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SIMGE VE KISALTMALAR
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INOS: Nitrik oksit sentetaz
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PMSF : Fenilmetasulfonil floriir
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RNA : Riboniikleik asit

SOD: Siiperoksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikalleri

Th : T helper

TACE: TNFa Converting Enzyme
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GIRIS VE AMAC

Intestinal obstriiksiyon (I0), intestinal icerigin gastrointestinal sistem iginde distale
dogru olan gecisinin, parsiyel yada tam olarak engellenmesidir. Uygun sekilde tedavi
edilmediginde yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir. Hastanelerin
acil servislerine bagvuran akut karin olgularnin % 20’sini 10’lar olusturur.(1) Mekanik
intestinal obstriiksiyonda temel fizyolojik degisiklikler, obstriiksiyonun proksimalinde siv1 ve
gaz birikimine ve bunun sonucunda olusan distansiyona baglidir.

Barsakta obstriiksiiyon oldugunda, distansiyon sonucu barsak duvarindaki damarlar
gerilir, uzar ve gaplari incelir. Bu durumda oncelikle venler etkilenir ve vendz dolasimin
bozulmasina bagli olarak 6dem gelisir. Absorbsiyon ve sekresyonu saglayan basinglar
arasindaki bu degisiklikler, distal ileumun tam tikanikliginda 12 saat sonra absorbsiyonun
durmasina, 48 saat sonra da sekresyonun artmasina neden olmaktadir. S1vi kayb1 olusumunda
sekresyondaki artigin rolii, absorbsiyondaki azalmadan daha fazladir.

Mekanik intestinal obstriiksiyonlarda sivi  kaybina baglhi metabolik etkiler,
obstriiksiyonun seviyesi ve siiresine bagli olarak degismektedir. Proksimal intestinal
obstriiksiyonlarda hipokloremi, hipokalemi ve metabolik alkaloz gelisir. Distal intestinal
obstriiksiyonlarda, barsak liimenine olan sivi kaybi daha fazladir. Dehidratasyon ve
hipovolemi arttikca metabolik asidoz gelisebilir. Dehidratasyon; oligiiri azotemi ve
hemokonsantrasyona neden olmaktadir. Dehidratasyon tedavi edilmediginde hipotansiyon ve
hipovolemik sok gelisebilir.

Barsak liimeninden portal sisteme gecis, secici bir mukozal bariyer tarafindan kontrol
edilmektedir. Normal kosullarda barsak liimenindeki normal flora bakterilerinin ya da
patojenite kazanmis bakterilerin mukozal bariyeri ge¢mesi imkansizdir. Normal kosular
bozuldugunda gastrointestinal mikroflora lamina propria boyunca lokal mezenterik lenf
nodlarma (MLN), basta dalak olmak iizere lenfoid organlara, karacigere, kana ve sistemik
dolasima yayilir. Bu duruma bakteriyel translokasyon (BT) adi verilir.(2-4) Daha sonra
enterik bakteri sistemik dolagima gecerek tiim viicut boyunca yayilabir ve sepsis, sok,
multiorgan yetmezligi ve 6liime neden olabilir.

Deneysel ve klinik ¢aligmalarda, canli enterik bakterilerin transmural ge¢isinin, yani
BT’un barsak liimeninde bakterilerin asir1 iiremesi ile korelasyon gosterdigi saptanmustir. (5,

6) Normal eriskinde jejunum ve proksimal ileum steril kabul edilir. Bakteri diizeyi 10* ml’ yi
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asmaz. Tikaniklik olustugunda ince barsak florasi dramatik olarak degisir. Hem bakteri cinsi
(en sik Escherichia coli, Streptococus fecalis ve Klebsiella cinsi ) hem de miktar: 10°- 10'° ml
konsantrasyonlarina varacak sckilde degisir. Potansiyel patojen bakteriler epitele direkt
tutunarak BT’a neden olabilirler. Bakterilerin normalin {izerinde artisinin engellenmesi bu
nedenle 6nemlidir.

Normal intestinal peristaltizm de dnemli savunma faktériidiir. Tleus gibi peristaltizm
bozuldugu durumlarda bakterilerin epitel hiicrelerine yapismasi ile koruyucu mekanizma
kirilabilir.(7)

Inflamasyon temel olarak hayatin yiiksek formlarina izin vermek icin kendilerini
zararli ajanlardan kurtarmak, nekrotik hiicreleri ve debrisi uzaklastirmak ve hasarlanmis doku
ve organlar1 onarmak amaciyla gelisen koruyucu bir cevaptir. Ancak, inflamatuar cevabin bir
pargasi olarak mikroorganizmalar1 6ldiirmek ve/veya canliligini yitirmis hiicreleri yikmak ve
sindirmek i¢in kullanilan mekanizmalar normal dokulara da zarar verici olabilir. Bu nedenle
inflamasyon birgok hastaligin ve sendromun altinda yatan patojenik mekanizmadir.
Inflamatuar yanit, idamesi ve sonlanmasi sayisiz farkli hiicre tipleri ve yiizlerce farkli hiimoral
mediyatorii igeren son derece kompleks bir siiregtir. Hiimoral immiin medyatérlerin en 6nemli
siniflarindan birini sitokinler olarak adlandirilan genis bir grup proteinler olusturur.

Insiilin veya tiroksin gibi klasik hormonlarm aksine sitokinler 6zellesmis bezler
tarafindan salinmaz fakat bunun yerine tek basina hareket eden 6rnegin lenfosit veya makrofaj
veya bir dokunun pargasi olarak hareket eden intestinal epitel gibi hiicreler tarafindan tiretilir.

Tamor nekroz factor (TNF), dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu,
farklilasma ve apopitoz siireglerinde onemli rollere sahip polipeptid yapida bir sitokindir.
Basta makrofaj ve lenfositler olmak iizere ¢esitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenir.
TNF’in ilk tarifi 1975’te Carswell tarafindan yapilmistir. Prohormon seklinde membrana
entegre halde bulunur.

Salgilanmis TNF’nin etkilerini notralize etmek iizere dizayn edilmis ajanlardan biri,
bir monoklonal anti-TNF-a antikoru olan Infliximab’tir. TNF-o molekiiliinin hem
¢oziinebilen hem de transmembrandz formlarina yiiksek afinite ile baglanir. Cok sayida in
vitro incelemede infliximab’in TNF-o’nin fonksiyonel aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.
%25 findik faresi + %75 insan antikorundan olusturulmustur. 1998’de Crohn hastalarinda
kullanilmak tizere U.S. Food and Drug Administration (FDA) onay1 almistir. Crohn hastaligi,
tilseratif kolit, steroide direncgli akut karaciger hasari, Graft Versus Host Disease (GVHD),
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romatoid artrit, ankilozan spondilit ve spondiloartropati, enterokutan ve rektovajinal fistiil
tedavisinde kullamlir.(8) Inflamatuar durumlarin spesifik, sitokine ydnelik yaklasimlar ile
tedavisi dahiliye ve cerrahinin klinik uygulamalarinda onemli bir rol alacak gibi

goriinmektedir.

Gilintimiizde anti-TNF ilaglarin kullaniminda klinik endikasyonlarini genisletmeye yonelik
caligmalar hizla devam etmektedir.

Calismamizda siganlar {izerinde olusturdugumuz intestinal obstriiksiyon modelinde anti-
TNF -a monoklonal antikoru olan infliximab’in bakteriyel translokasyon siireci {izerine erken

donem etkilerini inceledik.
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GENEL BILGILER

INTESTINAL OBSTRUKSIYON

Intestinal obstriiksiyon (I0O), intestinal igerigin gastrointestinal sistem icinde distale
dogru olan gecisinin, parsiyel ya da tam olarak engellenmesidir. Uygun sekilde tedavi
edilmediginde yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir. Hastanelerin
acil servislerine basvuran akut karin olgularinin % 20’sini intestinal obstriiksiyonlar
olusturur.(1)

Intestinal obstriiksiyonlarin % 80’1 ince barsak diizeyinde, % 20’si kalin barsak
diizeyindedir. Kalin barsak tikanikliginin % 60’1 timorler, % 15°1 divertikiilit ve volvulus
nedeniyledir ve siklikla yaslilarda goriiliir.

Intestinal Obstruksiyonda Sik Kullamilan Terimler

Mekanik obstriiksiyon: Barsak liimeninin tam veya kismi olarak patolojik bir lezyon
nedeniyle tikanmasidir. Bu durum; duvara ait, liimen i¢i ve liimene distan basi nedeniyle
olabilir.

Basit obstriiksiyon: Tikanma tek bir bolgeyle siirhidir.

Kapali ans obstriiksiyonu : Bir barsak boliimiiniin iki veya daha fazla yerden tikali
olmasidir.

Paralitik obstriiksiyon: Ince barsagim motor fonksiyonu zayiflamistir (ameliyat
sonrasl, travma, peritonit, spinal travma, pndmoni, hipokalemi, iiremi, pankreatit gibi ).

Strangiile obstriiksiyon: Barsak duvarmin beslenmesini saglayan mezenterik damar
tikanikligiyla seyreder, nekroz {igiincii, dordiincii saatte meydana gelir.

Etyoloji

Daha once laparotomi yapilan hastalarda barsak tikanikligr nedeni % 60-80 oraninda
yapisikliklardir. % 15-20 oraninda fitiklar, yine % 15-20 oraninda neden tiimérlerdir ki bunlar
limende ve liimen disinda olabilir.(1)

Miller ve ark.(9) 552 hasta iizerinde yaptig1 retrospektif calismada ince barsak tikanikligi
nedenleri: % 74 yapisiklik, % 7 crohn, % 5 tiimor, % 2 fitik, % 1 radyasyona bagli ileus, % 11
diger nedenler olarak bulmustur. Mark ve ark.(10) calismasinda ise barsak tikanikliklart

nedenleri degismezken, goriilme siklig1 degisir ( Tablo 1).
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Tablo | : Mekanik barsak obstriiksiyonunun erigskinlerdeki nedenleri ve goriilme sikligi.

Obstriiksiyonun yeri ve nedenleri Siklik %
Ince Barsak 85
Yapisikliklar 60
Fitiklar 15
Tlimorler 15
Diger 10
Kalin barsak 15
Kolon tiimorii 65
Divertikiilit 20
Volvulus 5
Diger 10

Patofizyoloji

Mekanik intestinal obstriiksiyonda temel fizyolojik degisiklikler, obstriiksiyonun
proksimalinde siv1 ve gaz birikimine ve bunun sonucunda olusan distansiyona baghdir.
Gastrointestinal sistemde sivi ve elektrolitlerin hareketleri incelendiginde, absorbsiyon ve
sekresyon seklinde iki islev oldugu gozlenmektedir. Normalde her giin dokuz litre st
gastrointestinal sistem sekresyonu ince barsaklardan geger. Bu gecen sivinin ancak 400 — 500
ml’si ileogekal valve ulasir ve 200 — 300 ml’si de kolonda absorbe olmaktadir. Tikanma
oldugunda, distansiyon sonucu barsak duvarindaki damarlar da gerilir, uzar ve caplar1 incelir;
bu durumda oncelikler venler etkilenir ve vendz dolasimin bozulmasina bagli olarak 6dem
gelismektedir. Absorbsiyon ve sekresyonu saglayan basinglar arasindaki bu degisiklikler,
distal ileumun tam tikanikliginda 12 saat sonra absorbsiyonun durmasina, 48 saat sonra da
sekresyonun artmasina neden olmaktadir. Sivi kayb1 olusumunda sekresyondaki artisin rolii,
absorbsiyondaki azalmadan daha fazladir ve bu durumdan distansiyona bagli olarak artmis
prostoglandin salinimi sorumlu tutulmaktadir.

Intestinal obstriiksiyonda barsak liimeninde siv1 ile birlikte gaz birikimi de olmaktadir.

Barsak liimenindeki gazi biiyiik oranda yutulan hava olusturmaktadir. Havanin bilesimindeki
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ana komponent olan azot ince barsak mukozasi tarafindan emilemedigi i¢in birikir.
Bikarbonat nétralizasyonuyla olusan karbondioksit ve bakteriyel fermentasyon sonucu olusan
organik gazlar da distansiyona katkida bulunmaktadir.

Mekanik intestinal obstriikksiyonlarda sivi  kaybina baghi metabolik etkiler,
obstriiksiyonun seviyesi ve siiresine bagli olarak degismektedir. Proksimal intestinal
obstriiksiyonlarda hipokloremi, hipokalemi ve metabolik alkaloz gelisir. Distal intestinal
obstriiksiyonlarda, barsak liimenine olan sivi kaybi daha fazladir. Kan pH’sinda olan
degisiklik ve elektrolit imbalansi belirgin degildir. Dehidratasyon ve hipovolemi arttik¢a
metabolik asidoz gelisebilir. Dehidratasyon; oligiiri azotemi ve hemokonsantrasyona neden
olmaktadir. Dehidratasyon tedavi edilmediginde hipotansiyon ve hipovolemik sok gelisebilir.
Intestinal obstriiksiyon nedeniyle solunum yiizeyellesebilir.

Limen i¢i basing 30 cm H>O oldugunda kapillerlerden hiicrelere difiizyonun
bozuldugu, basing 60 cm H,O’ya ulastiginda bazi kii¢ilk damarlarda dolagimin tamamen
durdugu gozlenmistir. Liimen i¢i basing artisina bagl distansiyonla kan dolasimi arasindaki
ters orantinin nedeni barsak duvarindaki damar yatagi lizerinde olusan baski1 ve intrensek sinir
pleksusunun uyarilmasidir. Bu mekanizma proksimale dekompresyon sansi olmayan kapali
ans barsak tikanikliklarinda iskemik hasar1 hizlandirmaktadir. Oysa basit tikaniklikta
proksimaldeki anslarin dilatasyonu ve kusmalarla liimen i¢1 basing azaltilmakta ve barsak
iskemisi riski diismektedir.(11) Barsak epiteli anoksiye olduk¢a duyarlidir ve nekroz bu
tutulan bolgelerde meydana gelir. Basing veya iskemik nekroz neticesinde barsak delinmesi
olusabilir.(12)

Tikanikligin ilk doneminde serum sodyum diizeyinde onemli degisiklik olmaz.
Tikanikligin siiresi uzayinca liimen i¢i biriken sivilarin periton bosluguna gecisi baglar.
Ekstraselliiler alandan s1v1 kayb1 gittikge artar ve diliisyonel hiponatremi olur. Buna potasyum
kaybma bagli hipopotasemide eklenir ve barsaklarin toniisii azalir. Aclik, dehidratasyon,
ketozis, alkali sivi kayb1 ve bobrek fonksiyonlarinda bozulma bir araya gelince metabolik
asidoz tablosu oturur.

Kolon, absorbsiyon ve sekresyon kapasitesi minimal olan ve daha ¢ok depo olarak
gorev alan bir organ oldugundan, kolonik obstriiksiyonlarda sivi ve elektrolit dengesi belirgin

olarak bozulmaz.
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BAKTERIYEL TRANSLOKASYON

Canlilarin agiz yolu ile aldig1 su ve besinleri sistemik dolasima gecirmek,
gastrointestinal sistemin en temel fonksiyonudur. Barsak liimeninden portal sisteme gegis,
secici bir mukozal bariyer tarafindan kontrol edilmektedir. Normal kosullarda barsak
liimenindeki normal flora bakterilerinin ya da patojenite kazanmis bakterilerin mukozal
bariyeri gegmesi imkansizdir. Normal kosular bozuldugunda gastrointestinal mikroflora
lamina propria boyunca lokal mezenterik lenf nodlarina (MLN), basta dalak olmak {iizere
lenfoid organlara, karacigere, kana ve sistemik dolasima yayilir. Bu duruma bakteriyel
translokasyon (BT) adi verilir.(2-4, 13)

Daha sonra enterik bakteri sistemik dolasima gegerek tiim viicut boyunca yayilabilir
ve sepsis, sok, multiorgan yetmezligi ve 6liime neden olabilir. Bu gecis normal sartlarda

olusmaz.

Bakteriyel Translokasyon Nedenleri

1. Mukozal bariyerin biitiinliigliniin kaybolmasi, mukozal beslenmenin azalmasi.
Yanik, aglik, cerrahi travma, anestezi, gibi durumlarda barsak bariyer fonksiyonunun ve
mukozal biitiinligliniin bozulmasi, bakterilerin absorbsiyonunu arttirarak barsak disina
cikmasina, baska organlara bakteriyel translokasyonuna neden olmaktadir

2. Liimen i¢i flora dengesinin kontrolsuz genis spektrumlu antibiyotik kullanimu ile
bozulmas.

3. Venoz ya da arteriyel sistemdeki degisik nedenlerle olan tikanmalar.

4. Barsak liimeninde tam ya da kismi tikanikliklar.

5. Karacigerin safra sekresyonunu uzun siireli barsaklara aktaramamasi sonucu
retikiiloendotelyal sistem fonksiyonlarinin azalmasi.

6. Sistemik her tiirlii immiin yetmezlige zemin hazirlayan durumlarda mukozal
bariyerde olusan hasarlar.

Tim bu lokal savunma mekanizmalari normal barsak florasinin kolonizasyonunu
saglar. Barsak bariyerinin ilk komponenti intestinal mikrofloradir. Anaerobik bakterilerin
potansiyel patojen bakterilerin asir1 ¢ogalmasinin sinirlanmasi ve bu bakterilerin yapigsmasini

engellemesine kolonizasyon direnci denir.(14)
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Genis spektrumlu antibiyotikler ile anaerobik flora degisiklige ugrarsa, bu koruyucu
mekanizma kaybolur.(15)

Deneysel ve klinik caligmalarda, canli enterik bakterilerin transmural gecisinin, yani
BT’un barsak liimeninde bakterilerin asir1 tiremesi ile korelasyon gosterdigi saptanmustir. (5,
6) Normal eriskinde jejunum ve proksimal ileum steril kabul edilir. Bakteri diizeyi 10* ml’yi
asmaz. Tikaniklik olustugunda ince barsak florasi dramatik olarak degisir. Hem bakteri cinsi (
en sik E.coli, Streptococus fecalis ve Klebsiella cinsi ) hem de miktar 10° - 10 ml
konsantrasyonlarina varacak sekilde degisir.(16) Potansiyel patojen bakteriler epitele direkt
tutunarak bakteriyel translokasyona neden olabilirler. Bakterilerin normalin tizerinde artiginin
engellenmesi bu nedenle énemlidir.

Gastrointestinal sistemde diger 6nemli bir savunma mekanizmasi1 da esas elemani
musin olan normal mukoza tabakasidir. Musin, goblet hiicrelerinden salgilanan yiiksek
molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Miikoz tabakada submukozal plazma hiicrelerinden
salgilanan sekretuvar immiinglobulin A (IgA)’ y1 da iceren bir grup koruyucu ihtiva eder.
Miikéz tabaka anaerob mikroorganizmalarin lireyebilmesi i¢in uygun bir ortam hazirlar ve
potansiyel patojen mikroorganizma lokalizasyonunu engeller. Miikoz tabakadaki degisiklikler
patojenik bakterilerin epitel hiicre yiizeyine tutunmasina neden olur.(17) Barsagin kolumnar
epiteli, goblet hiicreleri, lenfositler ve M hiicreleri gibi 6zel hiicreler normal epitel hiicresinin
yap1 ve fonksiyonunun ve siki junctionlarinin korunmasi saglar, bakterilerin transepitelyal ve
transseliiler go¢linii onler.

Normal intestinal peristaltizm de énemli savunma faktoriidiir. Ileus gibi peristaltizm
bozuldugu durumlarda bakterilerin epitel hiicrelerine yapismasi ile koruyucu mekanizma
kirilabilir.(7)

Barsagin immiinolojik bariyeri; peyer plaklari, lenf folikiilleri, lamina propria
lenfositleri, mezenterik lenfoid hiicreler ve lamina propriadaki plazma hiicrelerinden
salgilanan salgisal IgA’dan olusur. Sagisal IgA enterositlere bakterilerin yapismasini engeller.
Antijenik uyar1 sonrasinda olusan T ve B lenfositleri peyer plaklarindan ayrilarak MLN’a

oradan da lenfatikler yoluyla viicudun gesitli bolgelerine giderler.(18)
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Bakteriyel Translokasyonu Etkileyen Faktorler

Barsak flora bakterilerinde asir1 ¢ogalma; Antibiyotik kullanimi, aglik, yanik gibi
durumlarda barsak florasinin stabilitesi bozularak mikroflorada artis goriiliir. Bu da BT’la
sonug¢lanmaktadir.(19) En sik izole edilen bakteri Escherichia coli’dir.(20)

Immiin savunmada azalma; Bakteriyel translokasyonu uyaran temel faktdr immiin
sistemin fonksiyon bozuklugudur. immiin sistemi herhangi bir nedenle baskilanmis hastalarda
barsak bakterileri sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Atimik farelerde mezenter lenf
diigiimiinde % 50 translokasyon oldugu gosterilmistir. Bu da T lenfositlerin translokasyonda
rol aldigim1 gostermektedir. Metotreksat, 5-flurourasil, siklofosfamid gibi immiin sistemi
baskilayan ilaglar da BT u uyarmaktadir.(21, 22)

Barsak mukoza bariyerinde artmis gecirgenlik; Yas arttikca BT oran1 azalmaktadir.
Yenidoganda barsak bariyeri tam olarak gelismedigi i¢in bakterilerin yapigsmasina ve
molekiillerin gegisine izin verirler. Heniiz T lenfositler de olusmamistir. Bu nedenle barsaktan
diger doku ve organlara yayilim kolaylasir.(21)

Achk; Aglikta barsagin kan akimi azalir, incebarsak kitlesi azalir. Katekolaminler gibi
vazoaktif hormonlarin diizeyi artar. Bu da barsak mukozasinda hasara yol acarak bariyerin
biitlinliigiinli bozar. Hiicresel ve hiimoral bagisiklik azalir, fagositoz azalir. Sonugta barsak
permeabilitesi artarak BT gergeklesir.

Yanik, travma, cerrahi stres; Aclikla ayn1 degisiklikler meydana gelir, immiin sistem
baskilanir, stres hormonlart artar, barsak kan akimi azalir ve sonugta barsak bariyeri bozularak
BT olusur.

Kolestaz; Safra yollarinda tikaniklik sonucunda meydana gelen, retikiiloendotelyal
sistem fonksiyonlarinda bozulma, immiin sistemin baskilanmasi, barsak duvarinda oksidatif
hasar, barsak mukozasinin yap1 ve fonkiyonundaki degisiklikler BT ile sonuglanir.

Inflamatuar barsak hastalign (IBH)’da barsak duvarinda hasarlanma nedeniyle
bakteriyel florada eksilmeler meydana gelebilir ve barsak dis1 alanlara enterik bakteriler
gecebilir. Sistemik endotoksemiye neden olabilir. Sistemik endotoksemi Ulseratif Kolit ve
Crohn’nda gdsterilmistir. Bakteriyel translokasyonun IBH’ da elektif cerrahisinde meydana
gelen sepsisin yiiksek insidansini agiklayabilecegi ve bu  sartlarda meydana gelen
karacigerdeki histolojik ve biyokimyasal hasarlara katkida bulunabilecegi One

stiriilmiistiir.(23)
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Proinflamatuar proteinler olan kemokinlerin, inflamasyonun baslamasinda 6nemli bir
rolii vardir. Infeksiyon ve immiin hastaliklarda bu spesifik sitokinlerin patojen ve patolojik
progeslere, genel selliiler infeksiyona neden olur. Kemokinler, inflamatuvar hastaliklarda
onemli bir role sahip olup aracilik ederler. Normal kolonik floradaki degisiklikler selliiler
immiinite bozuklugu, intestinal mukozada injuri, immiinolojik distansiyon, intestinal mekanik
bariyerde hasar olusturur ve bundan dolayr BT ve devaminda sepsis ve multiorgan yetmezligi

olusur.(24)

INFLAMATUAR CEVAP MEDYATORU OLARAK SIiTOKINLERIN ROLU

Inflamasyon temel olarak hayatin yiiksek formlarmna izin vermek igin kendilerini
zararli ajanlardan kurtarmak, nekrotik hiicreleri ve debrisi uzaklastirmak ve hasarlanmis doku
ve organlart onarmak amaciyla gelisen koruyucu bir cevaptir. Ancak, inflamatuar cevabin bir
pargast olarak mikroorganizmalar1 6ldiirmek ve/veya canliligini yitirmis hiicreleri yikmak ve
sindirmek i¢in kullanilan mekanizmalar normal dokulara da zarar verici olabilir. Bu nedenle
inflamasyon bir ¢ok hastaligin ve sendromun altinda yatan patojenik mekanizmadir.
Inflamatuar cevabin baslamasi, idamesi ve sonlanmasi sayisiz farkli hiicre tipleri ve yiizlerce
farkli hiimoral mediyatorii iceren son derece kompleks bir siiregtir. Hiimoral immiin
medyatdrlerin en onemli siniflarindan birini sitokinler olarak adlandirilan genis bir grup
proteinler olusturur. Sitokinler, endokrin, parakrin ve otokrin igslemlerdeki hedef hiicrenin
fonksiyonunu degistirmek amaciyla salinan kiigiik protein veya glikoproteinlerdir. Insiilin
veya tiroksin gibi klasik hormonlarin aksine sitokinler 6zellesmis bezler tarafindan salinmaz
fakat bunun yerine tek basina hareket eden 6rnegin lenfosit veya makrofaj veya bir dokunun
parcasi olarak hareket eden intestinal epitel gibi hiicreler tarafindan tretilir.

Gereginden fazla bulunma sitokinlerin diger karakteristik 6zelligidir. Birgok farkli

sitokin ¢cok benzer etki gosterebilir.

Sitokinler Yapilarina Gére iki Gruba Ayrihir

1. Tip | sitokinler, karakteristik tersiyer yapiya sahip 4-a heliks demetinden olusan
genis bir grup proteindir. Tip I sitokinlerin reseptorleri de yapisal olarak benzerlikler tasir ve
Tip I sitokin reseptorleri olarak adlandirilir.

Tip I sitokinler asagidaki proteinleri igerir:
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Interlokin 2 (IL-2), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-15, graniilosit koloni
stimiilan faktor (G-CSF).

2. Tip 11 sitokinler, Interferon (IFN)-o, IFN-B, IFN-y ve IL-10’u iceren yapisal olarak
benzerlik gosteren proteinlerdir. Tip II sitokin reseptorleri de yapisal olarak benzerlik gosterir.
Sitokinleri gruplandirmanin bir diger yolu da basit CD4+ T hiicrelerinin (Th 0 hiicreleri), Th 1
ve Th 2 olarak adlandirilan 2 alt T helper (Th) hiicre grubuna farklilagsmasinin taninmasina
dayanir. Th 1 hiicreleri, intraselliiler patojenlerin yok edilmesi, makrofaj aktivasyonunun
artirllmas1 ve opsonizan antikorlarin {iretimi i¢in gerekli olan hiicresel immiin cevaptan
sorumludur. Th 2 hiicreleri atopi ve alerjik inflamasyonun patogenezinde yer alir ve B lenfosit
biiyiime ve farklilasmasini artirir. Th 1 hiicreleri potent proinflamatuar sitokinler olan IFN- y
ve lenfotoksin (LT)-a ile IL-2 iiretir. Th 2 hiicreleri I1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13’i
uretir. 1L-4, 1L-10, IL-13 ve kismen IL-6 antiinflamatuar yapidadir. Bu nedenle Th 1
sitokinler siklikla proinflamatuar, buna karsilik Th 2 sitokinler antiinflamatuar olarak kabul
edilir. Fagositik hiicreler tarafindan iretilen IL-12, Th 1 hiicrelerinin farklilasmasi igin
gereklidir.(25)

Sitokinlerin 6zel bir ailesi olan kemokinler 8-11 kilo dalton molekiiler agirliga sahip
kiigiik proteinlerdir. Primer biyolojik etkileri 16kosit ve fibroblastlar i¢in kimyasal uyarici
olarak hareket etmeleridir. Diger sitokin alt grubu hematopetik kok hiicrelerinin biiylimesi
ve/veya farklilasmasini saglayan koloni-stimiilan faktorlerdir. Diger biiylime ve farklilagsma
faktorleri platelet biiyiime faktorleri, epidermal biiyiime faktorii (EGF), keratinosit biiyiime
faktorti (KGF) diir.

Tiimor Nekroz Faktor (TNF) : TNF-a ve TNF-B olmak iizere iki formu vardir. TNF-
a baslica makrofajlardan salinan klasik formdur ve kasektin olarak bilinir. TNF-f ise lenfosit
kaynaklidir. Lenfotoksin-a olarak anilir. Reseptorleri (TNFRI ve TNFRII) ve etki
mekanizmalar1 aynidir. Birgok doku ve hiicre iizerinde farkli etkilerinin oldugu bilinen bir
proteindir.

TNF ekspresyonu uyari sonucu yarim saat iginde baslar, 90-120 dk arasinda pik yapar.
Daha sonra salinan IL-1 ve IL-6 TNF ekspresyonunu inhibe eder. Dort saat iginde TNF
diizeyi sifira diiser. TNF kosullara bagli olarak NF-kB (nuclear factor kappa binding )
tarafindan aktivasyonlar1 diizenlenen hiicreler iizerinde promitojenik etkiye sahiptir.(26) TNF

ayni zamanda indiiklenebilir Nitrik Oksin Sentaz (iNOS)’1n regiilasyonunda rol oynar.

22



Immiin yamt ve sitokin biyolojisini anlamakta reversibl ve irreversibl etki kavramlart
onemlidir. Hiicre disi mesafede olan bir TNF-o’nin soluble reseptdr veya monoklonal
antikorlar ile baglanmasi i¢in affinitenin, IgG tipinin, soluble reseptorlerin TNFII veya TNFI
olmasimin 6nemi yoktur. Membrana bagli TNF-a ile baglanma ise farklidir. Membrana bagh
TNF-a tam olarak aktif formda bir sitokindir. Prokiirsor TNF-o, bir metalloproteaz enzim
olan TNF-o Converting Enzyme (TACE) tarafindan parcalanir ve. TNF-a olarak ortama
salinur.

TACE makrofaj ve dentritik hiicrelerde eksprese olan bir enzimdir ve cok ¢esitli
mekanizmalarla aktive olmaktadir. T lenfositlerinde ise TACE aktivasyonu etkin degildir. Bu
nedenle T hiicrelerinde sentez edilen TNF-a’lar membrana bagli olarak kalirlar.
Makrofajlarda sentez edilenler ise TACE ile pargalanarak ortama salinirlar. Genel olarak
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin membran TNF-a eksprese ettikleri, makrofaj ve dentritik

hiicrelerin ise TNF-a’y1 sekrete ettikleri bilinmektedir (Sekil-1 ).

Dogal immunite Kazanilmig immanite

Sekil — 1: Immiin sistemdeki farkli hiicrelerde TACE aktivitesine bagli olarak TNF-o,
ekspresyonu.

TNF-o’nin aktif hale gelmesi igin trimerik yapr olusturmasi gerekir. Yapilan
caligmalarda, membran TNF-a’larinda trimerik yap1 olusturdugu ve bu nedenle membrana
bagli TNF-ao’larda aktif formda olduklar1 gosterilmistir. Membran TNF-a hiicre-hiicre
iletisiminde 6nemlidir.

Sitokinlere bagli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin patogenezinde hiicre disi

boslukta yer alan soluble sitokinden daha ¢ok hiicre-hiicre arasi iletisim ile aktivasyona sebep
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olan membran sitokinlerinin daha 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle bir hastaligin
anti-TNF ilaglar ile etkin tedavisi i¢in membran TNF-a aktivitesininde baskilanmasi
gereklidir. Solubl ve membran TNF-a’larinin TNFR II reseptoriine ve dimerik yapidaki solubl
TNF reseptorii etanersepte baglanmasi hizli ve reversibldir. Monoklonal antikor olan
infliximab ise membran TNF-a’lar1 ile daha stabil bir kompleks olusturmaktadir. Ayrica daha
yiiksek afinite ile daha ¢ok sayida infliximab molekiilii membran TNF-o’larini baglamaktadir.
Bu nedenle membran TNF-a’larinin etanersept ile baglanmasi infliximab’a gore daha diisiik
afiniteli, reversibl ve buna bagli olarak biyolojik aktivite inhibisyonu daha azdir. Yapilan in
vitro ¢alismalarda membran TNF-a eksprese eden hiicreler infliximab ile baglanmasi sonucu
komplemana bagli hiicre lizisi veya antikora bagli sitotoksisite ile oOliime gittikleri
gosterilmistir.

IL-6: Kaynagt T ve B hiicreleri, makrofajlar, endoteliyal hiicreler, fibroblastlar,
hepatositlerdir. Akut travma ve stres sirasinda kan diizeyi ytikseldiginden dolay1 genellikle
sistemik inflamatuvar yanit veya postoperatif morbidite indikatorii olarak kullanilir.
Salgilanmasinda major etkiyi IL-1 ve TNF-a saglar, IL-4, IL-10 ve IL-13 tarafindan
baskilanir. Travmadan sonra 60 dakika i¢cinde dolasimdaki diizeyi Olciilebilir, dort ile alti
saatte pik yapar ve dolasimda kalma siiresi 10 giine kadar uzayabilir. Ulastig1 kan diizeyi
direkt doku hasar1 ile baglantilidir. IL-1 ve IL-6, travma sirasindaki hepatik akut faz protein
yanitinin 6nemli mediatdrleridir ve C-reaktif protein, fibrinojen, haptoglobulin, a.1-antitripsin
ve kompleman yapimini da arttirir. Saglikli bireylerde serum IL—6 diizeyleri saptanmazken
inflamatuar  olaylarda serum seviyeleri artar. Bu sitokin, hemapoietik sistem
diizenlenmesinde, lenfosit fonksiyonlarinda ve hiicre farklilasmasinda gorev alan 6nemli bir
mediatordiir.

IL-1 ve TNF yapisal olarak benzer olmayan pluripotent sitokinlerdir. Her ne kadar bu
maddeler farkli hiicresel reseptorlere baglansa da bircok biyolojik aktiviteleri Ortiitir. T
helper hiicrelerinin aktivasyonunu artirma yetenekleri nedeniyle, neredeyse tiim hiimoral ve
hiicresel immiin cevaplari artirabilir. Notrofil ve makrofaj aktive etme ve diger bazi sitokinleri
ve inflamatuar medyatorlerin tanimlanmasini baslatma yetenegine sahiptir. IL-1 ve TNF-o’nin
biyolojik etkilerinin ¢ogu diger sitokinlerin varligi ile artirilir.

TNF ilk olarak lipopolisakkarit verilmis hayvanlardan elde edilmis ve timor
hiicrelerini in vitro olarak 6ldiirebildigi ve fareye nakledilen tiimorlerde nekroza neden oldugu

saptanmustir.(27, 28) Proteinin genetik kodu kisa bir siire sonra klonlanmist1.(29)
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Ayni zamanlarda Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis makrofaj ¢okeltilerinden elde
edilen diger bir protein kagsektin olarak adlandirilmis ve yag hiicrelerinde lipoprotein lipaz ve
diger anabolik hormonlarin tanimlanmasini baskiladig1 saptanmisti.(30, 31)Daha sonra TNF
ve kasektinin ayn1 protein oldugu gosterildi.(32) TNF, hayvanlarda endotoksik sokun merkezi
medyatorii olarak tanimlandi. TNF, TNF-a olarak isimlendirilir. Ciinkii TNF- olarak
isimlendirilen bir sitokine yapisal olarak benzer. Ancak TNF- B giiniimiizde lenfotoksin-a
olarak adlandirilmaktadir. Her ne kadar monosit / makrofaj serisi TNF’nin baslica kaynagi
olsa da mast hiicreleri, keratinositler, B ve T hiicrelerini igeren diger hiicre tipleri de sitokin
salgilama yetenegine sahiptir. LT-a, lenfosit ve natural killer (NK) hiicreler tarafindan iiretilir.
TNF, 26 kD agirliginda N-terminal hidrofobik bolgeye baglanan hiicre zari iliskili molekiil
olarak sentez edilir. TNF’nin membrana bagli formu biyolojik aktiviteye sahiptir.

TNF-a ve LT-a her ikisi de iki farkli reseptore baglanabilme yetenegine sahiptir; TNF-
Rl (p55) ve TNF-RII (p75). Bu reseptorler 2 benzer alt birimden olusan transmembran
proteinlerdir. TNF-RI ve TNF-RII’nin ekstraseliiler kisimlar1 benzerdir ve TNF’e benzer
afinite gosterir. Fakat reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri farklidir. Bundan yola ¢ikarak, TNF-
RI ve TNF-RII'nin farkli yollar aracili1 ile sinyal ilettigi diistiniiliir. Her iki reseptor de
eritrositler disinda bircok hiicrede bulunur. TNF-RII yoluyla sinyal iletimi TNF’nin
proinflamatuar etkisinden sorumlu majér mekanizmadir. TNF-RIl, TNF’nin TNF-RI’e
baglanmasini artirict etki gosterebilir (33) veya alternatif olarak TNF-aracili inflamatuar
cevabi baskilamak igin zit etkili diizenleyici olarak rol alabilir.(34) TNF’nin kendisi TNF
ligand ailesinin diger {liyelerinden farklidir. Ciinkii hem apopitozisin giiclii bir baslaticisidir,
hem de gii¢lii bir proinflamatuar medyatordiir. TNF’ nin bu iki etkisi biiyiik olasilikla sepsis ve
septik sokun patogenezinde 6nemlidir. Coziliniir TNF-RI ve TNF-RII’nin her ikisi de normal
olgularin dolagiminda diisiik konsantrasyonlarda bulunur.(35) Sepsis ve septik sok
durumlarida TNF-RI ve RII’nin her ikisi de dolasimda belirgin olarak artar. Ustelik yiiksek
konsantrasyonlar kotii prognozun habercisidir.(36-38) Biiyiik miktarlarda bulundugunda
STNF reseptorleri TNF’nin biyolojik etkisini inhibe edebilir. Ancak daha diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda sTNF reseptorleri sitokini stabilize edebilir ve potansiyel

olarak baz etkilerini artirabilir.

Anti-TNF TIlaclarin Etki Mekanizmalari: Anti-TNF monoklonal antikorlar (infliximab,

adalimumab) ve solubl TNF reseptorleri (etanersept, onersept ve lenersept) hem solubl hem
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de membrana bagli TNF’leri baglamalar1 ve boylece onlarin fonksiyonlarin1 bloke etmelerine
karsin etki mekanizmalar1 agisindan aralarinda énemli farklar oldugu gosterilmistir. Ornegin,
anti-TNF monoklonal antikorlar sadece TNF-a’y1 bagladigi i¢in TNF-o ve ona bagh
sitokinlerin aktivitelerini baskilarlar. Solubl reseptorler ise TNF- o’nin yani sira makrofajlar
ve T hiicrelerinden salgilanan LT- o veya eski adiyla TNF-B’y1 da baglarlar. Diger bir fark,
anti-TNF monoklonal antikorlar TNF-a’nin hem TNFR I hem de TNFR II reseptoriine
baglanmasin1 Onleyerek her iki reseptoriinde fonksiyonunu bloke etmektedir. Solubl
reseptorler ise sadece bir reseptoriin Ozelliklerine sahip olacak sekilde {iretilmektedir
(lenersept TNFI reseptorii, etanersept ise TNFII, gibi). Diger 6nemli bir unsurda, bu ilaglarin
membrana bagli TNF’lere baglanmada ve buna bagli gelisen reaksiyonlarda farkliliklar
olmasidir.

Etanersept: Rekombinant TNF-a reseptor flizyon proteinidir. TNF-o ve TNF-B’ya baglanarak
reseptorlerine ulagmalarini engeller. 1998 yilinda romatoid artrit hastalarinda kullanilmak
tizere FDA onay1 almistir. Juvenil romatoid artrit, ankilozan spondilit, psoriatik artrit, kalp
yetmezligi, inflamatuar barsak hastaliklar: kullanildig1 bazi durumlardar.

Adalimumab: Rekombinant insan anti-TNF monoklonal antikorudur. Solubl TNF-o’ya
baglanarak yiizeydeki TNFI ve TNFII reseptorlerine baglanmasini engeller. Romatoid artrit
tedavisinde kullanilir.

Lenersept: Rekombinant TNF-a reseptoriidiir.

Talidomid: Sentetik glutamik asit derivesidir. TNF-o’nin RNA’sinin pargalanmasini arttirir.
1998°de eritema nodozum leprozum tedavisinde kullanilmak tizere FDA onayr almstir.
Crohn hastaligi, romatoid artrit, kalp yetmezligi, aftoz ilserler, still hastaligi, diskoid lupus,
Behget hastalig1, piyoderma gangrenozum, histiyositoz, sarkoidoz, multipl myeloma, kaposi
sarkomu, AIDS’li hastalarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlar ve solid tiimérlerin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Infliximab: TNF-a’nmn suda ¢dziinen transmembran formuna yiiksek afinite ile baglanarak
TNF- o’nin biyolojik aktivitesini bloke eder ve TNF-a’nin reseptorleri ile baglanmasini inhibe
eder. Infliximab, TNF-o. ile ayn1 reseptérleri kullanan iligkili sitokin lenfotoksin-o’1 nétralize
etmez. TNF-a’ya atfedilen biyolojik aktiviteler; IL-1 ve 6 gibi proinflamatuar sitokinlerin
indiiksiyonu, endotel tabaka gecirgenligini artirarak l6kosit migrasyonunu artirmasi ve
endotel hiicre ve Iokositler tarafindan adhezyon molekiillerinin tanimlanmasi, notrofil ve

eozinofil fonksiyonel aktivitenin aktivasyonu, sinoviyosit ve/veya kondrositler tarafindan
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tiretilen doku yikici enzimlerin yaninda, akut faz reaktanlar1 ve diger karaciger proteinlerinin
indiiksiyonunu icerir. infliximab’a baglanmis transmembran TNF-o tanimlayan hiicreler in
vitro (39) veya in vivo (40) olarak parcalanabilir.

Infliximab, insan fibroblastlari, endotel hiicreleri, nétrofiller, B ve T lenfositler ve
epitel hiicrelerini kullanan in vitro bioassaylarin genis bir cesitliliginde TNF-o’nin
fonksiyonel aktivitesini inhibe eder. Infliximab, insan TNF-a’nin elementer tanimlanmasi
sonucu poliartrit gelisen transgenik farelerde hastaligi engeller ve hastaligin baslangicindan
sonra verildiginde aginmis eklemlerin iyilesmesini saglar.

Remicade® yaklagik molekiiler agirligit 149000 dalton olan bir kimerik IgGl
monoklonal antikordur. Sabit insan ve degisken miirin alanlarmdan olusur. Infliximab,
devamli perfiizyon ile iiretilmis rekombinant hiicre serisi tarafindan iretilir ve viriislerin
inaktivasyonu ve arindirilmasini igeren bir seri basamak ile saflastirilir. intravendz uygulanir.
Infliximab giiniimiizde romatoid artrit, Crohn hastalig1, ankilozan spondilit, psoriatik artrit
tedavisinde kullanilmaktadir. Kalp yetmezligi ve murin proteinlere karsi hipersensitivite
durumlarinda kullanilmasi 6nerilmez.

Infliximab uygulanan hastalarda sepsis ve pnémoniyi de igeren ciddi enfeksiyonlar
rapor edilmistir. Bu nedenle klinik olarak aktif enfeksiyonu olan hastalarda kullanimi

kontraendikedir.(37)

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin kendisi,
sliperoksit, hidrojen peroksit gecis metallerinin iyonlart ve hidroksil radikalleridir.(41)
Siiperoksit Radikali; Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu (02 ) meydana gelir. Siiperoksit bir
radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil 6énemi, hidrojen peroksit
kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Hidrojen Peroksit; Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu

ile birleserek hidrojen peroksiti (H202), olusturur. Hidrojen peroksit serbest bir radikal
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olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir
rol oynar.(42, 43)

Hidroksil Radikali; Hidroksil radikali (OH ) hidrojen peroksitin gecis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle meydana gelir.(43) Suyun yiiksek enerjili iyonize edici reaksiyona
maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur. Son derece reaktif bir oksidan
radikaldir. Olustugu yerde biiyiik hasara neden olur.

Nitrit Oksit; Nitrik oksit (NO), ¢ogunlukla vaskiiler tonusun regiilasyonunda adi gegen,
multipotent, haberci bir molekiildiir. Nitrik oksitin, enfeksiyonlarla savasmak, damarlar1 kan
pthtist olusumundan korumak, sinir sisteminde sinyal molekiilii olarak rol almak ve
organlarda kan akimim kontrol etmek gibi birgok diizenleyici rolii istlendigi

bulunmustur.(44)

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller elektronlardan dolay1 ¢ok reaktif molekiiller oldugundan; hiicrenin
herhangi bir boliimiinii dogrudan oksitleme 6zelligine sahiplerdir. Ancak, membran lipidleri,
proteinler, deoksiriboniikleik asit zincirleri ve karbonhidratlar serbest radikallerin saldirisina
en duyarli molekiillerdir. Serbest radikaller mitokondirideki aerobik solunumu ve kapiller

permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirirlar.(45)

Membran Lipitlerine Etkileri

Membran yapisinda yeralan doymamis yag asitlerinin, serbest radikaller tarafindan,
peroksitler, aldehitler, alkoller, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi c¢esitli {iriinlere
yikilmasina lipid peroksidasyonu denir.(46) Membran yapisindaki proteinlerle etkilesime
girebilen bu iriinler, proteinlerin ¢apraz baglanmasina ve agregasyonuna neden olmakta;
bdylece, membran permeabilitesini arttirarak, hiicrenin iyon dengesini bozmakta, membran
akiskanligini azaltmakta, membrana bagl reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol
acmaktadirlar. Aynca, mitokondri, mikrozom gibi hiicresel organellerin fonksiyonlarini da
bozan bu driinler, hiicresel biitiinligiin kaybolmasina neden olurlar.(47) En toksik

peroksidasyon iirtinlerinden olan malondialdehit, yukarida verilen toksik etkilerinin yanisira;
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kolay difiize olabildiginden, DNA'nin nitrojen bazlariyla da reaksiyona girebilmekte ve DNA
zincirinde mutasyonlarin olugsmasina neden olmaktadir.(48)

Malondialdehid (MDA): Serbest radikal olusumunun en 6nemli patolojik sonug¢larindan biri,
lipid peroksidasyonudur. Serbest oksijen radikalleri (siiperoksit, hidroksi, peroksit, alkoksil
radikalleri) membran fosfolipidlerinin yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin
metilen grubundan bir hidrojen atomunu kopararak lipid peroksidasyonunu baslatirlar.
Peroksit radikali, lipid molekiilii ile lipid hidroperokside doniisiip komsu yag asidi
zincirlerinden bir hidrojen atomu ¢ikartarak reaksiyonun devamini saglar. Bu asamada; MDA,
alkoller, etan, pentan gibi {riinler olusur.(49) MDA, lipid peroksidasyonunun bir
gostergesidir, proteinlerin aminoasit gruplariyla, fosfolipidlerle ve niikleik asitlerle arasinda
capraz baglar olusturarak etkisini gosterir. Membran iyon transportunu, akigkanligini, enzim
aktivasyonunu ve deformasyon kabiliyetini bozar, boylece sitotoksisiteye, mutajen
olusumuna, membran yikimina yol agar.(50)

Myeloperoksidaz (MPO): Fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzimdir.

PMNL’lerin azurofil graniillerinde bol miktarda bulunur. Fagositoz sonrasinda nétrofillerce
bakterisidal olarak kullanilir. Bu etkiyi hidrojen peroksit ve klor iyonlarini bakteriyi 6ldiiren
hipoklorik asite (HOCI) gevirerek gosterir. Inflamatuvar siiregte MPO ekstraseliiler sahaya

salinir. Bu nedenledir ki notrofil sekestrasyonunun kantitatif bir gdstergesi olarak kullanilir

Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin ansatiire ve siilfiir iceren molekiillerle olan reaktivitesi sebebiyle,
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asit i¢eren proteinler
serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller olusur.(51) Bu reaksiyonlar sonucu Ig G ve albumin gibi ¢ok sayida disiilfid bagi
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine

getiremezler.(52)

Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkiliyerek hiicrede
mutasyona ve Olime yol acarlar. Sitotoksite biiylikk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonundan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklara

baglhdir.(52, 53) Aktivite olmus nétrofillerden kaynaklanan H202 membranlardan kolayca
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gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta

6liimiine yol agabilir.(52)

Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzalaldehidler meydana gelirler. Okzalaldehidler DNA, riboniikleik asit ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki

gosterir. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar.

ANTI OKSIiDAN SAVUNMA

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek icin
viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antitoksidan savunma sistemleri
veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir.

Endojen Antioksidanlar

1- Enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD): Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontisimiinii katalizler.(51, 53) Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden
hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipid
peroksidasyonunu inhibe eder.

Katalaz : Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir
Hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalar.(52)

Glutatyon peroksidaz : Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) hidroperoksidlerin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir. Tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.(53)
Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

Glutatyon -S- transferazlar : Glutatyon -S- transferaz (GST).lar antioksidan aktivitelerine
ilave olarak ¢ok Onemli biokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Tiim canli hiicrelerde
bulunmast hayati 6neminin gostergesidir.

2- Enzim Olmayanlar

Lipid fazda bulunanlar: Alfa tokoferol (E-vitamini), beta karoten.

Hiicre sitozolii veya kan plazmasinda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, hemoglobin,

myoglobulin, glutatyon, seruloplazmin, sistein.
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Ekzojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, folik asit, tungsten, pterin aldehit

NADPH oksidaz inhibitorleri: Kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuarlar,
lokal anestezikler.

Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin.

Sitokinler: Tiimor Nekroz Faktor, 1L-1

Barbitiiratlar
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GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma; Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD
Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda 2009 Temmuz ayinda Universite Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onayr alinarak vyapildt ( B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-HEK/2009/024).
Calismanin tiim safhalarinda yerel etik kurulun 16 Haziran 2009 tarihli yonergelerine uygun
hareket edildi.

Deneysel Model

Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’nda tiretilmis, agirligi 199 - 250 gr arasinda degisen, 50 adet Wistar-
Albino tipi disi sigan kullanildi. Deney siiresince siganlar 12/12 saat aydinlik ve karanlik
1siklandirmasi olan, 1s1 22 + 2°C ve nem orami % 45-50 arasinda degisen otomatik olarak
ayarlanmig odalarda yasatildilar. Siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart sican yemi
ve ¢esme suyu ile beslendi. Ardindan; denekler her biri 10 sicandan olusan kontrol ve
calisma gruplarima randomize edildi. Calismada Anti-TNF-a monoklonal antikoru
(Infliximab ®, J&J) kullaniminin bakteriyel translokasyona erken donemde etkisini
incelemek amaciyla, laparatomi ve intestinal obstriiksiyon sonrasi siganlara Infliximab 24. ve
48. saatte 10 mg/kg/giin intraperitoneal olarak verildi. Kontrol gruplarima ise aym

islemlerden sonra intraperitoneal 3 cc % 0,9 NaCl (SF) enjekte edildi.
Calisma Gruplan

Grup | ( Laparotomi + SF ): Laparotomi yapilan siganlarda barsaklar manipiile edildi ve
operasyon sonrasinda periton i¢ine 3 cC SF enjeksiyonu yapildi. Sicanlar 24 saat sonra
sakrifiye edildi.

Grup II ( Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon + SF - 24 saat ): Laparotomi yapilan
sicanlarda intestinal obstriiksiyon yapildi ve operasyon sonrasinda periton igine 3 cC SF
enjeksiyonu yapildi. Siganlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 1 ( Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon + Infliximab - 24 saat ): Laparotomi
yapilan siganlarda intestinal obstriiksiyon yapildi ve operasyon sonrasinda periton igine 10

mg/kg Infliximab enjeksiyonu yapildi. Siganlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

32



Grup IV ( Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon + SF - 48 saat ): Laparotomi yapilan
sicanlarda intestinal obstriiksiyon yapildi, operasyon sonrasinda ve 24 saat sonra periton igine
3’er cc SF enjeksiyonu yapildi. Siganlar 48 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup V (Laparotomi + Intestinal Obstriiksivon + Infliximab - 48 saat ): Laparotomi
yapilan siganlarda intestinal obstriiksiyon yapildi, operasyon sonrasinda ve 24 saat sonra

periton i¢ine 10 mg/kg Infliximab enjeksiyonu yapildi. Siganlar 48 saat sonra sakrifiye edildi.

Cerrahi islem
Anestezi: 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Alfamin, Egevet Hayvancilik San. ve
Tic. Ltd. Sti ) ve 8 mg/kg xylazin (Alfazin, Egevet Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. Sti )

karisimi intraperitoneal enjeksiyon yolu ile uygulandi. Anestezi uygulamasmin ardindan

siganlar tartildi.

Resim- 1: Denek hayvaninin karin bolgesinin hazirlanmasi ve laparotomi yapilmasi.

Karin cildi trag sonrasi povidone iodine ile temizlendi. Orta hat insizyonu ile
yapilan laparotomi sonrasinda (Resim- 1) siganlara kolon hepatik fleksura civarinda 3/0 ipek
ile baglanarak mekanik ileus olusturuldu (Resim-2 ). Hemostaz kontrol edildikten sonra karin
katlar1 3/0 ipek (Sterisilk®) ile tek tek kapatilda.
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Resim- 2: Hepatik fleksura diizeyinden intestinal obstriiksiyon olusturulmasi.

Post-operatif oral su ve diyet alimina izin verildi. 24 ve 48 saat siire ile yasatilan
ve yukarida belirtilen tedaviler uygulanan sigcanlara bu siirelerin sonunda tekrar laparotomi
yapildi. Laparotomiler sonrasi tiim si¢anlarda ileus olustugu goriildii ve obstriiksiyon
proksimalindeki barsak anslarinda dilatasyon saptandi (Resim-3). Daha sonra g¢ekum
dokusundan yaklasik 0,5 cm’lik alan ve en az iki adet mezenterik lenf nodu kiiltiir amagh
olarak disseke edilip ornekler alindiktan sonra intrakardiyak ortalama 5 ml kan alindi. Doku
ornekleri biyokimyasal parametreler; GSH, GSH-Px, NO, MDA ve MPO i¢in Ependorf
tiiplerine konularak soguk (-40C) saklama kabinda hizla biyokimya laboratuarina ulastirildi.
Onceden hazirlanan steril ependorf tiiplerine konan doku érnekleri soguk  (-21°C) saklama
kabinda Enfeksiyon hastaliklar1 laboratuarina ulastirildi. Kan 6rnekleri TNF-alfa, IL-6, SOD,
GR, GSH, GSH-Px ve NO parametreleri ¢alisilmak iizere biyokimya laboratuarina ulastirildi.
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Deney sonunda siganlar anestezi altindayken intrakardiak kan alinip vaskiiler kollaps

olusturularak sakrifiye edildi.

Salde sy
MY
R

Resim-3: 24 saat sonraki relaparotomide tikanmis barsak ve proksimaldeki dilatasyon.

Yontemler

Dokularin Biyokimyasal Analizi: Doku Ornekleri, proteaz inhibitdri olan 0,2 puM
phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) ve bir mM Ethylenediamin tetra acetic acid
(EDTA) igeren 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) (1/10 g/ml) olacak sekilde 4°C’de
homojenize edildi. MPO ve GSH c¢alisilmasi i¢in 6rnek ayrildiktan sonra, homojenat 10.000
rpm 5 dakika santrifiij edildi ve istteki supernatant esit olarak ependorflara ayrilarak diger
parametrelerin bakilabilmesi i¢in —85° C’de donduruldu.

GSH élgiimii: Doku orneklerinde GSH, Beutler ve ark.(32) yontemine gore olgiildi.
Presipite edici soliisyon; metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum kloriir (NaCl)
kullanilarak hazirlandi. Disodyum fosfat soliisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQ,) ile

hazirlandi. DTNB soliisyonu; [5,5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] ve sodyum sitrat ile
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hazirlandi. GSH standardi; (reduced glutathione) kullanilarak 1-60 mg/dl'lik standartlar
olarak hazirlandi. Standartlar ve ornekler  spektrofotometrede 412 nm'de kore karsi
okutuldu. Sonuglar mg/ g yas doku olarak verildi.

GSH-Px olgiimii: Doku orneklerinde GSH-Px aktivitesi, Kakkar ve arkadaslarmin
yontemine gore mindr modifikasyonla saptandi.(54) GSH-Px reaksiyon karisimi; 75 mmol
fosfat tamponu (pH 7.0), 60 mmol GSH, 30U/ml GR, 15 mmol Na;EDTA igermektedir.
Kiivet 37 °C’ye ayarlanan sperofotometreye kondu. Kiivetin igine reaksiyon karisimi konarak
gerektigi kadar, diliie edilmis hemolizat eklendi. Reaksiyon H20; (%30) ile baslatild1 ve
NADPH’daki absorbansin azalmasi 340 nm’de 3 dakika izlendi. Non enzimatik reaksiyon
hiz1 kor ¢alisilarak hesaplandi ve elde edilen sonuglardan ¢ikartildi. Sonuglar mU/g yas doku
olarak verildi.

GR olciimii: Doku orneklerinde GR aktivitesi, Racker ve arkadaglarinin yontemine gore
saptanmustir.(55) Reaksiyon karisimi; 50 mmol/L Tris tamponu, Ph 7.6, 100 umol/L EDTA, 4
mmol/L GSSG (oksitlenmis glutatyon), 120 pumol/L NADPH ile hazirlandi. Reaksiyon
karisimi kiivetlere kondu ve uygun oarnda eritrositlerden hazirlanmis hemolizat konarak
reaksiyon baglatildi. 340 nm’de 37°C’de NADPH 1n oksidasyonunun izlenmesi yoluyla GR
diizeyleri saptandi. Ornek yerine su kullanilarak, ayni sekilde kor calisilarak elde edilen
sonug, 0rneklerden elde edilen sonugtan ¢ikartildi. Reaksiyon ii¢ dakika izlendi. Sonuglar U/g
yas doku olarak verildi.

SOD élgiimii: Doku orneklerinde SOD o6l¢limii, Sun ve arkadaslarinin yontemine gore
saptandi.(56) Doku siipernatanti kloroform, etanol ile iyice ¢alkalandi ve ornekler i¢indeki
SOD 12.000g’de bir saat santrifiijlendikten sonra ekstrakte edildi. SOD deney ¢ozeltisi; 0,3
mmlo/L xantine, 0,6 mmol/L EDTA, 150 pumol//L nitroblue tetrazolium (NBT), amonyum
stilfat (NH4SO,), 20167 U/L xantine oxidase (XOD) igermekteydi. Bu g¢alisma ¢ozeltisine
ornekler eklendikten sonra 25° C’de su banyosunda, XOD ¢d6zeltisi eklendi. Reaksiyon bakir
kloriir (Cu,Cl) eklenerek durduruldu. Ayrica kor ¢ozeltisi hazirlandi. Deney sonunda olusan
renk 560 nm’de spektrofotometrede Olgiildi. SOD standardi (Cu, ZnSOD porcine
erythrocytes) ile, 0-270 ng/tiip ve % inhibisyon degerleri karsilikli gelecek sekilde
olusturuldu. Inhibisyon degerleri asagidaki formiilden hesaplandi. Her drnek igin elde edilen
inhibisyon degeri, grafik kullanilarak SOD degeri saptandi. SOD diizeyleri ng/g yas doku

olarak verildi.
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MPO élgiimii: Doku orneklerinde MPO aktivitesi Suzuki ve ark.’nin yonteminine gore
saptandi.(57) Yontem sentetik bir substrat olan 3,3°,5,5’-tetramethyl benzidine (TMB)’in
MPO vyoluyla yikilimimin 6lgiilmesine dayanmaktadir. Belli miktardaki doku homojenati
7.000 rpm bes dakika santrifiij edildi. Ustteki kistm atildi ve alttaki kalan doku kismi
deterjanli  tampon ile ¢oziildii (160 mM potassium phosphate buffer, pH 5.4, 1%
hexadecyltrimethylammonium bromide, HETAP). Reaksiyon H,0,’in 37 °C’de reaksiyon
karigimina eklenmesi yolula baslatildi. MPO’nun katalizledigi reaksiyonda TMB oksidasyona
ugramakta olup, reaksiyon sirasinda absorbans artis1 655 nm’de 15 saniye Ol¢lilmekte ve bir
dakikadaki MPO aktivitesi hesaplanmaktadir. MPO aktivitesi U/g yas doku olarak
verilmektedir.

MDA él¢giimii: Doku 6rneklerinde MDA 6lglimii Ohkowa’nin yontemine gore yapildi.(58) %
8,1°lik laurilsulfate (SDS, Sigma, Kat. No. L-4390 ), % 20’lik asetik asit (MERCK, Kat. No.
K23815056), % 0,67°lik TBA (2-Thiobarbutiric acid, Sigma, Kat. No.T-5500) ¢ozeltileri
kullanildi. MDA standardi olarak, malonaldehit bis-(dimetil asetal) (Aldrich, Kat. No. 10,838-
3) kullanilarak, 1-40 nmol'lik standartlar hazirlandi. Orneklerdeki absorbanslar
spektrofotometrede, 532 nm'de koére karsi okundu ve sonuglar standart cihaz tarafindan
otomatik olarak hesaplandi ve umol/L olarak verildi.

Plazma Biyokimyasal Analizi: Kan ornekleri 3000 devirde bes dakika santrflij edildi ve
plazma numuneleri hazirlandi. Eppendorf tiiplere alinan plazmalar analiz donemine kadar —
80 derecede saklandi. Plazma TNF-o ve IL-6 diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Standart rekombinant TNF-o, IL-6 egrileri kullanilarak TNF-a ve IL-6

konsantrasyonlar1 hesaplandi. Degerler pg/ml olarak ifade edildi.

Mikrobiyolojik inceleme

Steril olarak 6nceden hazirlanan ve bir ml steril SF konularak hazirlanan ependorf
tiiplerine alinan gekum ve mezenterik lenf nodu doku 6rnekleri steril olarak homojenizatorde
homojenize edilerek siispansiiyon haline getirildi ve 0,05 ml’lik 6ze ile % 5 koyun kanli agar
ve Eozin-Metilen-Blue (EMB) agara ekimi yapilarak etiivde 2448 saat 35°C’de inkiibe
edildi. Koyun kanli agar ve EMB agarda iireyen bakteriler Gram yontemi ile boyandiktan
sonra Gram negatif comaklar dekstroz, laktoz, siikroz fermantasyonu, sitrat kullanima,
hareket, indol yapimi, iireaz ve ornitin dekarboksilaz aktivitesi ve oksidaz reaksiyonu

ozelliklerine gore; Gram pozitif koklar i¢inde katalaz reaksiyonu ile hemoliz reaksiyonu,
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optokin, basitrasin ve kotrimoksazol duyarliligi, safra eskiilin ve % 6,5 NaCl igeren
besiyerlerinde lireme Ozelliklerine gore identifiye edildi. Ayrica gerek kanli agar gerekse
EMB agarda iireyen bakterilerin koloni sayimlar1 yapildi ve 20 ile ¢arpilarak sonuglar bir
ml’deki koloni sayis1 olarak kaydedildi.

Istatistiksel analiz:

Gruplar tek yonlii varyans analizi ile kiyaslandi. Gruplar arasi tek tek kiyaslamalar
i¢in post-hoc testler kullanildi, istatistiksel degerlendirmeler SPSS 14.0 for Windows programi
kullanilarak yapildi. p degeri 0,05 altinda ise aradaki fark anlamli kabul edildi.
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SONUCLAR

Calismada her biri on sigandan olusan bes grup mevcuttu. Calisma sirasinda ikinci ve
dordiincii grupta birer sigan anestezi komplikasyonuna bagli olarak kaybedildi. Bu gruplarda
dokuz siganla c¢alismaya devam edildi. sicanlarin  karin

Relaparatomisi  yapilan

explorasyonlarinda olagan dis1 postoperatif degisiklikler gozlenmedi. Biyokimyasal
degiskenlerin; ortalama ve standart sapmalari, ¢cekum ve MLN Kkiiltiir sonuglar1 verileri

asagida tablo ve grafiklerle gosterilmistir.

Plazma Biyokimya Incelemeleri

TNF-a: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,202).

IL-6: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,348).

GR: I. gruptaki GR degeri diger tiim gruplardan daha yiiksekti (p=0,000).
GSH:
(p=0,003).

GSH- Px: IV. Gruptaki GSH-Px degeri Ill. V. gruba gore yiiksekti. I. gruptaki GSH-Px
degeri V. gruba gore yiiksekti (p=0,030).

SOD: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,103).

I. gruptaki GSH degerleri Il. Ill. ve V. gruplardan biiyilik, IV. gruptan ise kiiciiktii

NO: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,207).

Tablo I1: Plazma biyokimyasal degiskenlerinin ortalama ve standart sapmalari.

GRUP I GRUP 11 GRUPIIlI | GRUP IV | GRUPV
TNF-a  |320,75+250,47 | 195,05£120,81 | 168,92+89,33 | 231.98+132,90 | 179,07+66,29
IL-6 786,00+374,29 | 543,06+£182,32 | 587,55+372,25 | 805,28+544,80 | 825,99+£363,06
GR 104,72+54,52 | 23,85+34,60 | 35,35+28,18 | 37,40+25,88 | 43,41+26,03
GSH 3,67+0,89 2,85£0,70  |2,90+0,64 2,33+0,28 2,7440,71
GSH-PX| 18,50+6,10 14,79+7,60 13,4249,80 | 21,39+10,16 | 9,58+6,07
SOD 162,01+31,42 | 138,38+29,50 | 126,36+25,22 | 145,87+27,82 | 136,21+31,52
NO 22,77+6,34 | 22,10+6,61 25,03+6,33 | 17,90+14,81 | 17,33+3,88
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Grafik -1: Gruplar arasinda serum TNF -a degerleri I1I. ve V. grupta diigiikk olmasina ragmen
gruplar arasinda fark yoktu (p=0,202).
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Grafik- 2: Gruplar arasinda serum IL- 6 degerleri arasinda fark yoktu (p=0,348).
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Grafik — 3: I. gruptaki GR degeri diger tiim gruplardan yiiksekti (p=0,000).
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Grafik — 4: 1. gruptaki GSH degerleri II. 11l. ve V. gruplardan yiiksek, V. gruptan ise daha
yiiksekti (p=0,003).
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Grafik — 5: V. gruptaki GSH-Px degeri I1I. ve V. gruba gore yiiksekti. I. gruptaki GSH-Px
degeri V. gruba gore yiiksekti (p=0,030).
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Grafik — 6: I11. ve V. grupta SOD degerleri kontrol gruplarina gore diisiik ¢tkmasina ragmen
gruplar arasinda eritrosit SOD degerleri arasinda fark yoktu (p=0,103).
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Grafik — 7: Gruplar arasinda serum NO degerleri arasinda fark yoktu (p=0,207).

w
g

-

-
-

|
]

—
b

Serum NO (umol/L)
@ 5 @

2

Cekum ve Mezenter Lenf Nodu Doku Biyokimyasal incelemeleri

Cekum GSH: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,090).

Cekum GSH-PX: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,101).

Cekum NO: |. Gruptaki NO degeri diger tiim gruplardan yiiksekti (p=0,002).
Cekum MDA: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,406).

Cekum MPO: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,401).

MLN GSH: I. Gruptaki GSH degeri Ill. ve V. gruplardan diistiktii (p=0.037).
MLN GSH-Px: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,261).

MLN NO: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,167).

MLN MDA: Il. Gruptaki MDA degeri Ill. IV. gruplardan yiiksekti (p=0,037).
MLN MPOQO: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,243).
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Tablo I11: Cekum dokusu biyokimyasal degiskenlerinin ortalama ve standart sapmalari.

GRUP | GRUP 11 GRUP 111 GRUP IV GRUP V
GSH 2,52+3 81 0,93+0,14 | 0,90+0,13 0,89+0,05 0,9140,17
GSH-PX | 843,79+1002,41 | 409,05+50,77 | 335,10+63,23 | 438,13+266,71 | 336,66+55,48
NO 0,81+0,78 0,360,16 0,22+0,09 0,17+0,04 0,18+0,05
MDA 0,35+0,42 0,23+0,09 0,24+0,10 0,17+0,04 0,23+0,09
MPO 998,90+581,66 | 1061,71£511,97 | 1060,36+742,22 | 1026,37+615,23 | 646,40+408,04

Tablo 1V: Mezenter Lenf Nodu dokusu biyokimyasal degiskenlerinin ortalama ve standart

sapmalari.
GRUP | GRUPII | GRUPIII | GRUPIV | GRUPV
GSH 1,49+0,67 1,86+0,70 | 2,52+1,25 2,15+0,79 2,66+0,91
GSH-PX | 361,88+77,77 | 380,10+122,15 | 419,44+163,14 | 456,96+142,11 | 343,09+76,16
NO 0,57+0,30 0,3840,16 0,2240,10 0,29+0,29 0,66+0,86
MDA 0,24+0,05 0,30+0,13 0,22+0,04 0,20+0,05 0,29+0,08
MPO 95,48+83,96 | 204,63+196,57 | 180,31+£239,08 | 302,61+178,94 | 218,18+224,28

Grafik - 8: Cekum da gruplar arasinda doku GSH degerleri arasinda fark yoktu (p=0,090).
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Grafik — 9: I. grupta GSH-Px degeri yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda ¢ekum doku
GSH-Px degerleri arasinda fark yoktu (p=0,101).
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Grafik -10: Cekum dokusunda I. gruptaki NO degeri olarak diger tiim gruplardan yiiksekti
(p=0,002).
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Grafik — 11: Cekum dokusundaki MDA degerlerinde gruplar arasinda fark yoktu (p=0,406).
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Grafik — 12: Cekum dokusundaki MPO degerlerinde V. grupdaki MPO degeri diger gruplara
gore diisiik olmasina ragmen gruplar arasinda fark yoktu (p=0,401).
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Grafik — 13: I. gruptaki MLN’undaki GSH degeri Ill. ve V. gruplardan daha az olmakla
birlikte diger tiim gruplardan diistiktii (p=0.037).
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Grafik — 14: MLN doku o6rneklerinde GSH-Px degerlerinde gruplar arasinda fark yoktu
(p=0,261).
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Grafik — 15: MLN doku orneklerinde NO degerlerinde gruplar arasinda fark yoktu
(p=0,167).
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Grafik — 16: MLN doku 6rneklerinde MDA degerlerinde I1. grupta ki MDA degeri olarak III.
ve IV. gruplardan yiiksekti (p=0,037). V. grupta ki MDA degeri IIl. ve IV. gruplardan
yiiksekti (p=0,037).
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Grafik — 17: MLN doku 6rneklerinde MPO degerlerinde tedavi gruplarindaki degerlerin

kontrol gruplarina gore diisiik olmasina ragmen gruplar arasinda fark yoktu (p=0,243).
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Kiiltiir Sonuclar1 Degerlendirmeleri

Cekum kiiltiir sonuclart: Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,054).

MLN kiiltiir sonuclari: 11. Gruptaki MLN iiremeler V. gruba gore daha yiiksekti. IV. ve I.
gruplardaki tiremeler V. gruptaki gore yiiksekti (p=0,035).

Tablo V: Cekum ve Mezenter Lenf Nodu kiiltiir sonuglarinin ortalama ve standart sapmalari.

GRUP I |GRUP Il |GRUP 111 | GRUP IV | GRUP V
CEKUM | 4,07+0,18 | 4,0540,20 |4,1240,18 | 4,25+0,08 | 4,21+0,14
MLN 4,17+0,12 | 4,26+0,11 | 3,8540,66 | 4,22+0,16 | 3,61+0,70
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Grafik — 18: Cekum kiiltiir sonuglarinda gruplar arasinda fark yoktu (p=0,054).
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Grafik —19: Il. gruptaki MLN’undaki tremeler V. gruba gore yiiksekti. IV. ve L
gruplardaki iiremeler V. gruptaki gore yiiksekti (p=0,035). L. II. ve IV. gruptaki tiremeler IlI.

gruptaki liremelere gore yiiksekti.
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TARTISMA

Gelisen tedavi yontemleri sonucunda IO olgularinda mortalite oldukca azalmustir.
Giiniimiizde 10°’da antibiyotik uygulamalar1 disinda yararli oldugu bilinen farmakolojik
medikal tedavi yontemleri sekillenmis degildir.(59) I0’lar giiniimiizde daha cok yash
hastalarda ortaya ¢ikmakta ve bu nedenle cerrahi tedavinin yaninda hastanin genel durumunu
diizeltebilecek, komplikasyonlar1 engelleyip, geciktirebilecek medikal tedavi yontemleride
onem kazanmaktadir.(1)

Intestinal obstriiksiyonlarda hastalik tablosunu en ¢ok etkileyen, meydana gelen sivi
kaybidir. Bu kayibin ana nedenlerinde biri tikali barsak segmentinin proksimalinde meydana
gelen inflamatuvar degisikliklerdir.(60)

Bir noktadan sonra intestinal mukozal duvarin biitiinliigiiniin bozularak bakteri ve
endotoksinlere kars1 bariyer 6zelligini kaybetmeye baslamasi da, bakteriyel translokasyona ve
sistemik enfeksiyonlara yol agar. (7)

Intestinal obstriiksiyonda tikali barsak segmentleri sistemik enfeksiyonlar icin
bakteriyel bir rezervuar halini almaktadirlar. Bu durumda intestinal mukoza bariyer 6zelligini
kaybettiginde sadece barsak florasinin kontrol altina alinmas1 BT u engelleyememektedir.

Translokasyon nedeni ile sistemik dokulardan en ¢ok izole edilen bakteri ise
Escherichia coli’dir.(61, 62) Bizim ¢alismamizda da ¢ekum ve MLN doku orneklerinde en
¢ok izole edilen bakteri literatiirle uyumlu olarak E. Coli olmustur.(63) Savunma duvari
barsak ve barsak dis1 faktorlerden etkilenmektedir.(63) Hemodinamik degisiklikler,
hipotansiyon ve intestinal perfiizyonu etkileyen vazoaktif ajanlar bakteriyel translokasyonu
tetikleyebilmektedir. Tikali barsak segmentlerinden bakteriyel translokasyon baslamakta ve
24-48 saat igerisinde enterik bakteriler kan akimi ve diger karmm i¢i organlara
ulasmaktadirlar.(64-66) Intestinal obstriikksiyon nedeni ile olusan stazin da cesitli
mekanizmalar ile BT’u kolaylastirdigi bilinmektedir.(64) Ayrica literatiirde intestinal
obstriiksiyonlarda BT olusumunu inceleyen ¢alismalar hayvan deneylerinin klinik ¢aligmalar
ile uyumlu oldugunu goéstermektedir.(7, 67, 68) Calismamizda bu verilere dayanarak kiiltiir
amagh olarak ¢ekum ve mezenterik lenf nodu doku orneklerinin alinmasi igin 24. saat
belirlenmistir.

Kiiltiirlerde dreyen bakterilerin agirlikla Escherichia coli olmasi ve cekal flora ile
uyumluluklari, intestinal kaynakli olduklarimi gostermektedir. Calismamiza ait bulgular

intestinal obstruksiyonda bakteriyel translokasyonun artigini gostermistir.
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Kolon bakteriyel translokasyona neden olan en dnemli kaynak olarak goriilmektedir.
Van Minnen ve ark.(69) deneysel akut pankreatit modelinde BT u onlemek igin proflaktik
olarak subtotal kolektomi yapmislar ve bakteriyel translokasyonun anlamli diizeyde azaldigini
gostermislerdir. Benzer sekilde kolon operasyonlarinda bakteriyemi insidansini % 50
bildirmistir.  Yine Nunes ve ark.(70) yaptigi hayvan ¢alismasinda sol kolon
obstriiksiyonlarinda bakteriyeminin dort kat arttigi gosterilmistir. Chin ve ark.(71) yaptigi
klinik calismada kolorektal kanser nedeniyle opere edilip, mezenter lenf nodu kiiltiiri
calisilarak, BT tespit edilen hastalarin, bakteriyel translokasyon tespit edilmeyen hastalara
oranla sag kalim siirelerinin daha kotii oldugu bildirilmektedir.

Literatiirde obstriiktif ileus fizyopatolojisinde intestinal dokuda ortaya ¢ikan
inflamasyonun &nemli rolii oldugundan bahsedilmektedir.(60, 72) Intestinal liimen icerisine
olan s1vi kaybinin yanisira, barsak duvarinda meydana gelen 6dem de, serbest peritoneal sivi
birikimine yol agmaktadir. Inflamasyon sirasinda prostaglandinler, histamin ve serotonin gibi
sekretuvar fonksiyonlar1 etkileyen ¢esitli ajanlarin agiga ¢ikmasi da intestinal sivi
sekresyonunun artmasina neden olur. Antiinflamatuvar tedavilerin ileusda sivi sekresyonunu
da azaltigin1 gosteren ¢alismalar, inflamatuvar cevabin daha ¢ok barsagin dis tabakalarinda
belirgin olmasi ile agiklamaya ¢alisilmaktadirlar. Ayrica serozal tabakanin intestinal mukoza
gibi belirgin bariyer 6zelligine sahip olmamasi lizerinde durulmaktadir.(60)

Intestinal obstriiksiyonlarda artan lumen ici basing dokudan vendz sisteme yansimaya
baglar. Kapiller hidrostatik basincin yiikselmesi dokuda 6demin artmasina ve arteriyel kan
akiminin da etkilenmesine neden olur.(73, 74) Bu nedenle intraluminal sekresyonlarin ve
distansiyonun azaltilmasi tedavide biiyiik 6nem tagimaktadir.

Intestinal obstriiksiyon sonrasi proksimalde olusan inlamatuvar yanit sonrasinda ortaya
¢ikan kontrol dis1 immun yanit sonucu lenfosit proliferasyonu, sitokinlerin salinimi, asirt
notrofil iiretimine neden olur ve sonugta hiicre hasar1 gelisir. Immun sistem aktivasyonu
sonucu TNF- a, IL-1, IL-6 asir1 artis1i olur. [nflamatuar sitokinler, ozellikle TNF-a
blokerlerinin kullanimi son yillarda yayginlasmaya baslamistir.

TNF, dogal ve kazamilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilasma ve apopitoz
stireclerinde Onemli rollere sahip, polipeptid yapida bir sitokindir. Basta makrofaj ve
lenfositler olmak tiizere ¢esitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenir. Prohormon seklinde

membrana entegre halde bulunur. Uyaranlara yanit olarak membranéz TNF, TNF
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dondistiirlicii enzim tarafindan yikilir ve matiir ve solubl form olusur. Olusan bu molekiillerin
licii bir araya gelerek aktif olan homotrimer yapiy1 olusturur.

Anti-TNF monoklonal antikorlar (infliximab, adalimumab) ve solubl TNF reseptorleri
(etanersept, onersept ve lenersept) hem solubl hem de membrana baghh TNF’leri baglamalari
ve boOylece onlarin fonksiyonlarinit bloke etmelerine karsin etki mekanizmalar1 agisindan
aralarinda 6nemli farklar oldugu gosterilmistir. Ornegin, anti-TNF monoklonal antikorlar
sadece TNF-a’y1 bagladigi i¢in TNF-0 ve ona bagli sitokinlerin aktivitelerini baskilarlar.
Solubl reseptorler ise TNF- a’nin yani sira makrofajlar ve T hiicrelerinden salgilanan LT- o
veya eski adiyla TNF-B’y1 da baglarlar. Diger bir fark, anti-TNF monoklonal antikorlar TNF-
a’nin hem TNFR I hem de TNFR II reseptoriine baglanmasini 6nleyerek her iki reseptoriinde
fonksiyonunu bloke etmektedir. Solubl reseptorler ise sadece bir reseptoriin Ozelliklerine
sahip olacak sekilde iiretilmektedir (lenersept TNFI, etanersept ise TNFII reseptorii gibi).
Diger 6nemli bir unsurda, bu ilaglarin membrana bagli TNF’lere baglanmada ve buna bagl
geligen reaksiyonlarda farkliliklar olmasidir.

Genel olarak CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin membran TNF-o eksprese ettikleri,
makrofaj ve dentritik hiicrelerin ise TNF-a’y1 sekrete ettikleri bilinmektedir.

TNF-a’nin aktif hale gelmesi i¢in trimerik yap1 olusturmasi gerekir. Yapilan
calismalarda, membran TNF-a’larinda trimerik yapi olusturdugu ve bu nedenle membrana
bagli TNF-ao’larda aktif formda olduklar1 gdsterilmistir. Membran TNF-a hiicre-hiicre
iletisiminde 6nemlidir.

Gilinimiizde anti TNF-a ilaglarin kullaniminda klinik endikasyonlar1 genisletmeye
yonelik c¢alismalar hizla devam etmektedir. Bu sebeple calismamizda, sigcanlar {izerinde
olusturdugumuz intestinal obstriiksiyon modelinde TNF-o blokerinin  (infliximab)
inflamasyon iizerine etkilerini inceledik.

Bakteriyel translokasyonun gelistigi patolojilerde multiple organ yetmezligine neden
olan sepsis kaskadini baglatmasi adina TNF-o &zel bir role sahiptir.(75, 76) Endotelial
hiicrelerden ve peritoneal makrofajlardan yogun bir TNF salimimi gergeklesir. Bu nedenden
dolay1r TNF-a biyokimyasal parametre olarak seg¢ilmistir.

Intestinal obstriiksiyon sonrasinda salinan sitokinleri inceleyen pekgok klinik ¢aligma
mevcuttur. Ornegin; Morris ve ark.(77) atlarda meydana gelen gastrointestinal patolojiler
sonrasinda TNF diizeylerini 6l¢miislerdir. Bu c¢alismada atlarda Intestinal obstriiksiyon

sonrasinda TNF  diizeyleri yiiksek bulunmustur. Inflamatuar barsak hastaligi ve
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strangiilasyonla birlikte olan intestinal obstriiksiyonlarda ise daha yiiksek diizeylerde
bulunmustur. Willetts ve ark.(78) ise ileo-kolik invajinasyon gelismis ¢ocuklarda artmis
plazma sitokin diizeyleri saptamislardir.

TNF’nin ana pro-inflamatuar sitokin oldugu ve TNF’yi indiikleyen seyin de
endotoksin oldugu diisiiniiliirse; ana bakteriyel inflamatuar yanitin mukozal iskeminin ortaya
ciktig1 intestinal obstriiksiyonun gec safhalarinda olmasi beklenir. IO takiben farkli zaman
araliklarinda plazma TNF diizeylerinin 6l¢limii yararli olabilir.

Bakteriyel translokasyon ve sitokin iligkisini arastiran calismalar mevcuttur. Ornegin;
Sorkine ve ark.(79) siganlarda olusturulmus barsak iskemisi modelinde sindirim sistemin
dekontaminasyonunun endotoksin, TNF diizeyleri ve akciger hasar1 iizerindeki etkilerini
aragtirmislardir. Sindirim sistemi dekontaminasyonunun endotoksin ve TNF yapimini
azalttigin1 bulmuslardir. Ayrica; kana endotoksin translokasyonunun 6niine gecildigi zaman
serum TNF konsantrasyonunun da azaldigini saptamiglardir. Son donemlerde Goldman ve
ark.(80) yapmis oldugu bir ¢alismada; BT un artmis serum TNF diizeyleriyle iliskili oldugu
ve anti-TNF kullanarak azaltilabildigi gosterilmistir.

Calismamizda siganlar {izerinde olusturdugumuz Intestinal obstriiksiyon modelinde Anti-
TNF —a monoklonal antikoru olan infliximab’in bakteriyel translokasyon siireci iizerine erken
donem etkilerini inceledik.

Calismamizda I11. grup ( Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon + Infliximab - 24 saat )
ile V. grubun ( Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon + Infliximab - 48 saat) TNF —o
degerleri kontrol ve sham grubuna gore diisiik bulunsada fark yoktu (p=0,202).

Intestinal obstriikksiyonda ~ proinflamatuar sitokinlerden 1L-6  artms olarak
bulunmaktadir. Bizim g¢alismamizda gruplar arasinda IL- 6 degerleri arasinda fark yoktu
(p=0,348).

Son yillarda T hiicrelerinin inflamasyonun patogenezinde anahtar rol oynadig
goriilmustiir. CD4+ hiicrelerin intestinal mukozaya inflamatuar bolgeler olusturacak sekilde
gocli sozkonusudur. Artmis CD4+ noétrofil ve makrofaj sayisi ile birlikte MPO aktivitesi de
paralellik gosterir. Bu hiicrelerin fonksiyon gostergesi olarak da bilinen MPO diizeyleri bir¢ok
calismada inflamasyon aktivitesinin belirteci olarak kullanilmistir. MPO hasarli doku ve
inflamasyonun iyi bir gdstergesi olarak bilinmektedir ve notrofillerde daha fazla bulunan bir

enzimdir.
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Bizim c¢alismamiz da doku oOrneklerindeki MPO diizeyleri degerlendirildi. Calisma
sonuglarimiza gore MPO diizeylerinde kontrol gruplarindaki degerler tedavi gruplarina gore
yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda fark yoktu (p=0,401).

MDA lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir, membran iyon transportunu,
akiskanligini, enzim aktivasyonunu ve deformasyon kabiliyetini bozar. Bdylece
sitotoksisiteye, mutajen olusumuna ve membran yikimina yol agar.(47) MDA artis1 dokularda
lipit peroksidasyon seviyesini yansitmaktadir ve hasarli dokunun bir belirteci olarak goz
Ontine alinmaktadir.(50) Aktive notrofillerin dolasgimdan ayrilarak akut inflamasyonda
barsagin mukoza ve submukozasina girer, barsagin hasarlanmasina katkida bulunabilen lipit
mediatorleri, laktoferrin proteazlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin asir1 iiretimine
neden olur. Calismamizda ¢ekum dokusundaki MDA diizeylerinde fark yoktu (p=0,406).
MLN dokusundaki MDA diizeylerinde II. grupdaki MDA diizeyi, IIl. ve IV. gruba gore
yiiksekti (p=0,037).

Tim aerobik canlilar metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese
maruz kalirlar. Viicutta olusan H202, O2 gibi serbest radikaller daha toksik metabolitlere
doniiserek 6zellikle DNA, lipidler ve proteinler gibi hedeflere saldirirlar ve metabolik olaylar
bozarlar. Ancak organizma bu reaktif ajanlari nétralize edebilen birgok savunma
mekanizmasina sahiptir. Antioksidan savunma sistemi adi verilen bu sistemin en 6nemli
komponenti glutatyondur.

Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif
hasara karst korumaktadir. Bircok calismada eksojen verilen GSH’nin hiicre i¢i GSH
seviyelerini artirdigi ve oksidatif hasar1 engelledigi gosterilmistir. GSH oksidatif
yaralanmalarda major koruyucu etkilidir. Bizim ¢alismamizda kan oOrneklerinde |. Gruptaki
GSH degerleri II. III. ve V. gruplardan yiiksek, IV. gruptan ise diisiiktii (p=0,003). Cekum
dokusundaki GSH degerlerinde gruplar arasinda fark yoktu (p=0,090). MLN doku
orneklerinde I. Gruptaki GSH degeri III. ve V. gruplardan diistiktii (p=0.037).

Bilindigi gibi GSH, strese ve zamana bagli olarak diizeyi artan bir parametredir. Direkt
olarak serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapan GSH, ayni zamanda, H,O;’in H,O’ya
indirgenmesini ve katalize eden bir enzim olan GSH-Px) enziminin ko-substratidir. Bu sirada
lipid hidroperoksidler GSH’yi, disiilfit sekline (GSSG) okside ederler. Normalde, GSH/GSSG
orani; 99/ <%1’dir. Eger bu oran GSSG lehine degisir ise, yani GSSG oran1 daha da yiikselir

ise, bu hiicreler i¢in olduk¢a zararli olmaktadir. Sitozolik bir enzim olan glutatyon rediiktaz,
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GSSG’den GSH’nin tekrar elde edilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Biitliin aeroblarda, hiicrelerde
redoks durumlariin siirdiiriilebilmesi i¢in mutlak surette glutatyonun indirgenmis formunda
yani GSH olarak tutulmasi gerekmektedir. Bizim ¢alismamizda da kan oOrneklerinde
[.Gruptaki GR degeri diger tiim gruplardan yiiksekti (p=0,000).

Bu durum inflamasyon ve hiicre hasart durumunda GR’nin, GSSG’den GSH’nin
tekrar elde edilmesi i¢in kullanildigi seklinde yorumlanabilir. Doku o6rneklerindeki GSH
diizeylerinin birbirine yakin olmasi bu teoriyi diisiindiirmektedir.

Intraselliiler veya ekstraselliiler kaynakli SOR, lipid peroksidasyonuna neden olarak
lipid peroksit radikalleri olusturur. Bunlar da inflamasyonun olusumunda onemli rol
oynamaktadirlar. Antioksidanlar SOR’un =zararli etkilerinden koruyucu bilesiklerdir. En
onemli enzimatik antioksidanlar SOD, GSH-Px’dir. Bu enzimler dogal savunma sisteminin
birer parcasidir. Inflamatuar siiregte SOR’un olusturdugu hasara karsi direncin artmasinda rol
oynarlar.

Yapilan c¢alismalarda inflamasyon sirasinda pozitif yiiklii lipozomlarin mukozaya
tutundugu, bunun da SOD’nin salinimina neden oldugu bildirilmistir. SOD ve GSH-Px gibi
antioksidan enzimler SOR kaynakli hasarlanmaya karsi dogal hiicre savunma sisteminin bir
parcasidir.

Lipozomal SOD hiicre membranina daha iyi baglandigindan oksidatif streste etkisi
artar. Bizim g¢alismamizda doku Orneklerinde tiim gruplarda birbirine yakin sonuglar elde
edilirken, olarak fark yoktu (p=0,103).

Glutatyon peroksidaz, fagositik hiicrelerin zarar gérmesini Onleyen, eritrositlerde
oksidatif strese karst en etkili antioksidanlardandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma siddetli
hiicre hasarina yol agar. Calismamizda kan orneklerinde 1V. Gruptaki GSH-Px degeri I11. V.
gruba gore yliksekti. I. gruptaki GSH-Px degeri V. gruba gore yiiksekti (p=0,030). Cekum ve
MLN doku &rneklerinde gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,101).

Calismamizda MLN doku kiiltiirlerinde II. Gruptaki MLN’undaki iiremeler V. gruba
gore yiiksekti. IV. ve 1. gruplardaki tremeler V. gruptaki gore yiiksekti (p=0,035). Bu
sonuglar da bize Infliximab verdigimiz ve 48 saat bekledigimiz V. guptaki iiremelerin anlamli
olarak azaldigini1 gostermistir.

Dokuda yapilan biyokimyasal tetkiklerin sonuglara yansimamasina ragmen; TNF-
o’nin inflximab kullanimi ile inhibisyonu sonucunda intestinal mukozay1 igeren mikrogevre

tizerinde belirgin etki olustugunu diisiinmekteyiz. Calismamizin temel yapist laparotomi ve
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intestinal obstriiksiyon sonrasi erken donemde ortaya ¢ikan translokasyon iizerinde anti-TNF
uygulamasinin etkilerini aragtirmaktir. Bu nedenle; 48 saat sonrasinda ortaya ¢ikabilecek
etkiler konusunda spekiilasyon yapmak olanaksizdir. Ancak; ozellikle mezenterik lenf
nodlarinda saptanan koloni sayilarinin V. grupta (Laparotomi + Intestinal Obstriiksiyon +
Infliximab - 48 saat) daha az olmasi degerli bir bulgudur. Ciinkii; intestinal obstriiksiyonun
dogas1 geregi, intraliiminal staz arttikca flora bakterilerindeki dengesiz ¢ogalma artarak
devam edecek ve mukozal yenilenmenin aksamasi nedeni ile translokasyon orani
artacaktir.(63) Bu nedenle; intestinal obstriiksiyonun erken déneminde TNF blokajinin
mukozal bariyeri destekleyen bir faktor oldugu diistintilebilir.

Intestinal mukozada ortaya ¢ikan oksidatif stres hasarli dokuda etki gosteren
antioksidan mekanizmalarin olusturdugu etkiye baglidir.(81) Radyosyon ve travma gibi
iskemi/reperfiizyon hasarin1 tetikleyen durumlarda ise mukozal yenilenmeyi saglayan
beslenme desteginin intraluminal olarak verilmesi iyilesmeyi hizlandirmaktadir.(82)
Calismamizda; oksidatif hasar {izerinde etki gosterebilecek bir ajan olan infliximab sistemik
olarak verilmigtir. Sistemik antioksidan uygulamanin doku {izerindeki olumlu etkisi
bilinmektedir.(83) Mezenterik lenf nodlarina translokasyon oraninda azalma oldugunu
gostermemize ragmen, oksidatif stresle ilgili parametrelerde  (NO, MDA) Onemli
degisikliklikler goriilmemistir. Ozellikle NO’in kisa yar1 émiirlii oldugu diisiiniildiigiinde, (84)
olas1 antioksidan etkinin laboratuar parametrelerine yansimamis dahi olsa ortaya ¢iktigi

diistintilebilir. Ancak; calismamizin verilerinde bunu destekleyecek kanit yoktur.
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SONUC VE ONERILER

Infliximab ile TNF blokaji, intestinal obstrilksiyon modelinde mezenterik lenf
nodlarmma bakteriyel translokasyonu azaltmaktadir. Ancak; infliximab uygulamasinin
mikrogevre tizerindeki etkisinin mekanizmasi tam olarak gosterilememistir. Bununla birlikte;
intestinal obstriiksiyonun erken doneminde mukozal bariyeri destekleyebilecek bir sistemik
ajan oldugu soylenebilir. Infliximab’mn olas1 yeni klinik rolii i¢in daha ayrintili arastirmalara

gereksinim vardir.
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DENEYSEL INTESTINAL OBSTRUKSIYON SONRASI
ANTI-TNF-0 ANTIKOR UYGULANMASININ
BAKTERIYEL TRANSLOKASYONA ERKEN DONEMDE ETKISi
OZET
Amag: Siganlarda, Anti-TNF-o monoklonal antikoru (Infliximab) kullaniminin intestinal
obstriiksiyon modelinde bakteriyel translokasyona erken donemde etkilerini arastirmak.
Materyal ve Metot: Agirligi 199 - 250 gr arasinda degisen, 50 adet Wistar-Albino tipi disi
sican kullanildi. Siganlar, kontrol (I. grup n=10), SF 24. saat (I1. grup n= 10), infliximab 24.
saat (I1l. grup n= 10), SF 48. saat (IV. grup n= 10) ve infliximab 48. saat (V. grup n= 10)
grubu olmak iizere bes gruba esit olarak ayrildi. I., 1. ve IV. gruplara intraperitoneal 3 cc %
0,9 NaCl enjeksiyonu yapildi. III. ve V. gruplara intraperitoneal 10 mg/kg infliximab
enjeksiyonu yapildi. 1., II. ve III. gruplara 24. saatte relaparatomi yapildi ve doku 6rnekleri
ile kan ornekleri alindi. IV. gruba 24. saatte ikinci kez intraperitoneal 3 cc % 0,9 NaCl ve V.
grubada 24. saatte ikinci kez intraperitoneal 10 mg/kg infliximab enjeksiyonu yapildi. 48.
saatte IV. ve V. gruplara relaparatomi yapilarak doku ve kan 6rnekleri alindi. Siganlar 24 ve
48 saat sonunda intrakardiyak kan ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi. Alinan kan ve
doku orneklerinden timor nekroz faktor alfa, interlokin 6, glutatyon rediiktaz, glutatyon,
glutatyon peroksidaz, malondialdehit, myeloperoksidaz, siiperoksid dizmutaz ve nitrik oksit
Ol¢timleri yapildi. Doku 6rneklerindeki mikrobiyolojik degerlendirme de ise ornekler, gram
boyama yontemine gore boyandilar ve gram negative ve pozitif boyanma ozelliklerine ve
cesitli enzim reaksiyonlarina verdikleri tepkiye gore identifiye edildiler.
Bulgular: 24. ve 48. saatler sonunda infliximab verilen ve kontrol gruplari arasinda doku ve
kanda timor nekroz faktor alfa, interlokin 6, glutatyon rediiktaz, glutatyon, glutatyon
peroksidaz, siiperoksid dizmutaz, malondialdehit, myeloperoksidaz ve nitrik oksit degerleri
arasinda fark yoktu (p>0.05). V. gupta mezenterik lenf nodlarinda tireme azdi (p<0.05).
Sonug: Infliximab ile TNF blokaji, intestinal obstrilksiyon modelinde mezenterik lenf
nodlarina bakteriyel translokasyonu azaltmaktadir. Ancak; infliximab uygulamasinin
mikrocevre lizerindeki etkisinin mekanizmasi tam olarak gosterilememistir. Bununla birlikte;
intestinal obstriiksiyonun erken doneminde mukozal bariyeri destekleyebilecek bir sistemik
ajan oldugu soylenebilir. infliximab’in olas1 yeni klinik rolii i¢in daha ayrmtili arastirmalara
gereksinim vardir.
Anahtar kelimeler: Anti-TNF-a monoklonal antikoru, Infliximab, intestinal obstriiksiyon,

Bakteriyel translokasyon
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EFFECT OF ANTI-TNF-a ANTIBODY ADMINISTRATION
ON BACTERIAL TRANSLOCATION IN EARLY PERIOD
AFTER EXPERIMENTAL INTESTINAL OBSTRUCTION

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of Anti-TNF-a monoclonal antibody (Infliximab)
administration on bacterial translocation in an intestinal obstruction model within early period

in rats.

Material and Method: 50 Wistar-Albino type female rats with weights varying between 199
— 2509 were included in the study. Rats were equally distributed to five groups as following:
Control (1. group n= 10), NS 24™ hour (II. group n= 10), infliximab 24™ hour (I11. group n=
10), NS 48" hour (IV. group n= 10)and infliximab 48" hour (V. group n= 10).
Intraperitoneal injection of NaCl 0.9% was administered to 1., 1I. and IV. group at the dose of
3 cc. Intraperitoneal injection of infliximab at 10 mg/kg was administered to Ill. and V.
group. Relaparotomy was performed on I., Il. and Ill. group at 24™ hour and samples of
tissue and blood were acquired. Intraperitoneal injection of NaCl 0.9% at the dose of 3 cc
was administered to IV. group a second time at 24™ hour and intraperitoneal injection of
infliximab at 10 mg/kg was administered to V. group a second time at 24™ hour.
Relaparotomy was performed on IV. and V. group at 48" hour and samples of tissue and
blood were acquired. Having obtained intracardiac blood samples, rats were sacrificed at the
end of 24" and 48™ hours. Tumor necrosis factor alpha, interleukine-6, glutathione reductase,
glutathione, glutathione peroxidase, malondialdehyde, myeloperoxidase, superoxide
dysmutase and nitric oxide levels were measured in the samples of blood and tissue acquired.
In the microbiological evaluation of tissue samples, samples were stained according to the
Gram staining protocol and identified with regard to Gram-staining characteristics, denoted

as negative and positive, and to their responses against various enzyme reactions.

Results: No difference was found between infliximab received group and control groups at
the end of 24™ and 48" hours regarding tumor necrosis factor alpha, interleukine-6,
glutathione reductase, glutathione, glutathione peroxidase, superoxide dysmutase,
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malondialdehyde, myeloperoxidase, and nitric oxide values in the tissue and blood (p>0.05).
Proliferation in mesenteric lymph nodes was lower in V. group (p<0.05).

Conclusion: TNF blockage by infliximab administration reduces the bacterial translocation
into mesenteric lymph nodes in the intestinal obstruction model. However, mechanism of
action of infliximab administration on microenvironment could not be demonstrated
completely. Besides, it may be said that it is a systemic agent, which could support the
mucosal barrier in the early period of intestinal obstruction. More detailed studies are required

to be performed to reveal the possible new clinical role of

Keywords: Anti-TNF —a. monoclonal antibody, Infliximab, Intestinal obstruction, Bacterial

translocation
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