullanarak NAD "nin NADH’a déniisiimiinii saglayarak oksidasyon
islemini gerceklestirir (47).

Iskemik dokuda O,’nin ana kaynagimin ksantin oksidaz oldugu ileri siiriilmekte
ve hipoksantinin ve ksantinin oksidasyonu esnasinda, H,O, ve siiperoksit radikali
olugmaktadir. Bu goriige gore, iskemik dokuda iskemi ve reperfiizyon sonrasi olugan
vaskiiler permeabilite artmakta ve mukozal lezyonlar bir ksantin oksidaz inhibitorii
olan allopurinol kullanilarak inhibe edilmektedir (48).

Iskemide polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu ve trombosit agregasyonu
sonucunda ortama myeloperoksidaz enzimi ve lokal mediatorler salinir. Bu
mediatorlerin etkisiyle kapiller por boyutu genisler. Bu durum, mukozal bariyer
gecirgenligi artirarak, makromolekiil ve sivilarin interstitiyel yataktan liimen igine
girisine neden olur (49).

Iskemide enerjiden zengin, Fosfat, ATP ve Fosfokreatinin gibi maddelerin
resentezinde hasar olusur ve sonugta hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir.
Membrandaki ATP bagimli Na, Ca ve suyun hiicre icine gegisini diizenleyen iyon
pompasindaki degismeler ortaya c¢ikar. Bununla beraber iskeminin neticesinde
Adenin diniikleotid katabolizmasi bozulur ve hiicre i¢inde hipoksantin birikir buda
hiicre i¢ine molekiiler O, girisiyle serbest O, radikallerine doniisiir. Endotelyal
iskemik proinflamatuvar gen ekspresyon iirlinlerini (Lokosit adhezyon molekiilleri,
sitokinler), biyoaktif ajanlar1 (Endotelial TxA2, PGIL;) ve diger koruyucu gen
tiriinleri (NO, Trombomodiilin) gibi maddelerin {iretilmesini tetikler. (16,50).
Iskemi-reperfiizyona maruz kalan dokuda proinflamatuvar durum artar.
3.2.1.a.Reaktif Oksijen Radikallerinin Rolii:

Iskemik dokularin reperfiizyonu; siiperoksit (O ) anyonlari, hidroksil
radikalleri (OH ), hipoklorik asit (HOCL), hidrojen peroksit, peroksitten olusan NO
gibi toksik reaktif oksijen radikallerin olusmasi ile sonuglanir. Iskemiyle hiicre
icinde hipoksantin artar. Normalde hipoksantin, ksantin dehidrogenaz ile ksantine
okside olur. Bununla beraber iskemi ile ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza
degisir, ksantin dehidrogenaz substrat olarak NAD’yi, ksantin oksidaz ise Oyni

substrat olarak kullanir.



Iskemi hipoksantinin ksantine katalizlenmesine engeller ve dokularda artmig
hipoksantin seviyelerine neden olur. O,’nin reperflizyonla yeniden hiicre igine girisi
artmis hipoksantinin toksik ROS {iriinlerine doniismesine neden olur.

ROS hiicre membraninin lipit peroksidasyonu yolu ile direkt hasarina neden
olan potent oksidasyon ve rediiksiyon ajanidir, ek olarak ROS 16kosit aktivasyonu ve
kemotaksisini, eikozanoid sentezi i¢in 6nemli bir prekiirsor olan arasidonik asiti ,
membran fosfolipaz A, aktivasyonu araciligi ile stimiile eder (6r:TxA2, LTB4).

ROS ayrica NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yolu ile 16kosit
adhezyon molekiilii ve sitokin gen ekspresyonunu uyarir. Sonu¢ olarak ROS
iskemik-reperfiizyon hasarindan sonra lokosit aktivasyonunu, kemotaksisini ve
l6kositlerin endotele adhezyonunu artirir (51).
3.2.1.b. Komplemanin Rolii:

Iskemi-reperfiizyon hasar1 basta vaskiiler hemostazi degistirerek, kompleman
aktivasyonu ve bazi proinflamatuvar mediatorlerin olugsmasina yol agar.
Anafilotoksinler (C3a,C5a) ve membran attak kompleksleri (C5b-9) iskemik-
reperfiizyon hasarinda 6nemli role sahiptir. Proinflamatuvar mediatorlerden C5a,
C3a’dan yaklagsik 20 kat daha potenttir. Ek olarak C5a, 16kosit aktivasyonunun ve
kemotaksisinin  stimiilasyonu yoluyla; l6kosit-monosit-kemoatraktan protein-
1(MCP-1), TNF-a, IL-1, IL-6 gibi inflamatuvar iirlinlerin artisini saglar (52).

iC3b, C3b’den olusur. C5b-9 ve iC3b vaskiiler hemostazi degistirebilir.
Vaskiiler endotelial- B2 integrin, CD11-b ve CD18 (MAC-1) 1okosit adhezyonu igin
spesifik bir liganddir. Ek olarak CD5b-9 kompleksi, 16kosit adhezyon molekiillerinin
transkripsiyonunu ve ekspresyonunu artiran endoteliyal hiicrelerdeki NFkB’yi aktive
eder.VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, P-Selektin gibi endotelial 16kosit adhezyon
molekiilleri komplemandan etkilenir. C5b-9, 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisini
endotelial IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 salinimi yolu ile tetikler. Sonug
olarak C5b-9 endotelial relaksasyon ve endotelial cGMP yi azaltarak vaskiiler
tonusta degisiklige neden olur. Sonugta kompleman aktivasyonu iskemik organlarda
vaskiiler hemostaz1 degistirip kan akiminda degisikliklere ve 16kositin endotele

adhezyonun artmasina neden olabilir (52).
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3.2.1.c. Lokositin Rolii:

Iskemik reperfiizyon hasar1 sonucunda; lokositlerin aktivasyonu ve
kemotaksisi, 16kositlerin endoteliyal hiicrelere adhezyonu ve 16kositin gécii meydana
gelir (16,53). Lokosit sirayla endotelde yuvarlanir endotele tutunur ve dokulara go¢
eder. Ilk adimda, iskemik reperfiizyondan dolayr endotelial P-Selektin yiizey
ekspresyonun artis1 oldukca dnemlidir. P-Selektin; 16kositi reseptoriine ve P-Selektin
glikoprotein-1(PSGL-1)’e baglanmasini saglar ki, bu iligski diisiik affinitelidir. B2-
integrinler (CD11,/CD18, MAC-1), endoteliyal intraselliiler adhezyon molekiilii-
I(ICAM-1)’in ekspresyonu sonucunda lokositin gog¢ii saglanmig olur. Lokositin
intersitiyel kompartmana gocii endoteliyal hiicre baglantilarinda eksprese edilen
platelet endotelial hiicre adhezyon molekiilii-(PECAM) ile alakalhidir. Lokositlerin
ekstravaskiiler kompartmana geciside, toksik ROS, proteaz, ve elastaz nedeniyle
mikrovaskiiler permeabilite artisi neden olur ve buna bagli olarak 6dem, tromboz ve
parankimal hiicre 6liimii gerceklesir (16-53).
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Sekil 3: Iskemi-reperfiizyondan sonra Idkositlerin endotel hiicrelere yapismasi

ve interstisyel alana gecisini gosteren sematik resim (54).
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3.2.2.iSKEMIi-REPERFUZYON HASARININ KLIiNiGi:

Iskemi-Reperfiizyon hasari, klinige multipil organ disfonksiyonu olarak
yansiyabilir. Hiperkolestrolemi, hipertansiyon yada diabet gibi mikrovaskiiler hasara
maruz kalindig1 durumlarda iskemi-reperfiizyonun etkileri degisebilir.
3.2.2.a.Vaskiiler Hasar ve akimin geri dondiiriilmemesi fenomeni:

Yaygin olan klinik gozlemlere gore vaskiiler okliizyon olusumundan sonra
iskemik organlardaki kan akimi tam olarak geri gelmemektedir. Iskemi-reperfiizyon
hasarinda akimin geri donmemesinden, 16kosit endotel adhezyonu, platelet 16kosit
agregasyonu, intersitisyel sivi birikimi, endotel kaynakli vazorelaksasyonun
azalmasi gibi mekanizmalar ve mekanik olarak akimin obstriiksiyonu sorumludur
(50). Klinikte bu durum postperflizyonal transplante greft hasar1 veya artmig infarkt
miktar1 olarak klinige yansir. Lokositlerin tiikkenmesi, koroner kan akimini artirip,
miyokardiyal infarkt miktariin azalmasina ve ventrikiiler aritmi insidasinin

azalmasina neden olur.
3.2.2.b. Myokardiyal etkilenme:

Myokardiyal etkilenme reperfiizyonun ardindan olusan myokardiyal
disfonksiyonu tanimlar, gecici kontraktil disfonksiyonu genellikle zamanla geri
doner. Ancak inotroplarla desteklemek gerekebilir. Myokardiyal etkilenmenin
mekanizmasi, post-perfiizyonal ATP sentezinin azalmasi, ROS bagh sitotoksik
hasar, koroner mikrovaskiiler spazm ve anormal kalsiyum metabolizmasina baghdir
(50).
3.2.2.c. Gastrointestinal Sistemde Iskemik-Reperfiizyon Hasari:

Iskemik-Reperfiizyon hasari, gastrointestinal sistemde; strangiile barsak,
vaskiiler cerrahi ve hemorajik sok gibi ¢esitli patolojik durumlar ile yakindan
alakalhdir. Iskemik-reperfiizyon hasarinda barsak bariyerinin kirilmasi temel rol
oynar. Barsak bariyerinin kirilmasi barsak motilitesini ve absorbsiyonunu azaltir.
Bakteriyal translokasyonla portal ve sistemik dolasima bakteriler geger (55).
Interstisyel bakteriyal translokasyon sitokin aktivasyonu yoluyla SIRS’e neden olur

(55).
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3.2.2.d. Multisistem organ yetmezligi:

Immiiniflamatuvar ~ sistem, Multisistem organ yetmezligi (MODS)
patofizyolojisinde major rol oynar ve bu olayda karacigerin kendi endojen
mediatorleri, eksojen mediatdrlerinden daha  etkilidir. Immiininflamatuvar
mediatorlerin  kontrol dist kaskadi, kendi kendine hasarda Onemli rol alir.
Multisistem organ yetmezligindeki hiperaktif yanitta 3 hipotez dnemlidir:

1-Mediator hipotezi.

2-Iskemi-reperfiizyon hipotezi.

3-Barsak hipotezi.

Iskemi-reperfiizyon sonucu uzak organlardaki hasar (MODS), kritik hastalarda
6liime neden olabilmektedir (51,56). MODS icin risk faktorleri sepsis, major travma,
yanik, pankreatit ve immiin yetmezliktir. MODS’da pulmoner sistem 6nemli 6l¢iide
etkilenir. Sendromun olusmasi, iskemik olayin baslamasindan sonraki 24-72 saat
icinde akut respiratuvar yetmezlik geliseceginin habercisidir (56) Reperfiizyondan
sonra serbestlesen SOR, PAF, LTB, gibi biyolojik molekiiller nétrofil adezyonunun
kimyasal mediyatorii olup aktive nétrofillerin akcigerlerde ve diger organlarda
birikimine neden olur, bu birikim multisistem organ yetmezligi (MODS) gelisiminde
onemli bir basamaktir (37). Pulmoner hasar hizla respiratuvar yetmezlige neden
olarak ARDS’ye yol acar. Respiratuvar yetmezligi, hepatik, renal, GIS, myokardiyal
ve Santral sinir sistemi disfonksiyonu izler bunu takiben mikrovaskiiler permeabilite
artar. MODS, Koagiilasyon disfonksiyonu, immiinsistem disfonksiyonu, trombozis,
DIC ve immiin yetmezlikle sonuglanir (52,56).

Bagirsak IR hasarina neden olan degisik patofizyolojik olaylarin bakteriyel
translokasyona, sepsis ve MODS’e yol ag¢tig1 bildirilmistir (57).

Immiin yetmezligi mevcut, stres ve travma gecirmis hastalarda endotoksemi
goreceli olarak siktir. Intramiiskiiler veya intraperitoneal olarak uygulanan
endotoksinin, enterik gram(-) bakterilerin mezenterik lenf nodlarinda (MLN)
translokasyonu kolaylastirdigi, intestinal mukozanin gegirgenligini artirdigr ve
MODS ile birlikte oldugu gosterilmistir. Organ disfonksiyonu ve MODS ,sepsis ve
siddetli enflamatuar reaksiyonun sonucunda goriilir. MODS klinik olarak
ensefalopati, pulmoner yetmezlik, miyokardiyal disfonksiyon, hepatik yetmezlik,
vaskiiler hiporeaktivite, koagiilopati, renal yetmezlik, laktik asidoz ve metabolik

bozukluk gibi bir ¢ok patolojinin goriildiigii bir durumdur (57-59).
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3.2.3. ISKEMI -REPERFUZYON HASARINI ONLEMEDEKI
TEDAVI STRATEJILERI:

Kontrollii deneysel calismalarda bir ¢ok terapdtik —stratejinin  Iskemik-
Reperflizyon hasarin1 basariyla smirlayip onledigi fakat insanlarda heniiz klinik
calismalara ulasilmadigi goriilmiistiir. Bunun yani sira ¢ok az g¢aligmada yeterli
kombinasyonla IR hasarin azaldig1 goriilmiistiir.
3.2.3.a. iskemik Precondition:

Iskemik precondition dokularin kisa periyotlarla iskemiye maruz birakilarak uzun
siireli Iskemik-Reperfiizyon hasarmin zararli etkilerinden koruyan fenomeni
kasteder. Ozellikle precondition (PC)nun ventrikiiler fonksiyonu artirdigi,
myokardiyal noétrofil birikimini azalttigi ve iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra
apopitozise neden oldugu deneysel olarak gosterilmistir (60,61). Bununla birlikte
iskemik PC yararhi etkileri insan klinik verilerinde kanitlanmamistir. Sonugta PC
koroner arter bypass grefti uygulanan hastalarda sag ventrikiil kontraktilitesinin
yeniden diizenlenmesi {izerinde koruyucu etkiye sahip oldugu kanitlanmistir.
Hepatik rezeksiyon wuygulanan insanlarda, karaciger hasarim1 azalttigi da
ispatlanmistir. Akut PC yararl etkileri ATP duyarli K kanallarinin Protein kinaz C
ile fosforilasyonun kismi bir sonucu olabilir (60). Akut PC hiicre ylizeyinde protein
kinaz-C bagimli 5’niikleotidaz translokasyonunu indiikleyebilir ki bu durum
adenozin liretiminin artmasini, artan hiicresel enerji depolarinin korunmasini ve/veya

16kosit adhezyonun inhibisyonunu saglar (60).
3.2.3.b.Antioksidan Tedavi:

Superoksit dismutaz, mannitol, allopurinol, Vitamin E, N asetil sistein, Fe
selasyon birlesikleri, ACE inhibitorleri, Ca™ kanal blokérleri gibi antioksidan
ilaclarla yapilan tedavinin iskemik-reperfiizyon hasarini azalttigi veya engelledigi
deneysel hayvan calismalarinda kanitlanmistir (50). Marzi, hemorajik soktaki
hastada, 5 giin boyunca siirekli rekombinant siiperoksit dismutaz infiizyonu ile organ
hasarinin 6nemli derecede azaldigini, kanitlamistir (62). SOD; serum fosfolipazini
ve PMNL’in elastaz konsantrasyonunu azaltir. Ayrica greftin yasamini artirir ve

kadavradan renal transplantasyonun akut reddinin insidansini azaltir.
3.2.3.c.AntikomplemanTedavi:
Iskemi-reperfiizyondan sonraki doku hasar1 kompleman inhibisyonu ile &nemli

oranda azalir (52). C3 konvertaz enzimi inhibisyonu ve sCR-1 komponentin
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idaresiyle rat modellerindeki myokardiyal iskemik-reperfiizyon hasarinda %44 gibi
bir oranda infarkt miktarii azalttigi gosterilmistir. Cok yakin zamanlarda insan
rekombinant tek zincir spesifik C5 antikorlarin, kompleman aktivasyonunu, 16kosit
aktivasyonunu azaltarak miyokard hasarin1 azalttigi, ayrica kardiyopulmoner by-
passla, koroner arter by-pass grefti uygulanan hastalarda greft reddinde azalmaya
neden oldugu kanitlanmistir (63). C5 inhibisyonun iskemik-reperfiizyon hasarina
maruz kalan hayvan modellerinde myokardiyal infarkt genisliginde, apopitoziste ve

16kosit infiltrasyonunda 6nemli azalmaya neden oldugu gosterilmistir (63,64).
3.2.3.d.Antilokosit Tedavi:

Genel olarak 16kosit kaynakli iskemik-reperfiizyon hasarini siirlamada
deneysel tedavi stratejileri; inflamatuvar mediator salinimi, 16kosit adhezyon
molekiillerin sentezi veya reseptor baglanmasi ve lokositin endotele adezyonu
lizerinde odaklanmustir (53). Iskemi-reperfiizyon’dan sonraki 16kosit aktivasyonu;
histamin, PAF, LTB4 ve TNF-a gibi inflamatuvar mediatorlerin salinimini artirir.
Inflamatuvar mediatér saliniminin inhibisyonu yada reseptdre baglanmayi saglayan
soluble IL-1 reseptdr antagonistleri ve antiTNF-a antikorlarin terapotik ajanlarla
inhibisyonu, iskemik-reperfiizyonun tetikledigi 16kosit aktivasyonunu azaltir (53).
Giincel olarak aspirinin biyoaktif eikosonoidlerinden 15 epi-lipoksini tetikledigi
bulunmustur (65). lipoksin arasidonik asidin lipoksijenazla olusturdugu iiriindiir.
Cogu tarama sistemiyle lipoksinlerin , lokotirien ile artan kemotaksizi , adhezyonu
ve noétrofil goglinli engelledigi ve bununla birlikte lipoksinin konak inflamatuvar
reaksiyonunu kiran sinyaller olusturdugu tahmin edilmektedir (65). Biyostabil
aspirinin olusumunun tetikledigi lipoksin analoglar1 nétrofilin sebep oldugu vaskiiler
degisiklikleri azaltir.

Lokositlerin sebep oldugu IR hasarmi sinirlamada kullanilan ikinci bir tedavi
stratejiside 16kosit adezyon molekiil sentezinin inhibisyonudur. Glukokortikoidler,
aspirin, salisilatlar, altin tuzlar1 ve D-Penisilamin gibi antiinflamatuvar ilaglar
cogunlukla Lokosit adezyon molekiilii sentezinin inhibisyonunda ve NFkP gibi
transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonunda kullanilan ilaglardir (53).

3.tedavi yaklagimi ise lokositlerin endotele adhezyonunun inhibisyonudur.
Antilokosit adhezyon molekiilleri, monoklonal antikorlar1 veya c¢oziilebilen

adhezyon molekiilleri ( P-selektin glikoprotein 1, sialy -lewis intraselliiler adezyon
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molekiilii-1 gibi), adezyon molekiillerinin reseptdriine baglanmasi engellemektedir
(53).
3.3.Bakteriyel Translokasyon:

Bozulmamig barsak mukozasi steril olmayan liimen ile steril olan viicut
arasinda bariyer olusturarak bagirsakta kolonize bakterilerin, sistemik organ ve
dokulara ge¢mesine engel olmaktadir. Bu engelin kirilip bakterilerin sistemik
dolasim ve/veya organlara ge¢gmesine bakteriyel translokasyon (BT) denilmektedir
(58,66,67). Gastrointestinal sistem (GiS)’de BT’nu uyaran etkenler arasinda,
bakteriyel asir1 ¢ogalmaya yol acacak sekilde yerlesik GIS mikroflora ekolojisinin
bozulmasi, immiinosiipresyon ve/veya protein malniitrisyonu gibi nedenlerle konak
bagisikliginin bozulmasi, barsak mukoza engelinin iskemi, sok veya endotoksinlerle
fiziksel bozulmasi bulunmaktadir (58,59, 68).

Iskemik intestinal hastalik &rneklerinde mukozal biitiinliigiin bozulmasi ile
bakterilerin karaciger ve portal dolagima gectigi gosterilmistir. Okluziv ve non-
okluziv intestinal iskeminin degismeyen komplikasyonu, enterik organizmalar ve
endotoksinlerin translokasyonuna sekonder gelisen sistemik sepsistir.

Bakteri ve endotoksinler BT siirecine bagli olarak hastanin nihai durumunu
etkilemektedir. Endotoksinlerin immiin sistemi modiile etmek, vaskiiler gecirgenligi
artirmak, hiicresel metabolizma ve oksijen kullanimin1 bozmak, yaygin damar ici
pthtilasmasini baglatmak, hipotansiyon ve dliime neden olan c¢esitli hemodinamik
degisiklikler olusturmak gibi oldukga genis biyolojik etkileri vardir (58, 59,68).
3.4.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Enfeksiyon etkenin laboratuar tanisi klasik olarak etkenin uygun kiiltiir
ortaminda tiretilmesi esasina dayanir. Ancak her etken iiretilemez (Hepatit) veya ¢ok
uzun zamanda tretilebilir (Tiiberkiiloz) (69).

Ozgiil antijen yada antikorlarn RIA yontemiyle gosterilmesinde yalanci
negatif veya yalanci pozitif sonuglar ortaya ¢ikabilir. Bu durumlar da tani ve tedaviyi
geciktirir. Doku kiiltiirii ile etkenin tanimlanmasi ise her hastada miimkiin degildir
(70).

Son 15 yildir mikroorganizmalarin niikleik asidini gosterme temeline dayanan
PCR yontemi kullanima girmistir. Her mikroorganizmanin niikleik asit yapisinda
sadece kendisine ait dizilimler bulunur ve bu dizilimler adeta onun kimligi gibidir.

Yani ortak 6zellikten kaynaklanan c¢apraz reaksiyonlar ve bunlarin neden oldugu
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yalanci negatif ve pozitif sonuglara rastlanmaz. Bu nedenle PCR yontemi son derece
Ozgiildiir. Canli yada 6ld, bir tek etkeni bile saptayabilir. Niikleik asitler son derece
stabil bir yapiya sahip olduklarindan, Orneklerin uygun kosullarda alinmasi,
laboratuvara uygun kosullarda gonderilmesi gibi sorunlardan etkilenmez (70).

PCR tekniginde alinan 6rnekte bulundugu sanilan etkenin niikleik asit dizisinin
sadece ona ait olan kismini ¢ogaltir. Bunun i¢in 1sitalarak DNA zinciri birbirinden
ayrilir. Sonra bu ortama yapitast olarak niikleotidler, ¢ogalmay1 baslatici olarak
primerler ve ¢ogalmay1 devam ettiren Tag polimeraz enzimi konur. Béylece her bir
tek DNA parcast kendi karsiligini sentezler. Bu islem 30-40 defa yapilarak DNA
sayist milyonlara ulasir. Daha sonra etkene 6zgiil niikleik asit dizisinin karsiligi olan
ve elde hazir olarak bulunan radyoaktif yada enzimle isaretli DNA dizisi (prob) ayni
ortama konur. Prob DNA’nin 6zgiil kismina baglanip bantlar olusturur ve bu durum
fotograflanir.

PCR yonteminin BT’da klasik kan kiiltiirinden daha sensitif oldugu
bildirilmistir (69,70).

3.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):

Bu enzim glutatyon tripeptidini (GSH) oksitlenmis sekline (GSSG) cevirerek,
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan olusturulan H,O,’ yi uzaklastiran major
enzimlerden biridir ( 30).

2GSH + H,0, —&8%  GSSG +2H, O

Lipit hidroperoksidasyonunun baslamasini ve gelismesini Onleyici etkiye sahip
olan GSH-Px’in Selenyuma bagimli olan tipi, H;O, ve lipit hidroperoksitlerini
metabolize ederken, bagimsiz olan tipi ise yalmizca lipit hidroperoksitlerini
metabolize edebilir (71). Fagositik hiicrelerde solunum patlamasi esnasinda diger
antioksidanlarla beraber GSH-Px, serbest radikal etkisi ile hiicrenin zarar gormesini

onler (72).

3.6.Nitrik oksit (Endothelium derived relaxing factor):

Nitrik oksit (NO) aralarinda endoteliyal hiicrelerin de bulundugu bir¢ok
dokuda nitrik oksit sentaz ile L-arginin’den elde edilen bir radikaldir (37,73).
Salgilanan NO diiz kas hiicresinde cGMP diizeyini artirarak hiicrenin gevsemesine

ve vazodilatasyonuna neden olur.
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Trombosit adezyon ve agregasyonunu inhibe ederek kan akimini koruyucu etki
gosterir. Nitrik oksitin  mikrovaskiiler sistem iizerinde vazodilatasyon etkisi
bulunmakla birlikte paradoksik olarak patolojik kosullarda siiperoksit anyon ile
reaksiyona girerek peroksinitrit anyon (ONOOi) ve hidroksil radikalini igeren
sitotoksik maddeler de olusturabilir (30, 37 ,73, 74). Peroksinitrit olusum hizi
stiperoksit anyon ve NO seviyelerine bagh oldugundan bunlarin iiretiminde relatif
olarak az miktarda artis, ONOO olusumunda toksik diizeylere ulasan artiglara neden
olmaktadir. Peroksinitrit gibi sitotoksik {riinlerin lipit peroksidasyonunu
baslatabilecegini Parks ve arkadaslar1 géstermislerdir.
3.7.Myeloperoksidaz:

Nétrofillerin  HyO,, O ve myeloperoksidaz salgiladidi  bilinmektedir.
Myeloperoksidaz H,O, ve klor iyonlarindan hipoklorik asid formasyonlarini
katalize ederler (75).

H,0,+ClH+H"—HOCL+H,0 (109)

Iskemi esnasinda nétrofillerin araciligi ile salinan MPO’1n doku &lgiimlerinde
5 ile 7 kat arttig1 tesbit edilmistir ayn1 6l¢iim reperfiizyon esnasinda yapildiginda 18
katlik bir artis tesbit edilmistir(76).

SOD ve Allopurinol tedavisi ile yapilan bir ¢calismada reperfiizyon sonrasinda

mukozal MPO aktivitesinde 6nemli derecede azalma gosterilmistir (76).
3.8.Malondialdehid:

Malondialdehit Lipit peroksidasyonunun son {irlinidir. MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik ve kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipit
peroksidasyonunun  derecesiyle iyi  korelasyon  gosterir  (72,76).  Lipit
peroksidasyonuna bagli MDA birikimi daha ¢ok reperfiizyon fazinda gelisen hasarin
onemli bir komponentidi. MDA membran komponentlerinde polimerizasyon ve
capraz baglanmalari, iyon transportunu ve enzim aktivitesini degistirerek i¢

membran permeabilitesini ve mikroviskozitesini ciddi sekilde etkiler (70,72,76,77)
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3.9.Amrinon:

Amrinon bir bipirimidin tiirevi olup (78,79), pozitif inotropik ve vazodilatatér
ozelligi olan non-katekolmin, non-glikozid bir maddedir. Selektif fosfodiesteraz tip
I inhibitoridiir, vaskiiler diiz kas ve myokardiyumda cAMP’yi artirir, cAMP
artinca sarkoplazmik retikulumdan Ca' salimmini artirir ve kalp kasinda kasilmay1
artirirken bunun tersine vaskiiler diiz kasta cCAMP artm intraselliler Ca** azaltir
buna bagli olarak relaksasayon ve vazodilatasyon olusturur (11).

cAMP’nin damar diiz kasindaki dilatasyon etkisi kalsiyum iyonu araciligryla
gergeklesir (80-83). Hiicre ic¢i kalsiyum seviyesindeki degisikliklerden, cAMP
kontroliindeki farkli biyokimyasal mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan
biri, cCAMP’nin Na/Ca-ATP’az1 aktive etmesi sonucu kalsiyumun hiicre iginden
hiicre disina ¢ikmasi, digeri ise sitoplazmadaki cAMP araciligiyla kalsiyumun
sakoplazmik retikulumda depolanmasidir (82,83).

Bunlarin sonucunda hiicre i¢i kalsiyum iyon seviyesi azaldigindan kalsiyum-
kalmodilin kompleksi olusamamaktadir. Damarlarin kontraksiyonundan sorumlu
olan bu kompleksin olusumunun engellenmesi vasodilatasyona yol agmaktadir (80-
83).

Amrinon’un pozitif inotropik ve vazodilatasyon 6zelliklerine c-AMP azalmasi
neden olmaktadir. klinik olarak preload ve afterloadi azaltip kardiyak kontraktiliteyi
artirdigl icin kalp yetmezligi tedavisinde kullanilmaktadir. Agikcasi amrinon bu
vazodilatator etkisinden dolay: sepsisin tedavisinde segilecek ilk ilag olarak tavsiye
edilmemektedir. Bununla beraber kardiyak etkilerine ilaveten 6nemli antiinflamatuar
etkilerininde bulundugu gosterilmistir. Tip 3 ve Tip 4 PDE iceren immiin hiicreler ve
PDE inhibitérleri ¢esitli immiin progeslerde potent regiilatorlerdir. Cogu invivo ve
invitro calismalarda amrinonun endotoksemide proinflamatuvar mediatorlerin
iiretimini inhibe ederek immiin aktivasyonu azalttigi gosterilmistir (11,84). IL1a
inhibisyonu ile endotelyal adhezyon molekiill konsantrasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Diger deneysel ¢alismalarda amrinonun sepsise bagli olarak iskelet
kas1 protein sentezini azalttif1 ayrica pirlivat dehidrogenaz kompleks aktivitesini
azaltarak plazma laktat konsantrasyonunu azaltildigi tesbit edilmistir (84).
Antiinflamatuvar 6zellikleri yaninada sepsiste amrinonun kardiyovaskiiler bir ilag
olarak kullanilmasi hala tartisilmalidir. Bir ¢cok arastirmaci amrinonun hipotansiyona

katkida bulundugunu ve kardiyak kontraktiliteyi ve oksijen sunumunu artirdigini
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buldu. Ama oksijen kullanimini ve atilimint artirmadigini tespit ettiler (84). Bununla
beraber Vincent (85), amrinonun hipotansiyonu kotiilestirmedigini ama oksijen
sunumunu artirdigini  gosterdi. Intestinal mukoza iizerinde mukozal hipoksiyi
azaltarak ve barsak bariyer hasarini engelleyerek mukozal perfiizyon artigina neden
olarak yararli etkileri mevcuttur.

Endotoksemik normotensif modellerde, PDE inhibitorii amrinonun intestinal
villus kan akimi iizerindeki etkilerini inceleyen ¢alismada, endotoksine bagli azalmig
villus kan akimini O6nlemekle birlikte, sistemik kan basincini azaltma etkileride
mevcuttur. Amrinonun iskemik olaylarda mikrosirkiilatuvar dolagimi artirdigi icin
kullanish oldugu gosterilmistir (86). Sadece iskemik reperfiizyon kaynakli dolagim
bozukluklarinda  degil aym1 zamanda endotoksemi kaynakli  dolagim
bozukluklarindada onerilmektedir. Amrinonu septik hastalarda etkilerini arastiran
sadece birka¢ klinik ¢alisma vardir. Hoffman ve Schockenhoff (87) katekolamin
direngli kardiyak yetmezlikli septik soklu hastalarda pulmoner ve renal fonksiyonu
artirdigini gosterdi ve Fretschner(88) amrinonun septik hastalarda O ; sunumunu ve
O, uptakini artirdigimi, fakat sistemik vazodilatasyon nedeniyle arteriyal kan
basincini azalttigini tesbit etti.

Literatiirde PDE inhibitorlerinin vazodilatatdr etkilerini kapsayan c¢ok az
calisma vardir. Bunlardan 3 literatiir, ishioka ve arkadaslari tarafindan rapor
edilmistir (86). Amrinon hedef organlarda potent bir vazodilatatordir ve
mikrosirkiilatuvar hemodinamigi artirir. Bir diger calisma Grosmana (89) aittir.
Grosman invivo olarak PDE-3 spesifik inhibitorleri olan amrinon ve enoksaminin ile
spesifik olmayan PDE inhibitorleri teofilin ve pentoksifilini insan elindeki venler
tizerindeki etkilerini karsilagtirmistir. Bulgular 1s1ginda enoksaminin ve amrinonun
benzer vazodilatator etkileri oldugu ve bu etkilerininde teofilinden 6 kat fazla
oldugunu tesbit etmistir.

Vincent (85) kendi kdpek septik sok modellerinde amrinon verilen hayvanlarda
arteriyal hipotansiyonu kotiilestirmedigini ve mevcut olan endotoksin kaynakli
hipotansiyona amrinonun az yada higbir sirkiilatuvar kollaps yapmadigini bulmustur.

Vincentin sonuglart (85) Amrinon infiizyonunun, O, sunumu ve tiiketimini
anlamli derecede artirdigini gosterdi. Doku perflizyonunu artirdigindan dolay1
intestinal mukoza bu artmis doku perflizyonunda yarar géren dokulardan biridir.

Einzgin calismasinda (90) Amrinonun olusturdugu vazodilatasyonun tiim

dokularin perfiizyonunu artirmada yeterli olmadigin1 kanitladi. Calismasinda
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kopeklerde amrinonun sistemik kan akimi dagilimi iizerindeki akut etkilerini
arastirdi ve kan akiminin renal kortekste , dalakta, karacigerde artmis oldugunu fakat
ince ve kalin barsak ve gastrik mukozada degismedigini buldu. Buna ragmen
amrinonun endotoksin nedenli vazokontriksiyonu engellemedeki direkt vazodilatator
etkisi ve diger antiinflamatuvar oOzellikleri diger arastirmacilar tarafindan
kanitlanmistir  (91). Amrinon endotoksemi esnasinda intestinal mukozadaki
villuslarda arterioler vazokonstriksiyonunu 6nleyerek doku perfiizyonunu artirdigi
gosterildi. Sistemik arteriyel hipotansiyon gibi bir zararl etkisi oldugundan dolay1
sepsiste kardiyovaskiiler aktif ila¢ olarak kullanimi sinirlidir. Bununla beraber
vazokonstiiriktif bir ajanla kombine kullanimi, SIRS yada sepsis tedavisinde daha
yararli olabilir, amrinonun 6zellikle sistemik inflamasyonu zayiflattig1 tesbit
edilmistir (90).

Cody ve arkadaglar1 (78) pozitif inotropik ajan olan amrinon’un vazodilator
etkisini gostermiglerdir. Daha sonra Le Jemtel ve arkadaslari(92) ilacin cAMP
tizerinden vaskiiler direnci azaltarak vazodilatasyon yaptigini saptamiglardir.

Shigeru ve Ishioka (79) amrinon’un fleb iskemisi iizerine etkisini incelemistir.
Aragtirmalar1 sonucunda, ilacin flep mikrosirkiilatér akimini diizenleyerek dolagimi
arttirdigimi ~ gostermislerdir. Ayrica amrinon’un antitrombotik ve eritrosit
deformasyonunu 6nleyici etkiye sahip oldugunu da ileri stirmiislerdir

Vazodilatator 6zelligi sayesinde mikrovaskiiler dolagimi diizenledigi i¢in hem
kalp damar cerrahisinde hemde plastik cerrahide flebin iskemik hasarin1 azaltmak
amaciyla denenmektedir (79).

Takashi Kobayashi ve arkadaglari (11) karacigerde iskemik-reperfiizyon
hasarma amrinonun etkisini arastirdilar. Iskemik karacigerdeki indosiyanin yesili
(ICG) klerensi ve kan laktat degerleri Ol¢iildii. ICG eliminasyonu hepatik kan
akiminin ve hepatoselliiler fonksiyonun giivenilir gostergesidir ve kan laktat profili,
ozellikle laktat birikimi ve atilim oran1 karaciger cerrahisi sirasinda hepatik
fonksiyonun sensitif gostergelerindendir Yapilan ¢alismada 1.V diisiik doz amrinon
inflizyonu uygulanarak yapilan hepatektomi sirasinda ICG eliminasyonunu
amrinonun arttirdigi gosterildi, ayrica kan laktat konsantrasyonun da kontrol
grubuna gore azaltmaktadir. Amrinon laktat birikimini iskemi dncesi azalmakta ve
iskemi sonrasinda da atilimimi artirmaktadir. Bu c¢alismada diisiik doz amrinon
uygulanmasinin hepatektomi sirasinda iskemiyi azaltarak karaciger fonksiyonunu

korudugu gosterilmistir.

22



Bu etkisini hepatik kan akimini artirarak, kardiyak fonksiyonu artirarak ve

hepatik vaskiiler yatakta dilatasyon yaparak yapmasi olasidir.

3.10.Sildenafil Sitrat:
Sildenafil sitrat selektif bir fosfodiesteraz TipS (PDE-5) inhibitorii olup (93).

Tiim diinyada erektil disfonksiyonun tedavisinde etkin olarak kullanilan bir drogdur
(94).

PDE-5 enzimi kavernozal cisim diiz kas hiicrelerinde bulunan protein yapida
bir enzim olup, aktif siklik guanizon monofosfati (cGMP), inaktif guanizon
monofosfata (GMP) doniistimiinii katalize ederek (94), kavernozal cisim diiz kas
hiicresi icerisindeki iyonize kalsiyum (Ca*?) miktarim artirir. Bu duruma bagli olarak
kavernozal cisim diiz kas hiicresi relaksasyon siirecinden c¢ikarak kontraksiyon
stirecine girer (94).

Seksiiel stimulusla nonadrenarjik ve nonkolinerjik terminal sinir uglarindan ve
endotel hiicrelerinden salinan NO kavernozal hiicrelere diffuzyonla gecerek guanilat
siklaz enzimini aktive eder ve cGMP diizeyini artirir (95,96). Artan cGMP’de
protein kinaz-G enzimini aktive ederek kavernozal hiicrelerdeki intra sitoplazmik
Ca™ diizeyini azaltir ve kavernozal ereksiyon olusumu igin gerekli relaksasyon
stirecini baglatir (12).

Spesifik tip-5 PDE inhibitorleri cGMP’yi metabolize eden PDE’leri inaktive
eder. Buna bagli olarak, cGMP’nin birikimi diiz kas relaksasyonun artmasina ve
hedef dokuda kan akimi artisma neden olur. Insan mezenterik arterinde PDE’zin
1,2,3,4 ve 5 inci tipleri mevcuttur. Insan plateletlerini 6,3 nm’nin konsantrasyonda
sildenafil ile %50 oraninda inhibe edilen PDE 5 tasidig1 tesbit edilmistir. Sildenafil
tek basina platelet fonksiyonlari iizerine dogrudan etkiye sahip degildir ancak
sodyum nitropurisidin tavsan ve insan plateletindeki invitro antiagregatuar
aktivitesini potansiyelize eder (97).

PDE enzimin 11 alt tipi vardir. PDE-5,6,9 alt tipleri cGMP i¢in spesifiktir.
PDE 1,2,3,10,11 alt tipleri ise hem cAMP hemde cGMP ig¢in spesifiktir. PDE 4,7,8
cAMP icin spesifiktir (98).

Sildenafilin Fosfodiesteraz tip V’e affinitesi diger fosfodiesteraz izoformlara
gore 80-8500 kat daha yiiksektir. Bununla birlikte yiiksek dozlarda diger
fosfodiesteraz formlarada etki ederek, sistemik etki gdsterir, mesala hipotansiyon
yapmast gibi. Fosfodiesteraz tip-V(PDE-V) mezenterik arter, pulmoner arter ve

diger vaskiiler yapilarda bulunur (93).
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Sildenafilin antianjinal medikasyon da ilk calismis olan potent ve selektif bir
PDE-V inhibitoriidiir. Ereksiyon yaygin bir etkisidir, bu etkide azalmis cGMP
yikimi, seksiiel stimiilusa yanit olarak NO salinimina bagli penil sirkiilasyondaki
vazodilatator etkisinin siirmesi ile agiklanabilir. Vaskiiler diiz kas endotelial
hiicreleri NO kontroliinde olsada temel aktivitesi solubil guanilat siklazi aktive
etmektir. Sildenafil, fizyolojik relaksasyonu artirip, guanilat siklaz aktivasyonu yolu
ile vaskiiler sisteme etkili olan ilaglarin farmokolojik aktivitelerini gli¢lendirir (99).

Sildenafilin istenmeyen Ozelliklerinin biiyiik ¢ogunluguna bu vazodilatator
etkileri sorumludur, sildenafilin yaygin yan etkileri vazodilatasyona bagh
semptomlardir. Ornegin bas agrisi, flushing, nazal konjesyon gibi. Trombiislerde
PDE-V i¢erdikleri i¢in bu hiicrelere ait fonksiyonlarida etkileyebilmektedir. Yani
sildenafil platelet agregasyonunu degistirebilir. fakat kanama zamanina ve
mikrosirkiilatuvar dagilim iizerine etkilerinin olmadig literatiirde ¢ok eskiden beri
rapor edilmistir (99).

Sarifakioglu N ve arkadaslar1 (99) sildenafil sitrat’in fleb yasami {izerine olan
etkilerini inceleyen calismasinda fleb yasamini artirdigimmi tesbit etmislerdir, fleb
yasam siiresini artirmasini’da sildenafilin 2 karekteristik 6zelliginden dolay1
oldugunu ileri siirmigler, ilki sildenafil platelet agregasyonunu azalttifi ve/veya
degistirdigi icin deri kan damarlarinda potansiyel trombozisi azaltabilir ikincisi ise
vaskiiler diiz kastaki vazodilatator etkisinin yaygin goriilen bir etki oldugudur.
Plateletlerin PDE’larla miinasebeti ve cGMP bagimli protein kinazin NO ile platelet
inhibisyonundaki onemli rolii konusunda oldukg¢a iyi calismalar eskiden beri
yapilmistir.

Colle I ve arkadaslarinin (93) deneysel siroz yapilan ratlarda sildenafil sitratin
etkisini inceleyen calismalarinda sildenafilin sitratin intramezenterik ve intravendz
uygulamalarindan sonra ortalama arteriyel basinicini diislirdiiglinli, mezenterik kan
akimini ve portal venoz basincini doza bagimli olarak arttigini tesbit etmislerdir.
Sonucta sildenafil mezenterik kan akimini1 ve portal vendz basinci artirip , sistemik

hipotansiyona neden oldugunu kanitlamislardir (94).
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Endotel hiicresi NO Vericisi Non Adrenarjik

Non kolinerjik Sinir Terminali
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(-) 5-GMP
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Sildenafil Sitrat Ca™ Azalir
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Kaverniozal Diiz Kas

Hiicresinde Gevseme

Sekil 4: Nitrik oksit desarj1 ve Sildenafil’in kavernozal diiz kas hiicresine olan etkisi.
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IV-GEREC VE YONTEM
Bu Deneysel calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi FUTDAM arastirma

laboratuvarinda Temmuz-Agustos 2005 tarihleri arasinda, agirliklar1t 200-250 gr
arasinda degisen disi Wistar Albino cinsi 50 rat iizerinde yapildi. Ratlar 5 gruba
ayrilarak, deney sonuna kadar onarli kafeslerde tutuldu. Hayvanlarin beslenmesinde
standart pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi.
4.1-Deneysel gruplarin olusturulmasi

Grup 1 (n:10, Sham grubu): Tiim denekler ile ayni ortama maruz
birakildi ve herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi.

Grup 2 (n:10, kontrol grubu): Operasyondan 30 dakika &nce
intraperitoneal olarak 1 cc serum fizyolojik verildi.

Grup3 (n:10): Operasyondan 30 dakika once intraperitoneal olarak 50
mcg/kg Amrinon verildi.

Grup4 (n:10): Operasyondan 30 dakika once intraperitoneal olarak 0.05
mg/kg sildenafil sitrat verildi.

Grup 5 (n:10): Operasyondan 30 dakika once intraperitoeal olarak 50
mcg/kg Amrinon ve 0.05 mg/kg Sildenafil Sitrat verildi.

4.2-Cerrahi Islem:

Ratlar operasyondan 18 saat 6nce a¢ birakildi bu siire igerisinde sadece su
icmelerine izin verildi. Tiim gruplara genel anestezi olusturmak amaci ile her biri
0.25 ml/100 gr viicut agirligi dozunda olmak tizere, ketamin HCL (ketalar flk 50
mgr/m® Eczacibasi istanbul) ve Xylazine HCL (Rompon flk 23,32 mg/m® Bayer
istanbul) ratlarin sag arka bacaklarindan intramiiskiiler olarak uygulandi.
Operasyondan yaklasik 2 dakika once karmn trasi yapilan hayvanlarda operasyon
sahast %10 Povidin Iodine ile temizlendi. Yalnizca insizyon uygulanacak saha agik
kalacak sekilde steril ortii ile oOrtiildii. Steril aletler kullanilarak orta hat karin
insizyonu ile laparotomi yapidi. A.Mezenterika Siiperior bulunarak askiya alindi
vaskiiler klemple kollateralleri ile birlikte klempe edildi. 30 dakika siire ile intestinal
iskemi uygulandiktan sonra 30 dakika siire ile reperfiizyon uygulandi ve batin

usuliine uygun olarak kapatildi.
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Resim 2: Siiperior mezenterik arteri baglanarak olusturulan ince barsagin iskemik

goruntisu.

27



4.3-Ornekleme:

Biyokimyasal olarak malondialdehit (MDA), Glutatyon Pereoksidaz (GSH-Px) ,
Myeloperoksidaz (MPO), Nitrik oksit (NO) ¢alismak i¢in iskemi sonrasinda vena
kava inferiordan 2 cc alinan kan 6rnekleri, serumlart ayrildiktan sonra ¢aligmanin
yapilacag giine kadar -20 °C de saklandi.

Ratlardan alinan karaciger, dalak ve mezenterik LAP ornekleri steril penset
yardimi ile ezilerek homojenize edilip, 6nceden hazirlanan 3-4 ml’lik beyin-Kalp
inflizyon besi yerlerine konuldular.

Histopatolojik inceleme i¢in distal ileumlar SF ile yikandiktan sonra %10’luk
Formalin ile fikse edildi ve rutin laboratuvar islemlerinden sonra parafine gémiildii.

PCR c¢alisilmasi i¢in alinan Icc kan numunesi (2-5 ml Na, EDTA igeren )
Eppendorf tiiplerine (Sigma) konuldu ve DNA eksraksiyon islemine kadar +4 °C’de
saklandi.

Calisma icin doku ve kan ornekleri alinip saklifiye edildikten sonra ratlar asir

doz ketamin verilerek 6ldiirtildii.
4.4-Orneklerin Degerlendirilmesi:

4.4.1 Biyokimyasal Analiz:

-20°C’de saklanan serumlar biyokimyasal degerlendirmeden bir saat 6nce ¢ikarilip
calismaya alindi. Plazmada Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA tayini
Satoh (100) ve Yagi’den (101) modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik
olarak yapildi. NO tayini Nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlendi (102). Total nitrit (nitrit+nitrat) konsantrasyonu modifiye
kadmiyum rediiksiyon metodu ile tayin edildi. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore calisilmistir (103). GSH-Px
aktivitesi NADPH’1in NADP ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin
340 nm’de spektrofotometrik olarak okunmasiyla hesaplandi. Myeloperoksidaz
enzimin aktivitesi MPO aracilt H,O; ile yapilan oksidasyon i¢in substrat olarak 4-
aminoantipyrine/phenol soliisyonu kullanilarak yapildi (104).
4.4.2.Histopatolojik degerlendirme:

Ince barsak ornekleri %10’luk formaldehit (Formalin ) ile Fikse edildi, doku
ornekleri 0,5 cm’lik parcalara bdliinerek histopatolojik inceleme igin ,standart
laboratuvar takiplerinden sonra parafine gomiilerek Sum kalinliginda kesitler

hazirland1 ve Hemotoksilen-Eozin (HE) ile boyanarak 11k mikroskobunda 100’lik
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biiylitme altinda Orneklerin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen tek bir patalog
tarafindan degerlendirildi.

Mukozal hasar Chiue ve arkadaslar1 tarafindan belirlenen skorlama sistemine
gore derecelendirildi (105).

Grade 0: Normal Mukoza

Grade I: Villus apeksinde subepitelyal konjesyon

Gradell: Villus Tabanina yayilan subepitelyal konjesyon.

Grade III: Birkag villus tepesinde iilserayon , yaygin subepitelyal konjesyon.

Grade IV: Villusta iilserasyon, Lamina propriada dilate kapillerler.

Grade V: Lamina propriada hemoraji, iilserasyon olarak belirlendi.
4.4.3.Mikrobiyolojik Degerlendirme:
Steril cam siselerdeki beyin-kalp inflizyon besi yerine konulan doku kiiltiir 6rnekleri
37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda sivi besi yerinden kanli agar ve
EMB agar1 besi yerlerine pasajlar yapilarak 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Ureyen
mikroorganizmalar geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle tanimlandi.
4.4.3.a Polimerase Chain Reaksiyonu (PCR):
Biitiin kan ornekleri, steril viallere (Eppendorf tiipii) 800 pl birakildi ve Wizard
Genomic DNA purification kitindeki "Whole Blood" prosediiriine goére DNA
ekstraksiyonu gerceklestirildi. Ekstrakte edilen pelet halindeki DNA 100 pl PCR
reaksiyonunda kullanilmak iizere H,O ile sulandirildi. Bu reaksiyonda E.coli’nin -
galaktozidaz gen bolgesine spesifik olan ve ayni gen bolgesi iizerinde sirasiyla 201-
225 ve 939-963 niikleotidler arasindaki bolgeye 6zgiil olan BG-1 (5'-CTT TGC CTG
GTT TCC GGC ACC AGA A-3’ ve BG-4 (5-ACC CAC CGC ACG ATA GAG
ATT CGG G-3')) primerleri kullanildi.
PCR miski i¢in.
10pl kalip DNA
1yl BG-1 Primeri (20 pM/Jl) (promega, sigma)
1l BG-4 Primeri (20 pM/ul)
S5ul MgClI2 (25 mM)
5ul 10XPZR tamponu
4ul SmM dNTP
1ML Taq polimeraz (1 tinite/ul)
25l Steril su
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Kullanildi, bu reaksiyon total voliim 50ul olacak sekilde hazirlandi.Ornekler 1sisal
dongii cihazina (Thermal-Cycler) yerlestirildi.

Bu cihazda drneklerden DNA amplifikasyonu i¢in bir sikliis 94°C de 1 dakika, 56
°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika olacak sekilde toplam 36 sikliiste islem
gerceklestirildi.

4.4.3.b.Elektroforez ile goriintiileme:

Cogaltma isleminden sonra ornekler %1,5’lik agaroz jele yiiklenerek elektroforez
islemine tabi tutularak pozitif ve negatif 6rneklerin goriintiilenmesi gerceklestirildi.
Bu asama icin 1,5 gr olarak tartilan agaroz daha sonra 100 ml’lik 1XTAE baften
(tampon) iginde karistirilarak erimesi igin kaynatildi. Daha sonra jel 55-60°C’ye
kadar sogutularak i¢ine 0.5mg/ml oraninda ethidyum bromid birakildi, taraklar
yerlestirildi ve jelin oda 1sisinda donmasi saglandi. Jel elektroforez tankina
yerlestirilerek kuyucuklara 3pl 6X’lik yiikleme tamponu ve 12 pl PCR 0Ornegi
karistirtlarak toplam 15 pl olacak sekilde yiiklendi. Uygun gii¢ kaynagi kullanilarak
150 volt’da 25 dakikada 6rneklerin go¢ etmesi saglandi. Bu islem sonunda UV 1s1k
altinda gd¢ motiflerini ve pozitif, negatif 6rnekeler degerlendirildi. Uygun marker
kullanilarak sonuglar goriintiilendi.

4.4.4.Istatistiksel analiz:

Gruplardan elde edilen veriler ortalamatstandart sapma olarak gosterildi.
Olgiilebilir veriler, gruplar arasinda One-Way ANOVA yontemi ile %95 giiven
araliginda karsilastirildi. Anlamli farklilik bulunan paremetreleri Tukey HSD ve
Bonferonni diizenlemeleri uygulanarak farkliligi olusturan gruplar belirlendi.
Sayimla elde edilen veriler Ki-kare testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerinin alti

anlamli olarak kabul edildi.
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V.BULGULAR

5.1-Biyokimyasal inceleme bulgulari: Tim gruplarin kan orneklerindeki
plazmada NO, GSH-Px, MPO ve MDA degerlendirildi.

Tablo 1:Plazmadaki serbest oksijen radikallerinin gruplardaki ortalama ve standart

sapma degerleri.

MDA NO GSH-PX MPO
G, 1,32+40.71 446+50,94 301+70 1,7+0.8
G," 4,39+1,94 397+30,06 256+43,9 2,02+1,05
Gs ' 1,62+1,25% 390+87 520+140 1,62+0,54*
Gy 1,20+0,63% 649+102 € 502+184 0,70+0.54%
Gs 1,34+1,25% 640+49,7° 465+137 1,62+1,34*

# Kontrol Grubu *Tedavi Gruplart &MDA azalan tedavi gruplar1 € NO artan tedavi gruplari £MPO azalan

tedavi grubu

Grup 1 ile Grup 2 karsilastirildiginda MDA ve MPO degerlerinin,Grup 2°de

arttig1 gozlendi ve fark istatistiksel olarak anlamli degerlendirildi (p<0.05).

MDA degerleri bakimindan Grup2 ile tedavi gruplart (Grup 3.45)

karsilastirildiginda tedavi gruplarinda azalma mevcuttu ve bu azalma derecesi

istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

Grup 2 ile tedavi gruplart (Grup 3,4,5) MPO degerleri bakimindan

karsilagtirildiginda, Grup 4’deki MPO miktar1 azalmisti ve fark istatiksel olarak

anlamli idi (p<0.05).

MPQO’ degeri diger tedavi gruplarinda da (Grup3,5) azalmasina ragmen bu
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azalma miktar1 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda fark istatistiksel olarak
anlamsiz tesbit edildi (p>0.05).

Grup 2 ile tedavi gruplant (Grup3,4,5) NO degerleri bakimindan
karsilagtirildiginda, Grup 4,5 de (sildenafil verilen gruplarda) NO miktar1 artmist
ve bu artig istatistiksel olarak anlamli tesbit edildi (p<0.05). Kontrol grubu ile Grup
3 (amrinon verilen grup) NO degerleri bakimindan karsilastirildiginda amrinon
verilen grupta bir artis mevcut degildi istatistiksel olarak fark anlamsizdi (p>0.05).

Grup 2 (kontrol grubu) ile tedavi gruplar (Grup3.,4,5) GSH-Px degerleri
bakimindan karsilagtirildiginda tedavi gruplarinin tamaminda GSH-Px artist

mevcuttu ve bu artig istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).

*

T x
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T T T T T
1 2 3 4 5
Gruplar

*:NO'tin G4 ve G5'de viiksekligini gisteren simge

Sekil 5: Nitrik oksitin gruplara gore ortalama ve standart sapma degerlerinin

grafiksel dagilimu.
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Sekil 7: Glutatyon Peroksidazin ortalama ve standart sapma degerlerinin gruplara

gore grafiksel dagilim.
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Gruplar
*:G3 ve G4 'delid myeloperolisidaz diigiildiig iini gisteren simge

Sekil 8: Myeloperoksidazin ortalama ve standart sapma degerlerinin gruplara gore

grafiksel dagilimu.
5.2- Histopatolojik inceleme Bulgulari:

Tablo 2: Gruplarin histopatolojik bulgulari.

Grade 0 Gradel Grade2 Grade3 Graded4

G, 10 0 0 0 0
G, & 0 3 2 57 & 0
G3 & 1 5 3 1 & 0
Gy* 4 3 2 1 0
Gs 2 5 2 1 0

*G, ile G arasindaki iliskiyi gisteren simge.&QG, ile G; arasindki iliskiyi gosteren simge.
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Grup 1 ile Grup 2 histopatolojik bulgularina gore karsilastirildiginda.
Grup 2’nin grade degerleri Grupl gore daha kotiiydlii ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

Grup 2 ile tedavi gruplar1 (Grup3,4,5) karsilagtirildiginda Grup 3 ve
Grup 5°de histopatolojik bulgular Grup 2’ye gore dahi iyi olmasina ragmen
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Grup 2 ile Grup 4
karsilagtirildiginda histopatolojik bulgular Grup 4’de daha iyi idi ve
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

®
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-
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=
& X
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on T T T T T
1 2 3 4 5
Gruplar
*fx:G2 ile G4 arasinda histopatelojik gradleme sloorundali
iligkivi giisteren simge

Sekil 9: Histopatolojik bulgularin gruplardaki grafiksel dagilimi
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Resim 4: Grade2: Villus Tabanina yayilan subepitelyal konjesyon.(HE& X 100)
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Resim 5: Grade 3: Birkag villus tepesinde iilserayon , yaygin subepitelyal konjesyon

5.3-Mikrobiyolojik inceleme Bulgulari:

5.3.a. Doku Kiiltiir Sonuclari:

Doku kiiltiir sonuglarina gore gruplar degerlendirildiginde. Grup 1’de bir denekte
kiiltiir pozitifligi mevcut iken Grup 2°de ise 8 denekte kiiltiir pozitifligi mevcuttu.
Grup 2 ile Grup 1 istatistiksel olarak karsilastirildiginda farkda anlamlilik mevcuttu
(p<0.05). Bakteriyel kiiltiir pozitifligi bakimindan Grup 2 ile tedavi verilen Grup 3,
Grup 4 ve Grup 5 karsilastirildiginda Grup 2 ile diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).
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Tablo 3:Doku kiiltlirlerinde tiim gruplarda bakteriyel kiiltiir pozitifliginin oransal

degerleri.
Gy G, G3 Gy Gs Total
Ureme yok 9 2 8 9 8 36

Kiiltiir
UremeVar 1 g " 2" 1 2" 14
Total 10 10 10 10 10 50

#G, ile G, G4 Gs arasindaki kiiltiir (+) sayisina gére iliskiyi gosteren simge.

5.3.b. PCR Sonugclari:

PCR sonuglar1 gruplara gore degerlendiridiginde Grup 1’de PCR sonuglarinda

pozitiflik mevcut degilken , Grup 2 ‘de 10 denekten 8 tanesinde pozitiflik mevcut idi.

Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda Grup 2’deki PCR’daki pozitiflik oram
istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1 (p<<0.05). PCR’daki pozitiflik orant Grup

2 ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli derecede artmis

pozitiflik tesbit edildi (p<0.05).

Tablo 4: PCR da tiim gruplarda tesbit edilen pozitiflik oranlarin gruplara gore

dagilimini gosteren tablo.

Gy G; G3 Gy Gs Total
Negatif 10 2 8 9 9 38
PCR
Pozitif 0 g & 2& 1 & 1 12
Total 10 10 10 10 10 50

&:G,ile G3,G4 Gsarasindaki PCR (+) sayisina gore iliskiyi gosteren simge.
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Sekil 10: PCR sonuglarinin gruplara gore negatif ve pozitif oranlarinin grafiksel

dagilimi.
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Sekil 11: Doku kiiltiiriinde iiremenin pozitifliginin ve negatifliginin gruplara gore

grafiksel olarak dagilimi.
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Resim 6: PCR teknigiyle tesbit edilen bakteri DNA’sinin olusturdugu bantlarin
fotografik goriiniimii.

M= 100 bp’lik DNA (adden Marken (promega))

Hatl: Pozitif kontrol E.Coli

Hat 2: Pozitif kontroller.

Hat 3,4 ve 5: Negatif kontroller.
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VI-TARTISMA

Iskemi Reperfiizyon hasarinda iki mekanizma sorumlu tutulmaktadir.
Bunlardan birisi doku hipoksisi, digeri ise ortama salinan serbest oksijen radikalleridir
(4). Iskemi sirasinda hiicre iyon gradiyenti ve hemostazi devam ettirmek i¢in gerekli
enerjiden yetersiz kalabilir. Dokunun yasamasi i¢in iskemiyi miiteakip reperfiizyon
zorunludur ancak reperfiizyon hasarinin tek basina iskeminin neden oldugu doku
hasarindan daha fazla hasar yaptigi gosterilmistir (37,38).

Ince bagirsaklar iskemiye ¢ok hassas olup, Serbest oksijen radikallerinin major
kaynagi olan ksantin oksidazi en fazla bulunduran dokudur (105). Intestinal IR
hasarinda olay sadece lokal olarak iskemik barsak dokusunda sinirli degildir. intestinal
iskemide jeneralize inflamatuar reaksiyonlar olugsmakta, bu da uzak organlarda hasara
yol acabilmekte ve multiorgan yetmezligine neden olmaktadir (106). Intestinal
iskemide pulmoner, hepatik ve vaskiiler yatakta ndétrofil birikiminin jeneralize
inflamatuar cevabin esas sebebi oladugu ifade edilmistir (107). Fakat baz1 arastiricilar
sadece notropeni ile oksijen toksisitesinin 6nlenemeyecegini belirtmislerdir (108,109).
Pogetti ve arkadaslari daha once intestinal IR hasarinda olusan akciger ve karaciger
hasarinda nétrofillerin kritik rolii oldugunu bildirmelerine ragmen, daha sonraki
calismlarinada bu etkide ksantin oksidazinda etkili oldugunu belirlemislerdir (110).
Barsaktaki iskemik reperfiizyon hasarinin ardindan olusan yapisal ve fonksiyonal
degisikliklerin patogenezinden ROS sorumlu tutulmaktadir. Sonu¢ olarak barsak
bariyerinin degisimi bakteriyal translokasyona ve endojen olarak intestinal liimende
stirli olan MO larin ekstra intestinal steril yerlere gegisine neden olur (41). Intestinal
hipoksiyi ve iskemiyi takip eden reperfiizyon barsak mukozasinda deksturiksiyona
neden olurken ayrica ROS salinnmimna ve buda diger faktorlerle bir araya gelerek
mukoza hasarmma neden olur. Inflamasyon ve doku rejenarasyonu, reperfiizyonu
izleyen immiin hiicrelerce olusur ozellikle PMNL’ki ROS firlinlerinin salinimina
katkida bulunur. PMNL aktive oldugunda doku hasarim1 artirirlar bu proges
reperfiizyondan sonraki organ ve vaskiiler fonksiyonlarin tesbitinde onemli role
sahiptir (42).

Akut mezenterik iskemi tedavisinde farkli ajanlar ¢alisilmistir. Son yillarda
vitamin E, Vitamin C, Selenyum, mannitol, allopurinol gibi bazi antioksidan

bilesiklerin iskemi-reperfiizyon hasarin1 azalttigi tesbit edilmistir (41). Biz de
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calisgmamizda amrinon ve sildenafil sitratin akut mezenterik iskemi reperflizyon
hasarina, SOR salinimina ve bakteriyel translokasyona etkisini inceledik.

Colak T ve arkadaslar1 fosfodiesteraz inhibitérii olan trapidilin, intestinal
iskemi-reperfiizyon hasarindaki mukozal bariyer fonksiyonuna ve bakteriyel
translokasyona etkisini incelemiglerdir. Bu c¢alismada kan MDA diizeyini kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisik bulmuslardir. Yine
histopatolojik sonuglar1 tedavi grubuyla kontrol grubunu karsilastirdiklarinda tedavi
gruplarinda histopatolojik sonuglar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha iyi
tesbit etmislerdir. Ayni zamanda bakteriyel translokasyon oranlarini tedavi
gruplarinda, kontrol grubundan istatistiksel olarak daha iyi oldugunuda gostermislerdir
(111).

Sildenafil sitratin akut mezenterik-iskemi reperfiizyona hasarima etkisi ile ilgili
daha onceden yapilmis boyle bir ¢alisma yokken, amrinon etkisi ile ilgili tek bir
calisgma mevcuttur bu c¢alisma ise Giilsen Ekingen ve arkadaglarinin Gazi
tiniversitesinde 1999°da yaptilar1 calismadir (112).

Sildenafil sitrat selektif bir fosfodiesteraz Tip-5 (PDE-5) inhibitorii olup (93).
Tiim diinyada erektil disfonksiyonun tedavisinde etkin olarak kullanilan bir drog’dur
(90). Sekstiel stimulusla nonadrenarjik ve nonkolinerjik terminal sinir uclarindan ve
endotel hiicrelerden salinan NO kavernozal hiicrelere diffuzyonla gecerek, guanilat
siklaz enzimini aktive eder ve cGMP diizeyini artirir (96). Artan cGMP’de protein
kinaz-G enzimini aktive ederek kavernozal hiicrelerdeki intra stoplazmik Ca"
diizeyini azaltir ve kavernozal ereksiyon olusumu i¢in gerekli relaksasyon siirecini
baglatir (12). PDE-5 enzimi kavernozal cisim diiz kas hiicrelerinde bulunan protein
yapida bir enzim olup, aktif siklik guanizon monofosfat (¢cGMP)’1 inaktif guanizon
monofosfat (GMP)’a doniisiimiinii katalize eder (93). Sildenafil PDE-5 enzimini
inhibe ederek ¢cGMP’nin inaktif formuna doniismesini engelleyerek vazodilatasyona
neden olur.

Immiinohistokimyasal ¢alismalarla PDE-5’in vaskiiler ve bronsial diiz kasta ve
trombositlerde bulundugu gosterilmistir (113). Insan mezenterik arterinde, PDE’zin
1,2,3,4 ve S'inci tipleri mevcuttur (97). NO seviyelerindeki diisme kardiyovaskiiler
hastaliklar ve endotel disfonksiyonu ile iligkili bulunmustur. Sildenafilin kalp
yetmezlikli hastalarda endotel disfonksiyonunun vazomotor durumlarini diizelttigine
dair ¢aligmalar mevcuttur (97). Sildenafil sitratin platelet fonksiyonunu azalttig

caligmalar ile tesbit edilmistir fakat nétrofil kemotaksisine etkileri net degildir.
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Sarifakioglu N ve arkadaslarinin (99) yaptiklar1 calismada, sildenafil sitratin
deri flebleri lizerindeki etkilerini arastirdilar ve flep yasam siiresini artirdigini tesbit
ettiler. Bu etkininde sildenafilin 2 karakteristik 0Ozelligine bagli olarak ortaya
cikabilecegini diisiinmiisler. Bunlardan 1°cisi platelet agregasyonunu azalttifi veya
degistirdigi i¢in deri kan damarlarinda potansiyel trombozisi azaltmasi, digeri ise diiz
kastaki vazodilatator etkisine bagli olarak kan akimini artirmasidir. Plateletlerin PDE
ile olan iliskileri ve ¢cGMP bagimli protein kinazin, NO ile platelet inhibisyonu
konusunda oldukga iyi ¢alismalar mevcuttur.

Colle I ve arkadaslarinin (93) sirozlu hayvan modellerinde sildenafilin sistemik
ve splanchnic kan akimi iizerine etkilerine yonelik calismalarinda, sildenafilin NO
iizerinden mezenterik vaskiiler tonusu azalttigini, buna bagli olarak mezenterik ve
portal kan akimimi artirdigin1 ve sistemik hipotansiyona neden oldugunu tesbit
etmislerdir .

Bizde bu literatiir bilgilerine dayanarak sildenafil sitratin akut mezenterik
iskemi-reperfiizyon hasarini, SOR salimimini ve bakteriyal translokasyonunu
azaltacagi hipotezini kurduk.

Calismamizda kullanacagimiz amrinon ise, selektif fosfodiesteraz tip-III
inhibitoriidiir, vaskiiler diiz kas ve myokardiyumda cAMP’yi artirip, cAMP artinca
sarkoplazmik retikulumdan Ca** salmimim artirarak kalp kasinda kasilmay: artirirken
tersine vaskiiler diiz kasta cAMP artimi intraselliiler Ca™ azaltir ve relaksasayon ve
vazodilatasyon olusturur (11). Amrinonun bu kardiyak etkilerine ilaveten Onemli
antiinflamatuar etkilerinin de bulundugu gdésterilmistir. Tip 3 ve Tip 4 PDE enzimi
iceren immiin hiicreler ¢esitli immiin progeslerde potent regiilatorlerdir. Cogu invivo
ve invitro c¢alismalarda amrinonun endotoksemide proinflamatuvar mediatorlerin
iiretimini inhibe ederek immiin aktivasyonu azalttig1 gosterilmistir (11,84).

Bununla beraber amrinon iskelet kasi protein sentezini piriivat dehidrogenaz
kompleksi aktivitesini bloke ederek azaltir ve plazma laktat konsantrasyonundaki artig
gibi sepsis kaynakli anormallikleri engellemektedir (114).

Giilsen E ve arkadaslar1 (112) amrinonun intestinal iskemi-reperfiizyon
hasarina etkisini aragtiran bir ¢alismada; Ratlarda barsak iskemi-reperfiizyon hasari
olusturduktan sonra meydana gelen mukoza hasari lizerine amrinon’un etkisini barsak
51 CrEDTA emilim testini kullanarak gecirgenlik degisikligi ile gosterdiler.
Sonuglarinda amrinon uygulanan deneklerin kan 51 CrEDTA degerini, kontrol

grubuna gore daha diisiik buldular ve histopatolojik sonuglar1 kontrol grubu ile
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karsilagtirdiklarinda amrinon uygulanan gruplarda histopatolojik sonuglar1 daha iyi
tesbit ettiler. Sonugta amrinonun iskemi reperfiizyona bagli mukozal hasar azalttig1 ve
gecirgenlik artisin1 6nledigini gosterdiler (105).

Werner S ve arkadaslar1 (84) amrinonun endotoksemi boyunca jejunal
mukozada doku oksijenasyonu iizerine etkisini aragtirmalari sonucunda amrinonun
endotoksemi esnasinda intestinal mukoza doku oksijenasyonunun azalmasina engel
oldugunu, pulmoner disfonksiyonu hafiflettigini tesbit etmislerdir. Bununla beraber
sepsiste sistemik arteriyal hipotansiyon gibi zararli etkilerinde dolay1 kardiyovaskiiler
ilag olarak kullaniminin smirli kaldigini, ancak vazokonstriktif ajanla beraber
kullanilirsa daha yararli oldugunu ve 6zellikle sistemik inflamasyonu zayiflattigini
gosterdiler. Sonug olarak amrinonun iskemik ataklarin tedavisinde faydali oldugunu,
clinkii hemodinamik mikrosirkiilasyonu artirdigini tesbit ettiler .

Kobayashi T ve arkadaslarimin (11) ratlardaki hepatik iskemi-reperfiizyon
hasarina amrinon etkisini arastirdilar. Calisma sonucunda amrinonun hepatik kan
akimimi kontrol grubuna gore artirdigi, platelet agregasyonunu ve myeloperoksidaz
aktivitesini azalttigini tesbit ettiler .

Orii R. ve arkadaglar1 (115) hepatektomi yapilmis sirotik hastalardaki iskemi-
reperflizyona amrinonun etkisini arastiran c¢aligmalarinda amrinonun post-iskemik
fazda daha belirgin olmak iizere karaciger kan akimini artirdigini ve laktat
metabolizmasini artirdigini gosterdiler .

Shigeru ve Arkadaglar1 (79) amrinon’un fleb iskemisi {izerine etkisini
incelemistir.  Arastirmalart  sonucunda, ilacin flep mikrosirkiilatér akimini
diizenleyerek dolagimi arttirdigini gostermislerdir. Ayrica amrinon’un antitrombotik
ve eritrosit deformasyonu 6nleyici etkiye sahip oldugunu da ileri siirmiiglerdir .

Bizde bu literartiir bilgilerine dayanarak amrinonun akut mezenterik iskemi-
reperfiizyon hasarini, SOR salmimin1 ve bakteriyel translokasyonu azaltacagi
hipotezini kurduk.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda nétrofillerin  éneminin farkina varilmistir.
Iskemi-reperfiizyon hasarmni nétrofillerin primer olarak tetikledigi diisiiniilmiistiir.
Nétrofillerin HyO, ve O iirettigi ve myeloperoksidaz salgiladigi bilinmektedir.
Oksidatif stres durumunda uyarilmis nétrofillerden NADPH araciligiyla siiperoksit
radikalleri olusur. Siiperoksit dismutaz ile katalize edilen reaksiyonda hidrojen
peroksit (H,O;) sentezlenir. Hidrojen peroksit ve hidrojen kloriden, hipoklorik
(HOCL) asit olusur. Bu sitotosik 6zellige sahip metabolitler 16kositlerin bakterisidal
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aktivitesi icin zorunludur. Iskemi esnasinda MPO aktivitesi 5-7 kat artmakta iken
reperfiizyonda 18 kathik bir artis mevcuttur. Iskemi-reperfiizyon esnasinda allopurinol
verilerek yapilan caligmalarda MPO aktivitesinde 6nemli derece azalma tesbit
edilmistir (76,116).

Amrinon ve sildenafil sitrat iskemi-reperfiizyon hasarinda nétrofil aktivitesini
azaltiyorsa bunu MPO aktivitesinin 6l¢limii ile tesbit edebilecegimizi diisiindiik.

Calismamizda Sildenafil sitrat verilen tedavi grubunda MPO aktivitesi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi (p<0.05). Amrinon verilen
tedavi grubunda MPO aktivitesi kontrol grubuna gore daha diisiik olmasina ragmen
fark istatistiksel olarak anlamli tesbit edilmedi (p>0.05). Amrinonun daha onceki
caligmalarda 10kosit aktivasyonunu inhibe ettigi kanitlandigindan dolay1r bizim
calismamizda amrinonun verilen gruptaki bu farkin ilacin verilis sekline veya dozuna
bagli olarak ortya ¢ikabilecegi sonucuna vardik.

Malondialdehit Lipit peroksidasyonunun son {irlinidir. MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik ve kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipit
peroksidasyonunun  derecesiyle iyi  korelasyon  gosterir  (72,76).  Lipit
peroksidasyonuna bagli MDA birikimi daha ¢ok reperfiizyon fazinda gelisen hasarin
onemli bir komponentidir. Bizde ¢alismamizda MDA miktarinin {lgiimii ile
reperfiizyon sirasinda meydana gelebilecek hasar1 tesbit edebilecegimiz sonucuna
vardik.

Bizim calismamizda tedavi verilen gruplarin hepsinde kontrol grubuna gore
MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli derecede diisme tesbit ettik (p<0.05).
MDA’tin daha ¢ok reperfiizyon fazinda artiyor olmasi, sildenafil sitratin ve amrinonun
reperfiizyon hasarindan koruyucu etkisi oldugu kanisina vardik. Calismamizin MDA
sonuclarin1 Colak T ve arkadaslarinin calismalarindaki MDA sonuglart ile
kiyasladigimiz zaman benzer sonuglara sahip oldugunu tesbit ettik (111).

Antioksidan o6zelligi olan ve iskemik-reperfiizyon hasarint onleme etkisi
buluna GSH-Px diizeyini tedavi verilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlami derecede artigini tesbit ettik (p<0.05). Caglayan F ve arkadaslarinin
intestinal iskemik-reperfiizyon hasarinda GSH-Px artis1 ile iligkili ¢aligmasini bizim
calismamiz ile karsilagtirdigimizda sonuglarin korelasyon gosterdigini tesbit ettik
(117).

NO’in serbest oksijen radikalleri ile etkilesimi ve antioksidan o&zellikleri

celigkilidir. Aktif makrofajlarin mikrosidal aktivitelerini NO araciligiyla gosterdikleri
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ileri siirtilmekle birlikte, NO’den iiretilen nitrojen dioksit (NO) ikincil bir antioksidan
olabilecegi diisiiniilmektedir. Siiperoksid bagladigi i¢inde, NO’in serbest ardikalleri
temizyeleyen koruyucu bir faktor olduguda diistiniilmektedir. Yapisal NOS ile tiretilen
NO normal fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesi igin gereklidir. Indiiklenebilir NOS ile
iretilen NO yiiksek konsantrasyonlart ise hasar1 artiricidir. Kisaca NO akut
inflamatuvar olayda hem koruyucu hemde hasarlayici bir molekiil olarak gosterilebilir
(118).

Sildenafil sitrat verilen tedavi gruplarinda NO miktarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis mevcuttu (p<0.05). Amrinon verilen tedavi grubunda
NO miktarinda kontrol grubuna gore ek bir artig tesbit edilmedi (p>0.05). Sildenafil
sitrat verilen tedavi gruplarindaki NO miktarinin amrinon verilen tedavi grubundan
daha yiiksek olmast ve buna bagl olarak biyokimyasal, Histopatolojik ve
mikrobiyolojik sonuglarin sildenafil sitrat verilen tedavi gruplarinda amrinon verilen
tedavi gruplarindan daha iyi olmasi, NO miktarinin artmasiin iskemik-reperfiizyon
hasarini azaltmada daha etkin oldugu kanisina vardik.

Calismamizin histopatolojik sonuglarini degerlendirdigimiz zaman Amrinon
(Grup 3) ve Amrinont+Sildenafil sitrat (Grup 5) verilen tedavi gruplarindaki
histopatolojik sonuglar kontrol grubundan (Grup 2) daha iyi olmasina ragmen fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Sadece Sildenafil sitrat (Grup 4) verilen
grubun histopatolojik sonuglar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda sonuglarin daha
iyi ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tesbit edildi (p<<0.05). Bu histopatolojik
bulgulari, mezenterik iskemi-reperfiizyon hasarin1 azaltmaya yonelik amrinon
verilerek yapilan Gililsen Ekingen ve arkadaslarinin ve trapidil verilerek yapilan Colak
T ve arkadaslarinin yaptig1 calismalar ile kiyaslarsak sonuclarin histopatolojik olarak
benzerlik arz ettigi tesbit edildi (111,112).

Barsak mukozasi nonsteril olan liimen ile steril olan viicut arasinda bariyer
olusturarak barsakta kolonize bakterilerin sistemik organ ve dokulara gegmesine engel
olmaktir. Normal floranin degismesi, hiicresel bagisikligin bozulmasi veya barsakta
iskemik mukozal hasar sonucu intestinal sistemin bariyer ve immiinolojik
disfonksiyonu, bakteri ve endotoksinlerin mezenterik lenf nodlarina, portal ve sistemik
dolasima ge¢mesine neden olmaktadir. Bu olay "Bakteriyel translokasyon"olarak
adlandirilir (119,120,121)

Hayvanlarda yapilan ¢alismalar bakteriyel translokasyonda en etkili tetikleyici

mekanizmanin barsak fonksiyon bozuklugu oldugunu gostermektedir. Mukozal hasar
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sonucu: GiS’de normalde gecirgen olmayan maddelere karsi mukozanin gegirgenligi
artmaktadir. Zimmerman ve arkadaslari kedi ince barsagini reperflizyon olmaksizin 1
saat iskemiye maruz biraktiklarinda, mikrovaskiiler gegirgenliginin iki katina ¢iktigin
gosterdiler. Ancak ayni caligmada iskemiyi reperfiizyon izlediginde, mikrovaskiiler
gecirgenligin 5 kat arttigini tesbit ettiler (122).

Calismamizda bakteriyel translokasyonu degerlendirmek icin doku kiiltiir
sonuglarina baktigimiz zaman, tedavi verilen gruplardaki {ireyen bakteri sayisi ,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiiktii (p<0.05). Yine
kan PCR sonuglarini degerlendirdigimizde tedavi verilen gruplarada kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diigiik bakteri sayisi tesbit edildi
(p<0.05). Bu sonuglarda bize sildenafil sitratin ve amrinonun, reperfiizyon fazinda
daha c¢ok olmak {iizere iskemi-reperfiizyon hasarinda bakteriyel translokasyonu
azalttig1 kanisina vardik. Bu sonucu colak T ve arkadaslarinin bizim ¢alismamizdakine
benzer sekilde bir fosfodiesteraz inhibitdrii tarpidil verilerek yapilan calisma ile
karsilastirirsak sonuglarin genel olarak benzerlik arz ettigini tesbit ettik (111)

Sonuglar1 biitlin paremetreler ile degerlendirirsek amrinon verilen grupta
biyokimyasal bazi paremetreler ve histopatolojik paremetreler kontrol grubuna gore
daha iyi olmasina ragmen fark istatiksel olarak anlamli degildi. Biz bu farkin ilacin
dozunun ayarlanmasi ve verilis seklinin inflizyon tarzinda degistirilmesi ile ortadan
kalkacag1 kanisindayiz. Sildenafil sitrat ve amrinonun beraber verildigi tedavi grubun
sonuclarinin sadece sildenafil verilen gruptan daha kotii olmasini ise iki ilacin kendi
arasinda parsiyel antagonist olabilecegi kanisina vardik. Her iki ilacin tek basina
kullanilmasinin iskemi-reperflizyon hasarin1 azaltmada daha etkin olabilecegi
kanisindayiz.

Sonug olarak ratlarda akut mezenterik iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra
serbest oksijen radikallerinin arttig1, bakteriyel translokasyon meydana geldigi ve ince
barsaklarda hiicresel hasar meydana geldigi gozlendi. Amrinon ve sildenafil sitrat ile
tedavi edilen gruplarda bakteriyel translokasyonun azaldigi gozlendi. Artan serbest
oksijen radikallerinin olusumunun 6nlenmesinde amrinon ve sildenafil sitratin gii¢lii
bir antioksidan oldugu tesbit edildi. Sildenafil sitrat ve amrinon ile tedavi edilen

gruplarda hiicresel hasarin azaldig1 gosterildi.
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1972 yili Sivas dogumluyum. ilk ,orta ve lise egitimimi Malatya’da
tamamladim. 1987 yilinda Malatya S.K.O Endiistiri Meslek Lisesi motor bdliimiinden
mezun olduktan sonra, Malatya Meslek Yiiksek Okulu motor bdliimiinii kazandim ve
buradan 1989 yilinda tekniker olarak mezun oldum. 1990 yilinda Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesini kazandim, 1996 yilinda mezun oldum. 1997 yilinda pratisyen hekim
olarak Mus Kizilaga¢, Yaygin ve 1 nolu saglik ocaklarinda 2,5 yil gorev yaptiktan
sonra.1999 yilinda igel Cay mahallesi Saglik Ocaginda ve Igel 112 acil servisinde 2 yil
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