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GIRIS VE AMAC

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari cerrahi uygulamalarda sik karsilagilan klinik bir
tablodur. Ornegin, kronik invaginasyon, tekrarlayan strongiile hernisi olan gocuklar, stk brid
ileus atagi geciren hastalarda oldugu gibi, dokulara yeterli miktarda oksijen ve diger
metabolik gereksinimlerin ulagtirilamamasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikar. Bu hem
lokal, hem de sistemik bazi mekanizmalar1 harekete gegirir. Dolayisiyla da serbest oksijen
radikallerinin sorumlu oldugu bir dizi kaskat sistemlerinin aktive olmasiyla multipl organ
yetmezligine varan ciddi klinik sonuglar ortaya gikarabilir (1). Cocuklarda goriilen
invaginasyon, intestinal volvulus, inkarsere herni, bagirsagin fibr6z adhezyonan ve mezenter
arter tikanikligt sonucunda iskemik hasar meydana gelmektedir (2). Ozellikle dokularin
beslenmesi ve oksijenizasyonu bozuldukdan sonra serbest oksijen radikelleri ortaya ¢ikar.
Reperfiizyonu takiben de ortaya ¢ikan bu serbest oksijen radikalleri sistemik dolasima
katilarak periferde yikici etkisini gosterir. Bu etkiyi 6nlemek i¢in tanimlanan bazi antioksidan
ajanlar; C vitamini, E vitamini, mannitol, melatonin, bilirubin, allopurinol, cafeik asit fenil etil
ester olup deneysel ve klinik birgok galigmada kullanilmiglardir. Son yillarda N-asetilsistein
(NAS)’in de antioksidan &zelligi ortaya konmusgtur (1). Sistein, elektron vererek organik
molekiilleri indirgeyen, siilfiir igerikli, thiol grubu bir antioksidandir. Thiol grubu
antioksidanlar myoglobin oxoferil kompleksini etkili bir sekilde indirgerler. NAS glutatyon
prekiirsorii ve analogu olarak mukolitik, oksidatif stres kaynakli hastaliklar, ¢esitli solunum
yolu hastaliklar1 ve sepsiste koruyucu ve tedavi amagli kullanilmaktadir. Planlanan bu
calismada antioksidan ajanin hangi dénemde verilecegi arastirildi.

Iskemik hasarda ve reperfiizyon sonucunda ortaya g¢ikan lokal ve sistemik etkilerin

Onlenmesinde antioksidanlarin kullanimi kabul edilmistir. Ayrica NAS’in antioksidan
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ozellikleri de bilinen bir gergektir. Ancak I/R hasarmmi 6nlemek icin antioksidan ajan
kullaniminin zamani tam olarak agiklanmamigtir. Aslinda bu klinik uygulamada olduk¢a
onemli bir noktadir. Eger I/R hasar1 olmadan risk grubundaki hastalara antioksidan madde
verilmesi faydal1 ise bu, literatiire 6nemli bir katkidir. Ceran ve ark. (3) yaptiklari ¢aligmada,
antioksidan ajan olarak bilirubini I/R hasarindan 6nce vermislerdir. Oysa Kazez ve ark. (4)
antioksidan ajan olarak melatonini I/R hasarindan sonra uygulamuglardir. Bu ¢aligmalarda
goriildiigii gibi antioksidan savunma mekanizmasi oksidatif stresi olumlu yonde etkilerken,
antioksidan ajanin verilis zamani konusunda fikir birligi yoktur. Ayrica NAS’in intestinal
iskemi reperfiizyon modelinde etkinligi bilinmemektedir. Planlanan bu ¢alisma ile yukarida

stralanan sorulara agiklik getirmek amaglanmugtir.



GENEL BIiLGIiLER

INTESTINAL iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Iskemi, kan akimmnin hiicresel fonksiyonlar1 karsilamak igin gerekli olan diizeyin
altinda olmas1 durumudur. Iskemi sirasinda hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi sonucunda
iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zinciri baglamaktadir. iskemik dokunun reperfiizyonu
yani kesilen kan akiminin tekrar saglanmasi durumunda bir yandan iskemi sirasinda kaybolan
baz1 fonksiyonlarin geri gelmesi saglanirken, diger yandan ani ve fazla miktardaki oksijen ve
dolasimdaki kan elemanlarinin iskemik dokularda 6zellikle serbest oksijen radikalleri ile daha
ileri hasarlara yol agmaktadir (5).

Bagirsak iskemisi en ¢ok superior mezenterik arter (SMA) tikaniklig1 sonucu meydana
gelmektedir. Mezenterik dolagim bozuklugu yapan diger bir ¢ok klinik durum da bagirsak
iskemisine neden olur. Bunlar arasinda trombiis ve emboli gibi dogrudan damar igini tikayan
patolojiler; inkarsere inguinal herni, invaginasyon, nekrozitan enterokolit, tiimdr, fibrotik
band gibi disardan basi yapan cerrahi hastaliklar; sok, hemokonsantrasyon, hipovolemi,
atriyal fibrilasyon gibi perfiizyon bozukluguna yol agan nonokluziv durumlar sayilabilir (6).
Etiyolojisine bakmaksizin akut bagirsak iskemisinin prognozu koétii olup, mortalite orani
%25-75 arasindadir. Biitiiniiyle mezenterik kan akimimna bagli olan ince bagirsak, bazi
bolgelerinde karin arka duvariyla vaskiiler baglantilar1 olan kalin bagirsaga gore iskemiden
daha ¢ok etkilenir. Ancak yakin diizeylerdeki iskeminin olusturdugu hasar, hizla gelisen
sekonder bakteriyel invazyona bagh olarak kalin bagirsakta daha fazladir. Kalin bagirsak
tutulumunda iskemik zedelenme daha ¢ok splenik fleksiir ve rektumun orta kisminda goriiliir.

Ciinkii bu alanlar superior mezenterik, inferior mezenterik ve hipogastrik arter sistemlerinden
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en az yararlanan anatomik bolgelerdir. Ince bagirsaklarin mukoza ve submukozalarn iskemiye
kalin bagirsaklara oranla daha duyarlidir. Arteryel tikanmada, komsu normal barsak
dokusundan keskin bir sinirla ayrilma s6z konusudur. Venéz tikanmada sirlar belirgin
degildir (7).

Bagirsak kan akiminin azalmasindan hemen sonra siklikla siddetli ve aralikli karin
agris1 geligir. Digki ¢ikis1 yavaglar ve bazen tabloya rektal kanama ve kusma eslik eder.
Genellikle siddetli agr1 ataklar arasinda agrisiz dénemler vardir ve fizik bakida kayda deger
bulgular goériilmez. Oskiiltasyonda hiperaktif bagirsak sesleri duyulur. Ilerleyen saatlerde
karin agris1 siddeti azalir. Ancak, agn siirekli ve yaygin bir hal alir. Fizik bakida karin tiim
kadranlarinda yaygin hassasiyet vardir. Dinlemekle bu evrede bagirsak sesleri duyulmaz.
Bagirsakta nekroz gelistiginde sivi, protein ve elektrolit kaybi baglar. Yaygin peritonit tablosu
gelisir. S1v1 ve elektrolit dengesindeki bozukluk sonucu hastanin genel durumu iyice kétiilesir
ve sok donemine girilir (8).

Bagirsak kan akiminin azalmasi yada durmasi kolleteral bir dolasimla kompanse
edilmezse geri doniisiimsiiz iskemik hasara neden olur (9). Intestinal iskemik hasar
mukozanin villiis tabakasinda baglar. Mukoza tabanindaki hasar ise proteolitik enzimlerin,
bakterilerin ve endotoksinlerin bagirsak liimeninden sistemik dolagima katilimina yol agar.
Kardiyak baskilayici1 maddelerin salinimi ile birlikte hastanin kardiyak ve solunumsal
fonksiyonlar1 da kotii yonde etkilenmis olur. Bagirsak iskemisi olan ve semptomlarin
baslamasindan sonraki ilk 12 saat i¢inde bagirsak rezeksiyonu yapilmaksizin tedavi edilen
hastalarin retrospektif analizi, intestinal ve kardiyopulmoner sorunlarin reperfiizyonundan
sonra ortaya ¢iktigini géstermigtir.

Revaskiilerize bagirsagin iyilesmesi genellikle birkag hafta alir. Bu dénem genellikle
diyare ve malabsorbsiyon ile karakterizedir. Siklikla mukozal iilserasyon ve liimen igine
kanama gibi nadiren hayat: tehdit eden ama kan transfiizyonu gerektiren durumlar gézlenir.
Sonraki bir sathada mukozal lezyonlar bazi hastalarda cerrahi tedavi gerektiren bagirsagmn
mekanik darliklarina yol agar (10).

Schoenberg ve ark. (11) yaptiklar: ¢alismalarda bir saatlik barsak iskemisinden sonra
mukozada birka¢ lezyonun olustugunu, iki saat iskemi ve ardindan reperfiizyonda bu
lezyonlarin giderek arttigini, ii¢ saat iskemi sonrasinda ise barsagin absorbsiyon kapasitesinin
azaldigint gostermislerdir. Reperfiizyon sonrasi barsagin su absorbsiyon fonksiyonu eski
haline donmemekte ve bagirsak liimeninde su kaybi olugmaktadir (12). Ratlarda yapilan
¢aligmalarda, I/R ataklarinin, ince bagirsak tizerindeki etkileri incelenmis; 30 dakika (dk)

iskemi, ardindan 24 saat reperflizyon yapilan ratlarin bir grubu, 30 dk iskemi ve iki saatlik
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reperfiizyona tabi tutulmus. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastinldiginda, iki kez I/R’ye
maruz kalan grupta nétrofil infiltrasyonu, 16kotrien By (LTB4) ve aktive notrofillerin
artmasina ragmen olusan mukozal hasarin, bir kez iskemiye maruz kalan ratlardan daha az
oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, ilk gegirilen I/R ataginin daha sonraki ataklara kars:
adaptif bir cevap gelistirdigi diisiiniilmektedir (13). Yani, daha once kisa peryodlarda
iskemiye maruz kalmak, daha uzun siireli iskemilere kars1 hiicresel hasarlari azaltabilir (14).
Reperflizyonun, iskemik dokularda yapti§i hasari destekleyen bagka goriislerde mevcuttur.
Kisa peryodlarda yapilan reperfiizyonda, dokularda kiigiik histolojik degisiklikler olugurken,
uzun peryodlarda yapilan reperflizyonlarda daha ileri derecede hasar1 gosteren degisiklikler
olusur. Dort saatlik iskeminin olusturdugu hasar, {i¢ saatlik iskemi ve bir saatlik reperfiizyon
sonrasit olusan hasardan daha azdir. Ayrica reperfiizyonun baginda verilen tedavi iskemi
reperfiizyon hasarini azaltmak amaciyla iskemiden dnce verilen tedavi kadar etkilidir.

Sonu¢ olarak, doku hasarnin ortaya ¢ikabilmesi reperfiizyon sirasinda iskemik
dokularin molekiiler oksijenle karsilagsmasina baglidir (15). Ayrica reperfiizyon sonucunda
olusan arteriyel vazospazm, iskemiye bagli interstisiyel 6dem, hemoraji ve vendz konjesyon
mikrodolagimi bozmak suretiyle olusan hasara katkida bulunan diger faktorlerdir (16).
Intestinal I/R hasan olusumunda iki mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan birincisi
serbest oksijen radikallerinin olugsumu, ikincisi ise iskemi sirasinda kalsiyumun hiicre igi

artisina bagli fosfolipaz A, nin aktive olmasidir (17).
SERBEST OKSIJEN RADIKALLERINIiN OLUSUMU

Intestinal I/R siirecinde serbest oksijen radilalleri ve tiirevlerinin iiretimi ile ilgili
cesitli mekanizmalar mevcuttur. Serbest oksijen radikallerinin {iretiminde en dnemli basamak

ksantin oksidaz sistemidir (18).
intestinal iskemi Sirasinda Piirin Metabolizmasi

Hipoksi sirasinda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durmasina ragmen kullanim
devam eder. Yiiksek enerjili ATP’nin fosfat baglarimin kirilmasiyla adenozin monofosfat
(AMP) olusur. Daha ileri agsamalarda ATP adenozine kadar indirgenir. Adenozin, inozin
tizerinden hipoksantine indirgenecegi ekstraseliiler aralia hizla dagilir (10). Yapilan bir
caligmada 2 saatlik iskeminin ATP konsantrasyonunu iskemi oncesi degerinin yaklagik

%40’1mna diistirdligtini, bu diistisiin barsak dokusunda AMP’nin 7,6 kat, hipoksantinin 10 kat
5



arttif1 gosterilmigtir (18). Bagirsaklar, viicuttaki ksantin dehidrogenaz ve oksidazin en zengin
kaynagidir (19). Pickett ve ark. (20) en yiiksek enzim konsantrasyonunu ince bagirsagin villsz
tabakasinda oldugunu goéstermiglerdir. Ayrica ksantin oksidaz aktivitesi villus tabanindan
uclarina dogru artis gosterir. Bu durum, iskemi sonrasi villus uglarindaki hasarin tabana gére
daha fazla oldugu fikrini destekler (12). Normal dokularda hipoksantin, iirik aside doniigiir.
Hipokside ise hipoksantin daha fazla metabolize edilemez ve birikir. Ayn1 zamanda iskemide
ksantin dehidrogenazin biiyiik bir kismi ksantin oksidaza doniigtir. Bu doniistimiin biiyiik bir
kismi1 iskeminin baslamasi ile ilk dakikada gergeklesir. Reperfiizyonun baslamasi ile ksantin
oksidaz hipoksantini ksantine, sonrada {iirik aside doniistiiriir. Bu basamakta serbest oksijen

radikalleri olusur.

SERBEST RADIKALLER

Viicuttaki birgok reaksiyonda rol oynayan molekiiler oksijen yasam i¢in mutlaktir ve
aerobik organizmalar i¢in 6nemli bir besindir. Oksijensiz ortamda 6liim olur. Ancak bu durum
daha c¢ok oksijenin daha iyi olacagi anlamina gelmez. Oksijen konsantrasyonu % 100
oldugunda insanlarin yam sira bir ¢ok aerobik organizma igin toksik etkilerinin oldugu da
bilinmektedir. Bu nedenle ¢esitli hastaliklarin tedavisi sirasinda kullamilanimi sinirlt
olmaktadir (21).

Serbest oksijen radikalleri, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron bulunduran atom veya molekiillerdir. Elektronlar, dig yériingelerinde ¢iftler halinde
bulunduklarinda o bilesik daha kararli ve sabit bir yapiya sahip olur. Eksik elektronlu
molekiiller ise karali degildirler. Kolaylikla elektron alip vererek, herhangi bir molekiil ile
reaksiyona girebilirler. Serbest oksijen radikallerinin yar1 émiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen
genel olarak ¢ok reaktiftirler (22).

Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun organ ve dokularda meydana
getirdigi hasar ve hastaliklarin patogenezindeki rolleri yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
Yaglanma, dejeneratif hastaliklar, yaniklar, akciger hastaliklari, karsinogenez, diabet,

ateroskleroz ve katarakt olusumundaki etkileri birgok ¢aligmada kamitlanmistir (23).

Siiperoksit Radikali (O;")

Serbest oksijen radikallerinin ilk olusani siiperoksit (O,) radikalidir. Siiperoksit

genellikle instabildir ve hidrojen peroksit ve oksijene doniisiir. Ancak daha ciddi hasara neden
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olan oksijen radikallerinin dnciisii olmasi nedeni ile dnemlidir (24). Fagositoz gorevi yapan

makrofaj, nétrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak tiretilirler (25).
Hidrojen peroksit (H>O2)

Stiperokside bir elektron eklenmesiyle olusur.

O +¢& +2H— H,0,
Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilen, endotelyal hiicreleri
hasarlayabilen giiglii bir sitokindir. Serbest radikal olmadig: halde birgok reaktifin olusum
reaksiyonlarina katildigi igin H>O, de toksik metabolitler iginde yer alir. Toksik 6zellik
gosterebilmesi igin hidroksil radikaline doniismek zorunda olabilir (26). Hidrojen peroksit
zayif ve yavag bir oksidandir. Katalaz enzimi ile H,O ve Oy’ye yikilir. Ancak reperfiizyonda
H,0,, siiperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonuna girer (24). Haber-Weiss reaksiyonu,
demirin (Fe) katalizérliigiinde gerceklesen, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksitin Fe
esliginde reaksiyona girip, sonugta hidroksil radikali (OH"), hidroksil kokii (OH—) ve
oksijenin olustugu bir reaksiyondur.

20, +2H,0, ——— 202 +20H +20H" ( Haber — Weiss reaksiyonu)
Normal sartlarda bu reaksiyon fizyolojik 6nemi olmayacak kadar yavastir. Ancak
hemoproteinler ve metal selatlarin varhginda Fenton reaksiyonu denen reaksiyonla daha hizli

olarak meydana gelir.
Fe2 +2H,0, —— Fe* + OH + OH ( Fenton reaksiyonu) (27).

Hidroksil Radikali (OH")

Fe ile H>O, nin birlesmesi ile olusur.

Hy0, +Fe? ____ , OH +OH +Fe”
Hidroksil radikali, bilinen serbest radikaller i¢inde en giiclii olan ve doku hasarinda sorumlu
ana radikaldir (25). Cok kisa 6miirlii ve reaktif olan bu radikal, protein, polisakkarit, niikleik
asit ve ansatlire yag asitleri gibi birgok biyolojik madde ile reaksiyona girer. Bu radikalin en
onemli ozelligi, hidrojen atomlarimi hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerinden
aywrmasidir. Lipid peroksidasyonunu baglatarak hiicre membramnda ¢6ziilme ve buna baglt

hiicre 8ltimii olur (28).



Hidroperoksil Radikali (HO; )

Siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusan ve siiperoksitten daha giiglii olan bir
ajandir. Biyolojik membranlardan kolay gecebilme ve yag asitleriyle direkt olarak reaksiyona

girebilme 6zelligi vardir (29).
Nitrik Oksit (NO)

NO, hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin ve
parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, nétrofiller, hepatositler ve endotel hiicreler
tarafindan tiretilir. En 6nemli fonksiyonu viicudun g¢esitli dokularinda interlékin—1 (IL-1) ve
sitokinlerin etkilerine paralel bir islev gormesidir (30). Tiimor hiicrelerini, parazitleri,
bakterileri ve mantar hiicrelerini 6ldiirmede gorev alir. Ancak yiiksek seviyelerde normal
hiicreler lizerinde de toksik etkisi vardir. Stipeoksit anyonlari ile inaktiflesir ve SOD enzimi
ile korunur. Bu bakimdan serbest radikal tutucu olarak kabul edilse de uygun ortamlarda
stiperoksit ile gii¢lii bir oksidan olan peroksinitriti olusturur. Diigiik pH’da stabil degildir.
Spontan olarak pargalanarak hidroksil radikali ve nitrojen oksit olusturur (29).

FOSFOLIPAZ A; AKTIVASYONU

Reperfiizyon swrasinda hiicre igi Ca™ akigiun artmasi, fosfolipaz A,’nin
aktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz A,, hiicre membranindaki fosfolipidlerden yag asitlerini
aywrarak lesitinden lizolesitin, sefalinden lizosefalin ve fosfotidilkolinden lizofosftidilkolin
olusturan hidrolitik bir enzimdir. Ozellikle lizofosfatidilkolin konsantrasyon artisi ile
reperfiizyon sonrasi fosfolipaz artis1 arasinda paralellik vardir. Oldukga sitotoksik olup,
iskemi sonras1 permeabiliteyi arttirir (27). Hiicre igi Ca™ artis1 ile birlikte fosfolipaz As’nin
aktivasyonu siklooksijenaz ve lipoksioksijenaz yollarini harekete gegirir. Siklooksijenaz yolu
ile prostoglandinler, lipoksijenaz yolu ile LTB4 ve diger arasidonik asit metabolitleri olan
tromboksan A; (TXA;) olusur. TXA; ve LTB, giiclii kemotaktik ajanlardir. Proteolitik
enzimleri arttirarak serbest oksijen radikallerinin artisina ve reperfiize olan dokuda
notrofillerin birikimine neden olurlar (31).

Arasidonik asit metabolitlerinden ilki olan prostosiklin (PGIL,), fosfolipaz aktivasyonu

ile endotelyal hiicrelerden salimur. Trombosit agregasyonunu onleyen giigli  bir



vazodilatatSrdiir. I/R hasar ile birlikte PGI, diizeyinin azalmasi, hasarlanan dokularda 6demi
arttirmak suretiyle dolagimin giderek bozulmasina yol agar.

TXA; ise, PGIL, aksine trombosit agregasyonuna ve vazospazma neden olur.
Aragidonik asitten trombositler tarafindan sentezlenir. Fizyolojik sartlarda PGI, ile denge
halindedir. Ancak, reperflizyon ile birlikte fosfolipaz A,’nin aktivasyonu, TXA, diizeyini
arttirir.

Arasidonik asitten lipoksijenaz yolu ile olusan LTB,;, I/R sirasinda endotel
disfonksiyonunda O6nemli bir rolii olan metabolittir. LTB4 ndtrofil yiizeyindeki spesifik
reseptorlere baglanarak CD18 gibi adhezyon molekiillerinin aktivasyonuna yol agar. Serbest
oksijen radikallerinin, proteazlarin ve nétrofillerin kemotaktik aktivitesinde artiga neden olur

(24).
Nitrofil Aktivasyonu

Serbest oksijen radikalleri, nétrofil aktivasyonu ile birlikte lipid peroksidasyonuna ve
epitelyal hasara yol agarlar. Noétrofiller, siddetli mukozal lezyonlarin olusumundan biiyiik
Olglide sorumludur (28). Aktive olan nétrofiller fazla miktarda oksijen tiiketimine ve hiicre
membranindaki Nikotinamid adenindintikleotid fosfat (NADP) enziminin katalizrliigiindeki
bir reaksiyonla asir1 miktarlarda siiperoksit anyonlarin olusumuna yol agar. Ardindan
sliperoksit dismutaz ve myeloperoksidaz enzimlerinin Kkatalizérliigiinde H,O,, OH  ve
hipoklorik asit olusur (32).

Myeloperoksidaz (MPO) enzimi, dokularda polimorfoniikleer 16kositlere spesifik bir
enzimdir. Doku 16kosit diizeyini gostermede yol gostericidir. MPO enzimi dokuda biriken
polimorfontikleer 16kositleri gdsteren bir enzim olarak kullamlir ve reperfiizyon hasarimnin
gostergesi olarak kabul edilir (33).

Aktive notrofiller myeloperoksidaz, elastaz, proteaz, kollegenaz, laktoferrin ve
katyonik peroteinler gibi birgok proteini ortama salip prostoglandin ve serbest radikalleri
olusturarak mikrovaskiiler hasar1 baglatirlar (34). Endotel hiicreleri tarafindan tiretilen bir
plazma proteini olan Von Willebrand faktor (VWF) diizeyi akut vaskiile endotel hasarinda
hizla artar. Reperfiizyonda belirgin olarak artan VWF ve plazma protein karbonil diizeyinin
reperfiizyon hasarim belirlemede kullanilabilecegi gosterilmistir (35).

Lenfosit, nétrofil ve villus epitel hiicreleri tarafindan yapilan CD44 adli protein

hematopoezis, lenfosit aktivasyonu, hiicresel migrasyon ve tiimdr metastazlarinda 16kosit



gbeiine neden olan bir proteindir. I/R sonunda bu proteinin yapimi azalir. Villus biitiinliigiinde

kay1ip ve bagirsak bariyer fonksiyonlarinda bozulma meydana gelir.
SERBEST RADIKALLERIN HUCRESEL ETKILERI

Serbest radikaller hiicredeki lipid, deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicre membrani ve

proteinlere saldirarak zarara ugratirlar.
Membran Lipidleri ve Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membranindaki yag asitleri, fosfolipidler, glikolipidler ve steroller serbest
radikallerin en genel hedefleri arasindadir. Hiicre membrani hiicre disinda olusan serbest
radikaller i¢in hedef noktasidir. Bu radikaller hiicre membraninda bulunan proteinler ve
lipidleri oksidasyona ugratarak membran akigkanliginin ve iyonik gradiyentin bozulmasina
neden olurlar. Bu oksidasyon tepkimesi hidroksil, hidroperoksil ve tekil oksijen radikalleri
tarafindan gergeklestirilir. Lipid peroksidasyonun en belirgin {iriinii olan malondialdehit
(MDA) ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu belirlemede kullanilir. MDA olusum yerinden
kolayca difiize olur. Membran yapisindaki lipid ve proteinlere ¢apraz baglanarak membranin

kendine 6zgii 6zelliklerin degismesine yol agar ve permeabiliteyi bozmaktadir.
Niikleik Asitler ve DNA

Niikleik asitler serbest radikaller igin 6nemli hedeflerden biridir. Serbest radikallerle
niikleotidlerin etkilesmesi sonucu DNA zincirinde kirilma ve mutasyonlar olusabilir. DNA
hasarinin bityiikliigti serbest radikallerin polimeraz enzimi ile reaksiyona girerek DNA’nin

onarilmasini engellemesi ile iliskilidir (5).

Proteinler

Serbest radikaller protein yapisindaki amino asitlerle reaksiyona girerek siilfidril
gruplarinin kaybina ve karbonil gruplarinin olugmasina neden olurlar. Ozellikle yapisinda gift

bag ve siilfidril grubu igeren triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein serbest

radikallerle reaksiyona girerler (36).
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Karbonhidratlar

Hidroksil radikali glukozy, mannitol ve deoksi sekerlerle dogrudan reaksiyona girer.
Monosakkaritlerin oksidasyonuyla peroksitler, hidrojen peroksit ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, Riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanabilme ve ¢apraz baglar

yapma 6zelliginden dolay: hiicrede zararl etkilere yol agarlar (5).

O, radikalleri

/\

Lipid peroksidasyonu Kemotaktik faktor

PG metablizmasinin v
Aktivasyonu L Nétrofil birikimi
A

Hiicre zan hasart / \
Fagositoz Kapilerlerin 16kosit

tikaclari ile tikanmasi

Hiicre 8limii

N ,»

Doku hasari «————— O, radikalleri Iskemi

Sekil 1. Serbest oksijen radikallerinin etkileri (17).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANiZMALARI

Viicutta serbest radikallein olusumu ve bunlarin meydana getirdigi zarar1 nlemek
icin bir ¢ok mekanizma vardir. Bu mekanizmalar kisaca antioksidanlar olarak bilinirler.
Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engelleyerek hiicreleri hasara karsi korurlar
@37.

Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilirlar

11



1- Endojen antioksidanlar: Bu gruba organizmada kendisi veya 6nciilii bulunan antioksidanlar
girer. Ornegin; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), a-
tokoferol, B-karoten, glutatyon (GSH), vitamin C, bilirubin ve melatonin.

2- Eksojen antioksidanlar: Bu gruba ise daha ¢ok organizmanin digardan aldig1 antioksidanlar
girer. Omegin; Allopurinol, folik asit, soya fasulyesi tripsin inhibitorii, difenilin iyodiir ve

desferoksamin (5).
Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD, stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve suya doniislimiinii katalizler (38).

0, +0, +2H" SOD _ H0,+ 0,
Bu reaksiyonla SOD, siiperoksitten OH ’nin olusumunu engellemektedir. Ancak SOD artarsa

H,0; seviyesi yiikselebilir ve bu durumda SOD bir prooksidan olarak gorev yapar. SOD
organizmada oksidan stres arttig1 zaman etkinligini arttirir. Ozellikle antioksidan sistemlerin
aktivitelerinde azalma oldugu klinik durumlarda SOD aktivitesi artar (21).

Yapilan g¢alismalarda SOD ile tedavi edilen SMA’nin bir saatlik klempaj1 sonrast
olusan vaskiiler permeabilitenin azalmis oldugu goriilmiistiir. Reperfiizyon 6ncesi uygulanan
SOD bagirsak liimenine olan net sivi kaybini énler ve mukozal lezyonlarin ilerlemesini
engeller (17). SOD hiicrelerde iki gekilde bulunur. Birincisi daha ¢ok stoplazmada bulunur,

bakir ve ¢inko ihtiva eder. Ikincisi mitokondriada bulunur ve manganez igerir (39).
Katalaz (KAT)
KAT , demir igeren ve H>O,’yi su ve oksijene dontistiiren bir enzimdir.

2H,0, KAT 2H,0 + O,
e
KAT birgok hiicrede bulunur. Noron ve kardiyak hiicrelerde azdir. Genellikle karaciger,
bdbrek veya beyin peroksizomlarinda ve subselliiler organellerin ig¢ kisiminda bulunur. KAT
enziminin inhibasyonu endotelyal hiicrelerde hidrojen peroksit toksitesini arttirmaz. Bu

nedenle enzimin bir antioksidan olarak rolii agik degildir (40).
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Glutatyon peroksidaz (GPx)

GSH, serbest radikallerin hiicre ic¢inde detoksifikasyonunu saglayan ve lipid
peroksidasyonunu 6nleyen en 6nemli endojen antioksidandir (41). Hiicre igi GSH, antioksidan
olarak bulunan thiol bilesigidir. Septik sokta GSH diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir ve
hiicre igi glutatyon depolarinin azalmas: ile mortalitenin artig1 goriilmiistiir (32).

GPx enzimi selenyuma bagh bir enzim olup, GSH elektronlar1 kopararak H,O,’ye ve
okside glutatyona (GSSG) doéniigtiirtir,

Indirgenmis glutatyon + H,O GPx _, GSSG+H,0

Endojen yada eksojen olusan radikaller bir taraftan GSH diizeyini azaltarak 6te yandan da

GSH metabolizmasina bagli enzimlerin aktivitesini inhibe ederek alveoler makrofaj
fagositozunu bozar ve lokositlerin kemotaksisini engelleyerek hasarin ilerlemesine neden
olurlar. GPx’in H>O,’nin neden oldugu hiicresel hasara karsi koruyucu giiciiniin KAT’a gore

daha fazla oldugu bilinmektedir (27).

N-ASETILSISTEIN (NAS)

NAS’1n bir GSH prekiirsorii olarak bilinmesi, radikal giderici etkisinden faydalanma
fikrini giindeme getirmistir. Ilk kez 1963 yilinda Sheffner, mukolitik tedavi amaciyla sistein
derivelerini  klinikte kullanima sunmugtur. L-sistein’in  sodyum tuzu olan NAS
derivasyonunun dogal sisteinden daha az irritatif olmasi ve géreceli olarak daha az toksik ve
daha ¢ok stilfidril grubu icermesinden dolay1 klinik kullaniminin daha etkili ve uygun olacagi

belirtilmigtir.

Farmakokinetik

NAS, dogal bir amino asit olan L-sisteinin N-asetillenmis tiirevidir. L-sisteinin
sodyum tuzu olarak hazirlanmistir. Sistein, antioksidan etkisi olan birkag amino asitden
biridir. Asetilsistein CsHoNO3S seklinde formiile edilebilir. Molekiil agirligi 163.2 dir. %22
oraminda suda erir. Alkol ve degisik sivilarda da benzer oranda erime gosterir (42). NAS
karacigerde metabolize olur ve yarilanma 6mrii iki ile alt1 saattir. Yaklasik %20-30’u idrarla
degismeden atilir. Aktif metabolitleri disiilfidler, sistein, sistin, methionin ve indirgenmis

glutatyondur (43).
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Etki Mekanizmasi

Asetilsistein mukoproteindeki disiilfid baglar1 ile reaksiyona giren serbest siilfidril
gruplar igeren Dbir thiol bilesigidir. Sonugta siilfidril-disiilfid baglarinin yer degistirmesi ile
mukoprotein molekiilleri daha kiigiik parcalara ayrilir ve daha az viskdz birimler haline gelip
infekte sekresyondaki DNA baglarim belirgin énemli &lglide azaltir. Mukopiiriilan materyal
lizise ugrar ve daha az viskoz hale gelmis olur. Bu primer etki NAS’1n bir mukokinetik ajan
olarak kullaniminin ana nedenidir.

GSH major bir serbest radikal giderici bir ajandir. Bir GSH prekiirsérii olan NAS’1n
serbest radikalleri detoksiye edebilme yeteneginin anlagilmasi son yillarda bu ajanin klinik
kullanim1 oldukga yayginlastirmustir (42). NAS, serbest radikalleri ve reaktif elektrofilleri
detoksifiye eder. Reaktif elektrofiller, elektronlara afinitesi oldukga yiiksek olan ve yeni
radikalleri olusturmaya hazirlanan molekiil pargalaridir. NAS ayrica ortamdaki H,O; diizeyini
azaltir ve H,O,’nin toksik etkilerine karsi hiicreyi korur. NAS’in toksik radikallere karsi
koruyucu etkisi, GSH biyosentezini arttirmasi ve GSH prekiirs6rii olmasi nedeniyledir (44).
NAS alindiktan sonra hizla absorbe ve deasetile edilerek hiicre igi ve hiigre disi GSH
depolarina eklenir. NAS, sistein derivasyonu olarak daha az toksik ve GSH prekiirsorii

olabilme yetenegi en iyi olan sistein derivasyonlarina doniisiir (45).

Tedavide Kullanim

1. Akciger hastaliklarinin tedavsinde: NAS mukoproteindeki kimyasal disiilfid
baglarii  parcalayan serbest stilfidril gruplarmi igermesi sayesinde sekresyonlarin
viskozitesini azaltarak mukolitik etki gosterir. Produktif Oksiiriikle seyreden solunumsal
hastaliklarda kullanilmaktadir (42,46). NAS verilen hastalarin bronkoalveolar lavajlarinda
kontrol gruplarina oranla sistein ve GSH konsantrasyonlarinda artis gzlenmistir. Ayrica
bronkoalveolar lavajda serbest radikallerin artisina ve oksidatif olaylarin aktivasyonuna neden
olan makrofaj ve nétrofillerin azalmasina neden olur. Bununla beraber lavajdaki laktoferrin ve
eozinofilik katyonik proteinlerin de kemotaktik aktivitesini azaltarak etki gosterdigi
dustintilmektedir (47).

NAS’1m %10-20’lik soliisyonlar: trakeobronsial sitemde tikag olusturan sekresyonlari
acmak icin bolus seklinde endotrakeal tiipten verilebilir. Muk$z siniis ve fistiillerin
temizliginde ve mukusla kontamine olmus yaralarin debridmaminda da kullanilir. Akut ve

kronik bronsit, kardiovaskiiler sistem hastaliklar1 gibi temelinde oksidatif stresin yer aldig
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hastaliklarda NAS ile tedavi edilenlerin atak giddetleri anlamli sekilde azalmis, ortalama
hastanede yatis ve tedavi siireleri belirgin bigimde kisalmistir (48).

Serbest radikal hasar1 diyafram disfonksiyonunun patogenezinde de Onemlidir.
Respiratuar kas yetmezligine sekonder gelisen ventilasyon yetersizliklerinde NAS
kullaniminin klinik faydalar getirebilecegi vurgulanmistir (49).

2. Parasetamol toksisitesi: Yiiksek dozda parasetamol alkilleyici bilesiklere dontisiip
GSH’y1 baskilayarak yada karaciger hiicre membranina hasar vererek hiicre nekrozuna neden
olur. NAS reaktif parasetamol metabolitlerin tlikettigi mitokondrial ve sitozolik GSH
depolarimi doldurarak etki gosterir. Zehirlenmeden saatler sonra NAS verildiginde nétrofiller
lizerindeki etkisiyle hepatik hasarin ilerlemesine karsi koyar ve mikrodolagimin yeniden
olugmasini saglar. Ayrica prasetamol klirensini, siilfat konjugasyonu yan yolunu arttirmak
suretiyle de etki etmektedir (38).

3. Kistik fibroz ve mekonyum ileusu: NAS iceren soliisyonlar oral yada rektal enema
uygulamasi geklinde 6zellikle kistik fibrozlu hastalarin ince bagirsaklarinda meydana gelen
mekonyum ileusu olgularinda basariyla uygulanmaktadir (42,50).

4. Septik sok: Deneysel galigmalarda NAS’1n hepato-splanik kan akimim arttirdig:
goriilmiigtiir. Septik sokta dogal hiicre i¢i antioksidan olan GSH’nin azaldigi ve bunun da
hiicre membranlarini oksijen radikallerine karsi bir zafiyet ortaya ¢ikardigi saptanmustir.
Antioksidan ve sitoprodiiktif etkisi olan NAS ayn1 zamanda endotel kokenli gevsetici faktorii
stimiile edebilir ve mikrovaskiiler kan akimini arttirabilir. No&trofil ve trombosit
agregasyonunu, pulmoner hipertansiyon ve vaskiiler gecirgenligi azaltabilir. Septik sokta
NAS’1n oksijenizasyonu ve statik akciger kompliyansini 24 saatte arttirdigi, bunun mortalite
lizerine bir etkisinin olmadig:i fakat mekanik ventilatér gereksinimini kisaltarak daha erken
taburcu olmalara imkan sagladig: bulunmustur (51).

5. Antidot olarak kullanim: NAS altin, kobalt ve diger agir metaller, karbontetrakloriir,
metimerkiir, halotan, arsenik, asetaldehid, kumarin, interferon, bromobenzen, naftalin ve
doxurubisin zehirlenmesinde de antidot olarak kullanilmaktadir (42,50).

6. Kardiovaskiiler sistem iizerine etkisi: NAS nitratin vazodilatér etkisine olan
toleransi tersine gevirerek kiigiik kan damarlarinda direkt vazodilatotor etki yapar. NAS in
ayni zamanda pozitif inotrop ve giiclii vazodilatotér etkileri vardir (52). Hepatik
disfonksiyonlu hastalarda karaciger kan akimini diizenler. Sepsisli hastalarda kardiyak
fonksiyonlarda diizelme ve gastrik pH’1n azalmasim 6nledigi gésterilmistir (53).

7. Miyokard infarktiisti: NAS’in intravendz uygulamasinin miyokard infarktiislii

hastalarda trombolitik ajan olarak kullanilabilecegi ve gliseril trinitritin periferal ve koroner
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etkilerini potansiyelize ettigi bildirilmigtir. NAS bir thiol bilesigi olarak kiigiik koroner
damarlarin dilatasyonunu arttirir.

8. Diger klinik kullanim alanlari: Siklofosfamid ile olusan hemorajik sistitte NAS’in
thiol gruplart sistide yol agan akrolenin aldehid gruplan ile reaksiyona girerek toksik

molekiilleri nétralize eder.

NAS kullanimmin romatoid artrit, vaskiillit ve skleroderma gibi inflamatuar

hastaliklarin tedavisinde faydali etkileri bulunmustur.

Nefrolitiyazis ve sistiiniiri profilaksisinde diyetle alinan sistini daha ¢ok ¢6ziiniir sistin
disiilfid haline getirerek yarali etkileri gosterilmigtir (42).

NAS’1n giiglii karsinogenler lizerinde farkli dozlarda farkl etkileri goriilebilir. Yiiksek
dozlarda mutajenik metabolitlerin aktivasyonunu engeller. Bu etkisi ile karsinogenezisin

degisik evrelerinde farkl1 karsinojen ve mutajenlere kargi koruma saglayabilir (45).

Yan Etkileri

NAS’in toksisitesi son derece nadirdir. Cok ender olarak anaflaksi, tagikardi, tirtiker

ve bronkospazm gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlari geligebilir (42).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali (AD),
Patoloji AD ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya AD tarafindan, etik
kurul onay1 alindiktan sonra Eyliil 2004-Kasim 2004 tarihleri arasinda Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Aragtirma Biriminde yapildi. Deneyde bu laboratuarda
tiretilen 48 adet eriskin, 380-450 g agirhiginda Wistar-Albino cinsi siganlar kullanildi.
Denekler 22+1 °C 1sida, 12 saat karartilip 12 saat aydinlatilan ve % 50-60 oraninda
nemlendirilen bir ortamda tutuldular. Deney giiniine kadar siganlarin beslenmesinde standart
pellet yem ve sehir igme suyu kullaruldi. Caligma igin Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri kapsaminda destek saglanmistir (TUBAP no:566).
Anestezi ve Cerrahi islemler

Cerrahi islem Oncesinde deneklere 5-10 mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir
(Rompun®, Bayer-Istanbul) ve 50-70 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer-
Istanbul) kas i¢ine uygulanarak anestezi saglandi. Tim siganlarin karin ciltleri %10°luk
povidon iyot g¢ozeltisi ile temizlenerek ortilldii ve orta hat kesisi ile karna girildi. Dahil
olduklar1 deney gruplarina gére SMA’nin aortadan g¢iktig1 yerin hemen distaline atravmatik
mikrovaskiiler klemp kondu. Klempin konulmasi ile birlikte bagirsaklarda solukluk goriiliip,
nabzin kayboldugundan emin olundu. Orta hat kesileri 4/0 atravmatik ipeklerle tek tek
kapatildi. Bu iskemi islemi 45 dk stireyle gergeklestirildi (Resim 1). Bu siirenin sonunda aym
kesi yerinden tekrar karna girildi. Mikrovaskiiler klemp kaldirilarak bir saat reperfiizyon

islemi yapild1 (Resim 2). Revaskiilarizasyonun gerceklestigi, barsaklardaki soluk rengin daha
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pembe bir renk alip nabzin tekrar hissedilmesi ile gézlendi. Reperfiizyon siiresince karin 4/0
atravmatik ipek ile tek tek kapatildi. Siganlara dahil olduklar1 gruplara gére kuyruk veninden
100 mg/kg dozunda NAS (Asist®, Bilim-Istanbul) uygulandi. Tiim siganlarin yaklasik son 20
cm’lik ince bagirsaklari alindi. Cikarilan bu ince bagirsak segmentleri, 18 numara braniil
yardimiyla serum fizyolojik ile yikandiktan sonra yaklagik 10 cm’lik segment histopatolojik
inceleme i¢in %10 formaldehit iginde, geri kalan barsak segmenti ise kurutma kagidi ile
kurutulduktan sonra aliiminyum folyoya sarilarak galisma giiniine kadar -80 °C de saklandi.

Biyokimyasal incelemeler igin kan Ornekleri siganlardan intrakardiyak olarak sag
ventrikiilden heparinli tiiplere alindi. Elde edilen kanlar ¢alisma giiniine kadar -80 °C de
saklandi.

Deney sirasinda denek kaybi olmadi. Cerrahi islemlerin sonunda tiim denekler

servikal dislokasyon ile dldiirtildiiler.
Gruplar

Calisma, her biri sekiz adet sigandan olugan alt1 grupta toplam 48 adet sigan iizerinde
yapildi.

[lk grup kontrol (K) grubuydu. Bu gruptaki deneklerin karinlarina orta hat kesisi ile
girilerek ince bagirsagin son 20 cm’lik kismi gikartildi. Serum fizyolojik ile bagirsak temizligi
yapilarak yaris1 histopatolojik, diger yaris1 biyokimyasal inceleme igin ayrildi.

Ikinci grup iskemi (I) grubuydu. Bu gruptaki deneklerin karinlari agildiktan sonra
SMA’ya atravmatik mikrovaskiiler klemp kondu. Karinlart 4/0 atravmatik ipekle tek tek
kapatild1. Iskemi islemi 45 dk siireyle uygulandi. Bu siirenin sonunda tekrar karna girilerek
ince bagirsagin son 20 cm’lik kismi gikartilarak histopatolojik ve biyokimyasal inceleme igin
ayrildi.

Uglincii grup iskemi ile birlikte NAS (i+NAS) uygulanan gruptu. Bu gruptaki
deneklerin karmnlarina ayni sekilde girilerek SMA’ya klemp konulduktan hemen sonra
deneklerin kuyruk veninden 100 mg/kg dozunda NAS veridi. Karinlar1 4/0 atravmatik ipek ile
tek tek kapatildi. Iskemi islemi 45 dk siireyle uygulandi. Siirenin sonunda karinlan tekrar
agilan deneklerin ince bagirsaklarinin son 20 cm’i gikartilarak histopatolojik ve biyokimyasal
incelemer igin hazirlandi.

Dérdiincti grup (I/R) grubuydu. Bu gruptaki deneklerin karinlarina girildikten sonra
SMA klemplendi. Karinlar1 4/0 ipeklerle kapatildiktan sonra 45 dk siireyle iskemi uyguland.

Bu stirenin sonunda karna tekrar girilerek klemp agildi. Karin tekrar 4/0 ipekle tek tek
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kapatildiktan sonra bir saat reperfiizyon islemi uygulandi. Siirenin sonunda ince barsagn son
20 em’lik kismu ¢ikartilarak histopatolojik ve biyokimyasal incelemer igin ayrildi.

Besinci grup I/R ile birlikte NAS (I/R+NAS) uygulanan gruptu. Bu gruptaki
deneklerin karmlart agihip, SMA klemplendi ve 100 mg/kg NAS kuyruk veninden
uygulanarak karinlari 4/0 ipeklerle kapatildi. Iskemi islemi 45 dk siireyle uygulandi. Bu
siirenin sonuda klemp agildi ve karin 4/0 ipekle kapatildi. Reperfiizyon islemi bir saat siireyle
uygulandi. Siire sonuda tekrar karmnlari agildi ve ince bagirsagin son 20 cm’lik kismi
histopatolojik ve biyokimyasal inceleme igin ayrildi.

Altiner grup reperfiizyonun baglamast ile birlikte NAS (R+NAS) verilen gruptu. Bu
gruptaki deneklerin karmlari agilip SMA klemplendi. Karm 4/0 ipekle tek tek kapatildiktan
sonra 45 dk iskemi uygulandi. Stirenin sonunda karmnlari agilan deneklere klemp acildiktan
hemen sonra 100 mg/kg NAS uygulandi. Karinlart 4/0 ipekle kapatildi. Reperfiizyon islemi

bir saat uygulandi. Siirenin sonunda ince bagirsagin son 20 cm’lik kisimlan ¢ikartildi ve

histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler i¢in alindi.

it

Resim 1. Iskemi islemi sonunda ince bagirsaklar goriilmektedir.



Resim 2. Reperfiizyon islemi sonunda ince bagirsaklar goriilmektedir.

Biyokimyasal inceleme

Biyokimyasal ¢aligmalar igin gerekli kan drnekleri her bir grupta, belirlenen tedavinin
hemen bitiminde anestezi altina deneklerden intrakardiyak olarak sag ventrikiilden, heparinli
tiiplere alindi. Daha sonra ¢aligma igin belirlenen barsak dokusu ¢ikarildi. Kan 6rnekleri,
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart Aragtirma Biriminde 2,500 gravitede 10
dk santriftij edilerek plazmalari ayrildi. GSH igin kan ornegi ii¢ kez serum fizyolojik ile
yikandi. Yikanmug eritrositler ve plazma &rnekleri ependorff tiiplerine kondu ve ¢alisma anina
kadar -80° C de muhafaza edildi. Deneklerin barsak dokulari biyokimyasal inceleme igin
serum fizyolojik ile yikanarak kan artiklar giderildi. Kurutma kagid ile iyice kurulandiktan
sonra temizlenmis doku 6rnekleri aliiminyum folyaya sarilarak ¢aligma anina kadar -80°C de
muhafaza edildi. Caligma giiniinde soguk zincir altinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya
AD’na gotiirildii. Yikannug eritrositlerde GSH, plazma orneklerinde MDA, SOD ve NO
degerleri galigildi. Barsak dokusu orneklerinde de MDA, SOD, GSH ve NO degerleri

¢aligildi. Sonuglar 6nceden hazirlanan veri formuna iglendi.
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Plazma ve Doku MDA Ol¢iimii

Plazma lipid peroksit seviyesini belirlemek igin kullanmilan yontemlerden birisi olan
malondialdehit diizeyinin Slglimii, Buege ve Aust (54) tarafindan tanimlanan ydnteme gore
spektrofotometrik olarak saptandi.

Bu metod, lipid peroksidasyonunun Onemli son f{irlinlerinden biri olan MDA’nin
thiobarbiturik asit ile asit ve sicak ortamda reaksiyonu sonucu kirmizi renk olusumuna
dayanmaktadir. Olgiim prensibi, bir molekiil MDA ile iki molekiil thiobarbitiirik asidin
kondansasyonu sonucu olusan renkli kompleksin 535 nm’deki absorbansinin

spektrofotometrik tayini esasina dayanmaktadir.

Ayiraglar:
Stok ¢6zelti: 1. %15 Trikloroasetik asit ¢6zeltisi

2. %0.375 Thiobarbitiirik asit ¢6zeltisi

3. 0.25 N Hidroklorik asit karigimi hazirlanr.
Islem: 250 mikrolitre plazma, 1000 mikrolitre stok ¢ozelti ile karigtirilir. Tiiplerin agz
kapatilarak 15 dk kaynar su banyosunda (100 °C de) bekletilir. Soguduktan sonra, 1000
gravitede 10 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantin absorbansi 535
nm’de kére (500 mikrolitre distile su+1000 mikrolitre stok ¢6zeltisi) karsi spektrofotometrik

olarak okunur.

Lem™) ve

Sonug: Ornekteki MDA konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayis1 (1.56x10° M
diliisyonlar hesaplanarak mikromol/l. ya da nmol/mL plazma olarak TBARS (Thiobarbitiirik
asitle reaksiyon veren substratlar) degerleri ifade edilir.

Bu yontemle deneklerden alinan plazma MDA sonuglari nmol/mL, doku sonuglar: ise

nmol/ mg protein olarak verildi.
Plazma ve Dokularda SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Deneklerden alinan plazma ve doku orneklerinde SOD aktivitesi Sun metodu
kullanilarak saptandi (55). Bu yontemle SOD aktivitesinin tayininin esasi, ksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile olusturulan stiperoksit anyonlarinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesinin
SOD tarafindan inhibisyonuna dayanir. Nitroblue tetrazoliumu indirgenmesini %50 inhibe
eden enzim aktivitesini bir {inite SOD g6stermektedir.

Reaksiyon karigimi i¢in 200 mL’lik bir behere
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-40 mL ksantin

-20 mL EDTA

-20L Nitroblue tetrazolium
-12 mL Na,CO;

-6 mL bovin serum albumin

konulur ve pH 10.2’ye ayarlanir.

Plazmada:
Test (mL)

Plazma 0.02

Distile su 0.18

Kloroform — Etanol 0.16
10.000 rpm’de bes dk santrifiij edilir.

Kor (mL) Test (mL)

Reaksiyon karigimi 1 1
Distile su 0.16 -
Stipernatant - 0.16
Ksantin oksidaz 0.1 0.1
25 °C’ de 20 dk inkiibe edilir.
CuCl2 0.05 0.05

Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda formazon olusumu 6lgiliir.

Dokuda:
Kor (mL) Test (mL)
Reaksiyon karigimi 1 1
Distile su 0.02 -
Doku (%20 lik homojenat) - 0.02
Ksantin oksidaz 0.05 0.05
25 °C’ de 20 dk inkiibe edilir.
CuCI2 0.05 0.05

Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda formazon olusumu 6lgiiliir.
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(AkOr - Anumune)
% inhibisyon = X %100

Ak r
formiili ile % ir . ’ CuZn- SOD aktivitesi hesaplanarak mg/L olarak degeri

belirlenir. Bu yontemle deneklerden alinan plazma ve ince bagirsak dokularinda SOD
aktivitesi Sun yontemi modifiye edilerek 6lgiildii. Plazma SOD sonuglart U/mL, doku

sonuglar ise U/mg protein olarak verildi.
Eritrosit ve Doku GSH Diizeyinin Ol¢iimii

Deneklerden alinan eritrosit ve doku 6rneklerinde GSH diizeyleri Beutler ve ark. (56)
metodu kullanilarak &lgiildli. Bu yontemin prensibi, tuz ¢oktiirmesi ile deproteinize edilen
eritrosit hemolizatindaki GSH’nin 5, 5°- di tio bis — 2-nitro benzoik asit (DTNB) varhiginda
tamponlanmis ortamda 412 nm’de absorbsiyon yapan indirgenmis sar1 renkli kromojen
olusturmasi esasina dayanir.

Ayrraglar:
1. Proteinsizlestirme ¢6zeltisi: 1.67 gr metafosforik asit, 0.20 gr disodyum EDTA, 30 gr

NaCl 100 ml’ ye distile su ile tamamlanir.

2. Fosfat ¢ozeltisi: 0.3 M Na,HPO,
3. DTNB ayiraci: 40 mg DTNB, 100 ml %1 lik sodyum sitrat ¢dzeltisinde ¢6ziilerek
hazirlanir.
Islem: Oda sicakligina getirilen eritrositlerden 0.2 ml alinir. Uzerine 1.8 ml distile su 3.0 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklenerek vortekste karigtirilir. Bes dakika oda 1sisinda bekletilip
sliziiltir. Stztintiiden iki ml alinip, lizerine sekiz ml Na,HPO4 ve bir ml DTNB ¢ozeltisi
eklenir. Kor i¢in 1.2 ml proteinsizlestirme ¢dzeltisi konularak 412 nm de kore karg1 absorbans

okunur.

GSH degerlerinin hesaplanmasi % mg = Ekstinksiyon katsayisi x Diliisyonlar
= (Abs/13.6) x (5/2 x 11/2 x 307 x 100)

Hemoglobin % gr = (Numune abs/Standart abs) x Diliisyon x Std gr x 100

seklinde formiilize edilen hesaplamalarin ardindan eritrosit GSH diizeyleri mg/gr hemoglobin
olarak verilir.
Bu yontemle deneklerden alinan eritrositlerde sonuglar umol/gr.Hb, dokularda ise pgr/

mg protein olarak verildi.
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Eritrosit Hemoglobin Tayini

Eritrosit hemoglobin tayinindeki prensip, hemoglobin igindeki demirin ferrosiyanirle
oksitlenerek methemoglobine gevrilmesi ve olugsan bu methemoglobinin siyaniirle reaksiyona
girerek sonugta stabil siyanomethemoglobine doniigmesidir. Olusan bu renkli ({riiniin
absorbansinin 546 nm’de spektrofotometrik olarak $l¢iimii, eritrosit i¢i hemoglobin diizeyini
belirler (57).

Ayiraglar:

Drabkin ayiraci: 50 mg potasyum siyaniir, 200 mg potasyum ferrisiyaniir, bir gr sodyum
bikarbonat distile suda ¢oziinerek bir litreye tamamlanir. Ayiracin bozulmamasi igin 0.140 gr
KH,PO;, eklenir.

Islem: Bes ml drabkin ayiraci iizerine 20 ul % 0.9 Nacl ile yikanmis eritrosit eklendi, iyice
kanstirildi. Bes dakika bekledikten sonra 546 nm’de suya karsi absorbansi
spektrofotometrede 6lgtildil.

Hemoglobin miktar1 (gr/dl) = (Numune Abs/Standart Abs) x 36.77 formiilii ile hesaplandi.

Protein Tayini

Dokularda protein  diizeylerinin  belirlenmesinde  Folin-Lowry ydnteminden
yararlanildi (58). Yontemin esasi, folin ayiracinin proteinlerin peptid baglar1 ve tirozin,
triptofan gibi aromatik halkali aminoasitler ile reaksiyona girmesi sonucu olusan mavi renkli
liriiniin absorbanlarinin spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda okunmasi esasina

dayanmaktadir

NO Tayini

NO, stabil metabolitleri olan nitrit ve nitrat iyonlartnin konsantrasyonlariyla tayin
edildi (59). Nitrat, nitrat rediikktaz, NADPH ve FAD varlifinda nitrite indirgenir. NADPH
fazlas1 piruvat ve laktat dehidrogenaz etkinliginde uzaklastirilarak, ortamdaki total nitrit,
Griess reaktifi ile reaksiyona sokulur. Olusan pembe renkli diazo bilesigi 550 nm dalga
boyunda okunur. NO standart egrisi ise 4, 8, 16, 24 ve 40 uM konsantrasyonlarindaki

potasyum nitrat ¢6zeltileri ile hazirlanarak sonuglar hesaplandi.
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Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan doku pargalart %10’luk formaldehit icerisinde

fikse edilerek Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD’na gonderildi. Tespit sonrasi

takip islemleri yapilan Ornekler parafinle bloklandi. Kalinligi dort mikron olan standart

kesitler Hemotoksilen Eosin (HE) ile boyanarak mikroskopik inceleme i¢in hazirland.

Ttim preparatlar aym patoloji uzmani tarafindan, Chiu ve ark. (60) tarafindan yapilan

siniflamaya uygun olarak 1s1k mikrskobunda (Nikon E600-Japonya) incelendi (Tablo 1). Elde

edilen veriler dnceden hazirlanan bir forma islendi.

Tablo 1. Histopatolojik degerlendirme (60).

EVRE BULGU

0 Normal villus

1 Supepitelyal alanin gelismesi, genellikle villuslarin apeksinde, kapiller
konjesyon

2 Supepitelyal alanin genislemesi ile epitelyal tabakanin lamina propriadan orta
derecede ayrilmasi

3 Villuslarin alt kisimlarinin lamina propriadan ileri derecede epitelyal ayrigmasi

4 Villuslarin soyulmasi, kapiller dilatasyon, lamina proprianin gegirgenliginde
artma

5 Lamina propriada pargalanma, hemoraji ve {ilserasyon

Istatiksel inceleme

Verilerin degerlendirilmesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi dekanlign Bilgi Islem

Merkezinde bulunan S0064 Minitab Release 13 (lisans numaras1 wep 1331.00197) programi

ile yapildi. Biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar Kruskal-Wallis varyans analizi ile
degerlendirildi. Fark, p degeri 0.05°den kiiglik oldugunda anlamli kabul edildi. Anlaml1 fark

bulunan gruplar arasindaki karsilagtirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi.
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BULGULAR

Biyokimyasal Bulgular

Deneysel ¢alisma sonucunda deneklerden alinan ince bagirsak doku orneklerinde
calisilan MDA, SOD enzim aktivitesi, GSH ve NO degerlerine ait sonuglar Tablo 2’de

goriilmektedir.

Birinci grup olan K grubundaki ince bagirsak doku MDA degeri 0,25+0,08 olarak
bulundu. Ikinci grup olan I grubunun MDA degeri ise 0,46+0,09 olarak olgiildii. Uglincii
gruptaki I/R grubunda bu deger 0,57+0,11 olarak bulundu. NAS verilen gruplardan dordiincii
gruptaki I+NAS grubunda MDA 0,32+0,08 olarak bulunurken, besinci gruptaki I/R+NAS
grubunda 0,40+0,08 idi. Son grup olan R+NAS grubunda ise MDA 0,29+0,07 olarak bulundu.
I/R grubundaki doku MDA degeri K, I/R+NAS, [+NAS ve R+NAS gruplarindan anlamli
olarak yiiksekti (p<0.05). I grubunun doku MDA diizeyi K, I+NAS ve R+NAS gruplarindan
anlamli dlgiide yiiksek bulundu (P<0.05). NAS uygulanan gruplardan sadece I/R+NAS
grubundan anlamli diizeyde disiiktii (p<0.05). /R+NAS ve I+NAS gruplar1 doku MDA

degerleri arasinda 6nemli lglide bir fark bulunmadi (p>0.05).

Deneysel ¢alisma sonunda elde edilen bir diger biyokimyasal parametre de ince
bagirsak SOD enzim aktivitesiydi. K grubunda SOD degeri 1,17+0,21 olarak bulundu. I
grubunda bu deger 0,95+0,11 idi. I/R grubunun SOD degeri 0,87+0,17 olarak saptandi. NAS
verilen gruplardan [+NAS grubunda SOD 1,19+0,17 diger bir grup olan I/R+NAS grubunda
1,0740,11 ve son olarak R+NAS grubunda 1,07+0,19 idi. /R grubunun ince bagirsak
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dokusundaki SOD enzim aktivitesi K, I/R+NAS, I+NAS ve R+NAS gruplan ile
karsilagtinildiginda istatistiksel olarak da anlaml diizeyde diistk saptandi (p<0.05). I
grubunun doku SOD diizeyleri I/R+NAS ve I+NAS gruplarindan anlamli derecede diisiik
bulundu (p<0.05). NAS uygulanan gruplarin doku SOD degerleri arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05).

Biyokimyasal incelemelerden diger bir parametre ise doku GSH degerleriydi. Birinci
grup olan K grubunda GSH 23,48+3,43 bulunurken, I grubundaki GSH 17,82+4,14 ve I/R
grubunda ise GSH 10,97+3,50 olarak bulundu. NAS verilen I+NAS grubunda GSH
17,98+4,20 bulurken I/R+NAS grubunda ise GSH 15,90+3,93 ve son olarak R+NAS
grubunda GSH 22,12+4,10 bulundu. I/Rgrubu doku GSH degerleri diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli bir gekilde diistik bulundu (p<0.05). I grubunun doku GSH
degerleri ise NAS verilen gruplardaki GSH degerlerinden anlamli bir fark gostermedi
(p>0.05). R+NAS grubu doku GSH diizeyi, I/R+NAS grubu GSH diizeyinden anlamli bir
sekilde yiiksek bulunurken (p<0.05), I+NAS grubu GSH diizeyi ile arasinda anlaml bir fark
saptanmad (p>0.05).

Ince bagirsak dokusunda galigilan son biyokimyasal parametre NO idi. ilk grup olan K
grubunda NO degeri 380,37+24,58 olarak saptamirken, I grubundaki NO 511,75+70,84 ve I/R
grubunda ise NO 717,75442,48 olarak bulundu. NAS verilen I+NAS grubunda NO
483,25+45,88 iken, /R+NAS grubunda ise NO 604,75+58,37 ve son olarak da R+NAS
grubunda NO 528,88+60,71 olarak tespit edildi. I/R grubunda &l¢iilen ince bagirsak doku NO
diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde diger gruplara gére en yiiksek bulundu (p<0.05). En
diisiik doku NO degeri diger gruplardan anlamli olacak gekilde K grubunda saptandi (p<0.05).
I grubunda 6lgiilen NO degeri, I+NAS ve R+NAS grubu doku NO diizeyi arasinda anlaml bir
fark bulunmadi (p>0.05). NAS uygulanan gruplardan [+NAS grubu doku NO diizeyi,
IR+NAS grubuna gore anlamh derecede diisiik bulunurken (p<0.05), R+NAS grubu NO

degeri arasinda anlamli bir fark gériilmedi (p>0.05).
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Tablo 2. Gruplara ait ince bagirsak doku MDA, SOD, GSH ve NO degerleri.

BiYOKIMYASAL K i iR i+NAS I/R+NAS R+NAS p
PARAMETRELER

MDA nmol/prot

Ortanca 0,24 0,48 0,59 0,33 0,40 0,29

Minimum 0,14 0,31 0,42 0,19 0,29 0,19

Maksimum 0,38 0,59 0,76 0,43 0,57 0,40
Ortalamazstandart | 0,25+0,08 0,46+0,09 0,57+0,11 0,32+0,08 0,40:0,08 0,29+0,07 <0.05'
sapma

SOD U/mg.prot

Ortanca 1,21 0,93 0,89 1,25 1,11 1,13

Minimum 0,84 0,82 0,65 0,93 0,92 0,74

Maksimum 1,45 1,12 1,18 1,35 1,22 1,27
Ortalamasstandart | 1,17+0,21 0,95+0,11 0,87+0,17 1,19+0,17 1,07+0,11 1,07+0,19 <0.05%
sapma

GSH mgr/mg.prot

Ortanca 23,74 18,02 10,60 18,19 16,08 22,62

Minimum 17,71 11,54 6,49 9,74 10,07 16,48

Maksimum 28,42 24,75 16,42 23,05 21,09 28,04
Ortalamasstandart | 23,48+3,43 17.82+4.14 10,97+3,50 | 17,98+4,20 1590£3,93  |22,1244,10 | <0.05°
sapma

NO nmol/gr.yas

doku

Ortanca 385,50 489,00 713,00 478,00 599,50 529,50

Minimum 341 413 653 432 528 453

Maksimum 412 612 784 569 692 648 <0.05*
Ortalamazstandart | 380,37+24,58 |[511,75+70,84 |717,75+42,48 | 483,25+45,88 | 604,75+58,37 | 528,88+60,71

sapma

"R grubundaki doku MDA degeri K, I/R+NAS, i+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
I grubundaki doku MDA degeri K, I+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
R+NAS grubunun doku MDA degeri IR+NAS grubunda p<0.05

2 IR grubundaki doku SOD degeri K, I/R+NAS, I+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
I grubundaki doku SOD degeri I/R+NAS, I+NAS gruplarinda P<0.05

* IR grubundaki doku GSH degeri K, 1, [/R+NAS, [+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
R+NAS grubundaki doku GSH degeri IR+NAS grubunda P<0.05

*IR grubundaki doku NO degeri K, I/R+NAS, i+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
[+NAS grubundaki doku NO degeri I/R+NAS grubunda P<0.05
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Deneysel galiymanin sonunda deneklerden alinan kanlardaki plazmada MDA, SOD

enzim aktivitesi ve NO ile eritrosit GSH degerlerine ait sonuglar Tablo 3°de sunuldu.

Tablo 3. Gruplara ait plazma MDA, SOD, NO ve eritrosit GSH degerleri

BiYOKIMYASAL K i ir I+NAS I/R+NAS R+NAS p
PARAMETRELER

MDA nmol/ml

Ortanca 1,42 5,12 5,54 4,07 3,86 1,91

Minimum 0,96 4,33 4,18 3,54 2,98 1,12

Maksimum 2,03 5,95 6,22 4,93 4,63 2,48
Ortalamazstandart | 1,46+0,35 5,11+0,52 | 5,34+0,77 | 4,07+0,46 3,84+0,59 | 1,78+0,48 | <0.05'
sapma

SOD U/ml

Ortanca 29,93 31,26 36,33 33,58 34,44 34,35

Minimum 26,43 26,86 31,27 30,76 29,42 26,74

Maksimum 35,76 34,43 39,56 38,74 38,43 37,86
Ortalamaztstandart | 30,15+3,15 30,74+2,69 | 35,99+2,69 | 34,06+3,01 34,54+2,81 |33,02+3,70 | <0.057
sapma

GSH pmol/gr.Hb

Ortanca 4,52 3,21 2,89 3,78 3,49 3,98

Minimum 3,74 2,75 2,28 3,19 2,94 342

Maksimum 4,63 3,71 3,17 4,27 4,19 4,55
Ortalamazstandart | 4,34+0,36 3,23+0,33  12,8540,29 | 3,75+0,37 3,49+0,38 (3,98+0,35 |<0.05°
sapma

NO pmol/L

Ortanca 23,10 48,31 44,48 41,03 40,74 42,80

Minimum 19,54 37,76 39,02 31,42 30,23 35,56

Maksimum 27,32 52,18 50,54 46,43 4523 47,64
Ortalamazstandart | 23,02+2,96 47,15+4,73 | 44,73+£3,91 |40,41+5,40 39,26+5,51 | 41,79+4,08 | <0.05°
sapma

"R grubundaki plazma MDA degeri K, I/R+NAS, I+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05

I grubundaki plazma MDA degeri K, I+NAS, IR+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
R+NAS grubunun plazma MDA degeri IR+NAS, i+NAS grubundan p<0.05

2[R grubundaki plazma SOD degeri K, i gruplarinda P<0.05
I grubundaki plazma SOD degeri I/R+NAS, [+NAS gruplarinda P<0.05
* IR grubundaki eritrosit GSH degeri K, i, I/R-+*NAS, I+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
I grubundaki eritrosit GSH degeri [+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05
R+NAS grubundaki eritrosit GSH degeri IR+NAS gruplarinda P<0.05
*1R grubundaki plazma NO degeri K grubunda P<0.05
I grubundaki plazma NO degeri K, I/R+NAS, I+NAS, R+NAS gruplarinda P<0.05

Birinci grup olan K grubunda plazma MDA diizeyi 1,46+0,35 olarak bulunurken, I
grubunda bu deger 5,11+£0,52 ve {iclincii grup I/R grubunda ise MDA 5,34+0,77 olarak
olgiildii. NAS uygulanan gruplardan I+NAS grubunda plazma MDA 4,07+0,46 olarak
olgiildii. NAS uygulanan diger gruplardan I/R+NAS ve R/NAS grubunda ise plazma MDA
diizeyi sirasiyla 3,84+0,59 ve 1,7840,48 olarak tespit edildi. I/R grubunda bulunan MDA
degeri K, I/R+NAS, I+NAS ve R+NAS gruplarindan istatistiksel olarak da yiiksek bulundu
(p<0.05). 1 grubunun plazma MDA degeri K, /R+NAS, [+NAS ve R+NAS gruplarindaki
plazma MDA degerlerinden anlamli sekilde ytiksekti (p<0.05). R+NAS grubunda plazma
MDA diizeyi diger NAS uygulanan I/R+NAS ve I+NAS gruplarindan anlamli derecede
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diistiktii (p<0.05). I+NAS ve I/R+NAS arasinda anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05). K
grubunun plazma MDA degeri R+NAS grubu hari¢ diger gruplardan anlamli olarak diigiiktii
(p<0.05).

Denecklerin plazmalarinda ¢aligilan diger bir biyokimyasal parametre SOD enzim
aktivitesiydi. K grubunda SOD enzim aktivitesi 30,15+3,15 olarak saptanirken, I grubunda bu
deger 30,74+2,69 ve I/R grubunda ise 35,99+2,69 olarak tespit edildi. [+NAS grubunda SOD
aktivitesi 34,06+3,01 ve I/R+NAS grubunda 34,54+2,81 olarak bulunurken son grup olan
R+NAS grubunda ise 33,02:3,70 idi. I/R grubundaki plazma SOD diizeyi K ve I grubundan
anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05). I grubunun plazma SOD diizeyleri /R+NAS
ve I+NAS gruplarina gére daha diisiik saptandi (p<0.05). NAS uygulanan gruplarin plazma
SOD diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Deneklerden alinan kanlardaki eritrosit GSH diizeyleri K grubunda 4,34+0,36 idi. I
grubunda GSH diizeyi 3,23+0,33 olarak bulunurken I/R grubunda bu deger 2,85+0,29 olarak
olgiildii. Eritrosit GSH diizeyi I+NAS grubunda 3,75+0,37 olarak saptanirken, [/R+NAS ve
R+NAS grubunda bu degerler sirasiyla 3,49+0,38 ve 3,98+0,35 olarak tespit edildi. /R
grubunda elde edilen eritrosit GSH degerleri istatistiksel olarak da anlaml1 bir sekilde diger
tiim gruplardan daha diisiik saptand1 (p<0.05). I grubunun eritrosit GSH degeri I+NAS ve
R+NAS gruplarindaki GSH degerlerinden anlamli olarak diisitk saptandi (p<0.05). Ancak
[/R+NAS gurubu ile arasinda bir fark saptanmadi (p>0.05). R+NAS grubunda saptanan GSH
degeri I/R+NAS grubundaki GSH degerinden anlamli olarak yiiksek bulunurken (p<0.05),
[+NAS grubu GSH degeri arsinda anlamh bir fark saptanmadi (p>0.05).

Biyokimyasal parametrelerden sonuncusu plazma NO degerleriydi. K grubunda
plazma NO degeri 23,02+2,96 olarak olgiiliirken, I grubunda ve I/R grubunda NO degerleri
sirastyla 47,15+4,73 ve 44,73+3,91 olarak bulundu. I+NAS grubunun plazma NO diizeyi
40,41+5,40 ve I/R+NAS grubunda ise 39,26+5,51 olarak bulundu. Son grup olan R+NAS
grubunda bu deger 41,79+4,08 olarak tespit edildi. I/R grubunda saptanan plazma NO degeri
yalnizca K grubuna gore anlaml diizeyde yiiksekti (p<0.05). En yiiksek plazma NO deger I
grubunda bulundu ve bulunan bu deger I/R grubu hari¢ diger gruplardan anlamli derecede
yiiksek saptandi (p<0.05). NAS verilen gruplar arasinda yapilan kargilagtirmalarda ise plazma

NO diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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MDA (nmol/mL)

K i IR [+NAS I/R+NAS R+NAS

Sekil 2. Gruplara ait plazma MDA degerlerinin dagilim goriilmektedir.

SOD (U/mL)

K i i/R [+NAS Ii/R+tNAS R+NAS

Gruplar

Sekil 3. Gruplara ait plazma SOD degerlerinin dagilinm goriilmektedir.
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Sekil 4. Gruplara ait eritrosit GSH degerlerinin dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 5. Gruplara ait plazma NO degerlerinin dagilimi goriilmektedir.
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MDA (nmol/prot)

K i /R [+NAS I/R+NAS R+NAS
Gruplar

Sekil 6. Gruplara ait ince bagirsak doku MDA degerlerinin dagilim goriilmektedir.

SOD (U/mg protein)

K i /R [+NAS [/R+NAS R+NAS

Sekil 7. Gruplara ait Ince bagirsak SOD degerlerinin dagilimi goriilmektedir.
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GSH (mg/mg protein)

K i i/R I+NAS [/R+NAS R+NAS
Gruplar

Sekil 8. Gruplara ait ince bagirsak doku GSH degerlerinin dagilimi goriilmektedir.

NO (nmol/gr.yas doku)

K I i/R [#NAS I/R+NAS R+NAS
Gruplar

Sekil 9. Gruplara ait ince bagirsak doku NO degerlerinin dagilimi giriilmektedir.
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Histopatolojik Bulgular

Deneysel ¢alisma sonunda gruplardaki deneklerin ince bagirsaklarinda olusan
hasarlarin histopatolojik sonuglart Tablo 4’de gosterildi.

Tablo 4. Gruplardaki deneklerin Chiu siniflamasina gore dagilimlari (60).

GRUPLAR | Evre0 | Evrel Evre 2 Evre 3 Evre 4 EvreS | Toplam
K 8 8
I 1 6 1 8
iR 1 4 1 2 8
I+NAS 1 7 8
I/R+NAS 5 2 1 8
R+NAS 3 5 8

K grubundaki deneklerin tiimii Evre 0 olarak degerlendirildi (Resim 3). I grubundaki
deneklerden biri Evre 1, altis1 Evre 2 ve biri Evre 3 olarak degerlendirildi. Evre 1
hasarlanmada villuslarin apeksinde kapiller konjesyon izlendi (Resim 4). Evre 2 hasarlanmada
supepitelyal alanin geniglemesi ve epitelyal tabakanin lamina propriadan orta derecede
ayrildig1 goriildii (Resim 5). Evre 3 hasarda ise villuslarin lamina propriadan ileri derecede
ayrismis oldugu goézlendi (Resim 6). I/R grubundaki deneklerden biri Evre 2, dordii Evre3,
biri Evre 4 ve ikisi Evre 5 olarak degerlendirildi. Evre 4 hasarlanmada villuslarda soyulma
gorlildi (Resim 7). Evre 5 hasarlanmada ise lamina propriada pargalanma, hemoraji ve
tilserasyon gozlendi (Resim 8).

Gruplardaki deneklerin histopatolojik degerlendirme sonuglar: Tablo 5°de gdsterildi.

Tablo 5. Gruplara ait histopatolojik degerlendirme sonuglari.

GRUPLAR | Ortanca | Minimum | Maksimum | Ortalamazstandart p
sapma
K 0,00 0 0 0,00+0,00
I 2,00 1 3 2,00£0,53 0.05'
iR 3,00 2 5 3,50+1,06 0.05°
I+NAS 1,00 0 1 0,88+0,35 0.05°
I/R+NAS 1,00 1 3 1,50+0,75
R+NAS 2,00 1 2 1,50+0,75
p <0,05'

! 1 grubunda olugan hasar [+NAS grubunda p<0.05
2 IR grubunda olugan hasar K, I, [+NAS, R+NAS, IR+NAS gruplarinda p<0.05
*[+NAS grubunda olugan hasar R+NAS grubunda p<0.05
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K grubundaki deneklerin ince barsak hasar1 0,00+0,00 olarak bulundu. I grubunda ince
bagirsak hasar1 2,00+0,53 olarak bulunurken, I/R grubunda olugan hasar 3,50+1,06 idi. NAS
uygulanan gruplardan I+NAS grubundaki hasar 0,88+0,35 olarak tespit edilitken, I/R+NAS
grubunda 1,50+0,75 ve R+NAS grubunda ise 1,50+0,75 olarak saptand:. I/R grubunda olusan
hasar diger gruplardan istatistiksel olarak da anlamli olacak sekilde en yiiksek bulundu
(p<0.05). I grubunda olusan hasar [+NAS grubu ile kargilastirildiginda anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.05). [+NAS grubunda olusan hasar, R+NAS grubunda olusan hasardan anlaml
olarak diisiik saptanirken (p<0.05), I/R+NAS grubu ile arasinda olusan hasarda anlamli bir
fark bulunmadi (p>0.05).

Evre

K I IR [+NAS I/R+NAS R+NAS

Gruplar

Sekil 10. Gruplara ait histopatolojik degerlendirme sonuglari.
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Resim 4. Evrel. Supepitelyal alanda minimal 6dematoz genisleme ile birlikte lamina
propriada kapiller dilatasyon goriilmektedir. (HE, X50)
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Resim 5. Evre 2. Supepitelyal alanin genislemesi ile epitelyal tabakanin lamina
propriadan orta derecede ayrilmas: goriilmektedir. (HE, X50)

b et NERAEEAN T
e T i b

——

Resim 6. Evre 3. Villuslarin alt kisimlarinin lamina propriadan ileri derecede epitelyal
ayrilmasi goriilmektedir. (HE, X50)
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Resim 7. Evre 4. Villuslarin soyulmast, kapiller dilatasyon, lamina proprianin
gecirgenliginde artma ve yiizeyel nekroz goriilmektedir. (HE, X50)
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Resim 8. Evre 5.Lamina propriada par¢alanma, hemoraji ve iilserasyon giriilmektedir.

(HE, X50)
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TARTISMA

Bagirsaklar da dahil olmak tizere ¢esitli organlarda sadece iskemi sonrasinda degil.
reperfiizyon sonrasinda da olusan hasara bagli fonksiyon bozukluklari goriiliir. Son yillarda,
iskemik hasara bagh mukozal lezyonlarin gelisiminde iki mekanizma iizerinde durulmaktadir.
Bunlar, oksijen radikallerinin dengesiz artigt ve iskemi sirasindaki fosfolipaz  A;’nin
aktivasyonudur, Hiicre membraninin oksijen radikalleri ile reaksiyonu sonucu lipid
peroksidasyonu ile birlikte hiicre oliimii baslar. Radikal giderici antioksidan ajanlarin
kullamminin, bagirsak /R hasarmi azathgiu gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bu amagla
reperfiizyon oncesi ve iskemi siiresince verilen antiokisidan ajanlarin reperfiizyon hasarini
azaltu@ bildirilmistir (28).

Boyd ve ark. (61) tarafindan yapilan deneysel galismada hamsterlerde bagirsaklarda
30 dk siireyle iskemi ve ardindan ii¢ saat stireyle reperfiizyon islemi uygulanmis olup.
antioksidan ajan olarak y hidroksibutirat, allopurinol ve E vitamini uygulamglar, vy
hidroksibutirat’in I/R hasarinda énemli lgiide azalma sagladigun, allopurinol ile bu hasarin
kismi olarak azaldigini gostermislerdir. Ancak, E vitamini ile [/R hasarina kars1 koruyucu etki
gdsterilememistir. Yoshida ve ark. (62) siganlarda splanknik bolgede 40 dk siireyle iskemi ve
110 dk siireyle reperfiizyon uygulayarak yaptiklar deneysel ¢alismada antioksidan ajan olarak
E vitamini, taurin ve selenyum kullanmislar ve ¢alisma sonunda selenyumun, E vitamini ve
taurine gore ortalama kan basincini daha fazla arttirip, mikrosirkulatuar perfiizyonu daha
¢abuk diizelttigini ortaya koymuslardir. Oztiirk ve ark. (63) da siganlardaki intestinal I/R
hasarinda selenyumun bakteriyel translokasyonu ve olugan hasari énemli lgtide azalttigin
gdstermiglerdir. Schmeling ve ark. (64), siganlarda bagursaklarda iki saat iskemi ve bir saat

reperfiizyon uygulayarak yaptiklari ¢ahismada antioksidan ajan olarak diklofenak sodyum,
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lodoksamid, desferoksamin, dimetilsulfoksid, SOD ve KAT kullanms, I/R hasarim
diklofenak sodyumun diger ajanlara oranla daha fazla azalttigini gostermiglerdir. Ceran ve
ark. (3), siganlarda bagirsaklarda 45 dk iskemi ve bir saat reperflizyon uyguladiklari
calismalarinda bilirubini islemden iki saat dnce vermisler ve deney sonunda biluribinin I/R
hasarin1 6nemli 6lgtide azalttifint ortaya koymuslardir. Giinel ve ark. (28), tavsanlarda
barsaklarda bir saat iskemi ve ardindan bir saat reperfiizyon olusturarak yaptiklart
calismalarinda antioksidan etkinliklerini aragtirmak amaciyla mannitol, C vitamini, E vitamini
ve kortikosteroid kullanmiglar, deney sonunda mannitol ve C vitamininin /R hasarim
azaltirken, kortikosteroid ve E vitamininin ise olusan hasara karsi bir koruyucu etkilerinin
olmadigim bildirmislerdir. Bagirsak I/R hasarinda antioksidan etkinliklerini arastirmak
amaciyla pentoksifilin, kafeik asit fenetil ester, meletonin, allopurinol, trimetazidin gibi
ajanlar kullanilmis ve oksidatif strese kars: etkili olduklar: gosterilmistir ( 4,65-70).

NAS sulfidril grup vericisi ve serbest radikal temizleyicisi thiol grubu giiglii bir
antioksidandir (46). Bu 6zelliginden dolayi bir ¢ok aragtirmaci tarafindan incelenen bir ilagtir.
Karaciger, akciger, beyin, ekstremite ve bobrekde I/R hasari olusturarak yapilan deneysel
caligmalarda NAS’1n olusan oksidatif hasar1 6nlemede etkili oldugu bildirilmistir ( 41,71-76).
Mojzi¥ ve ark (77) ise NAS’m I/R hasarina bagl olusan mide mukozasindaki hasar1 daha da
arttirdigini ortaya koymuslardr.

Calismamizda, bagirsak I/R hasarina karsi NAS’n etkinligini arastirdik. NAS, thiol
grubu ve diisiik molekiil agirlikli bir antioksidandir. Hiicreleri oksidatif hasara kars1 degisik
mekanizmalarla korur. Hidroksil radikaline, hidrojen peroksite ve hipoklorik aside hiicre
disinda direkt antioksidan olarak etki eder. Hiicre i¢i ve disinda reaktif oksijen radikallerine
kars1 savunmada 6nemli bir rol tistlenen GSH’nuin hiicre i¢i rezervinin artmasini, GPx enzim
aktivitesini artirmak yolu ile saglar. Bundan bagka SOD enzim aktivitesini artirmak suretiyle
olusan oksidatif hasar1 azaltir. Ayrica arginaz enzim aktivitesini arttirtp, NO diizeyini
azaltmak yolu ile reaktif oksijen radikallerine karg1 koruyucu etki saglar (71, 78).

NAS’in bafisak I/R hasarma karsi koruyucu etkilerini arastirmak amaciyla
deneklerden alinan plazma ve ince bagirsak doku 6rneklerinde MDA, SOD, GSH ve NO
diizeylerini inceledik. Reperfiizyon hasarim gostermede bir marker olarak kabul edilen
MDA’nin plazma diizeyi en yiiksek I/R grubunda saptandi. I/R grubunda bulunan MDA
degeri K, [/R+NAS, [+NAS ve R+NAS gruplarindan istatistiksel olarak da yiiksek bulundu
(p<0.05). 1 grubunun plazma MDA degeri K, I/R+NAS, [+NAS ve R+NAS gruplarindaki
plazma MDA degerlerinden anlamli sekilde yiiksekti (p<0.05). NAS uygulanan gruplardan en
diistik plazma MDA diizeyi R+NAS grubunda saptandi. Bu en diigiik plazma MDA diizeyi
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diger NAS uygulanan I/R+NAS ve 1+NAS gruplarindan anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).
[+NAS ve [/R+NAS arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). K grubunun plazma MDA
degeri R+NAS grubu hari¢ diger gruplardan anlamli olarak diisiiktii (p<0.05). Ince bagirsak
doku MDA degerleri tipki plazma MDA degerleri gibi en yliksek I/R grubunda bulundu. I/R
grubundaki doku MDA degeri K, I/R+NAS, [+NAS ve R+NAS gruplarindan anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). I grubunun doku MDA diizeyi K, I+NAS ve R+NAS gruplarindan anlaml
olcide yiiksek bulundu (P<0.05). NAS uygulanan gruplardan en diigiik doku MDA degeri
R+NAS grubunda bulundu. Bulunan bu deger NAS uygulanan gruplardan sadece I/R+NAS
grubundan anlamli diizeyde diistiktii (p<0.05). I/R+NAS ve I+NAS gruplar1 doku MDA
degerleri arasinda 6nemli 6lgtide bir fark bulunmadi (p>0.05). Sonug olarak hem plazma, hem
de doku MDA diizeyleri en yiiksek I/R grubunda bulundu. NAS uygulanan gruplardaki doku
ve plazma MDA degerleri 1s13inda NAS’in, hem iskemi hem de reperfiizyona bagh ince
barsak doku hasarini énlemede etkili oldugu goriilmiistiir.

Ince bagirsakta olusan I/R hasarimi gostermek igin aragtirdigmmiz  diger bir
biyokimyasal parametre plazma ve doku SOD enzim aktivitesiydi. [/R grubundaki plazma
SOD diizeyi K ve 1 grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05). I grubunun
plazma SOD diizeyleri /R+NAS ve I+NAS gruplarma gore daha diisiik saptand1 (p<0.05).
NAS uygulanan gruplarin plazma SOD diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p>0.05). I/R grubunun ince bagirsak dokusundaki SOD enzim aktivitesi K, I/R+NAS,
[+NAS ve R+NAS gruplan ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak da anlamli diizeyde
diisiik saptand1 (p<0.05). I grubunun doku SOD diizeyleri I/R+NAS ve I+NAS gruplarindan
anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05). NAS uygulanan gruplarin doku SOD degerleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Bu sonuglar 1s131nda NAS’1n ince bagirsak I/R
hasarina karsi plazma SOD diizeylerini arttirarak etki etmedigini, ancak ince bagirsak
dokusunda olusan I/R hasarmma karst SOD enzim aktivitesini artirarak etkili oldugu
diisiincesindeyiz.

I/R hasarina karsi NAS’1n antioksidan etkilerini aragtirmak amaciyla eritrosit ve ince
bagirsak doku GSH diizeylerini inceledik. I/R grubunda elde edilen eritrosit GSH degerleri
istatistiksel olarak da anlaml: bir sekilde diger tiim gruplardan daha diistik saptand: (p<0.05). I
grubunun eritrosit GSH degeri I+NAS ve R+NAS gruplarindaki GSH degerlerinden anlamli
olarak diisiik saptand1 (p<0.05). Ancak I/R+NAS gurubu ile arasinda bir fark saptanmadi
(p>0.05). NAS uygulanan gruplar arasinda en ytiksek eritrosit GSH degeri R+NAS grubunda
bulundu. R+NAS grubunda saptanan GSH degeri /R+NAS grubundaki GSH degerinden
anlaml1 olarak yiiksek bulunurken (p<0.05), I+NAS grubu GSH degeri arsinda anlamli bir
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fark saptanmadi (p>0.05). I/R grubu doku GSH degerleri tipki eritrosit GSH degerlerinde
oldugu gibi diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(p<0.05). I grubunun doku GSH degerleri ise NAS verilen gruplardaki GSH degerlerinden
anlamli bir fark géstermedi (p>0.05). NAS uygulanan gruplardan en yiiksek doku GSH
degeri R+NAS grubunda saptandi. R+NAS grubu doku GSH diizeyi, /R+NAS grubu GSH
diizeyinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunurken (p<0.05), I+NAS grubu GSH diizeyi ile
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Bu sonuglar dogrultusunda NAS’in
reperfiizyon sonunda olugan hasara kargi eritsositlerde ve ince bagirsak dokusunda GSH
rezervlerini artirarak etkili oldugu diistiniilmektedir. Ancak, iskemi sonunda olugan hasarda
NAS uygulamasinin olugan hasara karsi eritrosit GSH diizeyini artirarak etkili olurken, ince
bagirsaklarda doku GSH diizeylerinde anlamli bir artma olusturmadigi sonucuna vardik.

I/R hasarina karsi NAS’in antioksidan etkisini doku ve plazma NO diizeylerini
inceleyerek de aragtirdik. I/R grubunda saptanan plazma NO degeri yalmzca K grubuna gore
anlaml diizeyde yliksekti (p<0.05). En yiiksek plazma NO deger 1 grubunda bulundu ve
bulunan bu deger I/R grubu hari¢ diger gruplardan anlamli derecede yiiksek saptandi
(p<0.05). NAS verilen gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalarda ise plazma NO diizeyleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). I/R grubunda &lgiilen ince bagirsak doku NO
diizeyi istatistiksel olarak da anlamli sekilde diger gruplara gore en yiiksek bulundu (p<0.05).
En diistik doku NO degeri diger gruplardan anlamli olacak sekilde K grubunda saptandi
(p<0.05). I grubunda &lgiilen NO degeri, I+NAS ve R+NAS grubu doku NO diizeyi arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). NAS uygulanan gruplardan [+NAS grubu doku NO
diizeyi, IR+NAS grubuna goére anlamli derecede diisiik bulunurken (p<0.05), R+NAS grubu
NO degeri arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). Bu sonuglar neticesinde NAS’1n
reperfiizyon hasarina kars1 plazma NO diizeylerini azaltarak antioksidan bir etki gostermedigi,
ancak iskemik hasara karsi plazma NO diizeylerini azaltarak koruyucu bir etki gosterdigi
sonucuna vardik. Ancak, NAS’in ince bagirsakta olusan reperflizyon hasarina karsi doku NO
diizeyini azaltmasi sayesinde antioksidan bir etkisinin oldugu, iskemik hasara karsi ise
koruyucu bir etkisinin olmadig1 kanisindayiz.

Deneklerden aldigimiz ince bagirsak doku orneklerini Chiu simflamasina gore
degerlendirdik. I/R grubunda olusan hasar diger gruplardan istatistiksel olarak da anlamli
olacak sekilde en yiiksek bulundu (p<0.05). Bu sonug, deneysel model ile ince bagirsaklarda
I/R hasart olusturuldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir. I grubunda olusan hasar
[+NAS grubu ile kargilagtirildiginda anlamli olarak yitksek bulundu (p<0.05). NAS uygulanan
gruplarda en diigiik hasar I+NAS grubunda saptandi. i+NAS grubunda olusan hasar, R+NAS
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grubunda olusan hasardan anlamh olarak diisiik saptamirken (p<0.05), I/R+NAS grubu ile
arasinda olugan hasarda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Sonu¢ olarak NAS
uygulamasinin hem iskemi hem de reperflizyon hasarina karst korumada histopatolojik olarak
etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Mezenterik kan akimimin bozulmasi temelinde olusan ve patogenezinde I/R hasarinin
etkili oldugu trombiis, emboli gibi dogrudan damar igini tikayan patolojiler ve inkarsere
inguinal herni, invaginasyon, nekrozitan enterokolit, tiimér, fibrotik band gibi cerrahi

hastaliklarin tedavisinde NAS’1n faydali olabilecegini diigiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Olusturdugumuz deneysel intestinal I/R modelinde NAS’1n intestinal I/R hasarina
kars1 koruyucu etkileri aragtirildi.

Bu amagla ¢aligilan biyokimyasal parametrelerden biri olan MDA’nin hem plazma,
hem de doku diizeyleri en yiiksek I/R grubunda bulundu (p<0.05). NAS uygulanan
gruplardaki doku ve plazma MDA degerleri 1s13inda NAS’in, hem iskemi hem de
reperfiizyona bagli ince bagirsak doku hasarini 6nlemede etkili oldugu goériilmiistiir.

Ayrica NAS’m ince bagirsak I/R hasarma karst plazma SOD diizeylerini artirarak
etki etmedigini, buna karsin ince bagirsak dokusunda olusan oksidatif hasara karsi SOD
enzim aktivitesini artirarak etkili oldugunu saptadik

Incelenen biyokimyasal parametrelerden biri olan GSH’nin elde edilen sonuglar
neticesinde NAS’1n reperfiizyon sonunda olusan hasara karg: eritsositlerde ve ince bagirsak
dokusunda GSH rezervlerini artirarak etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak, iskemi sonunda
olusan hasarda NAS, eritrosit GSH diizeyini arttirarak etkili olurken, ince bagirsaklarda
olusan hasarda doku GSH diizeylerinde anlamli bir artma olusturmadig1 sonucuna vardik
(p>0.05).

Elde edilen biyokimyasal parametrelerden sonuncusu doku ve plazma NO
diizeyleriydi. NAS’1n reperfiizyon hasarina kars1 plazma NO diizeylerini azaltarak antioksidan
bir etki gostermedigi, 6te yandan iskemik hasara karsi plazma NO diizeylerini azaltarak
koruyucu bir etki gésterdigi sonucuna vardik (p<0.05). Ayrica NAS’mn ince bagirsakta olusan
reperflizyon hasarina karsi doku NO diizeyini azaltmasi sayesinde antioksidan bir etkisinin

oldugu, iskemik hasara kars1 ise koruyucu bir etkisinin olmadigi anlagildu.
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Deneklerin ince bagirsak doku 6rneklerinin histopatolojik olarak degerlendirmeleri
neticesinde NAS’in hem iskemi hem de reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin
oldugu anlagiimistir.

Sonug olarak NAS, intestinal I/R hasarina kars1 ince bagirsak dokusunda ve plazmada
farkli antioksidan mekanizmalar {izerinden etki eden, oksidatif hasara karsi koruyucu 6zelligi

olan antioksidan bir ajan oldugu gériisiindeyiz.
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OZET

Bu ¢aligmada intestinal iskemi/reperfiizyon hasarinin énlenmesinde N-asetilsisteinin
etkisi aragtirilmigtir.

Caligsmada 48 adet Wistar-Albino cinsi sigan kullanilmustir. Her biri 8 adet sigan igeren
gruplar halinde 6 grup olusturulmustur. Gruplar sirasiyla; Grup 1: Kontrol, Grup 2: Iskemi,
Grup3: Iskemi/Reperfiizyon, Grup 4: iskemi+N-asetilsistein, Grup 5: Iskemi/Reperfiizyon+N-
asetilsistein ve Grup 6: Reperfiizyon+N-asetilsistein seklinde diizenlenmistir. Deneklere dahil
olduklar1 gruplara gore intestinal 45 dakika siireyle iskemi ve bir saat siireyle reperfiizyon
uygulanmistir. Grup 4 ve Grup 5°deki deneklere cerrahi islemin baginda, Grup 6’da
reperfiizyonun baglamasi ile birlikte intraven6z N-asetilsistein verilmistir. Deney sonunda tiim
siganlardan biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler igin intrakardiyak kan ornekleri ve
yaklagik 20 cm’lik ince bagirsak ansi alindi.

Biyokimyasal inceleme olarak kan ve doku orneklerinde malondialdehit, siiperoksit
dismutaz, glutatyon ve nitrik oksit ¢alisildi. Ince bagirsak doku &mekleri histopatolojik olarak
Chiu siniflamasina gore incelendi. Biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar Kruskal-Wallis
varyans analizi ve Mann Whitney U testleriyle degerlendirildi.

Deneysel intestinal Iskemi/Reperfiizyon modelinde N-asetilsisteinin koruyucu
etkilerini aragtirmak amaciyla c¢aligilan biyokimyasal parametrelerden biri olan
Malondialdehitin hem plazma, hem de doku diizeyleri en yiiksek Iskemi/Reperfiizyon
grubunda bulundu (p<0.05). Iskemi sonunda olugan hasarda N-asetilsistein, eritrosit glutatyon
diizeyini arttirarak etkili olurken, ince bagirsaklarda olusan hasarda doku glutatyon
diizeylerinde anlamli bir artma olusturmadigi sonucuna vardik (p>0.05). N-asetilsisteinin

reperfiizyon hasarina karsi plazma nitrik oksit diizeylerini azaltarak antioksidan bir etki
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gostermedigi, ote yandan iskemik hasara karsi plazma nitrik oksit diizeylerini azaltarak
koruyucu bir etki gosterdigi sonucuna vardik (p<0.05).

Sonu¢ olarak, biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmeler 1s18inda,
olusturduumuz  deneysel intestinal iskemi/reperflizyon modelinde N-asetilsistein
uygulamasimin hem iskemi hem de reperfiizyon hasarina karsi korumada etkili oldugu
kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Ince bagirsak, Reperfiizyon hasari, N-asetilsistein.
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EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON INTESTINAL ISCHEMIA-
REPERFUSION INJURY

SUMMARY

In this study, the effect of N-acetylcysteine on preventing intestinal
ischemia/reperfusion injury has been researched.

48 Wistar-Albino rats have been used in this study in 6 groups, each including 8
rats. Groups have been arranged as; Group 1: Control, Group 2: Ischemia, Group 3:
[schemia/Reperfusion, Group 4: Ischemia +N-acetylcysteine, Group 5: Ischemia/Reperfusion
+ N-acetylcysteine and Group6: Reperfusion + N-acetylcysteine, respectively. 45 minutes of
intestinal ischemia and one hour of reperfusion has been applied to objects according to their
groups. Intravenous N-acetylcysteine is administered at the begining of the surgery to group 4
and 5 objects, and at the begining of reperfusion to group 6 objects. At the end of the
experiment, intracardiac blood samples and 20 cm of intestinal loops has been collected from
all rats for biochemical and histopathological examinations.

As biochemical examinations, malondialdehide, superokside dismutase, glutation
and nitric okside have been studied on blood and tissue samples. Intestinal tissue samples
have been examined histopathologically according to Chiu Clasification. Biochemical and
histopathological outcomes have been evaluated by using Kruskal-Wallis variant analises and
Mann Whitney U test.

Malondialdehide, which is one of the biochemical parametes used with the aim of

researching the protective effects of N-acetylcysteine in the model of experimental intestinal
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ischemia/reperfusion and of which both the plasma and tissue levels were found to be in the
higest ischemia/reperfusion group (p<0.05). As a result of the injury of ischemia, N-
acetylcysteine was effective by increasing the level of erythrocyte glutation, however, we did
not find significant incrase in the levels of tissue glutation in the injury occured in small
intestine (p>0.05). In this study, we found that N-acetylcysteine decreases plasma nitric
okside levels againist reperfusion injury and does not create an antioxidant effect. On the
other hand, it demonstrates protective effect by decreasing nitric okside levels againist
ischemia injury.

In conclusion, it has been suggested, in the light of biochemical and
histopathological evaluations of our experimental study that N-acetylcysteine administiration
is effective to prevention of injury in both ischemia and reperfusion.

Key Words: Small intestine, Reperfusion injury, N-acetylcysteine.
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