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SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL INTESTINAL ISKEMI
REPERFUZYON MODELINDE BRADIKININ ONKOSULLANDIRMASININ
ETKILERI

OZET

Amag: Beyin, spinal kord, kalp gibi organlari iskemi reperfiizyon (IR) hasarina kars
korudugu gosterilmis olan bradikinini (BK) deneysel intestinal iskemi reperfiizyon
modelinde farmakolojik Onkosullandirici ajan olarak kullanip reperfiizyon hasari

tizerine etkilerini arastirmak.

Materyal ve Metod: Calismada 32 adet Wistar—Albino sican kullanildi. Her biri 8
rattan olusan 4 grup olusturuldu. Sham grubu disindaki tiim ratlara juguler venoz kateter
yerlestirildi. Sham grubundaki ratlar laparotomiyi takiben 100 dk gozlem sonrasi
sakrifiye edildiler. Kontrol grubuna 20 dakika gozlem sonrasi 50 dakika iskemi ve
takiben 30 dakika reperflizyon uygulandi. Calisma gruplarindan birine iskemik
onkosullandirma (IOK) yapildi. Diger gruba ise 10 pg/kg/dk dozunda bradikinin iv
infiizyon seklinde verilerek farmakolojik 6nkosullandirma (FOK) yapild.
Histopatolojik inceleme ve doku myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Ol¢iimii igin
jejunum rezeksiyonu yapildiktan sonra Laktat ve LDH i¢in kan 6rnegi alinarak ratlar

sakrifiye edildi.

Bulgular:Serum Laktat ve LDH diizeyleri kontrol ve calisma gruplarinda sham
grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulundu (p<0.001). Calisma gruplarinda bu
diizeyler; kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Ancak ¢alisma
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05). Benzer
sonuglar, MPO diizeylerinde de elde edildi. Histopatolojik olarak kontrol grubunda
belirgin hiicre hasar1 tespit edilirken; ¢aligma gruplarinda bu hasarin farkli diizeylerde
azalmis oldugu goriildii. Ancak calisma gruplari arasi karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli fark gortilmedi(p>0.05).
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Sonu¢: Hem iskemik oOnkosullandirma hem de bradikinin kullanilarak yapilan
farmakolojik 6nkosullandirma jejunumdaki iskemi reperflizyon hasarini azaltmaktadir.

Ancak bu 6nkosullandirma yontemleri arasinda anlamli bir fark saptanamamastir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-reperfiizyon, bradikinin, iskemik 6n kosullandirma, ince

barsak



EFFECTS OF BRADYKININ PRECONDITIONING IN EXPERIMENTAL
INTESTINAL ISCHEMIA REPERFUSION MODEL ON RATS

ABSTRACT

Aim: To use of bradykinin that known the protective effect on such as brain, spinal
cord, heart etc. from ischemia and reperfusion injury as a pharmacological agent in
experimental intestinal ischemia reperfusion model on rats and to investigate the effects

of it.

Material and Method: We used 32 Wistar-Albino rats. We composed 4 groups each
containing 8 rats. We placed jugular venous catheter to all of the rats except sham
group. Rats in sham group were sacrified at 100 minutes observation after laparotomy.
Thirty minutes reperfusion was performed following 50 minutes ischaemia in control
group after observing 20 minutes. Ischemic preconditioning was performed in one
group of the study. We performed the other study group pharmacologic preconditioning
by infusional administration of 10 pg/kg/minute bradykinin intravenously. We sacrified
all of the rats by taking blood samples to evaluate of the lactate and LDH after

resection of jejunum for detecting tissue myeloperoxidase activity.

Results: Lactate and LDH levels were significantly higher in control and study groups
than sham group (P<0.001). These levels were significantly lower in study groups than
control group (P<0.001). There is no difference between the study groups statistically.
(P>0.05). The results were same for MPO levels. Although definitive cell damage was
determinated in the control group hystopatologically evaluation, the damage in the
study groups observed that lower in different levels. However there is no significant

difference between the study groups statistically (p>0.05).

Conclusion: Either ischeamic preconditioning or pharmacologic preconditioning was
made by bradykinin reduced the ischemia reperfusion injury at jejunum. On the other

hand there is no significant difference between this preconditioning models.
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemik dokuya kan akimmin yeniden saglanmasi enerji temini ve hiicrenin
yasamini siirdiirmesi icin gereklidir. Iskemik hasarm ilerlemesini azaltmak igin en
onemli kosul iskemik hasar siiresini en aza indirmektir ancak iskemik dokularin
reperfiize edilmesi ile birlikte doku hasarini baglatan bir dizi paradoksal kompleks
reaksiyonlar serisi baslar (1,2). Parks ve Granger ilk kez 1983 yilinda reperfiizyonda
olan hasarin iskemiden daha fazla oldugunu gdstermistir (3). Boylece reperfiizyon
hasari ile ilgili ¢calismalar son yillarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan patolojilerden

biri olmustur.

Oksijen (O,) kaynakli serbest radikaller intestinal iskemi ile birlikte goriilen
vaskiiler permeabilite degisikliklerinin primer mediatdrleridir. Iskemik barsakta ksantin
oksidaz (KO) enziminin hipoksantin ve molekiiler O, ile reaksiyona girmesi sonucu
serbest O, radikalleri olusur. Ancak iskemiye bagli intestinal kapiller permeabilite
artisginda  siiperoksit radikallerin rolii tam olarak anlasilamamistir (3). Iskemi
reperfiizyon (IR) hasarmin patogenezinin agiklanmasinda bircok mekanizma olmasina
ragmen lizerinde en ¢ok durulan faktorler; reaktif O, metabolitleri ve inflamatuar

16kositlerdir (1).

Reperfiizyon; iskemi ile yapisi, fonksiyonlar1 ve metabolizmas1 bozulmus dokuya
oksijenin tekrar ulagsmasi1 seklinde tanimlanabilir. Bir kural olarak bu sartlar altinda
reperfiizyon sirasinda siiperoksit radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil

radikali (OH ") olusur. Bu radikaller hiicrelerde subselliiler diizeyde mitokondrial sisme,



mitokondrial biitiinliigiin kayb1 ve primer olarak enzimatik sistemde destriiksiyona yol
acar. Ansatiire yagasidleri ile reaksiyon sonucu lipid peroksidasyonu artar.
Peroksidasyonun artmasi ile membran enzimleri inhibe edilir ve mitokondri hasari

ilerler. Bunun sonucu olarak Adenozintrifosfat (ATP) {iretimi azalir (4).

IR patogenezinde hem iskemi sirasinda doku hipoksisine bagli olarak hiicresel
enerji kaynaklarinin tiiketilmesi hem de bundan daha O6nemli olarak reperfiizyon
sirasinda olusan O, kokenli serbest radikaller rol oynamaktadir. IR siireci yalnizca
yeraldig1 organda degil bir dizi medyatdrler araciligi ile uzak organlarda da islev
bozukluklar1 ve hasara neden olabilir (5). Yapilan ¢aligmalar reperfiizyon hasarinin

iskemide goriilen hasardan daha fazla oldugunu gostermektedir(6).

Ateroskleroz, serebrovaskiiler hasar, yaslanma, karsinogenezis, prematiirlerde
gorlilen retinopati, eriskin respiratuar yetmezlik sendromu gibi patolojilerde serbest
radikallerin rolii oldugu ve bu radikalleri tutucu maddelerin tedavide oldukca yararl

olduklar1 gosterilmistir (7).

Stiperoksit Dismutaz, Katalaz, Dimetilsiilfoksid, Allopiirinol, Desferroksamin,
Fosfolipaz A, inhibitorleri, Uriner Tripsin inhibitdrii, Somatostatin, N-Asetilsistein, E
ve C vitamini, Kalsiyum antagonistleri, Ginkgo Biloba ekstresi gibi ajanlar serbest O,
radikallerini detoksifiye edebilen ve radikallerin diizensiz artisin1 engelleyebilme
fonksiyonlar1 oldugu diisiiniilen ajanlardir. Bu ajanlar antioksidan etkilerinden dolay1
bugiine kadar IR modellerinde kullanilmislardir. Herbirinin degisik mekanizmalarla
antioksidan etki gosterdigi diisiiniilmektedir ancak hi¢ biri IR hasarin1 tam olarak

engelleyememistir (2,3,8,9).

Son yillarda reperfiizyon hasarimi dnlemek iizere iskemik 6nkosullandirma (I0K)
olarak bilinen bir cerrahi yontem gelistirilmistir. Bu yontemin amaci; uzun iskemi
oncesi uygulanan kisa iskemi ve reperfiizyon epizotlari ile organda IR hasarina kars

direnci arttirmaktir (10).

IOK ilk kez Murry ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Arastirmacilar kdpek
kalp kasinda daha genis bir infarkt alan1 olusturmay1 hedeflemisler ancak bu amacla
uzun iskemi oncesine ekledikleri birkag kisa iskemi ve reperfiizyon epizodunun infarkti

genisletmedigini aksine % 75 gerilettigini gézlemlemislerdir (11).



IOK gibi son yillarda giindemde olan ve IR hasarmna kars1 koruyucu etkileri
oldugu bilinen farmakolojik &nkosullandirma ( FOK); intestinal modellerde farkli

mekanizmalarla etkili oldugu diisiiniilen bir ¢ok ajanla calisilmaktadir (12).

Kallikrein Kinin Sistemi (KKS); kallikreinler, kininojenler, kininler, kinin yikici
enzimler ve kinin reseptorlerinden olusan bir sistemdir (13). Farmakolojik olarak aktif
polipeptid olan kininler; kininojenlerden kallikreinlerin enzimatik etkileri sonucu
olarak doku ve viicut sivilarindan salinirlar. Kinin ailesi; BK, kallidin, methionyllysyl-
BKden olusur (14). Kininler iki tip reseptorleri araciligiyla etkirler. Tipl(B1) ve Tip2
(B2) reseptorler. Genis spekturumlu bir aktiviteye sahip olan kininler giiclii
vazodilatatorlerdir. Natritirezis ve dilirezisi desteklerler ayrica postiskemik l6kositlerin
endotele yapismasini, mikrovaskiiler bariyerdeki bozulmayi ve doku hasarini azaltarak

IR hasarinda koruyucu rol oynarlar (15).

Biz c¢alismamizda bir endojen vazodilator peptid olan ve kardiovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde 6n plana ¢ikan BK’i farmakolojik 6nkosullandirict ajan
olarak kullanmay: tasarladik. BK’in IR hasarindaki koruyucu etkilerine antildkosit
etkisi ve IOK mekanizmalarindaki endojen tetikleyici etkileri aracilik eder. Bu etki
mekanizmalarindan yola ¢ikilararak reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkileri beyin,

spinal kord, kapiller endotel hiicresi ve kalpte gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ISKEMi REPERFUZYON HASARI

Mezenterik hipoperfiizyon; hemorajik sok, sepsis, septik sok, myokard enfarktiisti,
siddetli yaniklar, nekrotizan enterokolit, mezenterik trombiis gibi bir¢ok hastaligin
fizyopatolojisi ile iligkili klinik bir patolojidir (16,17). Barsagin beslenmesini azaltan
yada ortadan kaldiran bu tiir patolojiler kollateral sirkiilasyonla kompanse edilemez ise
barsagin irreversibl hasar1 s6z konusu olur. Kisa siireli kan akimi diisiisleri bile iskemik
doku hasarini baslatabilir (8). IR hasar1 klinikte myokard infarktiisii, serebrovaskiiler
hastaliklar, periferik vaskiiler hastaliklar ve organ transplantasyonlar1 gibi birgok
hastalikla ilgili klinik bir patolojidir. IR hasarinda gercek mekanizma tam olarak
bilinmemekle birlikte degisik etyolojik faktorler suglanmaktadir. Genel olarak bu
faktorler; proteaz ve fosfolipaz aktivasyonu, Ca’ konsantrasyonundaki degisiklikler,
ATP deplesyonu, serbest radikaller tarafindan olusturulan hiicre hasari, nitrik oksit
sentezinin inhibisyonu, sitokinler ve bunlara ek olarak hiicrenin immun sisteminde aktif

rolii olan nétrofillerdir (18).

Reperfuzyon sonrasi intestinal kapillerlerde osmotik yansima katsayisi artar.Bu
permeabilite artis1  siiperoksit radikallerinin spesifik gidericisi olan siiperoksit
dismutaz’in (SOD) uygulanim ile biiyiik olgiide nlenmistir (3). Iskemik barsakta
stiperoksit radikallerin kaynaginin Ksantin Oksidaz (KO) enzimi oldugu ileri
siiriilmektedir. Iskemi siiresince veya hipokside Ksantin Dehidrogenaz (KD) hizlica

siiperoksit iireten oksidaza doniisiir. Intestinal mukoza en zengin KO kaynaklarindan



biridir ve bu enzim en sik olarak villusun ucunda yogun olarak bulunur. Bu nedenle

villuslar iskemik hasara oldukca duyarhidir (19).

ATP katabolizmasinin sonucu olarak dokuda hipoksantin birikir. Hipoksantin KO
enzimi i¢in okside olabilecek bir substrattir. Indirgenebilecek bu substratla molekiiler
O, birlesince siiperoksit olusumunda bir patlama olur ve siiperoksit radikali (O,")
olusur. O, ", dismutasyonla ¢ok hizl1 bir sekilde hidrojen perokdid (H,0,)’e doniisebilir.
SOD varliginda ise bu reaksiyon daha hizli olur ¢iinkii SOD siiperoksit radikalini diger
reaktif radikallere doniismemesi i¢in hizlica H,O,’e dontstiiriir. H,O, relatif olarak
toksik degildir ve ancak metal selatlarin varliginda O, ile reaksiyona girerek yliksek

reaktif hidroksil radikaline (OH " )doniisiir (3).

Barsakta gecici iskemi sonrast sivi resiisitasyonu yada reperfiizyon; yapisal ve
fonksiyonel mukoza harabiyetine ve interstisiyel 6deme neden olur. Intestinal iskemi
sirasinda ortaya ¢ikan siiperoksit anyonlar, reperfuze edilen dokuda O, ile reaksiyona
girerek genel bir elektron alicist olan siiperoksit radikallerini olusturur. Serbest
radikaller; hedef hiicre membran yapisinda yaptigir degisiklerle demir bagiml lipid
peroksidasyonuna, notrofil aktivasyonuna ve hiicreye hizli kalsiyum akisi ile birlikte
aragidonik asit metabolitlerini arttirip Fosfolipaz A2 aktivasyonuna neden olarak hiicre
membraninda harabiyet ve mikrovaskiiler permeabilite artisina neden olur. Sonucta
intestinal IR hasar1; olusan serbest radikaller, KO sistemi, lipid peroksidasyonu ve

aktive olan nétrofillerden kaynaklanir (17).

Aerobik ortamda hayat O,’in varligina baglidir ancak O,’in gereginden fazla ve
diizensiz olarak verilmesi sonucunda ortaya ¢ikan dekompanse organik olaylar uzun
yillar ihmal edilmis yada gézden kagmistir. Organizmada O;’in hiicre koruyucu etkisi
lizerine yapilan son calismalarda asil olarak hiicre hasarindan oksijen ve
metabolitlerinin sorumlu oldugu gosterilmistir. Oksidasyon, O, ile diger kimyasal
maddeler arasindaki kimyasal reaksiyondur. Cilinkii O,, elektronlar1 diger atom ve
molekiillerden ayirir. Oksidasyon bir atom veya molekiilden elektron kaybi olarak da
tanimlanabilir. Elektronlar1 ortadan kaldiran bu kimyasal maddelere okside edici yada
oksidan ajan denir. Bir organik molekiil oksijenle reaksiyona girdiginde oksijen
molekiildeki karbon atomlarindan elektronlari ayirir. Bir yada daha fazla kovalent bagin

bozulmasi ile 1s1, 151k, bazen de ses seklinde enerji agiga ¢ikar. O, normalde ¢ift atomlu



(diatomik) molekiildiir ve zayif bir oksidandir ancak bazi metabolitleri letal hiicre
hasart olusturabilecek giiclii oksidanlardir. O, molekiiliiniin atomik yapisina baglh
olarak oksijen metabolizmasinda ana molekiilden ¢ok daha gii¢lii oksidanlar olusabilir
(20). Bir serbest radikal bir nonradikalle reaksiyona girdigi zaman nonradikal bir
elektron kaybederek serbest radikale doniisiir. Bu nedenle bir nonradikalle bir serbest
radikalin birlesimi yeni bir serbest radikali olusturur ve boylece serbest radikalin yasam

stiresi arttirilmis olur.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda parsiyel intestinal iskemi ile birlikte olan erken
mukozal lezyonlar ve vaskiiler permeabilitedeki artistan serbest O, radikallerinin biiyiik
Olciide sorumlu oldugu kanitlanmistir. O, radikallerinin; hipoksantin ve molekiiler O,’in
KO enzimi varliginda reaksiyona girmesi sonucu olustugu gosterilmistir. Normal
saglikli hiicrelerde KO, Nikotinamid Adenin Diniikleotid’i (NAD) indirgeyici
dehidrogenaz olarak kullanir ve oksijen radikali olusturan bir oksidaz degildir. Barsakta
iskeminin baglamasi ile birlikte bir dakikadan daha kisa siirede dehidrogenazin
oksidaza doniistiigii bilinmektedir. Karaciger ve barsaktaki biyokimyasal incelemelerde;
“proteaz inhibitdrleri gibi” iskemide ksantin dehidrogenazin  oksidaza doniistimiinii
engelleyen ajanlarin kullanimi ile oksijen radikallerinin olusumunun azaldig1 ve dolayisi

ile sonraki olusacak doku hasarinin ilerlemesinin engellendigi gosterilmistir (19,21).

Kisa siireli intestinal iskemilerde mukoza hiicrelerinde mitokondrial sisme ve orta
derecede interstisiyel ddem gibi ¢ok onemli olmayan morfolojik degisiklikler olmasina
ragmen mukozal membran saglam kalir ancak intestinal permeabilite ve
makromolekiillere olan gegirgenlik belirgin olarak artar. Iskemi siiresi 3 saat gibi daha
uzun bir zaman biriminde gerceklestiginde histolojik olarak mukozal lezyonlarda agagi
dogru uzanan masif epitel ayrilmasi goriilir bazen de hasar ilerleyerek lamina

propriada parcalanma, hemoraji ve lilserasyon ile birlikte villus kaybi olur (19).

[lk gegirilen IR ataginin daha sonra gelecek olan ataklara ydnelik adaptif bir cevap
gelistirildigi diistiniilmektedir (22).Yani daha once kisa peryotlarla iskemiye maruz

kalmak daha uzun siireli kan akimi kesintilerinde hiicresel hasar1 azaltabilir (1).

Reperfiizyonun iskemik dokularda yaptigi hasar1 gosteren ve reperfiizyon hasarini

destekleyen goriisler birkag madde halinde siralanabilir:



1. Kisa periyodlarla yapilan reperfiizyonda dokuda kii¢iik histolojik degisiklikler
goriilirken uzun periyodlarla yapilan reperflizyonda progressif hasari gosteren

degisiklikler mevcuttur.

2. 4 saatlik iskeminin olusturdugu hasar, 3 saatlik iskemi ve | saatlik reperfiizyon

sonrast goriilen hasardan daha azdir.

3. Reperfiizyonun basinda verilen tedavi, iskemi reperfiizyon hasarmi azaltmak

acgisindan iskemiden Once verilen tedavi kadar etkilidir.

4. Doku hasarinin ortaya c¢ikabilmesi icin, reperfiizyon sirasinda iskemik

dokularin molekiiler oksijenle karsilagsmalar1 gerekir.

Boylece reperfiizyon yani oksijenli kanin dokulara tekrar saglanmasi ile birlikte
sitotoksik olaylar serisi baglar. Bu olaylar1 baslatan faktorlerin en 6nemlisi reaktif
oksijen metabolitleridir (1). Ayrica reperfiizyonda arteriyel vazospazm, iskemiye bagl

interstisiyel 6dem, hemoraji ve vendz konjesyon olusarak mikrodolagim bozulur (23).

Bugiin i¢in intestinal IR hasar1 olusumunda temel 2 mekanizma ortaya atilmistir.

Bunlar:
1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu
2. Fosfolipaz A, aktivasyonu (8,24, 25).
2.1.1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu

Barsakta IR hasarinda rol oynayan serbest oksijen radikallerinin baslica ii¢

kaynaktan olustugu ileri stiriilmektedir. Bunlar;
1) KO reaksiyonuna bagli serbest oksijen radikalleri olusumu
2) Notrofillerden kaynaklanan serbest oksijen radikalleri
3) Bilinmeyen sebeplerle olusan serbest oksijen radikalleri
2.1.2. Ksantin oksidaz reaksiyonu

Iskemi siiresince hiicrede ATP iiretimi durur ancak tiiketimi devam eder. ATP
sirast ile enerjiden zengin fosfat baglar1 indirgenerek, ADP-AMP-Adenozin-Inozin ve
Hipoksantin’e g¢evrilir. Adenozin hiicre disina ¢ikarak inozin ve hipoksantine ayrilir.

Normal dokularda hipoksantin iirik aside doniislir. Hipokside ise hipoksantin daha



fazla metabolize edilemez ve birikir. Yapilan ¢aligmalarda hipoksantin diizeyi, iskemik
barsakta normal barsak dokusundan 5 kat fazla bulunmustur. Ayn1 zamanda iskemide
KD’m biiyiik bir kism1 KO’a doniislir. Bu doniisiimiin biiyiik bir boliimii iskeminin
baslamasi ile birlikte ilk dakikada gergeklesir. Reperfiizyon periyodunun baslamasi ve
oksijenin dokulara ulagmasi ile KO; hipoksantini ksantin, sonra da iirik asid’e
dontistiirir. Bu basamak 6nemlidir ¢linlii bu sirada serbest oksijen radikalleri olusur.
Bu reaksiyonlarda iirlinler olarak ortaya ¢ikan H,O, ve OH’, hiicre ve mitokondri
membranlarinda lipidlerin peroksidasyonunu ve nétrofil infiltrasyonunu baslatma

Ozelligine sahiptir (2).

Serbest oksijen radikallerinin ilk olusant O," tir. O;", genellikle instabildir ve
H,0, ve Oy’e doniisiir ancak O," daha ciddi hasara neden olan oksijen radikallerinin
prekiirsorlii olmasi nedeni ile de dnemlidir. H,O, zayif ve yavas bir oksidandir ve
katalaz enzimi etkisi ile HyO ve Oy’e yikilir. Ancak reperfiizyonda H,O, siiperoksit
radikali ile reaksiyona girerek ( Haber- Weiss reaksiyonu) hidroksil kokii (OH ™) ve
hidroksil radikaline (OH ")doniisiir. Reperfiizyon hasarindan sorumlu olan ana radikal
de hidroksil radikalidir. Ancak hidroksil radikalinin olustugu Haber-Weiss

reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in ortamda metal selatlarin olmasi gereklidir (26).

iskemi:

[nozin
ATP ADP Adenozin
Hipoksantin

Reperfiizyon:

Ksantin Oksidaz Ksantin Oksidaz

Hipoksantin Ksantin Urik asit

02., HgOg, OH"’

0O,
- (Haber- Weiss reaksiyonu)

Sekil 1. Iskemi ve Reperfiizyon (8).



Hidroksil radikali ¢ok reaktif ve kisa dmiirlii bir radikaldir. Protein, polisakkarid,
niikleik asit ve ansatiire yag asitleri gibi bir ¢ok biyolojik madde ile reaksiyona girer.
Hidroksil radikallerinin karekteristik 6zelligi hidrojen atomlarini membrana baglh
poliansature yag asitlerinden ayirmasidir. Poliansature yag asidleri hiicre membraninda
yiiksek konsantrasyonda bulunurlar ve radikaller tarafindan kusatilirlar (27). Lipid
igerikli hiicre membranlar1 bu oksijen derivesi olan serbest radikallerin primer hedef
noktasidir. Hidroksil radikalinin direkt olarak poliansature yag asitleri ile reaksiyona
girmesi ile hiicre membranlarinda ¢oziilme ve buna bagli hiicre 6liimii olur. Lipid
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri de Malondialdehittir (MDA) (24,27). Son
calismalar molekiiler oksijenden olusan sitotoksik ve anstabil olan siiperoksit
radikalinin iskemik barsakta kapiller permeabilite artisindan sorumlu oldugunu

gostermektedir (28).

Haber-Weiss Reaksiyonu: Reaktif O, metabolitlerinden en toksik ve en reaktif
olan hidroksil radikali bu reaksiyonla olusur. Haber- Weiss reaksiyonu demirin (Fe)
katalizorliigiinde gergeklesen ve stliperoksit radikali ile hidrojen peroksitin Fe esliginde
reaksiyona girip sonugta hidroksil radikali, hidroksil kokii ve oksijenin olustugu bir

reaksiyondur (29).
20,"+2H,0, —~ 520, +20H" +20H"

Iskemi sirasindaki ATP katabolizmasinin net sonucu hipoksantin ve ksantin
konsantrasyonlarinin artmasidir. Bu reaksiyonlarla ayni anda iskemi KD’mn KO’a
dontigmesine neden olur. Cogu canlida barsak KO ve KD’1n ana kaynagidir. KD normal
saglikli bireylerde bulunan predominant enzimdir. KD hipoksantinin iirik aside
metabolizasyonunu katalizler (8). Bu reaksiyonda NAD elektron akseptoriidiir. Doku
iskemisi sirasinda KD, KO’a c¢evrilir. Yapilan caligmalarda bu doniistimiin iskemi
sirasinda bir dakika i¢inde gergeklestigi gosterilmistir (19). Dehidrogenazin oksidaza
donlisme mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Bunun proteolizis veya enzime
bagli siilfidril gruplarinin disiilfidlere oksidasyonu sonucu oldugu diisliniilmektedir (8).
Reperfuzyon sirasinda aniden O, konsantrasyonunun artmasi ve reaksiyonlara
eklenmesi ile O, kaynakli serbest radikallerin zincirleme reaksiyonu baglar. Bu
radikaller direkt olarak hasara neden olurlar veya nétrofillerin aktivasyonu ya da lipid

peroksidasyonu yolu ile hasarin etkisini arttirirlar. KD’1 igeren endotelyal hiicreler



serbest radikallerin neden oldugu doku hasarini baslatirlar. Radikallerin neden oldugu
reperfiizyon hasarinda mukozaya smirli hasarda serbest radikaller onemli iken;

transmural infarktlarda herhangi bir rolleri yoktur (16).
2.1.3. Notrofil aktivasyonu

Serbest radikallerin artis1 ve Fosfolipaz A, aktivasyonu her ikisi birden intestinal
dokuda nétrofillerin aktivasyonuna neden olurlar. Siddetli mukozal lezyonlarin
olusumundan da bu hiicreler biiyiik 6l¢iide sorumludur (27). Aktive olan nétrofiller
fazla miktarlarda O, tiketimine neden olur ve hiire membraninda Nikotinamid Adenin
Diniikleotid Fosfat’in (NADP) katalizorliik yaptig1 bir reaksiyonla asir1 miktarlarda

siiperoksit anyonlar olusur. Daha sonraki reaksiyonlar SDO ve MPO enzimlerinin

katalizledigi reaksiyonlardir. Bunlarin sonucunda H,O,, OH" ve hipoklorik asid
(HOCL) olusur. Hiicre membraninda bulunan poliansature yag asidi zincirleri serbest
radikallere kars1 son derece sensitiflerdir. Sepsiste lipid peroksidasyonunun artmasi ile
birlikte serbest radikal {iretiminin arttig1 ve sonucta oksidan bir patlamanin olustugunu
gosteren kanitlar mevcuttur (25). Notrofillerde myeloperoksidaz enzimi kullanilarak

H,0,’e klor eklenmesi ile HOCL olusur.

Myeloperoksidaz (MPO) enzimi, dokularda polimorfniikleer 16kositlere (PMNL)
spesifik bir enzimdir ve dokulardaki l6kosit diizeyinin tayinini yapmada yardimcidir
(30). MPO enzimi dokudaki biriken polimorfniikleer 16kositlerin marker enzimi olarak
kullanilir ve reperfiizyon hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilir (31), ancak bazi
caligmalarda pyelonefritik lezyonlarda oldukga fazla miktarda notrofil olmasina ragmen
bu dokularda myeloperoksidaz varligi gosterilememistir. Bu nedenle reperfiizyon
hasarinda reperfiizyon yapilan organa gore bu enzimin degerleri degisebilir ve enzim

degerlerindeki diigme dokudaki hasarin degerlendirilmesinde yanilgilara yol agabilir

(30).

Inflamatuar olaylara erken cevapta immiin sistem; makrofaj ve nétrofil
graniilositleri aktive eder. PMNL ile baslayan IR hasarinda olusan mukoza hasari
monoklonal antikorlarin kullanilmasi1 ile endotelyal hiicrelere 16kosit tutunmasi
engellenerek azaltilmistir. H,O, , Fe™ ve siiperoksitin reaksiyonlar1 sonucu barsakta
graniilosit infiltrasyonu olusur ve daha sonra barsakta reperfuzyona bagli hiicre hasari

ilerler (2). Hiicre membran hasar1 sonucu hiicre igine akisi kolaylasan Ca™" ; Fosfolipaz
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A, (PLA;) ve arasidonik asit salimmini aktive eder. PLA;; dokudaki sitotoksik
lizofosfolipidleri arttirma yetenegi olan hidrolitik bir enzimdir ve membrandaki yag
asitlerini fosfolipidlerden ayirir. Artmis  fosfolipaz aktivitesi prostoglandin ve
l6kotrienlerin olusumunu stimiile eder. Platelet aktive edici faktor, histamin, lizozomal
enzimler, endotoksin, PGE,, Lokotrien B4 gibi metabolitlerin iiretimlerinin artmasi ile
inflamatuar olaylar ilerler (8,24). Reperfiize olan barsakta ortaya ¢ikan serbest radikaller
LTB,4 birikimi ve nétrofil aktivasyonuna neden olur. Bdylece O, kaynakli serbest
radikallerin bozulmus dagiliminda ilk basamak olusturulur ve PLA, aktivasyonu iR

hasarini arttiran bir diger faktor olarak patolojiye karigir (17).

Ince barsak IR hasarinda lokal olarak iiretilen serbest radikaller, arasidonik asit
metabolitleri (platelet aktive edici faktor, 16kotrien, prostoglandin) ve sitokinler hasarin
oldugu bolgeye dogru dolasimdaki nétrofillerin ulagmasini kolaylastirip hasari
arttirirlar. Reperfuze olan barsakta hasarda notrofiller ana medyatorlerdir. Bu kompleks
reaksiyon nétrofillerle hasarin oldugu bolgelerdeki mikrovaskiiler yapilarin endotelyal
hiicreleri arasinda gergeklesir. Bu olaylardaki diger medyatorler hasarli bolgeye
notrofillerin adhezyon ve gociinii aktive eden adhezyon molekiilleridir (32). Ksantin
oksidaz sistemi ve fosfolipaz A, aktivasyonu sonucta siddetli mukozal hasardan
sorumlu oldugu diisliniilen notrofillerin  hasarli olan bdlgeye ulagsmalarimi  ve

aktivasyonunu arttirarak IR hasarimin ilerlemesine neden olurlar (8).

2.1.4. Serbest radikaller

« Siiperoksit Radikali: ilk reaksiyon O,’e bir elektron (e ) eklenmesi ile olusan

stiperoksit radikalidir.
O,+e —0;

Stiperoksitin sembolii olan nokta seklindeki isaret eslenmemis tek olan elektronu
gosterir ve bu bir serbest radikal i¢in bilinen semboldiir. Siiperoksit radikali bir tek
eslenmemis elektrona sahip olmasi nedeni ile oksijenden daha zayif bir serbest
radikaldir. Siiperoksit radikali gii¢lii oksidan ve yiiksek reaktif bir radikal olmamasina
karsin iskemiyi takiben olusan reperfuzyon ve yaygin doku hasari ile birlikte olan
durumlarda 6nemli rol oynar. Daha ciddi hasara neden olan oksijen radikallerinin

prekiirsorii oldugu icin 6nemlidir (20,33).
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* Hidrojen Peroksit: Siiperokside bir elektron eklenmesi ile giiglii bir oksidan

ajan olan hidrojen peroksit olusur.
0,"+e¢ +2H"——H,0,

H;0; hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilen  olduk¢a hareketli bir
radikaldir. Ayrica endotelyal hiicreleri hasarlama yetenegi vardir ve gii¢lii bir

sitotoksindir.

H,O,’in hemen hemen tamami zayif oksijen bagi ile bir araya  gelme
egilimindedir. Oksijen ile olusturdugu bu bag kolayca kopar ve her biri eslesmemis bir
elektron ihtiva eden iki hidroksil radikali ortaya cikar. Hidroksil radikallerinin birinin
elektron vermesi ile bir hidroksil iyonu (OH~ ) ve bir hidroksil kokii olusur.
Reaksiyonlar i¢in gereken elektronlar katalizor olarak bulunan indirgenmis demirden
saglanir (Fe™). Fe serbest radikal reaksiyonlarinin ¢ogunda yer alir ve giiclii bir

prooksidandir.

e Hidroksil Radikali: Fe ile H,O;’in birlesmesi ile olusur.
H,0, +Fe” —— OH +OH" +Fe"”

Serbest radikallerin en giigliisiidir ve doku hasarindan sorumlu olan ana

radikaldir. Viicutta herhangi bir molekiilii okside edebilmesi nedeni ile her zaman

tehlikeli bir radikaldir(20).
0, radikalleri

[Kemotaktik faktor

otrofil birikimi

PG metabolizmasinin
aktivasyonu

Hiicre zar1 hasari — .
Kapillerin 16kosit

Fagositoz .
tikaci ile tikanmasi

Hiicre olumi

Doku hasar DI (), radikalleri

Sekil 2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkisi (8).
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2.1.5. Serbest radikal giderici enzimler
¢ Siiperoksit Dismutaz:

1969 yilinda SOD’in kesfi ile serbest radikal aktivitesi gosterilmistir ve bu
donemden itibaren serbest radikallere karsi ilgi de artmistir. SOD’1n antioksidan olarak
roli tam olarak agik degildir. SOD siiperoksit radikalinin hidrojenperoksite

dontigiimiinii hizlandirarak siiperoksit radikalini ortadan kaldirir (33,31).

0,"+0,"2H" ﬂ)HZOZ +0,

Yapilan ¢alismalarda SOD’in  reperflizyonda  artmis vaskiiler permeabilite
durumunu diizeltmis oldugu goriilmiistiir. Ayrica reperfiizyon 6ncesi uygulanan SOD
barsak liimenine olan net sivi kaybini dnler ve mukozal lezyonlarm progresyonunu
engeller. SOD’1n siiperoksit radikallerini gidermede oldukga spesifik olmasindan dolay1
yapilan ¢aligsmalarda barsagin reperfuzyon hasarmin medyatoriiniin  serbest oksijen

radikalleri oldugu ortaya ¢cikmaktadir (8).

SOD hiicrelerde iki sekilde bulunur; birisi primer olarak stoplazmada bulunur
bakir ve ¢inko ihtiva eder, digeri de manganez igeren mitokondrial SOD’dir (34). SOD
siiperoksit anyonlarinin H;O;’e¢ dismutasyonunu katalizler. H,O, de Glutatyon
Peroksidaz ve Katalaz ile metabolize edilir. Glutatyon peroksidaz; glutatyon rediiktazin
katalizledigi reaksiyonda olusan indirgenmis glutatyonu tekrar okside glutatyon haline

dontstiirir (35).
e Katalaz:

Katalaz, demir igeren ve hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiiren bir

proteindir.
2H,0, — 50, +2H,0

Bircok hiicrede bulunur ancak ndron ve kardiyak hiicrelerde en azdir. Katalaz
enziminin inhibisyonu endotelyal hiicrelerde hidrojen peroksit toksitlenmesini arttirmaz.

Bu nedenle bu enzimin bir antioksidan olarak rolii agik degildir (20,29).
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* Glutatatyon Peroksidaz:

Glutatyon sistemi oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan en Onemli
mekanizmalardan biridir. Glutatyon (GSH) serbest radikallerin hiicre iginde
detoksifikasyonuna neden olan ve lipid peroksidasyonunu 6nleyen en 6énemli endojen
mekanizmalardandir (35,36). intraselliiler GSH antioksidan olarak bulunan en giiclii
thiol bilesigidir. GSH oksidatif stresin bir sekilde dengelenmesi ve daha az hasarin
olugmasina yardimci olabilir (37,38). Septik sokta glutatyon diizeylerinin azaldig
gosterilmistir ve intraselliiler glutatyon depolarinin azalmasi ile birlikte mortalite

oranlarinda artig goriilmektedir (25).

Glutatyon Peroksidaz (GP) glutatyondan elektronlar1 ayirarak H,O,’i, H,O’ya

dontistiiriir. Selenyuma bagli sitoplazmik bir enzimdir.

GP’1in H,O;’e bagh hiicre hasarinda hiicreyi koruyucu etkisinin katalazdan daha
fazla oldugu bilinmektedir. Sitozolde bulunan E vitamini gibi glutatyona bagli enzimler
lipid peroksidasyonunu engeller. Glutatyon peroksidaz yag acil hidroksiperoksidlerin
alkole baglanmasim1 azaltarak peroksidasyon {riinlerinin  detoksifikasyonunu
saglar.GP’1in antioksidan aktivitesini gdstermesi, hiicre i¢inde yeterli konsantrasyonda

glutatyon rediiktaz, glutatyon ve NADPH bulunmasina baghidir (29,39).

Serbest oksijen radikallerini giderici enzimler
[skemi Reperfiizyon
Ca™ akiss
-
= -\-‘-\-‘-\_"‘-\-\_\_
s “-a,_____‘h GEH GE5G Glutaiyon percksidaz
i - T e :
Hotrofit —p O —— — g Hzk - Katalaz
b & s Tl
Keantin oksidaz Oy + H O
reaksivonu Stuperoksit dismutaz
0. + HaOy Fa™2 - O;+ OH + OH" {Haber- Weiss reaksiyvonu)
GEH: Indirgenmis Glutatyon
GESG: Okside Glutaoyon
=== Serbest oksijen radikallerini temizleven enzimler

Sekil 3. Serbest oksijen radikallerini giderici enzimler (40).
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2.1.6. Fosfolipaz A, Aktivasyonu

Reperfiizyon sirasinda hiicre icine Ca™" akisinin artmasi yada endojen fosfolipaz
A, (PLAj) inhibitorlerinin inaktivasyonu, PLA, aktivasyonuna neden olur. PLA,
membranlardaki fosfolipidlerden yag asitlerini ayirarak lesitinden lizolesitin, sefalinden
lizosefalin ve fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin olusturan hidrolitik bir enzimdir. Bu
iiriinlerin ¢ogu iskemi ile hasarlanmis dokuya toksiktir. Ozellikle lizofosfatidilkolin
konsantrasyonu reperfiizyon sonrasi fosfolipaz aktivasyonundaki artisla paralellik
gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda oldukca sitotoksiktir ve iskemi sonrasi olusan
hiperpermeabiliteyi arttirir (8,29). Ca™ iyonlar1 KD’in KO’a déniisiimiinde gereklidir
ve reperfiizyon sirasinda serbest kalsiyum dramatik bir sekilde ylikselmektedir. Bu da
fosfolipaz A,’nin aktivasyonunda 6nemli bir basamaktir. IR hasarmi 6nlemek igin
kullanilan Ca"" antagonistleri ile hiicre igine Ca” akisi inhibe edilerek PLA,
aktivasyonu  engellenir(2). PLA, aktivasyonuyla; siklooksijenaz =~ yolundan
prostoglandinler, lipooksijenaz yolundan Lokotrien B4 (LTB4) ve diger arasidonik asit
metabolitleri olan Tromboksan A, (TXA;) olusur. TXA, ve LTB,4 gii¢lii kemotaktik
ajanlardir ve elastaz gibi proteolitik enzimleri arttirarak oksijen radikallerinin artigina
neden olurlar. Ayrica reperflize olan dokuda nétrofil aktivasyonu ve birikimine neden

olurlar (2).

Arasidonik asit metabolitlerinden ilki olan ve fosfolipaz aktivasyonu ile
endotelyal hiicreler tarafindan salinan Prostasiklin (PGI;) platelet agregasyonunu
onleyen giiclii bir vazodilatatdrdiir. IR hasari ile birlikte endotelyal hiicrelerden salinan

PGI, diizeyi azalir ve neticede hasarlanan dokularda artan 6dem sonucu mikrodolagimin

giderek bozulur. (26).

TXA, ise prostosiklinin aksine platelet agregasyonunu arttiran ve vazospazmin
baslamasina neden olacak bir endotelyal faktordiir. Endojen arasidonik asitten
trombositler tarafindan sentezlenir. Fizyolojik sartlarda PGI, sentezi ile korele olarak
sentezlenir ancak reperfiizyon ile birlikte her ikisinin salimimindaki diizensizliklere
eklenen notrofil infiltrasyonu mikrosirkiilasyonu bozar ve PLA, aktivasyonu TXA,

diizeyinin giderek artisina katkida bulunur (26).

LTBy arasidonik asitten lipooksijenaz yolu ile salinan ve IR sirasinda endotelyal

disfonksiyonda onemli rolii olan bir metabolittir. LTB,4 nétrofil yiizeyindeki spesifik
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reseptorlere baglanarak CD18 gibi adhezyon molekiillerinin aktivasyonuna yol acarak
serbest radikal ve proteazlann artisina katkida bulunur. Ayrica nétrofillerin kemotaktik

aktivitesinde artigsa neden olur (26).

IR ile ilgili yapilan ¢alismalarda nétrofil aktivasyonunu yansitan MPO ve lipid
peroksidasyonu degerleri hakkinda bilgi veren MDA diizeylerinin iskemiden fazla
etkilenmedigi, ancak reperflizyondan 10 dk sonra enzim diizeylerinin yaklasik iki katina
kadar ciktig1 gosterilmistir (24). Bu da hiicre hasarinin reperfiizyonda iskemiden daha
cok oldugunu gosteren bir olaydir. Serbest radikaller dokuya direkt zarar vermekle
birlikte fosfolipaz A, aktivasyonu da graniilositlerin dokularda artmasina ve
nétrofillerin kapiller duvara tutunmasina yol acip kapiller dolagimin tikanmasina neden

olur (8).

Aktive notrofiller myeloperoksidaz, elastaz, proteaz, kollegenaz, laktoferin ve
katyonik proteinler gibi bir ¢ok proteini ortama verip prostoglandin ve serbest
radikalleri olusturarak mikrovaskiiler hasar1 baglatirlar (24). Endotel hiicreleri tarafindan
iretilen bir plazma proteini olan Von Willebrand faktér (VWF) diizeyi, akut vaskiiler
endotel hasarlarinda hizla artmaktadir (5). Hasarli endotelyal hiicrelerden salinan VWF
diizeyi reperfiizyonda belirgin olarak artar. Reperflizyon hasarini belirlemede bazi

calismalarda bu faktoriin marker olarak kullanilabilecegi gosterilmektedir (41).

Lenfosit, noétrofil ve villus epitel hiicreleri tarafindan yapilan CD44 adli protein;
hematopoezis, lenfosit aktivasyonu, hiicresel migrasyon, tiimér progresyonu ve
metastazinda, 16kosit gociinde 6nemli etkileri olan bir proteindir. IR’da bu proteinin
yapimui azalir ve villus biitiinliigiiniin kayb1 ve barsak bariyer fonksiyonlarinda bozulma

meydana gelir (42).

Serbest radikallerin en zararhi etkisi lipid peroksidasyonudur. Hiicre membrani
poliansatiire yag asidi ve fosfolipidlerden olusur. Serbest radikaller lipid
peroksidasyonunu baglatarak yapisal ve fonksiyonel hiicre hasarina neden olurlar.
Peroksidasyonun son tiirlini MDA’dir ve lipid peroksidasyonunda bir marker olarak
kullanilabilir (26). MDA membran bilesiklerinin polimerizasyonu ve peroksidasyonu
sonucu olusur. Oksidasyon membran yag asitlerinin erime noktasini arttirir ve membran
akigkanligini azaltir. Sonunda bu membranlar gegirgenlik 6zelligini kaybeder ve s1zintili

hale gelerek osmotik parcalanmaya yatkin hale doniisiir.
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Lipid membranlarinin peroksidasyonunda reaksiyon serisi hidroksil radikali gibi
giiclii bir oksidanla baslar ve bir poliansature yag asitindeki karbon atomlarinin birinden
bir hidrojen atomunun tamamini ayirir. Bu reaksiyon karbon merkezli bir radikal
olusturur ve bu da yeni bir reaksiyon serisi baslatan ve yanindaki bir yag asidinden
hidrojen atomu aciga cikarabilen oksijen merkezli bir peroksiradikale doniisiir. En son
yayilma reaksiyonu siirekli devam eden bir reaksiyon zinciri olusturur ki bu da yag asidi
yikilincaya veya yayilma reaksiyonu engelleninceye kadar devam eder (20,31). Yiiksek
reaktif hidroksil radikalleri endoteldeki lipid bilesiklerinin peroksidasyonuna neden
olarak bazal membrandaki kollajen ve hyaliironik asid yapisinin bozulmasina yol acip
membran ve kapiller biitiinliigli bozar (3). Ayrica peroksidasyon sonucu intrensek
membranda deformiteler, iyon transport bozukluklar1 ve enzim aktivitesinde

bozukluklar goriiliir (43).
2.2. ISKEMIK ONKOSULLANDIRMA

Iskemik &nkosullandirma (IOK) deneysel ve klinik calismalarda IR hasarina kars
doku direncini artirdifi  gosterilmis az sayidaki ydntemlerden biridir. On
kosullandirmadaki biyolojik kural yaklasan bir tehlikeye karst hiicre savunma
mekanizmalarinin dogal bir akis i¢inde dnceden ve topyekiin harekete gecirilmesidir.
Bu da asil tehditten 6nce tehdit unsuruna benzer veya ondan farkli bir “6rnek” stresin
uygulanmasi ile saglanmaktadir. Bu 6rnek stres, hiicredeki mekanizmalari tetikleyecek

ancak yaralamayacak kadar olmalidir.

Bugiin i¢in IOK hemen tiim cerrahi disiplinleri ilgilendirmektedir. Ornegin;
koroner revaskiilerizasyonun morbiditesini azaltmak yaninda, transplantasyonda greft
ve hasta sagkalimmi iyilestirmek, major rezeksiyonlar sonrasi karacigeri, damar
cerrahisi sirasinda da barsak ve bobregi korumak, deri ve kas fleplerinde sagkalimi
iyilestirmek gibi hedefler dnkosullandirmanin gelecek i¢in umut verdigi alanlardir.IOK,
erken ve ge¢ donem koruyucu etkilere sahiptir. Ilki kisa iskemi sonrasi 2-3 saat kadar

devam ederken, ikincisi 12-24 saat sonra baslar ve 3-4 giine kadar devam eder (10).
2.2.1. Erken donem koruma mekanizmalari

Kisa siireli iskemi neticesi dokuda adenozin, nitrik oksid (NO), reaktif oksijen

tiirleri noradrenalin ve bradikinin gibi her biri Onkosullandirmay: tetikleyebilen
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mediyatorler olusmaktadir. Bunlar iginde adenozin ve nitrik oksid IOK’da 6ne ¢ikmakta

ve parakrin yolla etki gostermektedirler (44).

Iskemi ile beraber, ATP tiiketimi hizla artar ve saniyeler i¢inde ekstraselliiler
alanda yiiksek miktarda adenozin birikir. Artan adenozin hiicre membranindaki spesifik
reseptorlere (Al, A2a, A2b, A3) baglanarak bir dizi hiicre i¢i sinyal ileti yolunu
hareketlendirir. (44,45,46,47).

Adenozin reseptoriiniin aktivasyonu ile baslayan silire¢ sonunda, nitrik oksid
sentetaz (NOS), protein kinaz C (PKC), adenozin monofosfat ile aktive edilen protein
kinaz (AMPK) ve p38 mitojen ile aktive edilen protein kinaz (p38 MAPK) aktif hale
gecer. Bu hiicre i¢i sinyal yollarinin harekete gecirilmesi yalnizca hiicrelerin iskemiye

kars1 olan toleransini artirmakla kalmaz, rejenerasyonu da baslatir (48).

Organ ve hiicre farkliliklar1 nedeni ile ileti yollarinda bazi farkliliklar goriilse de
genel hatlar1 ile bakildiginda IOK’nin ilk ortak hedefi adenozin ve nitrik oksidin
PKC’yi aktif hale ge¢irmesidir. Calismalardan elde edilen bulgular aktive olan adenozin
reseptorlerinin G proteinleri ile birlesmesinin dnkosullandirmay1 baslatan yol oldugunu

gostermektedir (49).

Aktive olan G proteini, ayrilarak Fosfolipaz C’yi ( PLC ) aktive etmekte ve bu
lipaz da, fosfotidilinozitol bifosfat1 iki hiicre igi iletiyi tasiyan molekiile; inozitol
trifosfat ve diakilgliserole (DAG) ayirmaktadir. DAG daha sonra, PKC’yi aktive eder.
Aktif hale gecen PKC, mitokondrilerdeki ATP’ye duyarli potasyum kanallarmi (K'-
ATP) agarak 6n kosullandirmanin koruyucu etkilerini baglatir (50).

Adenozin mitokondriyal K'-ATP kanallarin1 aktive ederek iceriye Ca’" girisini ve
birikimini azaltabilmenin yani sira farkli mekanizmalarla da reperflizyon hasarini
sinirlayabilmektedir. Bunlar arasinda, nétrofillerin oksidatif metabolizmasini ve endotel
hiicrelerine yapismasini engelleme, membran stabilizasyonunu saglama ve glukoz

transportunu kolaylastirarak enerji iiretimini artirabilme gibi yollar bulunmaktadir (51).

Adenozin, IOK’nim diger énemli bir mediyatérii olan NO seviyesini, endotelial
nitrik oksid sentetazi aktive ederek artirir. NO, potent bir vazodilatatér olmasinin
yaninda notrofil ve trombosit agregasyonunu da engelleyerek mikrosirkiilasyonu
diizenleyebilmektedir (52). Bu baglamda, nitrik oksid sentetaz1 kompetatif olarak bloke

eden N-nitro-L-arjinin metilester (L-NAME) kullanilarak nitrik oksid sentezinin
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engellenmesi IOK nin koruyuculuk etkisini ortadan kaldirmaktadir. Aksine, nitrik oksid
prekiirsorii (L-arjinin) uygulandiginda IOK’ya benzer korunma sagladigi gdsterilmistir
(53). DAG analoglar ile stimiile edilen PKC hiicrelerin hipoksik hasara kars1 direncini
artirirken, “chelerythrine” ile PKC’ nin bloke edilmesi Onkosullandirma etkisinin

ortadan kalkmasi ile sonuglanmaktadir (54).

Son yayinlarda IOK sirasinda bilinenlerden farkli yeni PKC izoformlarinin (Ca’™
dan bagimsiz aktive olabilen 9, € ve 1) rol aldig1 goriisii mevcuttur. Aktive olan PKC
potasyum kanallarin1 (K'-ATP) acarak mitokondriler igerisinde Ca dengesini ve ATP
diizeyini korur ve hiicre hayatiyetini artirir. Diger taraftan, ATP tiiketimi sonucu biriken
adenozin monofosfat AMPK’yi aktive eder ve bu kinaz bir¢ok molekiilii fosforilize
ederek ATP iiretecek katabolik yollarin agilmasina, ATP tiiketen anabolik yollarin ise
kapatilmasina yardimci olur (49). Boylece 10K sirasinda AMPK sayesinde ATP ve
glikojen depolarinin korunmasina yonelik enerji tasarrufunun mekanizmalar1 harekete

gecirilmis olur.

IOK’nin erken korunma mekanizmalarindan bir digeri de, iskemi ile beraber
sitoplazmada gelisen ve hiicre iginde Na™ akiimiilasyonu neticesi hacim regiilasyon
bozuklugu ve Ca"" artis1 yaratarak hiicre oliimiine neden olan hipoksik asiditenin

protein kinaz C ve p38 MAPK tarafindan diisiiriilmesidir (55).
2.2.2. Ge¢ donem korunma mekanizmalar

Geg donem etkilerin agilma ve kapanma zamanlarina bakildiginda (12-24 saat ve
3—4 giin), bu siireler koruyucu proteinlerin yapim ve yikim siirelerine de uygun
diismektedir. PKCe izoenziminin aktive oldugu onkosullandirma sonrasi niikleusa
yonelerek niikleer transkripsiyon faktorlerini indiikledigi gosterilmistir. Ayrica
siklooksijenaz—2, aldolaz rediiktaz, antioksidan enzimler (6zellikle Mn-siiperoksid
dismutaz) ve 1s1 sok proteinleri bu asamanin olasi etkin proteinleri olarak gosterilmistir

(56).
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Sekil 4. Erken ve ge¢ 6nkosullandirmada sinyal ve iletim yollar1 (57).
2.3. KALLIKREIN KiNiN SiSTEMi

KKS ve renin anjiyotensin sistemi kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarin, kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu iki sistem fizyolojik sartlar altinda
birbirinden farkli etkiler gosterirken kalp ve bdbrek hastaliklari gibi patolojik
durumlarda uyum i¢inde fonksiyon gosterirler (58).Yapilan hayvan deneyleri kininlerin
hem kisa donem hem de uzun donem kardiyoprotektif etkilere sahip olduklarini
gostermistir. Kisa donem kalp koruyucu etkisi kalbin iskemi reperfiizyon hasarina karsi
korunmasiyken uzun donem etkileri kalp yetersizliginin progresyonunun ve sol

ventrikiil hipertrofisinin azaltilmasini igermektedir (59).
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KKS’nin tim komponentleri kalp ve vaskiiler dokularda lokalizedir (14,60).
Kininler iskemi siiresince salimir ve faydali kardiyak etkilere neden olurlar. BK
antagonistleri iskeminin etkilerini artirir ve kétiilestirir (14). Ayrica BK dnkosullamanin
faydal1 etkilerine de katkida bulunur. Tavsanlarda onkosulama sonrast BK ile olusan
koruyucu etkinin BK antagonisti (HOE 140)’mn uygulanmasiyla ortadan kalktig1
goriilmiistiir (61). BK hipertansiyonlu ratlar da sol wventrikiil hipertrofisini

onlemistir(62).
2.3.1. Kininlerin sentezi

Kininler farmakolojik olarak aktif polipeptidlerdir. Doku ve viicut sivilarinda
kininojenlere kallikreinlerin enzimatik etkileri sonucu salirlar. Kinin ailesi BK,
kallidin, methionyl-lysyl-BK den olusur. BK den plazma ve idrarda aminopeptidazlarin
etkisiyle Kallidin ve methionyl-lysyl-BK olusur (14).KKS’nin ana medyatorii olan BK
damar duvarinda hem sistemik hemde lokal olarak fiiretildiginden parakrin ve otokrin

etkilere sahiptir (63).

Insanlarda karaciger, plazma ve diger viicut sivilarinda sentezlenen iki tip
kininojen bulunmaktadir; yiiksek molekiil agirlikli kininojen ve diigiik molekiil agirlikl
kininojen (64). Bu kininojenler molekiil agirligi, plazma ve doku kallikreinlerine olan

afiniteleri ve fizyolojik 6zellikleri bakimindan birbirinden farklidir (65).

Doku kallikreini (DK) bobrek, kalp ve sinovyal doku gibi ¢esitli dokularda
bulunur (14). DK hiicrede inaktif olarak sentezlenir ve daha sonra aktif forma
dontstiirtiliir (66). Aktive olan DK diisiik molekiil agirlikli kininojeni etkileyerek
kallidin olusturur. Plazma kallikreini ise dolasimda inaktif formda bulunur ki
prekallikrein olarak da bilinir (67). Inaktif prekallikrein aktive hageman faktdr (X1la)
tarafindan aktif kallikreine doniistiiriiliir (68).Ayn1 zamanda plazma kallikreini de
pozitif feedback reaksiyonla inaktif olan faktér XII'yi aktif XIla’ya doniistiirebilir
(68,69).

2.3.2. Kininlerin enzimatik yikim

Viicutta kininlerin fizyolojik fonksiyonlarini diizenlemek amaciyla plazma,
endotel hiicreleri ve dokuda kininazlar olarak da bilinen, kininleri inaktive eden
enzimler bulunmaktadir (70). Yapilan deneysel calismalar BK yikimindan sorumlu dort

metallopeptidazin varhigin1 gostermistir. Bu enzimler kininaz II veya anjiyotensin
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dontistiirlicii enzim (ADE), aminopeptidaz P(APP), nétral endopeptidaz 24.11(NEP),
karboksipeptidaz M ve N’dir (71). Yapilan deneysel ¢aligmalar kininlerin enzimatik
yikiminin vaskiiler yatakta ve dokularin interstisyumunda farkli olabilecegini

gostermistir ki bu bulgu 6nemli terapotik anlama sahiptir (59).

BK’in yikiminda rol alan major enzim ADE’dir. Bununla beraber insan kalp
interstisyumunda, kininlerin metabolizmasinda ADE’nin minér diizeyde rol oynadig:
gdsterilmistir. Izole insan kardiyak membranindaki ¢alismalarda BK metabolizmasinda

rol oynayan major enzimin notral endopeptidaz (NEP) oldugu gézlenmistir(59,72).
2.3.3. Kinin reseptorleri

Kininler farmakolojik etkilerini B1 ve B2 olarak adlandirilan G reseptdr ailesinin
tiyesi olan iki reseptor alt tipiyle gosterirler. BK reseptorlerinin uyarilmasi G proteinleri
aracilign ile fosfolipaz C’ye bagli olarak inozitol fosfatin salinimini ve hiicre igi
kalsiyum seviyesinin artisgim1 saglar. Endotel hiicresinde sitozolik Ca™" artist PLA,
aktivasyonuyla arasidonik asid iiriinlerinin olusumunu ve Ca" -kalmoduline bagli NO
sentetaz yoluyla da NO sentezine neden olur.Bu iirlinler kininlerin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde gevseme, hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu, anti iskemik ve farmakolojik

onkosullayic1 etkilerine aracilik ederler (73,74).

B1 reseptorii normal dokuda nadiren expresyona ugrar fakat inflamasyon ve doku
hasartyla ilgili patolojik durumlarda upregiilasyona ugrar. Bl reseptorii C terminal

ucunda argininin olmadig kinin metabolitlerine yiiksek afinite ve selektivite gosterir.

B1 reseptoriiniin uyarilmas: diiz kaslarda kasilmaya, kollajen sentezi ve hiicre
proliferasyonunda artisa neden olur. Kininler B1 reseptorleriyle makrofajlardan tiimor

nekroz faktdrii (TNF) ve interldkin (IL) saliimini uyarirlar (14).

B2 reseptorleri agri (75), inflamasyon (76,77), bronkokonstriksiyon (78),
hipertansiyon (79) ve kardiyak aritmi (80,81) gibi patolojik durumlarda etkilidir. Invitro
ortamda B2 reseptdrlerinin endotel hiicrelerinden nitrikoksit (NO) ve prostasiklin (PGI,)
salinimini uyararak etkili oldugu gdsterilmistir (82). B2 reseptorleri BK ve kallidin i¢in
yiiksek affinite gosterirler. B2 reseptorlerinin uyarilmas: vazodilatasyon, hipotansiyon,
NO, PGI, ve PGE; salinimi ile antihipertrofik, antiiskemik ozelliklere ve insiilin

sensitivitesinde iyilesmeye neden olmaktadir (14).
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2.3.4. Hipertansiyon ve bradikininin

BK sistemik kan basincr iizerindeki etkilerini; vazodilatasyonla periferik vaskiiler
direnci diistirerek ve bobreklerden sodyum atilimini regiile etmek suretiyle gerceklestirir
(14). BK renal arter igine injekte edildiginde renal kan akimini artirarak natritiresis ve
ditiresise neden olur (83). BK’inin bu etkilerine renal dolasimdaki prostaglandin

salinimi katkida bulunur (84).

Bradikininin kan basincimi azaltict etkisinin B2 reseptorii ile ilgili oldugu ama

6zel durumlarda B1’in de olaya katilabilecegi kabul edilmektedir (14)
2.3.5. Sol ventrikiil hipertrofisi ve bradikinin

Ratlarda, aortik bandla olusturulmus hipertansiyonda BK’in sol ventrikiil
hipertrosine karsi koruyucu rol oynadigi gdsterilmistir (62). BK’nin antihipertrofik
etkisi B2 reseptor antagonisti ve NO sentetaz inhibitorleriyle bloke edilebilir.(14,85).

2.3.6. Kardiyak yetmezlik ve iskemide bradikinin

Kininlerin endotelyal B2 reseptorlerine baglanmasi NO ve PGI, salinimina neden
olmaktadir ki bu medyatérlerin de vazodilatator, anti-iskemik, antiproliferatif etkileri,
glukojen ve fosfat gibi enerjiden zengin miyokardiyal stogu koruma gibi 6zellikleri

vardir.

Diger taraftan, iskemi siiresince kalpte BK salgisinin artig1 ve reseptorlerinin de
upregiilasyona ugradigi gosterilmistir (74). BK’nin iskemide koruyucu rol oynadigini
gosteren ¢ok sayida calisma mevcuttur (86). Kopek (87,88), tavsan (89) ve domuzlarda
(90) koronerlere verilen BK iskemi reperfiizyon hasarini azaltmis ve bu etkisi BK B2
reseptor blokeri HOE140 ile ortadan kalkmistir (88,89,91). BK’in iskemi sonrasinda
ventrikiil fonksiyonlarinda iyilesme sagladigi (87,90) ve bununda NO sentetaz
inhibitorii L-NAME ve indometazin tarafindan bloke edildigi gozlenmistir(90). Ayrica
BK iskemi reperfiizyona bagl aritmileri azaltmis (92-94) ve bu etkiside HOE140 (95)
ve L-NAME (93) ile ortadan kalkmistir. BK iskemik oOnkosullamada da etkilidir
(14,61). Cesitli hayvan deneylerinde, BK B2 reseptor blokeri HOE140’1n verilmesi ile
iskemik 6n kosullamanin ventrikiil aritmileri ve infarkt alanini azaltici etkisi ortadan

kalkmistir (96).
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ADE inhibitorlerinin  kalbi koruyucu etkilerinin mekanizmalart tamamen
anlasilmasa da bu etkisini ve BK’in roliinii gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (97).
ADE inhibitorii kaptoprilin iskemi reperflizyon hasarini azaltmasi ve bunun BK
seviyesindeki artigla aciklanmasi (89,98); tavsanlarda ramiprilatin kalp koruyucu
etkisinin HOEI140 ile antagonize edilmesi BK’in roliinii gosteren caligmalara
ornektir(15). ADE inhibitorlerinin iskemi sonrasinda kalbin kasilma fonksiyonlar
tizerindeki iyilestirici etkisi HOE140 ve siklooksijenaz inhibitorleriyle (99), apoptosis
ve infarkt alaninda sagladigi azalma da HOE140 (100) ile bloke edilmistir.

AT1 reseptor blokeri losartanin  iskemi reperfiizyon modelinde ventrikiil
fonksiyonu, infarkt alani ve kalp hiicrelerinde apoptosise etkileri ve BK’nin roliiniin
arastirildig bir calismada; losartanin infarkt alani ve ventrikiil fonksiyonlari tizerindeki
tyilestirici etkileri HOE140 ile kismen bloke edilirken, antiapoptotik etkisi HOE140 ile
tamamen bloke edilmistir(101).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM) Kasim-Aralik 2007 tarihleri
arasinda Etik Kurul onayi ile yapildi. Calisma Erciyes Universitesi Arastirma Fonu

tarafindan desteklendi ( Etik Kurul Karar Tarihi: 07.11.2006, Karar No: 399).
3.1. DENEKLER

Calismada agirliklart  250-300 gram arasinda degisen 32 adet disi
Wistar—Albino tipi sigan kullanildi. Hayvanlar pleksiglas kafeslerde muhafaza edildi ve
her kafese en fazla 5 hayvan konacak sekilde bakimlar1 yapildi. Hayvanlar penceresiz
odalarda otomatik sicaklik (224 2° C) ve 1s1k ( 07.00-21.00 saatleri arasinda 14 saat
aydinlik ve 21.00 ile 07.00 arasinda 10 saat karanlik peryodu ) ortaminda takibi
yapilarak tutuldu. Tim si¢anlar deney giiniine kadar standart laboratuar yemi ile
beslendiler ve deney oncesi tartildilar. Siganlar randomize olarak sham, kontrol ve

calisma (iskemik dnkosullandirma, farmakolojik 6nkosullandirma) gruplarina ayrild.
3.2. ANESTEZI

Calisma oncesinde su i¢gmelerine izin verilmek kosulu ile 12 saat a¢ birakilan
siganlarin  tlimiinde cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan Orneklerinin alinmasi
intraperitoneal 50mg/kg ketamin (Ketalar™, Pfizer-istanbul) ve 10mg/kg xylazin

anestezisi (Rompun®, Bayer-Istanbul) altinda yapild: (Resim 1).
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3.3. CERRAHI PROSEDUR
3.3.1. Jugiiler ven kateterizasyonu

Sham grubu hari¢ diger gruplara operasyondan bir saat once sag juguler ven
kateterizasyonu yapilarak, major cerrahi girisim Oncesi sivi replasmani (%0.9 NaCl
10ml/kg/saat) yapildi. Boyun bolgesi trag edildikten sonra povidon iyot ile boyandi.
Kateterizasyon i¢in 0.5x0.9 mm (Braun, Melsungen, Germany) kateter kullanildi
(Resim 2). Operasyon boyunca buradan sivi replasmanina devam edildi, ayrica grup

IV’te BK bu kateterden 1V infiizyon seklinde verildi.
3.3.2. Operasyon

Laparatomi 6ncesi 25 mg/kg sefazolin sodyum (Sefazol® flakon, Mustafa Nevzat
[lag Sanayi A.S. Istanbul, Tiirkiye) juguler kateterden bakteriyel translokasyonu
onlemek amaciyla uygulandi. Tiim ratlara 200 U/kg olacak sekilde juguler venden
heparin (Nevparin® flakon, Mustafa Nevzat Ilag Sanayi A.S. Istanbul, Tiirkiye)
subkiitan olarak verildi. Karin cildi tras edildikten sonra povidon iyot ile temizlendi.
Ksifoidden itibaren yaklagik 6 cm lik longiitidinal insizyon ile laparotomi yapildi .
Intestinal IR modeli igin intestinal yapilar sola devie edildikten sonra SMA aortadan
ciktig1 yerden bulundu ve klempe edildi. Bu islem i¢in mikrovaskiiler klemp (Harvard

Apparatus, Inc. Hollinston, MA, USA) kullanild1 (Resim 3).
3.4. DENEY GRUPLARI

1.Grup 1. Sham grubu (n=8): Bu gruptaki deneklere yukarda tariflendigi sekilde
sadece laparotomi yapilarak 100 dk siireyle gozlem yapildi.

2.Grup II. Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki deneklere ise laparotomi sonrasi
20 dk. gozlem ve devaminda SMA’nin klemplenmsi vasitasiyla 50 dk. iskemi ve
klempin agilmasiyla birlikte 30 dk. reperfiizyon yapilarak iskemi reperfiizyon hasari

olusturuldu (102).

3.Grup III. iOK(iskemik 6nkosullandrma) grubu (n=8):I0K grubundaki
deneklere 10 dk. iskemi,10 dk. reperfiizyon ve sonrasinda 50 dk. iskemi,30
dk.reperfiizyon yapildi.

4.Grup IV. FOK(farmakolojik énkosullandrma) grubu (n=8): FOK grubuna
juguler venoz katater vasitasiyla 15 dk. Siireyle 10 pg/kg/dk dozunda bradikinin
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(Sigma B3259, Steinheim, Germany) uygulamasi (bu doz; kalp hizi ve ritmi, kan
basinci, solunum ve periferik dolasimda herhangi bir yan etki olusturmadigi daha 6nce

gosterilmis olan dozdur)sonrasi 50 dk. iskemi,30 dk.reperfiizyon saglandi (103).

I |
Sham | laparotomi n=8
100 dk

II I iskemi > < reperﬁizyoq
Kontrol 30 dk 30 dk n=8
11 0K iskemi reperfiizyon
7o +—r——r—> —
IOK 50 dk 30 dk n=8
| AY | iskemi reperfiizyon

- ——r———>
FOK 50 dk 30 dk n=8

bradikinin
Sekil 5. Deney diizeni

Tim ratlara operasyon boyunca sivi replasmant (%0,9 NaCl 10 mg/kg/saat)
yapildi. Calisma esnasinda mortalite olmadi. Sakrifikasyon; doku ve plazma
orneklemesi sonrasi abdominal aort ve vena cavaya yapilan transvers kesi ile olusan

hemoraji ile saglanda.
3.5. KAN VE DOKU ORNEKLERINIiN ALINMASI

Sham grubunda 100 dakikalik gbzlem,diger gruplarda ise reperfiizyon sonrasi
V.C.i’den 5 ml kan alindi.(Resim 4) Bunun 1 ml’si heparinize enjektdrlere aliarak
eszamanli laktat calismas1 yapildi. Geri kalan kan Ornegi ise biyokimyasal
degerlendirme amaciyla 3000 devirde 5 dakika santrifiije edilerek plazmasi ayrildi ve

calisma giinline kadar  -80°C’de saklandi.Doku 6rneklemesi i¢in trietze ligamanindan
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10 cm distaldeki yaklasik 3 cm’lik jejunum segmenti rezeke edildi (102). Alinan
jejunum rezeksiyon materyali longitudinal olarak agilip fekal igerik %0.9 salin ile
hafifce temizlendi. Alinan spesmenin 2 cm’i histopatolojik degerlendirme amaciyla
%10’luk formaldehit icerisinde saklandi. Geri kalan 1 cm’lik kisim ise doku MPO

aktivitesi tayini i¢in alimiinyum folyo icerisinde -80°C’de saklandi.
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Resim 1.Anestezi uygulamasi Resim 2. Juguler ven kateterizasyonu

Resim 3. SMA klemplenmesi Resim 4. Inferior vena kavadan kan alinmasi
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3.6. DEGERLENDIRILECEK PARAMETRELER
3.6.1. Biyokimyasal parametreler

LDH: Daha 6nce plazmasi ayrilarak —80°C’de saklanan kan 6rneginden ¢aligma
giinii oda 1sisinda ¢oziinen serumlarda LDH diizeyleri calisildi. LDH diizeyleri
Beckman Coulter LX20 (USA) otoanalizér cihazinda &lgiildii ve U/L olarak

birimlendirildi.

Laktat: Deney giinii heparinize enjektorlere alinan kan 6rnekleri eszamanli olarak
( Rapidlab865, Bayer, Germany) kan gazi1 6l¢iim cihazinda ¢alisildi. Ornekler laboratuar

ortamina +4°C 1s1da transport edildi. Sonuglar mmol/L olarak birimlendirildi.
3.6.2. Doku MPO aktivitesi tayini

Enzim tayini i¢in  Grisham tarafindan tariflenen yontem kullanildi
(104).Buna gore 300 mg barsak mukozas1 5 ml soguk 0.02 M EDTA ile homojenize
edildi. Homojenat 20000 devirde 15 dk +4°C de santrifiij edilerek siipernatani atildi.
Pellet es hacim Ph’st 5.4 olan % 0.5 hekzadesil trimetil amonyum bromid (HTAB)
iceren 0.05 M potasyum fosfat tamponunda c¢oziliip yeniden santrifiij edildi.
Stipernatanda 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak MPO tayini yapildi.

Sonuglar gram doku basina {inite olarak degerlendirildi.
3.6.3. Histopatolojik degerlendirme

%10’luk formol i¢inde saklanan jejenum Ornekleri histopatolojik takibe alindi.
Parafin bloklara gomiilen o6rneklerden 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak H&E
boyasi ile boyandi. Boyanan preparatlar 151k mikroskobunda degerlendirildi. Tiim
histopatolojik degerlendirmelerde bakilan preparatin hangi gruba ait oldugu patolog

tarafindan bilinmemekteydi.

IR hasarina bagli jejunumda olusan histopatolojik degisiklikler Chiu ve

arkadaslarinin degerlendirmesine gore yapildi.
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Tablo 1. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi (105).

Evre 0 | Normal mukoza

Genellikle kapiller konjesyonla birlikte ve viluslarin apeksinde subepitelyal
Evrel Guenhagen bosluklarinin olusturulmasi

Subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin Lamina Propia’dan hafif derece
Fvre 2 ayrilmasi
Evre 3 |Villuslann iist kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma

Lamina Propria ve villuslarda dokiilme, kapiller dilatasyon, Lamina
fvred Propria’da artmis seliilarite
Evre 5 Lamina Propria’da sindirilme ve biitlinliigiinde bozulma, kanama ve

iilserasyon

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler ortalama + standart sapma (X+SD) ve/veya median (min.-max.) olarak

gosterildi. Veriler SPSS 15.0 for Windows (Statistical Package for Social Sciences)

istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilim gdsterip

gostermedigine Shapiro-Wilk Normallik testi ile bakildi. Normal dagilim gdsteren

degiskenler icin gruplar arasi farkin olup olmadigina Tek Yonli Varyans Analizi ile

bakildi. Fark ¢ikan gruplarda ¢oklu karsilagtirmalar homojen varyans gosteren gruplar

icin Tukey testi ile, homojen varyans gostermeyen gruplar i¢in Tamhane testi ile

yapildi. Normal dagilim gdstermeyen degisken i¢in gruplar arasi farkin olup olmadigina

Kruskal-Wallis Testi ile bakildi. Fark ¢ikan gruplarda ¢oklu karsilastirmalar Student-

Newman-Keuls Testi ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneysel ¢alismadan elde edilen bulgular su sekildedir.
4.1. BIYOKIMYASAL SONUCLAR
4.1.1. LDH, Laktat Sonuclar

LDH, Laktat degerleri karsilastirildiginda Sham grubu ile diger ii¢ grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001). LDH degerlerinin kontrol
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede en yiiksek degerlerde oldugu goriildii
(p<0.001).Benzer sekilde laktat degerlerinin de kontrol grubunda istatiksel olarak
anlamli en yiiksek degerlerde oldugu goriildii (p<0.001). IOK grubunda LDH, Laktat
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik iken (p<0.001), FOK ve 10K
gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu (p>0.05). Benzer sekilde FOK grubunda LDH,
Laktat degerleri kontrol grubuna gére anlamli olarak diisiik bulunurken (p<0.001), IOK
ve FOK gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05). (Tablo
2,Grafik 1,Grafik 2)

4.2. MPO SONUCLARI

MPO sonuglar karsilagtirildiginda, Sham grubu ile diger tiim gruplar arasinda ve
kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi
(p<0.001). IOK grubundaki MPO degerleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunurken (p<0.001), IOK ve FOK gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunamadi(p>0.05).Benzer sekilde FOK grubundaki MPO degerleri de kontrol
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grubuna gore anlamli olarak diisiik saptanirken (p<0.001), IOK ve FOK gruplar ile
arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0.05). (Tablo 3,Grafik 3)

4.3. HISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME

Sham grubunda intestinal mukoza hasarinin olmadig goriildii. Kontrol ve ¢alisma
gruplarinda IR’dan sonra énemli histopatolojik degisiklikler meydana geldi. Ozellikle
kontrol grubunda Lamina Propria ve villuslarda dokiilme,kapiller dilatasyon,Lamina
Propria’da artmis seliilarite ve yer yer Lamina Propria’da sindirilme ve biitiinliigiinde
bozulma,kanama ve iilserasyon alanlar1 izlendi (Resim 5d,5e). Iskemi-reperfiizyon
hasarmin neden oldugu histopatolojik degisiklikler en fazla kontrol grubunda gozlendi.
Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi.
IOK ve FOK gruplarindaki histopatolojik degisikliklerde, sham ve kontrol grubuna gére
anlamli fark oldugu gériildii (p<0.001). Ancak bu iki ¢alisma grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmedi (p>0.05). (Tablo 4, Grafik 4).

Tablo 2. Serum LDH ve Laktat degerlerinin karsilastirilmasi.

Sham(n=8) | Kontrol(n=8) | [OK(n=8) | FOK(n=8)
Laktat(mmol/L) | 1,29+0,12° | 2,21+0,28" 1,55+0,15° | 1,71£0,19°
LDH(U/L) 412,4+178,1° | 2107,8+386,2° | 904,6+221,1° | 1161,5+230,7°

Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farki ifade etmektedir.

Degerler ortalama =+ standart sapma (X+SD) olarak verilmistir.
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2,51
2,
1,51
mmol/L

14

0,54

0,
Sham

Kontrol 16K FOK
Gruplar

Grafik 1.Serum Laktat diizeylerinin karsilastirilmast

* p<0,001 Sham grubunun Kontrol , {OK ve FOK grubundan farkini gosterir.
# p<0,001 Kontrol grubunun IOK ve FOK grubundan farkini gosterir.

2500+

UL

Sham

Kontrol IOK FOK

Gruplar

Grafik 2. Serum LDH diizeylerinin karsilastirilmasi

* p<0,001 Sham grubunun kontrol , IOK ve FOK grubundan farkini gosterir.
# p<0,001 Kontrol grubunun IOK ve FOK grubundan farkini gosterir.
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Tablo 3.MPO degerlerinin karsilastirilmast

Sham Kontrol iOK FOK

MPO
) 0,60 +0,12* | 1,62+0,13" | 0,93 +0,12° | 1,07 £ 0,10°
(U/gr doku)

Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel anlamli farki ifade etmektedir.

Degerler ortalama + standart sapma (X+SD) olarak verilmistir.

U/gr doku

Sham Kontrol iOK FOK
Gruplar

Grafik 3. MPO degerlerinin karsilastirilmasi

* p<0,001 Sham grubunun Kontrol , IOK ve FOK grubundan farkini gésterir.
# p<0,001 Kontrol grubunun IOK ve FOK grubundan farkim gosterir.
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Tablo 4. Chiu skorunun karsilastirilmasi

Sham
Median

(min-max)

Kontrol
median

(min-max)

iOK
median

(min-max)

FOK
median

(min-max)

Chiu skoru

0,00( 0,00-0,50)°

4,50(4,00-5,00)"

3,00(2,50-3,00)°

3,00( 3,00-4,00)°

Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark:i ifade etmektedir.

Degerler median(min-max) olarak verilmistir.

Skor

Sham

Kontrol

0K

Gruplar

FOK

Grafik 4. Chiu skorunun karsilastirilmasi

* p<0,001 Sham grubunun Kontrol , IOK ve FOK grubundan farkini gdsterir.

# p<0,001 Kontrol grubunun IOK ve FOK grubundan farkim gosterir.
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Resim 5.a:Normal intestinal mukoza. Evre 0 (Grup I,denek 5) (H&E, x100).

Resim 5.b.Kapiller konjesyon ve subepitelyal Guenhagen bosluklari. Evre II
(Grup Il denek 2) (H&E , x100).
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Resim 5.c.Villus iist kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma. Evre I1I

(Grup Ill,denek 3) (H&E, x100).

Resim 5.d. Villuslarda dokiilme,Lamina Propria’da artmis seliilarite. Evre IV

(Grup IL,denek 1) (H&E, x100).
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Resim 5.e. Mukozal iilserasyon ve nekroz. Evre V (Grup Il,denek 5) (H&E, x100).
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5. TARTISMA

IR hasar1 multifaktoryel fizyopatolojik mekanizmalarm sz konusu oldugu ve
ozellikle de O, kaynakli serbest radikaller, sitokinler, NO ve PMNL’lerin siirece
katildigi kompleks bir prosestir (12). Intestinal sistemde; nekrotizan enterokolit,
inflamatuar barsak hastaliklari, pull-through ameliyatlari, serbest pedikiillii barsak flebi
kullanim1, kardiopulmoner bypas, strangiile herni ve barsak transplantasyonu

durumlarinda IR hasari olusabilmektedir (106).

Iskemi siiresince dokunun oksijensiz kalis1 mitokondriyal fonksiyonlar1 bozar ve
enerji kaynagi olan ATP’nin tiiketilmesine neden olur. Enerji eksikligi, H", Na" ve Ca""
gibi iyonlarin hiicre i¢i ve dis1 dengelerini bozar. Hiicre hacminin ve biitlinliigliniin

korunmas: giderek zorlasir.

Reperfiizyonla birlikte ortam oksijenlenirken hizla artan reaktif oksijen radikalleri
hiicredeki oksidatif stresi artirir. Basta makrofajlar olmak {tizere dolasim ve
parankimdeki diger inflamatuvar hiicrelerden reaktif oksijen radikallerinin yaninda
TNF-a, IL-6, IL-1B ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinler ortama salinir.
Sitokinlerin de etkisi ile vaskiiler yatagi doseyen endotel hiicrelerinde adezyon
molekiillerinin (ICAM-1 ve VCAM-1 ve E—selektin) ekspresyonu ve buna bagli olarak
notrofillerin endotel yiizeyine kars1 ilgisi artar. Endotele yapisan nétrofiller daha sonra
hiicre araliklarindan parankime dogru ilerleyerek fagositoz ve lizozomal enzimlerin de
yardimt ile hasarin ilerlemesine neden olurlar. Reperfiizyon hasar1 lokal oldugu kadar
sitokinler yoluyla uzak organlarda da inflamatuvar yaniti indiikleyerek organ
yetmezliklerine neden olabilir. Reperfiizyonun dokular {izerinde, dncesindeki iskemiden
daha fazla zararli oldugunu ve bu zararlarin reperfiizyon siiresi uzadikca arttigini

bilmekteyiz (107).

Siganlarda deneysel intestinal IR modelinde SMA’nin obliterasyonu vasitasiyla
iskemi ve obliterasyonun giderilmesiyle repeperfiizyon olusturma siireleri literatiirde

hala tartigmali bir konudur. Mallick ve ark. deneysel modellerinde bu siireleri iskemi
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icin 30 dk.,reperflizyon i¢in ise 120 dk. olarak uygulamislardir (108). Vlasov ve ark.
IOK’da NO’in roliinii arastirdiklar1 bir ¢calismasinda hasar modelini 90 dk. iskemi ve
30 dk.reperfiizyon iizerine kurmustur (53).Biz ¢alismamizda intestinal IR modelinde
daha once Abrahao ve ark.nin kullandig1 ve reperfiizyon hasarinin tiim asamalarinin
histopatolojik olarak gosterilebildigi 50 dk. iskemi, 30 dk. reperfiizyon protokoliinii
kullandik (102).

Miner ve ark.nin yaptig1 bir ¢calismada tekrarlayan iskemi reperfuzyon ataklarinin
ince barsak iizerindeki etkileri incelenmis; 30 dk iskemi, sonrasinda 24 saat reperfiizyon
yapilan ratlardan bir grubu tekrar 30 dk iskemi ve 2 saatlik reperfiizyona tabi tutulmus
ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda iki kez iskemi ve reperfuzyona maruz
kalan grupta notrofil infiltrasyonu, 16kotrien B4 seviyesi ve aktive ndétrofillerin sayica
artmis olmasina ragmen olusan mukozal hasarin bir kez iskemiye maruz kalan ratlardan

daha az oldugu gosterilmistir(22).

Bugiine kadar farkli cerrahi, farmakolojik ve genetik yontemler kullanilarak iR
hasarma karst organlarin  korunmasini amaglayan yiizlerce deneysel c¢alisma
planlanmigtir. Deneysel ortamda basarili gibi goriinen calismalarin ¢ok azi klinikte
uygulama sans1 bulmustur. Bunda IR hasarmnin tek bir basamak veya mediatdriin bloke
edilmesi ile Onlenemeyecek kadar karmasik olmasinin rolii biiyiiktiir.Bu tlirden bir
yaklasim karsisinda organizma kendine kolaylikla yan yollar yaratmakta ve
reperfiizyonla gelen oksidatif yliklenmenin yani sira proinflamatuar sitokinlerin ve kan
hiicrelerinin aktivasyonu ile giderek biiyiiyen IR dizinini durdurma cabalari basarisiz

kalmaktadir.

Son 15 yildir ince barsakta IR hasarmi dnlemeye ve yeni stratejiler olusturmaya
yonelik calismalar yogun olarak devam etmektedir. Farkli hayvan modellerinde
dokunun IR hasarindan korunmasma yonelik cesitli terapotik modaliteler basariyla
kullanilmistir. Bunlar; (a)iOK, (b)Antioksidan ajanlarla tedavi, (¢)NO uygulamalari, (d)
Antikompleman terapi, (e)Perflorokarbonlarla tedavi, (f)Enteral beslenme, (g)Glisin ve

Glutamin uygulamalaridir (12).

IOK’nin IR hasarina karsi koruyucu etkisi bir fenomen olarak ilk defa 1986
yilinda Murry ve ark. (11) tarafindan képek kalbinde tanimlandiktan sonra daha sonraki

yillarda farkli hayvan modellerinde benzer koruyucu etkiler; karaciger (109), iskelet
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kas1 (110), beyin (111),spinal kord (112),bobrek (113),akciger (114),retina (115) ve ince
barsakta ( 53,116,117,118) gosterilmistir.

IOK’nin koruyucu etkileri ince barsakta ilk defa 1996 yilinda Hotter tarafindan
tanimlanmis ve bu tarihten itibarean ¢alismalar yogunluk kazanmistir (119). Bu
prosediire gore SMA tikayici1 vaskiiler klemple klemplenerek 5-20 dk.lik iskemik
interval saglandiktan sonra klemp c¢ikarilmakta ve 5-15 dk.lik bir siireyle reperfiizyon

saglanmaktadir.Ancak bu siireler ve siklus sayis1 konusunda net bir fikir olusamamuistir.

Mc Callion ve ark. 3 siklus halinde 2 dk. Iskemi, 5 dk. Reperfiizyon ile sicanlarda
IOK olusturmuslar ve koruyucu etkinin adenozin seviyesindeki yiikselmeye bagl
oldugunu iddia etmislerdir (21). Sola ve ark. 10 dk. iskemi ve 5 dk. repefiizyon
onermisler ve koruyucu etkiyi NO sentezindeki artisa baglamislardir. (117). Vlasov ve
ark. 10 dk. iskemi ,10 dk reperfiizyonla sicanlarda IOK’nin etkinligini gdstermisler ve
bunu yine NO sentezindeki artisa baglamislardir (53).Benzer sekilde Aksoyek ve ark. da
10’ar dakikalik IR intervali ile calismislar ve IOK’nm koruyucu etkisini bu yontemle
kanitlamislardir(116).Wu ve ark. ise daha uzun bir iskemi peryodu ( 20dk.) sonrasinda 5
dk reperflizyonla yetinmis ve koruyuculugun antiapopitotik etkiye bagli oldugunu
gostermisglerdir (120). Son olarak Unal ve ark. 2 siklus halinde 5 dk. iskemi,5 dk.
repefiizyon kullanarak IOK’nin koruyucu etki mekanizmasini nétrofil infiltrasyonunun

azalmas1 ve oksidatif stresin azalmasiyla antiapopitotik etkiye baglamislardir (121).

Biz de calismamizda IOK yéntemi olarak daha once IR hasarindan incebarsag
korudugu gosterilmis ve sik kullanilmis olan 10 dk. iskemi,10 dk. reperfiizyon

protokoliinii kullandik.

Ince barsagi IR hasarindan korumanin diger bir stratejisi farmakolojik ajanlarla
yapilan 6nkosullama uygulamalaridir. Son dekatta rat modellerinde farklt mekanizmalar
tizerine etkili olan onlarca ajan kullanilmistir. Reperfiizyon hasarin altinda yatan 6nemli
nedenlerden biri serbest radikallerin etkisi oldugundan antioksidanlar bu baglamda 6n
plana c¢ikar. Bunlardan bazilari; allopiirinol, SOD, desferroksamin, N-Asetil Sistein,

etanol, askorbik asit, tokoferol, pentoksifilin, kaptopril ve verapamildir (12).

Sun ve ark. onkosullayici ajan olarak N-Asetil Sistein’i kullanmiglar ve bunun
notrofil infiltrasyonunu engelleyici etkisinden yararlanarak sonugta endotelial

permeabilitenin azaldigin1 ve doku MPO aktivitesinin geriledigini gozlemlemislerdir
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(122). Cicelase ve ark. deneysel intestinal IR modeli olusturduklar1 ratlarda
onkosullayici ajan olarak antioksidan piiriivat1 kullanmslardir. Piiriivatin serbest radikal
temizleyici etkisiyle notrofil infiltrasyonunun azaltildigini ve hasar bolgesinden serbest
radikallerin uzaklastirildigini gostermislerdir (123). Giinel ve ark. ise antioksidan
etkinligini lipid peroksidasyonunu azaltarak gdsteren vitamin C ve vitamin E yi
kullanmislar ve her ikisininde ince barsagi reperfiizyon hasarindan korudugunu

gostermislerdir (27) .

Biz bu deneysel ¢alismada farmakolojik dnkosullayict ajan olarak BK’1 kullandik.
BK’in intestinal IR’daki koruyucu asil etkisi inflamatuar I6kositler iizerindendir. Aktive
notrofillerin endotele yapismasini engelleyerek noétrofil aracili reperfiizyon hasaria
karst1 koruyucu rol oynar. Ayrica mikrovaskiiler bariyerdeki bozulmayi1 azaltarak

kapiller permeabilite artisini engeller (15).

Nilsson ve ark. notrofil adhezyonunu saglayan CDI11/CD8 gibi adhezyon
molekiilleri ile ilgili yaptiklart iskemi reperflizyon ¢alismalarinda, bu molekiillere kars1
gelistirilmis IB4 gibi monoklonal antikorlarin, nétrofillerden kaynaklanan hipoklorik
asit ve daha toksik olan N-kloraminlerin olusumunu engelleyerek olusan hasar iizerinde
olumlu biyokimyasal ve morfolojik parametreler elde etmislerdir (124). Ariceta ve ark.
IR yaptiklari ratlarda sitoprotektif ajan olarak somatostatin kullanmiglar ve ilacin
verildigi ratlarda intestinal IR hasarinda ilacin 16kosit infiltrasyonunu azaltip doku

myeloperoksidaz diizeyini diisiirdiigiinii belirtmislerdir (125).

Riaz ve ark. benzeri etki mekanizmasindan hareketle yaptiklar1 doz kontrollii
deneysel calismada allopiirinol ve SOD kullanmiglar ve her iki farmakolojik
onkosullayici ajanin hasar bolgesine l6kosit migrasyonunu ve ldkositlerin endotele

adezyonunu engelledigini gostermislerdir (126).

Aslinda BK iskemik oOnkosullama mekanizmalarinda endojen olarak dokular
tarafindan {retilir ve koruyucu mekanizmalara diger faktorler ( adenozin, opioidler )
gibi katkida bulunur (127). BK endotel hiicrelerinde B2 kinin reseptorleri araciligiyla
Gq ve Gi sinyal ileti proteinleri tizerinden PLC, yi aktive eder. Bu lipaz da
fosfotidilinozitol bifosfat1 iki hiicre i¢i iletiyi tasiyan molekiile; inozitol trifosfat ve
DAG’e aymrmaktadir. Bu esnada hiicre igerisine Ca’ girisi de artar. DAG, Ca'
varlifinda bunun kolaylastiric1 etkisiyle PKC’yi aktive eder. Aktif hale gecen PKC,
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mitokondrilerdeki ATP’ye duyarli potasyum kanallarini agarak 6n kosullandirmanin

koruyucu etkilerini baglatir.

BK’in farkli organlarda reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu farmakolojik bir ajan
olarak kullanildig1 yapilan deneysel ¢alismalarda gosterilmistir. Yan-Feng ve ark.
ratlarda olugturduklar1 spinal kord iskemik hasar modelinde BK’i kullanmislar olumlu
histopatolojik ve biyikimyasal parametreler elde etmislerdir (128).Benzer sekilde Ping
ve ark. Onkosullayici etkiyi fokal serebral iskemi olusturduklari ratlarda arastirmislar ve
olusan hasar iizerinde BK’in 6nkosullayici etkisinin olumlu sonuc¢lar dogurdugunu
gostermislerdir (129). Liuba ve ark. da postiskemik arteriel endotel hiicresindeki
hasarlanmanin BK kullanimiyla geriledigini morfolojik parametreler kullanarak

gostermislerdir (130).

Biz bu deneysel ¢alismada cesitli yayinlar1 gézden gecirerek hem reperfiizyon
hasarmin hem de gerek iskemik gerekse farmakolojik dnkosullamanin olasi koruyucu
etkilerinin gosterilmesinde biyokimyasal parametreler olarak serum laktat ve LDH
degerlerini sectik. Ayrica IR hasarinin gostergelerinden biri oldugu daha once
gosterilmis olan ve hasar patogenezinde onemli rolleri olan inflamatuar I6kositlerden
kaynaklanan MPO aktivitesi de doku diizeyinde ¢alisildi. Son olarak deneysel iR hasar1
ve buna kars1 koruyucu mekanizmalar olarak 6ne siirdiigiimiiz iskemik ve farmakolojik

onkosullamanin etkileri intestinal doku diizeyinde histopatolojik olarak incelendi.

Sola ve ark (131,132). ve Vejchapitat ve ark (133). IOK diizenlemesini ve
iskemiyi takip eden reperflizyonun neden oldugu hasar1 derecelendirmede laktatin
giivenilir bir parametre oldugunu gézlemlemislerdir. Buna gore plazma laktat seviyesi
intestinal hasar1 da IOK ile hasardan korunmayi da yansitir. Bu yazarlar IOK’da NO’in
altta yatan koruyucu mekanizma oldugunu one siirmiislerdir. Bu mekanizmaya gore
Oonkosullamayla artan NO gliseraldahit 3 fostat dehidrogenazi kompetetif olarak bloke
ederek fruktoz 1,6 bifosfat birikimine neden olur. Bdyleca laktat artsina neden olan
glikolitik yol bloke olur. Net etki Onkosullamayla plazma laktat seviyesinin
diismesidir.Abrahao ve ark. ince barsaklarda IR hasarlanmasi olusturduklari deneysel
sican modellerinde IOK grubunda IR grubuna gore plazma laktat diizeylerinde

istatistiksel olarak anlamli diisiis rapor etmislerdir (102).
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Biz de galismamizda benzer sonuglar elde ettik.Sham grubuyla kontrol ve ¢alisma
gruplarimiz arasinda plazma laktat seviyeleri bakimindan istatistiksel acidan anlamli
fark vardi (p<0.001). En yiiksek laktat seviyeleri deneysel IR hasar1 yaptigimiz kontrol
grubunda idi.Hem IOK hem de FOK grubunda kontrol grubuna gore laktat seviyeleri
istatistiksel agidan anlamli olarak diistliktii. Ancak bu iki ¢alisma grubu arasinda anlaml

bir fark saptanmadi ( p=0.384).(Tablo 2,Grafik 1)

LDH aktivitesi cesitli hiicre tiplerinin stoplazmalarinda bulundugundan beri bir
sensitiv nonspesifik doku hasar gostergesi olarak kullanilmistir. LDH’ nin intestinal
izoformu piiriivattan laktat olusturan bir geri doniisiimlii reaksiyonu katalizler.
Organizmanin bir bdgesinde birden fazla doku c¢esidi hasar gordiigiinde kandaki
dehidrogenaz aktivitesi salinan izoformlarin destegi ile artar. Bununla birlikte orjin
gosterilemez. Iskemi, reperfiizyon ve 10K ’ya sekonder intestinal mukoza degisiklikleri
dolasan enzim konsantrasyonlarim1 degistirmek icin yeterlidir. Sonu¢ olarak iskemi
sonrasi reperfiizyonla ortam yeniden kanlanirken meydana gelen reaktif iirtinlerle ilgili
dis membran hasarina bagli hiicre parcalandiginda enzim aktivitesi de kanda artmis olur.
Hem iskemik hem de farmakolojik Onkosullandirma bir 6lc¢lide intestinal mukoza

hiicrelerini bu dis membran hasarindan korur.

Abrahao ve ark. ince barsaklarda IR hasarlanmasi olusturduklart deneysel
modellerinde iskemi ve arkasindan reperfiizyon yaptiklari siganlarla IOK modeli
olusturduklar1 sicanlar1i LDH degerleri yoniinden karsilastirmiglar ve aralarinda
istatistiksel acidan bir fark gosterememislerdir (102). Bunu LDH nin nonspesifik bir
doku hasar gostergesi olmasina baglamislardir. Mallick ve ark. sican ince barsaginda
deneysel IR hasar1 olusturduklari calismalarinda onkosullayict ajan olarak bir hem
oksijenaz prekiirsorii prolidin ditiokarbamat kullanmislar ve serum LDH seviyelerinde

bu ajan1 verdikleri grupta IR grubuna gore anlamli diisiis tespit etmislerdir (108).

Bizim ¢alismamizda da hem IOK hem de BK kullanilan FOK grubunda kontrol
grubuna gore LDH sevilerinde istatiksel anlamli diisiis olmustur (p<0.001).En ytiksek
plazma degerleri kontrol grubunda saptanmistir. Laktat parametresinde oldugu gibi bu
parametrede de c¢alisma gruplar arasinda istatistiksel farklilik tespit edilmemistir

(p=0.279).(Tablo 2, Grafik 2)
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Ince barsak IR hasarinda lokal olarak iiretilen serbest radikaller, arasidonik asit
metabolitleri ve sitokinler hasarin oldugu bdlgeye dogru dolasimdaki nétrofillerin
ulagsmasini kolaylastirip hasar1 arttirirlar. MPO enzimi dokularda PMNL’e spesifik bir
enzimdir ve dokulardaki I6kosit diizeyinin tayinini yapmada yardimcidir (30). MPO
dokuda biriken polimorfoniikleer l6kositlerin marker enzimi olarak kullanilir ve

reperfiizyon hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilir (31).

Postiskemik durumda PMNL de icerdikleri MPO enzimi ile IR hasarinda rolii
olan serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olurlar. Grisham ve ark. kedi
barsaginda reperfiizyonun PMN birikimi ile mukozal MPO diizeylerinde 18 kat artisa
neden oldugunu gostermislerdir (134). Ferrer ve ark. antioksidan olarak Allopiirinol
kullandiklar1 sigan intestinal IR modelinde serbest radikallerin etkisinin giderilmesiyle
doku MPO diizeylerinde anlamli diisiisler tespit etmislerdir( 135). Ozden ve ark. Anti-
trombin III kullanarak bunun intestinal IR hasarindaki lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkilerini incelemisler ve lipid peroksidasyonunun bir dereceye kadar engellenmesiyle
anlamli MPO diisiisleri tespit etmislerdir (136). Biiylikgebiz ve ark. ise yine serbest
radikal temizleyici etkilerini 6n plana ¢ikardiklari kaptopril kullandiklar: intestinal IR
caligmalarinda s6z konusu ajanla doku hasarinin ve MPO aktivitesinin azaldigin

gostermiglerdir (137).

Notrofil infitrasyonunu inhibe edici ajanlar kullanilarak yapilan birgok deneysel
calismada doku MPO diizeyindeki distisler rapor edilmistir.Lee ve ark (138). Glisin,
Stroh ve ark (139). L-propiyonil karnitin, Cuzzocrea ve ark (140). ise Lipokortin-1’1
inhibitor ajan olarak kulanmislar ve tiimii de doku MPO aktivitesindeki anamli diisiisleri

rapor etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda kontol grubunda sham grubuna gore yaklasik 2,5 katlik 1bir
MPO aktivitesi artis1 olmustur.Istatiksel olarak da bu fark anlamlidir (p<0.001).Bu
sonug;reperfiizyonla intestinal mukozada olusan hasar1 yansitmaktadir. En yiiksek MPO
degerleri yine kontrol grubunda mevcuttur. Gerek IOK gerekse FOK gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisik doku MPO diizeyleri
saptanmistir (p<0.001). Ancak ¢alisma gruplarinda ( IOK,FOK) birbiri arasinda anlaml
bir farklilik saptanmamustir ( p=0.09). ( Tablo 3,Grafik 3)
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Intestinal IR hasariin histopatolojik degerlendirilmesinde bircok skorlama
sistemi gelistirilmistir. Chui ve ark (105)., Yoshida ve ark. (141)., Hierholzer ve ark
(142). ve Park ve ark. (143) farkli siniflamalar yapmislardir. Chui ve ark. tarafindan
tanimlanan histopatolojik siniflama intestinal IR hasar1 ve buna karsi kullanilan
onkosullayici1 ajanlarin  etkisinin histopatolojik olarak degerlendirilebildigi sik

kullanilan, basit ve sade bir morfolojik skorlama sistemidir.

Mallick ve ark. sican ince barsaginda deneysel IR hasar1 olusturduklari
calismalarinda Onkosullayic1 ajan olarak prolidin ditiokarbamat kullanmiglar ve
intestinal morfoloji degisikliklerini Chiu ve ark.nin tarif ettigi skorlama sistemine gore
incelemislerdir. Histopatolojik skorda IR grubuna gére calisma grubunda anlamli
diisiis tespit etmislerdir (108). Mallick ve ark. IR hasarinin mikrovaskiiler perfiizyonla
iliskisini arastirdiklar1 diger bir ¢alismalarinda IR hasarma kars1 IOK’nin koruyucu
etkilerini histopatolojik diizeyde intestinal morfolojideki hasarlanmanin geriledigini
gostererek kanitlamislardir (144). Abrahao ve ark. intestinal IR hasarlanmasia kars1
IOK’nin koruyucu etkilerinin biyokimyasal ve morfolojik acidan degerlendiridigi
deneysel ¢alismalarinda IR grubuyla IOK grubu arasinda morfolojik agidan istatistiksel
bir farkliik gosterememislerdir (102). Jun ve ark. PKC’nin intestinal IOK’daki
etkilerini arastirdiklari ¢alismada IOK nin IR hasarindaki koruyucu etkilerini morfolojik

diizeyde gostermislerdir (145).

Bizim c¢alismamizda deneysel IR hasari olusturdugumuz grupta villuslarda
dokiilme, lamina propriada artmis seliilarite, mukozal iilserasyon ve nekroz
gozlemlendi. Bu histopatolojik bulgular Chiu skorlamasina gore ileri evre reperflizyon
hasarin1 yansitir (Resim5.d,Resim5.e). Calisma gruplarinda ise kapiller konjesyon ve
villus st kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma goriildii (Resim5.b,Resim5.c).
Histopatolojik hasar yoniinden gruplar degerlendirildiginde en fazla hasarin kontrol
grubunda oldugu goriildii. IOK ve/veya BK uygulanmasi ile histopatolojik
degisikliklerde anlamli diizelme kaydedildi. Ancak bu iki c¢aligma grubu arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir farklilik yoktu (Tablo 4,Grafik 4).

Bu calismanin sonucunda; ince barsak cerrahisi sirasinda sikc¢a karsilasilan IR
hasarmi azaltmak i¢in hem IOK hem de BK ile yapilan FOK’nin etkili birer yéntem

oldugu ancak birbirlerine {istlinliiklerinin olmadig1 degerlendirilen biyokimyasal ve
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morfolojik parametrelerle anlasilmistir. BK’in 10K’da endojen bir peptid olarak rolii
artik bilinmektedir. Buradan hareketle BK’i farmakoljik bir ajan olarak disaridan
vererek oOnkosullayici ajan olarak kullanmay1 tercih ettik. BK endojen koruyucu
mekanizmalar1 harekete gecirmesinin yani sira nétrofil adezyonunun inhibisyonuyla
reperflizyon hasarindan intestinal mukozay1 koruyabilir.Ayrica BK’in potent vazodilator
etkisi reperfiizyon hasarinda 6n plana ¢ikan ve Onemli bir mekanizma olan
vazokonstriiksiyonu dengeliyor olabilir. Nitekim BK ile daha 6nce etkinligi ince
barsakta kamtlanmis IOK’ya benzer sonuglar elde ettik. Ancak reperfiizyon hasarmin
birbiri igerisine gegmis ve hayli kompleks mekanizmalar1 akla getirildiginde BK ile ince
barsaklarda muhtemel farkli etki mekanizmalarini ortaya ¢ikarmaya yonelik ve ozellikle

diger baska parametrelerin kullanilacagi calismalara ihtiyac vardir.
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6. SONUCLAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya DEKAM’nde gergeklestirilen
“Sicanlarda olusturulan deneysel intestinal iskemi reperfiizyon modelinde bradikinin

Onkosullandirmasinin etkileri ” adli ¢alismamizin sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. IR hasar1 50 dk. iskemi-30 dk. reperfiizyon periyodu, IOK ise 10 dk. iskemi-10
dk reperfiizyon peryoduyla gerceklestirilmis ve her iki uygulama peryodunun

etkinligini gostermede morfolojik ve biyokimyasal kanitlar elde edilmistir.

2. Biyokimyasal olarak serum Laktat ve LDH diizeyleri karsilastirildiginda IOK ve
BK ile yapilan FOK’nin ince barsaktaki IR hasarmni azalttigi goriilmektedir.

Ancak iki yontemin birbirine kars iistiinliigii saptanmamuistir.

3. IR hasarinda nétrofillerin patofizyolojik mekanizmada etkinligini gdsteren doku
MPO diizeyinde sham grubuna gore kontrol grubunda yaklasik 2,5 kat artig
saptanmis, IOK ve BK ile doku MPO diizeyinin azaltildig1 gdsterilmistir.

4. Histopatolojik degerlendirmede; reperfiizyona bagli hasarin farkli asamalari
gosterilmis, gerek 10K gerekse BK ile yapilan FOK’nin intestinal mukoza

hasarini azalttig1 gosterilmistir.

5. BK’in ince barsakta bir farmakolojik ajan olarak oOnkosullayict etkinligi
gosterilmis ve bunun IOK’ya benzer koruyucu etkiler sagladigi kullanilan

morfolojik ve biyokimyasal parametrelerle kanitlanmigtir.
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