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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi, hedef organa kan akisinin azaltilmasi veya tam olarak kesilmesidir.
Bu durum da dokuda oksijen yoksunlugu ile sonuglanir. Bagirsak normal kan
akisinin bozulmasi; mezenterik vaskiiler tikaniklik, trombiis olusumu veya
kardiyopulmoner hastaliga bagli emboliden kaynaklanabilmektedir. Bagirsak
normal kan akiginin bozulmasi fitik, volvulus ve invajinasyon gibi strangiilasyon
vakalarinda ortaya c¢iktigi gibi mekanik tikanikligin eslik ettigi ciddi bagirsak
distansiyonu ile de iligkilidir. Ayrica iskemik hasarin, yenidogan hastalarinda en
yaygin gastrointestinal acillerden olan yenidogan nekrotizan enterokolitin (NEK)
patogenezinde de rolii bulundugu disiiniilmektedir. Bagirsak iskemik hasarimnin
diger 6nemli nedenleri arasinda kardiyopulmoner hastaliklar ve/veya sok gibi
sistemik kan akisini azaltan durumlar da yer almaktadir. Sonug olarak, kan akisinin
belirli siire kesilmesi, kaginilmaz olarak iskemiye ve devaminda da bagirsak
nekrozuna giden bir stiregtir (1).

Iskemik Zzedelenmenin iki asamasi vardir: Baslangictaki hipoksik
zedelenme kan dolasiminin yetersizligi sonucu ile ortaya ¢ikarken dokuya yeniden
kan akiminin baglamasiyla reperfiizyon zedelenmesi ilave olur. Reperfiizyon
zedelenmesinin altinda yatan patofizyolojik siire¢ oldukg¢a karmagiktir. Bu
siiregteki en Onemli faktorler serbest oksijen radikallerinin olusmasi, notrofil
infiltrasyonu, serbest radikallerin ve diger mediyatorlerin zararlarinin giderilmesi
i¢in rezervi yetersiz olan dokuda inflamatuar mediatorlerin tiretimidir (2).

Bagirsaklarin iskemi ve reperfiizyonu (kanlanmanm bozulup yeniden

kanlanmas1 siireci) sik goriilen ve ciddi hasarla seyreden bir durumdur.



Bu olay siklikla emboli, orta bagirsak volvulusu, nekrotizan enterokolit, kalp
yetmezligi, sepsis ve sok gibi durumlarda ortaya cikabilmektedir. Bu hasar
sirasinda bagirsagin peristaltik hareketleri azalmakta, damar gegirgenligi artmakta,
mukozal bariyer bozulmakta, iskemiye bagli sistemik inflamatuar siire¢ baglamakta
ve sonucta reaktif oksijen radikalleri (hidroksil iyonu, hidrojen peroksit ve
stiperoksit radikali) salinmaktadir.

Intestinal /R durumunda kanlanmanin yeniden saglanmasi, ameliyat
sirasinda bagirsaklarin korunarak olabildigince az bagirsak ¢ikarilmasi yaninda
giivenilir sinirlarda anastomoz yapilmasmi da gerekli kilar. Bu yiizden son
doénemlerde literatiirde kullanilmaya baslanilan antioksidan, antienflamatuar, doku
hasarin1 engelleyen, antiapopitotik (programli hiicre 6liimiinii azaltan) etkileri
cesitli sekillerde gosterilmis olan hidrojenden zengin salin soliisyonunun, ratlarda
bagirsak iskemi ve reperfiizyonu sonrasi olusturulan anastomoz iizerine koruyucu

etkinligini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ince Bagirsak Embriyolojisi ve Anatomisi

Intrauterin yasamin 4’{incii haftasinda primitif bagirsak, karin arka duvarina
stiperior mezenterik arterle tutunan, diiz tiibiiler bir yap1 halindedir (3).

Embriyonun sefalik ve kaudal uclarinda, primitif bagirsaktan 6n bagirsak ve
son bagirsak adi verilen kor tiipler gelisir. Primitif bagirsagin yolk kesesi ile
iligkisini silirdiiren parcasina orta bagirsak adi verilir. Orta bagirsak, primitif
bagirsagin safra kanallarinin duodenuma agildig1 yerin hemen distalinde, transvers
kolonun 2/3’tine kadar olan boliimiidiir. Dolagimi siiperior mezenterik arter (SMA)
tarafindan saglanir.

SMA, abdominal aortun ikinci ana dali olup, birinci lomber vertebra
seviyesinden ayrilir. SMA'nin dallar1 baslica jejunal arterleri, ileokolik arteri, orta

kolik arteri ve sag kolik arteri igerir.

2.2. Orta bagirsak volvulusu

2.2.1.Tanim ve Epidemiyoloji

Orta bagirsak volvulusu; rotasyon anomalisi nedeniyle orta bagirsak
mezenterinin dar yapigsmasi SONUCU superior mezenterik arter aksi iizerindeki
bagirsaklarin saat yoniinde torsiyone olmasi nedeniyle ortaya c¢ikan iskemi ve
nekroz ile sonuglanabilen ciddi bir klinik durumdur. (4). Bu volvulus hastalarin

%75’inde ilk ay icinde, %90’mnda da ilk yas icinde goriilir (5). Orta bagirsak



volvulusu, vaskiiler bir patoloji oldugundan hastalarin hepsinin erken yasta belirti

vermesi beklense de semptomlar bazen ileri yaslarda da ortaya gikabilir (6).

2.2.2.Klinik

Semptom ve bulgular nonspesifiktir. Ancak obstriiksiyonun ilerlemesine bagh
olarak akut mekanik intestinal obstriikksiyon bulgulari, bagirsakta iskemi ve nekroza
bagli olarak da peritoneal irritasyon bulgular1 meydana gelir (7-9). Bebekler ilk
giinlerde veya ilk ay i¢inde safrali kusmaya baglar. Daha 6nce mekonyum ¢ikarmis
veya diskilamas1 normal olan bebekler gaita ¢ikarmamaya baslar. Buna bagli olarak
karinlari siser. Bagirsak dolasimi bozulduktan sonra mezenter kokii etrafinda donen
bagirsaklar, karin palpasyonunda bir kitle seklinde hissedilir. Ge¢ donemde rektal
kanama, hipovolemi ve sok da klinik tabloya eslik eder. Kanama ve hipovolemi
nedeni ile bebeklerin deri rengi soluktur. Abdominal distansiyon solunum

sikintisina neden olabilir. Rektal tusede rektum bostur ya da kanli disk1 vardir (10).

2.2.3.Tan1

Volvulusun teshisindeki gecikme, tikali olan segmentin beslenmesindeki
bozulmaya bagli olarak nekroz gibi geri doniisii olmayan sonuglar dogurur. Direkt
grafi, BT, anjiografi ve baryumlu grafiler tanida kullanilabilir. Fizik muayene ve
direkt grafinin tan1 degeri simurlidir. Bazi otdrler abdominal BT’nin yararh
oldugunu rapor etmislerdir (11). Abdomene ydnelik radyolojik tetkiklerde ince
bagirsak obstriiksiyonuna benzer bulgular goriiliir ama teshis genellikle laparotomi

esnasinda konulur (12). Goriintiillemede duodenal duvarda 6deme bagli kalinlagsma



stiperior mezenterik venin siiperior mezenterik arterin solunda ve 6niinde yer almasi

tanisaldir (13).

2.2.4.Tedavi

Orta bagirsak volvulusunda taninin birka¢ saat gecikmesi genis bagirsak
rezeksiyonu ile sonuclanabilir. Ameliyatta genis bagirsak rezeksiyonu yapilmak
zorunda kalinan hastalarda mortalite %50 nin {izerine ¢ikar. Ayrica genis bagirsak
rezeksiyonu yapilan hastalarda kisa bagirsak sendromu riski nedeniyle hayat
boyunca TPN ile beslenmeye ihtiyag duyulabilir.

Orta bagirsak volvulusu nedeni ile yapilan laparotomide dolagimi degisik
derecelerde bozulmus bagirsak segmentleri goriiliir. ince bagirsaklar SMA
etrafinda bir veya daha fazla sayida donmiis olabilir. Torsiyon her zaman saat
yoniindedir. Bagirsaklar saatin aksi yoniinde iki veya ii¢ tur ¢evrilerek detorsiyone
edilir. Sicak kompres iginde sarilarak 15-20 dakika beklenir. Bagirsaklar canliysa
ve rezeksiyon gereksinimi yoksa mezenterik damar pedikiiliiniin genisletilmesi
gerekecektir. Ciinkii ince bagirsaklar dar bir SMA kokiiniin {izerinde asili kalmaya
devam ettigi siirece tekrar torsiyone olma riskine sahiptir. Bu amacla ¢ekumdan
baslayarak ince ve kalin bagirsak mezenteri SMA kokiine kadar disseke edilmelidir
(14). Nekroze bagirsak segmenti var ise rezeke edilip saglikli goriinen bagirsak
segmentleri arasinda uc uca anastomoz yapilir. Coklu rezeksiyonlarin yapilmasini
gerektiren ve geride kalan bagirsakta kisa bagirsak sendromu riski olan hastalarda

ikinci bir laparatomi yapilabilir.



2.3. Iskemi

Iskemi; hedef organdaki kan akiminin azalmasi veya tamamen kesilmesi
sonucu ortaya ¢ikan doku oksijen eksikligi ile karakterize durumdur. Bagirsaklar,
kan akimindaki azalma %25’e inene kadar canli kalarak fonksiyonlarmma devam
edebilmektedir (15). Insanda mezenterik iskeminin %50’sinde ana neden siiperior
mezenterik arter embolisidir. Trombozlar da daha ¢ok arteryel kaynakli olmaktadir.
Vendz trombozlar ancak vakalarin %5-10"undan sorumludur (16, 17). Sok,
kardiyak aritmi veya akut pulmoner emboli gibi nedenlerle de intestinal sistemde
iskemi olabilir.

Bunun disinda ciddi bagirsak distansiyonu veya mekanik obstruksiyon da
(herni 1iligkili strangiilasyon, volvulus, invajinasyon) bagirsaktaki normal kan
akiminin azalmasina dolayisiyla iskemiye neden olur. Ayrica neonatal hastalarda
en sik gorilen gastrointestinal acil olan nekrotizan enterokolit (NEK)
patogenezindeki hiicre hasar1 da iskemi ile iliskilidir.

Ciddi veya uzun siireli iskemi ATP iiretimini azaltir, hiicre i¢ci ATP azalir.
Bu kritik enerji kaynagmim kaybi bir¢ok hiicre sisteminde hasara neden olur.
Iskeminin fonksiyonel sonuglari ise hasarmn yeri ve siiresine gore degiskenlik
gosterir. Ornegin koroner kan akiminin 60 saniye boyunca kesilmesi kalp kasimni

durdururken, intestinal iskemide bu stire daha uzundur.
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Sekil 1. Intestinal Iskemi Nedenleri (1)

Oksijen eksikligi, pek ¢ok enerji bagimli metabolik yolagin aksamasina
dolayisiyla hiicre hasar1 ve 6liimiine neden olur. Hiicre i¢i ATP’nin biiyiik kisma,
oksidatif fosforilasyonun mitokondrideki elektron transport zincirinde (ETZ)
oksijenin rediiksiyonu sonrast ADP’den sentezlenir. ATP’deki yiiksek enerjili
fosfat i¢in; hiicre membran transportu, protein sentezi, lipogenez ve fosfolipid
dongiisiindeki deagilasyon - reagilasyon reaksiyonlar1 gereklidir. Intestinal epitel
hiicreleri yiiksek enerjiye ihtiya¢ duyar. Sekresyon ve absorbsiyonda Na-K-ATPaz
pompasini kullanir; bu nedenle kan akimindaki azalmaya oldukc¢a hassastir.
Hiicrede enerji depolarin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na*-K*-ATPaz
pompasinin aktivitesi azalir. Buna bagli olarak hiicre iginde Na* ve Ca*? birikirken,
K* azalir. Solid materyalin artigi, suyun izoosmotik artisiyla birlikte olup akut
hiicresel sismeye neden olur (2, 18). Iskemi siiresi arttikca bagirsak bazal
membrandaki hiicrelerin kaybi ilerleyici olarak artar. Bazal membran bariyer

7



fonksiyonunun bozulmasi intraluminal bakteri ve toksinlerin lamina propria
altindaki damarlara ulasmasina yol agar. Bu hasarlanma morbidite ve mortalitesi
yiiksek, ciddi iskemik hasar ile iliskili septisemi ve multiorgan yetmezligine neden

olur (2).

2.4. Reperfiizyon ve Hasar1

Belirli sartlar altinda iskemik fakat canli dokunun kan akiminin diizelmesi
paradoksik olarak hiicre hasarini artirir. Bu beklenenilenin tersine normalde geri
dondiiriilebilir hiicre hasarinin sonucudur. Bu durum iskemi-reperfiizyon hasari
olarak adlandirilir. Reperflizyon hasar1 serbest oksijen radikalleri, endotelial
faktorler ve notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. Hasar1
asil tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki hasarlanma oldugu diisiiniilmektedir.

Iskemi reperfiizyon hasarmin derecesi; altta yatan mekanizmaya, iskemi
stiresine, etkilenen segmentin uzunluguna ve dokunun hipoksiye toleransina bagh
olarak degisir. Ornegin bagirsak canliligina ait yapilan deneysel calismalarda
jejnum, ileum ve kolonun iskemiye toleransinin farkli siirelerde oldugu

gosterilmistir (19).

2.5. Serbest Radikaller

Oksidatif stres, bir grup molekiile ait olan reaktif oksijen radikalleri
tarafindan indiiklenen hiicresel anormallikleri belirtir. Serbest radikal aracili hiicre
hasari; kimyasal hasar, radyasyon hasari, hipoksi, hiicresel yaslanma, inflamasyona

bagli doku hasar1 ve iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi pek ¢ok durumda goriiliir.



Serbest radikaller, kimyasal maddenin tek paylagilmamis dis orbitteki
elektronlaridir. Bunlar olduk¢a kararsiz ve organik-inorganik maddelerle
reaksiyona girmeye hazirlardir. Kararlili@in1 saglamak icin fazladan elektrona
ihtiya¢ duyarlar. Hiicrede olustuklarinda hizlica niikleik asit, g¢esitli protein ve
lipidlere saldirirlar. Ayrica serbest radikaller hiicrede reaksiyona girdiklerinde
baska serbest radikaller olusturan maddelerle de reaksiyona girerler; bdylelikle
hasar zinciri giderek artar.

Serbest oksijen radikalleri (SOR) normalde oksidatif fosforilasyon ile enerji
tiretimi sirasinda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda hiicrede az miktarda
retilir. Disiik miktarlardaki SOR pek c¢ok sinyal yolaginda ve fizyolojik
reaksiyonlarda yer alarak saglikli hiicrenin korunmasinda rol alir. Bu siirecte
molekiiler oksijen, ardisik reaksiyonlarla su iiretmek icin mitokondri iginde
indirgenir. Indirgenme siirecinde oksijen miktar1 azaldi§1 zaman; az miktarda, kisa
omiirlli, yliksek reaktivitede toksik ajanlar olusur. Bu ajanlardan biri sliperoksit
dismutaz enzimiyle spontan olarak hidrojen peroksite c¢evrilen siiperoksit
radikalidir. Hidrojen peroksit siiperoksitten daha stabil bir molekiildiir ve biyolojik
membranlardan gegebilir. Hidrojen peroksit demir (Fe) yardimi ile daha yiiksek
reaktivitedeki hidroksil (OH") radikaline Fenton reaksiyonu ile ¢evrilir.

Serbest oksijen radikalleri; genelde makrofaj ve nétrofillerdeki inflamasyon
irtinleri ve mikrobik ajanlarin yok edilmesinde kullanilan silahlardir. SOR,
fagozom ve fagolizozomlardan oksidatif fosforilasyon ile benzer sekilde iiretilir;

buna da solunumsal patlama denir. Bu siirecte fagozom membraninda siiperoksit



katalize edilerek hidrojen peroksit iretilir. Hidrojen peroksit myeloperoksidaz ile

yiiksek reaktivitedeki hipokloride ¢evrilir (2, 20).

Serbest Radikaller

(Demir)

‘ Antioksidanlar & Onarici Sistemler }

Lipid peroksidasyon Aminoasit oksidasyon Oksitlenmis DNA fragmanlari

* Membran Hasari II-anz!.rlrIﬂe-rlr.l yakdf'alﬂsmyal . * Mutasyon
+ Lipid peroksidasyon molekillerinina ti gsmem/ . DNA Hasan
pasiflesmesi

Urinlerinin sinyal molekdli

olarak kullanilmasi .
(MDA) Kararsiz lyonlar Hatali gen ekspresyonu

Hiicre ve Doku Hasari

Sekil 2. Serbest Radikallerin Hiicre Uzerindeki Hasar Mekanizmalari. Serbest
radikallerin; lipidler, proteinler ve DNA ile etkilestiginde, hiicre fonksiyonunu
etkileyebilecek ve yaralanmaya neden olabilecek sayisiz degisiklik potansiyeli
vardir. Antioksidan ve onarim sistemleri bu degisiklikleri 6nleyecek veya en aza
indirecektir (21).

Serbest oksijen radikalleri, hiicrenin birgok komponentine zarar vererek
hiicresel hasara neden olur;

(i) Membranlardaki lipid peroksidasyonu

(if) Protein yapisindaki degisiklikler

(iii) DNA hasari
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Tablo 1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Olusma Mekanizmalari (2)

Serbest Uretim Mekanizmasi Yok Etme Patolojik
Radikal Mekanizmasi Etki
Lokositlerde; mitokondriyal .. o . .
Siiperoksit oksidatif fosforilasyon Sgperoksﬁ dismutaz  Lipid, pro:[eln
.. ile H202 ve Oz ye ve DNA’y1
(02) sirasinda O: nin inkomplet PRGN
L e doniistirilir. hasarlar.
indirgenmesiyle tretilir.
OH"ve
Hidrojen Siiperoksit dismutaz Katalaz ve glutatyon do?n?iirifu
Peroksit aktivitesiyle gogunlukla peroksidaz ile HzO ve miksrop Vep
(H20.) stiperoksit tarafindan iiretilir. 02 ye doniistiiriliir. hiicreleri yok
eder.
Hidroksil  Cesitli kimyasal reaksiyonda ~ Glutatyon peroksidaz  Lipid, protein
Radikali H-0, H20: ve O- tarafindan ile H20 ya ve DNA’y1
(OH") tretilir. doniistiirilir. hasarlar.
Peroksinitrit  NO sentaz tarafindan O: ve . Mlléoi(.)nd“.vei | Lipid, pro:[em
NO etkilesimi ile dretilir, ~ 5020ldeKi enzimlerle - ve DNA 'y
(ONOO-) ' nitrite doniistiiriiliir. hasarlar.

Hucre

§ are
|

Coklu Etki

Mitokondri Hasar P
Igerisinde
Ca2* Artigi

1 sor @
el

L

Lipidlere,

Proteinlere, nitokondri Coklu
Hiicresel
Enzimin

Aktivasyonu

DNA'va Hasar Gecirgenligi
1 Artigi

Membran Hasari

Protein ve DNA
Hasari

i

Plazma Lizozomal
Membrani Membran
l Hiicresel
Hiicresel elemanlarin
elemanlarin enzimatik
kaybi sindirimi

&\

Pro-apoptik
Proteinlerin
Aktivasyonu

Sekil 3. Hiicre Hasarinda Baslica Biyokimyasal Mekanizmalar ve Hasar Yerleri.(2)
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2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, biyolojik ve kimyasal tehditlere karsi enzimatik fonksiyon,
in-vivo savunmanin ana bilesenlerinden biridir. Antioksidanlar, endojen ve ekzojen
kaynakli olabilirler. Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik
olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilirlar (Tablo 3, 4).

Ekzojen antioksidanlar ise vitaminler ve ilag antioksidanlar1 olarak siniflandirilirlar

(Tablo 5, 6).

Tablo 2. Baslica Enzimatik Antioksidanlar (21-23)

Enzimatik

Antioksidanlar Reaksiyonu

Stiperoksit serbest radikalinin (O2") ve hidrojen peroksit (H20-)
Siiperoksit radikalinin molekiiler oksijene donisiiminii katalizleyen
Dismutaz (SOD)  antioksidan enzimdir.

202+ 2H > H02 + O;

Glutatyon Hiperoksitlerin  indirgenmesinden  sorumludur.  Ozellikle
Peroksidaz eritrositlerde oksidadif strese kars1 en etkili antioksidan enzimidir.
(GSH-Px) H.0, + 2GSH = GSSG + 2H,0

GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu

(Iitgsggg olusan Okside Glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis
Glutatyona (GSH) doniisiimiinii kataliz eder.
Glutatyon S- Lipid peroksitlere karst GSH-Px aktivitesi gostererek antioksidan

Transferaz (GST) savunma mekanizmasi olustururlar

Hidrojen peroksidi (H202) ve hidroksil (OHY) radikalinin

Katalaz olusumunu 6nlemek i¢in bunlar1 suya ve oksijene pargalar.

Mitokondriyal Solunum zincirinin son enzimi olup, Siiperoksidi (07" detoksifiye
Sitokrom Oksidaz eder.
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Glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)

gibi endojen kaynakli antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirlerine (SOR) ve diger

serbest radikallere kars ilk hiicresel savunma hattidir.

Tablo 3. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (21)

Enzimatik
Olmayan
Antioksidanlar

Reaksiyonu

Melatonin

Lipofilik 6zellik gostermesinden dolay1 hiicrenin hemen hemen
biitiin organellerine kadar ulasarak genis bir dagilim gosteren
melatonin, hidroksil ve siliperoksit radikallerini tutarak
antioksidan etki gosterir.

Seruloplazmin

Ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe*®) yiikselterek fenton
reaksiyonunu ve hidroksil olusumunu engeller.

Transferrin

Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu dnler.

Glutatyon (GSH)

Diusiik pH’11 ortamlardaki demir iyonlarin baglar.

Karacigerde sentezlenen bir tripeptitdir. ~Hemoglobinin
Sistein oksitlenerek methemoglobine doniismesini onler. Eritrositleri ve
1okositleri oksidadif hasara kars1 korur.
Urik Asit Genelde metal baglayici olarak calisirken degisik radikalleri de
toplar.
Glikoz Hidroksil radikali gidericisidir.
Albumin HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal iyonlarini baglar.
Bilirubin Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir.

Glutatyon S-transferaz (GST), hem elektrofilik bilesiklerin glutatyona
(GSH) konjugasyonunu katalize ederek hem de c¢esitli reaktif kimyasallar
dogrudan baglayarak ikinci bir antioksidan enzim olarak gorev yapar. SOD,
stiperoksit radikalinin (O27) degismesini katalize eder. Oz, normal metabolik

yollarin yan1 sira kimyasal olarak indiiklenen hiicresel oksidatif stres ile olusur.
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SOD aktivitesi ile O2” Fenton tipi reaksiyon ile hidrojen peroksit (H20.) ve/veya

hidroksil radikaline (OH") doniisiir. Bu, aktif oksijene karsi korumanin son adimi

degildir; Uretilen H202, zararli olmayan seviyelerde tutulmalidir.

Sonug olarak GPx ve CAT, H202'yi Oz ve H20'ya doniistiiriir. OH™ye kars1

enzimatik bir koruma yoktur. Bakteriler ve bitkilerde 6nemli 6l¢giide farkli olmakla

birlikte, gelismis hayvanlarin dokularinda antioksidan enzim regiilasyonu, organ

spesifitesi, yasi, gelisim asamasi, hakim hormon profili ve son olarak aktif bolge

kofaktdrlerinin mevcudiyeti gibi bir¢ok faktore baghdir.

Tablo 4. Ekzojen Vitamin Antioksidanlar (24)

Ekzojen Vitamin
Antioksidanlar

Reaksiyonu

Vitamin E
(a-tokoferol)

Stiiperoksit, hidroksil radikallerini indirger. Membran lipidlerinde
¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar.

p-karoten

Serbest radikal tiirlerini toplar.

Vitamin C
(askorbikasit)

Hidroksil radikali gidericidir ve tokoferolii indirger. Kollajen
sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir.

Koenzim Q
(ubikinon)

Mitokondriyal enerji metabolizmasinda gorev alan ve biitlin
canlilarda ¢esitli oranlarda bulunan vitamin benzeri bir
antioksidandir. B3 vitamini ile DNA onariminda rol almaktadir.
Viicut tarafindan sentezlendigi gibi disardan besinlerle de
alinabilir.
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Tablo 5. ilag Olarak Kullanilan Ekzojen Antioksidanlar (25)

Ila¢ Olarak Kullamlan Ekzojen

Antioksidanlar Reaksiyonu

Ksantin  oksidaz reaksiyonunda  siiperoksit

Allopurinol, oksipurinol, aldehit Giretimini inhibe eder.

Adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, NADPH oksidaz inhibitériidiirler.
nonsteroid antienflamatuarlar

Trolox-C Vitamin E analogu olarak gorev yapar.
Ebselen, asetilsistein Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) artirir.
Mannitol Hidroksil radikalini toplayici etki gosterirler.
Desferroksamin Serbest ferri demiri (Fe*®) baglar.

Hiicre igine girip serbest demiri baglayarak, fenton
Demir saletorleri reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu
engeller.

2.7. Hidrojenden Zengin Salin Soliisyonu (HZSS)

Son donemlerde kullanilmaya baslayan ve literatiirde adi1 gegen; doku
hasarini engelleyen, antioksidan, giincel maddelerden birisi de hidrojenden zengin
salin soliisyonu (HZSS)’dur. Molekiiler hidrojen hayvan deneylerinde giivenilir ve
etkili antioksidan olarak bulunmus olup, buna karsilik minimal yan etkiye sahiptir.
Sitotoksik etkilerine ragmen, Oz ve H20» gibi diisiik miktardaki SOR
konsantrasyonlari hiicre i¢inde sinyal molekiilii olarak islev goriir; apopitoz, hiicre
cogalmasi ve farklilagmasi gibi hiicre fonksiyonlarini diizenler (26, 27). Yiiksek
konsantrasyonlardaki ~ H»O,,  bakteriyel invazyonu engellemek  igin
miyeloperoksidaz tarafindan hipoklordz aside (HOCI) donistirilir (28). Bu

nedenle, OH" gibi sitotoksik radikaller, diger serbest oksijen radikallerinin temel
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biyolojik aktiviteleri engellenmeden nétralize edilmelidir. HZSS ig¢indeki
molekiiler hidrojenin OHyi segici olarak azaltip, fizyolojik rolleri olan Oz ve
H202’yi etkilememesi tedavi igin avantaj saglar (29). Molekiiler hidrojen
biyomembranlara kolayca tutunup sitozol, mitokondri ve hiicrenin diger
organellerinin igine girebilir ve olusan OH’yi H20’ya doniistiirerek hiicre ve doku
hasarin1 engeller. Ayrica hidrojen tedavisinin hayvan deneylerinde kronik stres
modellerinde 0grenme  kabiliyetinin azalmasim1  engelledigi, Alzheimer
modellerinde hafizay:1 arttirdigi ve biligsel bozukluklar1 azalttigi gosterilmistir.
Hidrojen bu koruyucu etkilerini gecici iskemik beyin atagi, akut akciger hasari,
spinal kord hasari, kardiyak hasar, over ve testis torsiyonu gibi cesitli deneysel
calismalarda gOstermistir. Hatta bu etkileri yaninda tip II diabette lipid ve glukoz
metabolizmasin1  diizenledigi, bagirsak transplantasyonunda greft hasarim
engelledigi, akut pankreatitte koruyucu oldugu da belirtilmistir (30-42). Biz bu
caligmada HZSS nin ratlarda deneysel olarak olusturulan stiperior mezenterik arter
okliizyonu ile gelisen mezenter iskemi sonrasinda yapilan anastomoz {izerine

koruyucu etkinligini arastirmay1 hedefledik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Gazi Universitesi (GU) Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alindiktan sonra
baslanan calismamizda denek olarak Gazi Universitesi Tip fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen agirliklar1 220-250 gr arasinda degisen
30 adet saglikli disi Wistar Albino rat kullanildi. Calisma GU Patoloji ve
Biyokimya Laboratuvari’nda Mart-Nisan 2018 tarihlerinde yapildi. Denekler
rastgele olarak altisarli 5 gruba ayrildi. Ratlar deneyden bir gece O6nce ag birakilarak
50 mg/kg i.m. ketamin-HCI ve 10 mg/kg xylasine hydrochloride anestezisi altinda

steril kosullarda gobek alt1 median kesi yapilarak ameliyat edildi.

3.2. Deneysel Intestinal Iskemi Reperfiizyon Modeli

Ratlar tizerindeki cerrahi islemler genel anestezi altinda gerceklestirildi.
Intramuskuler (im) yolla 50 mg/kg ketamin-HCL ve 10 mg/kg Xxylasine
hydrochloride anestezisi uygulandi. Karin derileri antiseptik solusyonla temizlenen
ratlara orta hat laparotomisi uygulandi. Karin boslugundan ince bagirsaklara ve
daha sonra da SMA’ya ulasildi ve arter dikkatlice diseke edilip etraf dokulardan
yalinlastirildi. Daha sonra SMA'ya atravmatik mikrovaskiiler bir klemp konularak
kan akimi durduruldu (Resim 1). ince bagirsak pulsasyonlarmin kaybolmasi ve ince
bagirsak renginin giderek soluklasmasi kontrol edildi. Iskemi olusturulduktan sonra
bagirsaklar tekrar anatomik pozisyonlarna yerlestirildi. Karin duvart atravmatik

3/0 ipek ile suture edildi. 45 dakikalik arter iskemisi sonrasinda relaparotomi ile
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karm bosluguna ulasildi. Atravmatik mikrovaskiiler klemp ¢ikarilarak reperfiizyon
saglandi.

Gruplar, asagidaki sekilde olusturuldu:

Sham grubu; higbir islem yapilmadan laparotomi yapilarak stiperior
mezenterik arter goriildiikten sonra karin kapatildi. 5’inci giin sonunda relaparotomi
yapilarak bagirsak dokusu ¢ikartildi.

Grup 2 (I/RY); karin kapatildiktan 1 saat sonra, reperfiizyonun 1. saatinde
relaparotomi yapilarak ileogekal valvin 15 cm proksimalinden bagirsak transekte
edilerek (kesilerek) 7/0 prolene siitur ile tek kat anastomoz (yeniden birbirine
dikilerek) yapildi (Resim 2, 3).

Grup 3 (I/R?*); Karin kapatildiktan 24 saat sonra reperfiizyonun
24. saatinde relaparotomi yapilarak ileogekal valvin 15 cm proksimalinden bagirsak
transekte edilerek (kesilerek) 7/0 prolene siitur ile tek kat anastomoz (Resim 2, 3)
yapildi.

Grup 4 (HZSS'); Reperfiizyondan hemen once hidrojenden zengin salin
soliisyonu (HZSS) rata intraperitoneal 5ml/kg olacak dozda enjekte edildi.
Reperfiizyon i¢in klemp ¢ekildi ve karin kapatildiktan 1 saat sonra reperfiizyonun
I’inci saatinde relaparotomi yapilarak ileogekal valvin 15 c¢cm proksimalinden
bagirsak transekte edilerek (kesilerek) 7/0 prolene siitur ile tek kat anastomoz

yapildi (Resim 2).
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Resim 1. Atravmatik Vaskiiler Klemp Yerlestirilmis SMA

Grup 5 (HZSS?*); Reperfiizyondan hemen once HZSS intaperitoneal
5ml/kg olacak sekilde rata enjekte edildi. Reperfiizyon igin klemp ¢ekildi. Karin
kapatildiktan 24 saat sonra, reperfiizyonun 24’{incii Saatinde relaparotomi yapilarak
ileogekal valvin 15 cm proksimalinden barsak transekte (kesilip) 7/0 prolene siitur

ile tek kat anastomoz yapildi (Resim 2, 3).
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Resim 2. Anastomoz Yapilan fleal Segmentin Distal ve Proksimal Uglari

HZSS! ve HZSS?* gruplarina 2°nci ve 5’inci giinler arasinda intraperitoneal
HZSS verildi. Islemler sonrasi 5’inci giin ratlarin barsak anastomozlari
degerlendirilmek tizere yeniden laparotomi yapildi. Anastomoza zarar vermeden,
anastomozun 10 cm asag1 (distal) ve yukarisindan (proksimal) bagirsak liimeni 3/0
ipek ile baglanip oblitere edildi. 18 Gauge kateter bu bagirsak liimeni igine
yerlestirilip 2 ml/dk hizinda (Resim 5) NaCl IVAC infuzyon pompasi (Resim 4) ile
infuze edilirken en yiiksek basing degerine ulasip birden diistiigii (anastomoz kagagi

tespit edildigi zaman) basing, patlama basinci olarak kabul edildi (43-45).
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Resim 3. Ileogekal Valvin 15 cm Proksimalinden Bagirsak Kesilip Tek Kat

Anastomoz Yapildi

Bu islemlerden sonra denekler sakrifiye edilerek anastomozun asagi ve
yukarisindan 0.5 cm’lik bagirsak ¢ikarilarak bagirsagin i¢i ve dikisler temizlendi,
boylamasina agildi (Resim 3). Speysmenler ilgili calismalar igin ependorf tiiplerine
konularak %10 formaline solusyonuna ve aliiminyum folyo i¢inde kodlanarak dnce

stvi1 nitrojen ile —30 °C daha sonra da —80 °C saklandi.
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Resim 4. IVAC infiizyon Pompas1

Resim 5. Anastomotik Patlama Basicinin Olgiilmesi
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3.3. Histopatolojik inceleme

Ileal segmentten alman dokular, %10’luk tamponlu formalin soliisyonu
icinde fiksasyona birakildi. Rutin doku takip islemini takiben hazirlanan parafin
bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler hazirland1 ve hematoksilen-eozin (H&E)
ile boyandi. H&E ile boyal1 kesitler, intestinal I/R hasar1 agisindan 151k mikroskobik
olarak incelendi ve doku hasar1 1’den 8 derece hasara kadar Park/Chiu Skorlamasi
ile siiflanirildi (46, 47).

Skorlama:

Grade 1: Normal mukoza

Grade 2: Villuslar ucunda subepitelyal bosluk

Grade 3: Subepitelyal boslukta artma

Grade 4: Villuslarin tabanini asir1 kaldirma ve dokiilmeler

Grade 5: Lamina propria pargalanmasi

Grade 6: Kript katmani yaralanmasi

Grade 7: Transmukozal enfarktiis

Grade 8: Transmural enfarktiis

3.3.1. Apopitozis indeksi

Poly L lysine’li lamlara kesitler alinarak TUNEL metodu ile boyama yapildi
(48). TUNEL boyamasinda Millipore ApopTag deteksiyon kiti kullanildi. Kesitler
deparafinize edildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Proteinaz K damlatilip 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Equalibration Buffer damlatilip

10 saniye bekletildi. Yikama yapilmadan lamlar iizerindeki fazla sivi kurulandi.
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Working Strengh Tdt enzimi damlatilip 37 °C etiivde 1 saat bekletildi. Kesitler Stop
Wash Buffer igerisine alinip 10 saniye elle ¢alkalandi, 10 dakika bekletildi. PBS ile
5 dakika yikandi. Anti-Digoxigenin Conjugat damlatilip 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. PBS ile 5 dakika yikandi. DAB substrat damlatilip oda sicakliginda 3-6
dakika bekletildi. Ug kez distile su ile yikandi. Methyl Green damlatilip 10 dakika
bekletildi. Distile suda iyice yikandi. Alkole girmeden kurutuldu. Ksilende 1-2
dakika bekletildi. Entellan ile kapatildi.

Apopitozis indeksi 40°1ik biiyiik biiyiitme alan1 kullanilarak degerlendirildi.
1000 hiicre sayildi, 1000 hiicre igermeyenlerde hiicre katlari alindi. Apopitozis

indeksi, apopitotik hiicre sayisi olarak belirlendi.

3.4. Biyokimyasal inceleme

Doku o6rneklerinde lipid peroksidasyon iriinii malondialdehit (MDA) ve
miyeloperoksidaz (MPO) bakildi. Ayrica doku TNF-a ve Interlokin 6 diizeyleri
ELISA ile skorlandi. Rat bagirsak dokular1 ve kontrol grubuna ait numuneler
biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de saklandi. Caligma giinii -80 den
cikarilan numuneler hassas terazide teker teker tartilip dokularin agirliklart not
edildi. Tartilan doku Ornekleri, homojenizasyon asamasinda kullanilan
kimyasallarin farkli olmasindan dolayi, 1/4 doku myeloperoksidaz (MPO) i¢in; 3/4
doku TNF-a, IL-6 ve MDA igin oranlarina uyacak sekilde ayrildi.

TNF-a, IL-6, MPO ve MDA icin YLIiBiont, myeloperoksidaz i¢in USCN
kitleri kullanildi. Kit igerigindeki direktiflere gore bu dort dokunun

homojenizasyonu i¢in PBS (phosphate buffer saline) (pH:7.4) kullanildi. Her doku
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icin (1/10 oraninda) PBS eklenip buz igerisinde homojenize edildi. Homojenize
edilen dokular 3000 RPM hizinda 20 dakika sogutmali santrifiijde santrifiij edildi.
Santrifiij  sonras1  siipernatanlar toplanip ependorf tiliplerine  ayrild.
Myeloperoksidaz doku homojenizasyonu i¢in 0,02 M EDTA ve %0.5 Hexadesil
trimetil amonyum bromid iceren 0,05 M potasyum fosfat tamponu (ph:5.4)
hazirlandi. Homojenizasyon sonrasinda ependorf tiiplerine konulan siipernatanlar
calismanin yapilacagi giline kadar -40 derecede muhafaza edildi. Calisma giinii
ependorf tiipleri +4 dereceye ¢ikarilip ¢oziinmesi saglandi. Dokulardaki protein
miktarinin tayini Lowry yontemi ile belirlendi (49).

Lowry metodunun prensibi: Proteinlerin alkali ortamda Cu*? ile kompleks
olusturarak, folin gekolte fenol (folin-ciocalteau phenol) reaktifini (fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini) indirgemesi sonucu mavi-mor renkte {iriin olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Protein konsantrasyonu olusan rengin koyulugu ile dogru

orantilidir. Doku analiz sonuglari mg protein bagina verildi (50-52).

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi “SPSS for Windows 20” programi ile yapild.
Doku orneklerinden elde edilen biyokimyasal sonuglar ve apopitotik indeks,
ortalama degertstandart sapma (SS) ile ifade edildi. Gruplar arasindaki
farkliliklarin  test edilmesi amaciyla One-way ANOVA testi kullanild.
Histopatolojik degerlendirme sonuglarmin gruplar arasindaki fark tespiti igin
Pearson Chi-Square testi kullanildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Aragtirmalar Merkezi’inde gerceklestirilen ¢alismaya toplam 30 adet gebe olmayan
disi rat dahil edildi ve tiim denekler ¢alismay1 tamamladi. Calisma kapsaminda

gruplar lizerinde MPO, MDA, IL-6, TNF-a ve patlama basing degerleri ol¢iilmiistiir

(Tablo 6).

Tablo 6. Myeloperoksidaz, Malondialdehit, Interlokin 6, TNF-0. ve Patlama

Basinci Degerlerinin Gruplara Goére Dagilimi ve Standart Sapmalari

Birim  Sham  IR'  I/R*  HZSS' HZSS*  pdegeri
19127  137.20 11248 4617  199.50
MPO 0.011
+103.06  +69.12 +49.44  +26.66 +99.79
= 899 351 614 343 6.72
MDA & 0.036
S 4542 £4037  +159 4221 4222
o
€ 72174 35745 30004 205604  2969.18
L6 > 0.576
= 457586 £1527  +93.25 +4168.6 +6248.24
581.31 17924 30674  253.83  2208.38
TNF-a 0.538
1162.96 4361215 +111.35 +127.13  +4230.07
3916 5466 13333 13233
Patlama 1.0 0.001

Basinci +11.54 +18.86 +53.97 +33.50

4.1. Bagirsak Dokusundaki Biyokimyasal Analizler

Antioksidan myeloperoksidaz enziminin dokudaki degeri HZSS?* grubunda
199.50+99.79 ile en yiiksek, HZSS' grubunda ise 46.17+26.66 ile en diisiik

gdzlemlenmistir (Tablo 6). I/R?* hari¢ diger gruplar ile karsilastirildiginda HZSS?*
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grubunun istatistiksel olarak anlamli farkli oldugu gozlemlenmistir (p degerleri

sirastyla 0.003, 0.047 ve 0.002).

fleum dokularinda ortalama MDA degeri I/R grubunda 35.1+40.37 ile en
yiiksek, HZSS?! grubunda ise 3.43+2.21 ile en diisiik bulunmustur (p=0.036) (Tablo
6). HZSS! grubundaki degerler I/R? grubundan diisiik olup istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0.006). Sham grubu ile I/R grubu karsilastirildiginda p
degeri 0.021 olarak belirlenip istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. Sham
grubunun I/R? grubu hari¢ diger tiim gruplar ile MDA degeri acisindan
karsilastirilmasinin istatistiksel anlamli degeri yoktur (p degerleri sirasiyla 0.789,
0.603 ve 0.831). I/R* grubundaki degerler HZSS! grubu harig diger tiim gruplardaki
degerlerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p degerleri
sirastyla 0.603, 0.800 ve 0.758). I/R?* grubu ile HZSS? grubu arasmnda MDA

degerleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p=0.957).

Interlokin 6 degeri 1/R* grubunda 300.04+93.25 ile en diisiik, HZSS?
grubunda ise 2969.18+6248.24 ile en yiiksek gozlemlenmistir (Tablo 6). Gruplar

arasinda IL-6 degeri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

TNF-a degeri HZSS! grubunda 253.83+127.13 ile en diisiik, HZSS*
grubunda ise 2208.38+4230.07 ile en yiiksek gézlemlenmistir (Tablo 6). Gruplar

arasinda TNF-o degeri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Patlama basimci degeri I/R! grubunda 39.16+11.54 cm H2O ile en diisiik
gbzlemlenirken, HZSS! grubunda ise 133.33+53.97 cm HO ile en yiiksek

gozlemlenmistir (Tablo 6). Sham grubunda anastomoz yapilmadig: i¢in patlama
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basinct Slgiilmemistir. HZSS! ve HZSS?* gruplari ile Sham grubu haricindeki
hidrojenden zengin salin soliisyonu verilmeyen I/R! ve 1I/R* gruplarn
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.001). Ayrica
tedavi verilen HZSS ve tedavi verilmeyen I/R gruplari, kendi aralarinda patlama
basinglar1 agisindan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmamistir

(sirastyla p=0.955 ve p=0.381).

4.2. Histopatolojik Degerlendirme ve Apopitotik Analiz
Ratlardan alinan ileal speysmenlerde hemotoksilen eozin boyama yapilarak
Park/Chiu simiflamasina gore doku hasar1 derecesi (Resim 6) ve TUNEL boyama

yapilarak apopitozis indeksi (Resim 7-A) bakildi.

Resim 6. ileum Dokusunun Histopatolojik incelenmesi
A) Normal fleum Dokusu

B) Villuslarda inflamasyon ve Apopitotik Hiicre Gériiniimii

Park/Chiu smiflamasina gore Sham grubunda hiicre hasar1 sadece bir
speysmende Grade 2 (Villuslar ucunda subepitelyal bosluk), diger tim
speysmenlerde ise Grade 1 (Normal Mukoza) olarak izlenmistir (Resim 6-A). I/R?

grubunda iki speysmen Grade 5 (Lamina propria par¢alanmasi) kalan dort adedi ise
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Grade 4 (Villuslarin tabanin1 asir1  kaldirma ve dokiilmeler) olarak
derecelendirilmistir. I/R?* grubunda iki speysmen Grade 5, grubun digerleri Grade
6 (Kript katmani yaralanmasi) olarak smiflandirilmistir (Resim 6-B). HZSS!
grubunda iki adet speysmen Grade 2, kalan dort adet speysmende Grade 3
(Subepitelyal boslukta artma) hasarlanma tespit edilmistir. Son grup olan HZSS?
grubunda ise iki adet speysmende Grade 2, ii¢ adet speysmende Grade 3, kalan bir

adet speysmende ise Grade 5 hasarlanma gozlemlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Gruplarda Park/Chiu Siniflamasina Gére Doku Hasar1 Derecelendirmesi

ve Apopitozis Indeksi

Grade Grade Grade Grade Grade Grade Apopitozis

Grup 1 2 3 4 5 6 Indeksi
Sham 5 1 - - - - 0

I/R - - - 4 2 - 0.66 +0.51
I/R* - - - - 2 4 2.00 +£1.54
HzSs! - 2 4 - - - 0.33+0.51
HZzSs* - 2 3 1 - - 0.50 +0.54

Bu smiflamaya gore anastomoz yapilmayan Sham grubunda histopatolojik
hasarlanma olmayip diger tiim gruplara gore istatistiksel anlamli fark mevcuttur.
I/R! ve 1/R?* gruplarinda hiicre hasar1 en yiiksek tespit edilmis olup diger gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p degerleri sirasiyla
0.001, 0.002 ve 0.001). Ayrica I/R! ve 1/R* gruplan arasinda da karsilastirma
yapildiginda I/R?* grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde hasarin

arttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde I/R?* grubunun histopatolojik hasar
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bakimindan diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli farklihik bulunmustur
(p degerleri sirastyla 0.001, 0.002, 0.001 ve 0.001). Mezenter iskemi sonras1t HZSS
tedavisi verilen HZSS! ve HZSS24 gruplarinda doku hasarinda sadece iskemi
yapilan I/R! ve I/R?* gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli diizelme tespit
edilmistir (p=0,001 ve p=0.002). Fakat HZSS?* grubunda hasarlanma grade olarak
daha az olmakla beraber, HZSS? grubu ile arasinda ise Park/Chiu siniflamasina gore

anlamsal farklilik bulunmamistir (p=0.38).

Resim 7. Iskemik Bagirsakta Apopitotik Hiicre Goriiniimii
A) TUNEL Boyamada Apopitotik Hiicre
B) Hemotoksilen Eozin Boyamada Apopitotik Hiicre

Apopitozis indeksi 2.00+1.54 ile en yiiksek I/R?* grubunda, en diisiik Sham
grubunda (0+0.00) sonra da HZSS! (0.33+0.51) grubunda hesaplanmistir (Tablo 7).
I/R* grubu hiicre 6liimii agisindan karsilastirildiginda diger tiim gruplarla arasinda
anlamli farklilik bulunmustur (p degerleri sirasyila 0.001, 0.008, 0.001 ve 0.003).
Ayrica HZSS tedavisi verilen HZSS! ve HZSS?* gruplarinda apopitozis indeksi
iskemi yapilan I/R? ve I/R? gruplari ile karsilastirildiginda diisiik olmakla beraber
sadece tedavi verilen iki grubun 1/R?* grubundan farki istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Intestinal iskemi/reperfiizyon hasar1, cerrahide yiiksek morbidite ve
mortalite oranlariyla onemli bir klinik problemdir. Stiperior mezenter arteri (SMA)
ilgilendiren birgok vaskiiler operasyonda (6rn. embolektomi, travmatik vaskiiler
laserasyonlarin ya da abdominal aort anevrizmasinin onarimi, kanamaya bagl
hipovoleminin tedavisi, organ transplantasyonu ve c¢ocuklarda orta bagirsak
volvulusu) bagirsaklar iskemik kalabilir ve ayni seansta gastrointestinal bir
anastomoz gerekli olabilir. Olusturulan gastrointestinal anastomoz, ameliyat
oncesinde ya da sirasinda olusan iskemi reperfiizyon hasarinin yara iyilesmesi
tizerine olan kot etkileri yiiziinden riskli olabilir ve anastomoz kagaklari
gelisebilir. Bu konuyla ilgili olarak, primer intestinal iskemi/reperfiizyon hasari ve
baska organ iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda bagirsak anastomozlari yapilarak
iskeminin bagirsak yara iyilesmesi tizerine etkilerini arastiran ¢aligsmalar
yaptlmigtir. Bu arastirmalar izole ince bagirsak iskemisi, SMA’nmn
iskemi/reperfiizyonu, tek tarafli alt ekstremite ve tek tarafli renal
iskemi/reperflizyon hasarmmin ayni seansta yapilan kolon anastomozunun
iyilesmesini geciktirdigini ortaya koymuslardir (53, 54). Bu gibi durumlarda
literatiirde resveratrol, thymoquinone ve melatonin gibi bircok etken madde,
intestinal iskemi/reperfiizyon hasar1 iizerinde koruyucu etkileri yiiziinden
kullanilmistir (55, 56).

Bu c¢alismada da ratlarda deneysel SMA okliizyonu ile olusan mezenter
iskemi sonras1 bagirsak anastomozu yapilarak, bagirsak dokusunda gelisen

iskemi/reperflizyon hasar1 ve anastomozu iizerine antioksidan, antienflamatuar ve
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antiapopitotik 6zelliklerinden yararlanmak i¢in hidrojenden zengin salin soliisyonu
(HZSS) literatiirde ilk kez kullanilmustir.

Literatiirde SMA okliizyonu ile iskemi/reperfiizyon hasari olusturmak i¢in
yapilan ¢alismalarda farkli iskemi/reperfiizyon siireleri uygulanmistir. Ratlarda
genellikle 30 ile 60 dakika arasinda iskemi olusturularak sonrasinda reperflizyon
gerceklestirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise 45 dakikalik SMA iskemisi sonrasinda
reperfiizyon tercih edilmistir. Calismamizda Sham grubuna gore 45 dakikalik SMA
okliizyonu yapilan gruplarda dokularda biyokimyasal sonuglarin ve histopatolojik
degerlendirmelerin daha kotli, apopitozis indeksinin yiiksek ¢ikmasi ve
anastomotik patlama basinglarinin daha diisiik tespit edilmesi ratlarda yaptigimiz
45 dakikalik SMA okliizyonunun olusturdugu iskemi siiresinin yeterli oldugunu
gosterir.

Bagirsakta  iskemi/reperflizyon  hasarmin  patogenezindeki  temel
mekanizmalar tam olarak bilinmese de, genellikle nitrik oksit (NO) ve serbest
oksijen radikalleri (SOR), polimorfoniikleer noétrofiller gibi oksidatif stres
aracilarinin 6nemli aktorler oldugu kabul edilmektedir. Oksidatif stres asirt
miktarda SOR {iretimini iceren dejeneratif bir siiregtir (57). Reperflizyonun
ardindan kisa siirede ve biiyiilk miktarda SOR salinimi, oksidatif stresi tetikleyen
endotel fonksiyon bozukluguna ve nétrofil infiltrasyonuna sebep olur. Bagirsak
dokusu ve diger gastrointestinal sistem organlarinda meydana gelen bu siireg, coklu
organ yetmezligine kadar giden ciddi klinik sonuglara neden olabilir (58, 59).
Iskemi/Reperfiizyon hasar mekanizmasi SOR saldirist, kapiller dolasim yetersizligi

ve notrofillerle iligskili doku hasar1 ve vendz endotel hiicre yikimi olarak
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tamimlanabilir (60). Serbest oksijen radikalleri doku beslenmesinin ve oksijenin
kesilmesinin ardindan ortaya ¢ikar. Doku reperfiizyonundan sonra, serbest oksijen
radikalleri sistemik dolasima katilir ve yikict etkilere sahiptir (61).
Iskemi/Reperfiizyon hasar mekanizmasini arastiran ¢alismalarda NO ve MDA
miktarlarinda yiikselme tespit edilmistir (59, 62). Arastirmacilar ayrica
reperfiizyonda SOD, GSH-Px ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde artis
gozlemlemislerdir (63, 64).

HZSS’nin bagirsak intestinal iskemi hasarina etkilerinin arastirildig:
caligma sayisi kisitlidir. Wu ¢aligmasinda intestinal iskemiyi invajinasyon yaparak
olusturmus, Zheng 45 dakikalik, Shigeta ise 90 dakikalik SMA okliizyonu yaparak
intestinal iskemi reperfiizyon hasari olusturmuslardir (65-67). Wu ve Zheng
oksidan ve antioksidan g¢aligmalarini serumdan, Shigeta ise intestinal dokudan
yapmislardir. Caligmalarini saatler iginde bitirerek biyokimyasal analizlerini yapan
aragtirmacilar; I/R gruplarinda artmis MDA ve azalmig MPO diizeyleri bularak
antioksidan kapasitenin azaldigin1 gostermislerdir. Tam tersine HZSS ile tedavi
ettiklerinde azalmig MDA ve artmis MPO degerlerinin oldugunu gostermislerdir.
Caligmalarinin sonucunda HZSS nin protein ve lipid oksidasyonunu azalttigini ve
antioksidan olarak koruyucu etki gosterdigini sdylemislerdir (62-64). Molekiiler
hidrojen biyomembranlara kolayca tutunup sitozol, mitokondri ve hiicrenin diger
organellerinin icine girebilir ve olusan OH"yi H20’ya déniistiirerek hiicre ve doku
hasarint engeller. Bizim c¢alismamizda ise intestinal iskemi ile beraber yapilan

bagirsak anastomozu sonrasi 5’inci giinde alinan MDA diizeyleri tam tersi olarak
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tedavi gruplarinda iskemi gruplarma gére daha yiiksek, MPO diizeyleri ise HZSS?*
grubunda en yiiksek fakat HZSS! grubunda en diisiik ¢tkmistir.

TNF- a ve IL-6 intestinal iskemide biiyiik rol oynayan proinflamatuar
sitokinlerdir. Wu, Zheng ve Shigeta’nin c¢alismalarinda intestinal iskemi ve
reperfiizyon hasarinda HZSS kullanmis ve bu iki major sitokini I/R gruplarinda
yiiksek, tedavi gruplarinda ise anlamli derecede diisiik tespit etmislerdir (65-67).
Yorumlarinda HZSS’nin intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda proinflamatuar
sitokinleri azaltigi ve bu etkiyi de artmis intestinal inflamatuar cevabi ve
inflamatuar  kaskadi1  engelleyerek  yaptiklarini ~ vurgulamiglardir.  Bizim
calismamizda ise her iki sitokinin HZSS verilen her iki grupta da tam tersi olarak
yiksek c¢ikmistir ve antienflamatuar etki saptanmamistir. HZSS tedavisinin
metabolik sendromlu hastalarda kullanildigi bir ¢alismada serum LDL seviyesi
azalirken, HDL seviyesi artmistir. Ayn1 ¢calismada 10’uncu haftada bakilan serum
MDA seviyesi azalirken bizim c¢aligmamiza benzer sekilde antienflamatuar
belirteglerde (TNF-a ve IL-6 ) azalma olmamustir (68).

Fakat bizim g¢alismamizi Gstteki ¢alismalardan ayiran 6zellik hem iskemi
hem tedavi gruplarinda bagirsak anastomozunun yapilmis olmasi ve diger
gruplarda saatler i¢cinde doku ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilirken bizim
caligmamizda degerlendirmelerin 5’inci giin yapilmasidir (65-67). Ayrica stteki
yayinlarda histopatolojik ya da biyokimyasal degerler anostomoz yapilmayan
bagirsak dokusundan elde edilen sonuglardir (65-67). Bu yiizden bizim
caligmamizda doku hasar1 ve bagirsak anastomozunun ge¢ donem yansimasina

bagl olarak oksidan ve inflamatuar siire¢ uzun siirmiis, anastomoz hatti olan
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bagirsak kismi incelendiginden iskemi yapilan tiim gruplarda doku MPO degerleri
diisiik, IL-6 ve MDA yiiksek ¢ikarak HZSS tedavisi etkin degilmis gibi
goriilmiistiir. Bu konu HZSS tedavisinin ek dozlar ile desteklendigi uzun dénemi
kapsayan bir bagka ¢alisma ile aydinlatilabilir.

Intestinal iskemi sonrasi bagirsak anastomozu yapilan ve trombositten
zengin fibrin tedavisi uygulanan bir ¢alismada 7’nci giin intestinal anastomotik
patlama basinglar1 6l¢iilmiis ve tedavi i¢in etken madde verilenlerde verilmeyenlere
gore yiiksek degerler elde edilmistir (69). Benzer yiiksek degerler anastomoz
sonrast fosfodieseteraz 5 inhibitorii Tadalafilin tedavi edici etken olarak verildigi
bir diger ¢alismada da 4’lncii giin intestinal anastomotik patlama basinglar
olgtilerek gosterilmistir (70). HZSS tedavisinin intestinal iskemi sonrasi yapilan
bagirsak anastomozun iyilesmesinde tedavi etkinliginin ilk kez incelendigi bu
calismada HZSS! ve HZSS?* gruplarinda patlama basinglar1 diger gruplardan
neredeyse 3 kat yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar HZSS tedavisinin erken ve geg
donem bagirsak anastomozu yapildiginda da bagirsak iyilesmesi iizerine pozitif
etkileri oldugunun gostergesidir.

Intestinal iskemi sonrast HZSS tedavi etkinliginin arastirildigi ve saatler
icinde ¢alismanin sonlandirildig literatiirdeki ¢alismalarda HZSS tedavisi sonrasi
histopatolojik hasarin azaldigi gosterilmistir (69, 70). Bizim c¢alismamizda da
benzer sekilde HZSS! ve HZSS?* gruplarinda I/R' ve I/R?* gruplarina gore
histopatolojik olarak daha diisiik hasarlanma skorlari tespit edilmistir. I/R* ve I/R*
gruplarinda tespit edilen villuslarin tabanini asir1 kaldirma ile dokiilmeler, lamina

propria par¢alanmasi ve Kript katmani yaralanmasi gibi yiiksek doku hasarlari
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azalarak tedavi gruplarinda villus ucunda subepitelyal bosluk ve subepitelyal
boslukta artma seklinde daha diisiik dereceli hasarlara doniismiistiir. Bu sonuclar
HZSS tedavisinin intestinal I/R hasarinda instestinal doku tiizerinde koruyucu
etkisini gosterir.

TUNEL yéntemi apopitotik hiicreleri tespit etmede kullamilir. Ustteki
calismalarda intestinal I/R sonrasi olusan hasar, apopitozis artisina neden olurken,
HZSS tedavisi sonrasi apopitotik indekste azalma tespit edilmistir (69, 70).
Bu ¢alismalarda apopitozisin inhibe edilmesinin intraperitoenal HZSS uygulanmasi
sonrast molekiiler hidrojenin antioksidatif etkisinden kaynaklanabilececegi
seklinde agiklanmustir (71, 72). Bizim ¢alismamizda en yiiksek apopitotik indeks
I/R?* grubunda (2.0£1.54) iken, apopitotik indeks I/R* grubunda (0.66+0.51) ikinci
sirada yiiksek bulunmustur. Hidrojen tedavisi uygulanan HZSS' ve HZSS*
gruplarinda apopitotik indekste (sirasiyla 0.33+0.51 ve 0.50+0.54) diisme anlamli
bulunmustur (p < 0.05). Calismamizda HZSS sonrasi pozitif bir antioksidan
kapasite gosterilmemistir, fakat apopitozis azalmigtir. Bu c¢alismayr diger
caligsmalardan farkli kilan anastomoz yapilmasi ve 5’inci giin biyokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmeler yapilmasidir. Bu yiizden bu ¢alismada HZSS nin
doku hasarin1 dnleyici ve yara iyilestirici etkileri on plana ¢ikmaktadir. Iskemi
gruplarina gore HZSS tedavisi sonrasinda bagirsagin histopatolojik hasar
derecesinin azalmasi, apopitotik hiicre sayisinin azalmasi ve anastomotik patlama
basinglarinin artmasi, bizim ¢aligmamizda gosterilemeyip Saatler igcinde inceleme
yapilan diger ¢alismalarda gosterilen antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin gec

donem yansimasi olarak kabul edilebilir (65-67). Ayrica ratlarda olusturulan spinal
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kord hasarinda subaraknoid araliga verilen HZSS tedavisi sonrasinda apopitotik
hiicre sayisi, inflamasyon belirtegleri, serum MDA diizeyi ve caspase-3
immiinreaktivitesi azalirken, serum SOD, calsitonin gen iligkili peptid (CGRP)
immiinreaktivitesi artmis, ekstermite motor fonksiyonlar1 iyilesmistir. Sonugta
HZSS’nin akut evrede spinal kord hasari {izerine iyilestirici etkileri gosterilmistir
(73). Bir diger calismada deneysel yanik olusturulan ratlarda HZSS tedavisinin
oksidatif stresi azaltip apopitoz ve inflamasyonu inhibe ederek yara onarimi tizerine
iyilestirici etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada HZSS’nin antioksidan
etkisini; proapopitotik Bax proteinini  baskilayip antiapopitotik  Bcl-2
ekspresyonunu arttirarak yaptigi ortaya konmustur (74). Bu iki ¢alisma HZSS
tedavisinin doku hasarinda sadece apopitotik indeks ve antioksidan parametreler ile
degil, ge¢c donem doku hasarini iyilestirici ve onarici etkilerinin gosterilmesi ile
bizim ¢alismamizi destekler bicimdedir.

Gastrointestinal sistem cerrahisinde en 6nemli sorunlardan biri bagirsagin
kanlanmas: ile ilgili komorbid (mezenter emboli, orta bagirsak volvulusu,
invajinasyon, NEK, sok) durumlart olan hastalarda yapilan bagirsak
anastomozlaridir. Anastomoz kacaginin tedavisi olduk¢a zordur, tekrarlayan
laparotomileri ve ostomi agilmasini gerektirebilir (69). Calismamizda iskemik
kalan bagirsaklarda yapilan anastomozun diisiik anastomotik patlama basinglart ve
yiiksek hiicre hasar1 gostermesi bagirsak iskeminin anastomoz sorunlarina neden
oldugunu ortaya koyar. HZSS tedavisi ile bagirsak anastomozunun gii¢lendiginin

gostergesi yiiksek patlama basinglart ve azalmis doku hasaridir.
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6. SONUC

Antienflamatuar, antioksidan ve antiapopitotik olarak insanlarda da
kullanilan hidrojenden zengin salin soliisyonu intestinal iskemi reperfiizyon hasari
sonrasinda yapilan bagirsak anastomozu modelinde 6zellikle histopatolojik olarak
doku hasarin1 azaltmis ve anastomotik patlama basinglarini artirmistir. Ucuz,
kullanimi kolay, hazirlanmasi basit olan hidrojenden zengin salin soliisyonu viicutta
hizlica emilip hiicrelere siiratle yayilmasi nedeniyle o6zellikle orta bagirsak
volvulusu ve mezenter emboli gibi durumlarda yapilacak ikincil bagirsak
ameliyatlarinda ya da rutin bagirsak anastomozlarinda doku iyilestirici etkisinden

faydalanmak i¢in kullanilabilir.
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8. OZET

Bu tez kapsaminda ratlarda deneysel intestinal iskemi/repefiizyon hasarinda
hidrojenden zengin salin soliisyonunun (HZSS) etkilerinin arastirilmasini
amagladik.

Calismamizda 30 adet Wistar-albino disi rat rastgele alti1 rat iceren bes gruba
ayrildi. Sham (S) grubuna sadece laparotomi yapildi. Diger dort grupta mezenter
artere klemp konularak 45 dakika boyunca intestinal iskemi yapilip reperfiizyon
sonrasinda anastomoz yapildi. Hidrojen gruplarina 2’nci ve 5’inci giinler arasinda
intraperitoneal HZSS verildi. Bes giin sonra tiim gruplara re-laparotomi yapildi.
Sham grubu hari¢ diger gruplarda anastomik patlama basinglar1 6lgiildii.
Anastomoz hattindan alinan dokularda TNF-a, IL-6, MPO ve MDA diizeyleri
6lciildii. Doku kesitleri histopatolojik olarak degerlendirildi ve apoptozis indeksi
TUNEL yontemiyle saptandi. Sonuglar, ¢oklu Kkarsilastirmalar igin istatistik
yazilimi SPSS kullanilarak, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Pearson Ki-
Kare testi ile analiz edildi.

Ge¢ donemde bakilan doku biyokimyasinda antioksidan MPO, oksidan
MDA, enflamatuar IL-6, TNF-a degerleri istatistiksel olarak anlamli ¢tkmamuis olsa
da patolojik olarak incelenen dokularda HZSS tedavisi verilen gruplarda diger
gruplara gore hiicre hasar1 derecesi ve apopitozis azalmis; anastomotik patlama
basinglar1 anlamli derecede yliksek ¢ikmistir.

Sonug olarak histopatolojik, apopitotik ve patlama basinci bulgularina gére

HZSS iskemi/reperfiizyonun neden oldugu intestinal hasari azaltmakta etkilidir.
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Anahtar Kelimeler: anastomoz, deneysel, hidrojenden zengin salin
soliisyonu, ince bagirsak iskemi/reperfiizyon hasari, mezenter arter, patlama

basinci
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9. SUMMARY

In this thesis, we aimed to investigate the effects of hydrogen-rich saline
solution (HRSS) in experimental intestinal ischemia/reperfusion injury in rats.

In our study, 30 Wistar-albino female rats were randomly divided into five
groups. Only laparotomy was conducted on group Sham (S). Intestinal ischemia
was performed in the other four groups for 45 minutes with a clamp on the
mesenteric artery. Hydrogen groups were given intraperitoneal HRSS between days
2 and 5. After five days, all groups underwent re-laparotomy. Anastomotic bursting
pressures were measured in all groups, except Sham group. TNF-a, IL-6, MPO and
MDA levels were measured in the tissues taken from the anastomosis line. Tissue
sections were evaluated histopathologically and apoptosis index was determined by
TUNEL method. The results were analyzed by using statistical software SPSS for
multiple comparisons, one-way analysis of variance (ANOVA) and Pearson's Chi-
Square test.

Although antioxidant MPO, oxidant MDA, inflammatory IL-6 and TNF-a
values were not statistically significant in late-stage tissue biochemistry, tissue
damage and apoptosis levels were decreased in HRSS-treated groups. In addition,
anastomotic burst pressures were measured significantly higher than those without
HRSS.

In conclusion, HRSS is effective in reducing intestinal damage caused by
ischemia / reperfusion according to histopathologic, apoptotic and burst pressure

findings.
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10. EKLER

Bu tez kapsaminda ek bulunmamaktadir.
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