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1. GIiRIS$ VE AMAC

Bu calismanin amaci, canlinin en kuaguk birimi olan hucrelerin yagsam
sartlarinin  degiskenligi sonucu incinmelerini incelemek ve Onleyici
mekanizmalar arastirmaktir.

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hucrelerin
fonksiyon bozuklugu ile baglayan ve hucre o6lumune kadar ilerleyen bir dizi
kimyasal olay gergeklesir. Hlicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin gerekli
temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlari igin gerekli olan yiksek enerjili
fosfat baglari aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda
anaerobik metabolizma devreye girer. Bu durum laktik asit ve toksik
metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal
enzim kinetigi degisir ve yuksek enerijili fosfat baglarinin yapimi azalir. Sonugta
hiicre kendi homeostazi icin gerekli olan enerjiden yoksun kalir™ 3.

Dokularin iskemiye dayanikhligi birbirinden farklidir. Iskelet kaslari
iskemiye uzun sure dayanabildigi halde noéronlarda dakikalar icinde geri
donusumsuz yikim ortaya ¢ikabilir. Hlicresel homeostaz igin gerekli olan eneriji
kaynaklarinin, o6zellikle ATP’nin  tlketimi, hicre membraninda iyon
dengesizligine yol acar. Na+ ve Ca++ iyon dengesi bozulur. Bunu asidoz ve
ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin kiimelenmesi ve piknozis gibi
histolojik bulgular takip eder’ %3 *.

Reperflizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya
kan akiminin yeniden duzenlenmesidir. Reperfuzyonun, iskemik dokuda enerji
ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi gibi iki olumlu
etkisi vardir. Boylelikle reperfizyon iskemik hasarin duzeltilebilmesi igin gerekli
bir suregtir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya dénudslu dokuyu daha
fazla zedeleyen bir reaksiyon siirecini baslatir™ > °.

Reperflzyon hasari serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler ve
notrofillerin eglik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesir. Hasari asil

tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu disiiniilmektedir®"2.



Reperfizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katillan pek ¢ok
madde ve biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle
etkilesimi sonucunda iskemi-reperfizyon hasarinin reperfizyon kisminin

mediatorleri olan serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar.

Resveratrol  (3,4,5-trihidroksistilben) siyah  Gzim
tanelerinde bol miktarda bulunan polifenol yapida dogal bir antioksidan
maddedir. Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar Gluney Fransa’da yagh diyet ve
sigara kullaniminin fazla olmasina ragmen bol tiketilen sarap nedeni ile koroner
kalp hastaligi insidansinin diger bolgelere gore daha dusik bulunmasina yol
acmis, bu tabloya “Fransiz Paradoksu” adi verilmistir®'®. Bu konuda yapilan
yayinlar paradoksa sebep olarak kirmizi sarap iginde bol miktarda bulunan
resveratrolll isaret etmistir'’. Yapilan klinik ve deneysel calismalarda
resveratroliin trombosit agregasyonunu engelledigi'?, dokulari iskeminin zararli
etkilerinden korudugu ortaya konmustur''.

Bilindigi gibi, nekrotizan enterokolit, invaginasyon, inflamatuar barsak
hastaliklari, pull-through ameliyatlari, strangule herniler, serbest pedikilld
barsak flebi kullanimi ve barsak transplantasyonunun etiyolojisinde iskemi ve
reperfizyon hasari rol oynamaktadir. Bu gibi patolojilerin deneysel modellerinde
cesitli antioksidan ajanlar kullaniimig ve etkinlikleri degerlendirilmistir.

Resveratrolun antioksidan 6zelligi, endotelyal nitrik oksit (NO) Uretimini
arttirmasi ve apoptozisi engellemesi bizi, resveratrolin intraperitoneal olarak
verilmesinin iskemi-reperfuzyon (IR) hasarini Onleyici, organ disfonksiyonlarini
azaltici etkisi olup olmadigi konusunu arastirmaya yoneltmistir. Bu noktadan

hareketle gcocuk cerrahisi pratiginde kullanilabilirligi dusunulmustar.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 INTESTINAL SiSTEM KANLANMASI

Tufericr Hemorehoidal £yt
i

Sekil 1: Sdperior Mezenterik Arter Sekil 2: Inferior Mezenterik Arter

Mezenterik dolasim Ug¢ arter igerir.

Colyak turunkus, foregut'u (mide ve duodenumun proksimal
yarisi) besler.

Superior mezenterik arter (SMA), midgut'u (duodenumun distal
yarisi, jejunum, ileum, ¢ekum, apandiks, c¢ikan kolon ve
proksimal 2/3 transvers kolon) besler.

inferior mezenterik arter (IMA), hindgutu (1/3 distal transvers
kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve anal kanalin

proksimal kismi) besler.

SMA, c¢olyak arterin yaklasik 1cm altindan, L1 duzeyinde karin

aortundan cikar. Colyak arter, SMA ve IMA, embriyonun her iki vitellin arterinin

kalintisidir.



Blick trunlas
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Sekil 3: Siperior Mezenterik Arter Dallari

SMA’in en 6nemli dallar, inferior pankreatikoduodenal arter, 4- 6 jejunal
dal, 9 -13 ileal dal, ileokolik arter, sag kolik arter ve orta kolik arterdir.

Mezenter damarlarinin birbirleri arasinda zengin kollateral dolagim
vardir. Bu yan dal aginin zengin olmasi nedeniyle en azindan iki ya da Ug¢ ana
damarin ttkanmasi ya da kritik darliga sahip olmasi durumunda klinik bulgular
ortaya cikar.



2.2 iISKEMi VE REPERFUZYON

2.2.1. ISKEMI

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hucrelerin
fonksiyon bozuklugu ile baglayan ve hicre 6lumune kadar ilerleyen bir dizi
kimyasal olay gercgeklesir. Hucresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi icin gerekli
temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlari igin gerekli olan ylksek enerjili
fosfat baglari aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda
anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik metabolitlerin
birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi
degisir ve yuksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir. Bu durumda hucre
kendi homeostazi igin gerekli olan enerjiden yoksun kalir'>.

Dokularin iskemiye dayanikliigi birbirinden farkhdir. iskelet kaslar
iskemiye uzun sure dayanabildigi halde noéronlarda dakikalar icinde geri
donusumsuz yikim ortaya ¢ikabilir. Hlicresel homeostaz igin gerekli olan eneriji
kaynaklarinin, oOzellikle ATP’nin tuketimi, hidcre membraninda iyon
dengesizligine yol acar. Na+ ve Ca++ iyon dengesi bozulur. Bunu asidoz ve
ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin kimelenmesi ve piknozis gibi

histolojik bulgular takip eder’?%*.

2.2.2. REPERFUZYON VE REPERFUZYON HASARI

Reperflizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya
kan akiminin yeniden duzenlenmesidir. Reperflizyonun, iskemik dokuda enerji
ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi gibi iki olumlu
etkisi vardir. Boylelikle reperfuzyon iskemik hasarin duzeltilebilmesi igin gerekli
bir suregtir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya dénuslu dokuyu daha
fazla zedeleyen bir reaksiyon siirecini baslatir ! ©.

Reperflzyon hasari serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler ve
notrofillerin eglik ettigi karmagik bir mekanizmayla gerceklesir. Hasari asil

tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu disiiniilmektedir®”2.



Reperfizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katillan pek ¢ok
madde ve biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle
etkilesimi sonucunda iskemi-reperfizyon hasarinin reperfizyon kisminin
mediatOrleri olan serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar. Bu faktorler sunlardir:

I- Ksantin Oksidaz

1I- Nétrofillerin aktivasyonu
I- Endotelial faktérler
1-Arasidonik asit metabolitleri
a)-Prostasiklin (PGI2)
b)-Tromboksan A2(TxA2)
c)-Lbékotrien B4

2-Nitrik Oksit

3- Endotelin

IV- Trombosit aktive edici faktér (PAF)
V-Komplemanlar
VI-Sitokinler
Vll-Prostaglandinler

VllI-Katekolamin oksidasyonu

2.2.3. KSANTIN OKSIDAZ YOLU

Iskemi sonrasi dénemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin en
belirgin kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve “oksidaz”
aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorlugunde ksantin
oksidaza donusmesi, intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika,
karaciger,dalak, bobrek ve akcigerde ise 30 dakika slrmektedir. Bu durum
degisik dokularin iskemi-reperfuzyon hasarina neden farkli oranlarda cevap
verdigi konusunda agciklayici olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu

serbest radikallerin olusumuna yol agar™"'®.



2.2.4. NOTROFILLER (POLIMORF NUVELIi LOKOSITLER)

iskemi ve reperfiizyonun yol acgtigi mikrovaskiiler hasar igin nétrofil ve
endotelial hiicre iligkisi gerekmektedir. Iskemi sirasinda ve daha agirlikli olarak
bunu takip eden reperfizyon doneminde postkapiller venullerde endotele artmis
notrofil adhezyonu goérulir ki bunun iskemi-reperfuzyona bagh barsak
disfonksiyonunda 6nemli rolu vardir. PAF, LB, ve serbest oksijen radikalleri bu

durumun en muhtemel kimyasal mediatorleridir'-*®.

2.2.5. ENDOTELYAL FAKTORLER
Vaskuler endotelial geper pek ¢ok lokal hormon ve otokoid salgilayarak

vaskiiler diiz kas tonusunu diizenler’.

1-Arasidonik asit metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGl): Endotel hicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif
ajan olan PGl; endotelial ylzeylerde trombosit agregasyonunu onleyen glgli bir
vazodilatatordur.

b)-Tromboxan A; (TXA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile
olusan TxA, trombositleri agrege eder ve vazokonstriktor etkisi vardir.
Reperflzyon, prostaglandin dretiminin en potent uyaranidir. TXAp, iskemi-
reperfUzyonda endotelyuma noétrofil adhezyonunu indikleyen guglu bir
kemotaktik maddedir.

c)-Lokotrien B4 (LB4): LOkotrienler, iskemi ve reperfuzyon boyunca
endotelial disfonksiyonda énemli rol oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan
arasidonik asit metabolitleridir. LB4 notrofil ylzeyindeki spesifik reseptorlere
baglanir. Adhezyon molekullerinin  aktivasyonunu, endotelial hicrelere
yapigsmayi, serbest oksijen radikallerinin ve proteazlarin Gretimini saglar. Ug
saatlik iskemik periyodu mukozal LB,4 seviyelerini degigtirmezken, reperfizyonun
izledigi ayni sureli iskemi mukozal LB4 seviyelerinde %200 ila 600 oraninda

artisa yol acmaktadir®.



2- Nitrik Oksit (NO): Endotel turevli nitrik oksit veya relaxing faktor
(ENDO, EDRF) olarak da bilinen NO, asetil kolin uyarisi, hipoksi, endotoksin,
hicresel zedelenme veya mekanik kesilme stresine yanit olarak dolasima
salinabilmektedir. Yari dmru bir ka¢ saniye olan, diffize olabilen bir maddedir.
NO kendiliginden nitrat ve nitrite ayrigir. Septik sok ve travmada, nitrit ve nitrat
metabolitleri ile Olcilen NO duzeyleri yuksekliginin, dugsuk sistemik vaskuler
diren¢g ve yukselmis endotoksin duzeyleri ile iligkili oldugu kanitlanmistir?.
Hlcresel hasarin yaninda buydk miktarlardaki NO parakrin ve otokrin
fonksiyonlarin bozulmasina, bdlgesel kan akiminda dagilim bozukluguna,
barsak motilitesinde azalmaya ve permeabilitesinde artiga yol acar'’.

3. Endotelin: Arter ve venlerde kontraksiyona neden olan en guglu
vazokonstriiktordir. iskemik kalmis bir barsadin Urettigi endotelinin, intestinal
iskemi-reperfizyon hasarinin sistemik bir hasara doénusmesinden sorumlu

olabilecek giiclii bir aday oldugu ileri siiriilmektedir?.

2.2.6. KOMPLEMANLAR

Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve C5a’nin
uretimine yol acar. Notrofiller Uzerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele
adhezyonun artigi, serbest oksijen radikallerinin dretim ve salinmasini

saglamaktir'2.

2.2.7. SITOKINLER

Reperflizyon sonrasi, dolagimda IL-1, IL-6 ve Tumoér Nekrozis Faktor-a
. (TNF- a) gibi sitokinler gbzlenir. Bu ajanlara kargi antagonistler kullanilarak, hem
IL-1'in hem de TNF- a ‘nin vaskiler yaralanmaya katkida bulunduklari ve
endotel adhezyon molekillerini arttirdiklar  gdsterilmistir™?.  iskemi ve
reperfizyonda sitokin saliniminin  bilinmesine ragmen bu sitokinlerin
permeabilite Uzerine olan etkilerinin direk mi yoksa hucre adhezyon molekulleri
ekspresyonu ve notrofii  adhezyon aktivasyonu yoluyla mi  oldugu

bilinmemektedir'®.



2.2.8. PLATELET AKTIVE EDICi FAKTOR (PAF)

Fosfolipaz Az'nin etkisiyle endotel hucreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden Uretilir. Cok cesitli inflamatuar reaksiyonda (ARDS, Akut
pankreatit, Inflamatuar barsak hastali§i, glomeruler hasar vs.) etkin oldugu
gbzlenen bir substrattir’®'8.

Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna, ve granul igeriginin
salinmasina yol agan oldukg¢a kuvvetli bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli bir
notrofil kemoatraktan ve aktivator bir maddedir ve TNF-a Uretiminde 6nemli bir
rol oynar. Dokularin reperfiizyonu sonucu l6kositlerin aktivasyonuna, adhezyon
ve diapedezine ve ayni zamanda vaskuler permeabilitede artisa yol agar. Pek
¢ok calisma PAF’In in vitro ve in vivo ortamda Iokositlerin mikrovaskuler
endotele adhezyonunu arttirdigini gostermigtir. PAF’In, reperflizyon sonucu

gerceklesen kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir'>°.

2.2.9. SERBEST RADIKALLER VE REPERFUZYON HASARINDAKI
ROLLERI

Serbest radikaller, en dis yoringesinde tek sayida elektron igeren, ileri
derecede reaktif, kisa omurli ve anstabil molekullerdir. Molekuler oksijenin
indirgenmesi ve eksitasyonu ile c¢ok degisik oksijen serbest radikalleri
retilebilirler .

Oksijenin reduksiyonu ve aerobik hucrelerin enzimatik oksidasyonu
sirasinda negatif yukli bir ara Urin olan suUperoksit radikali (O2°) olusur.
Superoksit radikalinden enzimatik yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir
ara urln olan hidrojen peroksit radikali (H202) olusur. Daha sonra o6zellikle
mitokondride diger bir Urin olan hidroksil radikali (OH") olusur. Organizmada bu
serbest radikaller diginda hidrojen peroksit, hipoklorik asit gibi radikal olmayan,
bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan zararl oksijen
turleri de olusabilmektedir. Digerleriyle karsilastirihginda O2° radikali yUksek
elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir. Ancak oksijen radikallerinden en
aktif olani OH; radikalidir'®.



Hucreler serbest oksijen radikallerinin hasarina bagisik degildir. Ancak
genellikle glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarina karsi korunmuslardir. iskemik
dokularda, serbest oksijen radikali Ureten intraseliler mekanizmalar tam aktive
edilmis durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolayi fonksiyon
gormezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin restorasyonu ile buyuk
miktarlardaki serbest oksijen radikali retilerek reperfiizyon hasari indiiklenir?.
Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon
dizileri baglar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekulle reaksiyona
girerse, binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir. Serbest
oksijen radikalleri paylagilmamis elektronlarindan dolayr lipid, protein,
karbonhidrat, nukleik asit gibi ¢esitli makromolekullerin oksidatif hasarina neden
olurlar'. Bu hasarlanma 6zetle su mekanizmalarla olur.

a-)Lipid Peroksidasyonu: Serbest radikallerin hicrede basglattigi en
onemli ve zararli etki lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikaller ile oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli yukseltgen bir radikalin etkisiyle
membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir. Biyolojik
sistemlerde bu radikalin sUperoksit ile hidroksil radikalinin oldugu kabul
edilmektedir. Yag asidi, zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastiriimasi
sonucu zincir radikal niteligini kazanir. Bunun sonucunda olusan radikal alkil
radikali olup dayaniksiz bir tiirevdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle molekdil
ici ¢ift bag aktarilmasi ile dien konjugatlari ve daha sonra lipid radikalinin
molekuler oksijenle etkilesimi sonucunda lipid peroksi radikali (LOO") olusur.
Lipid peroksi radikali zar yapisindaki diger c¢oklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek hidroperoksit (ROOH) ve yeni bir alkil radikali olusturur.

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger
karbonil bilesikleri ile etkilesmesi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlara
dontsir’* ™. Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin kaybina,

membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi gegirgenligin
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artigi neticesinde hucrenin hasarina ve igeriginin serbestlesmesine neden olur.
Ek olarak lipid peroksidasyonunun son udrunlerinden biri olan malondialdehit
(MDA) membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve gapraz bag yapmalarina
yol agar. Bu da, hucre ylzeyinin durumunu, enzim aktivitesini, iyon transportunu
etkileyebilir*'®.

b-)Protein oksidasyonu: Serbest radikaller ile olusan protein
oksidasyonunun kimyasal sonucu olarak metionin sulfokside, histidin
oksihistidine veye aspargine, tirozin ditirozine ve sistein disulfitlere donusur. Bu
degisiklikler proteinlerin baglanma o&zelliklerinde ve enzim aktivitelerinde
farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol acabilir*'°.

c-) DNA: Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin nukleotid
durumlarinin sdrddrulebilmesi icin gerekli yollara engel olabilirler. Serbest
oksijen radikalleri DNA ile tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin'in
ortaya cikmasina neden olurlar®?".

d-) Kovalan Baglanma: Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar,
aromatik aminler, ve nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekullere
kovalen baglanmasina neden olabilir. Bu da dogrudan hicre hasarina yol
acabilir?".

e-) Kalsiyum: Huicre yaralanmasi ile ilgili oldugu dusundlen bir
elementtir. Kalsiyumun transportunu engelleyen herhangi bir durum hicre
fonksiyonlarint olumsuz etkiler. Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli sulfidril
gruplarina sahiptir ve serbest oksijen radikalleri (SOR) tarafindan inaktive
edilebilir. Sitokinler, hipoksi, endotoksin gibi faktoérler SOR aracil yol kullanarak,

hiicre enerjisini azaltabilirler?.
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2.2.10. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Organizmada devamli olarak serbest oksijen radikalleri olugsmasina
ragmen antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik
dengeden dolay! zararli etkiler ortaya ¢ikmaz. Fizyolojik veya patolojik olaylar
sonucu bu dengenin oksidasyon lehine degismesi durumunda oksidatif hasar
gelisebilmektedir.

iskemi-reperfiizyon hasarlanmasini inhibe eden pek c¢ok endojen
mekanizma bulunmakla beraber, ekzojen olarak da hasarlanmayi engelleyebilen
bir ¢cok ilag tanimlanmigtir. Etki mekanizmalari farkli olan ekzojen ve endojen
ajanlar sunlardir:

Antioksidan enzimler: Superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz bu gruptan olup primer antioksidanlardir. Serbest radikalleri, biyolojik
onemi olan molekullerle etkilesmeden oOnce daha zararsiz bilegiklere
donusturerek veya baska molekullerden radikal tretimini engelleyerek etkilerini
gosterirler**°.

Serbest radikal toplayicilar: Vitamin E, vitamin C, 3-karoten, urik asit,
bilirubin, albimin bu gruptandir ve sekonder antioksidanlar olarak bilinir. Bunlar
serbest radikalleri yakalayarak olusabilecek zincir reaksiyonlarini engeller*'>%°

Notrofil inhibitorleri: PAF antagonistleri ve 5-lipooksijenaz inhibitorleri
kemotaksisi inhibe ederken Transforming Growth Faktor B.ise notrofillerin
endotele yapismasini ve adenozin reseptdor mekanizmasi yoluyla aktive
nétrofillerden serbest radikal Giretimini inhibe eder®®%*.

Serbest radikal liretimi inhibitorleri: Allopurinol ve desferroksamin bu
gruptandir.

Ekzojen antioksidanlar: a-tokoferol, propranolol, Ca kanal blokerleri,

kaptoril bu gup ajanlardir.
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2.3. APOPTOZIS

Her hicre, dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farkhlagir (diferansiasyon) ve
Olur (apoptozis). Butin bu olaylar dogal bir denge halinde surer gider. Doku
homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir dizen iginde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin  saglikh  bir sekilde sdrdartlmesine
baglidir’>2®. Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bircok énemli hastaligin
patogenezinde rol aldigi gosterilmistir’’. Ornegin; artmis proliferasyon ve
azalmis apoptozisin karsinogenezisde rol oynadigi distnilmektedir®®.

Apoptozis, hlcrenin yagsam ¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
surdurilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden sirekli olarak hiicre (retimi
devam ederken, gunde yaklasik 5x1011 kan hucresi apoptozis yolu ile yok
edilmektedir. Barsak epitel hulcrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon
esnasinda uterusun i¢ yuzundeki hucrelerin oOldurilerek uzaklastiriimasi
apoptozis yoluyla gergeklesir. Apoptozis, organizmada hasar gormus veya
organizma igin tehlikeli olabilecek hucrelerin yok edilmesinde de goérev alir.
Ornegin virtsle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da
apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir. Hicrenin DNA’sinda meydana gelen
mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri icin bu hasarli hicrelerin
apoptozis yolu ile éldiiriilmesi bilyiik 5nem tasimaktadir®2°.

Apoptozisin Tanimi ve Tarihgesi

Apoptozis birgok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (=
ayr1) ve ptozis (= dusen) kelimelerinin birlestirimesi ile olusmug sonbaharda
yaprak dokimini tanimlayan bir kelimedir’®. Timérlerde sik goriilen bir olay
olup apoptozise diren¢ gostermek, hucre kaybini azaltarak tumore bir avanta;j
saglar®’.

Apoptozis ¢ogunlukla tek tek hucreleri etkiler, birgok fizyolojik ve
patolojik kosullarda ortaya cikar ve genellikle enflamasyon s6z konusu degildir®2.

Hiicrenin yasam siiresi, tipine gore degismektedir. Ornegin; bagdirsak
hicreleri 3-5 gunluk bir yasam suresini takiben olurken, derinin epidermal

hicreleri 20-25 gunlUk bir sure sonunda 6lmektedir. Kalp kasi hucreleri veya
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noronlar ise dmur boyu yasarlar. Tum bu olumler fizyolojik sartlarda meydana
geldigi igin, fizyolojik hiicre 8limii olarak da adlandirihr®®. Apoptozla hiicre
O0lumu; enerji kullanilarak hucresel yaralanma ve enflamasyon olmaksizin,
ustaca gergeklestirilir“. Programli  hucre olumanin, batin ¢ok hucreli
organizmalarda, gelismede ve homeostazin surdurilmesinde vazgecilmez bir
rolii vardir®®.

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan
kullanilmistir. Kerr, fizyolojik olarak 6len hticrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis
kromatin pargalarini gdzlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu
olayl bliztisme nekrozu olarak adlandirmistir®.

Apoptozisin Goruldiigu Hucre Cesitleri

Apoptotik hicreler organizmanin bazi dokularinda ve hucrelerinde
surekli olarak olugsmaktadirlar ve bu olusum O6mur boyu devam etmektedir.
Boylece olum (apoptozis) ve yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku
homeostazisini olusturmak lizere dinamik bir denge halinde siiregelir*’. Bu doku
ve hucrelere ince bagirsaklar, deri, timus, uterus, beyin ve goz ornek olarak
gosterilebilir®® 3% 4041,

Apoptozis ¢ok hucreli canlilarin gelisimi esnasinda da goérulir. Cok
hidcreli canlilarin normal ve dogru gelisimleri secilmis bazi hicrelerin apoptozisle
dlmesine baglidir. Ornek olarak 1 mm uzunlugunda transparant bir kurtguk olan
Caenorhabditis elegans’in baglangigta 1090 olan hicre sayisi tam olarak
apoptozisle 131 hiucre azalir ve bdylece hermafroditik formdan yetiskin forma
dontsir*?. Kurbagalarin metamorfozisi esnasinda kuyruklarinin kaybolarak
erigkin forma ge¢meleri apoptozisle gergeklesir. Boylece yetiskin forma gegerler.
Kuyruktaki hiicreler apoptozisle olerek kaybolur. insan embriyosunun el
parmaklari arasinda bulunan perdelerin buradaki hicrelerin apoptozisle dlmesi
sonucu kayboldugu disiiniimektedir®” 3.

Apoptozisin Morfolojisi
Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlasmasi ve daha

sonra pargalara ayrllmaS|d|r44. immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’
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olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir gorinum olusur®. Normalde bir
hicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300000
kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz*® .

Apoptozisin erken evresinde hucreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yuzey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde buzulur, bir kag
dakikada hacimlerinin 1/3’'Unu kaybederler. Bu gorinim muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallari ve pompalarinda aktivasyonun
bozulmasina baghdir*®.

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hcre,
sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere
pargalanir. Apoptotik hicreler komsu hucreler ile makrofajlar tarafindan taninir
ve fagosite edilir*®.

Apoptoz 30 — 60 dakika gibi bir sirede tamamlanir. Hulcre iskeleti
apoptozda o6nemli bir role sahiptirso. Elektron mikroskobunda apoptozis
esnasinda, kromatinin yogunlasmasi, sitoplazmanin buzulmesi, plazma
membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme, mitokondrial
membran aralijinda sitokrom ¢ ve bir oksidoreduktaz ile iligkili flavoprotein olan
Apoptozis  indiikleyici  Faktér  salimmi,  oldugu  bildirilen  morfolojik
degisikliklerdendir®".

Apoptozisin Mekanizmalari

Hucrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya cevreden
gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir®.

Apoptozis onceden hazir olan hucrelerde primer baglatilabilir ya da bir
uyaran sonucu sekonder olarak geligir. Hucre digi uyaranlar arasinda; tumor
nekroz faktori (TNF), koloni uyarici faktoérler (CSF), néron blyume faktora
(NGF), insillin benzeri bilylime faktéri (IGF)?, IL—2 gibi maddelerin ortamda
azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler 6nemli yere
sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde roli oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas
proteinleri, virisler de (HIV gp120 proteini, influenza virisi TNF reseptoru

uzerinden; adenoviris hucre genetik yapisini bozarak) hicreyi apoptozise
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gotiirmektedir®®. Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen cok sayida gen
bulunmaktadir*® (Tablo 1).

Tablo 1: Apoptozis ve Genler?®.

Apoptozisi Baskilayan Genler Apoptozisi Uyaran Genler

e Bcl 2 Grubundan; BHRL-1, bcl-x1, e Bcl 2 Grubundan; Bad, Bax, Bak,
bcl-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al Bel-x8, bid, bik, Hrk 1
c-myc
p53,p21
fas (CD 95/APO1)
FADD/MORT, RIP, FAST
e ¢oziinebilir fas Interlokin déniistiiriicii enzim
o p35 benzeri proteinler (ICE)
e LOH (MTS-1/CDK-41)

e c-abl geni

e ras onkogeni

e A20

Apoptozisi etkileyen hlcre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hicre igi
kalsiyum miktarinda artig, tumor nekroz faktor, DNA hasari nedeniyle bir tumor
slpressor gen olan p53’Gn aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenlerin (c-myc gibi) yer aldigi bilinmektedir. Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz meydana getirirler. Apoptozda
hdcre olumu gevreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen apoptozis dolayli
olarak cevre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis
gelismesine yol agabilir*®.

Apoptoz slrecinde belli bagl U¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2
ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1)
proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda go6zlenen
mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zari kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlagsmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden
sorumludur®. Glinimiizde bu calismalar; kanser, AIDS ve otoimmun
bozukluklar gibi bircok hastalikta yeni tedavi olanaklarini gundeme

getirmektedir™.
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2.4. RESVERATROL

2.4.1. NiTRIK OKSIT

Batin memeli hucreleri tarafindan sentezlenebilen NO, kan damarlari
geriliminin duzenlenmesinden, sinirler arasi iletisime ve savunma sistemine
kadar pek cok fizyolojik olayda anahtar gorevi goren bir molekulddr. Nitrogliserin
gibi 1867'den beri kullanilan ilaglarin yararl etkilerinin NO Uzerinden oldugu,
ancak 100 yil sonra farkedilebilmistir®.

NO’nun kesfi, 1979 vyilinda ABD’li arastirmacilar Furchgott ve
Zawazki’'nin ilging bir goézlemi ile baslamistir. Arastirmacilar, tavsan torasik
aortasindan hazirladiklar seritleri, fizyolojik ¢dzeltiyle doldurulmus izole organ
banyolarina uygun bir gerilimle takmiglar ve noradrenalin ile kastirmiglaridir.
Kasilma duzgin bir plato yaptiktan sonra uygulanan asetilkolin, doza bagimli
gevseme olusturmusgtur. O gune kadar bilinen, 6nceden kasiimamis damar
preparatlarinda asetilkolinin kasilmaya neden oldugu seklinde idi. Onceden
kasilmig damar preparatlarinda asetilkolinin yeni farkedilen bu gevsetici etkisi
endotel varligini gerektiriyordu. Cunkl endotel tabakasi kazindiginda bu etki
ortadan kalkiyordu. Fizyolojik ¢ozeltinin oksijenlenmesi bozulunca da gevseme
cevaplari ortadan kalkmaktaydi. Furchgott, endotel hicrelerinden muskarinik
reseptorlerin uyariimasi sonucu saliverilen bu maddeye “endotel kokenli
gevsetici faktor” adini verdi. Bu maddenin etkinligi oksihemoglobin ile
bozulabiliyor, ama serbest oksijen radikalleri sUpUridcust SOD ile
korunabiliyordu. Daha sonra, histamin, bradikinin, trombin, serotonin ve P
maddesi gibi endojen vazoaktif maddelerin de endotele bagimli gevseme yaniti
olusturabildigi gosterildi. Ayrica, kan akisiyla ortaya ¢ikan basing (makaslama
basinci, shear stress), hipoksi ve elektriksel uyarinin da benzeri etkileri oldugu
gosterildi®®.

Hicrelerde NO sentezi icin kullanilan amino asit L-arjinin’dir. L-arjinin
kimyasal olarak esit 2 guanidin azotu tasimaktadir. Bu yapisiyla oksidasyona
cok elveriglidir. L-arjinin’in guanido grubundaki nitrojenin hidroksilasyonuyla

sentez baslatilir. Bu reaksiyonu, NOS enzimi gerceklestirir. Reaksiyon sonunda
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NO ve L-sitriilin elde edilir. Sitriilin, bir azot alarak L-arjinin’e geri déniisebilir>*°.

NOS enziminin farkl izoformlari vardir:
1. Sinir ve bazi hucre tiplerindeki (akciger, pankreas, mide, uterus)
noronal NOS (nNOS, NOS1)
2. imminolojik uyariyla indiklenen ve butin gekirdekli hiicrelerde
bulunan induklenebilir NOS (iNOS, NOS2)
3. Endotel hicrelerinde bulunan endotelyal NOS (eNOS, NOS3).

Her G¢ NOS izoformunun aktivasyonu igin de Ca’'un kalmoduline
baglanmasi gereklidir. Fakat INOS’un aktivasyonu igin hicre i¢i Ca artigi gerekli
degildir. Bu 0zelligi ile INOS diger izoformlardan ayrilir. iINOS sitokinler ve
bakteriyel toksinlerle aktive olur, yapisal NOS (constitutive NOS (cNOS): nNOS
ve eNOS) ise hucre i¢i Ca duzeyi artinca kalmodulin ile bir kompleks olusturarak
aktive olur. eNOS ve iINOS’un 6zellikleri tablo 2’de karsilastiriimistir®>.

Fazla sentezlenen NO, NOS Uzerinde negatif feedback bir kontrol
saglayarak asiri NO olusumunu kontrol altinda tutar.

Tablo 2: eNOS ve iNOS’un Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

OZELLIK eNOS iNOS

Hucresel Kaynak | Endotel, Beyin Hucreleri Makrofajlar, Kupfer Hucreleri,
NANK Sinirler Damar Duz Kas Hucreleri

Aktivatorler Asetilkolin, Histamin, Glutamat, Kan Akisi,
Trombin Makaslama Stresi

indukleyiciler Fiziksel Egzersiz Lipopolisakkaritler,

interferon y , IL-1

Salinan Miktar Az ve aralikh (pikomol) Bol ve uzun sureli (hanomol)

Hiz Kisitlayici Ca-kalmodulin Baglanmasi | Substrat ve Kofaktor Varhgi

Sentez inhibitéri | L-Arginin Analoglari L-Arginin Analoglari ve
Glukokortikoidler

Onerilen Gérev Fizyolojik Duzenleme Yabanci Mikroorganizmalara

Karsi Savunma

18




2.4.1.1. NOS inhibisyonu
L-Arjinin’”den NO sentezi, L-Arjinin analoglariyla inhibe edilir. Bunlar

G
arasinda L-NAME, N -monometil-L-arjinin (L-NMMA) énemlidir>°.

2.4.1.2. NO Etki Mekanizmasi

NO, basit yapili bir gaz olup, hem suda hem de yagda ¢Ozunebilen bir
molekul olarak biyolojik zarlardan kolayca gecerek hedef molekullere kovalent
badlarla baglanir. NO, sentez edildikge salinan bir molekul olup depolanmaz.
Fazla miktarda olugsumu dokular icin toksik oldugundan hizla etkisiz hale
donustaralir. NO igin klasik bir reseptor bolgesi yoktur; guanilil siklazin “hem”
grubuna baglanarak, hicre ici ikincil haberci molekil olarak ¢alisan cGMP’In
birikmesine neden olur. cGMP, miyozin hafif zincir kinazin defosforilasyonuna
neden olarak duz kas gevsemesi yapar. Yari omru kisadir (3-5 saniye) ve lokal

olarak etkilidir. NO’nun antitrombositer, antimitojenik, sitotoksik vb. etkileri

oldugu anlasiimigtir. NO’nun ayrica O2 akumulasyonunu dizenledigi ve hlcre

membran gegcirgenliginin artisini engelledigi farkedilmistir®®. Ancak NO’nun O2

ile etkilesime girerek ONOO olusumu ile sonuglanan sitotoksik etkileri de
bulunmaktadir (Sekil 4).

NO’nun bazi etkilerine, K+ kanallarinin agilmasi sonucu ortaya ¢ikan
hiperpolarizasyon aracilik etmektedir. NO’nun, L tipi Ca kanallarindan Ca girigini
engelledigi, intrasellliler depolardan Ca saliveriimesini onledigi ve intrasellller
depolara sarkoplazmik endoplazmik retikulum Ca-ATPaz araciligiyla Ca
depolanmasini arttirdigr yani sonugta, hdcre igi kalsiyumu dusurdigu
anlasiimistir’®. NO’nun plazma ve doku diizeyleri bazi dokularda IR’da azalir.
NO seviyesindeki bu azalma endotelyal hasar ve disfonksiyondan
kaynaklanabilir. Bazi IR modellerinde L-Arjinin verilmesinin korunma sagladigi
gOsterilmisse de, in vivo olarak endotel hicreler tarafindan NO Uretiminde L-
Arjinin ulasilabilirliginin hiz kisitlayici basamak olmadigi hususunda yeterli veri

bulunmaktadir®.
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Sekil 4: NO’in Koruyucu ve Zararl Etkileri

L-ARGININ —> NO— >  NITRIT, NiTRAT, SITRULIN

N

KORUYUCU ETKILERI ZARARLI ETKILERI

e Immun defans e ONOO’ Uretimi

e Oksijen radikallerinin ¢ Endotel Disfonksiyonu
azaltilmasi e Lokosit-Endotel Hiicre

e Lokosit Adezyonunun Etkilesimi
Inhibisyonu e Artmig Damar Gegirgenligi

e Damar Gegirgenliginin
Artirtlmasi

e Anti-Trombositer Etki

e Vazodilatasyon

Bazi arastirmacilar, iskemik dokunun reperflizyonu esnasinda plazma
nitrit-nitrat  dtzeylerinin arttigini géstermigler ve postiskemik dénemde NO

metabolizmasinin hizlandigini iddia etmiglerdir. Ancak bazilari da bu maddelerin

dizeylerinde azalma bulmusglardir. Nitrit ve nitratlar, NO ile O2 etkilesimi ve

ONOO olusumu sirasinda da dUretilirler. Bazi IR modellerinde, NO
dizeylerindeki azalmanin NOS aktivitesinin  duzeyindeki  degisimleri
yansitabilecegi sdylenmigtir. Toplam eNOS aktivitesinin reperfizyonu takiben
azaldidi -bu azalma reperfuzyonun 2. saatinde anlasilabilir- gosterilmistir. Bu, L-
NAME'’in erken reperfizyon doneminde verildigi zaman neden IR hasarini
kotulestirdigini, ancak eNOS inhibe edildigi veya deprese edildigi 4. saatte
neden etkisinin olmadigini aciklar’’”. Bu bulgu ayni zamanda L-arjinin
verilmesinin reperfiizyonun erken déneminde neden ise yaradigini ancak geg
dénemde etkisinin olmadigini (enzimatik olarak L-arjinin’i NO’ya c¢evirecek

eNOS ortamda bulunmamaktadir) da agiklayabilir.
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iNOS’un dokularda saptanabilecek diuzeye gelmesi igin sitokinler veya
endotoksin gibi bakteriyel Urtnlerle en az 4 saat stimulasyon gereklidir. iNOS bir
kez aktive oldu mu, sabit bir hizla 36 saate kadar L-arjinin’"den NO saliverebilir.
Bazi calismalar, birgcok IR mediatorunun iINOS aktivitesini indukledigi halde,
iINOS diizeyinin reperfiizyondan birkag saat sonra azaldig§ini géstermistir’’; bazi
calismalarda ise INOS aktivitesi gorulmeden dnce eNOS aktivitesinin arttigini ve
reperflizyonun 1.saatinde iNOS aktivitesinin gosterildigini iddia etmislerdir®.
iINOS aktivasyonunun, organ transplantasyonu sonrasi olusan degisiklikler gibi,

IR’a kronik cevapta etkili olabilecegi iddia edilmistir.

2.4.1.3. Nitrik Oksitin Lokosit - Endotel iliskisi ve Trombosit
Fonksiyonlarindaki Rolu

L-Arjinin analoglari ile NOS aktivitesinin inhibe edilmesi, vaskuler
endotele notrofil adhezyonu ve interstisyuma migrasyonu gibi, iskemi sonrasi
gorulen mikrovaskuler ve inflamatuar degisikliklere ¢ok benzer etkiler gosterir.
Mast hiucre degranulasyonu ve trombosit-lokosit agregasyonu da IR hasari ve
NOS inhibisyonunda ortak gdézlenen olgulardir. NO’nun IR hasarindaki rollyle
ilgili arastirmalar, NO-salan bilesiklerin |6kosit-endotelyal hicre adhezyonu,
trombosit-ldkosit agregasyonu, mast hucre degranulasyonu ve artmis vaskuler
gecirgenlik gibi IR hasari ile tetiklenen durumlarda NO’nun koruyucu ozelligi
lizerine yogunlasmistir®. NO’nun P-selektin yani sira, endotel hiicrelerinde
ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir®,°*.

Aktive olmus trombositler, adenozin difosfat ve serotonin salgilarlar®.
Bu bilegikler endotel hucreleri Uzerindeki reseptorlerine baglanarak trombosit

fonksiyonlarini ayarlayan NO olusumu ve salinimini stimiile ederler®®. NO, PGI2

ile sinerjik davranir ve trombosit agregasyonunu engeller ve dnceden olugsmus

olan agregatlarin ¢ézinmesine yardimci olur.
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2.4.2. Resveratrol

Resveratrol, travmatik zedelenme veya fungal saldirilara kargi bitkiler
tarafindan sentezlenen flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksin
denilen maddeler patojenik mikroorganizmalara karsi bitkiler tarafindan korunma
amach Uretilen kimyasal maddelerdir. “Polygonum cuspidatum” kokleri
tarafindan sentezlenir geleneksel dogu tibbinda bu bitkinin kokleri uzun
zamandir kullanilmaktadir. Trans-resveratrol 1976 yilinda Langcake ve Pryce
tarafindan “Vitis vinifera” bitkisinden izole edilmistir ve bu arastiricilar bilesigin
genellikle Botrytis cinerea adli mantarin saldirisina karsi veya ultraviyole i1siga
maruz kalan bitkinin yaprak dokularinda uretildigini bulmuslardir. Resveratrol,
1992 yilinda Siemann ve Creasy adli arastirmacilarin resveratrolin kirmizi
sarabin iginde bulundugu ve fransiz paradoksundan sorumlu oldugunu iddia
etmeleriyle dikkati gekmistir®.

3, 4, 5 trihidroksistilben ve 3, 4’, 5 stilbenetriol adlar ile bilinen
resveratrol cis- ve trans- izomerik formlarinda bulunur, ancak cis-izomeri Gzim
ekstrelerinde bulunamamistir. Resveratrol viniferinler isimli polifenol ailesinin
ana molekaludur (Sekil 5).

Resveratrolin molekil formula C14H1203’tUr ve molekul agirhgr 228,25

Daltondur®’. Resveratrol en c¢ok iziim kabugunda bulunmakla beraber Gziim
meyvesinde ve yaprak saplarinda, kokte, cekirdekte, yerfistiginda, kirmizi
sarapta, dut meyvesinde ve “Polygonum cuspidatum” bitkisinin kok ve

govdesinde bulunur®.

Sekil 5: Trans- ve Cis- Resveratrol
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Biyolojik Aktivite

Hiperlipidemik diyetle beslenen ratlarda, resveratrolun triagilgliserol ve
kolesterolin  karaciger tarafindan akimdulasyonunu inhibe ettigi ve
peroksitlenmis yagla beslenen ratlarda karaciger hasarini  Onledigi
gosterilmistir®®®. Bertelli ve arkadaslari resveratroliin biyoyararlanimi ile ilgili
yaptiklari ¢calismada 26 ug akut resveratrol dozu ve 15 gunluk bir suregte 13
Mg’'hk doz uygulamasi yapilarak bilesigin hizla kana gegtigi ve tetkikinin mumkuan
oldugunu gostermislerdir®®. Ayni grup, kardiak biyoyararlanim ve bébrek ile
karacigere guglu afiniteyi kanitlamislar; resveratroliin hem in vivo hem de in vitro
diizeyde farmakolojik olarak aktif oldugunu gdstermislerdir®”. Resveratroliin

temel biyolojik aktiviteleri tablo 3'de dzetlenmistir®?:

Tablo 3: Resveratrolin Biyolojik Aktiviteleri
RESVERATROLUN TEMEL BiYOLOJIK
AKTIVITELERI

1. LIPID PEROKSIDASYONUNUN INHIBISYONU
(LDL VE MEMBRANLAR)

2. BAKIR SELASYONU

SERBEST RADIKAL SUPURUCU ETKI

TROMBOSIT AGGREGASYONUNUN

INHIBISYONU

ANTI-INFLAMATUAR AKTIVITE

VAZORELAKSAN AKTIVITE

LiPID METABOLIZMASININ DUZENLENMESI

ANTI-KANSER AKTIVITE

OSTROJENIK AKTIVITE

nalh

A S AN

Antioksidan Aktivite

Dusuk dansiteli lipoproteinlerin (LDL) 6zelliklerinin ¢coklu-doymamis yag
asitleri ile degistirimesi aterosklerozda énemli rol oynar®. Oksidasyon, LDL
partikillerinin, apo B proteinin igerigini degistirerek, apo B/E reseptor sistemi
tarafindan katabolizmasini engeller. Boylece fenolik bilesiklerce zengin

yiyeceklerin koruyucu ozellikleri antioksidan 6zelliklerine baglanmigtir. Frankel
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ve arkadasglari, LDL’'ye trans-resveratrol eklenmesinin bakirin katalize ettigi
oksidasyonu azalttigini gdstermislerdir®®. Resveratrol etkisini esas olarak bakirla
selasyon yaparak gostermektedir®™. Resveratroliin her iki izomerinin de esit
oranda serbest radikal supurucu etkisi vardir ancak cis- izomerinin selat yapma
kapasitesi, trans- izomerinin yarisi kadardir. Resveratrol, membran lipidlerinin
peroksidasyonunu inhibe eder, LDL'nin apo B proteinini okside etmesini onler ve
apo B’nin intraseluler konsantrasyonlarini azaltir. Kolesterol sentezinin hiz
kisitlayici basamag@i olan monooksijenazi inhibe ederek kolesterol biyosentezini
azaltir’®. Resveratrol, hiicre membranlarini koruyarak yasayan hiicrelerde
oksidatif stresin zararll etkilerini azaltmaktadir®. Chanvitayapongs ve
arkadaglarinin yaptidi calismada resveratrolin antioksidan ve antimutajenik
ozelliklerinin yaninda hiicre 8limiinii de azalttigi gdsteriimistir’'. Endotelyal
hicrelerde TNF-a ile induklenen ICAM-1, VCAM-1 ve TF gen ekspresyonlarini
azaltir’?. Resveratroliin, NFkB aktivasyonunu dnleyerek endotoksinle indiiklenen
inflamasyonu azalttigi gosterilmistir. NFkB aktivasyonu, iNOS’un lipopolisakkarit
tarafindan indiiklenmesi icin gereklidir”>.

Trombosit Agregasyonunun inhibisyonu

Trombosit agregasyonu, arasidonik asitten sentezlenen eikozanoidlere
baghdir. Siklooksijenaz yolagiyla guglu bir vazodilator ve trombosit
agregasyonunu inhibe edici bir madde olan PGl, ve guglu bir agregan ve
vazokonstriktor olan TxA; sentezlenir. Ayrica lipoksijenaz yolagiyla
hidroksiasitler (HHT, HPETE, HETE) ve Iokotrienler dretilir. Kimura ve
arkadaslari, resveratrolun lipoksijenaz urunleri ve TxB, uretimini inhibe ettigini
gbstermiglerdirez. Bir baska deyigle resveratrol hem I0kosit hem de

trombositlerde arasidonik asit metabolizmasini inhibe eder.

Ostrojenik Aktivite
Resveratrol, ostrojen reseptorine baglanarak onu aktive eder ve bu
yuzden fitodstrojen olarak da bilinmektedir. Trans-resveratrol ve dietilstilbesterol

yapica benzer®’.
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Anti-Kanser Aktivite

Japonya’da Yucca schidigera ekstresi, bakteri hicrelerinde
antimutajenik etki gostermis ve ekstredeki resveratrolin hidroksil gruplarinin bu
etkiden sorumlu oldugu Dbelirtiimigtir.  Resveratrolin, karsinojenlerin
detoksifikasyonu, hucre farklilasmasinin induklenmesi, arilhidrokarbonlari
genotoksik metabolitlere metabolize eden enzimlerin inhibisyonu ve

arilhidrokarbon reseptor antagonizmasi, |6semi hucrelerinde ribonukleotid

WAF1/CIP1
reduktaz inhibisyonu, p53 ve p21 tumor baskilayici gen proteinlerinin

artisl, hicre siklusunun S ve 62 asamalarinda durdurulmasi, COX-2 inhibisyonu

gibi cesitli antimutajenik 6zellikleri vurgulanmistir®%47°,

Vazorelaksan Aktivite

Resveratrolun  vazodilatasyon  etkisinin  mekanizmalart  halen
arastirlmakla birlikte, bu etki arasidonik asit metabolizmasinin inhibisyonuna ve
NO sentezinin indiiksiyonuna bagdlanmistir’®. Vaskiler endotel, arter duvarinin
fizyolojik fonksiyonlarini surdirmesinde, vaskuler tonusun ayarlanmasi gibi,
hayati 6Sneme sahiptir’’. Endotelyal hiicreler NO ve endotelin gibi vaskiiler diiz
kaslara etki ederek arteriyal damar tonusunu ayarlayan vazoaktif maddeler
sentezler. Cesitli mediatorler ve hormonlar (asetilkolin, bradikinin, insulin) ile
aktivitesi arttirilabilinen NOS’a endotel cevabinin ateroskleroz, obesite, tip I
diabet, hipertansiyon ve hiperkolesterolemide bozuldugu gosterilmistir’®. L-
NAME ile resveratrol-bagimli vazorelaksasyonun oOnlenmesi, resveratrolun
endotelden NO salinimi yoluyla etkisini gdsterdigini gdstermistir’®. Naderali ve
arkadaslarinin domuzlarla yaptigi ¢calismada, noradrenalin veya potasyum klorur
ile kastirilmig arterlerde resveratrolun doz-bagimlh olarak hem rezistans hem de
konduktan arterlerde vazodilatasyon yaptigi ancak rezistans damarlarda bu
etkinin daha belirgin oldugu gdsterilmistir’®. Resveratroliin vaskiler etkilerinin
hem endotel-bagimli [dUsUk resveratrol konsantrasyonlarinda belirgindir ve NOS
inhibitérleri (L-NAME) ile bloke edilebilir.] hem de endotel-bagimsiz (yuksek

resveratrol konsantrasyonlarinda agiga cikar ve NOS inhibitorleri veya endotel
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hasari ile bloke edilemez.) oldugu disiniilmektedir’”®. Endotel-bagimsiz
mekanizmada, resveratrolin vazodilator etkileri olan cAMP ve cGMP yikimini
inhibe etmesi ve guanilil siklaz aktivasyonu 6ne suralmustar. Endoteli alinmis
aort parcalarinda siklik nukleotid fosfodiesteraz inhibitorlerinin dilatasyonu
indiklemesi bu fikri dogurmustur’. Resveratroliin ayrica diiz kas hiicre
membrani ile, bir membran reseptorl veya kalsiyum kanallari yoluyla, birleserek
vazorelaksan aktiviteyi indiikledigi 6ne siriilmiistiir’™.

Yapilan c¢alismalarda resveratrolin domuz trakeal duz kaslarinda
antijen ile induklenen kontraksiyonlari, izole rat aortasinda fenilefrin ile
indUklenen kasici cevabi ve izole domuz koroner arterlerinde histamin veya flor
ile indiiklenen vazokonstriksiyonu degistirdigi rapor edilmistir’".

Fang-Li ve arkadaslarinin yaptigi calismada endotel hicrelerde
resveratrolin geri-donusimld olarak K+ disa akim bUlyUukliguni arttirdidr,

++

konsantrasyon ve voltaj bagimh olarak K -bagimli buyUk-konduktan Ca

kanallarinin (BKCa) aktivitesini arttirdi§i gosterilmistir’’. Yazarlar resveratrolle-
induklenen BKCa kanal aktivasyonunu, kanalin acgik ve kapali kalma surelerindeki

kisalmaya baglamiglardir. BKCa kanal aktivasyonunun yarattigi membran

hiperpolarizasyonu ve takiben K diga akiminin yarattigi myoendotelyal aralikta

+
K konsantrasyonunu arttirarak vaskuler miyositleri hiperpolarize akiminin
etkilenmedigini gorerek vazodilator etkinin Ostrojen reseptorlerinden bagimsiz
oldugunu ileri strmislerdir’’. Yazarlar, resveratroliin dstrojen agonist etkisini

g6z onlne alarak, bir 6strojen reseptoér antagonisti olan tamoksifen kullanmiglar

ve disari K akiminin etkilenmedigini gorerek vazodilator etkinin Ostrojen

reseptorlerinden bagimsiz oldugunu ileri siirmiislerdir’".
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2.5. iISKEMi VE REPERFUZYON HASARININ KLiNiK YANSIMALARI

iskemi-reperflizyon hasari giinimuzde klinik olarak kalp ve beyin basta
olmak Uzere tum organlarin iskemik durumlarini takip eden, 6rnegin stent
uygulamasi, anjioplasti ya da fibrinolitik tedavi sonrasi reoksijenasyonunda,
viseral dokularin allotransplantasyonunda, hemorajik sokta, plastik cerrahide
replantasyon ve mikrovaskliler flep cerrahisinde karsimiza cikmaktadir’®.

Nekrotizan enterokolit, inflamatuar barsak hastaliklari, pull-through
ameliyatlari, strangule herniler, serbest pedikulli barsak flebi kullanimi ve
barsak transplantasyonu durumlarinda da iskemi/reperflizyon hasari
olusabilmektedir. Bu patolojilerden, klinik olarak siklikla karsimiza ¢ikan
nekrotizan enterokolit, yenidogan doneminde Ozellikle prematirlerde gorulen
tibbi ve cerrahi bir sorundur. Yuzyili agkin klinik birikim ve literaturler ile modern
anlamda ilk raporlarin yayinlandigi 1965’ten ginimuze kadar, hala patogenezi
tam olarak aciklanamamis, onlem tedbirleri tartismali, morbidite ve mortalite
acisindan onemli bir problemdir.

ik olarak 19. ylizyilda tanimlanmistir. Tutulum bolgesi siklikla terminal
ileumdur. intestinal iskeminin baglamasinda tetigi ceken faktérlerin neler oldugu
hendz tam aciklik kazanmamistir; ancak faktorlerin ulastigr ortak yol intestinal
iskemidir.

ABD’de NEK insidansi, her 1000 canli dogumda 1-3, yenidogdan yogun
bakim Unitelerinde yatan yenidoganlarda da %0.8-8, ortalama % 2-4
arasindadir. Ancak gergek insidansinin bunun ¢ok daha Uzerinde oldugu
saniimaktadir. NEK genellikle posnatal 10. gunden ve Ozellikle de enteral
beslenme bagladiktan sonra ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle populasyon ilk
glnlerde dlen bebekler hari¢ tutularak sadece enteral beslenen bebeklerden
olusturuldugunda NEK sikhigi %15e c¢ikmaktadir. Prematirite insidansinin
disuk oldugu Ulkelerden Japonya’da yapilan ¢ok merkezli bir calismada NEK
sikligr %0.3 bulunmustur.
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Semptomlar bebeklerin %90’inda yasamin ilk 10 ginu icinde ortaya
cikar. Premature bebeklere nazaran miadinda dogmus bebeklerde semptomlar
daha erken ortaya c¢ikmaktadir. Hastallk ne kadar erken ortaya c¢ikarsa
komplikasyon ve mortalite orani o kadar ylksek olmaktadir.

Cok sayida klinik ve deneysel calismaya ragmen NEK patogenezi
gizemini surdurmektedir. Hastaligin ortaya cikisindan barsak mukozasi kan
akimini azaltan durumlarin, hipoksinin, prematur bebegin barsak motilitesindeki
bozuklugun ve immatur bir mukozal bariyere sahip olmasinin, hiperozmolar
beslenmenin ve bazi enfeksiyon ajanlarinin sorumlu oldugu saniimaktadir.
Ancak benzer kosullarda bulunan pek ¢ok baska yenidoganda NEK’in neden
ortaya ¢ikmadigi bilinmemektedir.

Etiyopatogenezinde birgok risk faktori mevcuttur.

indirekt Risk Faktorleri:

Vazospazm — Dalma refleksi, umblikal arter kateterizasyonu, hipotermi, sok
Tromboz — Exchange transflizyon, polisitemi, trombositoz,

Hipovolemi — Hipotansiyon, asfiksi, PDA, RDS

Direkt Risk Faktorleri:
Bakteriler, viruslar, hipertonik beslenme.

Yukarida belirtilen risk faktorlerine ragmen son yillarda hic mama
verimemis ve hatta Dbelirgin iskemik problemlere maruz kalmamis
prematurelerde de NEK izlenmesi acaba patogenezde degismesi gereken
Ozellikler mi var konusunu gundeme getirmistir. Yeni epidemiyolojik ¢alismalar
NEK icin primer faktorin prematirite oldugunu ortaya koymaktadir. GUinuimuzde
de mortalite ve morbiditesi yuksek seyreden, nekrotizan enterokolit ile ilgili daha

¢cok arastirmaya ihtiyag vardir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari
Deney, Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu
onayi alindiktan sonra agirliklari 180-220 gr arasinda degisen, Wistar albino

cinsi, 35 erigkin erkek sigan uzerinde gergeklestirildi.

3.2. Deney Gruplari

Siganlar randomize olarak 5 esit gruba ayrildi (Tablo 4).

Tam gruplarda 1 saat reperfizyon yapildi ve deney sonunda denekler
sakrifiye edilerek 3 cm.lik terminal ileal segment histolojik inceleme igin alind1.

Tablo 4: Gruplar

Gruplar Sayi1 | Yapilan islem + Uygulanan ilag

Grup 1 7 Laparotomiyi takiben superior mezenter arterin (SMA)

eksplorasyonu yapilarak kontrol grubu olarak ayrildi.

Grup 2 7 SMA buldog klemp ile oklize edilerek batin kapatildi ve 30 dakika
beklendi. Ardindan batin tekrar eksplore edilerek buldog klemp
acildi  ve reperfizyon uygulandi. Reperfuzyon sonrasi
intraperitoneal yoldan 10 ng/kg dozdan Resveratrol uygulandi.

Grup 3 7 SMA buldog klemp ile oklize edilerek batin kapatildi ve 120
dakika beklendi. Ardindan batin tekrar eksplore edilerek buldog
klemp agildi ve reperfiuzyon uygulandi. Reperflizyon sonrasi

intraperitoneal yoldan 10 ng/kg dozdan Resveratrol uygulandi.

Grup 4 7 SMA buldog klemp ile oklize edilerek 30 dakika beklendi.
Ardindan batin tekrar eksplore edilerek buldog klemp acildi ve

reperfuzyon uygulandi.

Grup 5 7 SMA buldog klemp ile oklize edilerek 120 dakika beklendi.

Ardindan batin tekrar eksplore edilerek buldog klemp acildi ve
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reperflizyon uygulandi.

3.3. Deneysel islemler

Deneysel islem, Ege Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuari’nda gercgeklestirildi. Hayvanlara anestetik induksiyon icin
ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) intramuskuler olarak verildi. Denekler
oda havasi soludular. Siganlar supin pozisyonda iken ekstremiteleri zemine bant
ile tespit edildi. Sican karin bolgesi tiras edildikten sonra povidon iodin

emdirilmis steril gazli bez ile temizlendi. (Sekil 6)

Sekil 6: Supin pozisyonda zemine bant ile tespit edilen siganlar
S

Steril kosullarda, ortalama 5 cm. uzunlugunda, median laparotomi
insizyonu yapilarak batina girildi (Sekil 7).

Sekil 7: Median laparotomi insizyonu yapilan siganlar
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Batin eksplore edilerek ileogekal valv ve superior mezenterik arter
ortaya kondu. (Sekil 8)

Sekil 8: ileogekal valv ve superior mezenterik arter eksplorasyonu

e p-‘ SR e “F_. - s

Ardindan buldog klempler yardimiyla superior mezenterik arter oklize
edildi. (Sekil 9)

Sekil 9: Superior mezenterik arter oklliizyonu
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Bagirsaklar batin igine redikte edildi ve batin kapatildi. (Sekil 10)
Sekil 10: Bagirsaklarin batin igine redikstyonu ve batinin kapatiimasi

iskemik hasar olusturulmasi amaciyla grup 2 ve 4 icin 30 dakika ve
grup 3 ve 5 icin 120 dakika beklendi. Ardindan batin tekrar eksplore edilerek
buldog klempler acildi ve reperflizyon saglandi. Bu arada grup 2 ve 3’e 10
ng/kg dozdan intraperitoneal yolla resveratrol uygulamasi yapildi. Yaklasik 60
dakika slren reperflizyon sonrasi batin tekrar eksplore edilerek terminal ileum
ortaya kondu. (Sekil 11)
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Sekil 11: Superior Mezenterik Arter'in Reperfizyonu

PR T ST T

Deney sonunda denekler sakrifiye edilerek yaklasik 3 cm.lik terminal

ileal segment histopatolojik inceleme igin alindi. (Sekil 12)

Sekil 12: Yaklasik 3 cm.lik terminal ileal segmentin eksizyonu
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3.4. Histolojik Degerlendirme

Denekler deney sonucunda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Her

bir gruptan alinan ileum 6rnekleri direkt %10’ luk formalin sollisyonu igerisinde
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24-48 saat sure ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu.
Alinan kesitler dokunun morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin ile
boyanir iken, diger kesitler apoptotik hucrelerin belirlenmesi icin  TUNEL
yontemi, doku enflemasyon mekanizmalarin agiklanabilmesi i¢cin TNF-a, IL-1,

IL-6 ve IL-8 dagilimlari indirekt immunoperoksidaz teknigdi ile incelendi.

3.4.1. Parafin doku takibi

Tespit edilen ileum 6rnekleri, fiksatiflerin uzaklastiriimalari amaciyla 1
gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 15’er dakika
%60’dan %95’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 15 dakika 1:1
oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 15’er dakika iki
degisim ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etlv icersinde 15 dakika 1:1 oraninda
ksilen-parafin uygulanip 30’ar dakika parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra

dokular parafin bloklar icerisine gdmduldu (Tablo 5).

Tablo 5: Parafin doku takibi

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
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Fiksatifin uzaklastirlmasi  Akar su 1 gece

Dehidratasyon % 60 etil alkol 15 dk
% 70 etil alkol 15 dk
% 80 etil alkol 15 dk
% 95 etil alkol 15 dk
% 95 etil alkol 15 dk
Seffaflagtirma Ksilen — Alkol 15 dk
Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
Emdirme %60 C etlv Ksilen parafin 15 dk
Parafin 30 dk
Parafin 30 dk
Gomme Parafin

3.4.2. Hematoksilen-Eozin boyamasi:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5y’ luk parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’ lik etlivde birakildiktan sonra,
30’ ar dakikalik iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidrasyon iglemi igin
%95’ den %60’ a azalan oranlarda alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dk akar
su altinda yikandi. 2 dk hemotoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklastiriimasi icin 5 dk akar suda yilkanma yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve
%95’ lik alkol serilerinde gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma
amaciyla 30’ ar dk iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 6).

Tablo 6: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem Madde Siire
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Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Boyama
Yikama
Diferansiyasyon
Boyama

Yikama

Seffaflastirma

Kapama

60°C etlivde

Ksilen
Ksilen
% 95 alkol
% 80 alkol
% 70 alkol
% 60 alkol

Akar su

Hematoksilen

Akar su
Asit alkol
Eosin
Akar su

% 80 alkol
% 95 alkol
Ksilen

Entellan

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
5 dakika
2 dakika
5 dakika
2-3 saniye
1 dakika
5 dakika
1 dakika
1 dakika

1 saat

3.4.3.TUNEL Boyamasi:
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Bu teknik icin Dead-End Colorimetric TUNEL system kiti (Apoptag,
Peroksidase Insitu Detection Kit, 90419, Chemicion, Temecula, CA) kullanildi.
Kesitler boyama igin bir gece 60°C’ lik etlivde tutulduktan sonra, 30’ ar dk iki
degisim ksilen ile seffaflastira iglemi gerceklestirildi. Ardindan azalan derecede
alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak fosfat tampon soliusyonunda (PBS:
Posphate buffer solution) 5 dk yikandi. Daha sonra oda sicakhginda 15 dk 20
pg/ml proteinase K ile inkiibe edilen kesitler 3 defa 5’ er dk PBS ile yikandi.
Endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik H2O2 (TA-015-
HP, Lab vision, Fremont, CA) uygulanan kesitler PBS ile oda sicakhdinda 10
dakika yikandi. Equlibration tampon solusyonu ile oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edilen kesitler, TdT enzimi ile 37 °C de 1 saat bekletildi. Kontrol boyama
kesitleri TdT enzimi konmayip, sadece reaksiyon solusyonunda bekletildi. Daha
sonra kesitler oda sicakhiginda 10 dakika tampon solUsyonu ile, 3 defa 5er
dakika PBS sollsyonu ile yikandi. Anti-digoxigenin konjugat sollisyonu ile 30
dakika oda sicakhginda inkiibe edilen kesitler 4 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.
TUNEL reaksinonun gorunurlugunu saptamak amaci ile kesitler 5 dakika
diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's
hematoksilen ile artalan boyamasi saglanan kesitler %80 ve %95’lik alkollerde
dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile
kapatildi. TUNEL pozitif hicre sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda
Image-Pro Plus 5.1.2 huce sayim programinda her gruptan her bir denkten
alinan kesitlerde en az 5 farkli alanda boyali ve boyanmayan hucreler

belirlenerek sayim yapildi (Tablo 7)

Tablo 7: TUNEL boyamasi
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islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini cizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Proteinaz K solusyonu 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
% 3’luk hidrojen peroksit 5dk
Yikama PBS 3x5 dakika
Tamponlama Equilibration tampon sol. 5 dk
Primer antikor Enzim solusyonu 37°De 1 saat
Yikama PBS 3x5 dakika
Anti-digoxigenin konjugat 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB boyasi 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit boyama Mayer hematoksilen 4 dakika
Islem Madde Sire
Dehidratasyon %80- %90’lik alkol serileri 2 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 30 dakika

Kapama

Entellan
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3.4.4. indirek immunohistokimya boyamasi:

Alinan ileum kesitleri immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60° C’lik
etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflagtirma
islemi gercgeklestirildi. Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Dakopen (IM3580,
Immunotech, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin solUsyonu i¢inde oda
sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dk %3’ltik H2O, uygulandi. 3 defa 5’er dakika PBS; ile yikanan
kesitler 1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile
muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar anti-TNF-a (HP8001, Hycult Biotechnology, Uden
The Netherlands), anti-IL-1B8 (sc-7884, Santa Cruz, California, USA), anti-IL-6
(ab6672, Abcam, Cambridge, UK) ve anti-IL-8 (HO000357-M05, Abnova, ...) ile
bir gece inkube edildi. Ertesi gun tampon solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler,
biotinylated anti-mouse ve anti-rabbit, conjugated streptavidin-horsedish
peroxidase solUsyonlari ile (KP-500, Universal Phosphatase Kit, Diagnostic
BioSystems, Pleasanton, CA, USA) 30’ar dakika boyandi. Her bir ikincil antikor 3
defa 5%er dakika tampon soliisyonu ile yikandi. immunohistokimyasal
reaksiyonun gorunurliguint saptamak amaciyla kesitler DAB ile 5 dk boyandi.
Mayer's hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany ) ile artalan
boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma
medyumu (H701, CC/Mount, Universal Phosphatase Kit, Diagnostic
BioSystems, Pleasanton, CA, USA) ile kapatildi (Tablo 8).
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Tablo 8: indirek immunohistokimyasal boyama

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
%3’lik hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon Bcl-2, p53, Bax 2 saat, 4°de
Yikama PBS 3x5 dakika
ikincil antikor 30 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama AEC 5 dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Kapatma maddesi
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3.4.5. istatistiksel Degerlendirme

Renk ayrimi kullanilarak sayim yapilan histolojik kesitlerde TUNEL
sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda her bir alanda gorulen
hucrelerden 100 hicre sayilarak, bunlardan kaginin pozitif olduklari sayildi. Bu
sayim islemi, her bir 6rnekte farkh 5 alanda sayilarak degerlendirildi. Elde edilen
deger % olarak verildi.

immunohistokimyasal degerlendirme yine iki farkl histolog tarafindan
ayri zamanlarda incelenerek ¢ok zayif (-/+), zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++)
olarak degerlendirildi. Veriler nonparametrik ANOVA testi kullanilarak
karsilastirildi. Mean+SEM olarak verilen degerlendirmelerin karsilastiriimasinda

p< 0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histokimyasal inceleme

ileum dokusunun histolojik yapisi incelendiginde, (¢ tabakadan
olustugu gozlenmektedir; Tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika
adventisya. Tunika mukoza tabakasinin epitelyum ve lamina propriadan
olustugu gozlenmektedir. Tum gruplarin epiteli incelendiginde tek kath prizmatik
epitelyum ile doseli oldugu ve tum gruplarda normal yapisini korudugu
g6zlenmektedir. Bununla beraber epitelyum tabakasinda goblet hicreleride
secilmektedir. Epitel villus ve kriptalardan olugsmaktadir. Tum gruplarda
villuslarin parmaksi ¢ikintilar seklinde oldugu ve kriptalarda da intestinal bezlerin
varligi tespit edildi. Lamina propria tabakasi bag dokusu elemanlarindan
olugsmaktaydi. Bununla beraber peyer plaklarinda normal yapida gézlendi. Higbir
grupta lamina propria tabakasinda PNL infiltrasyonu gbzlenmedi. Tunika
muskularis tabakasi ise tum gruplarda icte sirkuler, dista longitudinal sekilde
duzenlendigi ve tum gruplarda normal yapisini korudugu goézlenmekte idi.
Tunika adventisya tabakasi da bag dokusu elemanlarindan olusmus olup tim

gruplarda normal olarak izlendi (Sekil 13).
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Sekil 13: Tum gruplara ait ileum 6rneklerinin histokimyasal olarak
degerlendirilmesi. Hematoksilen-Eozin.

Gruplar ‘ X200 ] X400

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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4.2.TUNEL Teknigi ile inceleme

TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) boyamasi ile
yapilan apoptotik hicrelerin belirlenmesi ¢alismasinda, TUNEL pozitif hicreler
cekirdekleri kahverengi boyali olarak gozlenen hucrelerdir. Tam gruplarda
apoptotik hucrelerin hem epitel hem lamina propriada oldugu gozlendi.
Epiteldeki apoptotik hucrelerin hem villus hem de kriptada bulunan hucrelerde
oldugu saptandi. Bununla beraber lamina propridaki apoptotik hicre sayisinin
tum gruplarda epiteldeki apoptotik hicre sayisindan daha az oldugu gozlendi.
30 dakika klempten sonra Resveratrol uygulanan grup (grup 2), sadece 30 dk
klemp uygulanmis gruplar karsilastirildiginda (Grup 4) TUNEL pozitif hicre
sayisinin daha az oldugu izlendi. Bununla beraber 120 dakika klempten sonra
Resveratrol uygulanan grup (grup 3), sadece 120 dk klemp uygulanmis grup ile
karsilastirildiginda (Grup 5) ise yine TUNEL pozitif hlcre sayisinin daha az
oldugu gdézlendi. Bununla beraber 30 dk klemp uygulanan gruplar ile (Grup 2,ve
Grup 4), 120 dakika klemp uygulanmis gruplar ile karsilastirlldiginda (Grup 3 ve
Grup 5) TUNEL pozitif hicre sayisinin 120 dakikalik gruplarda daha fazla
oldugu gozlendi (Sekil 14). Her bir alandaki hicreler sayilip, istatistiksel analiz
yapildiginda, TUNEL pozitif htiicre sayisinin Grup 1'de % 4.0 + 0.52, Grup 2'de
% 12.83 £ 0.60, Grup 3'de % 34.17 £ 1.56, Grup 4'de % 39 + 1.44 ve Grup 5'de
% 43.5 £ 1.80 hesaplandi. Tum sonuglar Tablo 9'da verilmistir. Elde edilen
degerler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda ise, Grup 4 degerlerinin grup 3 ve
5 degerleri ile arasinda istatistiksel olarak anlamli olmadigi (P>0.05), tim diger
verilen karsilastirimasinda ise istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.001)
saptandi. Sham grubunda TUNEL pozitif hlicre sayisi en az olmasi ve diger
gruplar ile olan verilen degerlendiriimesinde, ¢alisma gruplarinda TUNEL pozitif
hdcre sayisinin artmis oldugunda istatistiksel olarak desteklemektedir. Bununla
beraber Resveratrol uygulanan 30 dk klemp uygulanmis grupta TUNEL pozitif
hicre sayisinin Resveratrol uygulanmamis gruba oranla daha fazla oldugu ve

bunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmigtir. Fakat 120 dakika
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klemp uygulanan grupta Resveratrol tedavisinde TUNEL pozitif sayisi artmis
olarak gorulmesine ragmen, Resveratrol uygulanmamis grupta TUNEL pozitif
sayisi daha da fazladir. Buda goOstermektedir ki Resveratrol uygulanmasi
apoptotik mekanizmay! durduramasa bile, bir miktar azaltmistir, ayrica erken
dénemdeki etkisi uzun doneme oranla daha fazladir ve gecikmis bir apoptozise

neden oldugu dusunulmustar.

Tablo 9: Gruplarin Karsilastirmal istatistiksel Sonuclari

Karsilastirilan Gruplar (Apoptozis) istatistiksel Anlamlilik
grup 1 -grup 2 *** P<0.001
grup 1 -grup 3 *** P<0.001
grup 1-grup 4 *** P<0.001
grup1-grup 5 *** P<0.001
grup 2 - grup 3 *** P<0.001
grup 2 - grup 4 *** P<0.001
grup 2 - grup 5 *** P<0.001
grup 3 - grup 4 ns P>0.05
grup 3-grup 5 *** P<0.001
grup 4 - grup 5 ns P>0.05

Tablo 10: ileum érneklerinde TUNEL boyamasi sonucunda pozitif

hiicre oranlari

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V
TUNEL % |4.0+£052|1283+0.60| 3417 39+1.44 | 43.5+£1.80
1.56

Grup 3 degerinin Grup 4, Grup 4 degerinin de Grup 5 ile
karsilastirlmasi sonucunda istatistiksel anlam gozlenmez iken (P>0.05), diger

tum verilen kargilastiriimalari istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bulunmustur.
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Sekil 14: Tum gruplara ait ileum orneklerinin TUNEL teknigi ile
degerlendirilmesi.

Gruplar

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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4.3.immunohistokimya Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Deneysel iglem sonucunda ileum  orneklerindeki  apoptotik
mekanizmanin yani sira sitokin salinimi agisindan TNF-a, IL-18, IL-8 ve IL-6 ve
IL-10 dagilimlarina bakildi.

TNF-a Dagilimi: Tum gruplarda TNF-a dagiliminin pozitif oldugu
gozlendi. TNF-a immunoreaktivitesinin esas olarak epitelyum tabakasinda
oldugu, lamina propriada ise yer yer bazi hucrelerde oldugu saptandi. Bununla
beraber peyer plagindaki hicrelerde de yer yer pozitif oldugu izlendi. Grup 1 de
immunoreaktivite siddeti orta siddette iken (++), grup 2 ve 3'de TNF-a
immunoreaktivitesinin orta siddette (++), yer yer ise kuvvetli pozitif (+++) oldugu
gOzlendi. Grup 4’de TNF-a immunoreaktivitesinin grup 2 ve 3 ile benzer iken,
grup 5 de TNF-a immunoreaktivitesinin tum alanlarda kuvvetli pozitif (+++)
oldugu saptandi. (Sekil 15).
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Sekil 15: Tim gruplara ait ileum 6rneklerinde TNF-a dagilimi. X400

Gruplar X200
Grup 1 N\

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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IL-18 Dagilimi: IL-1f3 immunoreaktivitesinin tim gruplarda hem Tunika
mukoza hem de Tunika muskularis tabakasinda oldugu gozlendi. Grup 1'de IL-
18 immunoreaktivitesinin her iki tabakada da orta siddette (++) yer yer ise zayif
siddette (+) oldugu izlendi. Grup 2 de ise IL-1B immunoreaktvitesinin hem
tunika mukoza hem de tunika muskularis tabakasinda orta siddette (++), yer yer
siddetli pozitif (+++) oldugu goézlendi. Grup 3’de IL-18 immunoreaktvitesinin
grup 1 le benzer oldugu yer yer zayif siddette (+) yer yerde orta siddette oldugu
(++) gozlendi. Grup 4 de ise IL-1B immunoreaktivitesinin tunika mukoza
tabakasinda orta siddette (++) iken, tunika muskularis tabakasinda negatif (-)
oldugu gozlendi. Grup 5 de ise IL-1 immunoreaktivitesinin her iki tabakada da

gOzlendigi ve orta siddette (++) oldugu saptandi. (Sekil 16).
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Sekil 16: Tum gruplara ait ileum orneklerinde IL-1B8 dagilimi. X400

Gruplar | X200 X400
Grup1 || .

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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IL-8 Dagihmi: IL-8 immunoreaktivitesinin tUm gruplarda zayif siddette
(+) hatta negatif (-) olarak gbzlendi ve immunoreaktivitenin esas olarak lamina
propriada bulunan hucrelerde oldugu, tunika mukoza ve tunika muskularis
tabakalarinin esas olarak negatif oldugu izlendi. Grup 1 de IL-8
immunoreaktivitesinin negatif oldugu, Grup 2 ve Grup 5'de zayif siddette (+)

oldugu, Grup 3 ve Grup 4’de ise negatif (-) oldugu gdézlendi (Sekil 17).
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Sekil 17: Tum gruplara ait ileum orneklerinde IL-8 dagilimi. X400

Gruplar | X200 X400
Grup 1 W L 3 W,

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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IL-6 Dagihmi: IL-6 immunoreaktivitesinin tUm gruplarda pozitif oldugu
izlendi. immunoreaktivitenin ise hem tunika mukoza hem de tunika muskularis
tabakasinda bulunan hdcrelerde oldugu saptandi. Grup 1'de IL-6
immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif (+++) oldugu izlenir iken, grup 2 ve 3'de
immunorektivitenin bir miktar azaldigi ve orta siddette oldugu (++) saptandi.
Grup 4 ve Grup 5de de IL-6 immunoreaktivitelerinin kuvvetli pozitif oldugu
izlendi (Sekil 18).
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Sekil 18: Tum gruplara ait ileum orneklerinde IL-6 dagilimi. X400

Gruplar X200 - X400
Grup 1 A z ' i IR, W

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5
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Tam gruplara ait immunohistokimyasal dagiimlar Tablo 10'da

Ozetlenmistir.

Tablo 11: Tum gruplara ait ileum o6rneklerinde TNF-a, IL-183, IL-8 ve

IL-6 dagihmlarinin immunohistokimyasal olarak karsilastirimali sonuglari

ileum Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
TNF-a ++ ++ ++ ++ +++
Yer yer Yer yer Yer yer +++
+++ +++
IL-1B ++ ++ ++ ++ ++

Yer yer + Yer yer Yeryer + | T. muskularis

+++ (-)
IL-8 - + - - +
IL-6 +++ ++ ++ +++ +++

Bu sonuglar dogrultusunda, klemp uygulanan gruplarda erken
dénemde (Grup 4) IL-8 haricinde tiUm diger sitokinlerin salinimlarinin oldugu,
ge¢ dénemde ise IL-8 immunoreaktivitesinin de pozitif oldugu gézlendi. Bununla
beraber Resveratrol tedavisi ile birlikte TNF-a immunoreaktivitesinin kontrol
grubuna oranla bir miktar arttigi, IL-1B ve IL-8 immunoreaktivitelerinin erken

donemde artig gosterdigi saptanmistir.
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5. TARTISMA

Nekrotizan enterokolit, inflamatuar barsak hastaliklari, pull-through
ameliyatlari, strangule herniler, serbest pedikulli barsak flebi kullanimi ve
barsak transplantasyonu durumlarinda iskemi/reperfuzyon hasari
olusabilmektedir. iskeminin dokulara ve yara iyilesmesine olumsuz etkileri iyi
bilinmektedir. ince barsaklarda 20 dakikadan kisa siiren bir iskemi mukozada
anlamli bir degisiklik yapmazken iki saatten uzun suren bir iskemi transmural
nekroza kadar giden kalici hasara neden olabilmektedir’®. Reperfiizyonun
dokular Uzerinde, Oncesindeki iskemiden daha fazla zararlh oldugunu ve bu
zararlarin reperfiizyon siiresi arttikga biyiidigini bilmekteyiz®°.

Parks ve arkadaslari, 20 dakikalik strangllasyon iskemisine maruz
birakilan ratlarda mukozal hasar saptamamistir. 20 dakikanin uzerinde Vvillus
hasari, 60 dakikay! asan strangulasyonda transmukozal hasar, 8-12 saatlik total
veya totale yakin iskemide ise transmural gangren gelistigini gérmuslerdir. 20
dakikanin altinda veya 8-12 saatlik surenin Uzerindeki iskemilerde
reperflzyonun iskemik hasari arttirdigina dair veri olmadigini, en belirgin
hasarin 40-60 dakikalik iskemi-reperfiizyonla gelistigini ifade etmektedirler®' .

Parks ve Granger, mezenterik iskemi ve reperfuzyon tablosunda,
reperfizyon sirasinda olusan doku lezyonlarinin, iskemi sirasinda olusanlardan
daha bilyiik oldugunu bildirmislerdir®. ince barsagin iskemi ve reperfiizyonu,
mukozal bariyerin bozulmasina, bakteriyel translokasyona, inflamatuar
cevaplarin aktivasyonuna, dokularin su, elektrik yuk ve asit-alkali dengelerinde
degisimlere yol acar®. Bakteriyel translokasyon, bakterilerin intestinal mukoza
tabakasini gegerek mezenterik lenfatiklere, diger organ ve dokulara
yayllmasidir. Bakteriyel translokasyon tablosu, bakterilerin ilk defa barsak duvari
ile temasi demektir ve bu da tek basina sitokin Uretimi ve inflamatuar cevabi
indUkler. Bakteri bir kez mukozay! penetre ettigi zaman, dolasim sistemi ile uzak
organlara gidebilir. Cerqueira ve arkadaslarinin yaptigi isaretlenmis bakterilerin
kullanildigi  hayvan c¢alismasinda, farelerde bakteriyel translokasyonun
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mezenterik reperflizyonu takiben 24 saat sonra belirgin hale geldigi bildirilmistir;
bu da bize zamanin translokasyon igin dnemli bir faktér oldugunu gésterir®.

1990l yillarda iskemi-reperfizyon hasarinin sistemik etkilerinin oldugu
ve sistemik bir inflamatuar cevaba yol actigi kabul edilmistir®. 2000'li yillara
gelindiginde uzak organ ve intestinal iskemi-reperfuzyon, mukozal hasara neden
olmakta ve intestinal doku bu durumdan olumsuz etkilenmektedir®®.

Reperflize olan barsakta agiga ¢ikan serbest oksijen radikalleri zararl
etkilerden sorumludur. Serbest oksijen radikallerinin énemli bir kaynagi ksantin
oksidaz enzimidir. Post-iskemik durumda polimorfonikleer I6kositler de
icerdikleri myeloperoksidaz enzimi ile iskemi reperfizyon hasarinda rolu olan
serbest oksijen radikallerinin olusumuna katkida bulunurlar®®.

iskemi/reperfiizyon siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin fazla miktarda
olustugu ve bunlarin da Ozellikle reperfuzyonda arttigi, bu nedenle intestinal
doku hasarinin da reperfiizyonda gelistigi ileri stirtilmektedir®’. iskemi sirasinda
oksidatif mekanizmalarin devreye girmesi bu Kklinik problemin ¢éziminde
antioksidan sistemin Kilit rol oynayabilece@ini disundurmus ve konuyla ilgili
bircok deneysel calisma yapilmigtir38:899091.92

Augustin ve arkadaslari, vitamin E'nin intestinal iskemi/reperflizyon
sonrasi notrofil birikiminin sebep oldugu serbest radikal olusumunu onledigi ve
lipid peroksidasyonunu azalttigini gostermislerdir. Yine bu calismada intestinal
iskemi/reperfuzyon sonrasi 15 kat artan miyeloperoksidaz ( MPO ) aktivitesini
Vitamin E'nin normal diizeyine yaklastirdigi bulunmustur®®. Schmeling ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, sodyum diklofenak (DS)'in ise iskemik dokuda
ATP'nin sentezlenememesi ile olusan hasarlar, 6zellikle MPO aktivitesini,
azaltarak bir koruyucu etki gésterdigi bulunmustur®®.

Kafeik asid fenetil ester® ve pentoksifilin® 'in antioksidan karakteri ile
ilgili arastirmalarda bu maddelerin intestinal iskemi-reperfizyon hasarini
Onledigi, antioksidan enzim aktivitelerindeki artis ve lipid peroksidasyonundaki
dugus ile gosterilmistir. Diger bir caligmada ise melatonin intestinal dokuda

iskemi sonrasi olusan lipid peroksidasyonunu azalttigi gdsterilmistir®.
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Melatonin pineal bezden salgilanan endojen bir hormondur. Melatonin'in
en Onemli 6zelliklerinden biri lipofilik olmasidir. Dolayisiyla hucrenin hemen
hemen butun organellerine ve hiucre gekirdegine ulasabilir. Boylece ¢ok genis bir
dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatonin'in serbest radikal supurici
Ozelliginin yaninda hucrenin total antioksidatif savuma sistemini guclendirdigi de
ileri srilmektedir®®°*.

Bu deneysel c¢alismalarin 1siginda patofizyolojisinde iskemi ve
reperfizyon hasarinin rol oynadigi nekrotizan enterokolit gibi hastaliklarda,
reperfizyon hasarini engelledigi deneysel olarak ispatlanmis antioksidan
ajanlarin, tedavide ve proflakside kullanilabilecedi disunulmektedir.

Nekrotizan Enterokolit, daha oOnceki bolimlerde de deginildigi gibi,
klasik olarak prematur ve dusuk dogum agirlikli bebeklerde siklikla ortaya gikan
ve barsaklarin kismi veya tam iskemisi ile karakterli Gnemli bir gastrointestinal
hastaliktir. ik olarak 19. ylzyilda tanimlanmistir. Tutulum bdlgesi siklikla
terminal ileumdur. intestinal iskeminin baslamasinda tetigi ceken faktérlerin
neler oldugu henliz tam acgiklik kazanmamistir; ancak faktorlerin ulastigi ortak
yol intestinal iskemidir''®.

NEK vyenidogan periyodunda en sik gorilen gastrointestinal
problemdir®. Insidansi iilkeden (ilkeye, hastaneden hastaneye degismektedir.
Cok merkezli calismalarda 100 canli dogumda 0.3 ile 2.4 arasinda degisen
oranlarda bildirilmektedir. Nekrotizan Enterokolit sikligi, yenidogan yogun bakim
unitelerindeki hastalarin %1-5’i kadardir. Esas olarak prematire bebeklerde
gorulmekle birlikte, NEK gelisen bebeklerin %10’unu zamaninda dodan bebekler

olusturmaktadir®%93.97:98.99

. Dusuk gestasyonel yastaki yenidoganlarda, siklik
belirgin derecede artar. Vakalarin %62-94’Un0 prematire bebekler olusturur.
Gestasyonel yas ve dogum agirhigi dustikce hastaliga yakalanma orani
artmaktadir. Wilson ve arkadaslar’® 148 NEK’li hastay! degerlendirmisler ve en
yuksek oranlarin 1000 gramin altindaki bebeklerde oldugunu goérmusglerdir

(%42). Dogum agirigi 1000-1500 gram arasindaki bebeklerde %39.0, 1501-
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2000 arasindaki grupta %3.8, 2500 gramin uUstundeki bebeklerde ise % 0.11
oraninda NEK saptamislardir.

Hastaligin baglangic zamani genellikle 3-10. gunler arasinda olmakla
birlikte, 24. saatte veya 3.ayda bildirilen Nekrotizan Enterokolit vakalari
bulunmaktadir. Nekrotizan Enterokolit her iki cinste de esit oranlarda
gorulmektedir, ancak gram pozitif ve gram negatif neonatal sepsis oraninin
erkek yenidoganlarda daha fazla oldugu bildiriimektedir. NEK hastalidi igin
yoresel ve sosyoekonomik farkliligin énemi gdsterilememistir'”.

Nekrotizan enterokolitin etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak
yillardir NEK patogenezindeki en dnemli faktorin mezenter iskemisi oldugu ileri
surtlmektedir. Dalma refleksi (kalp ve beynin selektif olarak refleks dolagim
santlariyla perfuzyonunun saglanmasi) selektif olarak splenik iskemiye yol agar.
Premature bebekler, hipoksi, asidoz, hipotansiyon, hipotermi, umblikal
kateterizasyon gibi yenidoganin barsak hasarinin patogenezinde rol oynayan

102103104 " jskemi sonrasi gelisen reperfiizyon

onemli faktérlere maruz kalir
evresinde, yapimi artan serbest oksijen radikalleri, timor nekrotizan faktér-alfa
(TNF-alfa), trombosit aktive edici faktor gibi inflamatuvar mediatorlerin intestinal
mukozal zedelenmeyi daha da arttirarak Ulserasyon ve nekroz olusturduklari
disunulmektedir. Deneysel calismalarla da TNFalfa ve trombosit aktive edici
faktoriin (PAF) NEK patogenezindeki rolii gosterilmigtir'®>106.107.108.109

Enteral beslenmeye hizli ve erken gecis, enterik kan akiminda ve
mukozanin oksijen ihtiyacinda artmaya neden olmaktadir. Stoll ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, NEK gelisen bebeklerin %90-95’inde enteral
beslenmenin major rol oynadigi gérilmistir'™®. Tamamen sindirilemeyen
mamalar, gastrointestinal sistemde bakteri proliferasyonu i¢in substrat gorevi
yaparak NEK gelisimine zemin hazirlarlar. Besinlerin emilimi sirasinda
bagirsaklari etkileyen metabolik ihtiyacin artmasi, hipoksik iskemik stres,
immatir vaskuler dizenleme kapasitesi, immatlir immdn sistem ve
gastrointestinal dismotilite doku hipoksisine yol acar ve takiben bakteriyel

invazyonun da eklenmesiyle nekrotizan enterokolit geligir. Lukas ve

60



arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise hiperosmolar mamalarla beslenmenin de
NEK riskini arttirdigi saptanmistir’"”.

Anne sutu; icerdigi lenfositler, makrofajlar, laktoferrin, laktoperoksidaz,
lizozimler, kompleman komponentleri, antistafilokokal ajanlar ve sekretuar IgA
basta olmak Uzere immunoglobulinler gibi laktobasillerin Gremesini arttiran
faktorler sayesinde NEK’ten koruyucu etki yapmaktadir. Ayrica anne suti NEK
patogenezinde onemli rol oynayan mediatorlerden biri olan platelet aktive edici
faktorin metabolizmasinda anahtar enzim olan PAFasetilhidrolaz enzimini
icermektedir. Ancak inek slUtiinde bu enzim bulunmamaktadir. Minekawa ve

"2 jle Reber ve arkadaslarinin' yaptigi calismalar gdstermistir ki,

arkadaslari
beslenme PAF sentezini stimile ederek de NEK gelisimine zemin
hazirlamaktadir.

Platelet aktive edici faktor NEK patogenezinde rol oynayan primer

mediatordir. Gonzalez-Crussi ve arkadaslari'"*

aort igcine PAF enjeksiyonunun
NEK’e benzer sekilde intestinal nekroza yol actigini deneysel olarak
gostermiglerdir. PAF-asetilhidrolaz ve PAF-degrading enzim gibi PAF’In
metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin prematir bebeklerde énemli oranda
disuk oldugu ve enteral beslenmenin baslanmasini takiben diskida PAF
dizeyinin arttigi gosterilmigtir. Yenidogan farelerde formula ile beslenme ve
hipoksik stresin NEK’e yol actigi, ayrica fosfolipaz-A2 ile PAF reseptor
MRNA’nin intestinal expresyonunda artig oldugu saptanmistir. Tam tersi olarak
Caplan ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada ise PAF reseptdr antagonisti veya
PAF asetilhidrolaz enzimi ile kombine formulalarin deneysel olarak NEK
115

gelisimini onledigi tespit edilmistir Ayrica yapilan calismalarda NEKIli

hastalarda IL-1, IL-3, IL-6 ve TNF-alfa diizeyleri yiiksek bulunmustur''®.

Son birkag yildir prematire infantlarda dikkatli beslenme rejimleri ile
NEK insidansinin dnemli oranda azaldidi bildirilmigtir. Neonatoloji uzmanlarinin
¢ogu, az miktarda ve dikkatli olarak beslenmeyi 6nerse de, bu teknik az sayidaki

calisma ile desteklenmistir'"”, "8,
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NEK patogenezinde vyer alan bir diger 6nemli faktor bakteri
proliferasyonudur. Bakterilerin hastaligin primer baslaticisi olup olmadigi
bilinmemektedir. Ancak prenatal ddnemde steril olan intestinal sistemde in utero
NEK vakasi tanimlanmamistir ve inflamatuvar barsak nekrozunun baslangici
icin onceden barsak kolonizasyonunun olmasi gerekmektedir. Beslenmeye
baslayan bebeklerde laktobasilus ve bifidus bakteria gibi anaerob bakteriler hizla
intestinal sistemde kolonize olur. Yenidogan yodun bakim unitesinde izlenen ve
anne sutl ile beslenmeyen premature bebeklerin barsak florasinin, saglikh term

bebeklerden farkli oldugu tespit edilmistir'™

. Cok dusuk dogum agirhkl
premature bebeklerin de barsak floralarinin bakteri kolonizasyonunun yetersiz
oldugu, anne sutu ile beslenenlerde flora bakterilerinin arttidi, antibiotik tedavisi
ile de flora bakterilerinin azaldigi gériilmistiir'?°.

NEK vakalari ¢cogunlukla sporadiktir. Epidemiler esnasinda etkilenen
bebeklerin Ozellikleri sporadik olanlardan farkhdir. Bu bebeklerde sporadik
olgulara gore daha yuksek apgar skoru ve dogum agirligi, daha az perinatal
komplikasyon ve daha duguk olum oranlari bildirilmigtir.

NEK epidemilerine ragmen etken olan spesifik bir mikroorganizma
tespit edilememistir. Bakteriler (K. pneumoniae, E. coli, koagulaz negatif
stafilokoklar), viruslar (rotavirus, corona virus ve digerleri), klostridumlar etken
olabilmektedir. Nonspesifik gastrointestinal rahatsizliklar NEK salginlari
esnasinda artar, yenidogan yogun bakim personeli arasinda epidemik periyottan
Oonce, sonra ve epidemi esnasinda da yine gastrointestinal rahatsizliklarin
insidansi artar. Yenidogan yogun bakim uniteleri kalabalik oldugunda, NEK
epidemisi riski artar.

NEK riskini arttiran diger hazirlayici nedenler arasinda enteral ve
parenteral verilen E vitamini, indometazin ve metilksantinler sayilabilir.
Barsaklarin fonksiyonel immaturitesi, azalmis motilite de NEK gelisimi icin
hazirlayici faktorlerdendir. Antenatal steroid kullaniminin NEK riskini azalttigi

saptanmistir. Prematlre bebeklerde safra tuzlari havuzu term bebeklerden
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kUguktur, safra tuzlari endotoksinleri noétralize eder. Steroidler safra tuzu
havuzunun buyuklagund ve bagirsak maturasyonunu artirir.

NEK tanisi ile rezeke edilmis intestinal segmentlerden elde edilen en
yaygin patolojik bulgu barsagin koagulasyon ya da iskemik nekrozudur. Yaklasik
% 50 olguda, hem kolon ve hem de ince barsakta nekroz saptanmigstir.
Perforasyon genellikle antimezenterik sinirda, normal ve canliigini yitirmis
barsak birlesme noktasinda olmaktadir, ancak nekrotik segment icinde de
olabilir. Canli barsak bodlgeleri siklikla canli olmayan segmentlerin arasina
karigmakta ve intramural hemoraji nekroz ile karigabilmektedir.

Biz bu c¢alismada yukarida bahsedildigi gibi patogenezinde iskemi ve
reperflUzyon hasarinin rol oynadigi patolojilerde, dogal bir antioksidan olan
resveratrolun etkinligini arastirdik. Resveratrollin zengin ve guglu etkinligi birgok
calismaya malzeme olmustur ve olmaya devam etmektedir.

Uzim, yerfistigi ve greyfurt gibi bitkilerden elde edilen resveratroliin
cesitli iskemi-reperfizyon modellerinde aktive olan, lipid peroksidasyonu ve LDH
inhibe edici etkisi, I0kosit adezyonunu azaltici, serbest radikal supurucu, anti-
inflamatuar ve anti-oksidan etkileri ve NO salinimini stimile edici etkileri

121 Resveratroliin vaskiiler etkilerinin hem endotel-bagimli [Diisiik

gOsterilmistir
resveratrol konsantrasyonlarinda belirgindir ve NOS inhibitorleri (L-NAME) ile
bloke edilebilir], hem de endotel-bagimsiz  (yUksek resveratrol
konsantrasyonlarinda agiga c¢ikar ve NOS inhibitorleri veya endotel hasari ile
bloke edilemez) oldugu disiiniilmektedir'?.

NO’nun iskemi ve reperflizyon hasarindaki fonksiyonel ve metabolik
etkileri halen tamamen aydinlatilamamistir. NO potent bir endojen vazodilator
gibi davranabildigi gibi, doku hasarina neden olabilen bir molekul gibi de
davranabilir'?®. Normal fizyolojik ortamda, NO, vaskiiler tonusu ayarlar, endotele
trombosit agregasyonunu ve nétrofii adhezyonunu engeller'®. Ancak,
patofizyolojik ortamda, IR, sitokinlerin indukledigi asirn NO Gretimi doku

hasarinda kritik bir 5neme sahiptir'?°.
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Resveratrol, deneysel c¢alismalarda, intraven6z, intraperitoneal,
intrahepatik, subkutan ve peroral olarak kullaniimistir. Biz bu c¢alismada
intraperitoneal olarak uygulamayi tercih ettik. Klinik olarak resveratrolin
kullanilabilmesi durumunda operasyon sirasinda intraperitoneal uygulamanin
cerrah igin uygulamasi kolay ve etkili olabilecegini gosterdik. Ayrica
intraperitoneal uygulamanin postoperatif adhezyonlarin dnlenmesinde de etKkili
oldugunu gosteren deneysel calismalar mevcuttur. Adezyon formasyonunun
olusmasinda ilk basamak inflamatuar yanittir. Travma sonrasi peritoneal
yaralanma, enfeksiyon veya iskemi gibi durumlarda, akut fibroproliferatif
inflamatuar yanit meydana gelmektedir. Vaskuiler permeabilite artar ve fibrinden
zengin sivi salinimi ortaya cikar. Sonugta peritoneal yaralanmada inflamatuar
cevap olusmasi ile postoperatif adezyon formasyonu meydana gelmektedir.

Daha onceki calismalarda resveratrolin, antioksidan, antiplatelet ve
antiinflamatuar'® etkileri ile vaskiiler hemostazi arttirici ve endotelyal

127

zedelenmeyi azaltici ©" etkilerine deginilmistir. Aragidonik asit, sitokinler ve nitrik

oksit gibi cesitli inflamatuar mediatorler postoperatif adezyon formasyonunun

128

gelismesinde etkilidir <°. Siklooksigenaz-2 salinimi inflamatuar stimulasyona

yanit olarak artar ve lokal prostaglandinlerin seviyelerinde artiga neden olur. Bu
ilk inflamatuar yaniti azaltan c¢esitli ajanlar kullanilmigtir. Kazunori ve
arkadaslar'®®, iburofenin, fibroproliferatif inflamasyonun supresyonu yoluyla
adezyon formasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir. Diger bir calismada ise,
aspirinin, postoperatif adezyon formasyonunu sinirlayarak etkili oldugu

130

saptanmistir’™.  Plasminojen aktivatér ve kalsiyum kanal blokerleri'®' de,

inflasmasyonu azaltici etkilerinden o6tart bu tip ¢alismalarda kullaniimiglardir.

Resveratrol, antiinflamatuar etkilidir'>?

133

ve siklooksijenaz aktivitesini inhibe
etmektedir Guncel c¢aligsmalarda bu etkilerden faydanilarak resveratrol
uygulanan denek hayvanlarda adezyon formasyonunun anlamli olarak geriledigi
gozlenmistir'?*.

Erkek sicanlarda vyapilan calismalarda alkolsiz kirmizi sarap

ekstresinin ve resveratroliin kalbi iskemi-reperflizyon hasarina karsi korudugu
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gosterilmistir'*. Siganlara, 25 mg/mL resveratroliin igme suyu icinde 15 giin
boyunca verilmesi sonucunda, Langendorf perfuze sican kalplerindeki iskemi-
reperfuzyon hasarinin belirgin olarak azaldigini bildirmistir. Bu koruyucu etkinin,
kismen nitrik oksit sentezindeki artisa bagl olarak ortaya c¢iktigr ileri
strilmistir'®®. Hung ve arkadaslari, 10 uM resveratrolin Langendorf perfluze
sican kalplerinde superoksit olusumunu ve infarkt alanini azalttigini
gbstermislerdir136. Baska bir calismada da izole perfliize si¢can kalplerinde 10 uM
resveratroliin infarkt alanini kugulttigt, MDA duzeylerini dusurdigu, oksidatif
hasari  6nleyerek kalbi iskemi-reperfizyon hasarina karsi korudugu

37 Fare kalplerinde, 15 dakika 10 pM resveratrolle perfiize

gOsterilmistir
edildiginde, 25 dakikalik iskemiyi ve 2 saatlik reperflzyonu izleyen surecte,
resveratrolin iINOS ekspresyonunu indukledigi ve bu artisa paralel olarak
reperfiUzyona baglh iskemik alani kugulttigl saptanmistir. Kalpte resveratrolin
on kosullayici etkisinde iNOS’ un énemli rol oynadigt ileri stirlilmistiir'®.

izole sigan kalplerinde yapilan bir baska calismada da 30 dakikalik
iskemiyi izleyen 2 saatlik reperfizyon periyodundan 6nce kalpler 15 dakika 10
MM resveratrol veya 10 pM resveratrol ve 100pM L-NAME veya 10 uM
resveratrol ve 100 yM iNOS blokoérl olan aminoguanidin ile perfize edilmistir.
10 uM resveratrol ile perfuze edilen kalplerde, iskemi sonrasi dolum basinci ve
aortik akis gibi parametrelerle Olgilen ventriktler fonksiyonun iyilestigi,
miyokardiyal infarkt alanininkiculdigu ve resveratrolin olusturdugu bu olumlu,
kalbi koruyucu etkilerin L-NAME ve aminoguanidin varliginda tamamen ortadan
kalktigi gOsterilmistir. Resveratrolle perfize edilen kalplerde 30 dakika
reperfizyondan itibaren 60 dakika ve 120 dakika reperfiizyondan sonra iNOS
MRNA ekspresyonu anlamli sekilde artmis ve aminoguanidin preinkiibasyonu
yapildiginda iNOS mRNA ekspresyonlarindaki artis kaybolmustur. Bu
calismayla resveratrolun kalpte dnkosullayici etkisinde nitrik oksidin rol oynadigi
gbsterilmistir139. Bu calismalardan farkh olarak, erkek Sprague Dawley si¢canlara
0.5 veya 1 mg/kg i.p. resveratrol enjekte edildikten 60 dakika sonra koroner arter

oklizyonu ve ardindan reperflizyon yapildigi bir calismada, kontrol hayvanlarda
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oklizyon ve reperfizyondan sonra iNOS protein ekspresyonunun arttigi fakat,
oklizyon oncesi resveratrol infuzyonu yapildiginda iNOS induksiyonunun
ortadan kalktigr gosterilmigtir. Kontrol hayvanlarinda, oklizyon oncesi ve
sonrasinda eNOS ve nNOS ekspresyonlarinda bir farklilik gézlenmedigi fakat,
resveratrol uygulanan hayvanlarda okltizyon sonrasinda eNOS ve nNOS protein
ekspresyonlarinda anlaml artis oldugu gosterilmistir. Ayrica resveratrolun iINOS
MRNA ekspresyonunu azalttigi, eNOS mRNA ekspresyonunu etkilemedigi
gOsterilmis ve iINOS ekspresyonu uzerindeki etkisinin transkripsiyonel seviyede
eNOS Uzerine etkisinin de protein dizeyinde oldugu belirtiimistir. Ayrica,
resveratrol uygulanan hayvanlarda iskemiyle induklenen aritmilerin siddeti ve
sikhgi azalmis ve L-NAME verildiginde bu etki ortadan kalkmamistir. Olusan bu
antiaritmik etkinin, nitrik oksitten bagimsiz mekanizmalarla muhtemelen de
serbest radikal stipliriicii etkiden kaynaklanabilecegi gosterilmistir'*.
Tavsanlarda iskemi 6ncesinde 10 mg/kg resveratrol inflizyonu™' ve 100
Hg/kg resveratrol inkiibasyonu'? yapildiginda, resveratroliin spinal kordu iskemi
ve reperflizyon hasarindan korudugu gdsterilmistir. Bu yararli etki iskemik spinal
kord dokusunda oksidatif stresin azalmasina'? ve nétrofil géciinde azalmaya

bagll olarak gerceklesmektedir'®

. Erkek Wistar siganlara 0.23 ug/kg dozda
verilen resveratrolin siganlarda renal iskemi reperfizyon hasarl sonucu ortaya
cikan mortaliteyi %50’ye varan élciilerde azalttigi gosterilmistir'*®. Erkek Wistar
sicanlarda 21 gun boyunca 20 mg/kg i.p. trans-resveratrol tedavisinin ise
serebral arter oklizyonu sonucu ortaya cikan fokal iskemi alanini, MDA ve
glutatyon diizeyinlerindeki diismeye paralel olarak azalttigi saptanmistir*.
Huang ve arkadaslarinin yaptigi g¢alismada resveratrolin iskemiden
koruyucu etkileri 10 ile 10 g/kg araliginda farkli dozlarda arastiriimis ve en

4% Bununla birlikte resveratroliin

etkili dozun 10° g/kg oldugu gdsterilmistir
cesitli etkileri ile ilgili bircok galisma olmasina karsin, biyolojik etkilerine kargi
olusan molekuler cevap mekanizmalari ve maddenin farmakokinetigine dair
yeterince galisma bulunmamaktadir. Resveratrol farmakolojik olarak hem in vivo

146

hem de in vitro etkilidir Genelikle iskemi ve reperflUzyon hasari
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calismalarinda, 5-10 mg/kg doz konsantrasyonunda uygulanmistir’®’. Biz ise
calismamizda tim ilag gruplarinda resveratrolii 10° g/kg (10 ng/kg) dozunda
uyguladik. Ancak farkh doz araliklarinin kargilastirilmasi igcin daha ¢ok ¢alisma
yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Hei Zi-qing™® ve arkadaslarinin yaptigi iskemi ve reperfiizyon hasari
calismasinda, antihistaminik ajanlar reperfuzyon hasari olugturulmadan hemen
Once ratlara uygulanmis ve reperfizyon hasarinin 6nlendigine dair anlamli
sonuglar elde edilmistir. Yine Colak T. ve arkadaslarinin® yaptig! intestinal
iskemi ve reperfuzyon hasari modelli g¢aligmada, antianjinal ila¢ olarak
kullanilan, antioksidan 6zellikteki Trapidil maddesini, superior mezenterik arterin
reperflzyonunun saglanmasindan sonra deneklere uygulamiglar ve bu metot ile
Trapidil'in iskemi reperfuzyon hasarini engelledigini bulmuslardir. Biz de
calismamizda, deneklere resveratrolu, iskemi sonrasi, reperfuzyon hasari
olusturulmasindan hemen once (SMA klempi acilmadan 6nce) uyguladik. Bu
metodun arastiriimasinin, 6zellikle nekrotizan enterolit, strangule herniler gibi
acil eksplorasyon karari verilebilen olgularda, cerrahin, operasyon sirasinda
reperflzyonu  saglamadan hemen Once veya reperflUzyon sonrasi
uygulayabilmesi ve reperfizyon hasarini engelleyebilmesi agisindan, bize daha
anlamli olabilecegini dusundurmektedir.

Daha oOnceki ¢alismalarda TNF-a, IL-1 ve IL-6'nin iskemi reperflizyon
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hasarindaki rollerine deginilmigtir™>. IL-10 ise antiinflamatuar o6zelliktedir ve

iskemi ve reperfuzyon hasarini takiben ortaya ¢ikan doku inflamasyonunu
azaltici etkidedir'".

Travma sonrasi, hastanin hemostazinin saglanmasi amaciyla baslangig
inflamatuar yanit meydana gelmektedir. Bununla birlikte, travmatik olayin
bidylmesi ve devam etmesi sonucunda, multiple organ yetmezligine kadar
ilerleyen, malign seyirli sistemik inflamatuar yanit ortaya cikmaktadir'®2. Bu olay
esnasinda TNF a, IL1, IL8, IL6 salinmi da artmaktadir'®® '** %% Ozellikle
travma sonrasi artan serum IL6 seviyeleri olusabilecek komplikasyonlarin artigi

ile paralel saptanmistir ve iyi bir marker olarak kabul edilmektedir'*® %7 18,
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Pimenta ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada abdominal aortik
klempleme sonrasi olusan reperflzyon hasarinda inflamatuar slrecin
sonucunda serum IL6 seviyelerinde anlamli diizeyde artis saptamislardir’®.

Roumen ve arkadaslarinin yaptidi baska bir ¢calismada ise major kunt
travma, ruptare aort anevrizmasi ve sok tablosu sonrasinda olusan iskemi
reperfizyon hasari sonucunda TNF a, IL 1B ve IL 6 seviyelerinde artis ve bu
artisa paralel olarak mortalite ile ARDS ve multiorgan yetmezligi gelisimi riskinde
artis saptanmistir'®.

Spanos ve arkadaslarinin yaptigi deneysel c¢alismada ise, superior
mezenterik arterin klemplenmesi sonrasi olusturulan iskemi ve reperflizyon
hasari ile terminal ileumdan alinan doku orneklerinin histolojik incelemesinde,
sitokin seviyelerinde artis saptanmigtir. L-Arginin ve Aprotinin’nin 30 dakikalik
iskemi sonrasi uygulanmasinin ardindan, doku sitokin seviyelerinde anlamli
diizeyde azalma oldugu goérilmiistiir'®?,

Biz bu c¢alismada ise doku enflamasyon mekanizmalarinin
aclklanabilmesi i¢in resveratrol uygulanmayan ve uygulanan gruplar olusturarak
dokudaki TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 dagihmlarini indirekt immunoperoksidaz
teknigi ile inceledik. Sonugta klemp uygulanan gruplarda erken dénemde (Grup-
4) IL-8 haricinde tum diger sitokinlerin salinimlarinin oldugu, ge¢ donemde ise
IL-8 immunoreaktivitesinin de pozitif oldugu gozlendi.

Tam gruplarda TNF-a dagiliminin pozitif oldugu gozlendi. Grup 1 de
immunoreaktivite siddeti orta siddette iken (++), grup 2 ve 3'de TNF-a
immunoreaktivitesinin orta siddette (++), yer yer ise kuvvetli pozitif (+++) oldugu
g6zlendi. Grup 4’de TNF-a immunoreaktivitesinin grup 2 ve 3 ile benzer iken,
grup 5 de TNF-a immunoreaktivitesinin tim alanlarda kuvvetli pozitif (+++)
oldugu saptandi. 120 dakika iskemi reperflizyon sonrasi Resveratrol uygulanan
grup 3, uygulanmayan grup 5 ile kargilastirildiginda anlamh duzeyde
immunreaktivitenin dastigu gozlenmigtir.

Grup 1'de IL-1B immunoreaktivitesinin her iki tabakada da orta siddette

(++) yer yer ise zayif siddette (+) oldugu izlendi. Grup 2 de ise IL-1B
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immunoreaktvitesinin  hem tunika mukoza hem de tunika muskularis
tabakasinda orta siddette (++), yer yer siddetli pozitif (+++) oldugu gozlendi.
Grup 3'de IL-1B immunoreaktvitesinin grup 1 le benzer oldugu yer yer zayif
siddette (+) yer yerde orta siddette oldugu (++) gozlendi. Grup 4 de ise IL-13
immunoreaktivitesinin tunika mukoza tabakasinda orta siddette (++) iken, tunika
muskularis tabakasinda negatif (-) oldugu goézlendi. Grup 5 de ise IL-1B
immunoreaktivitesinin her iki tabakada da gézlendigi ve orta siddette (++) oldugu
saptandi.

IL-8 immunoreaktivitesi, tum gruplarda zayif siddette (+) ve yer yer
negatif (-) olarak gozlendi. Grup 1 de IL-8 immunoreaktivitesinin negatif oldugu,
Grup 2 ve Grup 5’de zayif siddette (+) oldugu, Grup 3 ve Grup 4’de ise negatif
oldugu gozlendi.

Grup 1'de IL-6 immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif (+++) oldugu izlenir
iken, grup 2 ve 3'de immunorektivitenin bir miktar azaldig1 ve orta siddette
oldugu (++) saptandi. Grup 4 ve Grup 5de de IL-6 immunoreaktivitelerinin
kuvvetli pozitif oldugu izlendi.

Bu sonuglar dogrultusunda resveratrol antiinflamatuar o6zelligi ile,
Ozellikle geg iskemi ve reperfizyon hasarinda sitokin immunreaktivitesini bizim
calismamizda azaltmistir. Ancak denek sayisinin arttirilarak istatistiksel anlamli
sonuclar elde edilebilecegini diusinmekteyiz. Daha 6nce de deginildigi gibi
literatirde istatiksel anlamli sonuglarin elde edildigi ¢calismalar mevcuttur, ancak
resveartrolun sitokin seviyelerine etkisi ile ilgili literatir ¢alismalari yapiimasi
gerekmektedir.

Rosario ve arkadaslari, inflamatuar cevap sirasinda artan intraluminal
tripsinin, barsak duvarina nétrofil infiltrasyonunu arttirdigini bildirmislerdir®2.
Boylelikle inflamatuar cevapta rol alan lipidik bir mediatér olan PAF ve ince
barsakta iskemi ve reperfuzyon ile aktivasyonu sonucu, mukozal apoptoza
neden olur. Aktive edilen PAF, IL6 salimini arttirirken, IL10 salimini azaltir ve
antiinflamatuar fonksiyonlari deprese eder'®®. Apoptozu uyaran faktérlerden biri

de, mitokondrial sitokromlarin sitozole salimi sonucu aktive olan, caspase-9'dur.
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Noda ve arkadasglari ratlarda yaptiklari ¢alismada, superior mezenterik
arter oklizyonu ile olusturduklar intestinal iskemi ve reperfizyon hasarinda
jejunum ve ileum’da gelisen apoptozu rapor etmislerdir'®.

Apoptozis, iskemi reperflUzyon hasari sonrasi intestinal hucrelerdeki
hidcre 6lumunun anlamlh bir gostergesidir. Saglikli bagirsakta apoptozis, villus
uclarindan dokulen enterositler vasitasiyla surekli hucre yenilenmesine izin
vermektedir. Normal jejunumda kript hicrelerde apoptozis nadirdir, ancak iskemi
reperfizyon hasari sonrasi Ozellikle reperfizyondan sonraki ilk birkag saatte
apoptozis anlamli bir sekilde artmaktadir. Tunel teknigi ile apoptozisin
incelenmesinin yarari ise hangi enterositlerin etkilendigini bize gdstermesidir.
Chanvitayapongs ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada resveratrolin antioksidan
ve antimutajenik Ozelliklerinin  yaninda hucre oOlumunt de azalttig
gosterilmistir’™.

Resveratrol uygulanan grup (grup 2), 30 dakika klempten sonra sadece
30 dk klemp uygulanmis grup ile karsilastirildiginda (Grup 4) apoptozis gorilen
hdcre sayisinin daha az oldugu izlendi. Bununla beraber 120 dakika klempten
sonra Resveratrol uygulanan grup (grup 3), sadece 120 dk klemp uygulanmig
grup ile karsilastirildiginda (Grup 5) ise yine apoptozis gorilen hicre sayisinin
daha az oldugu go6zlendi. Resveratrol uygulanan 30 dk klemp uygulanmig grupta
apoptozis gorulen hlcre sayisinin, resveratrol uygulanmamig gruba oranla daha
fazla oldugu ve bunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Fakat
120 dakika klemp uygulanan grupta resveratrol tedavisinde apoptozis gorulen
hdcre sayisi artmig olarak goruilmesine ragmen, resveratrol uygulanmamis
grupta bu sayi1 daha da fazladir. Buda gostermektedir ki resveratrol uygulanmasi
apoptotik mekanizmay! durduramasa bile, bir miktar azaltmistir, ayrica erken
doénemdeki etkisi uzun doneme oranla daha fazladir ve gecikmis bir apoptozise
neden oldugu dusunulmagtur.

Calismanin dezavantajlari ise ilk olarak denek sayisinin daha fazla
olmas! durumunda istatiksel olarak daha anlaml sonuclar elde edilebilecegini

dusunmekteyiz.
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Ayrica resveratrolun ulkemizde Uretiimemesi nedeniyle ekonomik
acidan c¢ok pahali oldugunu sdyleyebiliriz. Resveratrolin o6zellikle Amerika
Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalar sonucunda onkoloji hastalarina destek
tedavisi amaciyla bircok merkezde rutin olarak kullanildigini bilmekteyiz.
Ulkemizde de vyaygin olarak Uretilen siyah Gziimden uygun kosullar
saglandiginda resveratrolin Uretilebilecegini dusunmekteyiz. Dunyanin en
potent antioksidan maddesi oldugu sdylenen resveratrolu iceren, dogal Urunler
ile beslenme aligkanhdinin Ulkemizde halkin bilinglendirilerek yaygin olarak
desteklenmesi gerekmektedir.

Resveratrolin klinik olarak kullanilabilmesi icin  farmakokinetik
Ozelliklerinin ortaya konmasi ve bu kapsamda daha fazla c¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Tum dinyada Uzerinde birgok galisma yapilan resveratrolin yan
etkilerinin de arastirimasi sonrasi ivedilikle klinik kullanima girecegine
inaniyoruz. Ozellikle nekrotizan enterokolit agisindan risk grubunda bulunan
prematur yenidogan servislerindeki olgulara ileride koruyucu amagli resveratrol

uygulanabilecegini dusunuyoruz.
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6.

SONUGLAR

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde (iskemi), o dokuya ait
hdcrelerin fonksiyon bozuklugu ile baglayan ve hucre 6limine
kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay gergeklesir.

Kan akiminin tekrar saglanmasi ile reperfuzyon hasari meydana
gelmektedir. Nekrotizan enterokolit, invaginasyon, inflamatuar
barsak hastaliklari, pull-through ameliyatlari, strangule herniler,
serbest  pedikilli  barsak flebi  kullanimi  ve  barsak
transplantasyonunun etiyolojisinde iskemi ve reperfizyon hasari
rol oynamaktadir.

Reperfuzyon dokular Uzerinde, dncesindeki iskemiden daha fazla
zararh olmakta ve bu zararlar reperflzyon siresi arttikgca
artmaktadir.

Reperflzyon hasari serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler
ve notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir.
Reperfuze olan barsakta acgiga c¢ikan serbest oksijen radikalleri
zararli etkilerden sorumludur. Serbest oksijen radikallerinin énemli
bir kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Post-iskemik durumda
polimorfonuUkleer l6kositler de icerdikleri myeloperoksidaz enzimi
ile iskemi reperfuzyon hasarinda roli olan serbest oksijen
radikallerinin olusumuna katkida bulunurlar.

iskemi sirasinda oksidatif mekanizmalarin devreye girmesi bu
klinik problemin ¢6ziminde antioksidan sistemin kilit rol
oynayabilecegini dugundurmektedir.

Dogal bir antioksidan olan resveratrol, deneysel modelde etkin
olarak, intraperitoneal yolla uygulanabilmektedir.

10 ng/kg dozdan uygulanan resveratrol, apoptozisi ve sitokin
salinimini tamamen  durdurmasa bile, anlamh Odlglde

azaltmaktadir.
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Resveratrol, iskemi ve reperflizyon hasarinda istatiksel olarak
anlamli  duzeyde apoptozisi azaltmaktadir. Bu ¢alismada
apoptozisi degerlendirmek amaciyla, doku ornekleri Tunel metodu
ile histopatolojik olarak incelenmigtir.

Sitokin  seviyelerinde ise, resveratrol uygulamasi sonrasi
azalmanin saptandigi sonuglar elde edilmistir.

Denek sayisinin daha fazla olmasi durumunda istatiksel olarak
daha anlaml sonuglar elde edilebilecegini diglinmekteyiz.

TUum dinyada Uzerinde birgok galisma yapilan resveratrolin yan
etkilerinin ve farmakokinetik o6zelliklerinin arastiriimasi sonrasi
ivedilikle klinik kullanima girecegine inaniyoruz.

Ozellikle nekrotizan enterokolit agisindan risk grubunda bulunan
prematir yenidogan servislerindeki olgulara ileride koruyucu

amagcl resveratrol uygulanabilecegini digtnuyoruz.
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7. OZET

Intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarinda resveratroliin etkinliginin
degerlendirilmesi

Iskemi ve reperfiizyon hasari, nekrotizan enterokolit, invaginasyon, inflamatuar
barsak hastaliklari, pull-through ameliyatlari, strangiile herniler, serbest pedikiillii barsak
flebi kullanim1 ve barsak transplantasyonunun etiyolojisinde rol oynamaktadir.
Resveratroliin antioksidan 0zelligi, endotelyal nitrik oksit iiretimini arttirmasi ve
apoptozisi engellemesi bizi, resveratroliin intraperitoneal olarak verilmesinin iskemi-
reperflizyon hasarin1 Onleyici, organ disfonksiyonlarini azaltict etkisi olup olmadig:
konusunu aragtirmaya yoOneltmistir. Bu c¢alismada deneysel modelde iskemi ve
reperflizyon hasarinda resveratroliin etkinligini degerlendirmeyi amacgladik.

Deney, agirliklart 180-220 gr arasinda degisen, Wistar albino cinsi, 35 erigkin
erkek sican tlizerinde gerceklestirildi. Siganlar randomize olarak 5 esit gruba ayrildi. 1.
Grup, kontrol grubu olarak ayrildi. Diger gruplarda superior mezenterik arter okliize
edilerek 2. ve 4. Gruplara 30 dakika, 3. ve 5. Gruplara ise 120 dakika iskemi uygulanda.
Iskemi sonrasi, 2. ve 3. Gruplara, 10 ng/kg dozdan intraperitoneal resveratrol verildi.
Ardindan iskemiyi takiben 60 dakika reperfiizyon uygulanarak, tiim gruplardan deney
sonunda histopatolojik inceleme amaciyla yaklasik 3 cm terminal ileal segment rezeke
edildi.

Histopatolojik olarak, alinan kesitlerde apoptozis ve TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-
8 dagilimlar incelendi.

Sonugta, resveratrol uygulanmasi apoptotik mekanizmay1 durduramasa bile, bir
miktar azaltmistir, ayrica erken donemdeki etkisi uzun déneme oranla daha fazladir ve
gecikmis bir apoptozise neden oldugu diigiiniilmiistiir. Yine bu uygulanmanin, istatiksel
olarak anlamli olmasa da sitokin immunreaktivitesini bir miktar azalttig1 goriilmiis ve bu
etkinin oOzellikle ge¢ iskemi sonrasi ortaya c¢iktigi saptanmustir. Resveratroliin yan
etkilerinin ve farmakokinetik Ozelliklerinin arastirilmasi sonrasi hizla klinik kullanima
girecegine inaniyoruz. Ozellikle nekrotizan enterokolit agisindan risk grubunda bulunan
prematiir yenidogan servislerindeki olgulara ileride koruyucu amacl resveratrol

uygulanabilecegini diisliniiyoruz.
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8. SUMMARY

Evaluating the efficiency of resveratrol at intestinal ischemia and reperfusion
injury

Ischemia and reperfusion injury plays a role at the etiology of necrotising enterocolitis,
invagination, inflammatory diseases of intestine, pull-through operations, strangulated
hernias, free and pedicled flaps of intestine and intestinal transplantation. The features of
resveratrol such as antioxidant activity, prevention of apoptosis and increasing
production of endothelial nitric oxide directed us to research whether intraperitoneal
administration of resveratrol has an effect on reducing organ disfunction or not. With
this experimental study model, we aimed to evaluate the effectiveness of resveratrol at
ischemia and reperfusion injury.

The experiment was performed with 35 adult male Wistar albino rats, weighing 180-220
gram. Rats were assigned at 5 equal groups randomly. Group 1 was seperated as the
control group. Ischemia was applied at Group 2 and Group 3 for 30 minutes and Group 3
and Group 5 for 120 minutes by occlusing the superior mesenteric artery. After
ischemia, resveratrol was administrated intraperitoneally to the Group 2 and 3 with a
dose of 10 ng/kg. Subsequent to the ishemia, we performed reperfusion for 60 minutes
to the all groups and at the end of the experiment approximately 3 cm of terminal ileal
segment was resected for the histopathological research.

Apoptosis and dispersion of TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-8 was investigated at the
sections histopathologically.

As a result, even application of resveratrol can’t stop the mechanism of apoptosis, it
reduced this mechanism a little. Also it was thougt that early phase effect was more than
long term effect and it causes a delayed apoptosis. Again it was observed that
administration of resveratrol was not statistically significant and this effect occured
especially after late ischemia. We believe that resveratrol will be in clinical usage with
time after sufficient researching on its side effects and pharmacokinetics. We suppose
that in the future resveratrol should be used for the purpose of prevention, particularly
for the cases at the prematurity and newborn clinics who are under the risk of necrotising

enterocolitis.
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