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OZET

Inci Turan, Sican Ince Barsak iskemi Reperfiizyon Modelinde Agmatinin
Etkileri, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Tezi. Zonguldak,
2013.

Ince barsagin iskemi reperfiizyonunun (i/R), barsakta mukozal ve yapisal biitiinliigii
bozmasinin yani sira barsak motilitesinde ve elektriksel aktivitesinde degisikliklere
neden oldugu ¢esitli calismalarda gdsterilmistir. Amacimiz agmatinin intestinal I/R
hasarindaki etkilerini incelemektir. Calismamizda 32 adet yetiskin erkek Wistar-
Albino sigan rastgele 4 gruba ayrildi. Bu gruplar 1) kontrol grubu; 2) I/R grubu; 3)
agmatin uygulanan kontrol grubu; 4) i/R ve agmatin uygulanan gruptur. Ince
barsaklarda iskemi superior mezenterik arterin (SMA) 30 dk. siireyle klemplenmesi
ile olusturuldu. Sonrasinda 3 saat siireyle dokular reperfiize edildi. Agmatin 10
mg/kg dozunda reperflizyon Oncesi intraperitoneal uygulandi. Deney sonunda
terminal ileum dokular1 alinarak izole organ banyosunda karbakol ve potasyum
kloriire (KCl) olan kontraksiyon yanitlari degerlendirildi. Ayrica dokuda
malondialdehid (MDA), indirgenmis glutatyon (GSH) ve miyeloperoksidaz (MPO)
diizeyleri 6lciildii ve histopatolojik degisiklikler incelendi. Immiinohistokimyasal
olarak indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) yapimi ve plazmada proinflamatuar
sitokin (TNFo, IL-1 o, IFN-y, MCP-1, GMCSF ve IL-4) diizeyleri belirlendi. I/R
grubunda kontraksiyon yanitlarinin kontrol grubuna goére azaldigi goriilmistiir.
Agmatin uygulamasi azalan kontraksiyon yanitlarini énemli 6lgiide diizeltmistir. I/R
grubunda MDA ve MPO seviyelerinin arttigi, GSH seviyesinin azaldigi, histolojik
hasarin ¢ok siddetli oldugu goriilmiistiir. Agmatin MDA ve MPO seviyelerini azaltip,
GSH seviyesini ve histolojik hasar1 diizeltmede etkili olmustur. I/R grubunda artan
INOS, IL-1a ve IFN-y diizeyi agmatinle azalmigtir. Calismamizda agmatin intestinal
I/R hasarinda kontraktil yamitlar1 diizenleyerek, biyokimyasal parametreleri,
histolojik hasar1 ve sistemik inflamatuar yanit1 iyilestirerek koruyucu etki
gostermistir. Bu etkinin oksidatif stresi, proinflamatuar sitokin diizeylerini ve iNOS
yapimini azaltma ile ortaya ¢ikardigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: intestinal kontraktilite; intestinal iskemi reperfiizyon hasart;

agmatin



ABSTRACT

Inci Turan, The Effects of Agmatine on Intestinal Ischemia Reperfusion Model
in Rats, Bulent Ecevit University School of Medicine, Thesis in Physiology.
Zonguldak, 2013.

Various studies have documented that the intestinal ischemia-reperfusion (I/R)
results in alterations of the electrical activity and motility as well as the damage of
mucosal and the structural integrity in gut. The purpose of the present study is to
investigate the possible effects of agmatine on injury induced by intestinal I/R. Total
of 32 adult male Wistar-Albino rats were randomly divided into four groups: 1)
Sham-operated control; 2) I/R control; 3) Agmatine-treated sham control; and 4)
Agmatine-treated I/R group. Intestinal ischemia was generated by the occlusion of
the superior mesenteric artery (SMA) by a clamp for 30 minutes followed by the
period of reperfusion lasting 3 hours. Intraperitoneal administration of agmatine at a
dose of 10 mg/kg was carried out just prior to the beginning of the reperfusion period.
Immediately after the end of the reperfusion phase, the tissues of terminal ileum were
carefully isolated and collected followed by the evaluation of contractile responses to
both carbachol and potassium chloride (KCI) in isolated-organ bath.
Malondialdenyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) contents as well as
myeloperoxidase (MPO) activity levels of the ileal tissues were measured in addition
to the histopathological evaluation of the tissues. The expression of the tissue
inducible  form of nitric oxide synthase (iNOS) was determined
immunohistochemically. Additionally, plasma levels of such proinflammatory
cytokines as TNF, IL-1 o, IFN-y, MCP-1, GMCSF and IL-4 were measured by using
the technique of flowcytomety. The contractile responses of the I/R group were
significantly lower than those of the control group. The decreased contractile
responses were improved remarkably by the treatment with agmatine. The content of
MDA and the activity of MPO were both elevated significantly in tissues of the I/R
group. Meaningful decrease in the GSH content and the advanced degree of the
tissue damage were also evident in the same group. The treatment with agmatine
appeared to be significantly effective in reducing the amounts of MDA content and

MPO activity besides restoring the content of GSH. The treatment also attenuated the



histological injury. The I/R-induced increases in the expressions of iNOS, IL-1 a,
and IFN-y was brougt back to the sham control levels by the treatment with agmatine.
In conclusion, the present study have shown that the treatment with agmatin exerted
protective effects on the I/R-induced intestinal injury via regulation of the contractile
responses, improvement of the biochemical parameters, attenuation of the
histological damage, and modulation of the systemic inflammatory response. The
beneficial effects that we have observed were possibly the results of the reduction of
oxidative stress, decrease of the proinflammatory cytokines, and lowered expression
of INOS.

Keywords: intestinal contractility; intestinal ischemia-reperfusion injury; agmatine.
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1.GIRIS VE AMAC

Akut intestinal iskemi, abdominal aortik cerrahi, kardiovaskiiler cerrahi islemlerde ve
siddetli sokta ortaya cikan hayat1 tehdit eden bir durumdur (1). Intestinal iskemi
transplantasyon cerrahi sonrasinda graft disfonksiyonundaki primer patofizyolojik
olaydir.

Intestinal iskemi sirasinda barsagin mukozal bariyer gorevi bozulur,
bakteriyel translokasyon gelisir ve bakterilerden salinan endotoksinler viicutta
sistemik inflamatuar yanit1 baslatir (2). intestinal iskemide mortalite oram yiiksektir
ve mortalitenin yiiksek olmasinin en 6nemli nedeninin bu sistemik inflamatuar yanit
oldugu bildirilmektedir. Iskemi ayrica mukozal bariyerin yikilmasinin yam sira
kapiller permeabilite artisina ve nekroza neden olmaktadir (3). Iskeminin
diizeltilmesi i¢in dokuya yeniden kan akimi saglanmalidir. Fakat dokuya saglanan
reperfiizyon paradoksal olarak sadece iskemiyle olusan hasardan daha biiyiik bir
hasar yaratir ve bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir (4). Reperfiizyon serbest
oksijen radikallerinin (SOR) olusumu, 16kosit infiltrasyonu (6zellikle P selektin
aracili), proinflamatuar sitokinler ve lokotrienlerin artig1 ile ikinci bir hasar
olusumuna neden olur (5,6). SOR hiicrede lipid peroksidasyonunu baslatir, bu da
hiicre membraninda hasarlanmaya ve gegirgenligin artisina neden olarak hiicre
6liimiine neden olur (7).

Intestinal iskemi barsakta mukoza hasarlanmasmin yam sira bozulmus
intestinal motiliteyle karakterizedir. Barsak motilitesi ileusla sonuglanabilecek
boyutta azalir (8). Bu motilite degisikliklerine SOR, salinan inflamatuar medyatorler,
toplanan nétrofiller ve degisen nitrik oksit (NO) metabolizmasi gibi faktorler neden
olur (9). Enterik sinir sisteminde N-metil D Aspartat (NMDA) glutamat
reseptorlerinin yaygin olarak bulundugu ve duyusal ve motor reflekslerde rol aldigi
bildirilmektedir. Ayrica NMDA reseptorleri ile glutamaterjik ileti intestinal iskemi
reperfiizyon (I/R) sonrasi ortaya c¢ikan motilite bozukluklarinda rol alabilmektedir
(10).

Intestinal I/R esnasinda NO sentez mekanizmas: da degismektedir. Normal
kosullarda NO serbest oksijen radikallerini temizlemesi, 16kosit adezyonunu

engellemesi ve vaskiiler permeabiliteyi korumasi ile I/R hasarinda koruyucudur (11).



Ancak sitokin ve biiyiime faktorlerine cevap olarak ortaya ¢ikan indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (INOS) ile olusan NO &zellikle siiperoksit radikali ile birleserek
peroksinitrit bilesigi araciligi ile doku hasarina aracilik eder (12,13). Dokuda
SOR’un artis1 endotel kdkenli NO yapimini azaltirken iNOS ile NO yapimina neden
olur. Dokuda iNOS aracili NO artisinin inflamatuar yanit ile birlikte oldugu
bildirilmektedir (12).

Agmatin arjinin dekarboksilazin (ADC) etkisiyle L-Arjininden sentezlenen
polikatyonik bir amindir (14). Beyinde agmatinaz enzimi tarafindan spermin ve
spermidinin prekiirsérii  olan putresine hidrolize edilir. Bu nedenle agmatin
memelilerde poliamin biyosentezinde bir medyator olarak bilinmektedir (15).
Agmatin néronlarda sentezlenip depolanir ve salinir, ayrica spesifik enzimatik yikimi
ve enerji bagiml tasiyic1 ile inaktivasyonu bulunmasinda dolayr beyinde bir
ndrotransmitter/ndromodulator olarak kabul edilmektedir (14). ADC ve agmatinaz
memelilerin beyninde ve mide, barsak ve aorta gibi diger birgok organda
tanimlanmistir (15). Agmatin yiiksek afiniteyle o2 adrenerjik ve imidazolin
reseptorlerine baglanir, 6zellikle NMDA reseptorleri olmak iizere voltaj kapili
katyon kanallarinin blokajina neden olur (16). Agmatinin lokal, intratekal veya
sistematik uygulanmasinin eksitotoksinler tarafindan olusan ndronal hasari, spinal
kord ve beyin global/fokal iskemisinde iskemik hasari azalttigi gosterilmistir (17).
Ayrica agmatinin hipokampal ve serebellar hiicre kiiltiirlerinde NMDA ve glutamat
toksisitesine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (18,19). Agmatinin medulla
spinalis (20) ve serebral iskemideki (21) noroprotektif etkisinin iNOS inhibisyonu
(14,21), apoptozisin dnlenmesi (21), voltaj kapili kalsiyum kanallarinin kontrolii (22)
ile ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir.

Bu tez c¢aligmasinda barsak iskemi reperfiizyon modeli olusturulan
sicanlarda agmatinin koruyucu etkilerinin olup olmadigin1 ve varsa koruyucu etki
mekanizmalarin1 incelemeyi planladik. Literatiirde agmatinin intestinal iskemi
reperflizyon hasar1 {izerine etkilerini inceleyen herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamustir. Intestinal I/R hasarinda agmatinin, gerek motilite degisikliklerinde
gerekse mukozal hasarin olusumunda rol oynayan oksidatif stres ve inflamatuar yanit
tizerindeki etkilerinin incelenmesi planlanmistir. Bu calismada; barsak segmentinin

izole organ banyosunda agonistlere verdigi yanitlar incelenerek motilite



degisiklikleri, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak malondialdehid (MDA),
antioksidan savunma igin rediikte glutatyon (GSH), noétrofil birikiminin gostergesi
olarak miyeloperoksidaz (MPOQ) aktivitesi, sistemik inflamasyonun géstergesi olarak
plazma sitokin diizeyleri ve histopatolojik degerlendirme ile immiinohistokimyasal

olarak iNOS yapimi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, kan ile birlikte dokuya ulagmasi gereken substrat ve oksijenin bir sekilde
engellenerek ulasamamasi veya kisitlanmasi olarak tanimlanmaktadir (23). Iskemi
sonucunda dokunun oksijenden yoksun kalmasiyla hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar.
Bu hasarin yok edilebilmesi i¢in dokuya kan akimi tekrar saglanmalidir. Kan
akiminin tekrar saglanmasina reperfiizyon denmektedir. Fakat iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore cok
daha ciddi bir hasara yol acar (4).

Hipoksiyle meydana gelen hiicre hasari, hiicrenin temel bilesenlerinden bir
veya daha fazlasinda fonksiyonel ve biyokimyasal anormallikle sonuglanir. iskemik
hasarla hiicrede en ¢ok etkilenen organeller mitokondri, hiicre membrani, hiicre
iskeleti ve hiicre gekirdegidir. Mitokondri hasari genellikle hiicrede nekroz veya
apoptozisle sonuglanir. Hasar siklikla mitokondri membranindaki yiiksek iletkenli
kanallarin agilmasiyla olusur. Bu kanallarin agilmasi mitokondri membran
potansiyelinin kaybi1 ve pH azalmasina neden olur. Daha sonra oksidatif
fosforilasyon kaybolur, adenozin trifosfat (ATP) tiretilemez ve hiicre 6liimii nekrozla
sonuglanir. Mitokondri, sitokrom-c gibi apoptotik yolaklari aktive eden proteinler
igerir. Mitokondri membraninda permeabilite artis1 bu proteinlerin hiicre i¢ine sizip
hiicrenin apoptozisle 6liimiine yol agar (24).

ATP diizeyinin normal sinirlardan %5-10 civari azalmasi hiicresel birgok
sistemi etkiler. ATP’nin kaybiyla plazma membraninda enerji bagimli sodyum (Na)
kanallarinin aktivitesi azalir. Bdylece hiicre icinde Na birikimi, hiicre disina
potasyum ¢ikis1 olur. Net soliit yiike bagli olarak hiicrede su birikimi ile endoplazmik
retikulumda dilatasyon olur. Hiicre enerjisini korumak amaciyla kompansatuar olarak
anaerobik glikolizisi arttirir. Bunun sonucu olarak hiicre i¢i glikojen deposu hizla
tiikenir, laktik asit birikir, hiicre i¢i pH ve hiicresel enzimlerin ¢ogunun aktivitesi
azalir. ATP’nin daha uzun siireli ve daha ¢ok kaybedilmesiyle ribozomlar graniillii

endoplazmik retikulumdan ayrilir ve polizomlardan monozomlarin olusumu ile



protein sentezi azalir. Sonuc¢ olarak membranlarin irreversibl hasara ugramasi
hiicrede nekroza yol agar (24).

Normalde hiicre ici serbest kalsiyum (Ca*?) miktari; hiicre disi, mitokondri
ve endoplazmik retikulumda bulunan kalsiyuma goére ATP bagimli Ca* tasiyicilarla
10000 kat daha diisiik tutulur. iskemi baslangicta hiicre ici depolardan Ca*?
salinmasina neden olarak, sonrasinda plazma membranindan Ca girigini artirarak
sitozolik Ca*? miktarinda artisa neden olur (24).

Sitozolik Ca*? miktarinin artmasi hiicrede potansiyel zararl etkileri olan bir
dizi enzimi aktiflestirir. Bu enzimler;

Fosfolipazlar: fosfolipidleri par¢alayarak membran hasarina neden olur.
Proteazlar: hiicre membrani ve hiicre iskeletini hasara ugratir.
Endoniikleazlar: DNA ve kromatinlerin par¢calanmasina neden olur.
ATPazlar: ATP kaybina neden olur.
Sitozolik Ca™ miktar1 artis1 ayrica kaspazlari direk aktive ederek ve

mitokondri permeabilitesini arttirarak apoptozisi tetikler (24) (Sekil 1).

Zedeleyici ajan

Wl

Mitokondri

Endoplazmik
retikulum

Sitoplazmik Ca** artisi

N
v v v
ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endontikleaz
ATP Fosfolipit Membran ve
azalmasi azalmasi hicre iskelet

proteinlerinin
parcalanmasi

Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklar1 ve
sonuglari (25).



Iskemi sirasinda meydana gelen birgok olay reperfiizyon sirasinda olusacak
hasarlara zemin hazirlar. Parks ve Granger, iskemi-reperfiizyon modelinde,
reperfiizyon esnasinda olusan doku hasarinin iskemi esnasinda olusan hasardan daha
biiyiikk oldugunu bildirmislerdir (26). Reperfiizyon doéneminde dokuda notrofil
infiltrasyonu, kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin
aktivasyonu, arasidonik asit metabolizmasi gibi pek cok sistem serbest radikal
olusumunu artirarak hasara neden olmaktadir. Sonug olarak iskemi reperfiizyon
hasarmin fizyopatolojisinde bir¢ok faktor rol almaktadir. Bunlardan en 6nemlileri;

1) Serbest oksijen radikalleri

2) Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)
3) Kompleman sistemi

4) Endotel hiicreleridir (27).

2.2. Intestinal iskemi Reperfiizyon Hasar

2.2.1. ince barsagn yapisi ve fonksiyonlarmin sinirsel kontrolii

Gastrointestinal sistemin liiminal ylizeyi absorbsiyon iglevini yerine getirebilmek i¢in
yiizey alanim arttiracak sekilde kivrimli bir yapiya sahiptir. Liimen iist ylizeyindeki
epitel tabakas1 mukus sekrete eden ekzokrin ve hormon sekrete eden endokrin
hiicreleri igcermektedir. Epitel tabakasmin hemen altinda bag dokudan olusan ve
igerisinde kiigiik kan damarlari, sinir lifleri ve lenfatik damarlar bulunduran lamina
propria tabakasi bulunmaktadir. Bu tabakaninda altinda ince bir sekilde muskularis
mukoza bulunmaktadir ve bu {i¢ yap1 (epitel-lamina propria-muskularis mukoza)
intestinal mukozay1 olusturmaktadir. Mukoza altinda i¢inde kan ve lenfatik
damarlarla submukozal pleksus sinir agini igeren submukozal tabaka vardir. Onun da
altinda muskularis eksterna tabakasi bulunur. Burada daha ince olan longitidinal ve
kalin olan sirkiiler kaslar olmak iizere iki kas tabakasi mevcuttur. Iki kas tabakasi
arasinda ikinci bir sinir ag1 olan myenterik pleksus yer alir. En distada bag dokudan
olusan seroza tabakasi vardir (28).

Gastrointestinal kanalin diiz kaslar1 hemen hemen devamli bir elektriksel

aktivite i¢indedir. Gastrointestinal kontraksiyonlarin ¢ogu ritmik olarak ortaya ¢ikar.



Intestinal sistemin enterik sinir sistemi de denilen kendine ait sinir ag1 mevcuttur. Bu
ag myenterik ve submukozal pleksuslardan olusur. Myenterik pleksus temel olarak
gastrointestinal  hareketleri kontrol ederken, submukozal pleksus baslica
gastrointestinal sekresyonlar1 ve lokal kan akimini kontrol eder (28). Ayrica enterik
noronlardan bircok hormon ve norotransmitter salgilanir ve bunlar motiliteyi etkiler.
Myenterik pleksusdaki yonleri geriye dogru olan kolinerjik néronlar, P maddesi ve
asetilkolin salgilayan noronlar1 aktive ederek diiz kas kasilmasina yol agmaktadir.
Yonleri ileriye dogru olan kolinerjik ndronlar ise NO, vazoaktif intestinal peptid
(VIP) ve adenozin trifosfat (ATP) salgilayan noronlari aktive ederek uyariin 6niinde
gevseme olustururlar. Yine salgilanan motilin peptidi ince barsaklarda kontraksiyona
neden olur. Ekstrinsik olarak sempatik ve parasempatik sistem de motiliteyi kontrol
eder. Parasempatik kolinerjik etki genellikle barsak diiz kas aktivitesini arttirir ve

sempatik noradrenerjik etki ise diiz kas aktivitesini azaltir (28).

2.2.2. Ince barsak dolasiminin anatomi ve fizyolojisi

Ince barsak duodenum, jejenum ve ileum kisimlarindan olusmaktadir. Intestinal kan
destegi esas olarak, abdominal aortun 3 major dali ile gergeklesmektedir: Colyak
trunkus, superior mezenterik arter (SMA) ve inferior mezenterik arterdir. Bu iig
damarin hepsi aortanin 6n yliziinden ¢ikmaktadir. Duodenum baslica c¢olyak
trunkusun dali olan pankreatikoduedenal arter tarafindan beslenir. Jejenum ve ileum
kanlanmas1 SMA’nin ¢ok sayida olan dallariyla saglanir (sekil 2). Bu arterler pek ¢ok
dallara ayrilir ve mezenterde birbirleriyle bir ag olusturacak sekilde ¢ok sayida
anastomoz yaparlar. Bu dallar daha sonra ince barsak boyunca marjinal arter olarak
sonlanirlar. Marjinal arter barsak duvarina yakin ve paralel uzanan arter olarak
tanimlanir (29). Marjinal arterden ayrilan serozal dallar (1A arteriolar damarlar)
intestinal duvarda, submukozal wvaskiiler pleksusu olusturmak i¢in muskularis
eksternay1 deler, submukozanin dis yiizeyi boyunca 2A arteriolar damarlar olarak
uzanir. Ayrica kapiller ag1 olusturan bir grup arteriel damar mukozal kript bezlerine
kan1 dagitir, 3A arteriol olarak adlandirilan bu damarlar villuslarin uglarini besler ve
bir 6rgii gibi subepitelyal kapiller pleksusu olusturur. Genellikle her villusu bir veya

iki ven drene eder ve biiyiik veniillerle birlesir (5).



Sekil 2: Superior mezenterik arter ve kanlandirdig: alanlar (30) 1)SMA 2)ileal
arterler 3)ileum 4)cekum 5)ileokolik arter

Villuslarda damarlarin paralel yerlesmis olmasi ve santral arterle kapiller ve
veniillerin sadece 15-20 mikron uzaklikta seyretmesi kan akiminin zit yonlii olmasin
saglar (Sekil 3). Villusta ters akim mekanizmasinin birka¢ etkisi vardir: Teorik
olarak, kompleks bir sant olan bu mekanizma, arteriel oksijenin bir kisminin ug
kapillerlere ulagsmadan 6nce villus bazalinde yakin venlere diffiize olmasina izin
verir. Bu durum villus uglarinin iskemiye hassas olmasina neden olur. Ayrica arteryel
hipotansiyon durumlarinda kan akis hiz1 yavaslatilir ve degis tokus yoluyla oksijen
santinin artmasina neden olan transit zamani uzar. Kan akimmin engellendigi
durumlarda bu olay zit akim mekanizmasi ile barsakta iskemik hasari arttiracagi
anlamina gelir (5).

Barsaklar villus kript aks1 boyunca I/R hasarina kars1 heterojenik duyarlilik
gosterir. Barsak villus uclarinda bulunan hiicreler bazaldaki hiicrelere gore iskemik
hasara daha duyarlidir. Zit akim mekanizmasinin yani sira villus ucunda bulunan
hiicrelere barsak liimenindeki icerigin mekanik kuvvet uygulamasinin bu duyarlilikta
rol oynadigi bildirilmektedir (5,31). Ayrica daha once yapilmis calismalarda villus
ucunda bulunan enterositlerin kriptlerdeki enterositlere gore santral arteriolden daha
diisiik basingla kanlanmasi nedeniyle oldugu gosterilmistir (32). Yapilan bir
calismada da enterosit duyarliligmin hiicrenin farklilagma durumuna bagli oldugu

ileri siiriilmistiir (33).
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Sekil 3: ince barsak villus yapis1 (28).

Mezenterik dolasim biyiikligii ve kompleksligiyle dikkat ¢ekmektedir.
Gastrointestinal sistem dinlenim sirasinda kardiyak outputun %25’ini, yemek
sonrasinda ise %35’ten fazlasin1 alir ve bu degerlerle dinlenim sirasinda en fazla
kanlanan organlar arasindadir. Mezenterik kan akiminin %70’ direk mukoza ve
submukoza katmanlarina gider, kalaniysa miiskiiler ve serozal katmanlara dagilir (5).
Barsak kan akiminin otoregiilasyonu, hipoperfiizyon esnasinda gerekli oksijen
ihtiyacinin karsilanmasi ve mukozal devamliligin korunmasi icin gereklidir. Bir ¢ok
major faktorlin etkilesimi kan akiminin intestinal bolgeye uygun dagilimini saglar.
Bu faktorler ektrensek ve intrensek kontrol mekanizmalarindan olusmaktadir.
Intrensek kontrol mekanizmalari, metabolik ve myojenik yollar olmak iizere ikiye
ayrilir. Ekstrensek kontrol mekanizmalari iginde; néral ve humoral faktorler yer alir
(34). Intestinal doku kanlanmasinda ekstrensek mekanizmalar lokal kontrol
mekanizmalarina gore daha zayiftir (35).

Metabolik teoriye gore; barsakta oksijen ihtiyaci ve barsaga oksijen sunumu
arasinda dengesizlik olustugunda lokal metabolitlerin konsantrasyonunun artisi
vazodilatasyona ve dokuda hiperemiye yol agar. Metabolik mekanizma yeterli

oksijen dagitimi ve kan akimini korumaya caligir (5).



Myojenik teoriye gore; perflizyon basincindaki akut bir azalma arteriolar
basing reseptorlerini uyarir ve arteriollerde duvar gerilimi diisiiriilerek kan akiminin
korunmasi saglanir. Myojenik mekanizma barsak kapiller basincini ve transkapiller
s1vl degisimini sabit tutmaya yoneliktir (5).

Intestinal vaskiiler yatak, perfiizyon basincinda azalma olmasi durumunda
vaskiiler rezistansi azaltir. Kan akimindaki bu otoregiilasyon genis bir basing
araliginda etkilidir. Dahasi perfiizyon basinci diistiikce kan barsagin ¢esitli
katmanlar1 arasinda yeniden dagitilir ve metabolik olarak en aktif olan ylizeyel
mukozaya yonlendirilir (35).

Intestinal kan akiminin néral kontroliine baktigimizda, esas olarak otonom
sinir sisteminin adrenerjik liflerinin kontrolii altindadir. Colyak gangliondaki
postganglionik adrenerjik lifler uyarildiginda mezenterik arter ve arteriyollerde
vazokonstriksiyon olusur (36). Vagal, kolinerjik, histaminerjik ve sempatik sistem
gibi bir¢ok degisik tipte noral stimiilasyon barsagi etkileyebiliyor olsa da, splanknik
dolasim tizerinde baskin ve muhtemelen tek etkili noral sistem adrenerjik liflerdir
(34).

Intestinal kan akimmin diizenlenmesinde iki hormon sistemi &nemlidir. ik
olarak ekstraselliiler voliimiin azalmasi, renin-anjiotensin mekanizmasini uyarir.
Bunun sonucu agiga ¢ikan anjiotensin I, direkt olarak mezenterik
vazokonstriksiyona neden olur. kinci sistem; azalan kan voliimii ve hiperozmolarite,
norohipofizi uyararak antidiliretik hormon salinimina neden olur. Antidiiiretik
hormon, mezenterik arterlerde vazokonstriksiyon; mezenterik venlerde ise
dilatasyona yol agar (37).

Intrinsik mekanizmalar; ekstrinsik mekanizmalar, néral ve humoral faktorler

ile barsakta kan dolagiminin uygun paylasilmasi i¢in etkilesim i¢indedir (38).

2.2.3. Intestinal iskemi reperfiizyonu

Intestinal iskemi genellikle tromboz veya emboli ile meydana gelen arteryel
okliizyon sonucu olusurken, kalp yetmezligi, sepsis, alfa adrenerjik veya dijital ilag

kullanimt ile olusan diisiik mezenter akimin oldugu nonokluziv durumlardada olusur

(39). Ancak mezenterik arterler arasindaki kollaterallerin miktar1 ve komsu dolasim
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cok fazla oldugundan dokulara kan akimi1 kompanse edilebilir (39). Bu yiizden taniy1
kesinlestirmek zordur. Zor tan1 konmasi ve iskemik dokularin hizli kétiilesen dogasi
nedeniyle akut intestinal iskemi %60-80 mortalite oranlarina sahip vaskiiler acil bir
durumdur (40).

I¢ organlar icinde barsak muhtemelen I/R hasarina kars1 en duyarli organdir.
Reperfiizyon sonrasinda mukoza daha fazla hasarlanir (32). Intestinal iskemi
barsakta mukoza hasarlanmasinin yani1 sira bozulmus intestinal motiliteyle
karakterizedir. Barsak motilitesi ileusla sonuglanabilecek boyutta azalir (8). Bu
motilite degisikliklerine SOR, salinan inflamatuar medyatorler, toplanan nétrofiller
ve degisen NO metabolizmasi gibi faktorler neden olur. Genellikle; SOR iiretimi I/R
hasarinda ilk olusan olaylardan biridir ve direk hiicre hasarmin yani sira nétrofillerde
kemotaksise neden oldugu bilinmektedir (9). Intestinal I/R, barsak duvarinda
ozellikle kas tabakasinda inflamatuar yaniti tetikler. Bu inflamatuar yanitla beraber
notrofillerin toplanmasi ve ekstravazasyonu kas lifleri arasindaki sinsisyumlarin
bozulmasina neden olur. Dolayistyla barsak diiz kasinin kasilma fonksiyonu etkilenir
ve bozulur (41). iskemik kosullarda ATP gibi enerji kaynaklarinin tiilkenmesi de kas
liflerinde meydana gelen azalmis kontraktiliteye katkida bulunur (9). NO giiglii bir
diiz kas gevseticisidir. Enterik ndronlardan salinan yapisal ve noronal NO,
gastrointestinal sistemde motilitede etkili major inhibitér diizenleyicidir. Ancak
inflamasyonun tetiklendigi iskemik durumlarda iNOS araciligiyla {iretilen asirt
miktardaki NO barsakta gelisen ileusa sebep olan esas medyatordiir (42). Deneysel
bircok calismada iskemik barsakta iNOS inhibitorlerinin kullanilmasiyla barsak
motilitesinin diizeldigi bildirilmistir (42-44). Iskemi ile tetiklenen inflamatuar yant,
platelet aktivator faktor (PAF) ve sitokinler gibi bir¢ok proinflamatuar medyatdriin
ve onlarin iriinlerinin artmasina sebep olur. Bu medyatorler néromotor fonksiyonu
bozarak barsak motilitesini degistirirler (45).

Splanknik arterlerin okliizyon ve reperfiizyonu viicutta dolasim sokuna
neden olur. Bu sok o6zellikle vaskiiler permeabilitide artis, PMNL aktivasyon ve
adezyonu, proinflamatuar medyatorlerin salimimi, serbest nitrojen ve oksijen
radikallerinin olusumu yoluyla meydana gelir (39). Splanknik I/R ile olusan hasar,
ozellikle mukoza ve submukozal alanlarda endotel harabiyetine neden olan yogun bir

inflamasyonla karakterizedir (39).
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Ince barsagin iskemi ve reperfiizyonu, mukozal bariyerin bozulmasi,
bakteriyel translokasyon ve inflamatuar yaniti tetikler ve beraberinde uzak
organlarda da goriilen sivi-elektrolit ve asit-baz dengesi bozukluklarina neden olur.
Bakteriyel translokasyon canli bakterilerin barsak mukozasindan mezenterik lenf
nodu ve diger organ ve dokulara gegcisidir (39). Normalde viicudu barsak
liimenindeki zararli ortama karst koruyan intestinal bariyerin fonksiyonunun
bozulmasi, gastrointestinal [/R hasarmin énemli bir sonucudur. Bu nedenle bozulmus
barsak motilitesi ve emilimine ek olarak, intestinal permeabilite artis1 ve portal ve
sistemik dolasima bakteriyel translokasyonun artis1 barsagin I/R hasari ile iliskilidir.
Sitokin kaskatinin aktivasyonu ile birlikte intestinal bakteriyel translokasyonun
sistemik inflamatuar yanit sendromuna katkida bulundugu diistiniilmektedir (46).

Intestinal I/R hasar1 patofizyolojisinde 6nemli olan, yukarida 6zet olarak

bahsedilen faktorler asagida daha ayrintili tartisilmistir:

2.2.3.1. Serbest oksijen radikallerinin roli

Iskemik dokuya reperfiizyonla beraber oksijenin (O,) gelmesi SOR’ nin kaynagini
olusturur. Normal kosullar altinda olusan serbest radikaller endojen antioksidan
sistemler tarafindan yok edilirler. Fakat reperfiizyon sirasinda asir1 miktarda SOR
olusumu, daha sonradan zararl etkiler yaratacak olan oksidatif stres adi verilen bir
slireci ag1ga gikarmis olur (47).

Serbest radikaller dis yoriingesinde ¢iftlesmemis tek bir elektron bulunduran
kimyasallar sinifidir. Serbest radikallerin /R siirecindeki kaynaklari; mitokondrilerin
elektron transport zincirleri, ksantin oksidaz (XO) metabolizmasi, endotel hiicreleri,
prostaglandinler ve aktive olan nétrofillerdir (39).

Iskemik periyod boyunca ATP hipoksantine katabolize olur. Normal
fizyolojik kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi tarafindan
ksantin ve iirik aside doniistiiriiliir. Normalde bu reaksiyonda elektron alicis1 olarak
nikotin adenin diniikleotid (NAD") kullanilir. Iskemi sirasinda dokuda hipoksantin
birikir. Iskemi boyunca hiicre icinde Ca birikimi XDH’in XO’a doniisiimiine neden
olur ve bu olay iskeminin siiresi uzadik¢a artar. Iskemide hipoksantinin {irik asite

dontisiimii XO tarafindan gerceklestirilir ve burada elektron alicisi olarak molekiiler
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oksijen kullanilir (sekil 4). Reperflizyon sirasinda ortama gelen molekiiler oksijenin
XO tarafindan kullanilarak piirin metabolitleriyle reaksiyona girmesi, I/R hasarinda
dokuya gore degisen derecelerde sorumlu tutulan serbest radikallerin en Onemli
kaynagmi olusturmaktadir (39,46). Intestinal XO aktivitesi barsakta serbest radikal
olusumunun en O6nemli kaynaklarindan biridir ve esas olarak mukozada villus
tabanindan ucuna kadar artan oranda yer almaktadir. Mukozanin iskemiye en hassas
yer olmasinin sebeplerinden biri de buradaki XO aktivitesidir (48).

Intestinal I/R  boyunca iiretilen asir1 miktarlarda SOR, endojen
antioksidanlar tarafindan yok edilemez ve hiicre membranlariyla reaksiyona girip
barsakta lipid peroksidasyonunu baslatir. Ayni zamanda birgok kemotaktik
medyatoriin salinmasina neden olarak graniilositlerin kapiller endotellerine gelmesini
saglar. Graniilositlerden de birgok proteaz salgilanip endotel harabiyetine neden
olmaktadir (39).

ATP

l

AMP

Iskemi ﬁ XDH

Adenozin Ca? || proteaz

l

Inozin XO

|

Hipoksantin z ———— O, "
o/
2

Reperfiizyon

Sekil 4: XO aracili serbest radikal olusum mekanizmasi (32,48)

Serbest radikaller agir1 reaktif ve kararsiz bir yapiya sahiptirler. Bu yiizden
proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve 6zelliklede hiicre membrani ve niikleik asit
gibi organik ve inorganik kimyasal yapilarla reaksiyona girerek hiicrede zedelenme
olustururlar (39). Ozellikle hiicre membranlarinda poliansatiire yag asitleri bol

miktarda vardir ve serbest radikallere c¢ok duyarlidirlar. Oksijen radikalleri,
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poliansatiire yag asitleri ile dogrudan reaksiyona girerek hiicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuna yol acar. Dolayli olarak radikaller etkilenmis dokuda nétrofil
birikimine neden olup ciddi mukozal lezyona yol agan inflamatuar siireci baslatirlar

(Sekil 5)(49).

Oksijen radikalleri

N

Lipid peroksidasyonu Kemotaktik faktorler
PG metabolizmasinin Membran Notrofillerin
aktivasyonu disintegrasyonu toplanmasi
Hiicre 6liimii Fagositoz Kapillerde

16kosit tikact

l l |

Doku hasari Oksijen - -
¢ radikalleri Iskemi

Sekil 5: Dokularda serbest oksijen radikallerinin direkt ve indirekt etkileri (49)

Reaktif oksijen tiirlerinin en basta gelenleri siiperoksit anyon radikali,
hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikalleridir. Serbest oksijen

radikalleri normal kosullar altinda antioksidan sistem tarafindan yok edilirler (49,50).

2.2.3.1.1. Stiperoksit radikali (O, ")

Molekiiler oksijene bir elektron (e) eklenmesi siiperoksit radikali olusumuyla
sonuglanir (43). Bu olay enzimatik olarak nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH)
oksidaz ve XO araciligiyla olusurken, nonenzimatik olarakta mitokondriyal elektron
transport zincirinde redoks tepkimelerine giren semiubikinon gibi bilesenler aracili
olusur (44).
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O,+e — 0O,

Reperfiizyonun saglanmasiyla dokuya gelen kanla beraber dokuda nétrofil
birikimi gerceklesir. Notrofillerde, eizinofillerde ve monositik fagositer hiicrelerde
bulunan NADPH oksidaz, oksijeni ve NADPH’1 siiperoksit radikaline doniistiiren

reaksiyonu katalizler (51).

NADPH+0, —— NADP'+H"+0," (51)

Stiperoksit nispeten benign bir radikaldir. Demir-siilfiir proteinlerini
kolaylikla inaktive etmesine ragmen c¢ogu biyolojik molekiille reaksiyona girmez.
Bununla birlikte demir-siilfiir igeren proteinlerinden ayrilan demirler aracigiyla
olusan hidroksil radikali gibi sekonder iiriinler ve buna ek olarak peroksinitrit

sliperoksit toksisitesine major katkida bulunan bilesiklerdir (52).

2.2.3.1.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Stiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla dismutasyonla yok edilir.
Bu reaksiyonla H,O, meydana gelir. H,O, molekiilii eslenmemis elektron igermez ve

bu yilizden radikal tiirevi degildir (53).

SOD
20, + 2H —— H,O, + O, (53)

Olusan H,0, katalaz (kat), peroksiredoksin ya da glutatyon peroksidazla
(GSH-Px) suya (H,0) katalize edilir (54).

KAT
2H,0p — > 2H,0 + O,

GSH-Px
H,0, + 2GSH ——— 2H,0 + GSSG (55)
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H,0, serbest radikal olmamasina ragmen serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir rol oynar. Cilinkii HyO,, ge¢is metal iyonlarinin varlifinda kolayca
parcalanarak en reaktif ve en toksik oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH")
olusturmaktadir. H,O,; lipid solubl olup membranlardan kolayca gegebildigi igin ve
OH’ iiretmek suretiyle canli sistemlerde 6nemli hasarlara sebep oldugundan H,O,

birikiminin kontrolii hiicreler i¢in biyolojik olarak 6nemlidir (56,57).

2.2.3.1.3. Hidroksil radikali

OH’ son derece reaktif ve akdz soliisyonlarda yariomrii 1 nanosaniyeden daha kisadir.
Bu nedenle iiretildiginde iiretim yerinin yakinindaki molekiillerle reaksiyona girer.
OH’ gesitli mekanizmalarla iiretilmektedir. Iyonize radyasyon H,O’nun ayrismasina
neden olarak OH" ve hidrojen atomu olusturur. Ayrica alkilhidroperoksidazlarin
fotolitik ayrismasiyla olusur. En biiyiik kismi1 ise demir (Fe), bakir (Cu) gibi gegis
metallerinin H,O; ile reaksiyonu sonucunda olusur (53,58). Bu reaksiyon asagida

formiilize edilen Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe*? + H,0, —— Fe™ >+ OH" + OH"

Cu" +H,0, ——— Cu*2+OH"+OH"

Stiperoksit radikali ve hidrojen peroksitin etkilesimiyle de Haber-Weiss
reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonla OH" olusur (59).

O, +H,0, — '0,+ OH + OH"

2.2.3.1.4. Singlet oksijen (*O,)

Singlet oksijen gercek bir radikal olmamasina ragmen mikrosaniyeler kadar kisa bir
yart Omiire sahip reaktif oksijen tilirlidiir. Fenton benzeri bir reaksiyonla olusur.

Alternatif olarakta siiperoksit ve hidroksil radikalinin reaksiyona girmesiyle meydana
gelir (60).
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2.2.3.1.5. Nitrik oksit (NO")

NO bir¢ok organda 6zel diizenleyici fonksiyonlara sahip olan, oldukga reaktif bir
serbest radikaldir (61). NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen enzim ailesi tarafindan,
bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin grubunun NO’e c¢evrilmesiyle
tiretilir. Bu olusum esnasinda molekiiler oksijen ile, kofaktor olarak, NADPH, flavin
adenin diniikleotid, flavin mononiikleotid ve tetrahidrobiyopterine ihtiya¢ vardir. NO
sentezlendikten sonra hizla hemoglobin, metilen mavisi ve siiperoksit anyonu
tarafindan notralize edilir veya saniyeler iginde nitrat veya nitritlere doniistiiriliir
(62). NO hidrofobik ortamlarda sudan 70 kez daha fazla ¢oziinebilir haldedir ve
hiicre membranlarindan kolayca difiize olur. Yar1 dmriiniin kisa olmasi1 nedeniyle
primer olarak lokal etki gosterir (63).

NOS ailesi ii¢ izoformdan olugmaktadir. Bunlar néronal NOS (nNOS),
endotelyal NOS (eNOS), ve iNOS’tur. Bu {ii¢ izoform sentez edildikleri ve
bulunduklar1 yere gore ve ayrica Ca*? bagimliligina gore farkliliklar gosterirler:
NOS-I yada nNOS o6zellikle néronlarda bulunur. NOS-II yada iNOS basta sitokinle
indiiklenmis makrofajlar olmak iizere, nétrofiller, trombositler, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve damar dis1 birgok hiicreden de izole edilmistir. NOS-I1I ya da eNOS ise
endotel hiicrelerinde bulunmaktadir (63). NNOS ve eNOS Ca*¥a bagimli olarak
caligirlar ve bu yiizden konstitutif NOS (¢cNOS) olarak adlandirilirlar (62).

Gastrointestinal sistemde NO nonadrenerjik nonkolinerjik major inhibitor
norotransmitter olarak gosterilmistir. NO myenterik pleksustan nNOS’un
aktivasyonuyla salinir. Sinirlerden salinan NO intestinal diiz kas hiicrelerinde
gevsemeye neden olur. Intestinal sfinkterlerin kas tonusunun ayarlanmasini saglar.
Ayrica peristaltik refleksin regiilasyonunda oOnemlidir (64). Asetilkolin ya da
bradikinin gibi reseptér aracili agonistler ve mekanik stres, endotel hiicrelerinde
inositol trifosfat (IP3) aracilig ile hiicre i¢i depolardan gegici olarak Ca*? salinmasina
neden olur. Artan Ca*%, Ca‘’-kalmodiilin kompleksini olusturarak eNOS
aktivasyonuna neden olur. eNOS araciligiyla NO iiretimi gegicidir ve hiicre i¢i Ca*?
seviyesiyle paraleldir. eNOS nanomolar seviyelerde NO iiretimine neden olur ve
hiicre i¢i Ca*? seviyesi azaldiginda iiretim de azalr. Uretilen NO damar tonusunun

diizenlenmesinde rol alarak sitoprotektif etkiler gosterir (63). cNOS araciligiyla
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iretilen NO intestinal sistemde mukoza biitiinliigliniin korunmasinda rol alir ve
antiinflamatuar etkiler gosterir (65). NO’in nétrofillerdeki adezyon molekiillerini ve
vaskiiler endoteldeki P-selektin yapimini inhibe ettigi gosterilmistir (66). eNOS ve
nNOS’un aksine iNOS hiicre i¢i Ca degisikliklerine daha az duyarlidir (63). INOS
aracili NO sentezi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecle ilgilidir. Intestinal sistemin
cesitli inflamatuar hastaliklarinda iNOS varlig1 gosterilmistir ve asirt NO tiretildigi
bilinmektedir (67). iNOS tarafindan NO iiretimi transkripsiyonel seviyede diizenlenir,
baslica sitokinler ve endotoksin gibi mikrobiyal {irlinlerle uyarilir. iINOS ile NO
tiretimi mikromolar seviyelerde olur. Bu diizeydeki NO mitokondri membran
porlarindan gecisi ve kaspazlari aktive ederek hiicrede apoptozis ve nekroza yol agar.
NO’in genel sitotoksik etkilerinden bu yiiksek NO degerleri sorumludur (63). NO’in
kendisi aynen H,0,’te oldugu gibi tek basina serbest oksijen radikalleri gibi toksik
degildir. Fakat reaktif oksijen tiirleriyle etkilesime girip onlarin zararli etkilerini
arttirarak sitotoksik etki gosterir. NO ve O, in birlesiminden olusan peroksinitrit
(ONOO") mitokondri igindeki enzimlerin par¢alanmasina ve lipid peroksidasyonuna
neden olur. Ayrica DNA’da oksidatif hasara neden olur ve DNA tamir enzimlerini
inhibe eder (65).

Peroksinitrit olusumu:

NO +0,,~ ——— ONOO (68)

Intestinal 1/R’da sitotoksik etkilerden sorumlu NO’in iNOS yoluyla iiretilen
cok miktardaki NO oldugu bildirilmektedir. Bu yilizden iNOS enziminin spesifik
inhibisyonunun yararli etkileri oldugu bildirilmistir (32). iINOS geninden yoksun
farelerde yapilan bir calismada, farelerin intestinal I/R hasarmda mukozal bariyer
bozulmasia ve bakteriyel translokasyona karst direngli oldugu gdosterilmistir. Bu
calisma iINOS’un reperflizyon hasarindaki en 6nemli medyatorlerden biri oldugunu
desteklemektedir (69). Ayrica intestinal I/R hasar1 sonrasi indiiklenen iNOS’un
mukozal apoptozise yol agtig1 gosterilmistir (70). Reperflizyon siireci boyunca iNOS
yoluyla iiretilen NO, proteinlerin tirozin kalintilarini nitrozilleyerek intestinal I/R de

meydana gelen akciger hasarinda da sorumlu tutulmaktadir (71). Intestinal I/R
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sirasinda meydana gelen ileusun sebebinin de iNOS ile iiretilen NO oldugu ileri
stiriilmektedir (42).

2.2.3.2. Lokositlerin roli

Notrofil olarakta bilinen PMNL dolasimda bulunan 16kositlerin %50-60 kadarini
olusturur. Konag1 mikrobiyal patojenlerden koruyan dogal immiin yanitin 6nemli
bilesenidirler. Ayrica 6lii veya hasarli hiicrelerin zararli etkilerini de azaltirlar.
PMNL’in barsaktaki primer gorevi liimen mikroplarimi o6ldiiriip, endotel ve
mukozadan olabilecek translokasyonlar1 onlemektir (72). I/R hasar1 lokosit
aktivasyonu, kemotaksis, l6kosit endotel hiicre adezyonu ve transmigrasyonla
karakterizedir (73). Aktif notrofiller intestinal I/R’dan sonra lokal ve sistemik organ
hasarinin olusmasindaki primer medyatoérlerden biridir (74).

PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlart endotel hiicrelerinde ve
lokositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur (27). Lokosit endotel
hiicre etkilesimini saglayan baslica 3 adezyon molekiil ailesi vardir. Bunlar:

a)Selektinler (P-selektin, L-selektin, E-selektin): Lokosit ve endotelin ilk
etkilesimini saglayan glikoprotein yapida bir ailedir. L-selektin 6zellikle nétrofil ve
lenfosit basta olmak iizere l6kositlerin yiizeyinde yapisal olarak bulunur ve aktive
endotelde 10kositin yuvarlanma hareketine katilir. P-selektin endotel hiicresindeki
weibel-palade cisimciklerinde yada trombositlerin o graniillerinde bulunur. Trombin,
histamin, H,0, ve kompleman gibi humoral faktorlerle ¢ok hizli bir sekilde yapimi
artar ve hiicre yiizeyine gonderilir. Yani I/R hasar1 P-selektin yapimini arttirir. P-
selektin 16kosit yuvarlanmasindaki (lokosit rolling) major medyatordiir. Lokosit
gociiniin ilk basamagi endotelde bulunan P-selektin ile 16kositteki P-selektin
glikoprotein-1 (PSGL-1)’in etkilesime girmesidir. E-selektin endotel hiicrelerinin
yiizeyinde bulunur ve sitokinler tarafindan daha yavas bir sekilde yapimi artar. E-
selektin diizeyi 4-6 saate kadar Onemli bir degisiklik gostermez, bu yilizden
reperfiizyon hasarinin ge¢ fazinda dnemli bir protein haline gelir.

b)B2 integrinler: 16kositler tizerinde bulunan CD11a/CD18, CD11b/CD18
ve CD11¢/CD18 olmak iizere iig liyesi vardir. MAC-1 olarakta bilinen CD11b/CD18
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noétrofiller ve damar endoteli arasindaki yapismayi (adezyonu) saglayan major
glikoproteindir.

c¢)Immiinglobulin ailesi: Endotel yiizeyinde bulunan interselliiler adezyon
molekiili-1 (ICAM-1), 16kositte bulunan MAC-1’e baglanarak endotel ve notrofil
arasindaki siki adezyonu saglar. Siki adezyon l6kosit goclinlin ikinci basamagidir.
Platelet-endotelyal hiicre adezyon molekiili (PECAM-1) ise trombosit, 16kosit ve
endotel yiizeyinde bulunur ve 16kosit transmigrasyonunun gerceklesmesini saglar.

Transmigrasyon ise 16kosit gé¢iiniin son basamagidir (75) (sekil 6).

Integrinler. I

Bazal Membran

]
—— JEndotel

\ PEcAs- \
/

e A
V=N

P-Selektin CD11/CD18 ICAM-1
/ Interstisyel
Alan

Gevsek Adezyon Siki Adezyon/  Diyapedez
(”Yuvarlanma”) Agregasyon

Sekil 6: /R ile uyarilan 16kosit migrasyonu (73).

Notrofillerin, O;° = ve H,0, iirettigi ve H,O, ve kloriir iyonlarindan
hipoklorik asid (HOCL) olusumunu katalizleyen MPO salgiladig: bilinmektedir (76).
PMNL’ler, NADPH oksidaz sistemi ve MPO enzimi araciligryla SOR iiretirler.
Normal sartlarda NADPH oksidaz enzimi inaktif haldedir. PMNL uyarildiginda
enzim hizla aktiflesir. Elektron vericisi olarak NADPH kullanir ve ortama bol

miktarda O," ~ radikali salinir. Artmis O, tiiketiminin oldugu bu duruma “solunum
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patlamasi” adi verilir. Bu durum, organizma tarafindan istemli olarak SOR
olusturulan tek durumdur. Sonugta agiga ¢ikan O," ~ radikali, antimikrobiyal ajanlarin
oldiirtilme siirecinin bir pargasidir (77). O, radikali spontan dismutasyonla H,0,’ye
doniistir. Degraniilasyonla birlikte nétrofil grantllerinde bulunan MPO enzimi,
ortamda CI- iyonu varliginda, H,0,’i HOCL’ye doniistiiriir. HOCL, oldukga kuvvetli
bir oksidandir (78). Ince barsaga nétrofil migrasyonu MPO aktivitesi 6lciilerek
indirek olarak degerlendirilebilir (79).

Reperfiize barsaga masif bir PMNL akist  olur, mikrovaskiiler
permeabilitede artis goriilir ve mukozal bariyerin fonksiyonu bozulur (80).
Mikrovaskiiler yapinin hasarlanmasina aktif noétrofillerden salinan kollajenaz,
jelatinaz, elastaz gibi enzimler neden olmaktadir. Ayrica spesifik graniillerinde
bulunan ve salinan laktoferrin fenton reaksiyonuna Fe*? saglamaktadir (81).
Reperfiizyon déneminin en agir mikrovaskiiler patolojisi olan kan akisinin yeniden
durmasi fenomenine (No reflow phenomen) aktive olmus nétrofillerin yol agtigi
gosterilmistir (82). Reperflizyonda graniilosit aktivasyonunu ve infiltrasyonunu
saglayan bir¢ok madde vardir. Bunlar endotoksin ve N-formillenmis peptid gibi
barsak liimeninden mukozal interstisyuma gecmeye calisan bakteriyel iiriinler,
l6kotrienler, C5a gibi aktif kompleman komponentleri, lipid hidroperoksitler ve
stiperoksit bagimli kemoatraktanlardir (83). Reperfiizyonla aktiflesen notrofiller
sistemik dolasima tekrar gegebilirler. Aktif nétrofillerin I/R ile olusan uzak organ
hasarindan sorumlu oldugu bildirilmektedir. Aslinda 16kosit adezyonunun
engellenmesiyle uzak organ hasarinin olmamasi ¢oklu organ yetmezligi
sendromunda nétrofil aktivasyonunun merkezi bir rol aldigimi giiglii bir sekilde
destekler (76).

2.2.3.3. Komplemanin rolii

Kompleman sistemi dogal immiin yanitin ve inflamasyonun &nemli bir bileseni
olarak tanimlanmaktadir. Kompleman sistemi kanda ve hiicre yiizeylerinde yer alan
yaklasik 35-40 kadar protein ve glikoproteinden olusmaktadir. Plazma proteinlerinin
cogunlugu karacigerde iiretilmesine ragmen kompleman proteinlerinin asil {iretimi

monosit/makrofaj gibi hiicrelerde gerceklesmektedir. Bu sentezden dolay1
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kompleman proteinleri dokularda ve diger viicut sivilarinda  Onemli
konsantrasyonlara ulagsmaktadir. Kompleman sisteminin asil gorevi patojenleri
tan1tyip opsonizasyon yaparak konagi mikrobiyal enfeksiyonlara karsi korumaktir
(84). Kompleman proteinleri normalde inaktif halde prekiirsér zimojenler seklinde
bulunmaktadir. Komplemanin aktivasyonuyla inflamasyona neden olan biyolojik
olarak aktif kiiciik proteinler salinir. Bunlar anafilotoksinlerdir (C3a, C4a ve Cba)
(84,85). Anafilotoksinler diger inflamatuar hiicrelerin aktivasyonundan ve bolgeye
toplanmasindan sorumludur. Ayrica vazoaktif aminler ve lizozomal enzimlerin
hiicrelerden serbestlenmesine, vaskiiler permeabilitede artisa ve diiz kas
kontraksiyonuna neden olurlar. C5a nétrofillerin agregasyonunu, kemotaksisini,
sitotoksik aktivitesini ve noétrofillerden proteaz ve SOR salinimini indiikler. Ayni
zamanda Cb5a eozinofil, bazofil, monosit, makrofaj ve mikroglialar igin gii¢lii bir
kemotaktik faktordiir. Komplemanin sistemik aktivasyonundan sonra C5a E-selektin,
ICAM-1 ve VCAM-1 gibi vaskiiler adezyon molekiillerinin yapiminin artigina neden
olur. Kompleman aktivasyonunda diger bir olay C5b’nin C6, C7, C8 ve C9 ile
etkilesime girerek C5b-9 olarak bilinen membran atak kompleksinin olusmasidir. Bu
kompleks membran fosfolipazlarin1 aktive ederek membranda porlarin agilmasina
neden olur (86). Bahsedilen tiim bu olaylar I/R hasarinda komplemanin neden oldugu
etkilerdir. Intestinal I/R hasar1 olusturulmus hayvanlarin kompleman inhibitorleriyle
tedavi edildiginde histolojik olarak mukozal hasarda ve vaskiiler permeabilitede

azalma, hayatta kalma oraninda artis saptanmustir (86).

2.2.3.4. Endotelin rolii

Endotel hiicreleri kan akimini, permeabiliteyi ve hiicre trafigi gibi birgok 6zelligi
diizenleyen dinamik ve multifonksiyonel bir yapiya sahiptir. Endotel hiicreleri bu
fonksiyonlarin diizenlenmesindeki kritik rollerinin bir sonucu olarak I/R hasarinin
patofizyolojisinde ¢cok dnemli bir yere sahiptirler. I/R hasarinin endotel hiicrelerinde
bircok degisiklige neden oldugu bilinmektedir. Bu degisiklikler; membran
depolarizasyonu, membran akiskanliginin artmasi, iyon dagilimindaki dengesizlikler,
hiicrelerde sisme, hiicre iskelet bozukluklar1 ve inflamatuar hiicrelerin

aktivasyonudur (87).
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Endotelden NO ve prostasiklin gibi vazodilatasyon yapan maddeler ile
endotelin (ET) ve tromboksan A2 (TxA2) gibi vazokonstriktér maddeler salmr. I/R
sonrasinda vaskiiler bolgede endotel kaynakli NO ve endotel bagimli gevseme azalir.
Ayrica ET aracihiiyla gerceklesen vazokonstriikksiyonun NO tarafindan modiile
edildigini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (88-90). NO arteriyel dolasimda ET’in
vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi s6z
konusudur. I/R hasarinda ET/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel
vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (27).

Endotel hiicrelerinde oksidatif stres sonucu kompleman sistemi aktive olur
ve lokosit adezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri
hasara yamit olarak interlokin-1 (iL-1), PAF, prostaglandinler (PG 1,, PG E,),
graniilosit-monosit koloni stimiile edici faktéor (GM-CSF), biiyiime faktorleri, ET,
NO ve TxA; salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal

membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (27).

2.2.3.5. Sitokinlerin roli

Sitokinler; dogal ve kazanilmis bagisiklikta rol oynayan hiicrelerin biiylime,
farklilasma ve immiin yanittaki fonksiyonlarini diizenleyen protein ailesidir.
Kokenlerine gore mononiikleer fagositlerden salgilananlara ‘monokin’, lenfositlerden
salgilananlara ‘lenfokin’ ve l0kositlerden salgilananlara ‘interlokin’ adi wverilir.
Lokositlerin kemotaksisine neden olan sitokinler ise ‘kemokin’ olarak adlandirilir
(91). Sitokinlerin etkileri hedef hiicrelerdeki kendilerine 6zgiil membran
reseptorlerine baglanmalari ile baglar. Bu etki lokal ve sistemik olabilir. Sitokinler
etkilerine gore; pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Pro-inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, TNF-a), diger sitokinlerin salinimini
arttirir ve akut faz yanitini uyarirlar. Anti-inflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10, IL-13)
ise, pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ederler (92).

Timor nekrozis faktor (TNF) ve IL-1 esas olarak aktive olmus
makrofajlardan ve ayni zamanda mast hiicreleri ve endotel hiicrelerinden de
sentezlenebilir. Sekresyonlart mikrobiyal iirlinler, bakteriyel endotoksinler, immiin

kompleksler ve T lenfosit trlinleriyle uyarilir. IL-1 ve TNF; endotelde endotelyal
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aktivasyonu uyarir. TNF ve IL-1 endotelde adezyon molekiillerinde artisa, 16kosit
toplanmasina, sitokin ve eikazonoidlerin artmasina sebep olmaktadir (24).

Son zamanlarda ince barsak TNF ve IL-1 igin 6nemli bir kaynak olarak
gosterilmistir. Intestinal mukoza lamina propriasinda yerlesik makrofajlar biiyiik
miktarlarda TNF ve IL-1 igerir ve ince barsak TNF ve IL-1 {iretimi i¢in biiylik bir
potansiyele sahiptir. Ayrica gesitli ¢aligmalarda enterosit ve Paneth hiicrelerinin de
TNF ve IL-1 iiretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (93).

TNF-a, IL-1p ve IL-6, I/R aracil1 inflamatuar siireglerde anahtar rol oynayan
pro-inflamatuar sitokinlerdir. TNF-o ve IL-1B'nin inflamasyonun erken doneminde
ortaya ¢iktig1 benzer ortak sinyal molekiilleri {izerinden etki gosterdigi bilinmektedir
(94). IL-1 doku fibroblastlarim aktive ederek, ektraselliiler matriks iiretiminde artisa
sebep olur. TNF-a nétrofil aktivasyonuna, endotel trombojenitesine ve endotelyal
16kosit adhezyon molekiillerinin salinmasina neden olarak nétrofil aracili endotel
hasarina katkida bulunur (24). Dahast TNF-a ve IL-1B apoptozu tetikler. IL-6 ise B
hiicrelerinin matiirasyonunun saglanmasindan ve nétrofillerin oksidatif patlamasi ve
serbest radikallerin salinmasindan sorumludur (94).

TNF ve IL-1’in sistemik dolagima ge¢mesi sistemik akut faz reaksiyonlarini
tetikler. Ates, letarji, karacigerden akut faz proteinlerinin sentezinde arts,
notrofillerin dolasima gegmesi ve adrenokortikotropik hormonlarin salinmasina
neden olur (24).

Yapilan calismalar intestinal I/R hasarinda TNF ve IL-1p’nin doku ve
plazma seviyelerinin 6nemli 6lgiide arttigini gostermistir. TNF ve IL-1 inhibitorii
kullanarak intestinal hasar azaltilabilmis ve hayvanlarin yasam siireleri
uzatilabilmistir (93).

IL-4; B ve T lenfosit gibi hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini saglayan,
aktive olmus T lenfosit ve makrofajlar tarafindan iiretilen dnemli diizenleyici bir
sitokindir. B lenfositlerden antikor iiretimini arttirir ve T lenfositlerin T helper 2 (Th2)
hiicrelerine farklilagmasin1  saglayan en Onemli faktordiir. Cogu arastirmaci
tarafindan antiinflamatuar etkili bir sitokin oldugu bildirilse de proinflamatuar etkili
oldugunu gosteren arastirmacilar da mevcuttur. Infalamasyonda endotel iizerinde

VCAM-1 yapiminda 6nemli bir rol oynar. VCAM-1’in yapimin etkilemesiyle T
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lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofillerin direk infalamasyon alanina go¢ etmesine
neden olur (95).

Inflamatuar siire¢lerde rol oynayan interferon-gama (IFN-y) fizyolojik
olarak T hepler 1, sitotoksik T hiicreleri ve aktif naturel killer hiicreleri tarafindan
tiretilir. IL-2, IFN-y sentezini arttirabilir. [FN-y monosit ve makrofajlarda TNF-alfa
sekresyonunu ve reaktif oksijen tirlerinin = salimmini  arttirir.  Ayrica
lipopolisakkaritler tarafindan uyarilan IL-1B sentezini arttirir. Intestinal I/R boyunca

IFN-y ve IFN-y mRNA’smin arttig1 ve hasara katkida bulundugu gosterilmistir (96).

2.2.3.6. Platelet aktivator faktor (PAF)

PAF normal fizyolojik kosullar altinda ¢ok az salinimi olan dogal bir fosfolipiddir.
Ancak akut inflamasyon veya I/R sonucu olusan oksidatif stres durumlarinda iiretilir
ve endotel hiicrelerinin dis yilizeyinde bulunur. Cok ¢esitli hiicre tipinde ve dokuda
uygun uyaranla PAF sentezlendigi gosterilmistir.  Genellikle membran
fosfolipidlerinden fosfolipaz A, araciligiyla sentezlenir (97). Ozellikle inflamatuar
reaksiyonun gelisimine katilan monosit/makrofaj, PMNL, eozinofil, bazofil ve
trombositlerde iiretilmektedir. Buna ek olarak insan endotel hiicrelerinin trombin,
anjiotensin II, vazopresin, 16kotrien C4-D4, histamin, bradikinin, elastaz, katepsin G,
hidrojen peroksit, plazmin, IL-8, IL-1a ve TNF-a ile stimiilasyonuyla PAF iirettigi
gosterilmistir (98). Salindiktan sonra ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip PAF
reseptoriiniin (PAFR) aktivasyonuyla sonuglanir. PAFR, G proteinine baghdir. PAF
reseptoriine baglanir ve guanozin difosfat-guanozin trifosfat doniisiimiini saglayan G
proteinini aktive eder. Bu olay fosfolipaz C ve fosfolipaz A’ nin aktivasyonuyla
sonuclanir. Bu aktivasyon protein kinaz C’nin aktivasyonunu saglayan diagilgliserol
olusumuna, hiicre i¢i depolardan Ca serbestlenmesini saglayan IP3’iin salinmasina
neden olur (98). Aktive olmus PAF barsak reperfiizyonu boyunca PECAM-1
ekpresyonuna ve IL-6 sentezine neden olup, antiinflamatuar etkili olan IL-10
sekresyonunu inhibe ederek intestinal I/R hasarinda rol alir. Reseptérle etkilesim
notrofil aktivasyon ve kemotaksisine, vaskiiler permeabilitede ve trombosit
aktivasyonunda degisikliklere yol acar ve bu durum I/R hasarinin klinik bulgularina

katkida bulunur (97,98).
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2.2.3.7. Arasidonik asit (AA) metabolitleri

Reperfiizyonda hiicre i¢i Ca miktarinin artmasiyla fosfolipaz A, enziminin aktivitesi
asirt artar. Bu enzim membran fosfolipidlerinden AA salinmasina neden olur.
AA’ten de siklooksijenaz enzimiyle PG, tromboksan ve prostasiklin (PGl,)
sentezlenir. Lipooksijenaz enzimiyle de lokotrienler (LT) meydana gelir. Bu
maddeler vazokonstriiksiyona, vazodilatasyona, vaskiiler permeabilitede artisa neden
olup, trombosit agregasyonunu ve PMNL kemotaksisini uyarirlar (39). PGl,
trombosit agregasyonunu onleyen giiglii bir vazodilatatordiir. I/R hasari ile birlikte
endotelyal hiicrelerden salinan PGl, diizeyi azalir ve neticede hasarlanan dokularda
artan 6dem sonucu mikrodolasim giderek bozulur. TXA; ise prostosiklinin aksine
trombosit agregasyonunu arttiran ve vazospazmin baslamasina neden olan bir
endotelyal faktordiir. Endojen arasidonik asitten trombositler tarafindan sentezlenir.
Fizyolojik sartlarda PGI, sentezi ile paralel olarak sentezlenir ancak reperfiizyon ile
birlikte her ikisinin salinimindaki diizensizliklere eklenen nétrofil infiltrasyonu
mikrosirkiilasyonu bozar ve PLA, aktivasyonu TXA, diizeyinin giderek artisina
katkida bulunur. LTB, arasidonik asitten lipooksijenaz yolu ile salinan ve I/R
sirasinda endotelyal disfonksiyonda 6nemli rolii olan bir metabolittir. LTB, notrofil
ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak CD18 gibi adhezyon molekiillerinin
aktivasyonuna yol agarak serbest radikal ve proteazlarin artisina katkida bulunur.

Ayrica notrofillerin kemotaktik aktivitesinde artisa neden olur (99).

2.3. Barsakta I/R Hasarindan Korunma Stratejileri

2.3.1. Antioksidan tedavi

Normal sartlar altinda O, molekiilii mitokondride suya doniistiiriilmek i¢in sitokrom
sistemi tarafindan tetravalan bir indirgenmeye ugrar. Ancak O,’nin %1-2 si bu
yoldan kacgar ve tek degerlikli bir indirgenmeyle SOR’u olusturur. Normal sartlar

altinda bu radikaller SOD ve GSH gibi endojen antioksidan sistemler tarafindan

notralize edilir, bdylece hiicrelere zararli etki goOsteremezler. Bununla birlikte
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hiicrede, oksidan iiretimi antioksidan savunma sisteminin kapasitesini agtiginda yada
antioksidan sistemin etkinligi azaldiginda ‘oksidatif stres’ olusur. insan viicudunda
cok sayida dogal antioksidan vardir fakat bunlarin hepsi I/R ile olusan oksidanlara
kars1 korunmada yeterli olmamaktadir (100). Bu yiizden bir¢ok antioksidan
farmakolojik ajan deneysel olarak denenmistir ama hala klinik olarak kullanilabilir

ajan sayisi ¢ok sinirlidir. Endojen olanlar ve eksojen olanlar olarak ikiye ayrilir.

2.3.1.1. Endojen antioksidanlar

Enzim Olan Endojen Antioksidanlar:

SOD: En etkili intraselliiler antioksidan enzimlerden biridir. Siiperoksit
radikalinin oksijen ve daha az reaktif olan hidrojen peroksite dismutasyonunu saglar.
Insanda 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlar sitozolik bakir-ginko (Cu-Zn) SOD,
mitokondriyal Mn-SOD ve ektraselliler SOD’dir. SOD ‘pin-pon’ tipi bir
mekanizmayla enzimin aktif bdlgesinde bulunan gecis metallerinin oksidasyon ve
rediiksiyonunu saglayarak oldukga yiiksek reaksiyon hizlariyla O, "~ i yok eder (53).
Riaz ve ark. yaptig1 caligmada intestinal I/R uygulanan ratlarda SOD kullaniminin
notrofil yuvarlanmast ve adezyonunu azaltarak oksidatif stresi azalttigim
gostermislerdir(101).

Katalaz: Hiicre i¢inde peroksizomlarda bulunmaktadir. Enzim ¢ok etkili bir
sekilde H,0,’i su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Katalaz tiim enzimler iginde en
yiiksek dontlisim hizina sahip enzimdir. Her bir dakikada bir molekiil katalaz
yaklagik 6 milyon H,0, molekiiliinii su ve oksijene doniistiirebilir (53).

Glutatyon peroksidaz: Bu enzimin bir¢ok ¢esidi vardir. Major formlari,
sitozolik GSH-Px, glutatyon S transferaz (GST), fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidazdir. GSH-Px lar, H,O; ve lipid peroksitleri indirgenmis glutatyonu okside
forma cevirerek katalize ederler (78).

GST peroksidasyon reaksiyonlari1i GSH’1 kullanarak katalize eder ancak
substrat olarak H,O; kullanmaz. GST yalnizca lipid peroksitleri katalize eder. Aktif
bolgesinde selenyum bulunmaz. Bagslica sitoplazmada yerlesiktir, kii¢iik miktarlarda

ise mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlarinda bulunur (78).
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GST
LOOH+2GSH ——»GSSG+LOH+H,0

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz
solunum zincirinin son enzimidir ve siiperoksidi detoksifiye eder. Bu reaksiyon
fizyolojik sartlarda siirekli meydana gelen normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit
maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi (ATP) saglanir.
Ancak ¢ogu zaman siiperoksit {iretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin
kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek

stiperoksidin zararli etkilerine engel olurlar (102).

Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar:

Melatonin: Epifiz bezinde en iyi bilinen kimyasal medyatordiir. Cok yavas
ve sinirli olmak tizere 6zel durumlarda retina, kemik iligi, genitotiriner sistem gibi
baska organlardanda salindig1 bilinmektedir. Melatonin direk olarak toksik oksijen
ve nitrojen reaktanlarini ortamdan temizler, antioksidan enzimleri stimiile eder.
Elektron transport zincirinin etkinligini arttirir, bdylece elektron sizintisini ve serbest
radikal olusumunu 6nlemis olur, ayrica ATP sentezini destekler. Melatonin bu etkiler
sayesinde mitokondri biitlinliigiinii korur, hiicrenin yasamasin1 ve fonksiyonlarini
korumasini saglar. Melatonin bazi mekanizmalarla lipid peroksidasyonuna karsida
koruyucudur (103). Bir¢ok arastirmaci melatoninin intestinal I/R daki etkisini
incelemis ve koruyucu etkilerinin oldugunu gdstermislerdir. Ustiindag ve ark.
intestinal /R uyguladiklar1 ratlarda melatoninin SOD ve GSH-Px’1 arttirarak
oksidatif stresi azalttigmi gostermislerdir (104). Ozagmak ve ark. (105) benzer
sekilde intestinal 1/R’da melatoninin MDA seviyesini diisiiriip, GSH diizeylerini
arttirdigmi, barsak kontraktilitesini diizenledigini ve /R ile olusan doku hasarini
azaltmada etkili oldugunu bulmuslardir.

Seruloplazmin: Seruloplazmin ferroksidaz aktivitesi ile ferrdz demirin,
ferrik demire oksidasyonunu katalizleyerek demirin transport proteini olan transferin
ve depo proteini olan ferritine yiiklenmesini kolaylastirir. Ayni zamanda fenton

reaksiyonunu da onleyerek antioksidan aktivite gosterir. Seruloplazmin, stiperoksid
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ve diger reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirabilme yetenegi ile de bir plazma
antioksidani olarak kabul edilmektedir (106).

Glutatyon: Glutatyon sitoplazma, niikleus ve mitokondride oldukga yiiksek
miktarda bulunur ve bu kompartmanlarda major solubl antioksidandir. indirgenmis
formuna GSH, okside formuna ise GSSG (glutatyon disiilfid) denmektedir (53).
Glutatyonun oksidatif strese karsi koruyucu rolii ¢esitli mekanizmalarla olmaktadir:

i) GSH, GSH-Px ve GST gibi oksidatif stresi detoksifiye eden enzimlerin
kofaktorii olarak gorev yapar.

i1) GSH plazma membranindan aminoasit taginmasina katilir.

iii) GSH direk olarak OH" ve singlet oksijeni ortamdan temizler, hidrojen
peroksit ve lipid peroksitleri GSH-Px ile detoksifiye eder.

iv) GSH en Onemli antioksidanlardan olan vitamin C ve E’nin aktif
formlaria doniistimiinii saglar, GSH vitamin E’nin tokoferol radikalini direk olarak
indirger, indirek olarak semidehidroaskorbatin askorbata doniisiimiinde indirgeyici
rol oynar (53).

Digerleri: Transferin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, sistein, metiyonin, irat, laktoferrin ve albiiminin de antioksidan etkisi

bulunmaktadir.
2.3.1.2. Eksojen antioksidanlar

Vitamin C: Bir karbonhidrat tiirevi olan askorbik asit suda eriyen bir
vitamindir ve zincir kiran bir antioksidandir. C vitamini, E vitamininden daha yavas
olarak lipit peroksil radikallerini ortadan kaldirabilir. Askorbik asit 6zellikle O, ve
OH " radikali ile reaksiyona girer. Askorbat hem antioksidan hem de preoksidan islevi
olan bir yap1 olarak bilinir. Sonugcta; antioksidan islev, askorbattan radikale elektron
veya hidrojen tasinmasi ile gerceklesir. Diger taraftan ozellikle H,O, ve Fe*?
varliginda  redoks reaksiyonlarina  katilan askorbat, —mikrozomal lipit
peroksidasyonunda preoksidan rol oynayabilir (107).

Vitamin E: E vitamini tokoferol yapisinda olup dogal olarak alfa, beta,
gama, delta gibi ¢esitli formlarda bulunmaktadir. Bunlar igerisinde o-tokoferol en

genis dogal dagilima ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. E vitamini zincir
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kirict bir antioksidan olarak bilinir. Doymamis yag asitleri, ¢ift baglara sahip
olduklar i¢in oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek mitokondri, mikrozom
ve hiicre i¢i zarlarin yapisini ve metabolizmasini bozan peroksit ve hidroperoksitleri
doyurarak peroksit radikallerinin oksidan etkisini azaltir. Boylece peroksit olusumu
Onlenmis olur. Yapisindaki fenolik hidroksi grubuna sahip aromatik halka kimyasal
olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi buradan kaynaklanir. Lipid
peroksil radikalini pargalayarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirir.
Otooksidasyonun baslaticisi olan peroksit ve hidroperoksit radikallerini inhibe eder
(108).

Karotenoidler: Vitamin A’nin 6n maddesi olan -karotenin serbest oksijeni
notralize ettigi, O, radikalini temizledigi, OH, alkoksil ve peroksil radikalleriyle
direk olarak etkileserek antioksidan gérev yaptigi ve lipid peroksidasyonunu onledigi
saptanmistir. [-karoten serbest oksijen uzaklastirict olarak bilinen en giiglii
karotenoiddir (109).

Selenyum: Toprakta, suda, sebzelerde, deniz {iriinlerinde, ette, karaciger ve
mayada bulunan bir mineraldir. GPx gibi birgok antioksidan enzimin aktif bolgesinde
yer almaktadir. Diisiik dozlarda, antioksidan, antikarsinojenik ve immiinmodiilator

olarak rol oynayarak yararli etkiler gosterir (110).

2.3.2. iskemik 6n kosullandirma

Iskemik 6n kosullandirma, dokular1 uzamis iskeminin zararl etkilerinden korumak
icin, ‘kisa siireli periodlarla iskemiye maruz birakmak’ olarak tanimlanabilir.
Iskemik 6n kosullandirma ikiye ayrilir: Erken veya klasik iskemik 6n kosullandirma,
gecici iskemiden hemen sonra baslayip sonraki 2-3 saat devam eder. Geg iskemik 6n
kosullandirma, gecici iskemiden 12-24 saat sonra baslar ve yaklasik 3-4 giin siirer.
Erken faz birkag¢ dakika i¢inde olur ve hiicre fonksiyonlarin1 diizenleyici etki gosterir.
Geg faz i¢in pekgok stres yanit proteininin aktivasyonu ve gesitli proteinlerin de novo

sentezi gerekir (73).
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2.3.3. Antilokosit tedavi

Lokosit aracili I/R hasarin1 azaltmaya yonelik deneysel modeller ii¢ gruba ayrilir: 1.
Lokosit aktivasyonunun inhibisyonu; 2. Adezyon molekiillerinin saliniminin
inhibisyonu; 3. Lokosit-endotel adezyonunun inhibisyonu. Ik grup deneysel
modellerde 10kosit aktivasyonuna neden olan mediatorlerin (Or: histamin, TNF-a)
inhibisyonu hedeflenmistir. ikinci grupta adezyon molekiillerinin salmimin
engellemek amaciyla antiinflamatuar ilaglar, glukokortikoidler, altin tuzu ve D-
penisilamin denenmistir. Ugiincii grupta ise adezyon molekiilleri ve reseptdrlerine
kars1 monoklonal antikorlar kullanilmistir. Ozellikle son gruptaki ajanlar, deneysel
modellerdeki basarili sonuglara ragmen; klinikte, olas1 immiinolojik reaksiyonlar

nedeniyle, kisitli kullanim alani bulmuslardir (32).

2.3.4. Antikompleman tedavi

I/R sonrasi doku hasari, kompleman inhibisyonu ve kompleman tiiketimi yoluyla
onemli sekilde azatilmistir ve kompleman eksikligi olan hayvanlarda yapilan
calismalarda I/R sonrasi doku hasarinin daha az oldugu goriilmiistiir. Deneysel
myokardiyal I/R modellerinde C3 déniistiiriicii enzim inhibitdrleri, C5a reseptdr
antagonistleri, C5 monoklonal antikorlari, ¢oziinebilir C1 reseptdr antagonistleri ve
C1 esteraz inhibitorleri kullanilmis; kompleman inhibisyonunun infarkt boyutunu

azalttig1 gosterilmistir (46).

2.4. Agmatin

Agmatin ADC enziminin etkisiyle L-Arjininden sentezlenen polikatyonik bir amindir
(14,111) (Sekil 7). Beyinde agmatinaz enzimi tarafindan spermin ve spermidinin
prekiirsorii olan putresine hidrolize edilir. Bu nedenle agmatin memelilerde poliamin
biyosentezinde bir medyator olarak bilinmektedir (15). Periferik dokularda ise
diamino oksidaz enzimiyle guanido butanoik aside doniistiiriilerek par¢alanmaktadir
(112). Agmatin bakteri, bitki ve vertebrasizlarda tiretilir ve dogada oldukga

korunmus bir halde bulunur. 1990’larin ortalarina kadar agmatin, ADC ve
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agmatinaz’in memelilerde sentezlenmedigi diistiniiliiyordu. Ancak 1994 yilinda
imidazolin reseptorleri i¢in endojen ligand aragtirmalarinda beyin dokusunda
spektroskopik analizlerde bulunan molekiil agmatin olarak tespit edildi (113). ADC
ve agmatinaz memelilerin beyninde ve mide, barsak ve aorta gibi diger bir¢ok

organda tanimlanmugtir (15).

Sekil 7: Agmatinin Kimyasal yapisi (15).

Agmatin’in ADC ile biyosentezi ndronlarin i¢ine spesifik amino asid
tastyicilar tarafindan alinan L-arjinin’in varligina baglidir. Dokularda L-arjinin bagka
iki 6nemli enzimin de substratidir. Bunlardan arjinaz L-arjinini ornitine dontstiiriir
ve ornitin iire siklusuna katilir. Diger enzim NOS ile L-arjinin, NO ve sitriiline
dontistiiriiliir ve bu olayin in vitro olarak agmatinle kompetitif inhibisyona ugradig:

gosterilmistir (113) (Sekil 8).
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Sekil 8: Agmatin ve iligkili molekiillerin metabolik yollart (113).

Agmatinin beyindeki konsantrasyonu diger klasik ndrotransmitterlerle
karsilastirildiginda agmatinin de bir norotransmitter olabilecegi diistintilmistiir (15).
Agmatin  de diger norotransmitterler gibi Ca bagimli depolarizasyonla
sinaptozomlardan salinir (15,113). Beyin ve spinal korda sentezlenip, néron sinaptik
vezikiillerinde heterojen bir dagilimla depo edilir. Norona geri alinim (reuptake) ile

inaktive edilir, spesifik enzimi agmatinaz ile par¢alanir (15) (Sekil 9).
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Sekil 9: Agmatinerjik sinapsin sematize edilmesi (113)

2.4.1. Agmatinin etkileri

Agmatin yiiksek afiniteyle a2 adrenerjik ve imidazolin reseptdrlerine baglanir,
ozellikle NMDA olmak {izere voltaj kapili katyon kanallarinin blokajina neden olur
(16). Agmatinin merkezi sinir sisteminde noronal hasar1 6nleyebilen veya onarabilen
noroprotektif bir element oldugu konusunda fikir birligi vardir. Birgok calismada
eksojen agmatin uygulamasinin in vivo ve in vitro norotoksik ve iskemik beyin
hasar1 modellerinde néroprotektif etkiler gosterdigi bildirilmektedir (15). Yang ve
Reis’in (114) yaptigi ¢alismada sigan hipokampal ndron kiiltiirlerinde agmatin’in
selektif NMDA blokaj1 yaptig1r ve bu blokajin molekiiliin 6zellikle guanido grubu
araciligiyla ve konsantrasyon - voltaj bagimli oldugu gosterilmistir. Zhu ve ark. (18)
ndronlar ve P12 hiicre kiiltiirleri lizerinde yaptiklar1 bir caligmada agmatinin glutamat
NMDA reseptorleriyle olusan ekzitotoksisiteyi inhibe ettigini gdstermiglerdir. Daha
sonra hipokampal noron kiiltiirlerinde glutamat ve NMDA ile olusan hiicre hasarina
kars1 agmatinin koruyucu etkisini birkez daha kanitlamiglardir (19). Ayrica Weng ve
ark. (115) hipokampal noron Kkiiltiirlerinde agmatinin L tipi voltaj kapili Ca
kanallarin1 da bloke ettigini bulmuslardir. Agmatinin L tipi voltaj kapili Ca
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kanallarin1 bloke ederek miyositlerde intraselliler Ca artisin1 inhibe ettigi
gosterilmistir (116).

Agmatinin kompetitif olarak NOS inhibisyonu, 6zellikle iNOS inhibisyonu
yaparak koruyucu etkiler gosterdigine ait calismalar bulunmaktadir (117). Astrosit ve
makrofaj hiicre kiiltlirlerinde yapilan bir ¢alismada agmatinin iNOS aktivasyonunu
azaltarak NO miktarinda azalma meydana getirdigi, bu sayede noroprotektif ve
antiinflamatuar O6zelliklerinin oldugundan bahsedilmistir (111). Mun ve ark. (21)
yaptiklar ¢alismada, gegici global serebral iskemi olusturulan ratlarda agmatinin
noroprotektif etkili oldugunu ve bunuda iskemide koruyucu rolii olan eNOS yapimini
arttirip, toksik etkileri olan iNOS ve matriks metalloproteinaz-9 da azalma meydana
getirerek yaptigin1 gostermislerdir.

Agmatin antinosiseptif etkiye de sahiptir. Hayvan modellerinde eksojen
sistemik agmatin uygulamasinin morfinin analjezik etkisini arttirdigi gosterilmistir
(118). Yesilyurt ve ark. (119) agmatinin bu etkisini a2 adrenerjik reseptorler yoluyla
yaptigin1 calismalarinda gostermislerdir. Morfin yoksunluk sendromuna toleransi
azalttigin1 gosteren galismalar da vardir (120).

Agmatinin anksiyolitik ve antidepresif etkilerinin oldugu bir¢ok calisma
tarafindan belirtilmistir. Bu etkiler eksojen agmatin uygulamasinin, imidazolin,
SHT1a18 Ve SHT; reseptorleri, NMDA, o2 adrenerjik reseptor, potasyum kanallari,
L-arjinin-NO yolu ve opioid sistemle etkilesimiyle ger¢eklesmektedir. Ayrica
antikonviilzan etkileri de bilinmektedir (121).

Agmatinin nikotinik asetilkolin (Ach) reseptorlerini etkileyerek kromafin
hiicrelerden katekolamin salinimini bloke ettigi gosterilmistir (122). In vivo olarak
kan basincini diislirdiigiinii gosteren ¢ok sayida g¢alisma mevcuttur (123). Hong ve
ark. (124) kronik okiiler hipertansif ratlarda, agmatinin goz i¢i basimcini azalttigini da
gostermislerdir.

Agmatinin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bircok deneysel calismada
gosterilmisgtir.  Bunu da hiicre i¢i poliamin olusumunu saglayan ornitin
dekarboksilazin (ODC) aktivasyonunu azaltip poliamin miktarii diigiirerek ve
poliamin alimimi azaltarak yaptigi gosterilmistir (121). Metabolik olarak pankreas
langerhans hiicrelerinden insiilin salinimim arttirip (125), dokulara glukoz alimini

arttirdigr kanitlanmistir (126). Glavin ve ark. (127) yaptiklart ¢alismada sistemik
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agmatin uygulamasinin mide dokusunda asit ve pepsin sekresyonunu arttirtp, mukus
kalinligin1 azalttigini bulmuglardir.
Eksojen Uygulanan Agmatinin Potansiyel Klinik Etkileri (121):
*) Kanser tedavisinde adjuvan ilag
*) Iskemik yada travmatik beyin yada spinal kord hasarmin tedavisi
*) Noropatik agri ve postoperatif agr1 tedavisi
*) Opiad bagimlilig1 tedavisi
*) Antikonvulzan ajan olarak kullanim
*) Antidepresan ve anksiyolitik ajan olarak kullanim
*) Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin tedavisi
*) Damarsal hiperplazilerin tedavisi
*) Hipertansiyon tedavisi
*) Sepsis tedavisinde yararl etkiler
*) Karaciger hastaliklarinda bozulmus iire yapiminin tedavisi
*) Dekompanse siroz tedavisi
*) Antiemetik olarak
*) Glokom tedavisi
*) Retinal hiicre bozukluklarinin tedavisi

*) Diyabetes mellitus tedavisinde adjuvan ilag
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dalinda
Eylil 2011-Eylil 2012 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Calisma 6ncesinde Biilent
Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 09/03/2011 tarihli
oturumunda onay alindi (Ek-1). Calismamiz Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2011-20-00-02 nolu proje olarak

desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Labaratuari’ndan temin edilen agirliklart 250-300 gr. arasinda degisen 32 adet
yetiskin erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanilmistir. Deney hayvanlar rastgele ve
esit olacak sekilde (n=8) 4 gruba ayrildi. Siganlar, deney Oncesi tel kafeslerde, 12
saat aydlik 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde ve sicakligt 20-25°C olacak
sekilde %50-60 nem ortaminda odada tutuldular. Sicanlar, standart sican yemiyle
serbest olarak beslendi ve suluktan serbestce su icmeleri saglandi. Tiim siganlarin
bakimlari, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bicimlendirilen ‘Deney
Hayvanlarimin Bakim Prensipleri’ ne ve Laboratuar Hayvan1 Kaynaklar1 Enstitiisii
tarafindan diizenlenen ‘Laboratuar Hayvanlarimin Bakim ve Kullanimi igin Kilavuz’

una uygun olarak yapilmistir.

3.2. Anestezi

Tiim hayvanlar deneyden 12 saat 6nce yemekten yoksun birakildilar, ancak serbestce
su igmelerine izin verildi. Anestezi intraperitoneal yoldan 90 mg/kg dozunda sodyum
tiyopental ile saglanmistir. Cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan ve dokularin alinmasi
anestezi altinda yapildi. Anestezi siiresince denekler, solunum destegine ihtiyag
duymadan, oda havasinda izlendiler. Deney sirasinda gelisebilecek hipotermiyi

onlemek amaciyla, cerrahi girigim 1sitict lamba altinda yapildi.
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3.3. Cerrahi Girisim

Anestezi uygulanan hayvanlar karin cildi tras edildikten sonra povidon iyot ile
temizlendi ve oOrtiildii. Sirtilistli yatar pozisyonda yaklasik 3 cmlik orta hat kesisi ile
batina girildi. Barsaklar 1slak steril gazli bez yardimiyla batin disina alindi.
Deneklerde intestinal iskemiyi gerceklestirmek i¢in SMA bulundu. Arter dikkatlice
disseke edilip etraf dokulardan soyutlandi ve atravmatik mikrovaskiiler klemp
kullanilarak iskemi olusturuldu (Resim 1). Intestinal iskemi, arter pulsasyonunun
kaybolmasi ve barsak renginde soluklagsma gozlenmesiyle dogrulandi (Resim 2). Ist
ve sivl kaybini en aza indirmek i¢in barsaklar batin igine yerlestirilerek laparotomi
kesisi 4/0 atravmatik ipek siitiirle kapatildi. 30 dk. siiren iskemi déneminin sonunda
stitiirler alinarak batia girildi ve SMA’daki klemp kaldirilarak reperfiizyon siireci
baslatildi. Reperfiizyonun gergeklestigi, soluklugun kaybolarak barsaklarin daha
pembe bir renk almasi ve arter pulsasyonunun tekrar goriilmesi ile dogrulandi (Resim
3). Barsaklar tekrar batin igine yerlestirildi ve insizyon tekrar kapatildi. Reperfiizyon

donemi icin 180 dk. siireyle beklendi. Ardindan doku ve kan ornekleri alinarak

siganlar feda edildi.
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Resim 2: SMA’nin klempe edilmesi ve barsak renginde soluklagma.

Resim 3: I/R hasar1 sonrasi barsaklarin goriiniimii.

3.4. Deney Gruplari

Deney hayvanlar1 her grupta 8 sigan olacak sekilde rastgele 4 gruba boliindii.
Grup | (kontrol grubu): Bu gruptaki siganlara laparatomi yapildi. SMA
bulunarak izole edildi. iskemi ve reperfiizyon girisimleri yapilmadan sadece cerrahi

stres uygulanarak batin kapatildi. Hayvanlar feda edilmeden Once diger tiim
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deneklerle esit olarak, iskemi ve reperfiizyon siireclerinin toplami olan 210 dk.
stireyle beklendi. Ardindan kan ve barsak doku ornekleri alinan siganlar feda edildi.

Grup I (iskemi+ reperfiizyon grubu, I/R): Bu gruptaki siganlara laparatomi
yapilip SMA’ya klemp uygulandi. Klemp 30 dk. siireyle bekletilerek iskemi
uygulandi. Ardindan SMA’deki klemp kaldirilarak ve batin kapatilarak 180 dk.
stireyle reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon sonrasi kan ve barsak doku ornekleri
alinan siganlar feda edildi.

Grup I (kontrol+agmatin grubu, kontrol+agm): Bu gruptaki si¢anlara
laparatomi yapildi. SMA bulundu. iskemi ve reperfiizyon girisimleri yapilmadan 30
dakikalik siire bitiminde intraperitoneal yoldan 10 mg/kg dozunda agmatin (Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) uygulandi. Siganlar 180 dakika sonrasinda ise
kan ve barsak doku 6rnekleri alinarak feda edildi.

Grup 1V (iskemi reperfiizyon+agmatin grubu, I/R+agm): Bu gruptaki
siganlara laparotomi yapildi. SMA bulunup klempe edildi. 30 dakikalik iskeminin
ardindan klemp kaldirild1 ve reperfiizyon baslatildi. Reperfiizyon baslangicinda 10
mg/kg dozunda agmatin intraperitoneal yoldan uygulandi. 180 dakikalik reperfiizyon

stirecinin ardindan kan ve barsak doku 6rnekleri alinarak siganlar feda edildi.

3.5. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim gruplarda yapilan islemler ve reperfiizyon siiresi bittikten sonra hayvanlar feda
edilmeden once intrakardiyak 5 ml. kan alindi. Elde edilen kanlar 4000 devirde 5 dk
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazmalar ependorf tiiplere konarak,
flowsitometre yontemiyle inflamatuar sitokinlerin bakilacagi giine kadar -80 °C de
saklandi.

Intestinal doku ©6rnegi icin ileocekal bileskenin 10 cm. proksimalinden
lem’lik barsak segmenti alindi. Fekal doku igerigi % 0,9’luk NaCl soliisyonu ile
temizlendi. Hemen ardindan barsak motilitesini degerlendirmek igin kas
kontraksiyon caligmasinin yapilacagi izole organ banyosu sistemine yerlestirildi.
Ayrica histopatolojik caligmalar i¢in yine ayni bolgeden alinan barsak ornekleri
hemen %10’luk formaldehit i¢ine konularak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi

Patoloji Anabilimdali’na gonderildi. Ayn1 bdlgeden alinan biyokimyasal dl¢timlerin
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yapilacag1 barsak Ornekleri ise ¢alismanin yapilacagi giine kadar iki esit pargaya

ayrilip aliminyum folyolara sarilarak -80 °C de saklandi.
3.6. Degerlendirilen Parametreler
3.6.1. Barsak kasinda kontraksiyon yaniti

Fekal doku igeriginden temizlenen barsak segmenti iginde Krebs soliisyonu bulunan
petri tabagina alindi. Etrafindaki yag ve bag dokular1 dikkatlice temizlendikten sonra
Krebs soliisyonu ([mM]: NaCl, 118.5; KCl, 4,8; MgS0O,4. 7H,0, 1,2; CaCl,, 1,9;
KH,PO,4, 1,2; NaHCOs3, 25; glikoz, 10,1) igeren 5 ml’lik ¢ift cidarli cam organ
banyolarinda, bir ucu izometrik kuvvet-yer degistirme kuvvet dlgerine (FDA-10A,
Commat lletisim Co., Ankara, Turkey) bagli olacak digeri ise organ askisina
sabitlenecek sekilde dikey olarak asildi. Krebs soliisyonu deney boyunca siirekli
olarak %95 O, ve %5 CO; karisimi ile gazlandirildi ve termostatik kontrollii bir su
sirkiilatorii araciligiyla 37°C sabit sicaklikta tutuldu. Izole organ banyolari igine
eklenerek uygulanan test maddelerine yanit olarak diiz kas dokusunda olusan
izometrik gerim degisiklikleri, bilgisayar aracili bir fizyolojik veri toplama ve
kaydetme sistemi (MP30 BiopacSystems Inc., Santa Barbara, CA, USA) araciligiyla
kaydedildi. Izole organ banyolarma yerlestirildikten sonra, tiim dokular, 2 g
dinlenme gerimi altinda, 15 dakikada bir taze ¢ozelti ile yikanarak, 60 dakika
siiresince dengelenmeye birakildi. Dengeye giren barsak kaslarinda spontan kasilma
yanitlar1 kayit altina alindi. Ardindan kasilma yanit1 olusturan test maddeleri ortama
eklendi. Kullanilan test maddelerinin konsantrasyonlar1 organ banyosundaki son
konsantrasyon olacak sekilde hesaplandi. Test maddeleri olarak karbakol ve
potasyum kloriir (KCI) kullanildi. KCI 30 mM konsantrasyonunda, karbakol ise 10~
M ve 10? M arasinda degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Barsak diiz kasmimn
bulundugu izole organ banyosuna ilk olarak KCI eklendi ve kasilma yaniti
olusturuldu. Ardindan doku 5 dakika arayla 3 kez yikandi. Dinlenim gerimine dénen
barsaga bu defa 10'7, 10'6, 10'5, 10'4, 10'3, 102 M konsantrasyonlarinda karbakol
kiimiilatif olarak artan oranda uygulandi. Barsak diiz kasinda meydana gelen kasilma

yanitinin siddeti ve frekansi kayit altina alindi. Tiim deney sonunda asilan barsak
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dokular tartilarak yas doku agirliklart (g) 6l¢iildii ve elde edilen cevaplar (g) yas

doku agirligiyla oranlanarak hesaplamalar yapildi.

3.6.2. Biyokimyasal degerlendirmeler

3.6.2.1. MDA tayini

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyesi Casini ve arkadaslarinin
metodu esas alinarak ¢aligildr (128). -80 derecede saklanan ileum Grneklerinin buz
icinde ¢ozlinmesi beklendi. Ardindan dokular tartildi. Tartilan dokunun 1 gramina 9
ml olacak sekilde soguk %10’luk triklorasetik asit (TCA, Sigma Chemical Co.,St.
Louis, MO, USA) eklendi ve mekanik homojenizatorde homojenizasyon saglandi.
Homojenat 18-20 °C’de 3000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen 1,5 ml
stipernatan mikrosantrifiij tiiplerinde 18-20 °Cde 3000g’de 8 dakika santrifiij edildi.
Ortaya ¢ikan 750 pl siipernatan {izerine %1°lik butilhidroksi toluenden (BHT, Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) 10 pl eklendi. Uzerine 750 pl %0,67’lik
tiyobarbitiirik asit (TBA, Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) eklendi. Karisim
15 dakika kaynatildi. Elde edilen ornekler 535 nm’de spektrofotometrik olarak

okundu.

3.6.2.2. GSH tayini

Major endojen antioksidan olan GSH seviyeleri Aykac ve arkadaslarinin metoduna
gore caligildi (129). -80 derecede saklanan ileum orneklerinin buz i¢inde ¢oziinmesi
beklendi. Ardindan dokular tartildi. Tartilan dokunun 1 gramina 9 ml olacak sekilde
soguk %10’luk TCA eklendi ve mekanik homojenizatorde homojenizasyon saglandi.
Homojenat 18-20 °C’de 3000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen 1,5 ml
slipernatan mikrosantrifiij tiiplerinde 18-20 °C’de 3000g’de 8 dakika santrifiij edildi.
Ortaya ¢ikan 250 pl 6rnek siipernatana 1 ml 0,3M Na;HPO, (Sigma Chemical Co.,St.
Louis, MO, USA) eklendi. Uzerine 125 pl ditiobisnitrobenzoat (Sigma Chemical
Co.,St. Louis, MO, USA) eklendi. Ornekler vorteksleme sonrasi 412 nm’de

spektrofotometrede okundu.
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3.6.2.3. MPO tayini

Doku nétrofil birikiminin gostergesi olan MPO seviyeleri Bradley metoduna gore
calisildi (130). -80 derecede saklanan ileum oOrneklerinin buz iginde ¢oziinmesi
beklendi. Ardindan dokular tartildi. Doku agirhiginin 20 kati olacak sekilde 50
mM’lik  potasyum fosfat tamponu (PB) eklendi ve 0-2 °C’de mekanik
homojenizatoérle homojenize edildi. Homojenat 40,000g’de 4 °C’de 15 dakika
santriflij edildi. Siipernatanlar dokiiliip alt kisimda kalan pellet iizerine 10 kat olacak
oranda 5¢/L hekzadesiltrimetilamonyumbromid (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO,
USA) igeren 50mM PB eklendi ve tekrar homojenize edildi. Ornekler ii¢ kere
dondurulup ¢o6ziildii ve her dondurma arasinda sonikatorle (Bandelin Sonopuls
HD2070, Bandelin Electronic GmbH and CO.KG,Berlin,Germany) sonikasyon
yapildi. Ardindan ornekler 40,000g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatandan 100 pl alinip tizerine 2,9 ml reaksiyon karisimi eklenerek hemen 460
nm’de absorbans degisimi 5 dakika boyunca 6l¢iildii.

Hazirlanan reaksiyon karisimi 50 mM lik PB i¢inde 0,167 mg/ml O-
dianisidine (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) ve 20 mM H;0; icermektedir.

3.6.3. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler

3.6.3.1. Histopatolojik inceleme

Segmental incebarsak rezeksiyon materyalleri %10 luk notral formalin soliisyonunda
fikse edildi ve takip isleminden sonra parafin bloklara gomiildii. Spesmenlerin her
biri i¢in ayr1 hazirlanan parafin bloklardan mikrotom cihazi ile 4-5 pm kalinliginda
seri kesitler elde edildi. Kesitler deparafinize edilerek morfolojik inceleme igin
hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandi. Intestinal dokulardan hazirlanan H&E
kesitler, Hierholzer ve ark. (41) tarafindan tanimlanan derecelendirme metodu (grade
0-4) temel aliarak 151k mikroskobisi ile semikantitatif olarak gruplar1 bilmeksizin

tarafsiz patolog tarafindan degerlendirildi.
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Grade 0, spesifik bir patolojik degisiklik gozlenmedi: Villus, kriptleri,
lamina propriayr ve muskularis eksternayr iceren normal barsak duvar yapisi
mevcuttur.

Grade 1, hafif mukozal hasar saptandi: Sadece villus epitelinde dokiilme
olup, diger yapilar normal izlendi.

Grade 2, orta derecede hasarin olustugu gozlendi.

Grade 3, ¢ogu villuslarda kayip ve submukoza-muskularis tabakasinda
sinirlandirilmis siddetli hasar ile beraberinde granulomatdz inflamasyon bulgusu
izlenmektedir.

Grade 4, siddetli hasar ve nekroz mevcut olup, intestinal duvarin tiim

katlarini tutan inflamasyon ve nekroz gézlenmektedir.

3.6.3.2. Immiinohistokimyasal boyama

Spesmenlerden hazirlanan parafin bloklardan polilizinli lamlara mikrotom cihaz ile
4-5 um kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler deparafinize edilerek ve sitrat (pH:7.0)
ile mikrodalgada 1sitma yontemi ile 6n asama uygulanarak, iNOS rabbit poliklonal
primer antikor (RB-9242-R7, Thermo Scientific/LabVision, 7 ml kullanima hazir) ile
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Immiinohistokimyasal reaksiyon sonuglari
gruplar1 bilmeksizin tarafsiz patolog tarafindan semikantitatif olarak boyanma
yogunluguna gore 0 dan 3 e dogru ilerleyen skorlama yontemi ile degerlendirildi (O:

yok, 1: hafif, 2: orta, 3: gii¢li).

3.6.4. Plazmada sitokin tayini

Her denekten elde edilen plazma orneginde IL-1a, monosit kemoatraktan protein
(MCP-1), TNF-a, IFN-y, GM-CSF ve IL-4 sitokin diizeylerinin 6l¢iimii, floresan
boncuk immiinoassay yontemi ve FlowCytomix Multiple Analyte Detection Rat
Cytokine 6plex kit (eBioscience Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria)
kullanilarak gergeklestirildi. Olgiimler kitin kullanma kilavuzu esas almarak yapildi.
Kisaca; plazma numuneleri ve seri diliie standartlar1 floresan boncuklarla

siispansiyon haline getirildi ve ardindan yukarida bahsi gegen her sitokine spesifik

44



monoklonal antikorlar, yine sitokine spesifik biotinle kapli monoklonal antikorlarla
birlikte kaplandi. Ornegin 25 pl plazma drnegine, 25 pl boncuk karigimi ve 50 pl
biotin konjugati eklendi. Oda sicakliginda karanlik bir yerde 2 saatlik inkiibasyonun
ardindan, 1 ml tampon Kkarisima eklendi. Boncuklar santrifiij yoluyla iki kez yikandi
ve 50 ul Streptavidin-PE soliisyonu ile inkiibe edildi. Ayni kosullar altinda 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan santrifiij yoluyla iki kez yikandi. Daha sonra tiim deney
gruplarindaki her 6rnegin sitokin diizeyi flow sitometre (Epics XL-MCL, Beckman
Coulter, FL, USA) kullanilarak 6lciildii. ileri ve yana sagilim voltajlar1 ayarlandi,
boncuk farklilagmasini gostermek icin 675nm (floresan 4) dedektdr kullanildi,
boncuk oOl¢limii icin 575nm (floresan 2) dedektoér kullanildi. Her analiz igin 3000
boncuk toplandi. Tiim sitokinler i¢in en diisiik limit (sensitivite) 0,3 pg/ml ve 8,5
pg/ml arasinda bir degerdeydi. Her sitokin i¢in 3-20000 pg/ml arasinda degisen
standart egri aralig1 belirlendi. Her analitin degeri FlowCytomix Pro 2.1 programi
(eBioscience Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) kullanilarak ilgili

standartlardan hesaplandi.

3.6.5. istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 programi kullanilarak yapildi. Veriler igin
tanimlayici istatistikler ortanca (min-max) olarak ifade edildi. Gruplar arasinda fark
olup olmadig1 parametrik test varsayimlart saglanmadigi i¢in Kruskal-Wallis varyans
analizi ile degerlendirildi. Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli
karsilastirilmas1 ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile yapildi

Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve p<<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

45



4. BULGULAR

4.1. Barsak Diiz Kas1 Kontraksiyon Yanitlari

Gruplara ait Biopac MP30 veri sistemiyle elde edilen kontraksiyon yanitlarinin

goriintiileri resim 4-15’tedir.
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Resim 4: Kontrol grubuna ait spontan kontraksiyonlar
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Resim 5: I/R grubuna ait spontan kontraksiyonlar
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Resim 7: I/R+Agm grubuna ait spontan kontraksiyonlar
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30 mMKCl1
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Resim 8: Kontrol grubunun KCI’e verdigi kontraksiyon yaniti
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Resim 9: Kontrol grubunun karbakole verdigi kontraksiyon yaniti
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KCl1

Resim 10: I/R grubunun KCI’e verdigi kontraksiyon yanit1
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Resim 11: I/R grubunun karbakole verdigi kontraksiyon yaniti
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Resim 12: Kontrol+Agm grubunun KCI’e verdigi kontraksiyon yaniti
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Resim 13: Kontrol+Agm grubunun karbakole verdigi kontraksiyon yaniti
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30mM ECL

KCL
Resim 14: I/R+Agm grubunun KC1’e verdigi kontraksiyon yaniti
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Resim 15: [/R+Agm grubunun karbakole verdigi kontraksiyon yaniti
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Gruplardan alinan terminal ileum dokularinin izole organ banyosu
sisteminde karbakol ve KCl’e verdigi kontraksiyon yanitlarinin gruplara gore
karsilastirmalar1 tablo 1°de verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda
gruplar arasinda 10" M dozunda karbakole verilen kontraksiyon yanit1 disinda

anlaml farklilik gézlenmistir.

Tablo 1: Gruplarda izole barsak segmentinin Karbakol ve KCl’e verdigi

kontraksiyon yanitlari

Karbakol . Kontrol .

Kontrol I/R I/R+Agm p
Dozu +Agm
107 M 13,86+9,47 11,03+5,58 9,66+6,46 11,11+7,48 >0,05
10° M 23,33+10,89 11,28%2,98 23,98°+10,96 17,18°+6,9 0,011
10° M 27,16+14,56 12,58%:2,98 21,78°+6,88 21,79°+4,98 0,012
10* M 35,17+13,39 15,36%4,85 22,32%+6,62 23,59°+5,73 0,017
10° M 33,04+14,9 16,03%+4,99 22,50+6,49 23,92°+6,34 0,030
102 M 33,07+13,33 18,91%4:3,57 23,32+6,08 26,52°+7,74 0,046
KClI 17,27+10,82 8,87%+2,68 14,21°+4.92 19,37"+8,88 0,027

? kontrol grubuna gore; " 1/R grubuna gére anlamli farklihg: ifade etmektedir.
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4.1.1. Karbakole verilen kontraksiyon yanitlar

10" M dozunda karbakol uygulandiginda gruplar arasinda kontraksiyon yanitlarinda
anlamlh farkhilik gozlenmemistir. 10° - 10® M dozlarinda karbakole cevap I/R
grubunda kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmistir (Tablo 1). I/R+Agm
grubunda ise 10°-10? dozlarinda karbakole olan kontraksiyon yamtlarinda I/R

grubuna gore anlamli olarak diizelme gozlenmistir (Grafik 1).
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*kontrol grubuna gore; * I/R grubuna gore anlaml farklilig1 gostermektedir.

Grafik 1. Gruplarin karbakole verdigi kontraksiyon yanitlari
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4.1.2. KCl’ye verilen kontraksiyon yamtlari

Izole barsak segmentlerinin KCI’e verdigi yanitlar incelendiginde I/R grubunda elde
edilen degerlerin kontrol, kontrol+Agm ve I/R+Agm gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir (Tablo 1). Diger gruplar arasinda
anlamli farklilik saptanmamuistir (Grafik 2).
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X

0

Kontrol I/R Kontrol+Agm I/R+Agm
KCI (30 mM)

* I/R grubuna gore anlaml farklilig1 gostermektedir

Grafik 2. Gruplarin KCI’ye verdigi kontraksiyon yanitlari
4.2. Biyokimyasal Sonuclar
Deney gruplarinin MDA, GSH ve MPO degerleri Tablo 2’de verilmistir. Gruplar

arasinda MDA, GSH ve MPO degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmistir (p<0,05).
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Tablo 2: Gruplarin MDA, GSH ve MPO degerleri

Kontrol iR Kontrol I/R+Agm p
+Agm
MDA 43,45%+2,58 53,91+£7,31 46,68+3,84 43,44°+8.67 0,014
GSH 11,71%"£1,83 6,68+0,99 11,41**+1,17 8,11%+1,12 <0,001
MPO 0,13%£0,06 0,41+0,15 0,08%£0,07 0,19*°+0,09 0,001

2 I/R grubuna gore; ° I/R+Agm grubuna gore; ¢ Kontrol+Agm grubuna gore anlamli farklihig:

gostermektedir.

4.2.1. MDA sonuglari

I/R grubunda MDA degeri kontrol ve I/R+Agm grubuna gére anlamli sekilde
yiiksek bulunurken, diger gruplar arasinda herhangi bir fark saptanmamistir (Grafik

3). Kontrol+Agm grubunda MDA diizeyi I/R grubuna gére diisiik bulunmus ancak

bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Grafik 3. Gruplarin MDA degerleri
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4.2.2. GSH sonuglari

I/R grubunda GSH degerleri kontrol, kontrol+Agm ve I/R+Agm gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik tespit edilmistir. I/R+Agm grubunda GSH

diizeyleri kontrol ve kontrol+Agm gruplarina gore diisiik bulunmustur (Grafik 4).
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* I/R grubuna gore; © I/R+Agm grubuna gére anlamh farklilig1 gdstermektedir.

Grafik 4. Gruplarin GSH degerleri
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4.2.3. MPO sonuclari

I/R grubunun MPO degerleri diger ii¢ gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek tespit edilmistir. Kontrol grubunun MPO degerleri ile kontrol+Agm ve
[/R+Agm grubu MPO degerleri arasinda farklilik saptanmamuistir. I/R+Agm grubunda
ise MPO diizeyi kontrol+Agm grubuna gore yiiksek bulunmustur (Grafik 5).
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Grafik 5. Gruplarin MPO degerleri
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4.3. Plazma Sitokin Sonuclari

Gruplarin sitokin degerlerinin ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 3’te verilmistir.

Gruplar arasinda GM-CSF degerleri harig istatistiksel anlamli farklilik saptanmustir.

Tablo 3: Gruplarin sitokin degerlerinin karsilastirmalari

Kontrol iR Kontrol I/R+Agm p
+Agm
IL-1o 28,08+4,68 118,83%+92,47 45,34*+5 51 74,96*"°+40,47 | <0,001
MCP-1 444,05+77,48 | 2839,29%:13725 | 607,77°+172,82 | 2174,23*°+1007,3 | <0,001
TNF-a 3,61+1,80 13,26%5,05 5,48"+1,48 9,31%+5,06 0,002
IFN-y 35,63+4,52 63,17%14,61 64,13%+3,48 46,66 +11,87 0,001
GM-CSF 22,19+5,48 25,70+7,53 21,51+1,95 23,07+4 0,365
IL-4 27,60+9,25 42, 57%+7,52 38,78%£9,94 44,47%15,03 0,006

kontrol grubuna gore; ° I/R grubuna gére;  kontrol+Agm grubuna gore farklihgi gostermektedir.

IL-1a degerleri agisindan gruplar karsilastirildiginda biitiin gruplar arasinda
anlamli farklilk gdzlenmistir. I/R grubunda degerler diger ii¢ gruba gore anlaml
sekilde yiiksektir. I/R+Agm grubunda ise I/R grubuna gére anlamli diisme tespit
edilmistir.

MCP-1 degerleri I/R ve I/R+Agm gruplarinda diger gruplara gore anlaml
sekilde yiiksek tespit edilirken, I/R ve I/R+Agm grubu arasinda fark saptanamamustir.

TNF-o. degerleri I/R grubunda kontrol ve kontrol+agm grubuna gore
anlamli sekilde yiiksek tespit edilmistir. I/R+Agm grubunda ise sayisal bir diisiikliik
olmasina ragmen bu fark I/R grubuna gére istatistiksel anlamli fark bulunmamustir.

IFN-y degerleri tiim gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek tespit edilmistir.
[/R+Agm grubunda I/R grubuna gére istatistiksel anlaml1 diisme tespit edilmistir.

GM-CSF agisindan gruplar arasinda istatistiksel hicbir fark gézlenmemistir.

IL-4 degerleri kontrol grubunda diger gruplara gore anlamli derecede diisiik

bulunmusken, diger gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmamustir.
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4.4. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Kontrol ve Kontrol+Agm grubunda normal morfolojik gériiniimde, spesifik patolojik

Ozellik sergilemeyen ince barsak dokusu izlendi (Resim 16,17). Bunun yan sira

Kontrol+Agm grubunun bir kisminda hafif bir mukozal hasar tespit edildi. I/R

grubunda ise derece 3 daha fazla olmak iizere bazi dokularda derece 4 iin de izlendigi

tiim duvar katim tutan siddetli hasar gozlendi (Resim 18). I/R+Agm grubunda hafif

ve orta derece mukozal hasar izlendi (Resim 19). iNOS yapiminm I/R grubunda

diger gruplara gore belirgin artis oldugu saptanmistir (Resim 22) ancak bu yapim

[/R+Agm grubunda azalmis olarak gozlendi (Resim 23). Gruplara ait histopatolojik

degerlendirme sonuglari ile immiinohistokimyasal iNOS yapiminin degerlendirmesi

tablo 4’te gosterilmektedir.

Tablo 4: Gruplarda histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari

H&E kesitlerde Immiinohistokimyasal
Gruplar histopatolojik INOS
degerlendirme Skorlama
Kontrol 0+0 0.5+0.01
I/R 3.25%£0.01 30
Kontrol+Agm 0.5°+0.01 0.75°+0.01
i/R+Agm 1.25°+0.01 1.25°+0.01

# kontrol grubuna gore;

(p<0.05).

® /R grubuna gore istatistiksel
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4.4.1. Histopatolojik goriintiiler
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Resim 17: Kontrol+Agm grubuna ait histopatolojik goriintii

Resim 16: Kontrol grubuna ait histopatolojik goriintii



Resim 19: I/R+Agm grubuna ait histopatolojik goriintii
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4.4.2. INOS yapimu ile ilgili immiinohistokimyasal goriintiiler

Resim 21: Kontrol+Agm grubuna ait iNOS immiin boyama goriintiisii
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Resim 23: [/R+Agm grubuna ait iNOS immiin boyama goriintiisii
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5. TARTISMA

Calismamizda intestinal iskemi reperfiizyon hasar1 olusturulan si¢anlarda reperfiizyon
oncesi 10 mg/kg dozunda intraperitoneal agmatin uygulanmasimnin barsak hasari
tizerindeki etkileri incelenmistir. Sonuglarimiz agmatinin KCI1 ve karbakole karsi
iskemi ile bozulan ileal kontraktiliteyi diizelttigi, MDA ve MPO diizeylerini diisiirdigii,
GSH diizeyini korudugu, histolojik boyutta doku harabiyetini  Onledigi,
immiinohistokimyasal olarak iNOS yapimini azalttig1 ve plazma proinflamatuar sitokin
seviyelerinde kismi azalmalar yarattigini gosterdi.

Intestinal /R hasar1 okliiziv ve nonokliiziv nedenlerle olusabilen ayrica
travma ve cerrahi hastalarinda yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan 6nemli bir
durumdur. Intestinal I/R gelistiginde barsak emilim fonksiyonunda ve motilitesinde
degisiklikler gozlenir (32). Barsakta azalmig kontraktil aktiviteyle beraber
mikrovaskiiler permeabilite artar ve mukozal bariyer bozulur. Barsak I/R hasar
sirasinda  Ozellikle reperfiizyon siirecinde ortama oksijenin gelmesiyle mukozada
yogun olarak SOR olusumu meydana gelir. SOR’un iiretimindeki en 6nemli faktoriin
esas olarak XO aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir. Bu asamada iNOS’un aktive
olmasi ile yiiksek miktarlarda NO yapimi ortamda bulunan O, ~ ile etkileserek
peroksinitrit yapimina neden olur. Tim bu radikaller organizmada SOR’un en 6nemli
etkisi olan lipid peroksidasyonunu baslatir. Inflamatuar siirecin baslamasiyla da
notrofillerin infiltrasyonu gergeklesir. Proinflamatuar sitokinlerin salinmasi ve
16kotrienlerin artmasiyla hasar siddetlenir. Ozellikle mukozal bariyerin bozulmasiyla
gelisen bakteriyel translokasyon ve sitokinlerin etkisiyle sistemik inflamatuar yanit
gelisir. Uzak organ hasarindan bu inflamatuar yanit sorumlu tutulmaktadir (32,39).

Bugiine kadar farkli birgok yontem kullanilarak I/R hasarma kars1 organlarin
korunmasini amaglayan pek ¢ok deneysel ¢alisma planlanmis ve yapilmistir. Deneysel
ortamda basarili gibi goriinen ¢alismalarin ¢ok azi klinikte uygulama sansi bulmustur.
Bunda I/R hasarimin tek bir basamak veya medyatoriin bloke edilmesi ile
onlenemeyecek kadar karmasik olmasmin rolii biiyiiktiir. Barsak I/R hasarm
aragtirmamizin nedeni bu denli yiiksek mortaliteye sahip bir olayin mekanizmalarinin
hala tam olarak aydinlatilamamis ve hasarlanmay1 azaltacak kesin ajanlarin hala

bulunamamig olmasidir.
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Agmatin ADC etkisiyle L-Arjininden sentezlenen polikatyonik bir amindir
(14,111). Agmatinin I/R hasarina kars1 koruyucu etkisi deneysel olarak beyin (131),
spinal kord (20), bobrek (132), mide (133) ve retina (134) gibi bir¢ok organda
gosterilmistir. Literatiirde agmatinin intestinal I/R hasar iizerine etkilerini inceleyen
bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Calismamiz bu yoniiyle agmatinin iskemik barsakta
etkilerini inceleyen ilk ¢aligsmadir.

I/R hasar1 ileumun kasilma yanitlarinda ve elektriksel aktivitesinde
bozulmaya neden olur (8). Bu motilite degisiklikleri bakterilerin ¢ogalmasi ve
bakteriyel translokasyonla sonuglanir. Olusan motilite degisikliklerine SOR, salinan
inflamatuar medyatorler, toplanan nétrofiller ve degisen NO metabolizmasi gibi
faktorler neden olur (9). Ozellikle NO potent bir diiz kas gevseticisidir. Enterik
noronlardan saliman yapisal NO gastrointestinal motilitenin major inhibitor
diizenleyicisidir (42).

Enterik sinir sisteminde NMDA glutamat reseptorleri yaygin olarak bulunur
ve duyusal ve motor reflekslerde rol aldigi bildirilmektedir. Ayrica son zamanlarda
NMDA reseptorleri ile glutamaterjik iletinin intestinal iskemi reperflizyon sonrasi
ortaya ¢ikan motilite bozukluklarinda rol aldig: bildirilmektedir (10). NMDA reseptor
blokajinin iskemi ile bozulan intestinal transit siiresini normale ¢evirdigi cesitli
calismalarda gosterilmistir (6,135).

Calismamizda iskemi ile ortaya ¢ikan motilite degisikliklerini in vitro olarak
gozlemleyebilecegimiz izole organ banyosunda, ileum Orneklerinin karbakol ve KCI
agonistlerine verdigi kontraksiyon yamtlarini inceledik. I/R sonucunda ileumun KCI ve
10°-10? M karbakole olan yanitlarin azaldigi tespit edildi. Agmatin uygulamasi
sonrasinda iskemide bozulan kontraktilite yanitlarinin diizeldigi gozlendi. Agmatinle
olusan bu diizelmede, agmatinle iNOS yapiminmn, oksidatif stresin ve noétrofil
birikiminin azalmasimnn etkili oldugu gézlendi.

Iskemik durumlarda iNOS aracihgiyla asirt ve uzun siireli NO salmimi
barsakta meydana gelen ileusta anahtar rol oynamaktadir (42). Hassoun ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismada siddetli iskemi sonrasi ileus gergeklesen ratlarda iNOS
mRNA ve proteininde artis saptanmais, selektif iNOS inhibitorii kullandiklarinda barsak

transit siiresinde fonksiyonel iyilesme bulmuslardir (42). Baska ¢aligmalardada selektif
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iNOS inhibitorlerinin lipopolisakkaritlerin zararli etkilerini azalttigi gosterilmistir
(43,44).

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak barsak dokusunda iINOS
yapimimin agmatin uygulanan grupta iskemik gruba gore anlamli sekilde azaldigini
tespit ettik. Bu tespit iINOS diizeyini degerlendiren diger c¢aligmalarla
desteklenmektedir. Agmatinin iNOS inhibisyonu yaptig1 bir ¢ok ¢alisma tarafindan
gosterilmistir (14,21,111,117,131,136). Mun ve ark.’nin (21) yakin zamanda yaptigi
calismada, gecici global serebral iskemi olusturulan ratlarda agmatinin néroprotektif
etkili oldugunu ve bunu da iskemide koruyucu rolii olan eNOS yapimin arttirip, toksik
etkileri olan INOS ve matriks metalloproteinaz-9’da azalma meydana getirerek
yaptigin1 gostermislerdir. Astrosit ve makrofaj hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir
caligmada agmatinin iNOS aktivasyonunu azaltarak NO miktarinda azalma meydana
getirdigi, bu sayede noroprotektif ve antiinflamatuar o6zelliklerinin oldugundan
bahsedilmistir (111). Ahn ve ark. (136) hiicre mikroglial kiiltiirlerde LPS ile olusan
sitotoksisiteyi agmatinin iNOS inhibisyonu yaparak azalttigini géstermislerdir. Wang
ve ark. (131) gegici serebral iskemi olusturduklari ratlarda reperfiizyon 6ncesi agmatin
uygulamasinin, apoptozisi 6nleyerek ve iNOS inhibisyonu yaparak beyin enfarktini,
gliozisi ve odemi engelledigini, motor ve derin duyularda diizelme sagladigini
bulmuslardir. Ayrica agmatinin NMDA blokaj1 yaparak noroprotektif etkiler
gostermesi literatiirde ¢ok sayida calisma tarafindan desteklenmistir (18,19,114).
Bizim buldugumuz sonuglarda da agmatinin I/R hasar sonrasi azalan barsak diiz kas
kontraksiyon yanitlarini diizeltebilmesinin yaptigi iNOS inhibisyonu ve NMDA
blokaj1 sayesinde olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica intestinal iskemide motilite
bozukluklarindan sorumlu lipid peroksidasyonunun, nétrofil birikiminin ve mukozal
hasarin ¢alismamizda agmatinle azaltilmasi kontraktil yanitlarda belirgin diizelmeyle
sonuclanmustir.

Calismamizda agmatinin mukozal ve barsak duvari hasarim1 6nemli 6lgiide
azalttig gdzlemlendi. Calismamiza benzer sekilde Al Masri ve ark. (133) gastrik i/R
oncesi 100 mg/kg agmatin uyguladiklart ¢aligmada, histopatolojik olarak agmatinin
midede hemoraji ve iilseri azalttigi ve mide epitelini koruyucu etkisinin oldugunu

gostermislerdir. Sugiura ve ark.’nin (132) yaptiklar1 calismada, bdbrek I/R sonras akut
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bobrek yetmezligi gelisen ratlarda 300 uM/kg agmatin uygulayarak, histolojik olarak
tiibiiler hasarin ve medullar konjesyonun azaldigin1 bulmuslardir.

Lipid peroksidasyonunun son iirtini MDA’dir. Dokuda MDA diizeyi
Olgtilerek lipid peroksidasyonunun derecesi hakkinda fikir edinilebilir. Bu ¢alismada
I/R ile intestinal dokuda lipid peroksidasyonunun arttigi tespit edildi. Agmatin
uygulamasi ile lipid peroksidasyon seviyelerinde belirgin azalma oldugu saptandi.
Bizim bulgularimiz1 destekler sekilde Dastan ve ark. (134) yaptiklar1 ¢alismada retinal
I/R hasarinda 50 mg/kg intraperitoneal agmatin uygulamasiyla MDA diizeylerini
diistirerek lipid peroksidasyonunu azalttigint gostermiglerdir. Ayni zamanda NO
diizeylerinde ve retinal kalilikta azalma tespit edip agmatinin retinal I/R hasarinda
noroprotektif etkisini kamitlamiglardir. Bhutada ve ark. (137) yaptiklari galismada
streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarin 30 giin boyunca 5-10 mg/kg ip. agmatin
tedavisi uygulayarak, agmatinin kognitif fonksiyonlarda diizelme sagladigimni, kan
glukozunu diizenledigini ve MDA diizeyinde azalma, GSH diizeylerinde artma
meydana getirdigini gostermislerdir. Bizim c¢aligmamizda agmatin uygulamasi ile
azalan MDA seviyesinin Ozellikle iNOS yapimmim inhibisyonu ile peroksinitrit
olusumunun ve dokuya olan nétrofil gocilinlin azaltilmasindan kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz.

I/R hasarinda SOR’un iiretimi 18kosit aktivasyonuna ve dokuya lokosit
infiltrasyonuna neden olur. Ince barsaga nétrofil migrasyonu MPO aktivitesi dlgiilerek
indirek olarak degerlendirilebilir (79). Caligmamizda iskemik grupta artan MPO
diizeyi agmatin uygulamasiyla kontrol diizeylerine indirilebilmistir.

GSH hiicrede sitoplazma, niikleus ve mitokondride olduk¢a yiiksek miktarda
bulunur ve bu kompartmanlarda major solubl antioksidandir. GSH direk olarak OH’
radikalini ve singlet oksijeni ortamdan temizler, hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri
GSH-Px ile detoksifiye eder (53). I/R periyodu boyunca hiicre ici rediikte glutatyonun
tikendigi ve bunun SOR’ne bagli oksidatif stresin bir gdstergesi olarak
kullanilabilecegi bilinmektedir. Sonuglarimiz barsakta I/R ile meydana gelen GSH
kaybinin, agmatin uygulamasiyla korundugunu gosterdi. Bu bize agmatinin indirekt
antioksidan etkinliginin olabilecegini gdsterdi. Agmatinin bu etkisi iINOS yapimini
inhibe ederek dokudaki lipid peroksidasyonunu engellemesi ve GSH kullanimim

azaltmasinin bir sonucu olabilecegini gosteriyor.
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Calismamizda iNOS yapimi azalmasi ile birlikte proinflamatuar sitokin
yapiminin agmatin ile azaldigi gozlendi. Agmatin iskemi ile artan IL-1o diizeylerini
diisiirmede etkili olurken, TNF-a’da istatistiksel anlamli bir fark saptanamamigtir. TNF
ve IL-1 ince barsakta iskemi ve reperfiizyon siiresince tiretilir (93). Bu proinflamatuar
sitokinler diger sitokinlerin salinimini arttirir ve akut faz yanitini uyarirlar. TNF ve IL-
1’ in her ikisi de endotelde adezyon molekiillerinin artisina, 16kosit toplanmasina,
sitokin ve eikazonoidlerin artmasina sebep olmaktadir (24). Bu da iskemik barsakta
hasarlanmay1 arttirmaktadir. Yamamoto ve ark.nm (93) yaptiklar1 calismada I/R
uygulanan ratlarda TNF ve IL-1 inhibitorlerinin kullanilmasiyla intestinal hasarin
azaldigin1 ve hayvanlarin yasam siirelerinin uzadigin1 gostermislerdir. Ahn ve ark.
(136) yaptiklari ¢aligmada agmatinin mikroglialarda LPS ile indiiklenen sitotoksik
hasar1 azalttigini, nitrit ve iNOS ekpresyonuyla beraber TNF-a ve IL-1B diizeylerinde
diisme gozlemlemislerdir. Hong ve ark. (138) retinal gangliyon hiicre kiiltiiriinde
yaptiklari ¢caligmada 100uM agmatin uygulayarak TNF ile indiiklenen hiicre 6liimiinde
azalma meydana getirdigini bulmuslardir.

T hepler-1 hiicrelerinden IFN-y {iretimi I/R hasar1 patogenezinde dnemli bir
yer tutmaktadir. Deneysel I/R hasar1 modellerinde artmis serum ve doku IFN-y
degerleri gosterilmistir (139). Yaptigimiz calismada IFN-y diizeyleri iskemik grupta
kontrol grubuna gore yiiksek bulundu, ilging olarak kontrol+Agm grubunda degerler
iskemik gruptaki kadar yiikselmisti. Ancak agmatin uygulamasmm IFN-y degerini
iskemik gruba gore anlamli sekilde diistirdiigii bulundu.

MCP-1 inflamatuar medyatdr molekiildiir ve yapimindaki artig I/R hasari
sonrasi inflamatuar hiicrelerin bdlgeye toplanmasimdan sorumludur. Ozellikle MCP-
1’in reseptdrii CCR2 ile etkilesmesinin deneysel kalp, bdbrek ve serebral I/R hasari
modellerinde merkezi rol oynadigi gosterilmistir (140). Bu yiizden MCP-1 {iretiminin
azalmasit monositlerin toplanmasin1 ve etkilerini azaltacak, dolayisiyla postiskemik
inflamatuar cevapta azalma meydana gelecektir (133). Mide I/R hasar1 sonras1 mide
dokusunda MCP-1 diizeyinin arttig1 ve bunun agmatin tedavisiyle azaltildigi Al Masri
ve ark. (133) tarafindan gosterilmistir. Bizim caliymamizda MCP-1 diizeyleri I/R
grubunda kontrol gruplarina gore belirgin sekilde artmistir. Agmatin tedavisiyle MCP-
1 diizeyinde diisme goriilmesine ragmen bu diisiis istatistiksel olarak anlaml

bulunmamagtir.
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IL-4; B ve T lenfosit gibi hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini saglayan,
aktive T lenfosit ve makrofajlar tarafindan tiretilen 6nemli diizenleyici bir sitokindir. B
lenfositlerden antikor tiretimini arttirir ve T lenfositlerin T helper 2 (Th2) hiicrelerine
farklilasmasimi saglayan en potent faktordir. Cogu arastirmaci tarafindan
antiinflamatuar etkili bir sitokin oldugu bilinse de proinflamatuar etkili oldugunu
gdsteren arastirmacilar da mevcuttur. Infalamasyonda endotel iizerinde VCAM-1
indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynar. VCAM-1’1 etkilemesiyle T lenfosit, monosit,
bazofil ve eizinofillerin direk inflamasyon alanina gé¢ etmesine neden olabilir (95).
Calismamizda /R IL-4 diizeyini arttirmus, ancak agmatin tedavisi bu diizeyi
diisiirememistir. Calismamizda IL-4’iin I/R siirecinde artmis bulunmas: proinflamatuar
Ozelligini desteklemektedir. IL-4’{in bu kesfedilmemis karmasik yani ancak yapilacak
yeni deneysel ¢alismalarla agikliga kavusabilir.

GMCSF hematopoietik sitokin ailesinin bir iiyesidir. Ana fonksiyonu kemik
iligi hiicrelerinin ¢ogalmasimi stimiile etmek, kan hiicrelerinin apoptozisini inhibe
etmek ve periferik kanda hiicre sayisini arttirmaktir. Son zamanlarda noroprotektif
etkilerinin oldugu birgok c¢alismada gosterilmistir (141). Calismamizda plazma
GMCSF diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.

Calismamiza gore agmatinin GMCSF {izerinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadir.

Sonug olarak bu calisma deneysel olarak intestinal I/R hasari olusturulmus
sicanlarda agmatinin koruyucu etkilerinin oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.
Calismamizda agmatinin iNOS inhibisyonu yaparak, lipid peroksidasyonunu ve
notrofil infiltrasyonunu azaltarak barsakta fonksiyonel ve yapisal iyilesme sagladigi
gozlemlendi. Ayn1 zamanda agmatinin barsak diiz kasinda iskemiyle azalan KCI ve
karbakol kontraksiyon yanitlarini diizelttigi goriildii. Agmatinle ortaya ¢ikan yapisal ve
fonksiyonel iyilesme mekanizmasinda lipid peroksidasyonunu azaltmasi, GSH
seviyelerini korumasi, nétrofil birikimini Onlemesi ve proinflamatuar sitokin
seviyelerinde kismi azalmalar yaratarak sistemik infalamatuar yaniti azaltmasi yer
almaktadir. Ancak agmatinin bu etkileri hangi mekanizmalar1 ve sinyal yolaklarini
kullanarak gergeklestirdigini anlamak i¢in deneysel bir¢cok calismaya ihtiya¢ vardir.
Agmatin bu c¢alismada gosterdigi koruyucu etkilerle ciddi mortalite nedeni olan

mezenterik iskemiye potansiyel ilag olabilecek bir adaydir.
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