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OZET

Selcuk Ozkan, Ratlarda Intestinal iskemi Reperfiizyon Hasari Modelinde
Humaninin Olas1 Anti-apoptotik ve Anti-inflamatuar Etkilerinin Arastirilmasi,
Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Uzmanhk Tezi,
Zonguldak, 2016.

Intestinal iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasar1, mezenter arter embolisi, ciddi travmalar,
major vaskiiler ve abdominal cerrahiler sirasinda/sonrasinda goriilebilmektedir.
Ozellikle akut mezenter iskemi sonrasinda yiiksek oranlarda mortalite bildirilmistir.
In-vitro ve in-vivo ¢alismalarda, Humaninin (HN) anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve
anti-oksidatif etkileri gosterilmistir. HN’in 14. pozisyonda serin/glisin degisikligi ile
elde edilen analogu (HNG) daha fazla sitoprotektif etkiye sahiptir. HN’nin intestinal
I/R hasari iizerindeki etkileri ile ilgili yaymlanmis herhangi bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada HNG’in deneysel intestinal I/R hasarma etkileri
arastirilmistir.

Calisma her grupta 8 rat olacak sekilde 4 grupta yapildi. Tiim gruplarda siiperior
mezenterik arter (SMA) diseke edildi. Kontrol grubunda (Grup K) ek islem
yapilmadan 3. saatte ince bagirsak doku ©Ornegi alindi. I/R grubunda SMA
klemplenerek 60 dk iskemi, ardindan 120 dk reperfiizyon saglandiktan sonra ince
bagirsak doku &rnegi alindi. 3. gruba I/R grubundan farkli olarak iskemiden 1 saat
once 2 mg/kg dozdan (HIR grubu), 4. gruba ise HIR grubundan farkli olarak
reperfiizyondan 10 dk once 2 mg/kg dozdan HNG intraperitoneal olarak verildi
(HIHR grubu).

Reperfiizyon hasarinin belirlenmesinde histopatolojik analizde Chiu’nun mukozal
iskemi skalasi, apoptozisin degerlendirilmesinde apoptotik hiicre saymmi,
biyokimyasal analizde doku siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve ileri diizey
oksidasyon protein {irtinleri (AOPP) diizeyi degerlendirildi. p<0,05 degeri anlamh
kabul edildi.

Mukozal hasar HIR ve HIHR gruplarinda I/R grubuna gére azalmis olsa da, fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,088). Anti-apoptotik etki HIR ve HIHR

gruplarinda gdzlenmesine ragmen, istatistiksel olarak sadece HIHR ve I/R



gruplarin karsilastiritlmasinda anlamli fark goriildii (p<0.05). SOD ve AOPP
diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi (p=0.620/p=0,690).

Bu c¢alismada I/R modelinde uygulanan HNG’nin I/R hasarmi énlemede koruyucu
etkileri oldugunu, ancak istatistiksel anlama ulagsmadigin1 gordiik. HN’in intestinal

I/R hasarina etkilerinin daha genis 6rneklem gruplarinda ¢alisilmasi uygun olacaktir.

Anahtar Sézciikler: Intestinal, Iskemi, Iskemi reperfiizyon hasari, Humanin,

Apoptozis.

Bu ¢alisma Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafinca desteklenmistir. (Bilimsel Arastirma Proje No: 2013-86982119-02)



ABSTRACT

Ozkan Selcuk, The Evaluation of Possible Anti-inflammatory and Anti-
apoptotic Effects of Humanin in a Rat Model of Intestinal Ischemia/Reperfusion
Injury, Thesis of the Bulent Ecevit University Medical School, Department of
General Surgery, Zonguldak, 2016.

Intestinal ischemia/reperfusion (I/R) injury can be seen during/after mesenteric artery
embolism, severe trauma, major vascular and abdominal procedures. High mortality
rates have been reported, especially after acute mesenteric ischemia.

Anti-apoptotic, anti-inflammatory and anti-oxidative effects of humanin (HN) have
been demonstrated in in vitro and in vivo studies. HNG is an analog obtained by
serine/glycine substiation at the 14th position of HN and its cytoprotective effect is
greater. There is no published study on the effects of HN on intestinal I/R injury. The
effect of HNG on experimental intestinal I/R injury was investigated in this study.
The study was performed in 4 groups as 8 rats in each group. Superior mesenteric
artery (SMA) was dissected in all groups. No additional treatment was performed in
the control group (Group K) and a sample of small intestine tissue was taken at the
3rd hour. In the I/R group, small intestine tissue samples were taken after SMA
clamping for 60 min and then 120 min reperfusion. Unlike I/R group, group 3rd was
given intraperitoneal HNG 2 mg/kg dose 1 hour before ischemia (Group HIR).
Group 4 was additionally administered intraperitoneally with HNG 2 mg /kg dose 10
minutes before reperfusion (Group HIHR).

In histopathological evaluation, Chiu's mucosal ischemia scale was used to determine
reperfusion damage. Apoptotic cell count was used in the evaluation of apoptosis.
Tissue superoxide dismutase (SOD) activity and advanced oxidation protein products
(AOPP) levels were used in biochemical analysis. A value of p <0.05 was considered
significant.

Although the mucosal damage was decreased in the HIR and HIHR groups compared
to the I/R group, the difference was not statistically significant (p=0,088). Anti-
apoptotic effect was observed in HIR and HIRR groups, but statistically significant
difference was observed in only comparison of HIRR and I/R groups (p<0.05). There



was no significant difference between groups in terms of SOD and AOPP levels
(p=0.620/p=0.690).

In this study, we observed that HNG had cytoprotective effects in preventing I/R
injury, but the difference did not reach statistical significance. The effects of HN on

intestinal I/R injury should be studied in larger sample groups.

Keywords: Intestinal, Ischemia, Ischemia Reperfusion Injury, Humanin, Apoptosis.
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1. GIRIS

Intestinal iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1i, mezenter arter embolisi, ciddi travmalar,
major vaskiiler ve abdominal cerrahiler sirasinda veya sonrasinda goriilebilmektedir.
Mezenterik /R ise sepsis, sistemik inflamatuar cevap sendromu (SIRS) ve coklu
organ yetmezligine (COY) neden olmaktadir. Ozellikle akut mezenter iskemi (AMI)
sonrasinda hastalarda %60-80 gibi ¢ok yiiksek oranlarda mortalite bildirilmistir (1).
Iskemi sirasinda kanin dagilimindaki bozulma, oksijen (O2) ve glikozun dokulara
dagiliminda azalmaya, takibinde kan akiminda diizelme ise serbest oksijen
radikallerinin olugsmasina neden olmaktadir.

Intesinal liimen c¢ok sayida kommensal yasayan bakteriye konak gorevi
gormekte ve bu bakterilerin viicuttan izolasyonu, intestinal liimende bulunan
epitelyal hiicrelerinin bariyer fonksiyonu ile saglanmaktadir. Enterik bakteriler I/R
hasarma bagl indiiklenen lokal inflamasyon ve end-organ disfonksiyonunda hayati
oneme sahiptirler (2). Enerji deplesyonu ve hiicre oliimiine bagli olarak epitelyal
hiicre ve bariyer disfonksiyonu meydana gelmektedir. Hiicre apoptozisi, I/R
hasarinda intestinal mukozal biitiinliigii etkileyerek bariyer fonksiyonun bozulmasina
buna bagli olarak da bakteriyel translokasyona ve ¢ogu mortal seyreden
komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir (1).

Apoptozis, I/R hasariyla indiiklenen intesinal epitelyal hiicre hasarlanmasina
neden olan hiicre Olimlerinde altta yatan Onemli nedenlerden biridir. Ayrica,
proflaktik anti-apoptotik tedavilerin I/R hasarina karsi efektif bir tedavi secenegi
olabilecegi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (3).

Humanin (HN) insan viicudunda endojen olarak bulunan bir peptid olup,
ozelikle Alzheimer hastalig iligkili proteinlerin neden oldugu hasara kars1 néronlari
korudugu cok iyi bilinmektedir. Bu etkiyi antia-poptotik mekanizmalar {izerinden
sergiledigi gosterilmistir. Takip eden ¢alismalarda HN’nin serebral ve miyokardiyal
I/R modellerinde anti-apoptotik etkilerin yan1 sira anti-oksidatif ve anti-inflamatuar
mekanizmalar iizerinden koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (4-6).

Bu calismada, kalpte ve beyinde olusan I/R hasarinda, anti-apoptotik, anti-
oksidatif ve anti-inflamatuar mekanizmalar ile koruyucu etkisi gosterilen HN’nin

intestinal I/R hasarinda koruyucu etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ince Bagirsak Anatomisi

Ince bagirsaklar sindirim siteminin pilor ile ¢ekum arasindaki kismim
olusturmaktadir. Ortalama 4-6 m uzunlugundadir. Ince bagirsaklar batin iginde orta,
alt kisimda yer alir. Onde omentum majus ve karin duvari ile komsudur (7,8).

Duodenum, jejunum ve ileum olmak lizere ince bagirsaklar {ic kisimda
incelenir. Duodenum ince bagirsagin en kisa pargast olup, pilor ile treitz ligamani
arasindaki ilk pargasidir. Jejunum ve ileum ise treitz ligamanindan sonraki kisim
olup ¢ekuma kadar devam ederler. Jejunum ve ileum mesenter isimli periton yapragi
ile retroperitona asilidir. Jejunum ile ileumu ayirmaya yarayan belirgin bir yapi
yoktur. Ince bagirsagin proksimal %40’m1 jejunum, distal %60°Iik kismimi ileum
olusturdugu kabul edilmektedir (7,8).

Ince bagirsaklar valvulae connivantes olarak adlandirilan, besinlerin gegisini
yavaglatarak emilimi artiran mukozal katlantilara sahiptir. Valvulae connivantes ince
bagirsagin proksimal kisminda daha belirginken distalde giderek azalir ve ileum son
kisimlarinda tamamen kaybolur. Ince bagirsak mukozasinda folliculi lymphatici
aggregati (Peyer’s plaklar1) adi verilen lenfoid folikiiller vardir. Peyer’s plaklari
ileumda jejunumdan daha fazla sayida bulunmaktadir (8).

Mesenter ince bagirsaklarin batin iginde serbest sekilde hareketine izin verir.
Mesenter karin arka duvarina radiks mesenteri ile tutunur. Radiks mesenteri 2.
lumbal vertebranin sol tarafindan sag sakroiliak ekleme kadar uzanmir. Mesenter
icinde stiperior mesenterik arter ve venin jejunal ve ileal dallari, lenfatikler, lenf
nodlar1 ve yag doku bulunur.

Duodenumun kanlanmasi biiyilk oranda ¢6lyak trunkus ve siiperior
mesenterik arterin dallar1 ile saglanir. Jejunum ve ileum ise siliperior mesenterik
arterden (SMA) gelen jejunal ve ileal dallardan beslenmektedir (Sekil 1). Venleri,
arterleri ile birlikte seyredip siiperior mesenterik vene drene olur. Lenfatik akim ise
stiperior mesenterik lenf nodalarina olur.

Ince bagirsaklarin sempatik ve parasempatik uyarimi nervus vagus ve nervus

splanknikus tarafindan saglanir (7,8).



Sekil 1. SMA dallar1, Ince bagirsagin arteryal beslenmesi (9).

2.2. ince Bagirsak Histolojisi

Ince bagirsak duvari dort tabakadan olusmaktadir; mukoza, submukoza, miiskiilaris
propria ve seroza (10-11).

Mukozanin epitelium, lamina propria ve miiskiilaris mukoza olmak {iizere ii¢
tabakas1 bulunur. Epitelium liimene bakan tarafta olup, emilim ve salgilamadan
sorumludur. Lamina propria epiteli destekleyen bag dokusudur. Miiskiilaris mukoza
sirkiiler ve longitudinal kaslardan olusup lamina propria ile submukozay1 birbirinden
ayirir. Mukoza kript ve villilerden olusur (10-11).

Submukoza yaygin damar agi, sinir lifleri ve gangliyon lifleri bulunduran
submukozal (Meisner) pleksusunu igeren, hiicreden zengin konnektif dokudur (10-11).

Miiskiilaris propria myenteric (Auerbach) pleksusunu igeren, dista
longittidinal ve igte sirkiiler diiz kas tabakasindan olusan katmandir (10-11).

Seroza tek katli yassi epitel ve altindaki bag dokudan olusan visseral

peritonun devamidir (10-11).



2.3. Iskemi/Reperfiizyon

Dokunun canliligini siirdiirmesi igin gerekli olan arteriyel veya vendz akimin
bozulmas1 sonucu, oksijen ve besinlerin dokuya ulastirilamamasi, metabolizma sonucu
ortaya cikan toksik metabolitlerin ortamdan uzaklastirllamamasi iskemi olarak
tanimlanmaktadir. Normal sartlarda hiicre i¢in gerekli enerji aerobik metabolizma ile
saglanirken, oksijen yetersizliginde anaerobik metabolizma ile saglanmaya calisilir.
Enerji iretiminin hiicre tarafindan efektif saglanamamasi sonucu hiicre i¢i enerji
depolar1 bosalir, toksik metabolitler ortamdan uzaklastirllamaz ve hiicre hasarina
neden olur. Reperflizyon ile oksijenizasyon ve toksik metabolitlerin ortamdan
uzaklastirilmastyla iskemi diizeltilir. Ilging bir sekilde reperfiizyon hiicrede sadece
iskeminin yol agtig1 hasara gore daha ciddi bir hasara neden olur (12-13). Reperfiizyon
sonrast hasarda birgok mekanizma rol alsa da, hasardan baslica serbest oksijen
radikalleri (SOR) sorumludur. Iskemi sirasinda meydana gelen molekiiler ve
biyokimyasal degisiklikler SOR aracili hasara zemin hazirlar. Hiicrede bu hasara en
duyarl yapilar; hiicre membran lipitleri, proteinler ve niikleik asit molekiilleridir (14).

Septik, hemorajik ya da travmatik sok, ciddi yaniklar sonrasi ya da aort
anevrizma cerrahisi, ince bagirsak transplantasyonu, kardiyopulmoner bypass gibi
uzamis ince bagirsak iskemisine yol acan cerrahi prosediirler sonrasi meydana gelen
intestinal I/R hasar1 yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olabilir. Batm igi
organlar arasinda ince bagirsaklar I/R hasarina en duyarli organdir (15-16).
Bagirsaklar iskemi ataklari ile kolayca hasarlanan labil hiicrelerden olugmaktadir.
Reperfiizyon mukoza hasari ile sonuglanir. Ayrica, bagirsak mukozasi tarafindan
salgilanan akut faz proteinleri, sitokinler ve hormonlar sadece bagirsag: etkilemez,
uzak organlarin fonksiyonlarini da etkileyebilir. (17).

Hiicre canliliginin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan adenozin trifosfat (ATP)
iiretilen mitokondri, iskemik hiicrede ilk etkilenen organeldir. Iskemi ile birlikte
hiicrede yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir. Enerji yetersizligi nedeni ile hiicre
zarindaki sodyum-potasyum pompasi (Nat, K+ ATPaz) inhibe olur ve hiicre igi
sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca*?) birikmesine yol agar. Hiicre i¢i Ca*? birikimi
sitotoksiktir. Hiicre ici Ca*? artis1; fosfolipaz, proteaz, ATPaz ve endoniikleazlari

aktive ederek hiicre hasarina neden olur (18,19).



Iskemi siirecinde ATP artmis enerji aci1 nedeni yikilarak adenozin
monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin ise hiicre disina ¢ikarak inozin ve

+25

hipoksantine metabolize olur. Hipoksik ortam ve artmis hiicre i¢i Ca™“’un aktive
ettigi proteazlar ksantin dehidrojenazin (KDH) SOR’un iiretimine neden olan ksantin
oksidaza (KO) doniisiimiinii aktive eder. Normal sartlarda hipoksantin elektron alici
olarak okside nikotinamid adenin diniileotidi (NAD™) kullanarak iirik asite
metabolize olur. Reperfiizyonun saglanmasi ile oksijen varliginda ise hipoksantin
KO enzimiyle tepkimeye girerek siiperoksit anyonu (O) ve hidrojen peroksit (H20,)
gibi SOR olusumuna neden olur (19). Ayrica iskemi siiresince endotelin (ET),
tromboksan A2 gibi bioaktif bilesiklerin ve proinflamatuar sitokinlerin yapiminda
artts gozlenirken, yapisal nitrik oksit sentetaz (NOS) ve siklooksijenaz-2 gibi

koruyucu gen {irlinlerinin sentezinde azalma gozlenir. Sonu¢ olarak iskeminin

yarattig1 proinflamatuar durum doku yaralanmasini daha da arttirir (20).

Normal sartlarda:
KDH (NAD+ yi kullanarak)

Hipoksantin —= ——  Ksantin ve tirik asit
Iskemide:
ATP = ——— AMP ve adenozin

ADENOZIN hiicre disina gegger =———— inozin ve hipoksantin
AMP ———— Hipoksantin
KDH ————— KO
Reperfiizyon ile:

KO (02’1 kullanarak)
Hipoksantin = —Ksantin + O,

KO

Ksantin + 20, + HO =———"—"Urik asit + O + H202

Geri doniissiiz hiicre hasarinin gergeklesmemesi i¢in dokuya kan akiminin
tekrar saglanmasi gerklidir. Fakat reperfiizyon stirecinde dokuda iskemik hasardan
daha fazla hasar meydana gelebilmektedir. Iskeminin siiresi ve yogunluguna baglh

olarak reperfiizyon hasar1 daha da artabilir (21).



I/R hasarmin fizyopatolojisinden karmasik birtakim hiicresel ve hiimoral
mekanizmalar sorumludur (22). I/R hasarinin olusumunda serbest oksijen radikalleri,
polimorf niiveli 16kositlerin (PMNL) neden oldugu hasar, kompleman sistemi ve

endotel hiicreli sorumlu tutulmaktadir.

2.3.1. Serbest radikaller

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerde varligi ilk defa 1956’da Denham Harman
tarafindan gosterilmistir (23). Serbest radikallerin hiicredeki lipid, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve diger biyomolekiiller ile oksijenin etkilesimleri
sonucu ortaya cikan oksidatif hasarla ilgili caligmalar yapilmistir (24).

Oksijen yasamin siirdiiriilmesi igin gerekli bir molekiil olmasina ragmen
oksijen metabolizmasiyla ortaya c¢ikan reaktif oksijen tiirleri canliya zarar verme
potansiyeline sahiptir. Serbest radikaller yoriingelerinin son halkasinda eslenmemis
elektron igeren reaktif ve kisa Omiirlii molekiillerdir. Canlhida, fizyolojik sartlarda
serbest radikallerin kaynaklari; oksijen, nitrik oksit (NO), mitokondriyal elektron
transport sistemi, peroksizom, endoplazmik retikulum, hiicre membran1 ve aktive
olmus nétrofillerdir.

Organizmada olusan serbest radikaller yiliksek oranda oksijenden
olugsmaktadir. Solunumla alinan oksijenin biiyiikk kismi mitokondrilerde enerji
metabolizmasi i¢in kullanilirken, %5’lik kiigiik bir kismi toksik serbest oksijen
radikallerine doniisiir. Yasam siiresince dokular siirekli olarak SOR ile
karsilasmaktadir (Sekil 2) (25). Mitokondriler SOR’un esas iiretildigi yer olup, ayni
zamanda SOR’a en fazla maruz kalan organeldir (26).

Oksijen molekiiliiniin kismi indirgenmesi ile reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
O, H202 ve hidroksil radikali (OH") ortaya ¢ikar. Siiperoksit radikali, molekiiler
O2’ye indigeyici bir ajandan bir elektron ilavesi ile ortaya ¢ikmaktadir. O™ antioksidan
bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) ile H2O2’ye indirgenmektedir (27).
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O, stperoksit
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OH
0, H,O, hidrojen peroksit —  hidroksil radikali
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HO

hidroperﬂkszil radikali

Sekil 2. Molekiiler oksjienden serbest radikal olusumu ve nitrik oksit ile iligkisi (26).

O72’nin 6nemi serbest radikal olarak direk hasar verici etkisinden ziyade H20>
icin kaynak olmasi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan kaynaklanir.
H20:2, yapisinda eslenmemis elektron bulundurmadig: i¢in serbest radikal degildir.
Normal dokuda indirgenme sonucu olusan H>O> antioksidan enzimlerden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz tarafinca toksik olmayan son iiriinlere

dontstiirilmektedir.

2 H,0, _KATALAZ J95H,0 + 0,
H,0, _SSHPX  JGSH,H,0 + GSSG
GSSG + NADPH + H"  SDHredikiaz A NADP* + 2GSH

H20:, ge¢is metallerinin varliginda ise fenton reaksiyonu ile toksik hidroksil
radikaline dontistiiriilir (27).
Fet? Fe's

Q=
H.0, »OH"

OH", ortamda her tiirlii molekiil ile etkilesime giren, bilinen en reaktif serbest
radikaldir. OH-, hiicrede bulunan protein, karbonhidrat, lipidler ve DNA gibi
makromolekiillerle etkilesime girerek oksitadif hasara yol acgar. Makromolekiiller
hiicrede az miktarda bulunduklarindan hasarlanmalari hiicre i¢in ¢ok Onemlidir.

Organizmada hidroksil radikal siipiiriictisiiniin etkili olabilmesi igin dokuda yiiksek



konsantrasyonlarda bulunmasi gerektiginden hidroksil radikalinin  olusumunun
engellenmesi siipiiriilmesinden daha etkilidir (28).

Serbest radikallere kars1 en hassas hiicre bileseni lipitlerdir. Serbest radikaller
hiicre zarinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 ile tepkimeye
girerek peroksidasyon {irlinleri olusturur. Hiicre igin olduk¢a zararli olan ve lipit
peroksidasyonu olarak bilinen poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi zincir
reaksiyonu seklinde devam eder. Lipid peroksidasyonu ile olusan yeni radikallerin
etkisiyle fosfolipaz A> aktive olur ve lipid peroksidasyonu devam eder. Lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya aldehitler, ketonlar, alkanlar, alkenler ve karboksilik
asitler c¢ikar (29). Malonildialdehit (MDA) gibi son firlinler olglilerek peroksidasyon
siddeti belirlenebilir (30).

Proteinler, lipitler kadar olmasa da serbest radikallerden etkilenirler. Proteinlerin
serbest radikal hasari aminoasit kompozisyonlar1 ile ilskilidir. Serbest radikallerle
etkilesen disiilfit bagdan zengin yapidaki immunoglobulin G (IgG), albumin ve
hemoglobin gibi proteinlerin tersiyer yapilart bozulur. Hiicrede bulunan enzim ve
reseptor yapidaki proteinlerin oksidasiyonu nedeniyle yapilarinin bozulmasi, 6nemli
hiicre fonksiyonlarinda bozulmaya yol acar. Serbest radikaller niikleotid yapisinda
bulunan piirin ve primidin bazlarin etkilerler. Ozellikle guaninin hidroksilasyonu ile
mutasyonlar meydana gelmektedir. Mutasyonlar neticesinde hiicre hasari ile hiicre
oliimii gerceklesebilir (29).

Ileri diizey oksidasyon protein iiriinleri (AOPP; Advenced oxidation protein
products) ilk defa Witko-Sarsat ve ark. tarafinca 1996 yilinda tiremik hastalarda
bulunmustur (31). Ditirozin igeren g¢apraz bagl protein tiriinleri olarak tanimlanan
AOPP, protein hasarmnin tespitinde giivenilir bir belitectir (32). AOPP organizmada
miyeloperoksidaz (MPO) tarafinca olusturulan hipoklorik asit (HOCI) ile proteinlerin
amin gruplarinin tepkimesi ile olusur. Bakteri, virlis ve tiimor hiicrelerine karsi
savunmada 6nemli bir ajan olan HCOI normal dokuda protein oksidasyonu ile hiicre
hasarma yol acar. Kloronize amino asitler spontan olarak aldehitlere yikilarlar, amonyak
ve karbondioksit olarak atilirlar (33). Oksidatif stres sonucu olusan protein karbonil
deriveleri oksidatif stresi degerlendirmede kullanilir. Oksidatif stres belirteci olarak

protein karbonil derivelerinin kullanimi, daha erken olusmalar1 ve daha stabil olmalar



nedeniyle yari Omiirleri ¢cok kisa olan lipit peroksidasyon {irlinlerine gore daha
avantajlidir (34).
SOR’un dokuda olusturdugu hasar Sekil 3’te gosterilmistir (35).

O radikalleri

Lipid peroksidasvonu Kemortaktik faktor

PG metablizmasiin

Aktivasyonu Natrofil birikimi
v

Hiicre zan hasan

Fagositoz Kapilerlerin lokosit
tikaclar: ile tikanmasi

-
Hitcre élitail

N\,

Doku hasarn +———— »: radikallen Iskenu

Sekil 3. Serbest oksijen radikallerinin doku hasar1 olusturma yollar1.

2.3.2. Polimorf niiveli lokositler

Akut inflamasyonda rol alan baslica 16kositlerden olan PMNL’lerin reperfiizyon
sonras1 hasarin patofizyolojisinde de oOnemli rolleri vardir. Akut inflamasyonda
l16kositler ve plazma proteinleri hizla inflamasyon yerinde toplanirlar. Lokositler
inflamasyon etkenini ortadan kaldirip, nekroze dokularin sindirilmesini saglarlar.
Akut inflamasyonda bir takim vaskiiler degisiklikler ve hiicre olaylar1 olur.
Vazodilatasyon ve permeabilite artis1 baglica vaskiiler degisilikler olup, 16kositlerin
ve plasma proteinlerinin hasarlanmis dokuya toplanmasina hizmet ederler.
Vazodilatasyonun gelismesine sekonder kapiller yatak konjesyonu gergeklesir. Ote
yandan mikrovaskiiler permeabilitenin gelismesi proteinden zengin sivinin damar
disina ¢ikmasina dolayisiyla da intravasiiler staz gelisimine neden olur. Stazdan

sonra PMNL’ler damar duvarinda birikirler (marjinasyon). Damar duvarinda biriken



PMNL lerin intersitisyel dokuya geg¢isi su sirayla olur;

1. Marjinasyon ve damar duvarinda yuvarlanma (Rolling),

2. Endotele sikica yapigsmalar1 (Adezyon),

3. Endotel hiicreleri arasindan gegmeleri (Transmigrasyon),

4. Intersitisyel araliga gecis (Kemotaksis) (36-37).

PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonunda endotel hiicreleri ve lokositlerde
bulunan adhezyon molekiilleri gorevlidir. Selektinler endotelde ve 16kosit tizerinde
bulunan reseptorlerdir. Adhezyon molekiillerinin baslicalar1 L-selektin (CD62L),
P-selektin (CD62P) ve E-selektin (CD62E)’dir. Doku da gelisen I/R endotelde
bulunan P-selektin’in ekspresyonunda artisa neden olur. P-selektin, yuvarlanmayi
saglamak igin (Rolling) damar duvarinda biriken 16kosit yiizeyindeki P-selektin
glikoprotein 1 (PSGL-1) adi verilen reseptorii ile birleserek diisiik afiniteli reseptor
baglantism1  olusturur. Integrinler, lokositlerin endotele yapismasii saglayan
transmembran glikoproteinlerdir. Lokosit betay integrinler (CD11a/CD18 ve
CD11b/CD18) ile baglanan intraseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) 16kositlerin
adezyon ve agregasyonunu saglar.

Transmigrasyon lokositlerin intraseliller baglantilart kullanarak endotel
hiicrerleri arasindan ge¢mesidir. Lokosit gocli kemokinler tarafinca yonetilir. Gog
trombosit endotel hiicresi adhezyon molekiilii 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre
baglantilar1 arasi etkilesimle saglanir. Lokositler endotelden ge¢meleri sonrasinda,
vaskiiler bazal membran1 gecebilmek i¢in kollejenaz salgilarlar. Damar disina ¢ikan
l6kositler, kemotaktik maddelerin de salgilanmasi ile hasarli alana go¢ ederler (Sekil
4). Bakteri iriinleri, kemokinler, kompleman sistemi elemanlari, arasidonik asit
metabolizmasinin lipooksijenaz yolu iiriinleri 16kositler i¢in kemotaktik maddeleri
olusturur (36-37).

Lokositler i¢in kemotaktik olan maddeler; kompleman 3a (C3a), 16kotrien B4
(LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF), interlokin 1 (IL-1), prostoglandin (PG)
tiirleridir. Hasarl1 alana go¢ eden 16kosit tipi inflamatuar olaymn siiresine ve uyarana
gore degismektedir. Akut inflamasyonda hasarli dokuda ilk 6-24 saatte PMNL’ler
hakimken, monositler 24-48 saatin sonunda PMNL’lerin yerini alir. PMNL’lerin

diger l6kositlere sayica lstiinliigii, kemokinlere daha hizli yanit vermeleri ve endotel
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tizerindeki adhezyon molekiillerine daha siki tutunabilmeleri akut inflamasyonun

baslangicinda PMNL ’lerin hakim olmasinin nedenleri arasinda sayilabilir (36).

s
\.") an

Sekil 4. Lokositlerin damar disina ¢ikisinin sematizasyonu (37).

Dokuya go¢ eden l16kositlerin fonksiyone hale gelmeleri i¢in aktive edilmeleri
gereklidir. Aktivasyon; patojen mikroorganizmalar, nekrotik doku ftriinleri ve bir
takim mediyatorlerle saglanir. Lokosit aktivasyonu ile dncelikle inflamasyona neden
olan partikiiller fagosite edilir. Ardindan fagosite edilmis yapilar fagozomlarda
tiretilen reaktif oksijen/azot tlirevleri ve lizozom enzimleri ile parcalanip yok edilir.
Ayrica fagozomlarda iiretilen maddelerin hiicre disina salinmasi, mikroorganzimalari
yok etmek i¢in kullanilan bir diger yoldur. Lokositler yabanci maddelere spesifik
yiizey reseptorleri vasitast ile baglanir ve bu maddeleri hiicre i¢ine alirlar. Yiizey
respterlerinin bir kismi direk olarak yabanci maddeyi algilarken, bir kismi da
mikroorganizmalari1 kaplayarak fagositoz hedefi yapan opsonin adi verilen endojen
proteinleri tanirlar. Insan viicudunda ki en énemli opsonin IgG’dir (36).

Fagosite edilen partikiiliin hiicre iginde pargalanmasinda en 6nemli basamaklar
lizozomal enzimlerin iretimi, lizozom ile fagozom kaynasmasi ile fagolizozom
olusturulmasidir. ROS ve lizozom enzimleri ile par¢alanma saglanir (36).

ROS fagositlerde belli asamalardan gegilerek iiretilir. Fagozom olusmasiyla
indiiklenen glikojenaliz ve glikoz oksidasyonundaki artis SOR olusmasiyla

sonuglanir. Bu asamadan fagosit oksidaz olarak adlandirilan indirgenmis nikotinamid
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adenin dintikleotid fosfati (NADPH) oksitleyen ve bu sirada O2’yi O72’ye doniistiiren
NADPH oksidaz sorumludur. Olugan O~ spontan dismutasyonla H202’ye doniisiir.
PMNL’lerde bulunan azurofil graniiller MPO enzimi igeririrler. Klor iyonu (CI°) gibi
bir halid varliginda MPO, H20.’yi HOCl’e donistirir. HOCI ¢ok giiglii bir
antimikrobiyal ve oksidandir. Mikroorganzimalart halojenizasyon, protein ve lipit
peroksidayonu ile dldiiriir. Oldiiriilen mikroorganizmalar lizozomal asit hidrolazlar ile
parcalanirlar. Elestaz bakteri 6ldiiriilmesinde rol oynayan 6nemli bir enzimdir (36).

Gegirgenligi artiran bakterisid protein, major basic protein, defensin ve
lizozim l6kositlerin konak savunmasinda kullandiklar1 diger maddelerdir (36).
Lokositler gorevlerini tamamladiklarinda apoptozisle 6liirler. Makrofajlar vasitasiyla
lenfatik dolagima katilarak inflamasyon alanindan uzaklagtirilirlar (12).

I/R hasarinda PMNL’nin rolii ile ilgili mekanizmalar ileri siiriilmiistiir (38).
Bunlar:

1. Mikrovaskiiler okliizyon,

2. SOR salinmasi,

3. Sitotoksik enzim salinmasi,

4. Vaskiiler permeabilte artisi,

5. Sitokin salinim artigidir.

Aktive PMNL’ler salgiladiklar1 maddelerle yaptiklari doku hasar1 disinda,
damar icinde olusan hiicre agregatlar1 ve aktif trombositlerle birlikte damar
endoteline yapisip mikrovaskiiler okliizyona neden olmaktadirlar (12). Son
calismalarla PMNL’lerin aktivasyon ve doku infiltrasyon derecesi ile reperfiizyona
ugrayan dokuda gozlenen nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon tespit
edilmistir.

Apoptozis hiicrenin kendi DNA’sinin, niikleer ve sitoplazmik proteinlerini
yikacak enzimleri aktive ederek gerceklesen bir hiicre 6liim mekanizmasidir.
Apoptozis, organizmanin canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan vazgeg¢ilmez bir
parcasidir. Fizyolojik olarak ya da patolojik durumlarda ortaya ¢ikabilir (36).

Fizyolojik apoptozis nedenlert;

1. Embriyogenezde programli hiicre 6liimii,
2. Hormon eksikligi,

4. Cogalan hiicre polpulasyonlarinda sabit hiicre sayisinin korunmasi,
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5. Yararli hizmetleri sona eren hiicrelerin uzaklastirilmast,
6. Reaktif lenfositlerin eleminasyonu,
7. Sitotoksik T hiicresi tarafinca basalatilan hiicre 6ltimiidiir.
Patolojik apaopitozis nedenleri;
1. DNA hasari,
2. Hatali katlanmis protein birikimi,
3. Viral enfeksiyonlar,
4. Parankim hiicrelerinde duktus obstriiksiyonuna bagh atrofi.
Lokositler; reperfiizyon sonrasi, fosfolipaz Az aktivasyonu ile aragidonik asit
metabolitleri olusturarak, degraniilasyonla lizozomal enzimlerin salinmasiyla ve
SOR iiretimi ile doku hasari olustururlar (39,40). Endotel hasar1 ve doku
zedelenmesine neden olan bu tiriinler ayn1 zamanda inflamatuar uyarinin etkisini de
giiclendirirler. Dokuda inflamatuar yanit sonucu mikrovaskiiler permeabilite artist,
odem, tromboz ve parankim hiicre Sliimii gergeklesir. Iskemik dokuya kan akiminin
saglanmasi ile arteriyollerde endotel bagimli dilatasyon bozulur, kapiller 16kosit
tikaglart olusur ve siv1 filtrasyonu artar, post-kapiller veniiller diizeyinde ise plazma
proteinlerinin damar dismna gegisiyle mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu ortaya
cikar. Reperfiizyonla birlikte mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis
endotel hiicrelerinde O~ radikali yogun olarak tiretilirken NO iiretiminde ise azalma
olur. O ile NO arasindaki dengenin bozulmasi; endotel hiicrelerinden timor
nekrozan faktor alfa (TNFa) ve PAF gibi mediyatorler salinmasina ve ldkosit
adezyonu saglayacak adezyon molkeiillerinin sentezinde artisa neden olur (39).
Reperflizyon sonrasi ozellikle PMNL kaynakli SOR, lizozamal enzimler,
prostoglandinler, lokotrienler, sekonder graniillerden salinan; apolaktoferrin, PAF,
kompleman aktive eden enzim, elestaz, kollejenaz ve jeletinaz gibi maddelerle

endotel ve doku hasari olusur (40).
2.3.3. Kompleman sistemi
I/R hasarinda komplemanin rolii tam olarak anlasilamamistir. Kompleks ve karmasik

bir sistem olan kompleman sistemi en az 25 proteinden olusur. Kompleman

plazmada 3 farkli yoldan etkinlesir;
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1. Klasik kompleman yolu,
2. Alternatif kompleman yolu,
3. Lektin kompleman yolu.

Kompleman sisteminin etkinlesmesiyle ortaya ¢ikan kiigiik fragmanlar
proinflamatuar bilesenler olarak bilinir. Proinflamatuar bilesenler C3a, C5a, iC3b ve
C5b-9’dur. C3a ve C5a giiclii anaflatoksik etki gosterirler. Diiz kas kasilmasi,
mast/bazofil hiicrelerin degraniilasyonu ve salgilanan histamin anaflatoksik etkiye
neden olur. C3a ve C5a’nin hiicresel immiinite ve T hiicreler iizerine diizenleyici
etkileri vardir. C5a nétrofil ve makrofajlar i¢in kemotaktiktir. C5a ayn1 zamanda
makrofaj inflamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a,MIP-1B, monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1), TNFa, IL-1 ve IL-6 liretimini artirarak inflamatuar yanit1 artirir.

E-selektin, P-selektin, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1 (VCAM-1) ve
ICAM-1 kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit adezyon molekiilleridir (41).

C5b9’nun 16kosit aktivasyonunu ve kemotaksisi artirma yetenegi, endotelde
IL-1a, interl6kin-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 sekresyonunu artirmasindan
kaynaklanmaktadir. C5b9 diger yandan endotel bagmmli vazodilatasyonu
baskilayarak ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu

bozar (42,43).

2.3.4. Endotel hiicresinin rolii

Endotel, vaskiiler sistem ic¢inde yer alan, fizyolojik ve patolojik olaylarda rol alan,
damarlarin i¢ yiiziinii doseyen tek sira epitel tabakasidir. Yiizeyinde bulunan
glikozaminoglikan ve glikopreteinlerce negatif yiik kazanan endotel hiicreleri,
hiicresel ve hiimoral molekiillerle etkilesim i¢inde olmasi1 nedeniyle yiizeylerinde ¢ok
sayida reseptor tasimaktadirlar. Trombosit agregasyonunun ve koagililasyon
aktivasyonunun inhibisyonu, fibrinolizis fonksiyonlar1 ile koagiilasyonu engelleme,
doku ile kan arasinda madde aligverisini saglama, vaskiiler tonusun diizenlenmesi,
16kosit ve trombosit adezyonunun regiilasyonu gibi dnemli gorevleri vardir (44).

I/R hasarmmn olusmasinda da endotel hiicerelerinin 6nemli rolii vardur.
Oksidatif stres endotel hiicresini aktive ederek islevlerinin bozulmasina neden olur.

Endotel hiicreleri bir yanda SOR i¢in hedef konumundayken, diger yandan SOR
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tiretimi yaparlar. Mikrovaskiiler hemostazdan sorumlu NO ve ET, endotel hiicresi
tarafinca sentezlenen iki mediyatordiir. NO arteriyel dolasimda ET’nin
vazokonstriktdr etkisini antogonize ederken, venlerde durum bunun tersidir. I/R
hasarinda ET/NO dengesi ET lehine bozulur ve arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde
vazodilatasyon meydana gelir (45).

Oksidatif strese maruz kalan endotel hiicreleri tarafindan komplemanin aktive
edilmesiyle 16kosit adhezyon molekiillerinin ekspresyonunda artis olur. SOR
maruziyetindeki endotel hiicrelerinden IL-1, PAF, prostoglandinler (PG I, PG E»),
GM-CSF, biiyiime faktorleri, ET, NO ve tromboksan A: salgilanir. Aktive endotel
hiicrelerinden kendi bazal membranlarini sindiren kollejenazlar da salinmaktadir (40).

Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi diisiik olmasina ragmen metal
iceren bilesikler ve radikaller ile biiylik bir hizla tepkimeye girmeye egilimlidirler.
Lipit radikallerle tepkimeye girmesi durumunda NO antioksidan bir etki kazanir.
NO’nun aktivitesi oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3) oksitlenmesiyle son
bulur. Oksijen radikallerinde oldugu gibi temizleyen bir enzim mekanizmasi yoktur.
Indiiklenebilir NOS enziminin indiiksiyonu ile NO derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir, oksidasyonu sirasinda reaktif nitrojen oksit tiirleri meydana
gelir. Bu molekiiller NO’un dolayl etkilerinden sorumlu olup hiicresel molekiillerin
nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol agip protein ve enzim
aktivitelerini sonlandirabilirler (46 ).

I/R hasarinda meydan gelen ve doku hasari ile sonuglanan olaylar dizisi Sekil

5’te sematize edilmistir (47).
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Iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kayb)
Doku hasari
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v
PAF +TTB,
Serbest radikaller i
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O, radikali « Iskemi Vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, nétrofil kemotaksisi
v v ‘
>

Sekil 5. I/R hasarinda yer alan olaylar dizisi.

2.4. Antioksidanlar

Organizmada antioksidan savunma sistemi olarak bilinen, radikal hasari sonrasi
DNA’y1 onarabilen, hasarli proteinleri yikabilen ve lipit peroksitleri metabolize eden
sistemler bulunmaktadir. Yasamin saglikli bir sekilde stirdiiriilebilmesi i¢in pro-
oksidan/antioksidan dengesinin saglanmasi ¢ok dnemlidir.

Antioksidan savunma sistemi dort yolla etki gostermektedir:

|. Siipiirticii etki; serbest oksijen radikallerini etkileyip, tutma ve yok etme
seklinde faaliyet gosterir. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller bu yolla etki
gosterir (27,48).

II. Inaktif sekle déniistiiriicii etki; SOR ile etkilesip radikale bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif hale getirme. Vitaminler ve flavanoidler
bu sekilde etki gosterirler (49).

III. Zincir kirict etki; serbest radikali baglayarak zincirlerini kirarak
fonksiyonlarin1 engelleme. Hemoglobin, seruloplazmin ve minerallar bu grupta etki
gosterirler (50).

IV. Onarici etki; radikallerin yapmis oldugu hasrin onarilmasidir (51).

Antioksidanlar endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak tizere

2 grupta incelenmektedir.
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2.4.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar da iki alt grupta incelenmektedir.

I. Enzim olan endojen antioksidanlar (52):
- SOD
—  GSHPx
—  Glutatyon S-Transferaz (GST)
— Katalaz
— Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
— Hidroperoksidaz

I1. Enzim olmayan endojen antioksidanlar (53):
—Melatonin —Seruloplazmin —Transferrin
—Miyoglobin —Hemoglobin  —Ferritin
—Bilirubin —Glutatyon =Sistein

—Metiyonin —Urat —Laktoferrin ve Albumin

2.4.2. Ekzojen antioksidanlar

I. Vitamin antioksidanlar:
— o-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit (vitamin C),
folik asit (folat).
II. ilag olarak kullanilan ekzojen antioksidanlar:

— Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten)

— NADPH oksidaz inhibitdrleri (adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar)

— Rekombinant siiperoksit dismutaz

—  Trolox-C (Vitamin E analogu)

— Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein)

— Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

—  Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
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— Notrofil adezyon inhibitorleri
—  Sitokinler (TNF ve IL-1)
—  Barbitiiratlar

—  Demir selatorleri

2.5. Humanin

HN 24 aminoasitten olusan, mitokondriyal 16s RNA ile transkripte olan
mitokondriyal kaynakli bir proteindir. Hashimoto ve ark. HNyi ilk olarak Alzheimer
Hastalig1r olan bir kisinin beyninden elde edilen tamamlayict DNA Kiitiiphanesi
taramasi ile tanimlamistir (54). Bu g¢alismada HN’ nin  amiloid sitotoksisitesine
maruz kalmis noronlar iizerindeki noéroprotektif etkisi kesfedilmistir (55). Guo ve
ark. HN'yi utraviyole 1s1masina maruz kalan duyarli hiicrelerde sagkalimi artiran bir
Bax antagonisti olarak tarif etmistir (56). Kesfinden bu yana HN’in kalp, beyin, testis
ve bobrek gibi ¢cok sayida organ sisteminde ¢esitli sitoprotektif etkileri gosterilmistir

(5,57-59).

2.5.1. Etki mekanizmasi

Humanin’in etki mekanizmasi reseptdre baglanma ve sitoptroteksiyonu saglamaya
yonelik intraseliiler sinyal kaskadini baglatmay1 icerir. Humanin etkisini hem
intraseliiler hem de ekstraseliiler mekanizmalarla gostermektedir. Ekstraseliiler
etkilerini formylpeptid reseptér (FPR) ve glikoprotein 130 (gp130), silier norotrofik
factor reseptér (CNTF), IL-27 reseptor (WSX-1)’den olusan sitokin reseptor
kompleksine baglanarak gergeklestirmektedir (60,61).

Hiicre iginde etkisini bir¢ok degisik proteinle etkileserek gosterir. Bcl-2
ailesinden olan Bax, tBID proteinleri ile insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici
protein 3 (IGFBP3) ve {i¢ parga motif iceren protein 11 (TRIM11l) bu
proteinlerdendir (62).

Sentetik HN analoglar1 endojen HN ile karsilastirildiklarinda daha yiiksek
etkinlige sahiptir (63,64). HN’in 14. Pozisyonda serin glisin degisikligi ile elde
edilen analogu (HNG) ve HN’den daha fazla sitoprotektif etkiye sahiptir (65).
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Endojen olarak insan viicudunda bulunan HN’nin kendisinden 1000 kat daha
giicli anti-apoptotik 6zellik gosteren HNG’in iiretilmesi konuyla ilgili caligmalara
hiz ve cesitlilik kazandirmistir. Boylece ortaya ¢ikan énemli bir ¢alismada, HN’nin
kardiovaskiiler sistem iizerine etkileri miyokardial iskemi reperfiizyon modelinde
HN’in giiclii analogu olan HNG’nin etkileri arastirllmistir. Caligma sonucunda 2
mg/kg dozunda HNG in-vivoda fare deneysel /R modelinde miyokardiyal infarkt
alanii azaltmistir. HNG tedavisi kalp dokusunda fosforile adenozin monofosfat ile
aktive olan kinaz (pAMPK) ve fosforile endotelyal nitrik oksit sentetaz (pENOS)
ekspresyonunu anlamli olarak arttirmig ve Bax ve Bcl-2 diizeylerini azaltmistir.
HNG, in-vitro ortamda miyokardiositlerin yasam siirelerini arttirmig ve apoptozisi
azaltmistir (5). Insanlarda yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglar dogrultusunda
HN’nin aterom plaklarinda apoptozis ve inflamatuar siirece endojen cevap olarak
aterosklerozda rol oynadigini desteklemistir (6). Yapilan bir baska calismada
HNG’nin in-vivo olarak farelerde I/R hasarma noroprotektif etkileri arastirilmistir.
Calisma sonucunda; HN’nin ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
aktivasyonunun ve fosfatidilinositol 3 kinaz/protein kinaz B yolaginin (PI3K/Akt)
inhibisyonu ile serebral I/R hasarma karsi ndroprotektif etki gosterdigi

gozlemlenmistir (4).

2.5.2. Ratlarda doku dagilim ve farmakokinetigi

Chin ve ark.’in yaptig1 bir c¢alismada humanin ve analoglarinin ratlarda
intraperitoneal enjeksiyonu takiben farkli dokularda ki HN diizeyleri incelenmistir
(66). Bu galigmada HN en yiiksek plazmada saptanirken az miktarda da karaciger
dokusunda saptanmis, beyin ve kalpte hi¢ saptanamamistir. Ratlarda HN’in peak
plazma seviyesine 10. dakikada ulastig1 ve yarilanma 6mriiniin 4 saatten fazla oldugu
bulunmustur. Biyolojik yarilanma Omriiniin ise kinetik yarilanma omriinden daha

uzun oldugu kabul edilmistir (66).

19



3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
10.10.2012 tarih ve 2012.08.02 sayili onayr alinmasi sonrasi Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvar’inda

yapilmustir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismaya ortalama 300-400 gr agirhiginda 32 adet Wistar-Albino cinsi rat dahil
edildi. Calismaya dahil edilen tiim ratlar 12 saat giin 15181 alan ve havalandirma
tertibat1 bulunan odada (22-24°C, %70-75 nem) tutuldu. Ratlarin standart laboratuvar
yemi ve su ile beslenmesi saglandi. Deneyden 8§ saat dnce yemleri kesildi ve sadece
su almalarina izin verildi. Denekler her grupta 8 rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi;

Kontrol grubu (Grup K, n=8),

Iskemi+Reperfiizyon grubu (Grup IR, n=8),

Humanin+iskemi+Reperfiizyon grubu (Grup HIR, n=8),

Humanin+iskemi+Humanin+Reperfiizyon grubu (Grup HIHR, n=8).

3.2. Cerrahi Prosediir

Tim ratlara 100 mg/kg ketamin hidrokloriir intramiiskiiler olarak verilerek anestezi
saglandi. Cerrahi islemler ayni cerrah tarafinca tiim ratlara ayni sekilde uygulandi.
Grup K’ya anestezi saglanmasi sonrasi laparotomi yapildi (Resim 1). SMA izole
edilerek ek cerrahi islem yapilmadi. Deney baslangici sonrasi 3. saatte ince bagirsak
doku 6rnegi alindi. IR grubundaki ratlarda anesteziyi takiben laparatomi sonrasi ince
bagirsaklar batin disina alinip, ince bagirsaklarin damarlanmasi goriilerek SMA izole
edilerek klemplenip 60 dakika iskemi gergeklestirildi (Resim 2-3). Iskemi bagirsak
renginin solmasi ve pulsasyon kaybi ile dogrulandi (Resim 4). 2 saat reperfiizyon
sagland1 ve deneyin baslangicindan sonraki 3. saatte ince bagirsak doku ornekleri
alindi. HIR grubunda ratlara iskemiden 1 saat énce humanin 0,5 ml (2 mg/kg)

intraperitoneal olarak verildikten sonra IR grubuyla benzer sekilde iskemi
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reperflizyon modeli saglanarak deneyin baglangicini takiben 3. Saatte (2 saat
reperfiizyon sonrasi) ince bagirsak doku &rnekleri alindi. HIHR grubunda ise ratlara
iskemiden 1 saat 6nce 0,5 mL (2 mg/kg) humanin intraperitoneal uygulandi. Bu
gruba reperfiizyondan 10 dakika 6nce de 0,5 mL (2 mg/kg) humanin intraperitoneal
olacak sekilde verildi. Deneyin baslangicindan sonraki 3. saatte (2 saat reperfiizyon
sonrast) ratlarin ince bagirsagindan doku 6rnekleri alindi. Calismaya dahil edilen tiim

ratlar 6rneklerin alinmasinin ardindan dekapite edildi.

Resim 3. SMA’nin klemplenmesi. Resim 4. Iskemiye giden bagirsaklar.
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3.3. Histopatolojik Inceleme

3.3.1. Mukozal iskemi tayini

Histopatolojik inceleme ig¢in, bagirsak Ornekleri %10’luk tamponlu formalin
soliisyonunda fikse edildi. Her rattan rezeke edilen bagirsak segmentlerinin tamanu
makroskopik olarak 6rneklendi. Standart doku takibi isleminden gegirilen ve parafine
gomiilen oOrneklerin her birinden 5 mikrometre kalinhiginda kesitler alinarak
Hemotoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Ornekler deney gruplarinin dagilimim
bilmeyen bir patolog tarafindan Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Labarotuvar’inda 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Mukozal

iskemi, Chiu ve ark. tarafindan 6nerilen skalaya gore derecelendirildi (Tablo 1) (67).

Tablo 1. Chiu’nun Mukozal iskemi Skalas1 (67).

Grade Bulgular

0 Normal mukozal villus

1 Subepitelyal Gruenhagen’s boslugunun genellikle villus tepesinde, kapiller
konjesyon ile birlikte gelismesi.

2 Epitelyal tabakanin lamina propriadan orta derecede ayrilmasiyla sub
epitelyal boslugun genislemesi.

3 Birkag villusun tepe hasari ile birlikte villusun iki yaninda masif epitelyal

ayrilma olmasi.

4 Dilate kapilerler ve lamina proprianin agiga ¢ikmasiyla karakterize ¢iplak
villuslar.
5 Lamina proprianin dagilip parcalanmasi (hemoraji ve tlser).

3.3.2. Apoptozis tayini

Apoptotik cisimciklerin goriintiilenmesinde pratik bir yontem olarak, biyopsi 6rnekleri
orta bitylitmede (x10 biiyiitme) tarandi ve apoptotik hiicrelerin en yogun oldugu bolgeler
bulundu. Daha sonra bu alanlar biiyiik biiyiitme altinda degerlendirildi. Ardisik 10
kriptteki apoptotik hiicreler sayildi (68).
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Apoptozisin tamimlanmasinda kromatin kondensasyonu, komsu bagirsak epiteli
hiicrelerinden ayrilma ve membrana bagl vezikiiller iceren apoptotik cisimler gibi
standart morfolojik kriterler kullanildi. incelenen dokuda bir hiicre ¢ap1 igerisinde birden
fazla apoptotik cisim goriildiigiinde, bir apoptotik hiicre olarak sayildi (69).

3.4. Biyokimyasal Analiz

3.4.1. SOD aktivite tayini

Ince bagirsak dokular1 1/10 oraninda 20 mM potasyum fosfat (KPO4) icinde (pH: 7.4)
homojenize edildi. Homojenat +4°C’de 9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant, kloroform/etanol karisimi (3/5) ile 1/1 (v/v) oraninda karistirildi. 13000
rpm’de +4 °C’de bir saat santrifiij edildi. Siipernatanda enzim aktivitesi ve protein tayini
yapild1 (70). % 50 inhibisyonun 1U aktivite sagladig1 diisiiniilerek enzim aktivitesi
hesaplandi. SOD enzim aktivitesi protein miktarlarma béliinerek sonuglar U/mg protein

olarak verildi.

3.4.2. AOPP tayini

AOPP diizeyleri Witko-Sarsat ve arkadaslarinin tanimladigi spektrofotometrik yontemle
Olgtilmiistiir. Dokular 1/10 oraninda 20 mM KPOg i¢inde (pH:7.4) homojenize edildikten
sonra +4°C’de 9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Dokular fosfat tampon soliisyonu
(PBS) ile dilue edildi. Diliile numunelerin {izerine 10 ul potasyum iyodiir (KI) ve 20 ul
asetik asit eklenerek vortekslendi ve 340 nm absorbansta kore karsi spektrofotometrik
Olglim yapildi. 0-100 pM Kloramin T standartlart numune gibi ¢alisildi. Sonuglar
standart egriden hesaplanarak pmol /mg protein olarak verildi (71).

3.4.3. Protein tayini
Lowry metoduna gore siipernatanda protein tayinleri yapildi (72). Diliie edilen

siipernatan iizerine 2 ml reaktif karisimi (0.5 mL %2’lik Na.COs ig¢inde 0.1 N’lik
NaOH, 0.5 mL %2’lik Na-K tartarat, 16.5 mL %1’lik CuSO4) eklendi. Deney
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tiipleri karistirildiktan sonra, 15 dakika bekletildi. Daha sonra deney tiiplerine 200 pl
Folin ciocalteu’s fenol eklenerek iyice karistirildi ve 1 saat karanlikta bekletildi. Kor
tiipleride siipernatanlar gibi ¢alisildi ancak numune yerine distile su konuldu. Tiipler
750 nm’de kore karsi okundu. Sonuglar BSA ile hazirlanan standart egri lizerinden

hesaplanarak mg/mL olarak verildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortalama +
standart sapma olarak ifade edildi. Sayisal degiskenler bakimindan gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis
varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilagtirilmasi ise Dunn testi ile yapildi ve

p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma siiresince deneklerden 6len olmadi. Gruplar aras1 agirlik ve cinsiyet birbirine
benzerdi. Calismamizda intestinal dokuda calisilan histokimyasal parametrelerden
AOPP ve SOD degerleri, doku hasarmin histopatolojik skorlar1 ve apoptotik sayim

degerleri ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Kontrol grubu

Calismamizda kontrol grubundaki ratlarin ince bagirsaklarin histopatolojik
incelenmesinde 6 denekte normal mukazal villus yapisi (Chiu 0) go6zlenirken
(Resimb), 2 ornekte villus tepesinde kapiller konjesyonla gelismis subepitelyal
Gruenhagen alanini (Chiu 1) gézlendi (Resim 6). Ortalama Chiu skoru 0,25°ti.

4.1.2. iskemi-Reperfiizyon grubu

Calismamizda IR grubundaki ratlarm ince bagirsaklarn  histopatolojik
incelenmesinde 1 denekte masif epiteyal ayrilma (Chiu 3 ) gozlenirken (Resim 7), 2
ornekte dilate kapillerlerin eslik ettigi hasarli villuslar (Chiu 4) (Resim 8), 5 6rnekte
ise lamina proprianin dagilip parcalanmasi, iilserasyon ve hemoroji (Chiu 5)

gozlendi (Resim 9). Ortalama Chiu skoru 4,5°ti.

4.1.3. Humanin-iskemi-Reperfiizyon grubu

Calismamizda HIR  grubundaki ratlarin  ince bagirsaklarin  histopatolojik
incelenmesinde 1 denekte Chiu 1, 5 drnekte epitelyal tabakanin lamina propriadan
ayrilmasiyla birlikte subepitelyal alanda genisleme (Chiu 2) (Resim 10), 1 &rnekte
Chiu 3 ve 1 ornekte ise Chiu 4 mukozal iskemi goézlendi. Ortalama Chiu skoru
2,25°t.
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4.1.4. Humanin-iskemi-Humanin-Reperfiizyon grubu

Calismamizda HIHR grubundaki ratlarin  ince bagirsaklarm  histopatolojik
incelenmesinde ise mukozal iskemi skalasina gére 1 denekte Chiu 1, 5 denekte Chiu
2, 1 denekte Chiu 3,1 6rnekte ise Chiu 4 mukozal iskemi gozlendi. Ortalama Chiu
skoru 2,25°ti.

Gruplarin Chiu’nun Mukozal iskemi Skalasina gére yapilan histopatolojik
incelemesinin analizinde K grubunda hi¢ hasar olusmazken, IR grubunda ise
mukozada hemoraji ve iilserasyon gozlendi ve karsilastirma istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0,001). HiR ve HIHR gruplarinda mukozal hasar ortalama skoru
IR grubuna gore belirgin diisiik olsa da IR grubu ile karsilastirmada istatiksel olarak
anlaml fark gdzlenmedi (p=0,88). Mukozal iskemi yoniinden HIR ve HIHR kendi
ararlarinda yapilan karsilastirilmada da istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=1,0) (Tablo 2).

Tablo 2. Chiu’nun iskemi skalasina gore gruplarin karsilagtirilmasi.

Grup K Grup IR Grup HIR Grup HIHR
n=8 n=8 n=8 n=8

Chiu’nun
. 0,25 +0,463 4,5+0,756 2,25+ 0,886 2,25+ 0,886 <0.001*
Iskemi Skoru

*: Grup K- Grup IR karsilastiriimasi.
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Resim 6. K grubunda kapiller konjesyon ile birlikte villusun tepe kisminda
subepitelyal Gruenhagen boslugu (oklar) (Chiu 1) (H&E, x200).

27



T2 LA T ofeBiad

Y ‘, £ .4:/“' ‘f:; é > ‘f'ﬂ;

I . _,'.’: G "? " 4
A’g(’«xf’ ; ‘T,';;cfr',‘;{éf

Resim 8. IR grubunda déseyici epitelin dokiilmesi ile karakterize c¢iplak villuslar
(Chiu 4) (H&E, x200).
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Resim 9. IR grubunda villuslarin ve doseyici epitelin tamamen kaybi ile birlikte

lamina propriada yaygin hemoraji (Chiu 5) (H&E, x200).

e T e o~ e NI
Resim 10. HIR ve HIHR grubunda daha belirgin subepitelyal bosluk (oklar) (Chiu 2)
(H&E, x200).
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4.2. Apoptozis Tayini

Gruplarin apoptotik hiicre sayimina gore yapilan istatistiksel analalizinde, K
grubunda ardisik 10 kriptte izlenen apoptotik hiicre sayis1 5 (4-7), IR grubunda 16
(14-17), HIR grubunda 10 (7-11) ve HIHR grubunda isa 9 (8-11) olarak bulundu.
Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p<0,001). Gruplarm ikili
karsilastirlmasinda K grubu ile IR grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001) (Tablo 3). K grubu ile HIR grubu arasindaki fark anlaml1 bulundu
(p<0,05). HIHR ile IR grubu arasinda ki farkta istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Diger ikili karsilastirmalarda ise istatistiksel olarak fark tespit edilmedi.

Tablo 3. Apoptotik hiicre sayimina gore istatistiksel analiz sonuglari

Grup K Grup iR Grup HIiR Grup HiHR
n=8 n=8 n=8 n=8 P
Apoptotik
525+ 1,035 15,88+1,126  9,63+1,302 9,38 +1,188 < 0,001

hiicre sayist
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Resim 11. Kontrol grubunda apoptotik hiicre (ok) (H&E, x400).

Resim 12. HIR grubunda apoptotik hiicreler (ok) (H&E, x400).
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4.3. Biyokimyasal Parametreler

4.3.1. SOD aktivite tayini

Gruplarin ince bagirsak SOD aktivitesi bakimindan karsilastirilmasinda, kontrol
grubunda SOD aktivitesi 17,06 + 3,90 U/mg protein bulunurken, IR grubunda 21,98
+ 9,98 U/mg protein, HIR grubunda 17,00 + 4,43 U/mg protein, HIHR grubunda ise
16,24 £ 3,49 U/mg protein olarak bulundu. istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli
fark saptanmadi (p=0,620) (Tablo 4).

Tablo 4. Doku SOD aktivite tayinine gore istatistiksel analiz sonuglart

Grup K Grup iR Grup HIR  Grup HiHR
n=8 n=8 n=8 n=8 P
SOD
S 17,06 £390 21,98+9,98 17,00 £4,43 16,24 + 3,49 0.620
aktivitesi

U/mg protein

4.3.2. Asiri okside olmus protein iiriinleri

Gruplarin ince bagirsak AOPP diizeyleri agisindan karsilagtirllmasinda, kontrol
grubunda AOPP diizeyi 83,32 = 30,94 pmol /mg protein olarak o&lgiiliirken, IR
grubunda 108,26 + 92,88 pmol/mg protein, HIR grubunda 83,24 + 8,90 umol/mg
protein, HIHR grubunda 73,50 + 19,20 umol/mg protein olarak 6lgiildii. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p= 0.690) (Tablo 5).

Tablo 5. Doku AOPP diizeylerine gore istatistiksel analiz sonuglari

Grup K Grup iR Grup HIR  Grup HiHR
n=8 n=8 n=8 n=8 P
AOPP diizeyi
83,32 +30,94 108,26 +92,88  83,24+8,90 73,50 + 19,20 0.690
(pmol /mg
protein)
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5. TARTISMA

Intestinal I/R hasari, mezenter arter embolisi, ciddi travmalar, major vaskiiler ve
abdominal cerrahiler sirasinda veya sonrasinda goriilebilmektedir. AMI erken tani
konulup hizlica mezenterik kan akiminin diizeltilmesini gerektiren hayati tehdit eden
ve %60-80 mortalite ile birliktelik gosteren, vaskiiler bir acildir (73).

AMI bagirsak nekrozu ile sonlanan bir takim patofizyolojik degisiklikle
seyretmektedir. Tibbi tedaviler ve tanisal islemlerdeki gelismelere ragmen silik
bulgular nedeni ile tanidaki giiclige bagl tedavideki gecikme ve eslik eden yandas
hastaliklar yiiziinden mortalite oranlarinda belirgin bir diizelme yoktur (73,74). AMI
insidansi yasla birlikte artmakta ve her iki cinste esit oranda gozlenmektedir (75).
AMI’nin; arteriyel trombiise bagli AMI, arteriyel emboliye baglh AMI, vendz
tromboza bagli AMI ve non-okluziv mezenterik iskemi (NOMI) olmak iizere 4 farkli
etyolojik formu tanimlanmistir. Vakalarin %50 sinde etyolojiden SMA embolisi
sorumluyken, % 25 olguda arteriyel tromboza, %20 olguda NOMI’ya ve %10’dan
az olguda vendz tromboza bagl AMI gelismektedir (74,76). Daha ender olarak
gozlenen durumlar (%2) ise; lupus eritomatozis, takayasu arterit ya da tromboanjitis
obliterans gibi vaskiilitlere bagli SMA diseksiyonu, anevrizma embolizasyonu,
volvulus veya invajinasyona bagl strangiilasyon, distan basiya bagli intestinal
obstriiksiyonlardir (74).

Iskemi, dokuya hemostazisin siiriidiiriilmesi igin gerekli kan akiminin
saglanamamasidir. Iskemik donemde hiicre i¢i enerji depolar1 bosalir ve toksik
metabolitler dokudan uzaklastirilamaz. Reperfiizyon ile bu durumun diizelmesi
beklenirse de reperfiizyon ile dokuda sadece iskeminin yaptig1 hasardan daha ciddi
bir hasar meydana gelmektedir (21). Parks ve Granger tarafinca yapilan bir
calismada 3 saat iskemi sonrasi 1 saat reperfiizyon ile olusan mukozal hasarin tek
basina 4 saat iskemi ile ortaya ¢ikan hasardan daha siddetli oldugu saptanmustir (21).
Mezenterik kan akimi degisikiliklerinden kaynaklanan doku hasar1 genellikle
reperfiizyon iligkili hiicre hasarindan kaynaklanir (35,77). Kisa siiren mezenterik
iskemi ataklar1 mikrovaskiiler gecirgenlikte artisa yol agarken; uzamis iskemi
sonrasi, PMNL’ler ve SOR’a bagli hasar sonucunda bagirsak mukozal bariyeri

bozulmaktadir. Doku hasarinda SOR’un roli antioksidanlar, KO inhibitorleri ve
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serbest radikal siipiiriiciilerin varliginda doku hasarinin azaltilmasi ile gozlenir (73).
Reperfiizyon sonrasi doku hasarinda PMNL’den salinan sitotoksik maddeler ile doku
hasar1 olusturulmaktadir. Reperfiizyon hasari ile oksidatif strese maruz kalan endotel
hiicresi bir takim pro-inflamatuar sitokinler salgilayarak PMNL’ye bagli doku
hasarina aracilik eder (36,40,73). Ayrica reperfiizyon sirasinda aktive olan fosfolipaz
A2 iskemik dokuda lizofosfolipidlerin, prostoglandin ve 16kotrienlerin olusumunu
artirtr (29,78).

Intestinal I/R hasar1 ince bagirsaklarn emilim fonksiyonlarmda bozulma,
artmis bakteriyel translokasyon ve uzak organ hasari ile birliktedir. Bagirsagin
emilim fonksiyonunun I/R hasar1 ile degistigi yapilan birgok calisma ile
gosterilmistir (79-80). Sileri ve ark. ratlarda yaptiklar1 7 giin aralikla 45 dakika SMA
klemplenmesi ile olusturulan I/R hasarinm, intestinal emilim fonksiyonunda akut ve
kronik degisikliklere neden oldugunu géstermislerdir (81). I/R hasarinda gdzlenen
artmis intestinal permeabilite, bakteriyel asir1 iireme ve konak bagisikligindaki
degisiklikler bakteriyel translokasyonun nedenleridir (82,83). Intestinal I/R hasari ile
olusan SOR ve inflamatuar sitokinler sadece lokal etki gostermeyip COY ile
sonuglanabilen SIRS’a da neden olabilirler (1).

Intestinal iskeminin nadiren onlenebilir olmasi nedeni ile arastirmalarin
cogunda iskeminin erken tespitini saglamaya yarayan teknikler ve postiskemik
donemdeki hasar1 azaltmayr hedefleyen yeni yaklasimlara yogunlasilmistir.
Reperfiizyon hasarindan baglica SOR ve PMNL infiltrasyonun sorumlu olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Bu nedenle reperfiizyon hasarini engellemeye yonelik ¢alismalar
oksidatif hasar1 ve noétrofil aktivasyonu iizerine yogunlagmistir (84,85). Bu
calismalarin neticesinde nekroz ve apoptozis aracili hiicre 6liimlerinin I/R hasarinin
siddetini artirdif1 ve 6lmekte olan hiicrelerin klerensinin yetersiz olmasi nedeni ile
doku hasarmin arttigi goriilmiistiir. Bu nedenle hiicre 6liim yollar ile yenilenme
stiregleri tizerinde durulmustur (86).

Intestinal /R hasarina karsi koruyucu stratejiler; reperfiizyon hasarini
azaltmak amaci ile hayvan deney modellerinde basar ile kullanilmustir. iskemik 6n
kosullama (IOK), antioksidanlar, NO takviyesi, antikompleman tedavi, antilokosit
tedavi, perflorokarbonlar, enteral beslenme, glutamin destegi ve glisin destegi; I/R

hasarina kars1 koruyucu stratejilerdir (87).

34



Intestinal I/R hasarinda 6n kosullama ilk defa 1996’da Hotter ve ark. tarafindan
tanmmlanmistir (88). Bu prosediirde uzun iskemik hasar oncesi deneklerin SMA’s1
klemplenerek 5-20 dk iskemi ardindan 5-15 dK reperfiizyon donemleri saglanir. iskemik
on kosullama ortaya ¢ikis zamanlar1 ve kullandiklart mekanizma farkliklart nedeniyle
erken ve ge¢ &n kosullama olarak ikiye ayrilir. Erken IOK iskemiden hemen sonra baslar
ve spesifik hiicre fonksiyonlarini diizenleme etkisi vardir. Geg IOK ise iskemiden 12-24
saat sonra baglar ve bir takim stres proteinlerinin sentezlenmesini gerektirir (89-90).
Ferencz ve ark. ince bagirsak ototransplantasyonu yaptiklar1 kopek modelinde SOD ve
glutatyon gibi proteinlerin sentezinin ge¢ IOK nin sagladigi korumada araci oldugunu
gdstermistir (91). Davis ve ark.’m yaptiklar1 bir baska calismada ise IOK ile iskemik
bagirsaktaki p-selektin ekspresyonunun tamamen engellendigini sdylenmistir. (92).

Antioksidanlar viicudumuzda bulunan oksidatif hasara kars1 koymaya calisan
ancak intestinal IR hasarina karst koymada vyetersiz kalan dogal savunma
mekanizmalarimi olustururlar. Klinik arastirmalarla antioksidanlarm I/R’na bagli doku
hasarinin azaltilmasma yardimict oldugu gosterilmistir. Allopiirinol, anti-trombin 3,
bilurubin, melatonin, nitrogliserin, glutamin ve SOD c¢alisilan ajanlar arasindadir.
Kojima ve arkadaglarinin ratlarda yapmis oldugu c¢alismada; iskemi Oncesi 2 saat
boyunca intraduodenal gulutatyon, rebamipide ve dimetilsiilfoksit inflizyonu yapilmis ve
60 dk. iskemi sonras1 60 dk reperfiizyon saglanmistir. Deney sonucunda I/R hasarinda
meydana gelen apoptozis artisinda azalma meydana gelmistir, ancak tamamen
engellenememistir (93). Spalidis ve ark. tarafinca yapilan bir ¢aligmada tavsanlarda
olusturulan I/R modelinde allopiirinoliin etkisi aragtirilmugtir (94).

Kedi ve kopekler iizerinde yapilan deneysel ¢aligmalarla NO destegi ile intestinal
I/R hasarinda hafifleme gosterilmistir (95). Cihan ve ark. tarafinca yapilan bir calismada
I/R uygulanmis ratlarda intraperitoneal nitrogliserin uygulamasmim anastomoz {izerine
etkisi calisilmis ve nitrogliserinin fibroblast proliferasyonunu ve anastomoz giiciinii
arttirabilecegi sdylenmistir (96).

Kompleman eksikligi veya kompleman inhibisyonu olan deney hayvanlarinda
/R hasan belirgin sekilde azdir (97). Tuboly ve ark. 2016 yilinda yapmus olduklari
ratlarda deneysel I/R hasarinda C5a inhibitdrii olan AcPepA isimli peptidi kullanmislar
ve AcPepA’nin agir yaralanan villis orammi azalttigimi, inflamatuar hiicrelerin

indiiksiyonunu zayiflattigini sdylemislerdir (98).
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Antilokosit terapide 3 yontem vardir. Bu yontemler; 16kosit aktivasyonunun
inhibisyonu, l6kosit adhezyonunu saglayan molkeiillerin sentezinin inhibisyonu ve
l1okosit-endotel adhezyonunun engellenmesidir. Doku hasarinda meydana gelen lokosit
aktivasyonu, LT-B4, PAF ve TNFa gibi inflamatuar mediyatorlerce desteklenmektedir
(36). LT-B4 antagonistleri, PAF antagonistleri ve TNFa antagonistleri ile yapilan
calismalar intestinal I/R hasarinda 16kosit aktivasyonunun simrlandigim géstermektedir
(87).

Plazmadan 20-25 kat fazla O, ¢oziiniirliigii olan perflorokarbonlar diisiik O
baglayici sabitleri nedeni ile doku oksijenizasyonunu saglamakta olduke¢a iyidirler.
Perflorokarbonlarin intestinal 1/R’deki koruyucu etkileri yapilmis ¢alismalarla
gosterilmistir  (99-101). Ntinas ve ark. tavsanlarda yaptiklari calismalarinda
perflorokarbonlarn I/R hasarinda histopatolojik olarak anlamli bir iyilesme sagladigin
bildirmislerdir (101).

Enteral beslenmenin mukozal biitiinliigii koruyucu etkisi vardir (102). Siganlarda
yapilan bir ¢alismaya goére enteral beslenmenin uzak organ hasari ve mortaliteyi
diistirdiigi gozlenmistir (103). Fukatsu ve ark. yaptiklar1 c¢alisma ile total parenteral
beslenmenin ICAM-1 ve p-selektin ekspresyonunu artirdigini gostermiglerdir (104).
Ayrica enteral beslenme eksikligi lamina propriada ICAM-1’in  endotelyal
ekspresyonunu inhibe eden IL-4 ve IL-10 diizeylerini degistirmektedir (105).

Nonesansiyel bir aminoasit olan glutamin ciddi yaralanma durumunda esansiyel
bir besin 6gesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fizyolojik sartlarda plazma ve iskelet kas
dokusunda yogun olarak bulunan glutamin seviyeleri yaralanma veya cerrahi gibi
siireclerde belirgin olarak diismektedir. Glutaminin I/R hasarinda bagirsak permeabilitesini
ve bakteriyel translokasyonu azalttig1 degisik ¢aligmalarda gosterilmistir (106,107). Li ve
ark.’mn  yakin zamanda yaptiklann bir c¢aligmada yiiksek glukoz ve hipoksi-
reoksijeinizasyona bagli apoptozisin glutamin destegi ile azaltildigi bildirilmistir (108).

Glisin de glutamin gibi esansiyel olmayan bir aminoasittir. Glisinin I/R hasarinda
koruycu etkileri antiinflamatuar, immunomodiilator ve dogrudan sitoprotektif
ozelliklerinden kaynaklamr (109-110). Schafer ve ark.’m yiiriittiigii bir ¢calismada ratlarda
ince bagirsak transplantasyonu oncesi dondre ve reperfiizyon oncesi aliciya 1mg/kg

dozdan verilen glisinin transplante edilen greft hasarinin azaldig1 gosterilmistir (111).
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Planlanmis hiicre oliimii olarak bilinen apoptozisin, I/R hasarinda hiicre
dliimiinden sorumlu bir yol oldugu ve anti-apoptotik tedavilerin I/R hasarma kars1 etkin
bir tedavi yaklasimi olabilecegi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (3,112).

flk defa 2001 yilinda Hashimoto ve ark. (54) tarafinca tammlanan HN’in
sitoprotektif, anti-inflamatuar ve anti-oksidatif 6zellikleri vardir (63). HNG ise HN’in
sentetik bir analogu olup, sitoprotektif etkisi HN’den 1000 kat daha fazladir (113). Chin
ve ark. yaptiklar1 ¢alisma sonucunda HN ve analoglarimin peak plasma seviyesine 10
dk.da ulastigini, kinetik yarilanma omrii 4 saatten uzun oldugunu sdylemislerdir. Bu
caligmaya gore giinliikk veya giin asirt 4 pg/kg ile 4mg/kg arasinda verilen terapotik
dozlarm 6nemli klinik etkiler olusturabilecegi gosterilmistir (66).

Calismamizda, daha once yapilan ¢aligmalarda kalpte ve beyinde anti-oksidatif,
anti-apoptotik ve anti-inflamatuar mekanizmalar ile koruyucu etkinligi gosterilen HN’in
intestinal I/R hasarinda olan etkileri incelenmistir. Literatiir incelendiginde intestinal I/R
hasarinda HN’in etkisi ile ilgili yaymlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Xu ve ark.’in
2006 ve 2008’de yayinlanan iki farkli ¢alismalarinda HNG’nin in-vivo olarak siganlarda
serebral I/R hasarina ndroprotektif etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda; HN’nin
ERK aktivasyonunun ve PI3K/Akt yolunun inhibisyonu ile serebral IR hasarina karsi
noroprotektif etki gosterdigi gozlemlenmistir (4,58). Muzumdar ve ark.’m yaptigi
cahsmada 2 mgkg dozunda HN’nin in-vivoda sigan deneysel I/R modelinde
miyokardial infarkt alamm azaltmigtir. HNG tedavisi kalp dokusunda pAMPK ve p-
eNOS ekspresyonunu anlaml olarak arttirmis ve Bax ve Bcl-2 diizeylerini azaltmistir.
HNG, in-vitro ortamda miyokardiyositlerin yasam siirelerini arttirmis ve apoptozisi
azaltmustir (5).

Literatiir incelendiginde farkli deneysel intestinal I/R modelleri vardir.
Calismamizda Liu ve ark. ile Tas ve ark. nin galismalarinda kullandigi SMA
klemplenerek 60 dk. iskemi ve 120 dk. reperfiizyon olacak sekilde intestinal I/R hasari
saglanmuistir (114-115). HNG farmakokinetigine uygun olacak sekilde HIR grubuna
iskemiden 1 saat 6nce 2 mg/kg, HIHR grubuna ise iskemiden 1 saat énce 2mg/kg ve
reperfiizyondan 10 dk. dnce 2mg/kg olacak sekilde intraperitoneal yolla verilmistir.

Alinan doku orneklerinin Chiu’nun Mukozal Iskemi Siiflamasi’na gore
histopatolojik incelenmesi sonucu HIR ve HIHR gruplarinda I/R grubuna gére mukozal

hasar belirgin olarak az gériilmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmamustir
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(p=0,55). Ancak /R grubunda ¢ogunlukla (n=5) Chiu skorunda 5 puan almirken, HiR ve
HIHR gruplarinda ¢ogunlukla (n=5) 2 puan alinmis olup HN’nin istatiksel fark olmasa
da mukozal iskemiyi azalttig1 sGylenebilir.

Humaninin bilinen bir etkisi olan anti-apoptozisin degerlendirilmesinde Remotti
ve ark. tarafinca belirtilen apoptotik hiicre saymu kullanildi (68). Istatistiksel olarak
gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). Gruplarin ikili karsilastirilmasinda
ozellikle HIHR grubunda ani-apoptotik etki yiiksek bulunmustur. HIR grubu ile HIHR
gruplarinin apoptotik hiicre sayimlar1 birbirne ¢ok yakmn olmasina ragmen HIR/IR ve
HIR/HIHR arasindaki karsilastirmalarda farkin istatistiksel olarak anlamsiz olmas1 denek
sayisinin yetersiz olmasina bagl olabilir.

Oksidatif stresin belirteci olarak gesitli calismalarda SOD diizeyleri ¢aligilmustir.
Zhao ve ark. 18 giinliik rat embriyolariin primer kortikal néronlarindan elde edilen
kiiltiirlerde yaptiklar ¢alismalarmda HN’in I/R hasarmda SOD aktivitesini artirdigini
gosterdiler (116). Benzer sekilde Klein ve ark.’m si¢an kardiyak myoblast hiicre
kiiltiirlerinde yaptiklar1 calismada da HN, I/R’da SOD aktivitesini arttirnustir (117).
Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda doku SOD diizeyleri bakimindan yapilan istatiksel
analizde anlamli fark bulunmadi (p=0.690).

Calismamizda oksidatif stresin bir diger belirteci olarak AOPP kullanildi. Protein
karbonil derivelerinin kullanimi, daha erken olugmalar1 ve daha stabil olmalar1 nedeniyle
oksidatif stresi belirlemede MDA gibi lipit peroksidasyon iiriinlerine gére daha
avantajhidir (34). IR grubundaki deneklerin doku AOPP ortalama degerleri Grup K’ya
gore yiiksek bulunurken, HIR ve HIHR grubundaki deneklerin doku AOPP degerleri
Grup K ile benzer olup IR grubundan diisiiktiir. Bu durum oksidatif stresin azaldigim
gostersede  AOPP diizeyleri acisindan yapilan istatistiksel analizde anlamli fark
bulunmadi (p=0,690).

Calismamizda HNG intestinal I/R hasarinda mukozal iskemiyi dnlemede kismen
etkili olsa da fark istatistiksel olarak anlamli degildi. HNG’in anti-apoptotik etkisi
literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda da gériilmiis ve HNG verilen grupla I/R grubu
arasinda istastiksel fark bulunmustur. AOPP degerlerinin HNG verilen gruplarda kontrol
grubuna yakin olmasi; beyin ve kalpte olusturulan deneysel I/R modellerinde gdzlenen

HNG’nin anti-oksidatif etkinligine benzerdir.
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6. SONUC

Calismamamizda daha 6nce farkli dokularda sitoprotektif etkisi kanitlanan HNG’in
intestinal I/R hasarina olan etkileri arastirilmistir. Literatirde HNG’in intestinal I/R
hasarina etkisi ile ilgili yaymlanmis bir ¢aligma gozlenmemistir.

Ratlarda intestinal I/R modelinde yaptigimiz ¢alismada iskemi éncesi ve hem
iskemi hem de reperfiizyon oncesi uygulanan HNG’in ince bagirsak iizerine etkileri
biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Histopatolojik inceleme sonrast HNG’nin mukozal hasar1 azalttigi
gozlensede, fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

HNG uygulanan gruplarda apoptotik hiicre sayis1 azalmis olup, anti-apoptotik
etki literatiirle uyumlu olarak bulunmustur.

Oksidatif stresin bir belirteci olan AOPP diizeyleri de istatistiksel olarak
anlamli olmasa da I/R grubuna gére HNG verilen gruplarda diisiik bulunmustur.

SOD diizeyleri agisidan gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir.

HNG’nin intestinal I/R’da koruyucu etkilerinin daha genis 6rneklem

gruplarinda, daha farkl siirelerde c¢alisilmasi uygun olacaktir.
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