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1-GIRIS ve AMAC

Iskemi, bir organ1 veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagh

olarak gelisen geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz olabilen hiicre veya doku
zedelenmesidir [1].
Bir organ veya sistemin iskemisi, arteriyel kan akiminin tikanikliginin boyut ve siiresine
bagl olarak degisik derecelerde doku harabiyeti ile sonuglanir [2]. Geri doniisiimsiiz
hiicre hasarinin 6nlenmesi i¢in dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi (reperfiizyon)
gerekmektedir. Barsaklarda iskemi ve reperfiizyon periyodlarinda olusan patolojik
degisiklikler, intestinal iskemi reperfiizyon (i/R) hasari olarak adlandirilmaktadir [3].
Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin
temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu
dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara
yol acar [4]. Reperfiizyon doneminde gbzlenen hasarda, hiicre igine molekiiler oksijen
girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok
mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel
yapilar, zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir
[5].

Akut mezenter iskemisi (AMI) nadir goriilen, ancak ge¢ tam konulabilmesi
nedeniyle yiiksek mortaliteye (%60-80) sahip olan abdominal vaskiiler acil bir
durumdur [6-8]. Insidansi giderek artmaktadir. Intestinal iskemi reperfiizyon cerrahi
pratiginde abdominal aort anevrizmasi, kardiyopulmoner bypass, bogulmus fitik
cerrahisi, midgut volvulus, internal herni, ince bagirsak transplantasyonu ve neonatal
enterokoliti gibi durumlarda bagirsaklara gelen kan akiminin devamliliginin kesintiye
ugramasi sonucu goriiliir. Ayrica, septik ve hipovolemik sok sirasinda da gelisir [9].
Intestinal I/R sonucu olusan hasar sadece bu bdlgede sinirli kalmayip, aktive olan bircok
mekanizma ve ortaya c¢ikan toksik {iriinler nedeniyle basta akciger olmak iizere
karaciger, kalp, beyin, bobrekler gibi uzak organlarda hasar olusturur ve ¢oklu organ
yetersizligi (COY)’ne neden olabilir [10]. Ince bagirsaklarda olusan I/R hasar1 yiiksek
morbidite ve mortaliteye sebep olan 6nemli bir problemdir. Reperfiizyon ile birlikte
sitotoksik olaylar serisi baslar. Reperfiizyon hasarinin olusmasinda temel iki mekanizma
s6z konusudur. Bunlardan ilki SOR'un a¢iga ¢ikmasi, digeri ise fosfolipaz A2’nin

iskemik dénemde kalsiyum (Ca*?++) etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag
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asidlerini pargalamasidir [3, 10, 11]. Reperfiizyon hasarindaki tablonun olugsmasindaki
diger faktorler arasinda; iskemik dokuda biriken nétrofiller, trombositler, arasidonik asit
metabolizmasinin olusturdugu tromboksan A2 ve l6kotrienler, aktive olan kompleman
sistemi, olusan membran atak kompleksi, salinan akut faz reaktanlar1 ve sitokinler
sayilabilir [12, 13].

AMI, superior mezenterik arter (SMA) embolisi (%45-50), SMA trombozu
(%25), superior mezenterik ven (SMV) trombozu (%5-10) ve non-okluziv mezenterik
iskemi (NOMI) (%20) olarak smiflandirilir [14]. Goriintiileme tekniklerindeki
gelismeler, cerrahi teknik ve yogun bakim destegindeki gelismelere ragmen mortalite
hala ¢ok yiiksektir. Bunun nedeni de barsak nekrozu gelismeden AMI tanisiin
konulmasindaki giicliiklerdir. Fizik muayenede karin agrisiyla orantisiz olarak karin
muayene bulgularinin hafif olmasi teshisi gliglestirmektedir. Akut mezenter iskemisinin
erken tanisinda radyolojik yontemlerin de rolii kisithidir. Akut mezenter iskemisinin
erken tanisinda yararl laboratuar yontemi yoktur.

Karvedilol 3. jenerasyon kroner arter hastaligi, hipertansiyon ve miyokard
enfarktusii tedavisinde kullanilan non selektif beta adrenoreseptor ve selektif alfa 1
adrenoreseptor blokor bir ilagtir. Ayrica antioksidatif etkisi oldugu birgok calismada
gosterilmistir. Karvedilol ve bazi metabolitleri (SB 211475 ve SB 209995) giiglii
antioksidandir ve bu aktivite ilacin karbazol parcasina atfedilmistir. Serbest radikalleri
demir iyonu kompleksi ile temizler. Ancak antioksidan mekanizmasi tam
aydinlatilamamistir [15-20].

Bu c¢alismanin amaci, deneysel rat intestinal I/R modeli olusturulan ratlarda
karvediloliin intestinal I/R hasar1 {izerindeki etkilerini, antioksidan ve antiinflamatuar
etkilerinin mevcut olup olmadigini aragtirmaktir. Literatiirde karvediloliin intestinal I/R
hasar1 lizerine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu calismada,

histolojik inceleme ve biyokimyasal parametreler kullanilmustir.



2- GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Mezenterik vaskiiler okliizyon ile intestinal iskemi arasindaki nedensel iliski ilk
kez onbesinci yiizyilda ortaya atilmistir. infarkt nedenli ilk basarili intestinal rezeksiyon
Eliot tarafindan 1895°te yapilmistir. 1901°de Schnitzler kronik arteryel tikanmanin
yemek sonrasi abdominal agriya yol agtigin1 bulmustur. Dunphy 1936’da kilo kaybi ve
karin agrist sikayeti olan bir hastanin otopsisinde ¢olyak trunkusu tikayan yeni
trombiislii kronik mezenter iskemiyi tanimlamistir. Bundan 20 yil sonra Shaw ve

Maynard kronik mezenter iskemi i¢in ilk basarili cerrahi tedavi yayinlamiglardir [21,

22].

2. 2. Anatomi

Gastrointestinal sistem abdominal aortanin {i¢ viseral dali tarafindan
beslenmektedir.
1. Siiperior Mezenterik Arter
2. Trunkus Célyakus
3. Inferior Mezenterik Arter

2. 2. 1. Siiperior Mezenterik Arter

Stiperior mezenterik arter embriyoda kokenini midguttan alan organlar1 besler.
Duodenumun distal boliimt, jejunum, ileum, ¢ekum, apendiks vermiformis, asendan
kolon ve transvers kolonun biiyiik boliimiinii kanlandirir. SMA, trunkus ¢6lyakusun
yaklagik 1 cm asagisindan ve aortanin 6n yiiziinden L1-2 diizeyinden ¢ikar [23]. Hemen
baslangicinda ve 0n tarafinda splenik ven ile pankreas govdesi bulunur. Arka tarafinda
sol renal ven, daha arkasinda da aorta bulunur. SMA asag1 ve 6n tarafa dogru uzanirken

pankreasin unsinat prosesi ile duodenumun fgiincii boliimiiniin  6niinden geger.



Mezenter kokiiniin iki yapragi arasina girer ve sag fossa iliakaya dogru dallarini vererek

uzanir [24].

Dallari

1- A. Pankreatikoduodenalis inferior (SMA’nin ilk dalidir)
a) R. anterior

b) R. posterior

2- Aa. Jejunales ve aa. ileales
3- A. Tleokolika

a) A. Cekalis anterior

b) A. Cekalis posteror

c¢) A. Appendikularis

d) R. ilealis

e) R. kolikus

4- A. Kolika dextra

5- A. Kolika media



inferior pankreatikoduodenal arter
Superior Mezenterik Arter

Sag kolik arter
Orta kolik arter

ileokolik

arter Intestinal arterler

(Jejunal ve ileal)

ileal dallar

Sekil 1: Siiperior Mezenterik Arter [24]
2. 2. 2. Trunkus Colyakus

Colyak trunkus embriyoda foreguttan olusan organlart besler. Bunlar mide,
karaciger, dalak, safra kesesi, pankreas ve duodenum ikinci pargasina kadar
bagirsaklardir. Kisa ve kalin bir damardir. Hiatus aortikusun hemen asagisinda
abdominal aortanin 6n yiiziinden T12 vertebra diizeyinden dik aciyla ¢ikar. Colyak
arterin c¢apmin biliylik olmasi, aortadan dik agiyla ayrilmasi ve dallar1 arasindaki
anastomozlar nedeniyle bu bolgelerin iskemik hastaligi nadirdir [25].

Dallar1

1-A. gastrika sinistra
2-A. hepatika komunis
3-A. gastroduodenalis
4-A. hepatika propria
5-A. gastrika dekstra

6-A. lienalistir



Ana hepatik arter karacigere dogru gider. Gastroduodenal arteri verdikten sonra
sag ve sol (bazende orta) hepatik arterlere ayrilir. Gastroduodenal arter pankreas boynu
ve duodenum arasinda ilerler. Daha sonra ilk ana dali olan pankreatikoduodenalis
stiperior posterior dalini1 vererek terminal dallar1 olan pankreatikoduodenalis siiperior
anterior ve sag gastroepiploik arteri verir. Bunlar SMA’nin dali olan

pankreatikoduodenalis inferior ile yogun anastomotik baglantilar yapar [26].

A. Hepatica Communis

Gast tgduodenal

Sol gastroepiploik a.
Sag gastroepiploik a.

Sekil 2: Trunkus Célyakus [24].

2. 2. 3. Inferior Mezenterik Arter

Inferior mezenterik arter (IMA) kokenini hindguttan alan organlar olan transvers
kolonun 1/3 distalinden inen kolonun sonuna kadar olan kolon kesmi, sigmoid kolon ve
rektumun ampulla rektiye kadar olan kismi bu arter tarafindan beslenir. IMA digerlerine
gore kiiciik ¢aplidir ve aortanin sol anterolateralinden L3-4 diizeyinden ¢ikar.

IMA’nin dallari

1-A. kolika sinistra

2-A. Sigmoidalis

3-A. rektalis siiperiordan olugsmaktadir [25].
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Sekil 3: Arteria Mezenterika inferior [27]

Mezenterik arterler ile nonmezenterik sistemik arterler arasinda ve mezenterik
arterlerin kendi aralarinda oldukga fazla miktarda kollateral akim vardir. Bu sayede iki
veya li¢ ana arterde tikaniklik olsa bile, yeterli visseral perfiizyon saglanir [28].

Tikanikligin distalinde olusan arteryel hipotansiyona yanit olarak mevcut
kollateral damarlar acilir. Distaldeki basing sistemik basingtan diisiik oldugu siirece bu
kollaterallerdeki akim artarak devam eder [28].

Ince bagirsaklarin kanlanmasim saglayan 3 temel arter ve bu arterler arasinda

onemli anastomozlar vardir [29].
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Sekil 4: SMA ve IMA arasindaki kollateraller [24]

Temel mezenterik arteriyel kollateral yollar ;
-Inter ¢oliyak damarlar,
Gastrik ark (sol ve sag gastrik arterler),
Gastroepiploik ark (sol ve sag gastroepiploik arterler),
Barkow arki (sol ve sag epiploik arterler),
-Coliyak ve stiperior mezenterik arterler arasinda,
Pankreatik ark (gastroduodenal ve inferior pankreatikoduodenal
arter),
Buehler arki (direk embriyolojik bir yoldur. )
-Siiperior ve inferior mezenterik arterler arasinda,
Drummondun marjinal arteri (sag, orta ve sol kolik arterler
Riolan arki (orta ve sol kolik arterler arasinda santral
anastomozdur).

- Inferiyor mezenterik ve iliak arterler arasinda



Rektal=hemoroidal ark (siliperior, orta ve inferiyor rektal arterler arasinda
izlenmektedir).
- IMA ile abdominal aortanin lomber dallari, sakral arter ve internal iliyak arter arasinda
anastomotik baglantilar mevcuttur.

Siiperior ve inferior mezenterik venler (IMV) ayn1 isimdeki arterlerine parelel
seyrederek bagirsaklar1 drene etmektedirler. IMV ile splenik ven birlestikten sonra

SMV ile de birleserek portal veni olusturmaktadirlar [26].

2. 2. 4. Ince Barsaklar
Ince barsaklar ii¢ béliime ayrilir: duodenum, jejunum ve ileum. Duodenum ince

barsaklarin ilk kismidir ve biiyiik boliimii karin arka duvarinda derin olarak yerlesir.
Duodenum, ‘C harfi’ seklinde olup, pankreas basini dolanarak jejunuma baglanir. Bir
boru seklindedir [26]. Pilor sfinkterinden duodenojejunal kivrima kadar uzanan 12
parmak genisliginde veya 25 cm uzunlugunda, ince barsaklarin en kisa boliimiidiir.
Pozisyon ve boyutlar1 varyasyonel olmakla beraber, ‘C’ seklindeki kavsin agikligi sola
dontiktiir. Ligamentum hepatoduodenale ile desteklenen pars superior duodeni harig¢
duodenum sekonder retroperitoneal organdir. Pars superior, pars descendens, pars
inferior (veya pars horizontalis) ve pars ascendens olarak dort boliime ayrilir [26].
Jejunum, flexura duodenojejunalisten baslar, ileum ise valva ileocaecaliste
sonlanir. Jejunum ve ileumun toplam uzunlugu alti-yedi metredir. Bu uzunlugun beste

ikisi jejunuma beste ticii ileuma aittir. SMA, jejunum ve ileumu besler [26].

2. 3. ISKEMIi

Arterlerde herhangi bir nedene bagl olarak ortaya ¢ikan tikanma sonucu, dokuya
giden kan akimmin bozulmasi iskemi olarak tanimlanmaktadir. iskemik lezyonlar
dokulara giden normal kan akiminin azalmasinin bir sonucudur [30]. Bir dokuya giden
kan akimi kesildiginde, o dokudaki hiicrelerin islevlerinin bozulmasi ile baslayan ve
hiicre oliimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay ger¢eklesmektedir. OKksijen
yokluguna bagli olarak mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon
kapasitesi giderek azalir. ATP sentezi durmasma karsin, ATP kullanimi ve ATP

hidrolizi sonucu olusan adenozin difosfat (ADP) diizeyi artmaktadir [30].



Iskemi nedenli hipoksik zedelenmeye hiicresel yanitlar kalp kasi iizerinde
yapilan bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Myokarda kan sunumunun kesilmesinden bir
dakika sonra kalp soluklasir ve kasilabilirligi giiclesir. Ug-bes dakikalik kesintide ise
mitokondriyal fosforilasyonda hizli bir diisme ile yetersiz ATP iiretimi nedeniyle
myokardin iskemik bolimiinde kasilma faaliyeti durur [31]. Hiicresel ATP azlig1
adenozin monofosfat (AMP) artimi ile birliktedir. Fosfofruktokinaz enzimini uyarir,
anaerobik glikoz hiz1 artarak yetersiz oksijen varliinda ATP olusumu glikojenden
saglanir ve bdylece hiicrenin enerji kaynaklar1 korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat

tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimiyle sonuglanir [31, 32].

ISKEMI

{

| 1 [ sitoplazmik ca |

Endotel Lokosit
Fosfolipaz aktivasyonu Proteaz aktivasyonu
I Fosfolipit parcalanmasi Hiicre W
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reagilasyonu hasari
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l l h 4

| MEMBRAN HASARI

Sekil 5: iskemi sonucu membran hasar mekanizmalari [31]

Iskemi nedeniyle gerekli enerjinin saglanamamasi hiicre membraninda bulunan
ATP bagimli Na+/K+ pompasinda islev yetersizligine yol agar. K+ hiicre disina
cikarken Na+ ve Cl iyonlar: hiicre igine girerler. Iyon dengesizligi hiicre icerisinde

izoozmotik su birikimine ve akut hiicre sismesine neden olur. Anaerobik glikoliz
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sonucu olusan asidoz, karbondioksit (CO,) birikimiyle olusan karbonik asit (H2CO3) ile
daha da derinlesir [32].

Ortaya cikan asidoz nedeni ile normal enzim kinetigi degismekte ve yiiksek
enerjili fosfat baglarinin yapimi azalmaktadir; bu durumda ise hiicre kendi homeostazi
icin gerekli olan enerjiden yoksun kalmaktadir [25, 33].

Adenozin trifosfat bagimli ¢alisan diger bir pompa ise ekstraselliiler ve
intraselliiler Ca++’u dengelemektedir. intraselliiler Ca++ artig1 ile proteolitik enzimler
ve fosfolipazlar aktive olurlar. Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik asit olusumu ile
sonuglanir. Arasidonik asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest
radikal olusumunu arttirir [32]. Hiicre icerisinde olusan bu sitotoksik olaylar sonucunda
ribozomlar graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilir. Polizomlar monozomlara
pargalanir ve protein sentezi azalir. Eger oksijen saglanamazsa sitoplazmada vakuol
formasyonu olusur, belirgin mitokondriyal sisme ile plazma membrani hasarlanir. Bu
asamadan sonra eger oksijen saglanamazsa geri doniisiimsiiz zedelenme ortaya ¢ikar.
Hasara, mitokondrilerde siddetli vakualizasyon ve matrikste Ca++’dan zengin sekilsiz
ogunluk birikimi eslik eder [32].

Zedeleyici ajan

Mitokondri

V »

Sekil 6: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklar1 ve sonuglari
[32]
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Membran hasariin potansiyel nedenleri [32]. (Sekil 6):

a) Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagli Ca++ artis1 ile endojen
fosfolipazlarin aktivasyonu yikimin artmasina yol agabilir.

b) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i Ca++’un artmasi ile aktive olan proteazlar
hiicre gatisina zarar verebilirler.

c) Serbest oksijen radikalleri: Indirgenmis O, tiirevleri hiicre membranina ve
elemanlarina zarar verirler. Serbest oksijen radikalleri iskemik dokularda, 6zellikle kan
akiminin diizelmesinden sonra artar ve biiylik 6l¢iide reperfiizyon sirasinda zedelenme
alanina gelen polimorfoniikleer Iokositler (PMNL) tarafindan olusturuldugu
distiniilmektedir.

d) Lipid yikim iiriinleri: Fosfolipidlerin pargalanmasi sonucu iskemik hiicrelerde
biriken bu irlinler membranlar iizerinde hasar olusturur. Membran hasarinin
mekanizmalart ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan olaylarla Cat++’un bol
miktarda hiicre igine girmesidir [32]. Iskemi siiresince ATP iiretimi kisithdir. Fakat
yasamsal faaliyetlerin devami icin tliketim siirmektedir. ATP enerji liretmek igin
ADP’ye daha sonra da adenozine indirgenir. Adenozin, intraselliiller alanda inozine,
sonra da hipoksantine doniistir. Hipoksantin O;’li ortamda ksantin oksidaza ardindan
trik aside doniistiiriilerek atilir. Fakat iskemik dokuda yeterli O, olmadigindan
hipoksantin dokuda birikir [34].

2. 4. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan
akimmnin  yeniden diizenlenmesidir. Reperfiizyonun, iskemik dokuda enerji
gereksiniminin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi iki olumlu
etkisi vardir. Boylece, reperflizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi ic¢in gerekli bir
sliregtir. Ancak iskeminin zaman ve siddetine bagli olarak, dokularin reoksijenizasyonu
doku hasarin1 daha da kétiilestirebilir (oksijen paradoksu) [35].

Sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi
ve bu durumlarin resiisite edilmesi ile de reperfiizyon hasari ortaya c¢ikmaktadir.
Serebrovaskiiler olaylarda, miyokart infarktiisiinde, mezenteriyovaskiiler olaylarda
uygulanan trombolitik tedavi veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperfiizyon

hasarma neden olmaktadir. Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi ya da
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kanama kontrolii nedeni ile yapilan klemp ve tampon uygulamalar1 iskemiye neden
olurken, resiisitasyon sonrasi mutlak bir reperfiizyon ile yine I/R hasar1 ortaya
cikmaktadir. Kardiovaskiiler cerrahide aort ya da periferik arter klemp uygulamasi
sonrast ortaya c¢ikan tablo I/R hasari ile belirgindir. Transplantasyon cerrahisinde
kacinilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu s6z konusu olup,
olusan hasar yama (graft) islevlerini etkilemektedir. Sonu¢ olarak, biitiin cerrahi
islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu izleyen bir repefiizyon periyodu
bulunmaktadir [36, 37].

Parks ve Granger [38], yaptiklart deneysel c¢aligmada reperfiizyon ile olusan
hasarin iskemi ile ortaya ¢ikan hasardan daha fazla oldugunu gostermislerdir [38].
Reperfiizyon hasari, belirli bir siire iskemiye maruz kalan dokularin tekrar perfiize
olmasi sonucu mikrosirkiilasyonda goriilen tikanmalar ve tekrar perfiize olan dokunun
nekrozu ile karakterize bir yaralanma olarak tanimlanmistir [39]. I/R hasarinda
hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunum, yani mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon iizerinedir. Oksijen basincinin azalmasi sonucunda hiicre i¢i ATP olusumu
belirgin olarak azalmaktadir. ATP olusumunun azalmasi ise hiicre ig¢indeki birgok
sistemi etkilemektedir. I/R hasarinda hiicre icindeki serbest kalsiyum diizeylerinin
artmasina karsin, hiicre membranindaki Na+/K+-ATPaz pompasinin etkinliginin
azalmasina bagli olarak hiicre i¢inde sodyum birikmekte, potasyum ise hiicre digina
cikmaktadir. Hiicre iginde sodyum diizeylerinin artmasi ise, suyun izoozmotik artisi ile
birlikte olup, hiicrenin sismesine neden olmaktadir. Hiicresel sisme inorganik fosfatlar,
laktik asit ve piirin niikleozitleri gibi metabolitlerin birikmesi ile artan ozmotik yiik ile
daha da artmaktadir. Hiicresel ATP diizeyindeki azalma ile birlikte, siklik adenozin 5'-
monofosfat (siklik AMP) olusumundaki artma da fosfofruktokinaz enzimini uyararak
glikojenden ATP iiretimi ile hiicrenin enerjisini saglamak amaci ile gelisen anaerobik
glikoliz hizinda artmaya ve glikojenin hizla tiikkenmesine neden olmaktadir. Artan
glikoliz ise fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine
neden olarak hiicre i¢i pH degerinin diismesine yol agmaktadir. Biitiin bu olaylar
ribozomlarin graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan
monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma izlemektedir. Bu asamadan sonra

iIskeminin siirmesi durumunda doniisiimsiiz hasar gelismektedir. Morfolojik olarak geri

13



doniistimsiiz hasara mitokondrilerin vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz,
kalsiyumdan zengin yogunluklarin birikimi eslik etmektedir.

Iskemi sirasinda ATP sentezi durmakta, ancak tiiketimi siirmektedir. ATP once
AMP’ ye, sonra da adenozine kadar par¢calanmaktadir. Adenozin hizla hiicre dis1 ortama
cikarak burada inozin iizerinden hipoksantine g¢evrilmektedir. Normoksik durumlarda
hipoksantin ksantin dehidrojenaz enzimi araciligi ile iirik aside metabolize olmaktadir.
Ote yandan, hipoksik durumlarda hipoksantin iirik aside metabolize olmadan iskemik

dokuda birikmekte, ksantin dehidrojenaz enzimi ise ksantin oksidaza ¢evrilmektedir.

Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda, ozellikle
dokuya gelip yerlesen PMNL tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri dokudaki
yikimi artirict etki yapar. Reperfiizyon doneminde dokuda nétrofil infiltrasyonu,
kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu,
arasidonik asit metabolizmasi gibi pek c¢ok sistem serbest radikal olusumunu artirarak
hasara neden olmaktadir [23].

Reperfiizyon hasarinin olugsmasinda iki mekanizma s6z konusudur. Bunlardan
ilki SOR’nin agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A2’nin
iskemik donemde Ca++ etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asidlerini
parcalamasidir.

Birgok calisma reperfiizyon hasarinin baslamasindan biiyiik Ol¢lide ksantin
oksidaz bagimli siiperoksitin sorumlu oldugunu gostermistir [40-42]. Iskemi sirasinda
ksantin oksidaz enziminin, sentezi, etkinligi ve substratlar1 artar ve enzim reperfiizyon
sirasinda dokuda konsantrasyonu birden artan oksijeni asir1 miktarda siiperoksit
anyonuna doniistliriir [43]. Dokuda iskemi siiresince biriken hipoksantin atilmaya
calisilir. Oksijen varliginda ksantin oksidaz enzimi aktive olarak SOR’ni olusturur.
Serbest oksijen radikali, stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit (H20;)
ve Oy’e doniisiir. Hidrojen peroksit ise katalaz (KAT) enziminin etkisiyle su ve O;’ye
cevrilir. Artan SOR’un baslattig1 lipid peroksidasyonu (LP) ve protein hasari sonucu
hiicre fonksiyonlar1 bozularak doku nekrozu ortaya gikar.

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de
PMNL’lerin hasarli dokuda birikmesine yol agar. Notrofil ve monositler primer

lizozomal graniillerinde bir hemoprotein (HEM) enzimi olan miyeloperoksidaz (MPO)
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icerirler. Notrofiller dolagimda bulunan PMNL’lerin % 90’indan fazlasini olustururlar.
Dokuya gelen aktive PMNL’ler MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve
katyonik proteinler gibi enzimleri agiga c¢ikarirlar. Bu enzimler dokudaki hasari

arttirirken daha fazla radikal olusmasina neden olurlar.

N

ADP
AMP
Ezantin Eszantin
¢ dehidrojenaz oldaz
R U
HIPOKSANTIN URIK ASIT
Oksijen OlksijenRadilal

Stperolsit disnutaz
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v
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Sekil 7: iskemide piirin metabolizmasinin gelisimi ve ksantin dehidrojenazin ksantin
oksidaza ¢evrilmesi, reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu [43].

Serbest oksijen radikalleri dokuda deoksiriboniikleikasit (DNA), protein ve en
cok da lipidlerle reaksiyona girerek yapilarint bozarlar. Lipid peroksidasyonu
basladiginda yeni serbest radikaller olusturarak kisir dongiiyii tetikler ve reperfiizyon
hasarinin diger mediyatorii fosfolipaz A2’yi aktive eder [34].

Fosfolipaz A2, hiicre membranindaki yag asidlerini fosfolipidlerden ayiran,
dokuda sitotoksik lisofosfolipidlerin artisina yol acan, hidrolitik bir enzimdir [44].
Poliansatiire bir yag asidi olan arasidonik asid, hiicre membranindaki fosfolipidlerde

onemli bir miktarda bulunur. Inflamatuar stimulus veya C5a gibi diger kimyasal
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mediyatorlerle selliiler fosfolipaz aktivasyonuyla membran fosfolipidlerinden agiga
cikar. Reaksiyonu baglatan enzimlerden sonra arasidonik asid metabolizmas1 iki major
yoldan biri seklinde ilerler: siklooksijenaz yolu ve lipooksijenaz yolu [32]. Oksijen
radikallerinin salinimi sonucunda intraselliiler kalsiyumda bir artig olur ve bu kalsiyum
artisinin plazma membran fosfolipaz aktivasyonunun artisinda ¢ok 6nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Fosfolipaz aktivasyonu ile de arasidonik asid metabolizma {iriinleri
olusmaktadir [23]. Siklooksijenaz enzimi ile prostoglandinler ve tromboksan A2
olusturulur. 5-lipooksijenaz enzimi ile de dengeli olmayan 5- hidroperoksi eikoza
tetraenoik asid (5-HPETE) olusur. 5-HPETE ya nétrofiller igin kemotaktik olan 5-
HETE“ye ya da lokotrienlere dontisiir. Lokotrienlerden de ozellikle lokotrien B4
(LTB4) noétrofiller i¢in kemotaktiktir. Tromboksan A2'ninde nétrofillerden hidrojen
peroksid yapimini artirdigi bilinmektedir. Prostaglandin E2 (PGE2) ve prostaglandin F2
(PGF2) vazodilatasyona sebep olur. LTB4 kuvvetli kemotaktik bir ajan olup
noétrofillerin toplanmasina neden olur.

Ozetle prostaglandinler ve 1dkotrienler akut inflamasyonun hemen hemen her
basamagini etkiler. Platelet aktive edici faktor (PAF) endotel hiicreleri vasitasiyla
membran fosfolipidlerinin fosfalipaz A2 tarafindan yikilmasi sonucu meydana gelir.
PAF, notrofil adezyonunu artirir ve l6kositlerin ekstravazasyonuna katkida bulunur.
Kompleman sistem elemanlar1 da vazodilatasyon ve vaskiiler endotelde gecirgenlik
artisina  neden olur. Notrofillerin - kemotaksisini uyarirlar.  Bunlardan baska,
inflamasyonda onemli mediatorlerden olan sitokinlerden TNF-alfa, notrofil aktivasyon
ve toplanmasina, mezensimal hiicrelerden proteolitik enzimlerin serbestlesmesine ve
bdylece doku hasarinin olugmasina neden olur. Fosfolipaz A2'nin artmig aktivasyonu
ayni zamanda prostoglandin ve 16kotrienlerin tiretimini de uyarir.

eNOS aracilig ile nitrik oksit (NO), ksantin oksidaz tarafindan da siiperoksit ve
hidrojen peroksit olusumunun artmasi I/R ile sonug¢lanmaktadir. Olusumu artmis olan
bu oksidan molekiiller bir yandan NF-«kB gibi 0zgiil niikleer faktorlerin
transkripsiyonuna  neden olurlarken, diger yandan kompleman sisteminin
bilesenlerinden C5'in etkinlesmesine ve fosfolipaz A2 enzimi araciligi ile 16kotrien B4
(LTB4) ve trombosit etkinlestirici faktor (TEF) olusumunda artmaya neden olmakta ve
endotel hiicrelerinde P-selektin ekspresyonundaki artisa aracilik etmektedirler. LTB4,

TEF ve C5a ise lokositlerin membraninda bulunan reseptorleri araciligi ile B2-
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integrinlerin (CD11/CD18) saliverilmesine ve bdylece endotel hiicrelerinin yilizeyinde
bulunan E-selektin ve intraseliiller adezyon molekiili-1 (ICAM-1) gibi adezyon
molekiilleri araciligi ile l6kositlerin adezyonuna neden olurlar. I/R'ye yanit olarak
gelisen inflamatuvar yanitlar mast hiicreleri ve makrofajlardan saliverilen histamin,
TNF-a, hidrojen peroksit, siiperoksit radikali ve NO gibi molekiiller ile daha da
artirtlmaktadir [36, 45-47].

2. 5. Intestinal Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Barsak kan akimimnin genellikle arteriyel kaynakli parsiyel veya tam
obstriiksiyonu sonrasi intestinal iskemi ortaya cikar. Ince bagirsakta olusan iskemi ve
reperfiizyon hasari yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan dnemli bir problemdir.
Deneysel mezenter I/R modelinde, reperfiizyon sirasinda olusan doku lezyonlarinin
iskemi sirasinda olusanlara gore daha biiyiik oldugu gosterilmistir [38]. I/R, endotel ve
degisik hiicre tipleri arasinda kompleks etkilesimlere sebep olarak mikrovaskiiler hasar,
hiicresel nekroz ve/veya apopitoz olugsmasina onciiliikk edebilir [48].

Splanknik dolasim; kardiyak outputun istirahatte %25'ini, postprandial donemde
%35'ini alir. Mezenterik kan akiminin %70t barsagin mukozal ve submukozal
tabakalar1 arasinda dagilirken; kalan kan akimi1 muskularis ve serozal tabakalar arasinda
paylasilir [4]. Splanknik arterlerin okliizyon ve reperfiizyonu, ¢ogunlukla vaskiiler
permeabilitedeki artis sonucunda meydana gelen sirkiilatuvar soku hizlandirarak
polimorfoniikleer notrofillerin adezyonuna, proinflamatuvar maddelerin saliverilmesine
ve hem azota- hem de oksijene- bagimli serbest radikallerin olugsmasina neden olur [49].

Barsak kan akiminin otoregiilasyonu, hipoperflizyon esnasinda gerekli oksijen
thtiyacinin karsilanmas1 ve mukozal devamliligin korunmasi igin gereklidir. Bu
mekanizmalar ekstrensek ve intrensek olarak iki gruba ayrilir. Intrensek regiilasyon
mekanizmalar1 da, metabolik ve myojenik yollar olmak iizere ikiye ayrilir. EKstrensek
kontrol ve regulasyon mekanizmalarini noral ve humoral faktorler etkiler.

Metabolik teori; barsaklarda oksijen ihtiyacinin barsak kan akimindan daha fazla
oldugu durumlarda, mezenterik dolasimda adaptif degisiklikler gelisir. Dokunun oksijen
ihtiyac1 ve dokuya gelen oksijen arasinda dengesizlik olustugunda lokal metabolitlerin
(6rnegin; hidrojen, potasyum, karbondioksit ve adenozin) konsantrasyonunun artisi;
arteriyollerin diiz kaslarinin gevsemesine ve mukozal kan akiminin arttirilmasina yol

acar.
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Miyojenik teori; arteriol duvarindaki basing reseptorleri, perfiizyon basincindaki
diisiisleri algilar ve yanit olarak duvar gerilimi azaltilir. Perflizyon basincinin azalmasi
ile vaskiiler diiz kas hiicreleri periodik olarak kasilip gevseyerek doku perfiizyonu
diizelir [50, 51].

Intestinal kan akimi ayrica ekstrensek olarak da noéral ve hormonal yollarla
kontrol edilir. Intestinal kan akimi, esasen otonom sinir sisteminin kontrolii altindadir.
Colyak gangliondaki postganglionik adrenerjik lifler uyarildiginda mezenterik arter ve
arteriyollerde vazokonstriksiyon olusurken vagus sinirine bagli parasempatik dallarin
splanknik dolasim tizerindeki etkisi ise ¢ok azdir [52].

Intestinal kan akiminin hormonal diizenlenmesinde iki hormon sistemi
onemlidir. Ekstraselliiler voliimiin azalmasi, renin-anjiotensin mekanizmasini uyarir.
Aciga cikan anjiotensin II, mezenterik vazokonstriksiyona neden olur. Ayrica; azalan
kan volimii ve hiperozmolarite, ndrohipofizi uyararak antidiiiretik hormon salinimina
neden olur. Bu hormon, mezenterik arterlerde vazokonstriksiyona; mezenterik venlerde
ise vazodilatasyona yol agar.

Splanknik I/R sonucunda olusan hasar ¢ogunlukla mukoza ve submukozada
goriilen ve endoteliyal yikima neden olan yogun inflamasyon ile karakterizedir [49].
Iskemik lezyonlar etkilenen damarlara bagli olarak ince barsak ya da kalin barsaga
siirl kalabilir ya da her ikisinde de bulunabilir. Hasarin derecesi barsagin transmural
infarktindan, sadece en egilimli mukozanin ve bazen submukozanin derin muskularis ve
seroza tabakalar1 korunarak iskemi hasarina kadar degisir. Hemen hemen daima
transmural infarkt ana arter ya da venin emboli ya da trombiisiinden kaynaklanirken,
parsiyel kalinliktaki bir hasar ise hipoperfiizyondan kaynaklanir [32].

Ince barsak mukozasi, emilim amaci ile yiizey alanmi artiran 6zel yapilar
sergiler. Bunlar arasinda sirkiiler plikalar, villuslar ve mikrovilluslar yer alir. Sirkiiler
plikalar, submukozal i¢yapi ile birlikte mukozanin olusturdugu, barsak limenine dek
uzanan ve siireklilik gosteren spiral sekilli katlantilar ya da ylikseltilerdir. Bu yapilar,
ince bagirsagin emilimin en ¢ok oldugu proksimal kisminda daha belirgindir ve ileuma
dogru belirginlikleri azalir [53]. Ince barsagin hiicresel bariyerini basit kolumnar
epitelyal hiicreler (enterositler), 6zellesmis goblet hiicreleri, enteroendokrin hiicreler,

paneth hiicreleri ve M hiicreleri olusturur [53]. Paneth hiicreleri, antibakteriyel bir

18



enzim olan ve ince barsagin mikrobiyal florasin1 kontrol etmek amaci ile bazi
bakterilerin hiicre duvarini sindirme gorevi olan lizozimi salgilarlar [53].

Intestinal iskemik hasar barsak mukozasinin villus tabakasinda baslar [54-56].
Kan akiminda kisa siireli azalmalarda bile villus u¢larinda agir hipoksi olusarak iskemik
doku hasar1 olusabilir. Once kapiller ardindan mukozal permeabilite artar. Yiizeyel
mukozada olusan hasari1 transmukozal ve transmural hasar takip eder. Kritik ve septik
hastalarda goriilen intestinal iskemi, yiizeysel mukozal hasara sebep olurken
strangiilasyon, mezenterik vaskiiler okliizyon, non-okluziv obstriiksiyon olarak bilinen
durumlar ise daha derin doku hasarina neden olurlar [57]. Gegici iskemiden
kaynaklanan degisiklikler yiizeyel ve lokalize olabilecegi gibi transmural infarktiis veya
gangren ile birlikte yaygin olabilir. Olusan patolojik goriiniim iskeminin siddeti, siiresi,

olayin hiz1 ve kollateral dolagimin bulunup bulunmamasi gibi etkenlere baghdir [58].

Reperfiizyon ile birlikte kalsiyumun intraseliiler ortama gegcisi artmakta ve bu
durum fosfolipaz A2 aktivitesinde anlamli bir yiikselme meydana getirmektedir.
Fosfolipaz A2 etkisi ile saliverilen arasidonik asitten siklooksijenaz (COX) enzimi ile
prostaglandin (PG)’ler, tromboksan A2 (TXAZ2) ve prostasiklin (PGI2), lipoksijenaz
(LOX) enzimi ile ise Iokotrien (LT)’ler olusmaktadir [59]. Bu olusan iiriinler
vazokonstriksiyona (TXA2, LTC4, LTD4, 21 LTE4), vazodilatasyona (PGI2, PGEL,
PGE2, PGD2), vaskiiler permeabilitede artisa (LTC4, LTD4, LTE4), trombosit
kiimelenmesine ve polimorfoniikleer 10kositlerde kemotaksiye neden olmaktadir
(LTB4). Biitiin bu olaylar sonucunda I/R, ileumun elektriksel aktivitesini ve kontraktil
cevaplarmi etkileyebilmektedir [60]. Literatiir bilgilerine gore serbest oksijen
radikalleri, inflamatuvar mediyatorler ve ekstravaze lokositler ile birlikte NO
metabolizmasinda olusan bozukluk da I/R sonras1 goriilen kas disfonksiyonunda rol
oynamaktadir [61]. Intestinal dokudaki kas ve sinir hiicreleri iskemiden ileri derecede
etkilenebilmektedir. Iskemiye maruz kalan intestinal dokuda hiicrelerde enerji
deplesyonu goriilmektedir. Bununla birlikte reperfiizyon sirasinda olusan serbest oksijen
radikalleri de iyonik homeostazisi bozarak hiicre fonksiyonlarina zarar vermektedir [62,
63].

Intestinal mukoza villus kapillerlerinde I/R sonrasi goriilen diger bir olay

mikrovaskiiler vazodilatasyona eslik eden kapiller permeabilite artisidir. Interstisyel
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alana, barsak liimenine sivi ve eritrositler kacarak kapiller tikaglar ortaya ¢ikar. Sonug
olarak reperflizyon basladiktan kisa bir siire sonra, notrofil ve eritrosit tikaclar1 doku
kanlanmasinin tekrar azalmasina yol agar ki bu olaya “no-reflow fenomeni” denir [64].

Reperfiizyon sonrasi barsak sivi absorbsiyon yetenegini eskisi gibi saglayamaz
ve bu da barsak limeninden net sivi kaybina neden olur [65]. Barsak iskemisinde
onemli bir diger problem bakteriyel translokasyondur. Mezenter iskemide bakteriyel
translokasyon, intestinal morfoloji ve fonksiyon bozukluguna bagli olarak mukoza
harabiyetinin gelismesi neticesinde olusmaktadir. Bakteriyel translokasyonu baslatan
sorumlu mekanizma degisken kan akiminin yol agtig1 iskemi ve reperfiizyon hasaridir
[66].

Intestinal I/R hasari, barsak mukoza engelini bozarak bakteriyel translokasyona
neden olur. Endotoksin, farkli dokularda monosit ve makrofajlari uyararak inflamatuvar
sitokinlerin sentez ve salinimini uyararak sistemik inflamatuvar yanit sendromunu
baslatan primer mediyatordiir. Makrofajlar agisindan zengin olan akciger ve karaciger
transloke olan endotoksinin ilk gegtigi organlardir. Intestinal I/R hasarm takiben vena
porta yoluyla karacigere ve akcigere ulasan endotoksinler, 6nce Kuppfer hiicrelerini ve
sonra alveolar makrofajlar1 aktive ederek tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin {iretimini arttirirlar. TNF-oo 17kDa  molekiil
agirliginda bir sitokindir. Aktive monosit, makrofaj, mast, endotel, T, B ve Kuppfer
hiicrelerinde iiretilir.

Intestinal I/R sonrasi olusan akut akciger hasarindan sorumlu tutulan en énemli
sitokin oldugu one siiriilmektedir [67]. Intestinal I/R hasarinin bdbrekler iizerinde de
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Aktive nétrofillerin akciger ve diger organlar

tarafindan tutulmasi, ¢oklu organ yetmezligi gelismesindeki dnemli bir basamaktir [68].

2. 6. Serbest Radikaller

Serbest radikal, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunduran bir atom veya
molekiildiir. Hem organik hem de inorganik halde bulunurlar. Dis orbitalde iki ile
boliinmeyen elektron varligi, atom veya molekiilii reaktif kilar. Serbest radikaller kisa
Omiirli, kararsiz ve ileri derecede reaktiftirler. Aerobik canlilarda temel serbest radikal
kaynaginin oksijen tiirevi radikaller oldugu kabul edilmektedir. Oksijenin rediiksiyonu

ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iiriin,
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stiperoksit radikali agiga ¢ikar. Bu radikalden spontan ya da enzimatik dismutasyon ile
ikinci bir ara iirlin, hidrojen peroksit olusur. Yine siiperoksit radikalinin yer aldig1 bir
dizi reaksiyon sonucu, ozellikle mitokondri ig¢inde bir diger radikal, hidroksil radikali
meydana gelmektedir. Serbest radikaller, normal metabolizma sirasinda siirekli olarak
tretilmekte olup, bunun sonucunda membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu,
membran proteinlerinde, karbonhidrat ve DNA molekiillerinde ¢esitli hasarlar meydana
gelmektedir.

Deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalarda ateroskleroz, kardiyovaskiiler
hastaliklar, iR hasari, dolasimsal sok hasarinda, romatoid artrit, karsinogenez,
enfeksiyonlar, beyinde ve deride dejeneratif olusumlarda ve yaslanma ile ilgili bazi
hastaliklarda oksidatif hasarla ilgili bulgular saptanmstir [69]. Iskemik dokunun
reperfiizyonu bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri gelmesini
saglarken, diger taraftan oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumunu hizlandirarak
daha ileri hasarlara yol agmaktadir [70]. Bu reaktif oksijen tiirevleri hiicre
zedelenmesinde dort sekilde rol oynar: membran lipid peroksidasyonu, nonperoksidatif
mitokondriyal hasar, deoksiriboniikleik asid lezyonlar1 ve proteinlerin ¢apraz baglari
tizerine etki. Bu reaktif oksijen tiirlerinin en basta gelenleri siiperoksit anyon radikali,
hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikalleridir. Reaktif oksijen tiirleri

normalde antioksidan sistem tarafindan yok edilirler [31, 71, 72].

2. 6. 1. Siiperoksit Radikali
Stiperoksit radikali (O2 -—) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin

(02) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir. En bilyiilk kaynagi elektron
transport zinciridir [2] Siiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal
anyonun asil énemi, H202 kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 0Ozellige sahiptir.
Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile birlesmesi sonucu,
reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit toksik tiriinlere

dontisebilir ki NO'nun zararh etkilerinden peroksinitrit sorumludur.

02 +e-— 02-
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2. 6. 2. Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit (H202), siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron

almasi1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu
olusan peroksitin iki proton (H+ ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. H202
membranlardan kolayca gegebilen uzun émiirlii bir oksidandir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe2+
veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikalinin (O2 -—) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OHe ) olusturur [2].

Fe+2 + H202 — Fe+3 + OH + OH-(fenton reaksiyonu)
H
02-+ H202 — 02+ H20+ OH(haber-weiss reaksiyonu)

2. 6. 3. Hidroksil Radikali
Hidroksil radikali (OHe ), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) en giigliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RSe ), karbon merkezli
organik radikaller (Re ), organik peroksitler (RCOOQO¢ ) gibi yeni radikallerin olugsmasina

ve sonugcta biiyiik hasara neden olur [69].

2. 6. 4. Nitrik Oksit
Nitrik oksit (NOe ) hem fizyolojik hem patofizyolojik siireclerde 6nemli bir role

sahip serbest radikaldir. NO oldukga reaktif bir molekiil olup, in vivo yart dmriiniin
sadece birka¢ saniye oldugu saptanmistir. Normal fizyolojik kosullar altinda, endojen
NO olusumu diisiik olup, saglikli kisilerde plazma nitrit konsantrasyonlart sifira
yakindir NO- sentezi bazi hiicrelerde bir reseptore bir stimiilatoriin baglanmasina veya

noronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir.
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NO muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu
sonucu L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1. 14. 13. 39) etkisiyle
sentezlenir. NO sentezinin insanda vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynadig1, kan basinci ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahip oldugu
bilinmektedir. NO vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir
vazodilatatordiir.

NOe diiz kas hiicrelerine girer ve 3', 5-siklik GMP (cGMP) olusturmak {izere
solubl guanilat siklazi stimiile eder. Boylece hiicrede cGMP konsantrasyonu artar. Diiz
kas hiicrelerinde cGMP, bir veya daha fazla protein kinazi cAMP gibi aktive eder.
Aktive olan protein kinazlar diiz kasin relaksasyonu ve ardindan damarlarin
dilatasyonundan sorumludurlar.

Nitrik oksit sentaz (NOS) sinir dokuda, vaskiiler endotelde, trombositlerde ve
diger dokularda bulunur. NOS'un, néronal NOS (tip I, nNOS), endoteliyal NOS (tip 111,
eNOS) ve indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) olmak iizere farkli lokalizasyon ve
diizenlenmeye sahip {i¢ izoenzimi vardir. INOS hepatositler, makrofajlar, nétrofiller,
diiz kas hiicreleri, kondrositler gibi bir¢ok hiicre tipinde indiiklenebilir. iNOS vasitasiyla
olusturulan NOe, antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik konak
savunma sisteminin énemli bir pargasidir.

Nitrik oksitin stiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve
siiperoksit (O2 -—) radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO— ) olusur.
Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur. NOe- radikalinin stabil son
irlinlerin nitrit ve nitrattir. Nitrat bobrekler yolu ile atilmakta olup, kandaki yar1 6mrii 5-
8 saat arasindadir ve saglikli kisilerde plazma klerensi 20 ml/dak olarak bildirilmistir
[73].

2. 7. Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek
icin ¢ok Onemlidir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 onlemek igin bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler [73].

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.
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1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme toplayict etkidir. katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon redoks siklusu
enzimleri (glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz vb. ).
Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigik molekiiller bu tip etki
gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme (scavengers ) bastirict etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici
etki zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki
gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onaric etkidir.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler [69].

Endojen antioksidanlar :Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak

tizere iki sinifa ayrilirlar.

Non-Enzimatik Antioksidanlar _ Enzimatik Antioksidan

Melatonin Glutatyon Siiperoksit dismutaz (SOD)
Seruloplazmin Sistein Glutatyon peroksidaz (GSH-Px).
Transferrin Metiyonin Glutatyon S-Transferazlar (GST)
Miyoglobin Urat Katalaz (CAT)

Hemoglobin Laktoferrin Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
Ferritin Albiimin Hidroperoksidaz.

Bilirubin

Tablo 1. Non Enzimatik ve Enzimatik Antioksidanlar [74].

Eksojen antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak iizere

smiflandirilabilirler.
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Vitamin Antioksidan [la¢ Antioksidan Gida Antioksidan

a-tokoferol (vitamin E) Ksantin oksidaz | Butylated hydroxytoluene
inhibitorleri  (alloptirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit,

tungsten).

[-karoten Rekombinant  siiperoksit | Butylated hydroxyanisole

dismutaz

Askorbik asit (vitamin C) | Trolox-C ~ (vitamin ~ E | Sodium benzoate

analogu)

Folik asit (folat) Barbitiiratlar Ethoxyquin

Tablo 2. Eksojen antioksidanlar [74].

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda
ve etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasari modelleri 6nemli katki saglamistir.
Antioksidan 6zelligi 6ne siiriilmiis pek ¢ok madde ¢esitli I/R modellerinde test edilerek
degerlendirilmistir [12, 74].

2. 7. 1. Siiperoksit Dismutaz
Stiperoksit dismutazin goérevinin, aerobik organizmalari, siliperoksitin zararli

etkisine karst korumak oldugu sanilmaktadir. Enzim hiicrede birkag degisik
tastyan birbirine benzer iki alt {initeden meydana gelir; mitokondriyal enzim,
bakterilerde bulunana benzer sekilde sadece Mn+2 igerir [75].
SOD
02- + O2-+ 2H+—H202 + 02
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Serbest radikallere karst organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gerceklesir.
SOD, siiperoksit radikalini metabolize eder ve daha zararli olan hidroksil radikalinin
olusumunu engeller. Stiperoksit radikalini H202’¢ ve molekiiller O2’e¢ doniistiiriir.
Tepkime iiriinii olan H202 tarafindan inhibisyona ugrar [49].

Cu-Zn SOD'm spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde
yiiksek, prematiirelerin ve yashlarin eritrositlerinde ve psoriyazisli hastalarin

l16kositlerinde diisiik bulunmustur.

2. 7. 2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, SOR’nin hiicre

icinde detoksifikasyonuna neden olan ve LP’nu oOnleyen en oOnemli endojen
mekanizmalardandir. Intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiclii thiol bilesigidir.
GPx enzimi, glutatyondan ayiwrarak H202’yi suya doniistiiriir, selenyuma bagh
sitoplazmik bir enzimdir, H202’yi detoksifiye ederek su ve okside glutatyona
dontistirir [74].

GSH Px

2GSH + H202 — GSSG + 2H20

GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit
GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde
diisiik bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda
yiiksek bulunmustur

2. 7. 3. Glutatyon Rediiktaz (GR)
Eritrositler i¢indeki pentoz fosfat yolu, okside olmus glutatyonun (GSSQG)

indirgenmis glutatyona (2 GSH) indirgenmesi i¢in gerekli olan NADPH™1 saglar. Bu
indirgenme olay1 FAD igeren bir flavoprotein olan glutatyon rediiktaz tarafindan kataliz

olunur [75].

GR
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP
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2. 7. 4. Katalaz (CAT)
Katalaz, konsantrasyonu degismekle birlikte tiim hiicrelerde bulunan yapisinda

bir hemoprotein iceren enzimdir. Sitoplazmada %20, peroksizomlarda %80 oraninda
bulunur. H202’nin olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik reaksiyonla iki
molekiill H202’yi suya doniistiirerek ortamdan uzaklagtirir [76]. Granulomat6z
hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karst koruma islevini de
goriir. Hiicrede olusan hidrojen peroksidi (H202) hidroksil serbest radikali (OHe )

olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir.

2.7.5. Total ve serbest tiyol
Reaktif oksijen tiirleri (ROT); fizyolojik diizeylerin iizerine ¢iktiginda oksidatif

hasara neden olan primer molekiillerdir.

Tiyol; hiicrelerde herhangi bir oksidatif stres durumunun olusumunu 6nlemede kritik
bir role sahip siilfidril(-SH) grubu iceren organik bir bilesiktir. Proteinlerdeki siilfiir
iceren aminoasitlerin (sistein,metyonin..) tiyol gruplart ROT un primer hedef noktasidir.
ROT ile ortamda bulunan tiyol gruplari oksitlenerek reversible distilfid baglarina
doniistir.

Bu doniisiim radikal aracili protein oksidasyonun en erken belirtisidir [77]

Tiyol ve Disiilfidlerin Biyolojik Onemi;

*Proteinlerin yapilarinin stabilizasyonu

*Proteinlerin fonksiyonlarinin regiilasyonu

*Enzim fonksiyonlarinin regiilasyonu

*Reseptorlerde, Tastyicilarda,Na-K kanalinda, Transkripsiyonda rolleri vardir.

Dinamik tiyol/disiilfid denge durumu antioksidan savunma, detoksifikasyon
apoptozis, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, transkripsiyon ve hiicresel sinyal iletimi
mekanizmalarinda kritik rollere sahiptir.Sistein rezidiileri ve diger tiyol gruplar
ortamda bulunan oksidan molekiiller tarafindan oksitlenerek tersinir Disiilfid bag
yapilaria doniisiirler.Olusan disiilfid bag yapilar: tekrar tiyol gruplarina rediiklenebilir
ve boylece
tiyol disiilfid dengesi siirdiriiliir.

Tiyol disiilfit denge dl¢limleri;
*Native Tiyol[-SH],
*Dinamik Disiilfid[-SS],
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*Toplam Tiyol[(-SH)+(-SS)] diizeylerinin,
*Dinamik “-SH/-SS”
homeostazisin degerlendirillmesinde kullanilir

Tiyol-disiilfid dengesi yasamsal bir dneme sahiptir. Bu ¢ift tarafli dengenin 1979
yilindan beri ancak tek tarafi dlgiilebilirken, Erel& Neselioglu’nun gelistirdigi yeni
yontemle her iki degisken diizeyi de ayr1 ayr1 ve toplamsal olarak Slgiilebilmekte ve

hem bireysel hem de biitiinsel olarak degerlendirilebilmektir [78].

2. 7. 6. Total oksidan seviye (TOS)
Oksidan molekiiller endojen firetilebildigi gibi ¢evresel faktorlerlede alinabilir.

Elektron transport sistemi ve NOX, MPO, XO, glikolat ve . MAO gibi oksidatif
enzimler, major endojen ROS kaynaklaridir. Ultraviole i1sinlar, sigara dumani, zehirli
gazlar, radyasyon, baz ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler en 6nemli eksojen

serbest oksijen radikali iiretim kaynaklaridir [12]

2. 7. 7. Total antioksidan kapasite (TAK)
Organizmada olusan oksidan molekiiller enzimatik ve nonenzimatik antioksidan

molekiilleri vasitasiyla 6nlenir. Antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlari
laboratuvarlarda ayr1 ayri Olciilebilir. Fakat bu 6l¢timleri yapmak zaman alici, pahali ve
komplike teknikleri gerektirir. Bu nedenle TAK 6l¢iimii yapilmasi en ¢ok kabul goren
yontemdir. Total antioksidan kapasiteyi dlgmek i¢in genellikle bir tip radikal kullanilir
ve radikale karsi olusan antioksidan Ornek Ol¢iiliir. En sik kullanilan kalorimetrik
metotlar 2, 2’-azinobise (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit=ABTS ) dayali metotlardir.
Olgiimiin temel prensibinde indirgenmis ABTS renksizdir, oksitlenince mavi-yesil
ABTS+ rengini alir. Renkli ABTS oksitleyici bir ajanla muamele edilince indirgenir ve
renksiz ABTS formuna tekrar doner (56). Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan
transferrin ve seruloplazmin, irik asit, E vitamini, C vitamini gibi serbest radikalleri
tutan zincir kirict antioksidanlar bulunmaktadir. Albumin, trik asit, askorbik asit insan
plazmasindaki TAK 1 %85’inden fazlasini1 olusturmaktadir. Kanda bilirubin, glutatyon,
alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan molekilleri albumin, iirik asit ve
askorbik asit seviyelerinden daha azdir. Yenidoganda en 6nemli antioksidanlar bilirubin

ve trik asittir. C vitamini, E vitaminide TAK’a 6nemli katkilar saglarlar [79].
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2. 8. Lipid Peroksidasyonu

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (Le ) ve lipid peroksit
radikallerinin (LOOe¢ ) olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre
hasarmin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ denir. Hiicre membranlarinda
lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri poliansatiire yag asitleridir. Lipid
peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren
hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid
radikali niteligi kazanmastyla baglar.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membran1 ve subselliiler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve ge¢is metallerinin
varhginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H202) Fenton reaksiyonu sonucu
hidroksil radikali (OHe ) olugmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) meydana gelir [80, 81]. Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya ¢ikar,
yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber
lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik
materyalde malondialdehit (MDA) olciilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii
olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve irettigi reaktif aldehitlerle indirekt
olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastalia

neden olur.

2. 9. Karvedilol (CVD)
Karvedilol M[1- [carbazolyl- (4) oksi] -3 - [(2-methoxyphenoxyethl) Amino] -2-
propanol] tgtlincii kusak, non selektif B-bloker vazodilatotor ajandir. Hipertansiyon,

angina ve konjestif kalp yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Selektif
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olarak A1l reseptorleri antagonize ederken, non selektif olarak Bl'i ve p2-
adrenoseptorleri antagonize eder.

Karvediloliin etkinligi, sadece konjestif kalp yetmezliginde degil, ayn1 zamanda koroner
arter hastaligi, inme, bobrek yetersizligi, diabetes mellitus ve atriyal fibrilasyon gibi
kalp yetmezligi ile siklikla birlikte bulunan hastaliklarda da kanitlanmaistir.

Propranolol ve timolol gibi birinci nesil beta-blokerler segici olmayan B1/B2
antagonistleri olup, hipertansiyon ve KY'in eslik etmedigi M tedavisinde
kullanilmiglardir. Atenolol, metoprolol, bisoprololiin yer aldigi ikinci nesil beta-
blokerler (B1 segici) birinci nesil beta-blokerler kullanildigi zaman a-adrenerjik
aktiviteye karst konulamadigindan gelisen sorunlari gidermek igin gelistirilmistir.
Karvedilol ise tiglincii nesil, vazodilator 6zelligi de olan beta-blokerdir, ii¢ onemli
adrenerjik reseptorii de etkiler (Bl, P2 ve al) [82]. Karvedilol intrensek
sempatomimetik aktivite gostermez.

Karvedilol artmis sempatik aktiviteyi diger beta-antagonistlerden farkli olarak
neredeyse tamamen bloke eder. Ayrica, karvedilol presinaptik 2 uyarimini da engeller
ve B1 selektif blokerlerin yaptig1 gibi miyokardiyal B1 reseptor yogunlugunda artmaya
neden olmaz. Son olarak karvediloliin vazodilator etkinligi kronik kalp yetmezliginde
artan periferik vaskiiler direnci ve sol ventrikiil ard yiikiinii en aza indirger [82].

Karvedilolin ayn1 zamanda antioksidan, antiaritmik, antiapopitotik ve
antiproliferatif etkileri de mevcuttur [83]. Karbonhidrat ve lipid metabolizmasina diger
beta-blokerlerden farkli etkileri vardir; insiilin duyarhigimi ve glikoz kullanimini
azaltmaz, sonu¢ olarak insiilin ve glikohemoglobin diizeylerini artirmaz. Aslinda
karvedilol tedavisi sirasinda periferde insiilin duyarlilig: artar. Karvedilol, f1 selektif
blokerler gibi aterojenik dislipidemiyi tetiklemez, yani trigliserid diizeyini artirmaz,
yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL kolesterol) diizeyini azaltmaz [84].

Karvediloliin metabolik etkinliklerindeki farklilik muhtemelen iskelet kasinda
al-bagimli vazodilatasyon ile olusan glikoz ve insiilin sunumundaki artiga baghidir. EK
olarak, al bloker etkisiyle lipid metabolizmasinda goérevli birka¢ anahtar enzimde

(liprotein lipaz ve lesitin-kolesterol-agil-transferaz) B1 blokerlerden farkli etki yapar.

Karvedilol vazodilator 6zelligi nedeniyle diger beta-blokerlerden farkli olarak
kalp yetmezliginde renal fonksiyonlar1 olumlu yonde etkiler. Beta-blokerler genellikle

renal kan akimi ve sodyum atilimini azaltir, ancak al blokaji periferik direnci azaltarak
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sodyum atilimindaki bu etkiyi antagonize eder. Kalp yetmezligi olan hastalarda
karvedilol ile metoprolol karsilastirildiginda, karvediloliin anlamli derecede renal kan
akimi ve glomertler filtrasyon hizini arttirdigi gosterilmistir [20]. Karvedilol agiz
yoluyla alindiktan sonra hizla emilir, bir-iki saat iginde maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasilir. Yemekler, karvediloliin emilme hizin1 biraz etkiler, ancak
emilme miktarina etkisi yoktur. Karvedilol hizla ve biiyiik oranda metabolize edilir,
idrarda ana ilacin < %?2'si tespit edilebilir. Karvedilol hemen hemen sadece karaciger
tarafindan metabolize edilir. Bu metabolitlerin yaklasik %601 safraya salinir ve fegesle
atilir. Karaciger hastaligi olan bireylerde karvediloliin farmakokinetigi belirgin derecede
degisir.

Karvedilol ve bazi metabolitleri (SB 211475 and SB 209995) antioksidan 6zellik
gosterir. Antioksidan etkisi ilacin karbozal kismina atfedilmistir. Bu antioksidan 6zelligi
renovaskiiler hastalikli HT hastalarinin tedavisinde ilaca ayri bir 6zellik kazandirir.
Bununla birlikte, CVD antioksidatif etki mekanizmas1 hala belirsizdir. Demir iyonuyla
kompleks olustururak serbest radikalleri temizledigi diisiiniiliyor. CVD koruyucu

etkileri gesitli in vitro ve in vivo sistemlerde gosterilmistir [85].

Parlaktas ve arkadaslarinin yaptig1 testis I/R hasart modelinde CVD verilmesinin
testiste olusan iskemi reperflizyon hasarmi azalttigini bulmuslardir [16]. Sing ve
arkadaglar1 da bobrek iskemisi olusturulan deneklerde CVD'nin protektif etkisi
oldugunu gostermislerdir [17].

Bu bilgilerin 15181 altinda literatiirde CVD'nin SMA okliizyonu olusturulmus
ratlarda intestinal 1/R hasar1 {izerine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Biz ise ¢alismamizda antioksidan etkisi olan karvedioliin, SMA

okliizyonu olusturulmus ratlardaki I/R hasari iizerine koruyucu etkilerini arastirdik.
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3- GEREC VE YONTEMLER

3. 1 Deney Hayvanlari

Calismamiz, Ankara Egitim Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan temin edilen agirliklart 250+30 gr. arasinda degisen 32 geng saglikli
erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanilarak, AEH Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda,
0042/497 sayili etik kurulu onay1 ile yapilmistir. Siganlar, deney 6ncesi tel kafeslerde,
12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde ve sicakligi 20-25 °C, %50-60
oraninda nemlendirilen kontrollii odada tutuldular. Deney giiniine kadar siganlarin
beslenmesinde standart pellet yem ile sehir igme suyu kullanildi. Siganlar, standart sican
yemiyle serbest olarak beslendi ve suluktan serbestce su igmeleri saglandi. Tim
hayvanlar deneyden 12 saat dnce yemekten yoksun birakildilar, ancak serbestce su
icmelerine izin Vverildi. Deney Oncesi Ankara Egitim Arastirma Hastanesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu'na basvurularak etik kurul onay: alindi. Calismada kullanilan 32
sican randomize olarak her grupta ve kafeste sekiz adet olacak sekilde 4 gruba ayrild.

Deney sonunda ¢ikartilan dokularin ileal doku hasar1 hematoksilen-eozin ile
boyanarak 1sik mikroskobunda Chiu Skorlama ile Histopatolojik incelemesi Yildirim
Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali, TAS ve TOS diizeyleri
Yildirnm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan
calisild.

3.2 Gruplar

Deney hayvanlar1 randomize olarak 4 sekilde gruplara boliindii;

Grup | (sham grubu): Bu grupta yer alan siganlara anestezi altinda batin orta hat
laparotomisi uygulandi. SMA'ya ulasildi. SMA yalnizca diseke edildi. Herhangi bir
islem yapilmadan batin derisi geri dikildi. 48 saat sonra siganlar sakrifiye edildiler. Kan

ve doku Ornekleri alindi.

Grup Il (sham +karvedilol): Bu grupta yer alan si¢anlara anestezi altinda batin orta hat

laparotomisi uygulandi. SMA’ya ulasildi. SMA yalnizca diseke edildi 2mg/kg'dan
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karvedilol intraperitoneal uygulandi. Batin derisi geri dikildi. 48 saat sonra siganlar

sakrifiye edildiler. Kan ve doku 6rnekleri alindi.

Grup Il (Ii/R grubu Intestinal iskemi Reperfiizyon): Bu grupta yer alan sicanlara
anestezi altinda batin orta hat laparotomisi uygulandi. SMA’ya ulasildi. SMA aortadan
cikis yerinden atravmatik mikrovaskiiler klemple sikistirilarak 30 dakika iskemi
olusturuldu. Sonrasinda reperfiizyon saglandi. Batin derisi geri dikildi. 48 saat sonra

sicanlar sakrifiye edildiler. Kan ve doku 6rnekleri alindi.

Grup IV (Ii/R+K grubu Intestinal iskemi Reperfiizyon+Karvedilol): Bu grupta yer alan
sicanlara anestezi altinda batin orta hat laparotomisi uygulandi. SMA’ya ulasildi. SMA
aortadan ¢ikis yerinden atravmatik mikrovaskiiler klemple sikistirilarak 30 dk
klemplendi ve sonrasinda reperfiizyon saglandi. 2mg/kg'dan karvedilol intraperitoneal
uygulandi. Batin derisi geri dikildi. 48 saat sonra sigcanlar sakrifiye edildiler. Kan ve

doku Ornekleri alindi.

Deney Gruplan Hayvan Sayisi/Grup
8

Grup | (sham grubu)

Grup I I (sham +karvedilol) 8

Grup Il (Ii/R grubu Intestinal Iskemi |8

Reperfiizyon)

Grup IV (II/R+K grubu Intestinal Iskemi | 8
Reperfiizyon+Karvedilol)

Tablo 3. Deney gruplari

3. 3 Deneysel Intestinal iskemi-Reperfiizyon Modeli
Siganlar {izerindeki cerrahi islemler genel anestezi altinda gerceklestirildi.
Cerrahi sirasinda hayvanlarin spontan olarak solumalari saglandi. Sicanlarin anestezisi,

intraperitoneal (IP) 50 mg/kg ketamin (Ketalar ®, Pfizer, Germany) ve 10 mg/kg
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xylazine hidrochloride (Alfazyne®, %2, Alfasan International, 3440 AB, Woerden,
Holland) uygulanarak saglandi. Siganlarin karin derisi tiraglandiktan sonra antiseptik bir
soliisyonla temizlendi. Bu islem i¢in % 10'luk povidon iyot soliisyonu kullanildi. Daha
sonra orta hat insizyonu ile laparotomi uygulandi (Resim 1). Karin bosluguna girilerek
ince barsaklara ulasildi. ince barsaklarin gecici olarak disariya cikarilmasmi takiben
SMA'ya ulasild1 ve Grup 1'de sadece arter diseke edildi. Grup 2'de SMA diseksiyonu
sonrast 2 mg/kg Karvedilol (sigma ® 2, 5 mg/mL, USA) intraperitoneal verilerek
barsaklar normal anatomik pozisyonlarina geri yerlestirildiler ve karin duvari atravmatik
3/0 ipek ile dikilerek kapatildi. Grup 3'de SMA diseksiyonu (Resim 2) sonrast SMA'ya
atravmatik mikrovaskiiler bir klemp 30 dk konularak kan akimi durduruldu (Resim 3).
Yeterli okliizyon, mezenterik damarlarda pulsasyon olmamasi ve solukluk olusmasi ile
dogrulandi (Resim 4). Bekleme siireleri boyunca batin 1slak steril tamponlar ile
kapatildi. 30 dk iskemi olusturulmasini takiben reperfliizyonun baslamasindan hemen
sonra barsaklar normal anatomik pozisyonlarina geri yerlestirildiler ve karin duvar
atravmatik 3/0 ipek ile dikilerek kapatildi. Grup 4'e Grup 3'ten farkli olarak 30 dk
barsak iskemisi sonrasi klemp agildi. Reperfiizyonun baglamasindan hemen sonra
Karvedilol (sigma ® 2, 5 mg/mL, USA) 2 mg/kg dan intraperitoneal verilmesini takiben
barsaklar normal anatomik pozisyonlarina geri yerlestirildiler ve karin duvar atravmatik
3/0 ipek ile dikilerek kapatildu.

48 saat sonra ratlara tekrar anestezi uygulandi ve ratlarin mideden sonraki 10 cm
jejunum ve terminal ileumun proksimalinden 10 ¢cm ileum c¢ikarildi, ¢ikarilan barsaklar
histopatolojik inceleme igin %10’luk tamponlu formaldehit i¢erisinde saklandi.

Iskemi reperfiizyonun sistemik etkilerini gdstermek icin vena kava inferiordan
10 cc kan alinarak elde edilen kanin bir kism1 plazma hazirlanmasi i¢in EDTA’1 (1500
devirde 10 dk santrifiij edildi) tiiplere alindi, bir kisim kan ise heparinli tiiplere alinarak
elde edilen plazmada total antioksidan durum (TAS) plazma total oksidan durum (TOS)
calisilmak tizere Tibbi Biyokimya AD’nda 6l¢iim yapilacag giine kadar -80°C’de derin
dondurucu iginde korundu. Ornekler alindiktan sonra ratlar IV 120 mg/kg tiyopental ile

sakrifiye edildi.
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Resim 1. Orta hat insizyonu ile laparotomi

35



Resim 3. SMA'ya atravmatik mikrovaskiiler bir klemp konularak kan akiminin 30 dk
durdurulmasi
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Resim 4. Okliizyon, mezenterik damarlarda pulsasyon olmamasi ve solukluk olugmasi
ile dogruland.

3. 4. Biyokimyasal islemler
TOS, TAS, IMA, SH, TT, SS, SS/SH, SS/TT, GSH analizleri i¢in EDTA (1500
devirde 10 dakika santrifiij edildi) ve heparinli tiiplere alinan kan Ornekleri analiz

giintine kadar -80°C’de saklandi.

3.4.1 Total ve serbest tiyol él¢iimii
Total ve serbest tiyol Olgiimii i¢in Erel ve arkadaslarimin “Modifiye Ellman

Yontemi” kullanildi. Total ve serbest tiyol 6l¢iimiinde kullanilacak ilk reaktifler [(total
tiyol Ol¢limii i¢in reaktif 1 (R1), serbest tiyol dl¢iimii i¢in reaktif 17 (R1”)] farkli iken,
diger iki reaktif ayniydi. R1, ¢alisma giiniinde 378 mg sodyum borohidrat (NaBH4) son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde, 1000 ml su-metanol soliisyonu (1/1 hacim
oraninda) i¢inde ¢oziilerek taze olarak hazirlandi ve kullanildi. R1, son konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde 585 mg sodyum kloriir (NaCl), 1000 ml su-metanol soliisyonu

(1/1 hacim oraninda) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Reaktif 6 ay +4°C’de saklanabilir
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ozellikteydi. Reaktif 2 (R2), hem total tiyol hem de serbest tiyol 6l¢iimiinde kullanildi.
0.5 ml formaldehit (son konsantrasyonu 6.715 mM) ve 3.8 gr EDTA (son
konsantrasyonu 10 mM), 1000 ml Tris tamponda, 100 mM ve pH 8.2°de ¢oziilerek
hazirlandi. Bu reaktif +4°C’de 6 ay stabildi. Reaktif 3 (R3)’de hem total hem de serbest
tiyol Ol¢imiinde kullanild1 ve ¢alisma giiniinde 3.963 gr 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik
asit (DTNB), 1000 ml metanol i¢inde ¢oziilerek DTNB’nin son konsantrasyonu 10 mM
olacak sekilde hazirlanarak taze olarak kullanildi. Total ve serbest tiyol 6l¢iim prensibi:
Total tiyol dl¢iimii icin 10 pl R1 (serbest tiyol 6l¢iimii i¢in 10 pl R1” kullanilir) ile 10 pl
numune karistirildi. Sonrasinda R2 ve R3 ilave edilerek ilk absorbans (A1) okumas1 415
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak yapildi (Schimadzu UV-1201
spektrofotometre, Kyoto, Japonya). Ikinci absorbans (A2) okumas: ise reaksiyonun
plato yaptig1 10. dakikada ayni1 dalga boyunda gergeklestirildi. A2-A1 absorbans farki
elde edilerek oOlgiim tamamlandi [78]. Total ve serbest tiyol diizeylerinin
hesaplanmasinda 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’in molar ekstinksiyon katsayisi olan
14.100 mol/L cm kullanmildi. Disiilfit diizeyi, (total disiilfit-serbest disiilfit)/2
formiiliinden hesaplandi. Tiim sonuglar litrede mikromol (umol/L) olarak raporlandi
[86].

3. 4. 2 Total antioksidan kapasitesinin (TAK) belirlenmesi
Total antioksidan kapasite diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik

Ol¢tim yapildi (Rel Assay Diagnostics, Ankara, Tiirkiye). Bu yontem, daha kararli bir
durumda ve koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalinin ortamda bulunan antioksidanlarla
orantil1 olarak renginin kaybolmasi temeline dayanir. Ortamdaki antioksidanlar arttikca
renk kaybi da artmaktadir. Hesaplamalar hazir standart kite gore yapildi ve sonuglar

mmol Trolox Eq/L seklinde ifade edildi [86].

3. 4. 3 Total oksidatif durumunun (TOS) belirlenmesi
Total oksidan seviyesi diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik

ol¢tim yapildi (Rel Assay Diagnostics, Ankara, Tiirkiye). Bu yeni yontem oOrnekteki
oksidanlarin ferr6z iyon-gelator kompleksini ferrik iyonlara okside etmesi ve olusan
ferrik iyonlarin asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanan

Erel’in metodu ile yapildi [78]. Olusan rengin koyuluguna goére spektrofotometrik
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Ol¢iim yapilir. Bu Olglim ortamda bulunan oksidan molekiillerin toplamini yansitir.

Sonuglar mmol H202 Eq/L olarak ifade edildi.

3. 5. Histokimyasal Islemler

Sham ve deney gruplarindan aliman ince bagirsaga ait dokular 151k
mikroskobunda yapilacak histolojik degerlendirme i¢in %10’luk tamponlu formalin
(pH: 7,35) ¢ozeltisinde tespit edildi. Sirasiyla dereceli alkollerden (%75, %75, %96,
%96 (1 gece bekletildi), %100, %100) gegirilerek dehidratasyona ugratilan dokular
daha sonra seffaflanmalari i¢in ksilene alindi. Seffaflanmasi tamamlanan dokular 60°C
etivde 1 saat %50 ksilen-%50 sivi parafin, daha sonra da 4 saat sivi parafin
infiltrasyonuna maruz birakildi. Etiiv disina ¢ikarilip parafine gomiilerek sert bloklar
elde edilen dokular +4 °C’de bekletildi. Kesim islemine baslamadan dnce -18°C ‘ye
alian bloklardan Leica RM 2245 model mikrotom ile 4 um kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler Hematoksilen Eozin (H-E) boyasi ile boyandi.

Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

. Ksilen ile parafini giderme

. Sirastyla %100, % 96, %75 etanol serisi (2 dk )

. Suda yikama

. Hematoksilen (2 dk)

. Suda yikama

. Eozin (1 dk)

. Suda yikama

. %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon (%75 te 0, 5 dk, %96 ve
%100 de 2 dk)

. Ksilen ile seffaflandirma

. Entellanla kapatma

Ornekler Olympus BX43 (Tokyo, Japan) model 151tk mikroskobuyla incelendi
daha onceki c¢alismalarda da belirtildigi [87] sekilde Chiu skorlamasina gore
puanlandirildi (Tablo 4). Kesit o6rnekleri Olympus DP26 (Tokyo, Japan) dijital

goriintiileme sistemi ile fotograflandi.
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Puan | Goriilen Lezyonlar
0 - Normal mukozal villus
- Subepitelyal Gruenhagen bosluklarinin olusmaya baslamasi
! - Kapiller konjesyon (+)
- Epitel tabakasinin lamina propriadan hafifce ayrilmasi ile subepitelyal
g bosluk genislemesi
- Villuslarin alt kisimlarinda da masif epitel ayrismasi
> - Az sayida villus tepeciginde epitel kayb1 (deniidasyon)
- Villuslarda genis alanlarda epitel kayb1
- Epitel alt1 dokularin (lamina propria ve dilate kapillerlerin) aciga
) ¢ikmasi
- Lamina propriada hiicre sayisinda artis (artmis seliilarite)
- Lamina proprianin hasarlanmasi ve biitiinliigliniin kayb1
5 - Hemoraji ve lilserasyon

Tablo 4. Chiu Skorlamasi

Chiu skorlamasi yapilirken her denege ait 3 ayri jejunum kesitinde 5’er alan
olmak {iizere toplamda 15 alan x20 ve x40 biiyiitmelerde degerlendirilerek ortalamalar
alindi. Daha sonra da gruplardaki hayvanlara ait genel ortalamalar hesaplandi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 5). Chiu puanlandirma kriterleri genel olarak
mukozal tabakalar1 icermekle birlikte dokular1 incelerken biitiinciil bir yaklasim ile tiim

tabakalar ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Tablo 5. Gruplara gore deneklerin histoloji skorlar1

Karvedilol Karvedilol alan p-degeri
almayan
Sham 0,0 (0,0) 0,0 (0.0) -
OKkliizyon 3,0(1,4) 1,5(0,9) <0,001
p-degeri <0,001 <0,001

1 Sham ve Okliizyon yapilan gruplar igerisinde Karvedilol alan ve Karvedilol almayan
gruplar arasinda yapilan Kkarsilastirmalar, Mann Whitney U testi, Bonferroni
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Diizeltmesine gore p<0,025 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
Karvedilol alan ve Karvedilol almayan gruplar igerisinde Sham ve Okliizyon gruplari
arasinda yapilan karsilastirmalar, Mann Whitney U testi, Bonferroni Diizeltmesine gore

p<0,025 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Okliizyonun jejunum haricinde ileum fizerine de etkisinin olup olmadigim
degerlendirmek amaci ile deneklere ait ileum kesitleri de degerlendirildi. Genel olarak
bir farklilik go6zlenmedigi icin Chiu skorlamasi ileum degerlendirilmesinde

kullanilmadi.

3. 6. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) paket programinda yapilmustir. Siirekli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale
yakin olup olmadig1 Shapiro-Wilk testiyle varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle
arastirillmistir. Tanmimlayici istatistikler ortalama =+ standart sapma ya da medyan
(ceyrekler arasi genislik) biciminde gosterilmistir. Gruplar arasinda ortalama degerler
yoniinden farkin onemliligi Student's t testiyle incelenirken normalden uzak dagilima
sahip degiskenler yoOniinden farkin oOnemliligi ise Mann Whitney U testiyle
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada cok fazla sayida ikili karsilagtirma s6z konusu
oldugundan Tip I hatayr kontrol edebilmek igin Bonferroni diizeltmesi yapilmistir.
Bonferroni diizeltmesine gore p<0,025 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4- BULGULAR

4. 1. Biyokimyasal Bulgular

Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilmeyen okliizyon grubu
arasinda sirasiyla; TAS, TOS, IMA ve GSH diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik gériilmedi (p>0,025).

Karvedilol verilen sham grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
sirastyla; TAS, TOS ve GSH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmedi (p>0,025). Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen
oklliizyon grubunun medyan IMA diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii
(p=0,002).

Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilen sham grubu arasinda
sirasiyla; TAS, IMA ve GSH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmedi (p>0,025). Karvedilol verilmeyen sham grubuna gére Karvedilol verilen
sham grubunun medyan TOS diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha ytiksekti
(p=0,005).

Karvedilol verilmeyen okliizyon grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu
arasinda sirastyla; TAS, TOS, IMA ve GSH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik gériilmedi (p>0,025).
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Tablo 6. Gruplara gore deneklerin biyokimyasal 6lgtimleri

Karvedilol Karvedilol alan p-degeri
almayan
TAS
Sham 1,14 (0,12) 1,09 (0,23) 0,3829
Okliizyon 1,03 (0,09) 1,07 (0,36) 0,279
p-degeri 0,0839 0,8789
TOS
Sham 1,88 (3,40) 6,51 (7,31) 0,005
Okliizyon 1,58 (2,91) 3,88 (17,63) 0,0659
p-degeri 0,798 0,4429
IMA
Sham 0,88 (0,15) 0,90 (0,05) 0,4429
Okliizyon 0,86 (0,07) 0,83 (0,11) 0,0659
p-degeri 0,574 0,002
GSH
Sham 1,22 (7,46) 7,57 (6,22) 0,1619
Okliizyon 0,24 (8,55) 0,00 (8,55) 0,6459
p-degeri I 0,798 0,105

+ Sham ve Okliizyon yapilan gruplar icerisinde Karvedilol alan ve Karvedilol almayan
gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,025 ig¢in
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, § Karvedilol alan ve Karvedilol
almayan gruplar icerisinde Sham ve Okliizyon gruplar1 arasinda yapilan
karsilastirmalar, Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,025 i¢in sonuglar istatistiksel olarak

anlaml1 kabul edildi, § Mann Whitney U testi, $ Student's t testi.

Karvedilol verilmeyen sham grubuna goére Karvedilol verilmeyen okliizyon
grubunun ortalama SH ve TT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha diistiktii
(p=0,003 ve p=0,006). Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilmeyen
okliizyon grubu arasinda sirasiyla; SS, SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p>0,025).
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40

30

Disiilfid

20

10 -

Sham Okluzyon

M Carvedilol almayan  m Carvedilol alan

Sekil 8. Disiilfid aktivite diizeylerinin ortalama + standart hata seklinde gruplar arasi
karsilagtirmasinin grafiksel olarak gdsterilmesi

Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon grubunun
ortalama SH ve TT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek idi (p=0,008 ve
p=0,011). Karvedilol verilen sham grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
sirasiyla; SS, SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmedi (p>0,025).

250

200

150 -

Native tiyol

Sham Okluzyon

M Carvedilol almayan  m Carvedilol alan

Sekil 9. Native Tiyol aktivite diizeylerinin ortalama + standart hata seklinde gruplar
arasi1 karsilagtirmasinin grafiksel olarak gosterilmesi
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Karvedilol verilmeyen sham grubuna gore Karvedilol verilen sham grubunun
ortalama SH, TT ve SS diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha disiikti (p=0,018,
p=0,002 ve p=0,015). Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilen sham
grubu arasinda sirastyla; SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,025).

300

250

200 -

150 -

Total tiyol

100 -

50

Sham Okluzyon

M Carvedilol almayan  m Carvedilol alan

Sekil 10. Total Tiyol aktivite diizeylerinin ortalama + standart hata seklinde gruplar
arasi karsilagtirmasinin grafiksel olarak gosterilmesi

Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon
grubunun ortalama SH diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,002).
Karvedilol verilmeyen okliizyon grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
sirasiyla; TT, SS, SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik goriilmedi (p>0,025).
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Tablo 7. Gruplara gore deneklerin biyokimyasal 6lgtimleri - devami

Karvedilol Karvedilol alan p-degeri
almayan
SH
Sham 178,7+16,45 147,7+28,30 0,018
Okliizyon 136,2+28,50 194,8+32,32 0,002
p-degeri 0,003 0,008
TT
Sham 230,6+33,65 170,4+28,91 0,002
Okliizyon 174,4+35,88 220,7+38,96 0,027
p-degeri i 0,006 0,011
SS
Sham 25,9+13,60 11,3+6,30 0,015
Okliizyon 19,1+11,38 12,9+7,40 0,222
p-degeri i 0,292 0,649
SS/SH
Sham 14,6+7,45 8,2+5,58 0,071
Okliizyon 14,4+9,58 6,6+3,75 0,062
p-degeri i 0,965 0,534
SSITT
Sham 10,8+4,95 6,7+3,76 0,083
Okliizyon 10,4+5,88 5,7+2,92 0,068
p-degeri I 0,891 0,561
SH/ITT
Sham 78,44+9,89 86,6+7,52 0,083
Okliizyon 79,2+11,76 88,6+5,85 0,068
p-degeri I 0,891 0,561

+ Sham ve Okliizyon yapilan gruplar icerisinde Karvedilol alan ve Karvedilol almayan
gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar, Student's t testi, Bonferroni diizeltmesine gore
p<0,025 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,  Karvedilol alan ve

Karvedilol almayan gruplar igerisinde Sham ve Okliizyon gruplar1 arasinda yapilan
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karsilagtirmalar, Student's t testi, Bonferroni diizeltmesine gore p<0,025 igin sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. 2. Histokimyasal Bulgular

Alman doku Orneklerinden sham gruplarina ait olanlar (Sham (S),
Sham+Karvedilol (SC)) incelendiginde mukoza tabakasinin biitiinliigiinii korudugu
gozlendi. Tek katli ¢izgili kenarli prizmatik epitel tiim alanlarda normal yapida izlendi.
Intraepitelyal tek hiicreli bez olan Goblet hiicreleri normal gériiniimde ve sayidaydi.
Epitel alti doku olan lamina propriya dogal goriinimdeydi, gevsek bag dokusu
ozelliklerini gosteriyordu; bag dokusu hiicreleri ve kollajen lifleri normal yapidaydi.
Besinlerin absorbsiyonunda rol alan ¢ok sayida kapiller icermekteydi. Submukoza ve
muskularis eksterna katlart normal yapilarini korumaktaydi. Organi en distan saran

seroza tabakasi kesitlerde izlendi (Sekil 11-12).

Sekil 11. Sham gruplarina ait mikroskopik fotograflar. H-E boyamasi. Bar: 200 pm. 1A:
Sham grubu, 1B: Sham+Karvedilol grubu. Epitel biitiinliigiinii korumakta, mukoza
normal goriiniimde, villuslar diizgiin.
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Sekil 12. Sham gruplarina ait mikroskopik fotograflar. H-E boyamasi. Bar: 100 pm. 2A:
Sham grubu, 2B: Sham+Karvedilol grubu. Tek katli prizmatik epitel ve Goblet hiicreleri
izlenmekte. Epitel lamina propria ile biitiinlesik. Epitel alt1 bag doku dogal goriiniimde.
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Sham gruplarina ait ileum kesitleri incelendiginde mukoza tabakalarinin (epitel,
lamina propria), submukoza ve muskularis eksterna katmanlarinin normal goriiniimde
oldugu saptandi.

Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilen sham grubu arasinda
medyan histoloji skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi

(p=1,000).

Alman doku orneklerinden okliizyon gruplarma ait olanlar (Okliizyon (O),
Okliizyon+Karvedilol (OC)) incelendiginde jejunumda mukozal hasarin en ¢ok yalnizca
okliizyon uygulanan grupta meydana geldigi saptandi (Sekil-13). Bu grubun Chiu skoru
da diger gruplara gore daha yiiksekti. Aradaki skor farki istatistiksel olarak anlamliydi.

Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon

grubunun medyan histoloji skoru istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,001).

Sekil 13. Okliizyon gruplarina ait mikroskopik fotograflar. Ok: Gruenhagen bosluklari,
imleg: epitel biitlinliigii yitirilmis mukoza alanlari. H-E boyamasi. Bar: 200 pm. 3A:
Okliizyon grubu, 3B: Okliizyon +Karvedilol grubu

Okliizyon grubunda ¢ogu yerde tek katli ¢izgili kenarli prizmatik epitelin
biitiinliiginii  kaybettigi gozlendi (Sekil 3A, 5A). Literatiirde tanimlanan [88]
Gruenhagen bosluklar1 fazla sayida ve genis idi. Subepitelyal boslugun ileri derecede
artmasi yer yer lamina propriyanin agiga ¢ikmasina yol agmisti. Birka¢ alanda mukoza
tabakasinda da yapiin tamamen bozuldugu ve iilserasyon meydana geldigi izlendi.
Epitel altindaki gevsek bag dokusu yapisinda olan lamina propriyada bag dokusu
hiicrelerinde sayica artig gozlendi, bu artis hasara yanit mekanizmasi olan enflamasyon

lehine degerlendirildi. Villus i¢i kapillerlerde dilatasyon ve endotelyal biitiinliik kayb1
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meydana gelmisti. Mukoza alti katmanlar olan submukoza ve muskularis eksterna

tabakalar1 normal goriiniimdeydi (Sekil-3A, 14).

I«

Sekil 14. Okliizyon grubuna ait mikroskopik fotograflar. Ok: Gruenhagen bosluklari,
imleg: epitel biitiinliigii yitirilmis mukoza alanlari. H-E boyamasi. 4A: Bar: 200 pm.
4B: Bar: 100 pm

Okliizyon+Karvedilol grubunda da mukozal hasar izlenmekle birlikte epitel ve
subepitel dokudaki bozulmanin siddeti daha hafifti. Villuslarin tepe kisimlarinda epitel
dokusu kaybi, Gruenhagen bosluklar1 yer yer gozlenirken hasarli bolgelerin alani
yalnizca okllizyon uygulanan gruba gore daha az saptandi (Sekil 3B, 5B). Lamina
propriyada hiicre artisi olmakla birlikte hiicre artis1 ve kapiller dilatasyon okliizyon
grubu kadar fazla degildi. incelenen alanlarda mukoza tabakasmnin tamamen kaybina ve
iilserasyona rastlanmadi. Mukoza alt1 katmanlar olan submukoza ve muskularis eksterna
tabakalar1 normal goériiniimdeydi. Yalnizca okliizyon uygulanan grup ve okluzyon ile
birlikte karvedilol uygulanan grupla arasindaki skor farki istatistiksel olarak anlamliydi.

Karvedilol verilmeyen sham grubuna gore Karvedilol verilmeyen okliizyon
grubunun medyan histoloji skoru istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).
Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon grubunun medyan

histoloji skoru istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).
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Sekil 15. Okliizyon gruplarina ait mikroskopik fotograflar. Ok: Gruenhagen bosluklari,
imleg: epitel biitiinligii yitirilmis mukoza alanlari. H-E boyamasi. Bar: 100 pm. 5A:
Okliizyon grubu, 5B: Okliizyon +Karvedilol grubu

Okliizyon grubunun ileum Kesitleri incelendiginde iilserasyon ya da Gruenhagen
bosluklarini icermedikleri goriildii, ancak mukozal hiicre artis1 bu bolgelerde dikkat
cekiciydi. fleumun yami sira organi cevreleyen ve en dis katmaninda yer alan yag

dokusunda da okliizyon grubunda hiicre artis1 belirgindi (Sekil-16).

Sekil 16. Sham ve okliizyon gruplarina ait mikroskopik fotograflar. H-E boyamasi. Bar:
200 pm. 6A: Sham+Karvedilol grubu, 6B: Okliizyon grubu. 6C: Okliizyon+Karvedilol
grubu. Sham gruplar1 ve okliizyon uygulanan gruplar arasindaki hiicre artig1 farki
belirgin olarak izlenmektedir.

Sonug olarak 151k mikroskobik diizeyde yaptigimiz incelemeler neticesinde ince
bagirsagi besleyen arterlerin okliizyonunun en ¢ok bagirsaklarda emilim yiizeyi olan
epitel ve epitel alt1 dokuyu igeren mukoza tabakasini etkiledigi goriilmiistiir. Uygulanan

prosediir submukoza ve muskularis eksterna tabakalarinda belirgin bir degisiklik
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meydana getirmemigstir. Mukoza tabakasinda yarattigi enflamasyona bagli hiicre
artisindan epitel-subepitel ayrismasina ve mukozada iilserasyona varana kadar degisik
siddette hasara yol agabilmektedir. Jejunumda gézlenen bu degisiklikler bagirsagin
diger bir kismi olan ileumda belirgin olarak gozlenmemistir, yalnizca Sham grubuna
gore hiicre sayisinda yer yer belirgin artis izlenmistir.

Calismamiza konu olan terapdtik ajanin hasar siddetini azaltict yonde etkisi
oldugu saptanmistir. Mikroskobik incelemede saptanan bu fark istatistiksel

degerlendirmeler sonucunda anlamli bulunmustur.
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5- TARTISMA

Bu c¢alismanin amaci, ratlarda deneysel intestinal iskemi reperfiizyon hasari
olusturarak, karvediloliin reperfiizyondan hemen sonra intraperitoneal olarak

uygulanmasinin intestinal I/R hasar1 lizerine etkilerini aragtirmaktir.

Akut mezenter iskemi, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahiptir. Mortalitesinin
bu kadar yiiksek olmasinin nedenlerinin basinda bagirsaklarda doku 6liimii olusmadan
once taniin konulmasindaki giigliik ve gecikmedir. Abdominal organlar arasinda ince
barsaklar, biiylik oranda iskemi reperfiizyonuna bagli zedelenmeye en duyarh
organlardan olup, ayn1 zamanda serbest oksijen radikallerinin major kaynagi olan
ksantin oksidazi da en fazla bulunduran dokulardan biridir [88]. Yasam oranini
belirleyen en 6nemli faktor, bagirsaklarda nekroz ve peritonit gelismeden 6nce taninin
konmasidir. Ilk 24 saat icinde tani konan hastalarda yasam olasiligi %60 iken, 24
saatten sonra tani konanlarda bu oran % 30’a diismektedir [25]. Ge¢ tan1 konulan
hastalarda genis ince bagirsak ve hatta kolon rezeksiyonlar1 gerekir. Yasayan hastalarin
cogunda beslenme icin yeterli bagirsak boliimiiniin kalmamasina bagli kisa bagirsak
sendromu ortaya ¢ikar. Hiicre 6liimii ve organ yetmezlIigi ile birlikte olan iskemik hasar
genellikle dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim tarafindan
saglanamamasi ve olusan artik iriinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi
sonucu olusur. Dokunun tekrar kanlanmasi saglanamazsa hiicresel 6liim gergeklesir.
Reperfiizyon saglanmasi iskemik dokunun iyilesebilmesi igin sarttir. Ancak iskemik
dokunun reperfiizyonu bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri
gelmesini saglarken bir taraftan da hiicre kayb1 devam ederek daha ileri hasarlara neden
olmaktadir. Bu durum I/R hasari olarak adlandirilan 6nemli bir klinik olaydir [4, 68].
I/R hasarmin mekanizmasi heniiz tam aydinlatilamamistir ancak arterlerin tikanmasi ve
reperfiizyonu sonucunda hasar mekanizmasinda rol oynayan lokal ve sistemik kaynakli
serbest oksijen radikalleri, NO, transkripsiyon faktorleri, Serotonin ve pankreatik
proteazlar gibi sitotoksik metabolitler salinir ve nétrofil ile endotel hiicreler arasindaki

etkilesim artar [89].

I/R’a bagh doku hasarin1 baglatan en 6nemli faktor serbest oksijen radikalleri
(SOR)’dir. Oksijenli solunum yapan tiim canlilar metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik

olarak oksidatif stresle Karsilasirlar. Oksijenden iiretilen en Onemli reaktif tiirler
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arasinda siiperoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H20,), hidroksil radikali (OH"),
peroksinitrit anyonu (ONOQ") vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimui,
proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla
sonuglanan hiicre 6liimiine neden olmaktadir [90].

Hiicrenin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in oksijen kritik bir 6neme
sahiptir.  Oksijen yoklugu, anaerobik metabolizma ve lokal laktik asit
konsantrasyonununda artisa bu da asidoza neden olur. Asidoz daha az enerji liretimine
neden olur ve sonugta hiicre homoeostazini devam ettirebilmek igin gerekli olan
enerjiden yoksun kalir [51]. Dokular_hipoksiye farkli siirelerde dayaniklik gosterirler.
Noronal hasar iskemi olusumundan sadece dakikalar sonra meydana gelirken ¢izgili
kaslar saatler siiren iskemiden etkilenmezler [50].

Ratlarda iskemi reperfiizyon hasarimi ve cesitli ajanlarin bu hasar1 6nlemede
etkinliklerini aragtirmak amaciyla, in vivo olarak farkli deneysel modeller
gelistirilmistir.  Bu modellerde, mezenterik iskemi olusturmak igin, SMA’in
transeksiyonu ve okliizyonu uygulanmistir. Bununla birlikte, uygulanan iskemi ve
reperfiizyon siireleri konusunda, modeller arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Daha
derin bir iskemi olusturmak igin, Kkollaterallerin akimmin kesildigi modeller de
calisilmistir.

Megison ve arkadaglari, sadece SMA okliizyonunun yapildigi durumlarda
mezenterik akimin %83 oraninda azaldigini, kollateral akimin da kesilmesiyle bu oranin
%98'in iistiine ¢iktigini gosterdiler [91].

Enzimatik ve nonenzimatik mekanizmalarla SOR’larin etkilerini ortadan
kaldiran maddelerin etkileri deneysel ve klinik olarak gosterilmistir. Bu amagla Bryka-
Owczarek ve ark. tavsanlarda deneysel ince bagirsak I/R hasari olusturarak C vitamini,
mannitol, N-Asetil sisteinin antioksidan 6zelliklerini karsilastirmislardir [92]. Boyd ve
ark. hamsterlerin ince barsaklarinda 30 dk iskemi ve ardindan 3 saat reperfiizyon
yaptiklart deneysel calismada gama hidroksibiturat, allopiirinol ve E vitamini
uygulamislardir [93].

Bagirsak I/R modeli sik kullanilan deneysel bir model olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu tiir calismalarda birbiriyle celisen sonuglar oldugu goriilmektedir.
Ancak her seye karsin ince bagirsak I/R modelinin ¢alisilmast kolay, klinik

uygulamalarla Ortiisen ve sonuclarin objektif olarak degerlendirilebildigi bir model
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oldugunu diistinmekteyiz. Biz de c¢alismamizda deneysel I/R modelini kullandik ve
basaril1 sonuclar aldik.

Ince bagirsak I/R hasarinda etkinliklerini arastrmak amaciyla pentoksifilin,
kafeik asit, melatonin, verapamil, nitrogliserin, allopiirinol, trimetazidin, dopamin,
dobutamin gibi
ajanlar kullanilmis ve oksidatif strese karsi etkili olduklar1 gosterilmistir.

N-Asetilsisteinin hepatik I/R sonrast olusan intestinal hasar1 Onlemedeki
etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada [94] 30 dakika iskemiyi takiben reperfiizyon
uygulanmistir. Mallick ve ark. deneysel modellerini 30 dk iskemi, 120 dk reperfiizyon
yaparak olusturmuslardir [95].

Koltuksuz ve ark. [96], sicanlarda kafeik asit fenetil esterin, intestinal iskemi
reperfiizyon tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 30 dakika intestinal
iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulamiglar ve doku MDA seviyesini, Serum
fizyolojik verilen reperfiizyon grubunda, yine serum fizyolojik verilen iskemi grubuna
gore anlamli olarak ytliksek bulmuslardir.

Ogure ve ark. [97], sican ince barsak iskemi reperfiizyon hasarinda luteinin
etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, 30 dakika iskemi ve ardindan bir saat
reperfiizyon yapmuslar, I/R sonrasi lipid peroksidasyonu artiginin, lutein tedavisi ile
anlamli olarak azaldigini ortaya koymuslardir.

Calismamizda reperflizyon sonrasi olusan hiicre hasarina yaniti aragtirmak
amactyla bilinen antioksidan etkinligi ile yeni nesil ilaglar arasinda gosterilen
Karvedilolii kullandik.

Karvedilol igiincii  kusak, non selektif B-bloker vazodilatotor ajandir.
Hipertansiyon, angina ve konjestif kalp yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Selektif olarak A1 reseptdrleri antagonize ederken, non selektif olarak B1'i ve
[2-adrenoseptorleri antagonize eder. Karvedilolin ayni zamanda antioksidan,
antiaritmik, antiapopitotik ve antiproliferatif etkileri de mevcuttur. I/R sonrasi olusan

serbest oksijen radikallerine antioksidan etkisi ile etkili oldugunu diistinmekteyiz.

Biz de calismamizda, onciil deneylerde intestinal I/R hasar1 olusumunu
histopatolojik olarak dogruladiktan sonra, 30 dakika iskemi ve ardindan reperfiizyon

uyguladik. Calismamizda histolojik olarak tiim okliizyon gruplarinin ileum kesitleri
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incelendiginde okliizyonunun benzer calismalarda oldugu gibi en ¢ok bagirsaklarda
emilim yiizeyi olan epitel ve epitel alt1 dokuyu igeren mukoza tabakasini etkiledigi,
uygulanan prosediiriin submukoza ve muskularis eksterna tabakalarinda belirgin bir
degisiklige neden olmadig1 gorilmiistiir. Biyokimyasal olarak Karvedilol verilmeyen
sham grubu ile Karvedilol verilmeyen okliizyon grubu arasinda sirasiyla; TAS, TOS,
IMA, albiimin ve GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmemesi, iskemi siiresinin arttirabilecegi ya da kollateral dolagimininda kesilmesi
intestinal I/R hasarin arttiracagini desteklese de, Karvedilol verilmeyen sham grubu ile
Karvedilol verilmeyen okliizyon grubunun ortalama SH ve TT diizeylerinde istatistiksel
anlamli olarak daha diisiik tespit edilmesi Serbest oksijen radikallerin proteinlerdeki
stilfir iceren aminoasitlerin Tiyol gruplarinin oksidasyonuna neden olarak disiilfid
baglar1 olusturdugunu ve iskemi siiresinin biyokimyasal ve histolojik istatiksel olarak

anlamli oldugu goriildii.

Sing ve arkadaslari, Karvediloliin intestinal iskemi reperfiizyonun tetikledigi
bobrek hasarina olan etkisini incelemisler ve Karvediloliin bobrek hasarini azalttigini
gostermislerdir [17]. Parlaktas ve arkadaslar1 da rat testis iskemi reperfiizyon modelinde
hasara Karvediloliin etkilerini incelemisler ve hasari azalttigini gostermislerdir [16].

Hagashi ve ark ¢alismasinda [98] bobrek transplantasyonunda, I/R hasarinin
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ile ilgili olmasi nedeniyle non selektif B adrenoreseptor
ve selektif o 1 adrenoreseptor blokor etkili, anti-hipertansif etkisine ek olarak
antioksidan etkisi nedeniyle Karvediloli kullanmistir. Calisma Karvediloliin si¢anlarda
I/R hasar1 tizerine etkilerini aragtirmak amaciyla yapilmigtir. Ameliyat sonrasi 2. ve 4.
giinlerde, serum Kreatinin diizeyleri, kontrol ve metoprolol tedavi gruplari arasinda
Karvedilol tedavisi verilen gruba gore daha yiiksek tespit edilmis. Bununla birlikte,
ameliyat sonrast 7. giinde anlamli bir farklilik tespit edilmemis. Renal I/R'da
Karvediloliin antioksidan etkinliginin hasar1 azalttig1 sonucuna varilmistir.

Etkin maddeyi belirleme asamasinda yaptigimiz literatiir taramasinda bu
maddenin daha 6nce intestinal I/R hasarina karsi etkinliginin test edilmemis olmasina
dikkat ettik. Testis ve bobrek I/R hasarini 6nlemeye yonelik c¢aligmalar bulunmakla
birlikte Karvediloliin intestinal I/R hasarimmn intestinal mukoza iizerine olan etkisi

arastirtlmamustir.
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Biz c¢alismamizda Karvediloli reperfiizyon sonrasi tek doz 2mg/kg
intraperitoneal olarak uyguladik. Karvedilol verilen sham grubuna gére Karvedilol
verilen okliizyon grubunun ortalama SH ve TT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak
tespit edildi, SS, SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik goriilmedi.

Intestinal 1/R hasarmm histopatolojik smiflandirmasinda  degisik skorlar
kullanilmaktadir. Chiu skoru [99], Park skoru [100], Hierholzer ve ark. [61] tarafindan
kullanilan skorlama sistemleri bu skorlara 6rnek olarak verilebilir. Chiu ve ark
tarafindan tanimlanan histopatolojik siiflama basit, kullanilabilir olmasi, ince barsak
doku hasarini iyi
gostermesi ve litaratiirde deneysel intestinal I/R hasar modellerinde en ¢ok kullanilan
skor olmasi nedeniyle secilmistir.

Ates ve ark. [30], intestinal I/R hasarinda hem iskemi hem de reperfiizyon 6ncesi
verilen melatoninin koruyucu roliinii arastirdiklari galismalarinda, SMA’y1 klempe edip,
45 dakika iskemi ve ardindan 120 dakika reperflizyon uygulamislar ve barsakta, baslica
antioksidan enzimler olan katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidazin
aktivitelerinin, I/R yapilip melatonin verilen sicanlarda, sadece I/R yapilanlara kiyasla
anlamli bir artig gosterdigini ortaya koymuslardir. Aynmi zamanda, I/R yapilan
sicanlarda, hem iskemi Oncesi hem de reperfiizyon Oncesi melatonin uygulamasinin,
lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA seviyesini anlamli oranda
diistirdiiglinii géstermislerdir.

Biz de ¢alismamizda rat SMA'sin1 klempe edip 30 dakika boyunca iskemi ve
hemen ardindan da reperfiizyon uyguladik ve reperfiizyon sonrasi intaperitoneal
Karvedilol uygulamasinin antioksidan total aktiviteleri ve inflamasyon iizerine olan
etkilerini arastirdik. Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gore Karvedilol verilen
okliizyon grubunun medyan histoloji skorunun istatistiksel anlamli diisiik oldugu
goriildii.

Parlaktas ve ark. [16] ¢alismasinda Karvediloliin antioksidan 6zelligine yonelik
21 erkek rat testisi lizerinde yaptiklar1 ¢alismada SOD (Stiperoksit dismutaz), MDA
(Malondialdehid), GSH-Px (Glutatyon peroksidaz) degerlerinin I/R+CVD (iskemi
reperfiizyon+Karvedilol) grubunda anlamli olarak azaldigini protein karbonil degerinin

ise gruplarda anlamli olarak degigsmedigini bulmuslardir.
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Bizim ¢alismamizda Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna goére Karvedilol
verilen okliizyon grubunun ortalama SH diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksekti (p=0,002).

Karvedilol verilmeyen okliizyon grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
ise sirasiyla; TAS, TOS, IMA ve GSH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik gortilmedi. Mikroskopik incelemede ise Karvedilol verilen sham grubuna goére
Karvedilol verilen okliizyon grubunun medyan histoloji skoru istatistiksel anlaml

olarak daha yiiksekti.

Hayashi ve ark. ¢alismasinda [101] bobrek transplantasyonun sik goriilen bir
komplikasyonu olan ve greft fonksiyonu ile iligkili olan akut bobrek hasariin
patogenezinde iskemi, vaskiiler konjesyon ve reaktif oksijen metabolitlerinin yer almasi
nedeniyle, akut bobrek hasarina yol agan bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinda giiglii
antioksidan o6zellikli antihipertansif etkisi olan Karvedilolin koruyucu etkilerini
aragtirmiglardir. 24 rat randomize olarak sham, Karvedilol verilen grup (cerrahiden 30
dakika once ve reperfiizyondan 12 saat sonra) ve Karvedilol verilmeyen grup olarak
ayrilmis, Karvedilol verilen grup 60 dakika sol renal iskemi, ardindan 24, 48, 96 ve 168
saat reperfiizyon uygulamiglar. I/R sonrasi Karvedilol uygulanan grupta plazma
kreatinin diizeylerinin (168 saate kadar) kontrollerle karsilastirildiginda belirgin olarak
distiigi  (p<0,001) ve bobrek fonksiyonlarinda iyilesme oldugu tespit edilmis.
Histopatolojik analiz, Karvedilol ile tedavi edilen siganlarin bobreklerinde I/R kaynakl
hasarin  azaldigmi ortaya koymus. Cu/Zn siiperoksit dismutazin ekspresyon
diizeylerinde ve 8-hidroksi deoksiguanozin ve apoptoz diizeylerinde azalmada anlamli
bir artis (p<0,005), Karvedilol tedavisinden sonra koruyucu bir etki oldugunu ortaya
koymustur.

Bizim calismamizda Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen
okliizyon grubunun medyan IMA diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha disiikti
(p=0,005) ve mikroskopik incelemede ise Karvedilol verilen sham grubuna gore
Karvedilol verilen okliizyon grubunun medyan histoloji skoru istatistiksel anlaml
olarak daha yiiksek tespit edildi. Karvediloliin antioksidan 6zelligini desteklemekle
birlikte, Karvedilol verilen sham grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
sirastyla; TAS, TOS, albiimin ve GSH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmemesi (p>0,025), ilac1 tek doz uygulamamizla alakali olabilir.
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Sing ve ark. [17] calismasinda bilateral renal pedikiil 45 dk okliize edilip takip
eden 24 saat reperfiize edilerek iskemiden 30 dk sonra ve reperfiizyonun 12 saatinde
olacak sekilde Karvedilol 2 mg/kg iki kez intraperitoneal uygulamistir. Renal dokuda
Tiobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS), glutatyon (GSH) degeri, katalaz (CAT) ve
superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi degerlendirilmistir. Bobrek fonksiyonlarini
degerlendirmek i¢in BUN (Kan iire azotu) ve kreatinin degerleri Ol¢iilmiis. Renal
oksidatif stres degerlendirilmek {izere renal morfoloji incelenmistir. Karvedilol
uygulanan grupta artmis TBARS diizeylerinin diistiigii ve azalan renal antioksidan

enzimlerde artis oldugu tespit edilmistir.

Bizim c¢alismamizda Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen
okliizyon grubunun ortalama SH ve TT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksekti. Karvedilol verilen sham grubu ile Karvedilol verilen okliizyon grubu arasinda
sirastyla; SS, SS/SH, SS/TT ve SH/TT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmedi. Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gore Karvedilol verilen
okliizyon grubunun medyan histoloji skoru ise istatistiksel anlamli olarak daha diisiik

bulundu.
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6. SONUC VE ONERILER

Iskemi reperfiizyon hasar1 klinik uygulamalarda siklikla karsilasilan mortalite ve
morbiditesi yiiksek bir olaydir. Miyokard infarktiisii, travma ve travma cerrahisi,
ortopedik cerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi, transplantasyon cerrahisi, sok, sepsis, yanik,
pankreatit, serebrovaskiiler olaylar, I/R olaymin gorildigli durumlardan sadece
bazilaridir. Yapilan tiim cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve bunu takiben
bir reperfiizyon periyodu vardir. Bu nedenle I/R patofizyolojisini tam olarak
aciklayabilmek I/R hasarini 6nlemek ve I/R periyodunu artt yone cevirecek tedavi
yontemi bulmak i¢in birgok deney iizerinde c¢alisilmakta ve bircok ajan

kullanilmaktadir. Fakat hala etkin bir medikal ajan bulunamamustir.

Intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda Karvediloliin ilk defa kullanilmasi ve
ortaya ¢ikan sonuglarin biyokimyasal verilerle desteklenmesi nedeniyle ¢alismamizin
bundan sonraki arastirmalara yol gdsterecegi inancindayiz.

Antioksidan bir ajan olan Karvedilol, degisik doz, siire ve deneklerle yapilacak
yeni calismalarla, heparin, dopamin gibi etkinligi bilinen diger ilaglara alternatif bir
tedavi olabilecektir.

Calismamizda arter okliizyonu sabit bir siire uygulanmis, terapotik ajan tek dozda
kullanilmistir. Tiyol/distilfid diizeyleri bize hastaligin patogenezinde ROT 6nemli bir
faktor olabilecegi ve bunun yapilacak yeni ve kapsamli ¢alismalar ile ayinlatilabilecegi
sonucuna varilmustir. Ilgili terapétik ajanin uygulama siire ve dozlarina gore farkh
okliizyon siirelerinde nasil farklilik olusturacag: ile ilgili daha genis ¢apli calismalar
planlanmasinin bu ajanmn klinikte kullanilmasmin oniinii agmasi ag¢isindan faydal
olacagim diistinmekteyiz.

Karvediloliin klinikte bu endikasyonda uygulanabilirligi acisindan daha cok

caligmaya ihtiya¢ bulundugu da bir gercektir.
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7- OZET

INTESTINAL ISKEMI REPERFUZYON HASARINDA KARVEDILOL’UN

INTESTINAL MUKOZA UZERINE OLAN ETKILERININ
INCELENMESI:RATLARDA DENEYSEL CALISMA
FATMA TUGBA GUVENC

DR SAMI ULUS KADIN DOGUM, COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI SUAM,
COCUK CERAHISI KLINiGI, ANKARA

Amag: Barsak arteriyel kan akiminin kismen veya tamamen tikanmasi sonrasi intestinal
iskemi ve kan akiminin yeniden saglanmasi ile reperfiizyon ortaya c¢ikmaktadir.
Intestinal iskemi reperfiizyon (II/R) hasar1 ¢oklu organ yetersizligine ve 6liime neden
olabilir. Bu ¢alismanin amaci II/R hasar1 iizerine reperfiizyon sonrasi uygulanan

Karvediloliin etkisinin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Ankara Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi
alindiktan sonra agirliklar1 250430 gr. arasinda degisen 32 geng saglikli erkek Wistar-
Albino rat her birinde 8’er denek olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara anestezi
sonrast laparotomi uygulandi, siiperior mezenter arter (SMA) diseke edildi, Sham
grubuna bagka bir islem yapilmadi. Sham+Karvedilol grubuna SMA disseksiyonu
sonras1 Karvedilol 2 mg/kg intraperitoneal uygulandi. II/R grubunda SMA 30dk
klemplenerek iskemi olusturuldu ve klemp acilarak reperfiizyon igin beklendi.
[i/R+Karvedilol grubunda, 1i/R grubundaki islemler aynen tekrarland: ve reperfiizyon
sonras1 Karvedilol 2mg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. 48 saat sonra ratlar
sakrifiye edildi. Deney sonunda alinan kan ve doku orneklerindeki reperfiizyon
hasarinin derecesi, biyokimyasal olarak TAS ve TOS, histopatolojik olarak Chiu skoru

ile degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede p<0,025 anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon grubunun
medyan IMA diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha disik bulundu (p=0,002).
Karvedilol verilmeyen sham grubuna gore Karvedilol verilen sham grubunun medyan
TOS diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,005). Karvedilol verilmeyen

sham grubuna gore Karvedilol verilmeyen okliizyon grubunun ortalama SH ve TT
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diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0,003 ve p=0,006).
Karvedilol verilen sham grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon grubunun ortalama
SH ve TT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,008 ve p=0,011).
Karvedilol verilmeyen sham grubuna gore Karvedilol verilen sham grubunun ortalama
SH, TT ve SS diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii (p=0,018, p=0,002 ve
p=0,015). Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gére Karvedilol verilen okliizyon

grubunun ortalama SH diizeyi istatistiksel anlaml olarak daha yiiksekti (p=0,002).

Karvedilol verilmeyen sham grubuna goére Karvedilol verilmeyen okliizyon
grubunun medyan histoloji skoru istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<0,001). Karvedilol verilen sham grubuna gére Karvedilol verilen okliizyon grubunun

medyan histoloji skoru istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).

Karvedilol verilmeyen sham grubu ile Karvedilol verilen sham grubu arasinda
medyan histoloji skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilhik goriilmedi
(p=1,000). Karvedilol verilmeyen okliizyon grubuna gore Karvedilol verilen okliizyon
grubunun medyan histoloji skoru ise istatistiksel anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p<0,001).

Sonug: Intestinal I/R sonras: intraperitoneal 2 mg/kg uygulanan Karvedilol’iin
histolojik incelemede ve biyokimyasal olarak hasar siddetini azaltict yonde etkisi
oldugu saptanmistir. Mikroskobik incelemede saptanan bu fark istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda da anlamli bulunmustur. Klinik olarak yarar saglayabilecek

bu uygulamanin deneysel olarak ayrintilandirilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Intestinal iskemi, reperflizyon hasari, Karvedilol
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8- ABSTRACT (OZET INGILIZCE)

THE EFFECTS OF CARVEDILOL ON ISCHEMIA REPERFUSION
DAMAGE OF THE INTESTINAL MUCOSA : AN EXPERIMENTAL
STUDY.

Fatma Tugba Giiveng,Dr.Sami Ulus Maternity, Children’s Health and Disease Training
and Research Hospital ,Department of Pediatric Surgery , ANKARA

Object

Partial or total occlusion of intestinal arterial blood flow leads to intestinal ischemia
and with resumption of blood flow re-perfusion is maintained. Intestinal ischemia
reperfusion (I1IR) injury maycause multiple organ failure and death. The aim of this
study is to investigate the effects of Carvedilol on IIR injury.

Material Method

After the approval of Local Ethics Committee for Animal Research of Ankara Hospital,
32 young , healthy male wistar Albino rats weighing 250-300 gr were divided into 4
groups each containing 8 subjects . After induction of general anestesia, Laparatomy is
performed and superior mesenter artery (SMA) is isolated in the all animals.No further
procedure is performed in Sham Group (Group 1) .After isolation of the SMA, 2 mg/kg
of carvedilol is applied intraperitoneally in Sham+Carvedilol group (Group II). In
thelntestinal Ischemia Reperfusion Group (Group I11), SMA is clamped for 30 minutes
to ensure ischemia.in the Intestinal Ischaemia Reperfusion+Carvedilol (IIR + cvd ) )
Group(Group 1V), ischemia is induced in the same manner 2mg /kg carvedilol is
applied intraperitoneally after resumption of blood flow and induction of reperfusion .
After 48 hours all rats are sacrified. The grade of reperfusion injury of the intestinal
mucosa is evaluated on blood and intestinal tissue samples by Total Anti-oxidant
Score (TAS) and Total Oxidant Score (TOS) measurements biochemically and by Chiu

score histopathologically. A p value of < 0.025 is regarded as statistically significant.
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Results:

The median IMA value of the Group 4 is found significantly lower than the Group 2 (p
<0,002). The median TOS of the Group 2 is found significantly higher than the Group
1 (p=0,005). The average SH and TT values of the Group 3 is found significantly lower
than the Group 1 (p=0,003 and p=0.006, respectively).The average SH and TT values
of the Group 1 is found significantly higher than the group 3 (p:0,008 and
p:0,011).The average SH,TT and SS values of the Group 2 is found significantly lower
than than the Group 1 (p:0,018,p:0,002 and p:0,015, respectively).The average SH
value of the Group 4 is found higher than the Group 3 (p=0.002).

The median histolipathological score of the Group 3 is found higher than the group 1
(p<0,001). The median histolipathological score of the Group 4 is found significantly
higher than the Group 2 (p<0,001).

The median histolipathological score of the Group 2 was not significantly different
than the Group 1 (p=1,000). The median histopathological score of the Group 4 is
found significantly lower than the Group 3 (p<0,001).

Conclusion:

Biochemical and histolipathological results of this study showed that intraperitoneal
administration of 2 mg/kg Carvedilol just after reperfusion attenuates the effects of
intestinal ischemia reperfusion injury in rats. This difference found in the microscopic
examination is found statistically significant . Further detailed experimental studies are

neeeded to confirm these findings which would be potentially provide clinical benefit.

Keywords: Intestinal ischemia, reperfusion injury, Carvedilol
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