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OZET

GIRIS VE AMAC: Barsak arteriyel kan akiminmn kismen veya tamamen tikanmasi
sonrasi intestinal iskemi; kan akiminin yeniden saglanmasi ile reperfiizyon hasari
ortaya ¢ikmaktadir. Intestinal Iskemi Reperfiizyon (IIR) hasar1 ¢oklu organ
yetmezligine ve dliime neden olabilir. Bu ¢alismanin amaci iR hasarima Iloprost (IL)
ve N- asetilsistein’in (NAC) etkisini aragtirmaktir.

GEREC VE YONTEM: Agirliklar1 200-300 g arasinda degisen 30 adet Sprague
Dowley rat her birinde 6’sar denek olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Ketamin ksilazin
verilerek supin pozisyonda batin trasi yapilip povidon iyodiir ile boyanan ratlara
median insizyon yapilarak ile batina girildi. Sham grubuna herhangi bir cerrahi islem
yapilmadan sadece barsak drnekleri ve kan alindi. iIR grubunda KMA diseke edilip
klemp yardimiyla barsak iskemisi yapildi. Cilt cilt stapleri ile kapatildi. 45 dakikalik
iIskemi siiresi tamamlaninca batin agildi. KMA deklempe edilerek ince barsak 120
dakika reperfuzyona birakmak tiizere cilt cilt stapleri ile kapatildi. 120 dakika
tamamlandiktan sonra batin tekrar agilarak hayvanlar sakrifiye edilip barsak ornekleri
ve kan alindi.IIR+ IL grubunda reperfiizyondan yarim saat 5nce 2mcg/kg Iloprost I.P
verilerek ayni islemler uyguland:. IIR+NAC grubunda N-Asetilsistein reperfiizyondan
yarim saat 6nce 300 mg/kg 1.P olarak verilip aymi islemler yapildi.IIR+NAC+IL
grubunda ise yine reperfiizyondan yarim saat énce 2mcg/kg Iloprost i.P ve N-
Asetilsistein 300 mg/kg I.P  verilerek ayni islemler uyguland: reperfiizyon
tamamlandiktan sonra diger gruplardaki gibi hayvanlar sakrifiye edilerek barsak ve
kan ornekleri alind:.

BULGULAR: [IR+NAC grubunun Chiu Skoru ortalamas1 IR grubuna ve IIR+IL
grubuna gore daha diistik bulundu, ancak bu gruplar arasinda istatiksel anlamli farklilik
saptanmadi(p>0.05). Sham grubu skorlarinmn IIR, IIR+IL, IIR+NAC, I[IR+NAC+IL
skorlarna gére belirgin diisiik ve istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. NAC, IL
ve ikisinin birlikte verildigi gruplarda Rediikte Tiyol, NT/TT oranlarmin IR grubuna
gore artmis olarak ve Okside Tiyol, Disiilfit/TT ve Disiilfit/NT oranlarinmn  [IR
gruplarma gére azalmis olarak bulundu (p<0,05). Ilag verilen gruplar birbirleriyle
karsilastirildiginda NAC verilen grubun sonuglarinmm IIR+IL ve IIR+HIL+NAC
gruplarina gore daha yiiksek Rediikte Tiyol, NT/TT oranlar1 daha diisiik Okside Tiyol,
Disiilfit/TT ve Disiilfit/NT oranlar1 bulundu ancak bu oranlar arasinda istatiksel olarak
anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

SONUC: IR hasar1 modelinde Tloprost ve N- Asetilsistein’in birlikte kullanimimin tek
basia N-Asetilsistein kullanimindan iistiin olmadig1 bulunmustur. Calismamizin IiR
hasarinda Tiyol-Disiilfit hemostazi parametrelerinin antioksidan mekanizmayla ilgili
belirteg olarak kullanilabilecegini ve sonuglarimizin  yeni calismalara katkida
bulunacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: iskemi reperfiizyon hasari, Ince barsak, Tiyoller, Disiilfid
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SUMMARY

INTRODUCTION AND PURPOSE: Intestinal ischemia occurs after partial or
complete obstruction of the intestinal arterial blood flow and reperfusion injury occurs
with the re-supply of blood flow. Intestinal Ischemia Reperfusion (IRR) damage can
cause multiple organ failure and death. The aim of this study is to investigate the effect
of lloprost (IL) and N- acetylcysteine (NAC) on IRR damage.

MATERIALS AND METHODS: 30 Sprague Dowley rats weighing between 200-
300 g were divided into 5 groups, each with 6 subjects. The rat was shaved in a supine
position by giving ketamine xylazine, and the rats were stained with povidone iodide
and entered into the abdomen by making a median incision. Only intestinal samples
and blood were collected from the Sham group without any surgical procedures. In IR
group, KMA was dissected and intestinal ischemia was performed with a clamp. The
skin was closed with skin staples. When the 45-minute ischemia time was completed,
the abdomen was opened. KMA declamped and the skin was closed with skin staples
to allow for 120 minutes of reperfusion. After reperfusion the abdomen was reopened
and animals were sacrificed and intestinal samples and blood were collected. In IIR +
IL group, 2mcg / kg lloprost I.P was given half an hour before reperfusion and the
same procedures were applied. In IIR + NAC group, N-Acetylcysteine was given as
300 mg / kg I.P half an hour before reperfusion and the same procedures were
performed. In IIR + NAC + IL group, the same procedures were applied by giving
2mcg / kg lloprost 1.P and N-Acetylcysteine 300 mg / kg I.P, half an hour before
reperfusion.

RESULTS: The average of Chiu Score of the IR + NAC group was lower than the
IIR group and the IIR + IL group, but there was no statistically significant difference
between these groups(p>0,05). Sham group scores were determined to be significantly
lower and statistically significant compared to IR, IR + IL, IR + NAC, IIR + NAC
+ IL scores(p<0,05). Reduced Thiol, NT / TT ratios were increased in the groups where
NAC, IL and the two were given together, compared to the IIR group, and Oxidized
Thiol, Disulfide / TT and Disulfide / NT ratios were decreased compared to the IIR
groups(p<0,05). When the groups given the drug were compared with each other, the
Reduced Thiol, NT / TT ratios of the group given NAC were higher than those of IIR
+ IL and 1IR + NAC+IL groups, but there was no statistically significant difference
between these rates(p>0,05). Similarly the Oxidized Thiol, Disulfide / TT and
Disulfide / NT results of the NAC group were found to be lower than the IiR + iL and
IR + IL + NAC groups, but there was no statistically significant difference between
these rates(p>0,05).

CONCLUSION: It was found that the use of Iloprost and N-Acetylcysteine in the IIR
injury model was not superior to the use of N-Acetylcysteine alone. We think that

xii



Thiol-Disulfide hemostasis parameters can be used as an indicator of antioxidant
mechanism in IIR damage and our results will contribute to new studies.

KEYWORDS: Ischemia-Reperfusion Injury, Small Intestine, Thiols, Disulphide
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1-GIRIS VE AMAC

Iskemi; doku ve organlarin arteryel ve/veya venéz kan akiminin azalmasina bagl
olarak gelisen yetersiz kanlanmasi sonucu hiicre enerji depolarinin bosalmasi ve toksik
maddelerin birikimiyle geri doniisimlii veya doniisiimsiiz hiicre/doku oliimiidiir.
Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya ¢ikar (Ozan E
ve ark 2004). Hicre hasarinin engellenmesi i¢in kan akiminin tekrar saglanmasi

gerekir ve bu duruma reperfiizyon denir.

Ancak iskemi sonrasi1 gergeklesen reperfiizyonun iskemiden daha fazla hasara yol
actig1 bildirilmistir (Collard CD ve Gelman S 2001). Reperfiizyona sekonder olusan
doku hasarinda hiicrenin igine oksijen girmesiyle serbest oksijen radikal (SOR)
tirevleri meydana gelir. Reperfiizyon etkisine en hassas olan hiicresel yapilar
membranda bulunan lipitler ve protein, niikleik asit ve deoksiriboniikleik asit gibi
molekiillerdir (Wilhelm J 1990). Normalde SOR olusumu ve koruyucu antioksidan
mekanizmalarin  SOR’u temizlemesi denge halindedir. Koruyucu antioksidan
sistemini; siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz, Glutatyon Peroksidaz gibi enzimatik
veya enzimatik olmayan C vitamini, E vitamini ve Melatonin gibi molekiiller
olusturmaktadir (Wilhelm J ve ark 2002). ince barsaklar iskemi reperfiizyon (iR)
nedenli zedelenmeye oldukga duyarhdir (Giineli E ve ark 2007, Rock P, Yao Z 2002).
Siiperior Mezenterik Arter’in (SMA) tikanmasi sonucu gelisen iskemi mezenter
iskemi olarak adlandirilmaktadir ve iskemiden ozellikle ince barsaklar
etkilenmektedir. Iskemi reperfiizyon hasari’nin dokuya iskemiden daha ¢ok hasar
verdiginin bilinmesi ve IR hasar ile ilgili tam bir tedavi protokoliiniin olmamasi bu

konuyla ilgili son yillarda yeni ¢alismalar yapilmasina gereksinim dogurmustur.

[loprost stabil bir prostoglandin 12 (PGI2) analogudur ve PGI2’ye ¢ok yakin
farmakokinetik ozellikler gostermektedir (Belch JJ 1987, Stiirzebecher CS 1987).
Daha once yapilan calismalarda farkli organlarda iskemi reperflizyon hasarinda
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Aver T ve ark 2014). Iloprostun bilinen
farmakolojik  o6zellikleri vazodilatasyon, lokosit aktivasyonu ve adhezyon
inhibisyonudur (Iokosit/damar duvari etkilesimini inhibe eder) (Belch JJ 1987,
Stiirzebecher CS 1987). Trombosit agregasyonunu, aktivasyonunu ayrica aktive olan



trombositlerden 5-HT ve Tromboksan saliniminin inhibe eder (Stiirzebecher CS
1987). Endotelyal hiicre gegirgenligini azaltir, TNF-o y1 inhibe eder Lokotrienlerin
ve “Endothelium-derived Constricting Factor” iin (EDCF) vazospastik etkilerini
inhibe eder(Dormandy J 1989). Bu etkilerinden dolay: Iloprost’un tek basina veya
diger molekiillerle kombinasyonlar seklinde kullanildiginda kemirgenler iizerindeki
iskelet kasi iskemi-reperfiizyonu modelinde faydali etkileri oldugu gosterilmistir
(Aver T ve ark 2014 ). Yapilan c¢alismalarda genel olarak, iloprost iskemi-
reperfiizyona bagli kas ve uzak organ hasarini azalttigi gosterilmistir (E. Schillinger
ve ark 1987, D. D. Lance ve B. M. Brenner 1996).

N-Asetilsistein (NAC); intraselliiler Glutatyon (GSH) prekiirsoriidiir ve Karacigerde
Glutatyon S-Transferaz aktivitesini arttirir. Bu aktivite ajanin anti-oksidan,
antikarsinojenik ve anti-mutajenik etkilerinin temelidir (Slusser SO ve ark 1990). GSH
non-enzimatik endojen antioksidanlarin 6nemlilerinden biridir (Avi A 2001). NAC’1n
SOR tarafindan olusturulan doku hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini
GSH diizeyini arttirarak, direkt oksidan yok edici olarak etki gostererek veya stabil
nitrozotil tiirevleri olusturarak gerceklestirdigi bildirilmektedir (Conesa LE ve ark
2001- Abbasoglu SD ve ark 2004). Bu etkilerinden dolayr NAC’1n da tek basina veya
kombinasyonlar seklinde ratlar tizerinde kalp veya karacigerde iskemi-reperfiizyon
modeli ile faydali etkileri oldugu gosterilmistir (Abbasoglu SD ve ark 2004, Bartekova
M ve ark 2017).

Tiyoller(-SH) karbon atomuna baglh siilfiir ve hidrojen atomunda olusan siilfidril
grubu igceren merkaptanlar olarak bilinen organik bilesiklerdir (Sen CK ve Packer L
2000). Plazma Tiyolleri’nin esas kismini albiimin ve proteinler ile sistein, sisteinglisin,
glutatyon, homosistein ve y-glutamilsistein tiyolleri olusturmaktadir (Turell L ve ark
2013). Bu tiyol i¢eren molekiiller oksidanlar tarafindan okside edilirken tiyol gruplari
oksitlenerek reversible disiilfit baglarina dontsiirler (Cremers CM ve Jakob U. 2013).
Bu doniisiim siiperoksit radikalleri ile olusan protein oksidasyonunun en erken
belirtisidir. Distlfit bagi; SS-bag: ya da disiilfit kopriisii diye adlandirilan kovalent
baglardir. Disiilfit baglar1 tekrar tiyol gruplarina rediikte olabilirler ve buna Tiyol-
Disiilfit dengesi denir (Jones DP ve Liang Y. 2009). Tiyol Disiilfit dengesinin etkili

oldugu ve anormal Tiyol/Disiilfiit dengelerinin gosterildigi birgok hastalik mevcuttur.



Erel & Neselioglu’nun gelistirdigi yeni yontemle her iki degisken diizeyi de ayr1 ayr
ve toplamsal olarak olgiilebilmekte ve hem bireysel hem de biitiinsel olarak

degerlendirilebilmektedir.

Calismamizda Iloprost ve N-asetilsistein’in beraber kullaniminin ratlarda iskemi
reperfiizyon hasarinin Snlenmesindeki etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Insanlarda
klinik olarak istege bagli ince barsak iskemi-reperfiizyon olusturulamayacagindan bu

aragtirma konusunun hayvan modelinde calisilmasi planlanmaistir.



2- GENEL BILGILER

2.1. ANATOMI

2.1.1 Rat ince Barsak Anatomisi

Ratlarda ince barsak midenin pilorik kismindan baslar. Pilorik kisim rat median batin
kesisinin sag kisminda kalir. ince barsagin mideden ¢ikan ilk kism1 Duodenum’dur ve
duodenum yaklasik 95-100 mm uzunlugundadir. Duodenumun proksimal kismi sag
batin duvart ile karacigerin visseral yiizeyi arasindadir. Desenden Duodenum sag karin
duvarindan sag bobrege kadar devam eder. Cranial Duodenum’la Desenden
Duodenum arasindaki alan Flexura Duodeni Cranialis’tir. Desenden Duodenum
kranial yonde bir donme yapar bu bolime Asenden Duodenum denir. Desenden
Duodenumla Ascenden Duodenum arasindaki alan Fleksura Duodeni Caudalis olarak
tanimlanir. Asendan Duodenum Jejenum ile devam eder. Jejenum 890 ile 1300 mm
arasinda Ol¢iilmiistiir. Jejenum ile Duodenum arasindaki fleksuraya Duodenojejunal
Fleksura denir. ince barsagin bu kismi abdominal kavitenin sag kismimi doldurur.
Jejenum ileum ile devam eder ve sonunda ileum’un cekuma girdigi yere Sacculus
Rotundus denir. Bu bélge lenfatik doku ile sekillenmistir. Ileum ile Cekum arasinda
lleogekal valve benzeyen bir yap1 bulundurmaz fleumun uzunlugu 20-30 mm dir.
[leumun ¢ekuma agildig1 yerden kolon baslamaktadir. Cekum abdominal kavitenin sag
kaudal kismini olusturmaktadir. Cekumun Basis’i Korpusu ve Apexi mevcut. Apex
Proccessus Vermiformis ile devam eder ve Cekum’un son kismidir. Cekumun farkli
pozisyonel varyasyonlara izin veren uzun mezenteri mevcuttur (Katar'ina
Vdoviakov'a ve ark. 2016) ve 6-9 cm kadar bu genis capta Seyrettikten sonra
daralarak tipki insandaki gibi ¢ikan kolon, transvers kolon ve inen kolon kisimlarimi

olusturur. Makroskopik olarak ayirt edilebilen tenya yapist icermez.

2.1.2. Rat Siiperior Mesenterik Arter Anatomisi( Kranial Mesenterik Arter)

Kraniyal Mezenterik Arter(KMA), Abdominal Aorta’nin en kalin dalidir. Abdominal
aortadan ventralden ¢ikan ¢6lyak arterden sonraki ikinci daldir. Embriyonik donemde
barsaklar bu arter etrafinda dondiigii igin bu damar ¢ok 6nemlidir. KMA embriyolojik
donemde bu damara bagli tiim sindirim sistemi elemanlarinin kanlanmasini olugturur.

Baz1 varyasyonlar1 mevcuttur. %9 oraninda Sag Renal Arter’in cranialinden koken
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alir, %37 oraninda- Sag Renal Arter ve KMA ayni kokten ¢ikarlar, %39 oraninda da
KMA Sag Renal Arter’in kaudalinden koken alir. KMA A. Colica Media, A.
Pancreaticoduodenalis Caudalis, A. Colica Dextra, Aa. Jejunales, A. fleocecocolica
olmak tizere dallara ayrilir( Katarina Vdoviakov’a ve ark. 2016). A. colica Media ilk
daldir ve transvers kolon ve inen kolon kranial kismini besler. %46 oraninda KMA’dan
kanlanir, %37 oraninda da Sag Renal Arter ile birlikte ayn1 kokten cikar. Inferior
Pankreatikoduodenal arter KMA’den kraniale yonelerek dallanir ve Asendan
Duodenum’u Kaudal Duodenal Fleksura’ya kadar olan kismini besler. KMA’nin
tigtincii dalt Sag Kolik Arter’dir. %37 Orta Kolik Arter ile ayn1 kokten dallanir, %46
bagimsiz olarak Inferior Pankreatikoduodenal Arterden sonra dallanir. Jejunal arterler
KMAdan dallanirlar Jejenum ve Ileum’un kranial kismini beslerler. ileokolik Arter
KMA’den koken alir, kaudoventral olarak ¢ikar ve Cekokolik Junction’a yonelir.
fleokolik Arter asendan kolonu kanlandirmak igin kolik dala (R. colicus) ileumu
kanlandirmak igin ileal artere (A. ilealis) ve ¢cekumu kanlandirmak igin ¢ekal artere (A.

cecalis) boliiniir (Katar ina Vdoviakov a ve ark. 2016)
2.2 ISKEMI

Barsaklar1 besleyen arterlerin emboli, tromboz veya ateroskleroza bagl: intravaskiiler
patolojiler nedenli tikanikliklar1 volvulus-intestinal strangiilasyon-invajinasyon gibi
mekanik vaskiiler nedenler veya barsagin vendz doniisiinde tikaniklik gibi ¢ok ¢esitli
nedenlerle barsaklarda iskemik hasar gortilebilir (Talbot W 1996, Brand JL ve Boley
JS 1993). Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya ¢ikar
.(Ozan E ve ark 2004). Iskemi esnasinda hiicresel enerji depolarinin tiikkenmesi,
iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zincirini tetikler. Oksijen yokluguna bagli olarak
mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalir.
ATP sentezi durmasina karsin, ATP kullanimi ve ATP hidrolizi sonucu olusan
Adenozin Difosfat (ADP) diizeyi artmaktadir (Ates B ve ark 2004). Hiicresel ATP
azlig1 Adenozin Monofosfat (AMP) artimi ile birliktedir. ATP azligi Fosfofruktokinaz
enzimini uyarir, anaerobik glikoz hiz1 artarak yetersiz oksijen varliginda ATP olusumu
glikojenden saglanir ve boylece hiicrenin enerji kaynaklari korunur. Glikoliz, laktik
asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimiyle
sonuglanir (Kumar V ve ark 2000, Huether SE ve McCance KL 2004). iskemi



nedeniyle gerekli enerjinin saglanamamasi hiicre membraninda bulunan ATP bagimli
Na+/K+ pompasinda islev yetersizligine yol agar. K+ hiicre disina ¢ikarken Na+ ve
Ca* iyonlari hiicre igine girerler. Iyon dengesizligi hiicre igerisinde izoozmotik su
birikimine ve akut hiicre sismesine neden olur. Anaerobik glikoliz sonucu olusan
asidoz, Karbondioksit(CO2) birikimiyle olusan Karbonik Asit (H2CO3) ile daha da
derinlesir (Kumar V ve ark 2000, Zimmerman BJ ve Granger DN 1992).ATP bagiml

+2>5

calisan diger bir pompa ise ekstraselliiler ve intraselliiler Ca™’u dengelemektedir.
intraselliiler Ca*? artist ile proteolitik enzimler ve Fosfolipazlar aktive olurlar(Sekil 1).
Fosfolipazlar’in aktivasyonu Arasidonik Asit olusumu ile sonuglanir. Arasidonik Asit
direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest radikal olusumunu
arttirir.

ZEDELEYICI AJAN

Hiicre

/ MITOKONDRI ENDOPLAZMIK RETIKULUM \
. '

STOPLAZMIK Ca™ ARTISI
|

v v v J
ATPaz Fosfolipaz Proteaz Endoniikleaz
ATP Fosfolipid Membran ve Niikleer

azalmasi azalmasi hiicre iskelet kromatin
proteinlerinin basan
parcalanmasi

Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisimin sebepleri ve sonu¢lar1 (Kumar V
ve ark 2000)

Sonraki fenomen; graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlarin ayrilmas: ve
polizomlarin monozomlara pargalanmasidir. Eger hipoksi devam ederse diger
degisiklikler olusur ve zar gecirgenligi artar, mitokondri fonksiyonlar1 azalir. Hiicre
yiizeyinde tomurcuklar olusur. Bu bozukluklarin timii oksijen verilince geri
doniistimlidir (Kumar V ve ark 2000). Eger oksijen saglanamazsa sitoplazmada

vakuol formasyonu olusur, belirgin mitokondriyal sisme ile plazma membrani
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hasarlanir. Bu safha artik geri doniisiimsiiz hiicre hasaridir (Sekil 2) (Huether SE ve
McCance KL. 2004).

Kan alamsnin durmass veya kesilmesi

I Iskenu H Membran hasan }-o Fosfolipidlerin kayb: » Enzimlenn
l Sitorskeletal defagiklik saluuny
Mitokondride ciddi Mitokondnyal oksijenasyonun L - 1
<+ l p dlenn zunma
vakuolizasyon azalmas: 5 :
l \ Artouy Ca  alanu
ATP'run azalmas
e T | Artog glkolizis | 1
sy Mitokondride C
Mitok e
v Endoplaznuk Azalouj ghkojen artyps
Intraseliller Na  artipn retdoulumun 1
. .
Elstraseliler K'  artipt dilasyoon Artoug laktat Nitklear kromatin kiimelenmesi
Intraseltler Ca™ artipt P l 3
Y / Azalaw; pH \
Artauy H,O I l Ribozomlann aynimas | l Artnug lizozomal jigme
A
Akut seltiler jigme artip Protemn sentezinin azalmas Lizozomal enzimlenn
l saluununda artsy
v
Lipid depoui Seliiler sindinm (autodigestion)

Sekil 2: Iskemi sonucu hiicre ici degisiklikler (Huether SE ve McCance KL. 2004)

Ozetle; hipoksi, oksidatif fosforilasyonu etkiler ve hayati olan ATP yapimin1 engeller;
kritik noktadan sonra 6ldiiriicii olan membran zedelenmesine neden olur. Kalsiyum
hiicre 6liimiinde yapisal degisikliklerin potansiyel mediyatoriidiir (Kumar V ve ark
2000).

2.3.REPERFUZYON

Reperfiizyon; iskemiye ugrayan dokunun yeniden kanlanmaya baslamasidir. Fakat
iskemik alanin yeniden kanlanmasi 0 alanda paradoksal bir sekilde ¢cok daha 6nemli
7



bir yikima neden olur(Zimmerman BJ ve Granger DN 1992). Reperfiizyona sekonder
olusan doku hasarinda hiicrenin igine oksijen girmesiyle meydana gelen serbest
oksijen radikal (SOR) tiirevleriyle birlikte pek¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Reperfiizyon etkisine en hassas olan hiicresel yapilar; membranda bulunan lipitler,
proteinler, niikleik asit ve Deoksiriboniikleik Asit gibi molekiillerdir(Wilhelm J. 1990)
Reperfiizyon doneminde dokuda nétrofil infiltrasyonu, kompleman sisteminin
aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu, Arasidonik  Asit
metabolizmasi gibi pek ¢ok sistem serbest radikal olusumunu artirarak hasara neden
olmaktadir (Cantiirk NZ, Sayek I 2005). Bircok calisma reperfiizyon hasarmin
baglamasindan biiyiik 6l¢iide Ksantin Oksidaz bagimli siiperoksitin sorumlu oldugunu
gostermistir (Schoenberg MH, Beger HG 1993, Yildiz Y ve ark 2008). Iskemi
sirasinda Ksantin Oksidaz enziminin sentezi, etkinligi ve substratlar1 artar ve enzim
reperfiizyon sirasinda dokuda konsantrasyonu birden artan oksijeni asir1 miktarda
stiperoksit anyonuna doniistiiriir(Kayaalp O. 2005). Reperfiizyon sonrasi sitotoksik
etkiler kaskat1 baslar. Bu silsileyi baslatan en énemli faktér SOR’dur. (Ozgelik N ve
ark 1993). Reperfiizyonla dokunun kanlanmasi ve oksijenlenmesi saglanmaya galigilir.
Iskemide biriken hipoksantin dokudan uzaklastirilmaya c¢ahisilir. Oksijen dokuya
ulaginca Ksantin Oksidaz enzimi SOR olusturur. (Lewis MS ve ark 1988). SOR
Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi sayesinde Hidrojen Peroksit (H202 )ve O’ ye
cevrilir. Hidrojen Peroksit de Katalaz (KAT) enzimiyle su ve O2’ye cevrilir
(Schoenberg MH ve Beger HG 1993) (Sekil-3). SOR lipit peroksidasyonu (LP) ve
protein hasari olusturarak hiicrenin fonskiyonlarin1 bozar ve dokuda nekroz olusturur
(Ozgelik N ve ark 1993). SOR dokuya zarar verdigi gibi polimorfoniiveli l5kositlerin
(PMNL) bu dokularda birikmesine sebep olur. Notrofil ve monositler primer
lizozomal graniillerinde bir hemoprotein (HEM) enzimi olan Miyeloperoksidaz
(MPO) igerirler. Notrofiller dolasimda bulunan PMNL’lerin % 90°1dirlar.



ATP

ADP
ANIP
Ksantin Ksantin
¢ dehidrojenas oksdax
B I U
HIPOKSANTIN URIK ASIT
Oksijex Oksijen Radilkali
l Siiperoksit disnautxx
Hidrojen Perolcsit

l Katalaz=

Su - Oksijen

Sekil 3:iskemi gelistiginde ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza cevrilmesi, reperfiizyon
gerceklestiginde oksijen radikalinin olusumu (Schoenberg MH ve Beger HG 1993).

Dokuya gelen aktive PMNL’ler MPO, Elastaz, Proteaz, Kollajenaz, Laktoferrin ve
katyonik proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu enzimler dokudaki hasari

arttirirken daha fazla radikal olugsmasina neden olurlar (Otamiri T. 1989)(Sekil4).

Siiperoksit radikalleri deoksiriboniikleikasit (DNA), protein ve 6zellikle de lipidlerle
reaksiyona girerek yapilarin1 bozarlar. Lipid peroksidasyonuyla tekrar serbest
radikaller olusturup reperfiizyon hasarindaki 6nemli bir mediyator Fosfolipaz A2’yi
aktive hale getirir. (Schewe, T. 2002). Fosfolipaz A2 etkisiyle aktif hale gelen
Lisofosfolipaz, Trombosit Aktive Edici Faktér ve Arasidonik Asit ile lipid
peroksidasyonu devamli hale gelir. Lipid peroksidasyonunun gergeklesmesiyle
pentan, hidrokarbonlar, Thiobarbitutiruc Acid Reactive Substance (TBARS) veya
Malonildialdehit (MDA) olusur (Schewe, T. 2002).



OKSIJEN RADIKALI 1

Kemotaksis

v
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v
Kapillerlerde NotrofilTikaa

v < - -
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l
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Sekil 4:Serbest oksijen radikallerinin etkileri (Otamiri T. 1989)

Fosfolipaz A2 Ca*? etkisiyle aktive olarak hiicre membramndaki yag asidlerini
parcalar (Cantiirk NZ ve Sayek I 2005). Bu etkiyle Lesitin’den Lizolesitin, Sefalin’den
Lizosefalin, Fosfatidilkolin’den Lizofosfatidilkolin meydana gelir (Otamiri T. 1989).
Fosfolipaz A2 etkisiyle Arasidonik Asit mekanizmasini aktiflesir ve bu sayede
Prostaglandinlerin ve Lokotrienlerin iretimi uyarilmigs olur. Arasidonik Asit
mekanizmas1 iki ana yoldan ilerler; Lipoksijenaz ve Siklooksijenaz yolu.
Siklooksijenaz yolu ile Prostoglandinler ve Tromboksan A2 olusur. Lipooksijenaz
yolundan ise 5 — Hidroperoksi Eikoza Tetraenoik Asit (5-HPETE) olusur. 5-HPETE
ya 5-HETE’ye ya da Lokotrienlere dontisiir. Lokotrienlerden Lokotrien B4 (LTB4)
notrofiller igcin kemotaktiktir (Kumar V ve ark 2000). Prostaglandin E2(PGE2) ve
Prostoglandin F2 (PGF2) vazodilatasyona sebep olur.

2.4.INCE BARSAK iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Barsaklarin kanlanmasini saglayan arteryel yapilarin parsiyel veya tam obstriiksiyonu

sonras1 iskemi ortaya cikar, bu duruma mezenter iskemi denmektedir. Iskemik
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lezyonlar etkilenen damara bagli olarak ince barsakta veya kalin barsakta lokalize
kalabilir. Mezenter iskemilerde ana neden Aorta’daki aterom plaklardan kaynaklanan
SMA embolisidir (Kuzu MA ve ark 2000). Bu etyolojinin disinda miyokard
enfarktiisii, hiperkoagulabilite, septik sok, maligniteler, dehidratasyon, Aort cerrahisi,
batin travmalari, dehidratasyon, volvulus, barsaklara uygulanan cerrahi islemler gibi
bircok etyolojik neden de mevcuttur (Kumar V ve ark 2000). Etyolojik sebebe bagh

olmadan akut barsak iskemisinin mortalite oran1 %25-75 arasinda degismektedir.

Iskemi barsagin 6zellikle villus tabakasinda baslar (Grace PA 1994). Hafif iskemilerde
bile villus uglarinda iskemik hasar olusabilir. Yiizeyel mukoza hasari sonrasi iskemi
devam ederse transmukozal ve transmural hasarlanma gelisir. Bu etkiler igin iskeminin
ne siddette oldugu, siiresi, ne hizla gelistigi ve kollateral olusup olusmadig1 6nemlidir
(Mitsudo S ve Brandt LJ 1992). Kollateral dolasim icin birkag hafta gereklidir.
Kollateral dolasim gelismezse barsagin geri donlisimsiiz  hasar1  gorliir.
Histopatolojik degerlendirmede villuslarda yassilasma, interstisyel kanama, nekroz ve

mukozal parcalanma goriiliir.

Iskemi gelisen mukozada nétrofillerin infiltrasyonunun uyarildigi ve iskemik kaskat
denen zincir aktivasyonunun baslayip SOR’un agiga ¢ikarak doku hasarina sebep
oldugu bilinmektedir. Bu durum mukoza hiicre membranlarinin lipid ve protein
yapilarin1 hasara ugratir. Kan akimi tekrar saglandiginda, reperfiizyon hasari denilen
ve iskemik hasardan daha c¢ok zarar veren bir hasar meydana gelmektedir (Giineli E
ve ark 2007). Fazla miktardaki SOR daha ileri hasara yol agmaktadir. Schonberg ve
ark.(1984) iki saatlik ince barsak iskemisinden sonra mukozal lezyonlarin aslinda
reperfiizyon sonrasi gelistigini gosterdiler. iskemi reperfiizyon hasariyla SOR
olusturan en onemli yolak Hipoksantin-Ksantin yolagidir. Hipoksantin doku
oksijenlenmesiyle Ksantin Dehidrogenaz araciligiyla tirik aside doniisiir. Hipoksi
durumundaysa Ksantin Dehidrogenaz Ksantinoksidaza cevrilir ve reperfiizyon

gerceklestiginde oksijen radikalleri olusur.

SOR hiicre membran yapi ve biitiinligiinii bozarak lipid peroksitlerinin de etkisiyle
fosfolipaz A2 ve Arasidonik Asit mekanizmasini aktive eder. Aktivasyon sonrasi
Prostoglandinler, Tromboksanlar ve Lokotrienler permeabilitede degisiklige sebep

olarak mikro ve makro sirkiilasyonu bozarlar. Uzamis hipoksiyle enerji depolarinin
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tikenmesi prostasiklin, nitrik oksit (NO) gibi baz1 koruyucu ajanlarin iiretiminde
azalma ve endotelin, tromboksan A2 gibi ajanlarin iretiminde artmaya sebep
olur(Schoenberg MH, Beger HG 1993).

Barsak iskemisinde dikkat edilmesi gereken o6nemli bir basamak da bakteriyel
translokasyondur. Bakteriyel translokasyon intestinal yapida ve fonksiyonunda
bozukluklara bagli olarak gelismektedir. Bakteriyel translokasyonun baslamasina
sebep olan sey degisen kan akimmin yol agtig1 iskemi ve reperfiizyon hasaridir
(Necefli A ve ark 1999, Sizlan A ve ark 2009). Bununla proteolitik enzimler, bakteriler
ve endotoksinler barsak liimeninden sistemik dolasima gegerler (Ozturk C ve ark
2002).

Iskemi reperfiizyon hasar1 ozellikle Akcigerler olmak iizere uzak organlarda
yetmezlige ve olime sebep olabilir(Schoenberg MH ve ark 1984). Akcigerlerde
pulmoner hemoraji ve 6dem goériilebilir, bu durumda PMNL infiltrasyonu olur (Jun-
Lin Z ve ark 2003). Farkli dokularda manosit ve makrofaj uyarimiyla inflamatuar
sitokinlerin sentez ve salinimi1 da uyarihip Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu
(SIRS) baslar bunu baslatan esas mediatér Endotoksin’dir(Jun-Lin Z ve ark 2003),
Sizlan A ve ark 2009). IR hasar1 sonras1 endotoksinler VVena Porta ile Karacigere ve
Akcigere ulasarak Kuppfer hiicreleri ve alveolar makrofajlar1 aktive edip Tumor
Nekrozis Faktor-alfayr (TNF-a) ve IL-6 gibi sitokinlerin tiretimini arttirirlar.( Kumar
V ve ark 2000, Sizlan A ve ark 2009). ince barsak IR hasarinin bébreklere de olumsuz

etkileri mevcuttur.
2.5 SERBEST RADIKALLER

Atomlarin bir ¢ekirdegi vardir ve bu ¢ekirdegin etrafinda orbital denen yoriingelerde
ciftler halinde gezen elektronlar mevcuttur. Bir veya daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiil veya atomlar serbest radikaldir. Bu serbest radikaller pozitif, notr veya
negatif yiikli olabilirler. Yine bu radikaller organik veya inorganik halde
bulunabilirler (Halliwell B. 1994). Oksijenin rediiksiyonu ve hiicrelerin enzimatik
oksdasyonu ile siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikalinin de bazi reaksiyonlari
sonrasinda hidrojen peroksit, bunun da bazi reaksiyonlar gegirmesi sonrasinda

hidroksil radikali olusmaktadir(Erden M. 1992). Iskemi sonrasinda reperfiizyon
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gelisince dokunun kaybolan fonsiyonlarmin geri gelmesi ile birlikte serbest
radikallerin olusumunun hizlanmasi daha kétii doku hasarlarina sebep olur. Bu reaktif
oksijen radikalleri normalde antioksidan sistem sayesinde ortadan kaldirilirlar
(Slavikova H ve ark 1998 ,13).

Oksijen molekiilii bir elektron alinca siiperoksit radikali olusur ve aslinda direkt
zararli olan form bu degildir, esas onemi H»O. (Hidrojen Peroksit) olusumunu
saglamas1 ve indirgeyici olmasidir. Nitrik oksit(NO) ile birleserek Peroksinitrit
olusturur bu da NO ‘nun normal etkisini inhibe eder (Grace PA 1994). H20-
membranlardan kolayca geger, serbest radikal degildir ancak reaktif oksijen tiirleri
arasindadir ve serbest radikal biyokimyasinda onemlidir. Oz ile reaksiyona girip baska
bir serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalinin olusumuna olanak tanir ( Erden
M 1992, Akkus 1 1995). Hidrojen peroksit de Fe*? iyonu ile (Fenton Reaksiyonu) na
girerek bir hidroksil iyonu ve en giiglii oksitleyici olan hidroksil radikalini(OH)
olusturur. Oksijenin oldukea reaktif bir sekli de singlet oksijendir ve enerji kullanilarak
meydana gelir. Eslesmemis elektronu olmadigi igin serbest radikal degildir ancak
serbest radikal reaksiyonlarmin baslamasina sebep olur(Akkus I 1995, Grisham MB
ve Mc Cord JM 1986). NO damar endotel hiicreleri, makrofajlar, notrofiller ve
hepatositler tarafindan tiretilir. Diiz kasa gecip Guanilat Siklaz enziminin Hem-
demirine baglanip cGMP sentezini tetikler ve damar dilatasyonunu uyarir. NO tiyol
gruplarin1 S-nitrozilasyona sokarak protein ve reseptor fonksiyonlarini degistirir. NO
reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyon vererek Peroksinitrit olusturur bu giglii bir
oksidandir ve sonra bundan OH- radikali olusumuna olanak tanir(Aktan OA ve Yal¢in
SA 1998, Gilgun-Sherki Y ve ark 2002). Normalde endojen NO olusumu ¢ok
diisiiktiir, saglikli insanlarda plazmadaki degeri sifira yakindir. NO hemostazda ve
viicut savunma mekanizmalarinda etkisi olan bir aracidir. Organizmanin farkli
dokularinda IL-1 ve sitokinlerin benzeri islev goriir(Aktan OA ve Yalgin SA 1998).
Normalde tumoral hiicrelerin, parazitlerin, bakterilerin, mantar hiicrelerinin
oldirilmesinde gorevlidir fakat yiiksek seviyelerde bulundugunda normal hiicreler
tizerinde toksiktir. O™ iyonlar ile inaktif duruma gelir SOD enzimi ile korunur. Yani
serbest radikal tutucusu olarak gortilse de uygun ortamda Siiperoksit ile Peroksinitrit

olusturur. Tablo 1 de serbest radikaller ve diger reaktif O bilesikleri gosterilmistir.
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Tablo 1: Serbest radikaller ve diger reaktif O bilesikleri ( Halliwell B 1994)

SERBEST RADIKALLER RADIKAL OLMAYAN REAKTIF SOR ETKiSi SONUCU OLUSAN
02 BiLESIKLERI RADIKALLER
SUPEROKSID(0;) HIDROJEN PEROKSIT(H,0; KARBON MERKEZLI
RADIKALLER
HIDROKSIL(OH") SINGLET OKSIJEN(*0,)
PEROKSIL/KARBOKSIL
HIDROPEROKSIL(HO2*) HIPOKLOROZ ASIT(HOCI)
ALKOKSIL
NIiTRiK OKSID(NO) PEROKSINITRIT(ONOO")

THIYL RADIKALLER
AZOT DIOKSIiD(NO,") OZON(05)

LIPIT HIDROPEROKSIT(LOOH)

2.6 iR HASARINDA KORUYUCU MEKANIZMALAR-ANTIOKSIDANLAR

Viicutta normal metabolik aktiviteler devam ederken serbest radikaller siirekli olusur
ve bunlar endojen antioksidanlar tarafindan etkisizlestirilirler. Oksidan molekiiller
belirli bir seviyede bulundugu siirece savunma mekanizmasi olarak gorev yaparlar.
Belirli diizeyin tizerine ¢iktiklari zaman ise veya antioksidan mekanizma yetersiz
kaldiginda serbest radikal molekiilleri lipit, protein, karbonhidrat, niikleik asit ve

enzimleri bozarak zarar vermeye baslarlar(Akgiir FM ve ark 1996).

Serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi1 6zellikle enzimatik mekanizmalar ile olur.
Oksijen radikalleri ve Hidrojen Peroksiti temizleyen o6zel enzimler antioksidan
mekanizmalar1 olusturur. Siiperoksit Dismutaz(SOD), Katalaz(KAT) ve Glutatyon
Peroksidaz(GPx) endojen antioksidan mekanizma enzimleridir(Gilgun-Sherki Y ve
ark 2002)

SOD serbest radikallere kars1 ilk savunmay1 gerceklestirir. Oz radikalini metabolize
edip hidroksil radikalinin olusumunu engeller. O radikalini hidrojen peroksite ve
molekiiler Oz ye cevirir. Su olan ortamda hizli bir sekilde dismutasyonla Oz ve H>O>
olusturur. Oksidatif stres artinca ve dokuda oksijen basinci artinca SOD enzim
aktivasyonu artar. H>O. ¢ok daha reaktif olan OH" radikali olusturabilir, buna karsi

KAT ve GPx enzimleri koruma saglar.
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Katalaz tiim hiicrelerde bulunur ve igerisinde bir hemoprotein vardir. H2O2 ‘nin hizla
olustugu ortamlarda iki adet H>O ‘yi suya doniistiirerek ortamdan ayirir(Shah PC ve
ark 1999).

Glutatyon Peroksidaz; serbest radikallerin detoksifiye edilmesini saglayan ve lipit
peroksidasyonunu onleyen en 6enmli mekanizmadir. Hiicre igi Glutatyon olarak
bulunan en gii¢li tiyol bilesigi Glutatyon Peroksidaz’dir. GPx H20- yi Glutatyon ile
ayrrarak suya dontstiirir Glutatyon da okside Glutatyon’a doniisiir. Bu enzim
aktivasyonu igin sitoplazmik bir enzim olan Selenyum gereklidir. Okside
Glutatyon’un indirgenmis Glutatyon’a doniismesi icin gerekli NADPH 1 Glutatyon
Rediiktaz(GR) saglar.

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz ise siiperoksidi detoksifiye eder ve sonugta enerji
tiretimi olur siiperoksit tiretimi bu enzim kapasitesini asip detoksifiye edilemeyince

diger antioksidan mekanizmalar devreye girer(Gilgun-Sherki Y ve ark 2002).

Bunlarin disinda enzim formunda olmayan antioksidanlar da mevcuttur ; a-Tokoferol
ve B-karoten gibi lipit fazda bulunanlar ve Askorbik Asit, Sistein, Urat, Seruloplazmin,
Transferin, Myoglobin, Laktoferrin, Hemoglobin, Ferritin, Metionin, Bilirubin,

Albiimin, Glutatyon gibi s1v1 fazda olanlar mevcuttur.
2.7 ILOPROST

Tloprost stabil bir PGI2 analogudur ve PGI2’ye ¢ok yakin farmakokinetik dzellikler
gostermektedir. iloprostun PGI2’den farkli olan yapisal 6zelligi onaltinci karbon
atomunda metil grubunun olmasi, 18/19 pozisyonlarinda ti¢lii bag olmasi ve enol
oksijenin yerinde methene grubunun bulunmasidir (Grant SM ve ark 1992). Iskemi-
reperfiizyon hasarinda énemli oldugu diisiiniilen vazoaktif fonksiyonlart mevcuttur.
Daha once yapilan demostratif caligmalarda farkli organlarda iskemi reperfiizyon
hasarinda koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (E. Schillinger ve ark 1987- Lance DD
ve Brenner BM 1996). Yarilanma omrii yaklasik 20-30 dakikadir. Oda 1sisinda
stabildir ve 1siktan etkilenmemektedir. lloprostun metabolitleri ile birlikte total klirensi
20-24 ml/dk/kg’dir, yani iloprost belirgin olarak ekstrahepatik bir biyoformasyonua
sahiptir (Krause W ve Krais T 1986). Iloprost vazodilatasyon yapar, 16kosit

aktivasyonunu ve adhezyonunu inhibe eder (Iokosit/damar duvari etkilesimini inhibe
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eder) bununla birlikte trombosit agregasyonunu ve aktivasyonunu saglar ve ayrica
aktive olan trombositlerden Serotonin ve Tromboksan salinimini inhibe eder (Belch
JJ. 1987, Stiirzebecher CS 1987). Endotelyal hiicre gegirgenligini azaltir, TNF-a y1
inhibe eder, Lokotrienlerin ve “Endothelium-derived Constricting Factor” in (EDCF)
vazospastik etkilerini inhibe eder(Dormandy J. 1989). iloprost periferik vaskiiler
hastaliklarda, kronik gogiis iskemik agrisinda kullanilmaktadir. Vaskuler dokularda
NO Sentaz’1 arttirarak etki eder(Misirlioglu G ve ark 2015).

Iloprost tek basina veya kombinasyonlar seklinde kemirgenler iizerinde iskelet kasi
iskemi-reperfiizyonu modelinde faydali etkileri oldugu gosterilmistir (Aver T ve ark
2014). Iloprost iskemi-reperfiizyona bagli kas ve uzak organ hasarmmi azaltir(E.
Schillinger ve ark 1987- Lance DD ve Brenner BM 1996).

Sekil 5:iloprost molekiiler yapisi(40)

2.8 N-ASETILSISTEIN(NAC)

N-Asetilsistein intraselliiler glutatyon (GSH) prekiirsoriidiir ve Karacigerde Glutatyon
S-Transferaz aktivitesini arttirir. Bu aktivite ajanin anti-oksidan, antikarsinojenik ve
anti-mutajenik etkilerinin temelidir. NAC’in  bakteriyel test sistemleri tizerindeki
antimutajenik etkisi gosterilmistir (Slusser SO 1990). Bu ajanin mukolitik ve anti-
oksidan etkileri uzun siiredir bilinmektedir. Asetominofen zehirlenmesi sonrasi
karaciger hasarinin ve radyografik kontrast maddelerinin triner sistem {izerindeki
zararl etkisinin o6nlenmesi amaciyla uzun siiredir kullanilmaktadir (Congreave 1A
1997, Tepel M. ve ark 2006). Yapilmis olan klinik ¢aligmalarda son derece giivenilir
bir ilag oldugu gosterilmistir (Bailey B ve McGuigan MA 1998). Non-enzimatik
endojen antioksidanlarin 6nemlilerinden biri GSH’dir (Avi A, ve ark 2001). NAC’in
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SOR tarafindan olusturulan doku hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini
GSH diizeyini arttirarak, direkt ortadan kaldiran etki gostererek veya stabil nitrozotil
tirevleri olusturarak gerceklestigi bildirilmektedir (Conesa LE ve ark 2001,
Abbasoglu SD ve ark 2004).

Bu etkilerinden dolayt NAC’1n da tek basina veya kombinasyonlar seklinde ratlar
tizerinde kalp veya karacigerde iskemi-reperfiizyon modeli ¢alismalarinda faydali
etkileri oldugu gosterilmistir (Abbasoglu SD ve ark 2004- Bartekova M ve ark 2017).

OH

N
o H

Sekil 6: N-Asetilsistein molekiiler yapisi

2.9.TIiYOL/DISULFIiT DENGESI

Tiyoller(-SH) karbon atomuna bagl siilfiir ve hidrojen atomundan olusan stlfidril
grubu iceren merkaptanlar olarak bilinen organik bilesiklerdir(Sen CK ve Packer L
2000). Plazma tiyollerinin esas kismini albiimin ve proteinler olusturur. Bununla
birlikte Sistein, Sisteinglisin, Glutatyon, Homosistein ve y-glutamilsistein tiyolleri de
bulunmaktadir(Turell L ve ark 2013). Bunlar oksidanlar tarafindan okside edilirken
tiyol gruplari oksitlenerek reversible disiilfit baglarina doniisiirler (Cremers CM ve
Jakob U 2013). Bu doniisiim radikaller ile protein oksidasyonunun en erken
belirtisidir. Disiilfit bagi1 SS-bagi1 ya da distlfit kopriisii diye adlandirilan kovalent
baglardir. Disiilfit baglar: tekrar tiyol gruplarina rediikte olabilirler ve buna tiyol-
distilfit dengesi denir(Jones DP ve Liang Y 2009). Tiyol disiilfit dengesinin protein
yapilarinin stabilizasyonu ve fonksiyonlarmin diizenlenmesi, enzim fonksiyonlarinin
regiilasyonu, antioksidan mekanizma, detoksifikasyon, apoptozis, tasiyicilarin
calismasi, Na-K kanali ¢alisma mekanizmasi, transkripsiyon gibi birgok mekanizmada
rolii vardir (Biswas S ve ark 2005, Circu ML ve AwTY 2010). Tiyol disiilfit
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dengesinin etkili oldugu ve anormal tiyol/disiilfiit dengelerinin gosterildigi birgok
hastalik mevcuttur. Bunlardan bazilari; Diyabet, Kardiovaskuler hastaliklar, kanser,
Romatoid Artrit, kronik bobrek hastaligi, AIDS, Alzheimer, Multiple Sklerozis,
Friedreich Ataksisi, ve bazi karaciger hastaliklaridir (Erel.O ve Neselioglu.S 2014).
Gliniimiize kadar dinamik plazma tiyol/disiilfit dengesini kolorimetrik olarak 6lgen bir
yontem yoktur (Winther JR, 2014). Tiyol disiilfit dengesinin degerlendirilmesi
acisindan 1979 da Ellman’in -SH gruplarini DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoik asit)
kullanarak olgen bir yontem gelistirmesinin disinda bu alanda kayda deger bir
kolorimetrik Glgtim yontemi gelistirilememistir. Erel & Neselioglu’nun gelistirdigi
yeni yontemle her iki degisken diizeyi de ayr1 ayr1 ve toplamsal olarak 6lgiilebilmekte
ve hem bireysel hem de biitiinsel olarak degerlendirilebilmektedir. Bu 6lgtim yontemi;
Native Tiyol [-SH], Dinamik Disiilfid [-S-S-], toplam Tiyol [(-SH)+(-S-S-)]
diizeylerinin saptanmasina Ve dinamik Tiyol/Disiilfit “-SH/-S-S” homeostazisinin

degerlendirilmesine imkan saglar (Erel.O ve Neselioglu.S 2014).

protein protein

) ) ol
reduced  HS S oxidized 4’ v }\ \
(free thiol) | (disulfide) \/

HSW S

ﬁ ﬁ)sli Oxidation jﬁ_
ey Reduction

protein protein

Sekil 7: Tiyol ve Disiilfidlerin Oksidasyon ve Rediiksiyonlar: (Eryilmaz, O. ve ark 2016)
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3.GEREC VE YONTEM

Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 05/09/2018 tarih
ve 24 sayili Karar ile etik kurul uygunluk onayr alinmistir. Sakarya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig1 tarafindan 2019-7-25-136 kod numarast ile

desteklenmeye uygun bulunmustur.
3.1 DENEK HAYVAN SECIMIi

Agirliklart 250-350 gram arasinda degisen 30 adet karigik cinsiyette Sprague Dowley
rat her birinde 6’sar denek olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Ratlar arastirma baslangicina
kadar 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik ortamda, sirkadiyen ritmde barindirilarak
ortama adaptasyonlar1 saglandi. Deneklere 1sik ve sicakligi standardize edilmis
ortamda bakildi. Standart sican gidas: (pellet yemi) ve su alan hayvanlara su ve yem

kisitlamas1 uygulanmadi.
3.2 ANESTEZI UYGULAMASI ve CERRAHI ISLEM

Anestezi verilmeden 6nce agirliklari 6lgiilen ratlarin batin 6n yiizii cerrahi insizyondan
once makine ile tiras edildi(Resim 1). Tim ratlara 50 mg/kg Ketamin (Ketasol %10
enjeksiyonluk ¢ozelti (Richterpharma ag, Wels, Austria) intraperitoneal, 10 mg/kg
Ksilazin (Xylazinbio %2, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) intraperitoneal uygulanarak
anestezileri saglandi. Is1 kaybinin engellenmesi ve hipotermiden kaginilmasi amaciyla
isitict masa kullanildi. Anestezi idamesi aralikli olarak intraperitoneal Ketamin

enjeksiyonu ile saglandi.
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Resim 1:Ratlarin traslanmasi ve kuyruktan isaretlenmesi

3.3 DENEK HAYVAN GRUPLARI

Agirliklart 250-300 gram arasinda degisen 30 adet karigik cinsiyette Sprague Dowley
rat her birinde 6’sar denek olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

Grup I (Sham grubu ): Ketamin ksilazin verilerek batin tras1 yapildiktan sonra povidon

iyodiir ile boyanan ratlarda median kesi ( Resim 2) laparotomi yapildi ve iskemi
reperfiizyon uygulanmadi. Sakrifiye edildiler barsak rezeksiyonu ve portal venden kan

alindi.

Grup 1l (kontrol grubu): Ketamin ksilazin verilerek supin pozisyonda batin trasi

yapilip povidon iyodiir ile boyanan ratlarda median insizyon ile batina girildi ve
KMA diseke edilip klemp yardimiyla iskemi gergeklestirildi (Resim 3). Insizyon cilt
stapleri ile kapatilip 45 dakika iskemide birakildiktan sonra tekrar batina girilerek
klemp agild1 ve cilt tekrar cilt stapleri ile kapatilarak(Resim 4)ince barsaklar 120
dakika reperfiizyona birakildi. 120 dakikanin sonunda batina tekrar girilerek denekler

sakrifiye edildiler. ileum rezeksiyonu yapildi ve portal venden kan alind.

Grup 1l (IR+IL grubu): Ketamin ksilazin verilerek supin pozisyonda batin trasi

yapilip povidon iyodiir ile boyanan ratlarda median insizyon ile batina girildi ve
KMA diseke edilip klemp yardimiyla iskemi gerceklestirildi. Insizyon cilt stapleri ile

kapatildi. Reperfiizyondan yarim saat énce 2mcg/kg iloprost IP olarak verildi ve 45
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dakikalik iskemi siiresi tamamlaninca batin agildi ve Kklemp agilarak reperfiizyon
saglandi, insizyon cilt stapleri ile kapatiip 120 dakika ince barsak reperfiizyonu
yapildi ve 120 dakika sonra batin tekrar agilarak denekler sakrifiye edilip ileum

rezeksiyonu yapild: ve portal venden kan alindi.

Grup IV (IIR+NAC grubu): Ketamin ksilazin verilerek supin pozisyonda batin trasi

yapilip povidon iyodiir ile boyanan ratlarda median insizyon ile batina girildi ve KMA
diseke edilip klemp yardimiyla iskemi gergeklestirildi. Insizyon cilt stapleri ile
kapatildi. Reperfiizyondan yarim saat énce Asetilsistein 300 mg/kg 1.P. olarak verildi
ve 45 dakikalik iskemi siiresi tamamlaninca batin agildi. Klemp agilarak reperfiizyon
saglandi, insizyon cilt stapleri ile kapatilip 120 dakika inve barsak reperfiizyonu
yapildi1 ve 120 dakika sonra batin tekrar agilarak denekler sakrifiye edilip ileum

rezeksiyonu yapildi ve portal venden kan alindi.

Grup V (IIR+NAC+L grubu): Ketamin ksilazin verilerek supin pozisyonda batin trasi

yapilip povidon iyodiir ile boyanan ratlarda median insizyon ile batina girildi ve KMA
diseke edilip klemp yardimiyla iskemi gergeklestirildi. Insizyon cilt stapleri ile
kapatildi. Reperfiizyondan yarim saat nce 2mcg/kg Iloprost I.P ve Asetilsistein 300
mg/kg 1.P olarak verildi ve 45 dakikalik iskemi siiresi tamamlaninca batin acildi.
Klemp agilarak reperfiizyon saglandi, insizyon cilt stapleri ile kapatilip 120 dakika
ince barsak reperfiizyonu yapildi ve 120 dakika sonra batin tekrar agilarak denekler

sakrifiye edilip ileum rezeksiyonu yapildi ve portal venden kan alindi.
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Resim2:Batin orta hat acilmasi

Resim 3:Kranial mesenter arterin klemplenmesi
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Resim 4:KMA klemplendikten sonra ve reperfiizyon sirasinda cerrahi alan stapler ile
kapatilmasi

3.4 ORNEKLERIN ALINMASI

Caligma ilact uygulamas bittikten sonra anestezi altindaki ratlardan terminal ileumun
distalinden proksimale dogru 5 cm ileum ¢ikartildi. Cikartilan ileum dokusu
histopatolojik inceleme igin %10’luk tamponlu formaldehit icerisinde saklandi.
Alinan kan numuneleri sar1 kapakli jelli (biyokimya) tiiplerine alindi. Pihtilagsma siiresi
beklendikten sonra (30’), sogutmali santrifiij islemine tabi tutuldu (4000rpm 10
dakika). Elde edilen serumlar -80°’C de kapakli eppondorf (1solab centrifuge tubes 2.0
ml, flat cap-without skirt) tiiplerde ¢calisma giiniine kadar saklandi.
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3.5 HISTOPATOLOJiIK DEGERLENDIRME

Histopatolojik inceleme igin ayrilan dokular %10’luk formaldehit icerisinde fikse
edildi. Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD (Anabilim Dal1)’ye gonderildi.
Piyesler 24 saat %10’luk Formalin soliisyonunda tespit icin bekletildi. Tespit
yapildiktan sonra her bir rezeksiyon materyalinden 1 cm kesit alinip kurutma kagidina
yatirilarak doku takibine alindi. Rutin doku islemlerinden gegirildikten sonra parafine
gomiildii. Parafin bloklardan bes mikron kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen
Eozin(H&E) ile boyandi. Tim preparatlar ¢alisma gruplarinin dizayni kendisine
bildirilmemis olan ayni patoloji uzmani tarafindan, Chiu ve ark (1970) tarafindan
yapilan Chiu Skorlamasi’na uygun olarak 1sik mikroskobunda (Nicon Eclipse-Ni Y-
THPL made in japan) incelendi. Tablo 2°de bu siniflama gosterilmistir. Goriintiiler
yiiksek ¢ozliniirliige sahip kamera yardimiyla bilgisayara aktarildi. Biitiin incelenecek

olan kesitler dijital olarak fotograflandi.

Tablo 2: Chiu Skorlamasi

EVRE BULGU

0 Normal mukozal villus

1 Kapiller konjesyonla birlikte villus ist ucunda subepiteliyal ayrilmalar

2 Subepiteliyal ayrilmalarin mukoza epitelini yukar1 dogru ittigi orta yogunluktaki goriiniim
3 Subepiteliyal ayrilmalarin biiyiik oranda gézlenmesi, villus boyunca mukozal epitelin yogun

olarak yukar1 dogru itildigi villus uglarinda deformasyonlar

4 Dilate kapillerlerle birlikte lamina propriyaya dek ulagan villus deformasyonu

5 Lamina propriann iilserasyonu, biitiinliigiiniin bozulmasi ve hemoraji

3.6 BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

3.6.1. Tiyoldisiilfit Dengesi Ol¢iimleri

Serumlardaki Total Tiyol (umol/L) ve Native Tiyol (umol/L) 6l¢iimleri yapilarak,

tiyollerin biitiinciil ol¢iimleri yapildi ve buradan hareketle bir oksidatif marker olan
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Tiyol/Disiilfid (DS) dengesi tespit edildi. Sar1 kapakli jelli tiiplere alinan numuneler
soguk zincire uyularak transfer edilip, 30 dakika bekletildikten sonra santrifiij islemine
tabi tutuldu (sogutmali, 4000rpm 10 dakika). Rel Assay Diagnostics marka Kitlerde
arastirma test parametreleri ¢alisildi. Total Tiyol(TT) ve Native Tiyol(NT) Sakarya
Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda,
tam otomatik otoanalizérde (Beckman Coulter, chemistry analyser AU 680, serial
number: 2016024580, MishIMA K.K, Made in Japan) ¢alisildi. Buradan yola ¢ikilarak
Total Tiyol, Native Tiyol, disulfit (umol /L) seviyeleri; disiilfit/native tiyol,
disiilfit/total tiyol, native tiyol/total tiyol oranlarina ve oksidasyon rediiksiyon

oranlarina ulagildi.

3.7 ISTATIKSEL DEGERLENDIRME

Calisma 30 deney hayvani iizerinden gergeklestirilmistir. Veriler IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Science) Statistics 22 (2013) programina aktarilarak
yapilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken sayisal degiskenler i¢in tanimlayict
istatistikler (ortalama, standart sapma) verilmistir. Ikiden fazla gruba sahip kategorik
degiskenler arasindaki farkin incelenmesinde “tek yonlii varyans analizi” (ANOVA)
ile test edilmistir. Analiz sonucunda 6ncelikle varyans homojenligi i¢in Levene testi
yapildi , ardindan farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigi “coklu
karsilagtirma testi” (Tukey ya da Tamhane’s T2) ile kontrol edildi. Varyans
homojenligini saglayan degiskenlerde gruplar arasindaki fark incelemesi i¢in Tukey,
varyans homojenligini saglamayan degiskenlerde gruplar arasinda fark incelemesi igin
Tambhane’s T2 testine bakild:. Iki sayisal degisken arasindaki iliskinin incelenmesinde
ise pearson korelasyon analizinden yararlanildi ve sonuglar tablolar halinde

verilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Calismaya dahil edilmis olan tiim denekler ¢alismay1 tamamladi. Gruplarin Chiu
skorlar1  karsilastinldiginda;  Sham  grubu  skorlarmin  1IR(3.16+1.16),
[IR+IL(3.50+0.54), IIR+NAC(2.50+0.83), IIR+NAC+HIL(2.66+1.03) skorlarina gore
belirgin diisiik ve istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0.012 p=0.000,
p=0.007, p=0.014) IIR skorlarmm IIR+IL e gore diisiik IIR+NAC ve [IR+NAC+IL
gruplarina gore yiiksek oldugu belirlenmistir ancak bu istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir(p>0.05). Sonuglar Tablo 3 ve sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo 3: Rat gruplarindaki denek ince barsak patolojilerinin Chiu Skoru’na gore dagilim

EVRE EVRE EVRE EVRE EVRE EVRE

GRUPLAR 0 1 2 3 4 5 TOPLAM ORTALAMA SS
SHAM 6 6 ,0000 ,00000
iR 2 2 1 1 6 3,1667 1,16905
IIR+IL 3 3 6 3,5000 54772
IIR+NAC 1 1 4 6 2,5000 ,83666
IIR+NAC+HIL 1 1 3 1 6 2,6667 1,03280
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CHiU SKORU

Sekil 8:ince barsak dokusunun Chiu Skoru ile histopatolojik degerlendirilmesi

*Sham grubu ile IiR, IIR+IL, IIR+NAC ve [IR+NAC+IL gruplari karsilastirildiginda (p<0.05)
** Diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir(p>0.05)

Sham grubundaki deneklerin ince barsak kesitlerinin mikroskobik incelenmesi
sonucu, biitiin deneklerde doku biitiinligii normal bulundu, lamina propriyada
morfolojik degisiklikler yoktu, ayrica iilserasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
kapiller permeabilite artis1 ve hemorajiye rastlanmadi(Resim 5).

Resim 5: Sham grubu mikroskobik gériintiileri(Evre 0).

Normal ince barsak mukozasi.(E) epitel tabakasini, (=) goblet hicresini, (S)
submukoza tabakasini, (T) tunika muskularisi gostermektedir. H&E boyama.
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[iR grubunda iki denekte Evre 2 (Resim 6), iki denekte Evre 3, bir denekte Evre 4, bir
denekte de Evre 5 patoloji sonucu oldugu goriildii. Subepiteliyal ayrilmalar orta ve
biiyiik oranda gozlendi (Evre 2,3), villus boyunca mukozal epitelin yogun olarak
yukar1 dogru itildigi villus uglarinda deformasyonlar goriildii(Evre 3)(Resim 7). Dilate
kapillerlerle birlikte lamina propriyaya dek ulasan ve bir denekte lamina
propriadabiitiinliigiin bozulmast ile birlikte goriilen villus deformasyonu goriildii(evre
4-5).

Resim 6: Chiu skoru Evre 2 mikroskopik gériintii. Subepitelyal ayrilmalar. Villus
deformasyonu mevcut degil. H&E boyama.

Resim 7:Chiu skoru Evre 3 patoloji goriintiisii. Villuslarda deformasyonlar(<), submukoza(s).
Subepitelyal ayrilmalar H&E boyama.
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[IR+IL grubunda ise sadece Evre 3 ve 4 (Resim 8) patolojilere rastlandi. iloprost
verilen bu grupta Chiu skor ortalamas: sadece IR yapilan gruba gére daha yiiksek
olmakla beraber istatiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05).

Resim 8:IiR+IL grubundaki Chiu skoru Evre 4 denekler. Lamina propriaya dek ulasan villus
deformasyonu(— ile gésterilen alanlar). Derin subepitelyal ayrilmalar. Submukoza(yildizla

gosterilen alanlar)

[IR+NAC grubundaki deneklerde Evre 1(Resim 9), 2 ve 3 seklinde histopatolojik
sonuglar mevcut, IIR+NAC grubunun Chiu Skoru ortalamas1 sadece [iR grubuna ve
[IR+IL grubuna gére daha diisiik, ancak bu gruplar arasinda istatiksel anlamli farklilik
saptanmadi(p>0.05).
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Resim 9:IIR+NAC grubundaki Chiu skoru Evre 1 denek. Villus iist ucunda subepitelyal
ayrilmalar mevcut. H&E boyama.

[IR+NACHIL grubunda,iIR+NAC grubundan farkli olarak bir ratin histopatolojik
degerlendirmesinde Evre 4 idi. Bu sebeple grup ortalamasi {IR ve IIR+IL gruplarmna
gore diisiik, IIR+NAC grubuna gore yiiksektir ve bu degerler istatiksel olarak anlamli
farklilik icermemektedir (p>0.05). IIR+NAC+IL grubunun ortalamas1 Sham grubuna
gore anlamli olarak yiiksektir(p<0.05).

4.2 TIYOL DiSULFIT HOMEOSTAZISI BULGULARI

Deneysel ¢alismamizdan elde edilen Tiyol/Disiilfit dengesi biyokimyasal sonuglar1 p

degerleri ile birlikte Tablo 4 'te verilmistir.
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Tablo 4:Tiyol/Disiilfit Hemostazi él¢iimleri bakimindan gruplar arasindaki farkhihigin incelenmesi

GRUPLAR Sham IR [iR+IL IIR+NAC [TR+NAC-HL p
BELIRTECLER ort. S.S. ort. S.S. ort. S.S. ort. S.S. ort. S.S.
Total Tiyol(TT) 205,000 52,35647 142,500 34,08665 194,333 67,21210 567,00 143,9277 390,0 91,34769
0 6
,000
Native Tiyol(NT) 118,1667  53,34573 77,8333 31,85854 146,8333 63,13293 469,00 164,1292 289,3333 83,08470 000
00 2 ,
Disiilfit(DS) 43,4167 6,25633 32,3333 8,26841 23,7500 4,46934 49,000 12,89186 50,3333 9,04802 000
O L
DS/ITT 22,2449 5,80393 23,1603 5,42179 13,2255 4,36501  9,7009 5,35940 13,2451 2,35838 000
DS/INT 43,2570 18,39852 47,1421 24,30145 18,8623 8,95626 13,099 9,64806 18,2421  4,19056 ,001
1
NT/TT 55,5102 11,60786 53,6795 10,84358 73,5489 8,73003 80,598 10,71879 73,5097  4,71675 000
3 L
Rediikte Tiyol Oram 55,5167 11,58886 53,7000 10,83753 73,5500 8,75506 80,600 10,73182 73,5333  4,71876 000
0 L
Okside Tiyol Oram 22,2333 5,81435 23,1833 5,43338 13,2167 436917  9,7167 5,36150 13,2667  2,36107 000
Tiyol Oksidasyon 280,4500  143,20245 251,0167 102,30494 624,1167 258,8228 1076,2 565,8943 579,0167 162,8973
Rediiksiyon Orani 5 667 0 3 ,000
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Yapilan ONE WAY ANOVA testi sonucunda gruplar arasinda Total Tiyol, Native
Tiyol, Disiilfit(DS), NT/TT orani Disiilfit/TT orani, Disiilfit/NT oran1, Rediikte Tiyol
Orani, Okside Tiyol Orami ve Tiyol oksidasyon rediiksiyon oranlart anlamli
bulunmustur(p<0,05). Hangi gruplar arasinda anlaml1 farklilik olustugunu bulmak igin
oncelikle Levene testi yapilip homojen olan ve olmayan gruplar bulunarak homojen
gruplara Tukey Testi, homojen olmayan gruplara ise Tamhane T2 testi yapilmis

burdan elde edilen sonuglar ayri ayr1 verilmistir.

800,004
600,00

400,004

I

sH:m i |ﬁ'.|_ mml\mc IR‘N,IQ-:‘.I_
GRUPLAR

O -

Sekil 9: Total Tiyol Degerleri

Total Tiyol degerleri; 1IR(142,50+34,08) ve IIR+iL(194,33+67,21) gruplarinda
Sham(205,00+52,35) grubuna gore disiik bulunmus ancak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05). * [IR+NAC(567,00+143,92) ve IIR+NAC+IL(390,0+91,34)
gruplarinda diger gruplara oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
**#][R+NAC grubunun degerleri I[IR+IL ve IIR+NAC+IL grubuna gére anlaml olarak
yiiksek bulunmustur(p<0,05).
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Sekil 10: Native Tiyol Degerleri

Native Tiyol oranlari; TT ile benzer sekilde IiR(77,83+31,85) ve
[IR+1L(146,83+63,13) gruplarinda Sham(118,16+53,34) grubuna gore diisiik
bulunmus ancak istatiksel anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05). *IIR+NAC
(469,00164,12) ve IIR+NAC+IL(289,33+83,08) gruplarinda Sham(118,16+53,34) ve
[iR(77,83+31,85) gruplarma gére anlaml olarak yiiksek bulunmustur(p<0,05), ayrica
**[[R+IL grubu IIR+NAC grubuna gére anlaml olarak diisiik bulunmustur(p>0,05) .

60,00

.
10
[+]
40,00
e

L

DISULFIT

T T T T T
SHAM iR Rl IReHAC iReNACHL
GRUPLAR

Sekil 11: Disiilfit Degerleri
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Disiilfit degerleri; Sham (43,41+6,25), IIR+NAC(49,00+12,89) ve IIR+NAC+IL
(50,33+9,04) gruplarinda {IR+IL(23,74+4.46) grubuna gore anlamli olarak
yiiksektir(p<0,05), 1IR(32,33+8,26) grubuna gore de yiikseklik mevcut ancak bu
yiikseklik anlamli farklilik icermemektedir. [IR+NAC+IL grubunun Disiilfit degerleri

[IR grubuna gére anlamli olarak yiiksektir.

aaaaa

100,00

Mean

liFr+iL liR+MAC liR-+raC+L

GRUPLAR

Sekil 12: Rediikte Tiyol Oranlari ve NT/TT oranlari

Rediikte tiyol orani; IIR+IL (73,55+8,75), IIR+NAC (80,60+10,73), IIR+NAC+L
(73,53+4,71) gruplarinda Sham(55,51+11,58) ve IiR(53,70+10,83) gruplarina oranla
anlaml olarak yiiksek bulunmustur(p<0,05). IIR+NAC grubunda IIR+NAC+IL ve

[IR+IL gruplarina gére daha yiiksek orana sahiptir ancak burada istatiksel anlamli

farklilik saptanmamistir(p>0.05).

NT/TT oram [IR+HL (73,5448,73), IIR+NAC (80,59+10,71), [IR+NAC+L
(73,50+4,71) gruplarinda Sham(55,51+11,60) ve TiR(53,67+10,84) gruplarina oranla
anlamli olarak yiiksek bulunmustur(p<0,05) , IIR+NAC grubunda I[IR+NAC+L ve
[IR+IL gruplarina gore daha yiiksektir ancak burada istatiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamistir(p>0.05).
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Sekil 13: Okside Tiyol Oranlar1’, DS/NT Oranlar1™, DS/TT™ Oranlan

*Qkside tiyol oranlari, **DS/NT oranlar1, ***DS/TT oranlar1 {IR+IL, [IR+AS ve
[IR+AS+IL gruplarindada sham ve IiR gruplarma gére diisiiktiir ve anlamli farklilik
vardir(p<0,05)

Okside Tiyol orani; IIR+IL (13,21£4,36), IIR+NAC (971+5,36), IIR+NAC+IL
(13,26+2,36) gruplarinda Sham(22,23+5,81) ve 1IR(23,18+5,43) gruplarma oranla
anlamli olarak diisiik bulunmustur(p<0,05), IIR+NAC grubunda +iIR+NAC+IL ve
[IR+IL gruplarmma gore daha diisiik orana sahiptir ancak burada istatiksel anlaml

farklilik saptanmamustir(p>0.05).

DS/NTorant; [IRNAC (13,09+9,64), [iR+IL (18,86+8,95) ve [IR+NACHL
(18,24+18,24+4,19) gruplarinda IR (47,14+24,3) grubuna gére anlaml olarak diisiik
bulunmustur(p<0,05), [IR+NAC grubunun sonuglar1 Sham grubuna gére anlamli
olarak yiiksektir. [IR+NAC grubunda [IR+NAC+IL ve IIR+IL gruplarma gore diisiik

bulunmustur ancak istatiksel anlaml farklilik saptanmamistir(p>0,05)

DS/TT orani; IIR+IL(13,22+4,36), IIR+NAC(9,70+5,35), IIR+NAC+IL(13,24+2,35)
gruplarinda Sham(22,24+5,80) ve 1IR(23,16+5,42) gruplarma oranla anlaml olarak
diisiik bulunmustur(p<0,05), [IR+NAC grubunda IIR+NAC+IL ve IiR+IL gruplarina
gore daha diisiiktiir ancak istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir(p>0.05).
Tiyol oksidasyon rediiksiyon orani; IIR+NAC-+IL(579,01+£162,89) grubunda IiR
(251,01£102,30) grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur(p<0,05), IIR
grubuyla karsilastirildiginda diger gruplarda oran daha yiiksek olmakla beraber

istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir(p>0,05).
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5.TARTISMA

Hayvan galismalarinda 3 saatlik iskemi sonrasinda yeniden perfiizyonun saglandigi
durumlarda olusan doku hasarinin, sonrasinda yeniden perfiizyonun olmadig1 4 saatlik
sadece iskemik hasardan daha fazla oldugu gosterilmistir (Czyrko C ve ark 1991). Bu
bilgiler 1s131nda IiR hasarmin etkilerini arastirmak amaciyla gelistirilen hayvan deney
modellerinde farkli iskemi-reperfiizyon siireleri uygulanmis ve olusan hasarin derecesi
arastirtlmistir. Mallick ve ark (2005) ratlar tizerinde 30 dk iskemi sonras1 120 dk
reperfiizyon modelini, Arruda ve ark. (2006) ise vyine ratlar {izerinde 45 dk iskemi
sonrast 120 dk reperfiizyon siirelerini kullanmislardir. Caligmamizda literatiirde daha
stk kullanildig1 belirtilmis olan 45 dk iskemi sonras1 120 dk reperfiizyon modelini
kullandik.

Iskemi reperfiizyon hasarmi azaltmak ve organ yetmezliklerini engellemek amaciyla
literatiirde tarif edilmis cesitli yontemler bulunmaktadir (Eris O ve ark 2009).
Iloprost’un iskemik kas-iskelet sistemi hasarinda, kalp hastaliklarinda, akciger
hastaliklarinda ve iskemi reperflizyon iligkili spinal kord hasar1 varliginda koruyucu
etkisi oldugu literatiirde ¢esitli ¢alismalarda gosterilmis (A. Caliskan ve ark 2014, M.
Sacar ve ark 2005, O. Koksel ve ark 2005, S. F. Katircioglu ver ark 1996, ‘1. Tekin
ve ark 2009, B. N. Aytacoglu ve ark 2006, N. Yakut ve ark 2008, A. V. Ozcan ve ark
1994) olmasina ragmen intestinal sistemde kullanimi ile ilgili ¢alisma sayis1 oldukca
azdir (Abakay U ve ark 2018, Yegen C ve ark 1994) ve bu ¢alismalarda da dogrudan
[IR hasar1 nadiren degerlendirilmistir (Yilmaz Y VE Tumkaya L 2019, Cevirme D. ve
ark 2018). Abakay U. ve ark.(2018) 1IR’ye bagl akciger hasarin1 degerlendirmek igin
yaptiklari galismalarinda Iloprost dozunu 2 pug/kg olarak belirlemislerdir. Yegen C. ve
ark.(1994) Iloprost ve Verapamil’i IIR modelinde karsilastirdiklar1 caligsmalarinda
Tloprost dozunu 25 pg/kg 1V olarak belirtmislerdir. Calismamizda reperfiizyondan

yarmm saat 6nce IP olarak uygulanacak iloprost dozunu 2 pg/kg olarak belirledik.

Abakay U. ve Ark.(2018)’1n IiR’de 2 pg/kg IP iloprost ile Pentoxyfilin uygulamasini
karsilagtirdiklar1 ~ ¢alismalarinda;  Pentoxyfilin ~ verilen grubun Chiu  Skor
degerlendirilmesi Iloprost grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulunmustur. {loprost verilen grubun Chiu skoru IR grubunun Chiu skoru sonuglarina

gore daha diisiik bulunmus, ancak istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamastir.
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Calismamizda; sadece iloprost grubu’nun Chiu skoru IR grubuna gore de NAC
verilen gruplara gore de yiiksek bulunmus ancak istatiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamuistir.

N-Asetilsistein; bronkopulmoner hastaliklarda ve bronsial sekresyon bozukluklarinda
uzun yillardir Klinik kullanimi olan bir bilesiktir (N. S. Dhalla ve ark 2000, U. M.
Fischer ve ark 2003). Literatiirde iskemi reperfiizyon hasarinda NAC kullaniminin
etkilerinin arastirildig1 ¢alismalar mevcuttur (Ayvaz S ve ark 2009, Hazinedaroglu
SM ve ark 2004) ve bu g¢alismalarda NAC kullaniminin intestinal sistemde iskemi
reperfiizyon hasarinin engellenmesinde olumlu sonuglari oldugu belirtilmistir
(Abbasoglu SD ve ark 2004 ). Ayvaz S. ve Ark. (2009)’'mn yaptig1 IR modelli
calismalarinda; NAC verilen grubun Chiu skoru sadece IiR grubununkine gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Ayrica Tiryakioglu O. ve Ark.(2015) yaptig1 iskelet kasi
iskemi reperfiizyon modelli ¢alismalarinda; floprost ve NAC karsilastiriimis ve IR’
de kas dokusunun korunmasinda iloprost ve N-asetilsisteinin her ikisinin de koruyucu
etkileri oldugu gosterilmistir. Literatiirde bu iki ilacin birlikte kullanildig1 tavsanda
spinal iskemi reperfiizyon modelli ¢alisma mevcuttur (Boga M ve ark 2006) ve bu
calismada ilag kombinasyonunun spinal kordu iskemik hasardan koruyucu etkisi
olabilecegi belirtilmistir. Bu iki ilacin intestinal iskemi reperfiizyon tizerine etkisinin
arastirildigr bir ¢alisma bulunmamaktadir ev bu agidan bakildiginda ¢alismamiz bu

alandaki ilk literatiir verilerini saglamaktadir.

Calismamizda; N-Asetilsistein verilen gruplarda daha iyi, iloprost verilen gruplarda
N-Asetilsistein verilen gruplara gore daha kot histopatolojik sonuglar ile
karsilasmamiz literatiirdeki NAC’m IIR 6nlenmesinde etkili bir ilag olabilecegi
goriisiinii  desteklemektedir. iloprostun 1R hasarindan koruyucu etkisinin
histopatolojik sonuglarda goriilmemesi ve istatistiksel olarak anlamli olmasa da
birlikte kullanilmalarmin NAC’m 1IR’den koruyucu etkisini azalttigi sonucunun yeni
bir bilgi oldugunu ve baska calismalarla desteklenmesi gerektigini diisiiniiyoruz.
Calismamizda ayrica 1iR’de etkilerini arastirdigimiz  maddelerin  gruplardaki
antioksidan koruyucu mekanizma iizerindeki etkisini gozlemlemek icin Tiyol/Disiilfit
dengesini de arastirdik. Tiyol/Disiilfit dengesi; 6zellikle son yillarda yapilan pek ¢ok
arastirmada, yeni bir oksidatif stres belirteci olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sari M. ve
Ark 2019, Kayacan Y. ve Ark. 2019). Literatiirde anormal Tiyol/Disiilfit dengesi ile
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sonuglanan birgok klinik durumdan bahsedilmekte, fakat IiR’deki degisimleri
hakkinda veri bulunmamaktadir (Erel ve Neselioglu 2014). Erel ve Neselioglu (2014),
plazma disiilfid diizeylerinin diyabet, obezite, pnémoni gibi dejeneratif hastaliklar
olan ve sigara i¢iciligi varliginda daha fazla oldugu, ancak multipl miyelom, mesane
kanseri, kolon kanseri, bobrek kanseri gibi proliferatif hastaliklar tanis1 alan hastalarda
daha diistik oldugunu gosterdiler. Yuvact HY. ve ark(2016) preklempsi olan gebelerde
yaptiklar1 ¢alismada; ileri preklemsili gebelerde orta derece preklemsili gebelere ve
kontrol gruplarina gore native tiyol, total tiyol ve distilfit seviyeleri belirgin diisiik
bulundu. Kayacan Y ve ark.(2019) ratlarda oksidatif stres iizerinde egzersiz ve SHT
nin etkisini arastirdiklar1 ¢calismada; SHT ve SHT+egzersiz grubunda diisiik distilfit
seviyesi, kontrol grubunda ise yiiksek disiilfit seviyesi bulmuslar ve 5HT grubunda
kontrol grubuna gore anlamli sekilde Total Tiyol seviyesi yiiksek bulunmustur.
Calismamizda Tiyol Disiilfit hemostazi i¢in degerlendirilen parametrelerde tim
gruplar arasinda anlaml farkliliklar mevcuttur. Sadece NAC verilen gruplarda Total,
Native Tiyol ve Disiilfit degerleri en yiiksek seviyede saptanirken, NAC ve iloprost’un
birlikte kullanildigi gruplarda daha diisiik olmasi; ayn1 zamanda Okside Tiyol
degerinin sadece NAC kullanilan grupta en diisiik, Rediikte Tiyol oranininda yine bu
grupta en yiiksek seviyede olmasi sonuglarinin daha énceki ¢ikarimimiz olan bu iki
ilacin birlikte kullanildiklarinda Iloprost’un NAC’m etkisini azalttigi sonucumuzu
desteklemektedir. Ayrica bu sonuglar sunu da gostermektedir ki; Total-Native-Okside-
Rediikte Tiyol oranlar1 IR modelinde antioksidan etkinligin derecesini gostermekte
faydali olabilecek parametrelerdir ve literatiirde bu konuda ¢alisma olmadigi igin bu
yeni bir bilgidir ve baska calismalarla desteklenmelidir.
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6.SONUC

Yaptigimiz ¢alismada; rat intestinal iskemi reperflizyon modelinde;

reperfiizyondan yarim saat 6nce uygulanan N-asetilsistein ve Iloprost’un IiR hasarina

etkisini histopatolojik ve biyokimyasal verileri ile degerlendirdik.

1.

N-Asetilsistein uygulanan grupta iiR gruplarma oranla histopatolojik olarak
(Chiu Skoru) daha iyi sonuglar elde edilmistir. floprost sonuglar1 IR grubuna
gore daha kotiidiir. NAC, IL ve birlikte kullanim gruplarina gore daha
koruyucu olarak bulunmustur ancak istatiksel olarak anlamli farklilik

saptanmadigi i¢in baska ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Iskemi reperfiizyon hasariyla karsilasan ratlarda antioksidan olarak verilen
NAC ve Iloprost bulunan gruplarda(ilR+IL,IIR+NAC ve IIR+NAC+IL)
ilaglarin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesi antioksidan Tiyol/Disiilfit

mekanizmasina yardimei olmaktadir.

Bu iki ilag ayr1 ayr1 veya birlikte kullanildigi gruplarda; Okside Tiyol orani ve
Disiilfit/TT ve Disiilfit/NT oranlarinin azalip Rediikte Tiyol oranlarmnin ve
NT/TT oranlarinin artmis olmasi IiR hasarindan koruyucu etkisinin oldugunu

diistindiirmektedir.

Birlikte kullanimlarinin NAC’a belirgin istiinliigii mevcut degildir, oransal
olarak NAC verileri birlikte kullanim verilerinden daha iyidir ancak istatiksel

olarak anlamli degildir.

NAC kullanilan grubun iloprost grubuna gore verileri daha koruyucu olarak
goriilmektedir, istatiksel olarak sadece TT, NT ve Disiilfit seviyeleri anlamli

olarak yiiksektir.

[IR grubu Sham grubu ile karsilastinldiginda IiR grubunda histopatolojik
olarak daha koétii sonuglar saptanmustir. IR grubunda Disiilfit seviyesi Sham
grubuna gére daha diisiik bulunmustur ve bu sonug IiR "nin literatiirde Disiilfit
diismesi yoniine kayan hastaliklar arasina girmesine sebep olabilir, ancak oran

istatiksel olarak anlamli farklilik igermemektedir.
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7.

Intestinal iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde Iloprost ve N- Asetilsistein’in
birlikte kullaniminin tek basina NAC kullanimindan {istiin olmadigi
bulunmustur. Calismamizin = [IR  hasarinda  Tiyol-Disiilfit hemostazi
parametrelerinin  antioksidan  mekanizmayla ilgili  belirteg  olarak
kullanilabilecegini ve sonuglarimizin yeni c¢alismalara katkida bulunacagini

diistinmekteyiz.
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Ars. Destekleyen Kurulus (varsa) -
Funding institution(s) (if available)

Destek Sekli ve Miktar:
Type and amount of funding

Karar:
Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun  05/09/2018 tarih ve 24 sayih karari ile: yukarida
bilgileri verilen aragtirma projesinin gergeklestirilmesinin Uygun Olduguna Karar Verilmistir.

[] Yeniden diizenlenmesine Karar Verilmistir.

[] gergeklestirilmesinin Uygun Olmadi@ina Karar Verilmistir.
Decision:

With the decision of the Local Ethics Committee of Animal Experiments of Sakarya University dated 05/09/2018 and
numbered 24 : it has been decided that above mentioned research project is D<) Appropriate to carry out.

[] Rearrenged

[] Not Appropriate to carry out.
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