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GIRIS VE AMAC

Iskemi, dokuya oksijen ve besin maddelerinin tasmmasinin engellenmesi ile
ortaya ¢ikan, hiicrenin olusturdugu dokunun tamamen fonksiyonsuz kalmasina neden olan bir
tablodur. Bu siireg, kan akiminin azalmasi ya da tamamen kesilmesi ile ortaya ¢ikan patolojik
bir durumdur (1). Iskemi sonrasinda dokuda ortaya cikan patolojik degisikliklerden kismen
reperfiizyon sorumludur. Reperfiizyon siirecinde dokuda serbest oksijen radikallerinin ve
inflamatuar sitokinlerin olusturduklar1 hasar goze carpmaktadir (2). Reperfiizyon hasarinin
molekiiler mekanizmas: ile ilgili ilk ¢aligmalar mikrovaskiiler hasarin ve parankimal hiicre
disfonksiyonunun organ yetmezligi tablosuna gidisi hizlandirdigim géstermektedir. Ozellikle,
reperfiizyon sirasinda mikrogevreye yayilan serbest oksijen radikalleri (SOR) ve
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), doku hasarmma yol acabilecek hiicre membran
hasarindan sorumlu tutulmaktadir. Hiicre membraninin zedelenmesini 6nleyen ve serbest
oksijen radikallerini etkisizlestirerek ortadan kaldiran fizyolojik ve farmakolojik
mekanizmalar iizerinde uzun yillardir ¢alisilmaktadir (3). Reaktif oksijen metabolitleri hiicre
membran hasarina yol agan elektron dengesizligi (anyon-katyon dengesizligi) dokuya
oksijenin ulagsmasina neden olan reperfiizyon déneminde yogunlasarak spontan parankimal
hasara neden olmaktadir (2, 4). Normal kanlanan bir dokuda siiperoksid ve hidrojenperoksit
gibi hasar verici molekiillerin birikmesi zordur. Ancak bu birikim zaman igerisinde ve kiigiik
dozlar halinde birikerek zarar verebilir. Ancak; normal perfiizyonu olan bir dokuda SOR'nin
doku araligindan uzaklastirilmasi i¢in gegen siire ¢ok kisadir. Perfiizyon bozuklugunda doku
araliginda daha wuzun siire kalan molekiillerin fizyolojik aritma mekanizmalar1 ile
(Scavenger'lar) zararsiz hale getirilmesi ileri derecede zorlasacaktir (5).

Postiskemik hasarin 6nlenmesinin klinik énemi — hem cerrahi iyilesme siirecinde,
hem de ani okluziv hastaliklarin tedavisinde- 0Ozellikle cerrahi uygulamalarda hastanin
prognozunu belirleyici nitelige sahiptir. Iskemik kalan dokuda hasarin ortaya ¢ikmasi igin
kesinlikle oksijen ile kargilagmasinin gerektigi (6) ve insan bedeninde bu siirecin cerrahi
islemler sonrasinda tedavinin ayrilmaz bir parcasi olarak (6rnegin embolektomi veya damar
anastomozu) uygulandigi bir gergektir.

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 sirasinda hem iskemik dokuda hem de sistemik
olarak diger dokularda ve organ sistemlerinde hiicresel diizeyde hasar meydana gekmektedir.
Inflamatuar ve metabolik hasarin baslangici icin iskeminin siddetinden ok siiresi ve

reperfiizyon miktar1 dnemlidir. Insanda toksik mediatorlerin etkisi ile karaciger, akciger bazal
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membrani ve santral sinir sisteminde geri doniissiiz hasarlanma meydana gelir. Karaciger
siniizoidlerinde meydana gelen gecirgenlik farklilig1 akciger patolojisi ile birleserek hizla
coklu organ yetersizligi tablosunun gelismesine neden olabilir.(7-9).

I/R hasarinda serbest oksijen radikalleri yaninda bazi proinflamatuar sitokinlerin
de rolii mevcuttur. IL-1 (Interldkin 1), IL-6 (Interlokin 6) ve Tiimor nekrozis faktor alfa
(TNF-0) bu sitokinlerin 6nde gelenlerindendir (10). TNF-a , inflamatuar mediatorler veya
sitokinlerin uyarilmasi sonucu salinan bir polipeptittir. Basta makrofaj ve lenfositler olmak
lizere cesitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenir. Kaseksi, endotoksik sok, immiinite,
koagiilasyon, iskemi-reperfiizyon hasarinda rol oynar. Intestinal ve karaciger iskemi reperfiizyon
hasarinda 6nemli role sahiptir (11). Artmig TNF-a diizeyi mikrovaskiiler gegirgenlikte artma ve
intestinal mukozada harabiyet olusturur. Reperfiizyon siiresinin uzamasi ile sitokinlerin sebep
oldugu mukozal bariyerde bozulmaya ek olarak lipid peroksidasyonunun da etkisi ile uzak
organ hasar1 olusmaktadir (12). Intestinal I/R hasarindaki bu belirtiler septik soktaki sistemik
belirtilere benzer. TNF-a’nin bu proinflamatuar etkilerini engellemek i¢in ¢esitli farmakolojik
ajanlar kullanilmaktadir. Salgilanmis TNF-o’nin etkilerini ndotralize etmek lizere dizayn
edilmis ajanlardan biri, bir monoklonal TNF antikoru olan infliximabtir. TNF-a’nin
transmembran formuna afinite ile baglanarak etkisini notralize eder. Biyolojik olarak blokajini
saglayarak proinflamatuar etkinligini yok eder (13, 14).

Cerrahi kliniklerinde rastlanan mezenter iskemi tablosunda intestinal I/R hasarini
azaltmak icin bugiline kadar ¢ok sayida deneysel model ¢alisilmistir. Mediatorlerin etkisini
ortadan kaldirmak deneysel ¢aligmalarin giinliik pratige yansitmak istedigi ana hedef olmustur
(15). Intestinal I/R hasari iizerine daha 6nce antioksidatif ve antiinflamatuar etkileri olduklari
bilinen Leflunomid, N Asetisistein, ebselen ¢ogunlukla mide tarafindan salgilandiklar1 bilinen
ve birbirine zit etkileri olan obestatin ve ghrelin hormonlari, sildenafil, yine antioksidan
ozellikleri bilinen Prostoglandin E, leptin, melatonin, ginkgo gibi ¢esitli biyokimyasal ve
farmakolojik ajanlar iizerinde c¢aligmalar yapilmistir. Deneysel olarak tiim bu ve benzer
ajanlarin intestinal I/R hasarma farkli derecelerde olumlu etkileri saptanmis ancak klinik
olarak kanitlanamamistir (16-19). Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz monoklonal TNF antikoru
olan ve antiinflamatuar etkinligi bilinen infliximabin deneysel olarak ratlarda olusturulan akut
mezenter iskemi modelinde intestinal I/R tablosu ile olusan oksidatif stres ve histopatolojik

degisiklikler iizerine yaptig1 etkiyi belirleyerek tedavi edici etkisini aragtirmaktir.

11



GENEL BIiLGILER

1.Intestinal iskemi

Iskemi, dokuya gelen kan akimmin azalmasi ya da tamamen kesilmesi sonucu
oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanamamasi durumudur (1). Her doku ve organin iskemiye
kars1 dayaniklihig: farklidir. iskelet kas1 iskemiye ileri derece direncli iken santral sinir sistemi
ve gastrointestinal sistem iskemiye karsi olduk¢a hassastir (20). Normal hiicre
fonksiyonlarmin siirdiiriilebilmesi igin gerekli enerji Adenozin trifosfat (ATP) ile saglanir.
Iskemiye maruziyet séz konusu oldugunda aneorobik metabolizma devreye girer ve laktik asit
ile toksik metabolitler birikir (21). Hiicre hemostazi igin gerekli olan ATP’nin eksilmesi
durumunda hiicre i¢i iyon dengesizligi olusur ve kalsiyum (Ca) birikmesine sebep olur. Bu
tablo sonucunda da hiicre i¢i ozmotik dengesizlik, asidoz gibi klinik bulgular ile kromatin

kiimelenmesi, piknozis, apopitozis ve nekrozis gibi histolojik bulgular takip eder (22).(sekil 1)

OKSIDASYON
] Nekroz

Apopitoz—" Oksidatif Stres
Proliferasyon——

Dinlenme ——

REDUKSIYON -
Sekil 1: Oksidatif streste hiicrede histolojik degisiklikler

2. Intestinal I/R Hasar1

Reperfiizyon, dokuya gelen kan akiminin kesilmesine neden olan etkenin ortadan
kaldirilarak hedef organin yeniden kanlandirilmasidir. Reperfiizyon siirecinin baslamasi ile
hedef organda yeniden ATP yapilmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi olumlu
etkiler oldugu gibi geri doniisiimsiiz sathadan sonra olusan hiicre membran hasar1 sonucu
hedef organda SOR, PMNL ve sitokinlerin baslattigi karmasik mekanizmalar zinciri ile de
olumsuz bir siirece de girilir (21). Reperfiizyon hasarina dogrudan ya da dolayl birgok faktor
sebep olmaktadir. Bu faktorler sunlardir; Ksantin oksidaz (XOD) yolu, PMNL aktivasyonu,
endotelyal faktorler, trombosit kaynakli faktorler, kompleman aktivasyonu, sitokin

aktivasyonu.(Sekil 2)
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iskemi- Reperfiizyon

A A

Lipid peroksidasvonu < > SORolusumu

Y Y

Endotel hasarlanmasi

(NO azalir,
Endotelin artar)

Kompleman akticasyonu <
Sitokin salimimi

Adezyon molekiillerindeartig <

Trombosit kokenli sitokinlerde artis

Notrofil I;:emotaksisi

Sekil 2: I/R hasarinda doku harabiyet mekanizmalar1

Iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin Snemi
belirtilmekle birlikte artmis SOR de hiicre 6liimiiniin 6nemli aracilarindandir. Artan bu SOR
hiicre tizerinde lipid peroksidasyonu ve diger zararli etkilere neden olur (21, 23). Hiicre
membraninda lipid peroksidasyonu sonucu son iirlin olan malondialdehit (MDA) olusur. Bu
degisiklikleri takiben erken donemde goriilen etkilerden birisi de nitrik oksitte (NO)
azalmadir. Bunun sonucunda da vazodilatasyonda azalma ve mikrovaskiiler hasar meydana
gelir (24). Reperfiizyon sonucunda artan SOR hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de
hasarli dokuda PMNL birikimine neden olmaktadir. Dokuya gelen aktive PMNL’ler

myeloperoksidaz, elastaz, proteaz, kollajenaz, gibi enzimlerini agiga ¢ikarilar. Bu enzimler
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hem dokudaki hasar1 arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur. Tiim bu etkiler

sonucunda hiicre i¢i Ca birikmesi ile geri doniismsiiz hiicre membran hasari olusur.(Sekil 3)

ISKEMI

O, amlman

¢4

ATP s+ —* SOR'dzams;

Hiere igi Caartip

L J

Fosfolipid lavbhi ve lipid salom driinlarinds 4 Lipid perol=idasyom

; i MEMEBRAN HASARI z

Sekil 3: Geri doniisiimsiiz hiicre membran hasari

Artan SOR aynmi zamanda IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerin de makrofajlardan
salinmasina onciilikk etmektedirler (25). Bu proinflamatuar sitokinler intestinal I/R hasarinda
lokal ve uzak organ hasarinda énemli role sahiptirler (14, 26). IL-1 ve TNF-a’nin deneysel
hayvan modellerinde hemodinamik bozukluga ve organ hasarina yol agtiklari bildirilmistir
(27). Bu sitokinler salindiktan sonra portal sistemle viicuda yayilarak sistemik inflamatuar
yanit1 tetiklerler ve akciger, karaciger ve myokard hasarma sebep olurlar (28). Intestinal I/R
hasarinda ince barsak makrofajlarindan salinan TNF-a 16kosit aktivasyonuna neden olup doku
hasarimi baslatmaktadir (29). Bu sebepten yapilan bazi ¢alismalarda TNF-a antagonistlerinin

bu doku hasarmi engellidigi savunulmustur (30).

2.1.Intestinal I/R Hasarinda Klinik
Ciddi mortalite ile seyredip metabolik durumu bozan ve hayati tehdit eden
mezenter iskemi tablosu cerrahi kliniklerinde seyrek rastlanan bir durum degildir. Akut

mezenter iskemi (AMI) tablosu potansiyel olarak superior mezenterik arter (SMA) ve
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dallarinin kanlanmasinin tamamen veya kismen bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan prognozu
oldukga kotii bir progestir (26, 31). Akut karin tablosuna yol acan bu hadise arteriyel embolli,
arteriyel tromboz, vendz tromboz veya nonokluziv iskemi klinikleriyle ortaya ¢ikabilir.
Kardiyak aritmi, hipertansiyon, koagiilopati, diabetes mellitus, hipovolemik sok vb. klinik
tablolar etyolojide rol alabilmektedir. Etyoloji ne olursa olsun bu klinik siddetli lokal ve
sistemik doku hasarina sebep olmaktadir (32).

I/R hasarimin siddetine gore klinik tablonun prognozu da degismektedir. Barsak
mukozasinda enfarktiisten tiim barsak katlarimi1 tutan transmural enfarktiise dek uzanan
histopatolojik tablo oturabilir. Genellikle nekroz mukozadan dis katmanlara dogru yayilim
gosterir. Mukozada 6dem ve villus dejenerasyonu ile baglayan tablo klinik basladiktan sonraki
24 saat igerisinde transmural tutulum gostererek bakteriyel translokasyon ve perforasyona
zemin hazirlar. Bunu takiben baglayan septik tablo ile sistemik doku hasar1 gozlenir (33). Bu
yiizden I/R hasarinin olugsmaya baglamasindan sonraki ilk 7-8 saatlik siire¢ tedavi agisindan
altin siire gibi kabul edilir.

Kan akiminin ve barsak beslenmesinin bozulmasiyla ilk ortaya ¢ikan semptom
lokalize edilemeyen karin agrisidir. Bunu takiben digkilamada azalma ve bulanti ile rektal
kanama goriilebilir. Tiim bunlara ragmen agr1 olmadan gelisen distansiyon ile gastrointestinal
kanama durumu da AMI kliniginde goriilebilir. Ates, kanli ishal ve kusma AMI’nin
nonspesifik semptomlarindandir. Diffiiz veya lokalize abdominal hassasiyet ile birlikte
rebound ve barsak seslerinin alinamamasi transmural enfarktin habercisi olup ge¢ donem
bulgularindandir. Bu evreyi takiben ciddi sivi ve elektrolit kayb1 baslayip sistemik ¢okiis
bulgular1 gozlenir. Hipotansiyon, oligiiri, tasikardi ve hiperventilasyon multipl organ

yetmezliginin baglangi¢ bulgularindan bazilaridir (18, 34).

3. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen yasam i¢in hem gerekli hem de toksiktir. ATP {iretilmesi, oksidasyon
tepkimeleri ve beslenme i¢in gerekli iken tek elektron aldig1 zaman hiicre lipidlerini ve bazal
membranint ileri derece tahrip eden SOR’ne doniisebilir. SOR bir veya daha fazla
ciftlenmemis elektron tasiyan elektrik yiiklii veya yiiksiiz reaktif atom veya molekiillerdir.
Biyolojik sistemdeki en 6nemli SOR; Hidroksil radikali (OH") ,siiperoksit radikal (Oy),
hidrojen peroksit (H,0>), nitrik oksit (NO)tir.
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3.1. Siiperoksit Radikali

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
serbest siiperoksit radikal anyonu (O,") meydana gelir. Siiperoksit bir radikal olmakla birlikte,
kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (24).
3.2. Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi1 sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu
ile birleserek hidrojen peroksiti (H20O7), olusturur. Hidrojen peroksit serbest bir radikal
olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir
rol oynar (24).
3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH") hidrojen peroksitin gecgis metallerinin varliginda
indirgenmesiyle meydana gelir. 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 (24).
3.4. Nitrik Oksit

Ca ve calmodulin bagimli nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi ile olusan NO
vaskiiler endotelden salinan bir fizyolojik serbest radikaldir. Endotel hiicreleri tarafindan
salinan siiperoksit radikallerini nétralize edebilen endotel koruyucu bir ajan iken aym
zamanda doku harabiyetine de yol agabilen bir SOR’dir. Bu yiizden NO’in SOR ile etkilesimi
ile antioksidan 6zelligi celiskilidir. Kisacas1 NO akut inflamatuar siiregte hem koruyucu hem
de hasar arttirict bir molekiil olarak gosterilebilir (35). Yarilanma 6mrii ¢ok kisa olan NO’in
enfeksiyonlarla savagmak, damarlar1 kan pihtis1 olusumundan korumak, sinir sisteminde
sinyal molekiilii olarak rol almak ve organlarda kan akimini kontrol etmek gibi bir¢ok

diizenleyici rolii Gistlendigi bulunmustur (36). (Tablo 1)
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Tablo I: Serbest oksijen radikalleri

SERBEST RADIKALLER RADIKAL OLMAYAN TURLER
0;" Stiperoksit H,0, Hidrojen peroksit
‘OH Hidroksil radikali '0, Single oksijen
RO, Peroksi radikali ROOH Lipit hidroperoksit
RO Alkoksi radikali HOCI Hipoklorik asit
NO Nitrik oksit O; Ozon

RS Thiyl radikal ONOOH Peroksinitrit

R3C Karbon radikal

SOR, ¢ok kisa yasam siireli ancak yapisindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktiftir,
tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gosterirler (24). Hiicre iginde membran hasari,
otooksidasyon, proteolitik enzimlerin aktivasyonu gibi nedenlerle, hiicre disinda ise ¢evresel
ajanlar (alkol, anestezik ajanlar vs), bazi viral ajanlar, toksik maddeler gibi uyaranlar ile SOR
aciga cikabilmektedir. SOR’nin plazma membranlar1 ve organellerde yag asitlerinin
peroksidasyonu, siilfhidril igeren enzimlerin oksidasyonu, enzimlerin inaktivasyonu gibi
zararli etkileri vardir (37). Artmis SOR’nin etkisi ile baglayan lipid peroksidasyonu
sonrasinda olusan MDA gibi son iiriinler artmig vaskiiler permeabilite sonrasinda bulundugu
dokuda hasara yol agabilmektedir (38). Bunun disinda deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari,

doku harabiyeti, hiicre iyon pompalarinin harabiyeti gibi zararli etkileri de mevcuttur.

4. Malondialdehid (MDA)

Serbest radikal olusumunun en O&nemli patolojik sonuglarindan biri, lipid
peroksidasyonudur. MDA, lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir, proteinlerin aminoasit
gruplariyla, fosfolipidlerle ve niikleik asitlerle arasinda capraz baglar olusturarak etkisini
gosterir. Membran iyon transportunu, akiskanliini, enzim aktivasyonunu ve deformasyon

kabiliyetini bozar, bdylece sitotoksisiteye, mutajen olusumuna, membran yikimina yol agar

(39).

5. Myeloperoksidaz (MPO)

Fagositik PMNL’de bulunan lizozomal bir enzimdir. Fagositoz sonrasinda
bakterisidal olarak kullanilir. Bu etkiyi hidrojen peroksit ve klor iyonlarini bakteriyi 6ldiiren
hipoklorik asite gevirerek gosterir. Inflamatuar siiregte MPO ekstraseliiler sahaya salmir. Bu

nedenledir ki n6trofil sekestrasyonunun kantitatif bir gostergesi olarak kullanilir (40).
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6. Antioksidan Savunma

SOR’nin dokuda olusturdugu hasar1 engellemek i¢in gelisen savunma
mekanizmasina antioksidan savunma ve bu ajanlara da antioksidan ajanlar denilmektedir.
Endojen ve eksojen bir¢ok antioksidan ajan mevcuttur. Bu ajanlardan endojen olanlar;
Glutatyon(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) , katalaz ( CAT), siiperoksid dismutaz
(SOD) ve glutatyon rediiktazdir(GR) (41). (Sekil 4)

6.1. Glutatyon (GSH)

Birgok hiicrede bulunan GSH hiicre zarinda aminoasitlerin taginmasinda rol alir
ve koenzim olarak enzim yapisina girer. Proteinlerin siilfidril yapilarimi korur, toksik
maddelerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda rol oynar (42).

6.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Hidroksiperoksidlerin indirgenmesinden sorumludur. H,0, tarafindan olusturulan
oksidatif tahribata karsi, H,O,’i mitokondri ve sitoplazmada su ve oksijene indirgeyerek
GSH ile birlikte koruyucu gorev yapar.

6.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Hem sitozol hemde mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon (GSSG)
hiicreyi oksidanlara karst koruyamaz. Hiicre elektron kaynagi olarak Nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH)’1 kullanan GSH rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla GSSG
tekrar indirgenmis GSH’ a ¢evrilir. Bu sekilde SOR ile reaksiyona girdikleri ve ayrica NO
olusumuna yol agtiklar1 ileri stiriilmektedir (41).

6.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder
(43).

6.5. Katalaz (CAT)
Canli organizmada eritrosit, bobrek, karaciger ve kemik iligi gibi ¢esitli dokularda

hidrojen peroksiti su ve oksijene indirgeyerek oksidatif stresi azaltir (44).
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205+2H° SUPEROKSID DISMUTAZ Hz0;+ 03

2Hz0; KATALAZ N H O+ 03

2G5H + H0O GLUTATYON PEROKSIDAZ G-5-5-G +2 H:0

G-5-5-H + NADPH +H® GLUTATYON REDUKTAZ 2GSH+ NAD®

Sekil 4: Endojen enzimatik antioksidanlar

7. Inflamatuar Yamitta Sitokinler

Insan viicudunda olusan cesitli hastaliklar ve travmalar sonucunda hasarlanan
dokulart ve mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak igin gelisen inflamasyon olayr dogal
yapida koruyucu bir olaydir. Ancak bu koruyucu olay olurken hasarli doku yaninda normal
dokularinda ortadan kaldirilmasi s6z konusu olabilmektedir. Birgok mikroorganizma ve
hastalikli dokuyu ortadan kaldirirken normal dokulara da zarar veren inflamatuar cevap
aslinda birgok immiin olay ve hastaligin patogenizinde yer almaktadir (45).

Himoral immun mediyatorlerin 6nemli siniflarindan birisini de sitokinler
olusturmaktadir. Sitokinler, inflamasyonda hedef hiicrenin fonksiyonunu degistiren (biyolojik
yanit degistiriciler) ve tek basma hareket eden makrofaj, intestinal epitel gibi hiicrelerden
salinan bir glikoproteindir. Inflamasyon alaninda gereginden fazla bulunmak sitokinlerin
dogasinda vardir. Sitokinler yapisina gore 2 tipe ayrilmaktadirlar.

Tip 1 Sitokinler; Reseptorleri ile yapisal benzerlikler gosteren sitokin grubudur.
Hematopoetin reseptdrleri olarak adlandirilirlar. Interldkin-2 (IL-2), Interlokin-3 ( 1L-3),
Interlokin-4 (1L-4), Interlokin-5 ( IL-5), Interldkin-6 ( IL-6), Interlokin-7 ( IL-7) , Interlokin-9
(IL-9), Interlokin-11 (IL-11), Interldkin-13 (IL-13), Interldkin-15 (IL-15), graniilosit koloni
stimiilan faktor (G-CSF) proteinlerini igermektedir.

Tip 2 Sitokinler; Bu grup da reseptorleri ile yapisal benzerlikler gostermektedir.
Interferon (IFN)-a, IFN-B, IFN-y ve Interldkin-10"u (IL-10) kapsamaktadir.
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Sitokinleri gruplandirmanin bir diger yolu da basit CD4+ T hiicrelerinin (Th
hiicreleri), Th 1 ve Th 2 olarak adlandirilan 2 alt T helper (Th) hiicre grubuna farklilagmasinin
taninmasina dayanir. Th 1 hiicreleri potent proinflamatuar sitokinler olan IFN-y ve lenfotoksin
(LT)-a ile IL-2 diretir. Th 2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-6, I1L-9, IL-10, IL-13’{ tiretir. Bu nedenle
Th 1 sitokinler siklikla proinflamatuar, buna karsilik Th 2 sitokinler antiinflamatuar olarak
kabul edilir (45, 46).

Timor Nekroz Faktor (TNF): Retikiiloendotelyal sistemde bir¢ok hiicre
tarafindan endotoksin, inflamatuar mediatdrler veya sitokinlerin uyarilmasi: sonucu salinan bir
polipeptittir. TNF-a ve TNF-B olmak iizere iki formu vardir. TNF-a kasektin olarak da
adlandirilir. Reseptorleri ve etki yolaklar1 aymidir. Makrofajlar basta olmak {iizere bircok
hiicreden salgilanirlar ve genis biyolojik etkileri mevcuttur. Koagiilasyon , septik sok, immun
savunma, kaseksi ve I/R hasarinda 6nemli role sahiptir (26).

Inflamatuar uyar1 sonrasinda etkisi 30 dakika icinde baslar ve 90-120 dakika
icinde maksimuma ulasir. Yaklasik 4 saat sonra etkisi kaybolur. TNF ayni zamanda
indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (NOS)’1n regiilasyonunda rol oynar.

TNF-a’nin aktif hale gelmesi i¢in trimerik yapir olusturmasi gerekir. Yapilan
calismalarda, membran TNF-o’larinda trimerik yap1 olusturdugu ve bu nedenle membrana
bagli TNF-a’larda aktif formda olduklar1 gosterilmistir. Sitokinlere bagli otoimmiin ve
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde hiicre dis1 boslukta yer alan soluble sitokinden daha
cok hiicre-hiicre arasi iletisim ile aktivasyona sebep olan membran sitokinlerinin daha énemli
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle bir hastaligin anti-TNF ilaclar ile etkin tedavisi i¢in
membran TNF-a aktivitesininde baskilanmasi gereklidir. Monoklonal antikor olan infliximab

membran TNF-o’lari ile saglam bir kompleks olusturarak etkisini nétralize eder (14).

8. Infliximab

TNF-o’nin  hem ¢oziinebilen, hem de transmembranéz formuna kolayca
baglanabilen, TNF-f’ya etkisi olmayan monoklonal bir antikorudur (26). Proinflamatuar
sitokinlerin salinmasini, 16kosit migrasyonunu ve adezyonunu, vaskiiler permeabilitede
gecirgenligin artmasmi engelleyerek doku hasarini azalttigi gosterilmistir (47). Endotel
hiicreleri, fibroblastlar, B ve T lenfositler, notrofiller ve intestinal epitelyum hiicrelerinde
TNF-a’nin etkisini bloke ederek akut faz reaktanlarinin salinimini indiikler (48). %25 fare,

%75 insan antikorundan olusturulmustur. Yarilanma 6mrii ortalama 9-10 giindiir. intravendz
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infiizyon seklinde tedavide kullanilir. Inflamatuar hastaliklarin tedavisinde Smg/kg dozunda
tedaviye baslanmasi Onerilir ve etkisi goriillmezse dozu arttirilabilir. 10mg/kg dozunda etkin
terOpatik diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Dolagsimdan temizlenme hiz1 10 ml/h hizindadir.
Intraluminal barsak patolojilerinde onerilen doz 5 mg/kg intravendz infiizyon ile tedaviye
baslanmasi, yanit alimmamazsa ikinci kere denenmesi ve bundan da yanit alinamamasi
durumunda son dozun artik denenmemesidir. 20mg/kg’a dek arttirtlan ¢alismalar bildirilse de
toksik doz konusunda net goriis bildirilmemistir (49). Intestinal mukoza biyopsilerinde
yapilan histolojik c¢aligmalarda infliximabin intraluminal inflamasyon bdlgelerine
infiltrasyonunu ve bu bolgelerdeki inflamatuar hadiseleri gerilettigi gosterilmistir. Ancak bu
etkinlik i¢in periyodik araliklarla intravendz infiizyon seklinin monoterapiden daha etkin
oldugu sdylenmektedir (50).

Infliximab giiniimiizde Chron hastalig1, romotoid artrit, psorotik artrit, ankilozan
spondilit gibi hastaliklarda FDA onay1 almistir. Enterokutan ve rektovajinal fistiil gibi
durumlarda kullanilmaktadir (51). Sepsis ve ciddi pndmoni gibi komplikasyonlart rapor
edilmistir ve bu yiizden ciddi enfeksiyonu olan hastalarda kullanimi kontrendikedir (14). I/R
hasarinda kullanim1 heniiz deneysel asama diizeyindedir. Ancak intestinal I/R hasarmin yol
actig1 septik sok sorunu anlasilmasi ve ¢oziilmesi zor bir durum gibi goziikse de inflamatuar
olaylarin spesifik, sitokine yonelik c¢alismalar ile tedavi edilmesi cerrahi klinik

uygulamalarinda 6nemli bir rol alacakmis gibi goriilmektedir (26).
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GEREC VE YONTEM

Calisma; Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuar’nda Eyliil — EKim 2011 tarihleri arasinda Universite Yerel Hayvan Etik Kurulu
onayr alinarak yapildi (B.30.2.4DU.0.00.00.00/050.04/2011/022). Calismanin  tiim
safhalarinda yerel etik kurulun 01 Haziran 2011 tarihli yonergelerine uygun hareket edildi.

1.Deneysel Model

Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD.
deneysel cerrahi laboratuarinda tiretilmis, agirligi 170- 270 gr arasinda degisen, 48 adet erkek
Wistar-Albino tipi sican kullanildi. Deney siiresince sicanlar 12/12 saat aydinlik ve karanlik
1siklandirmasi olan, 1s1 22°C £ 2°C ve nem orami %45-50 arasinda degisen otomatik olarak
ayarlanmis odalarda yasatildilar. Benzer deneylere baslangi¢ kosullarina uygunluk saglanmasi
amactyla tiim hayvanlar deney Oncesinde bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyon
stirecine birakildi. Adaptasyon siirecinde siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart sigan
yemi ve ¢gesme suyu ile beslendi.

Ratlar, sekizer hayvandan olusan toplam alt1 gruba ayrildi. Calismada Anti-TNF
monoklonal antikoru olan infliximab (Remicade®) kullaniminin intestinal iskemi reperfiizyon
hasarina erken donemde etkisini incelemek icin tedavi gruplarina laparotomi ve planlanan
siirelerde iskemi reperfiizyon yapilarak intraperitoneal olarak infliximab enjekte edildi.

Kontrol gruplarina ise 3 cc %0.9 NaCl intraperitoneal olarak enjekte edildi.

2. Calisma Gruplari

Grup | (Kontrol grubu): Laparotomi yapilan sicanlarda barsaklar manipiile edildi ve
operasyon sonrasinda siganlar sakrifiye edildi (n=8).

Grup Il (Laparotomi + infliximab): Laparotomi yapilan siganlara ayni1 anda intraperitoneal
10 mg/kg infliximab verildi. Operasyon sonrasinda siganlar sakrifiye edildi (n=8).

Grup 111 (Laparotomi + 30 dk iskemi + 30 dk reperfiizyon): Laparotomi yapilan siganlarda
30 dakika intestinal iskemi sonrasi 30 dakika reperfiizyon yapildi. Operasyon sonrasinda
sicanlar sakrifiye edildi (n=8).

Grup |V (Laparotomi + Infliximab + 30 dk iskemi + 30 dk reperfiizyo ): Laparotomi yapilan

sicanlara ayni anda intraperitoneal 10 mg/kg infliximab verildi. Daha sonra sicanlarda 30
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dakika intestinal iskemi sonrasi 30 dakika reperfiizyon yapildi. Operasyon sonrasinda si¢anlar
sakrifiye edildi (n=8).

Grup V (Laparotomi + 60 dk iskemi + 30 dk reperfiizyo ): Laparotomi yapilan siganlarda 60
dakika intestinal iskemi sonras1 30 dakika reperflizyon yapildi. Operasyon sonrasinda siganlar
sakrifiye edildi (n=8).

Grup VI (Laparotomi + Infliximab + 60 dk iskemi + 30 dK reperfiizyo ): Laparotomi yapilan
siganlara ayni anda intraperitoneal 10 mg/kg infliximab verildi. Daha sonra si¢anlarda 60
dakika intestinal iskemi sonras1 30 dakika reperfiizyon yapildi. Operasyon sonrasinda siganlar

sakrifiye edildi (n=8).(Tablo II)

Tablo Il: Calisma gruplari

0 30" 60” 90”’
| 1 1 1
| I I 1
I I I |
I I I 1
] I I '/ ————— ~
Grup | " - - P Sakrifikasyon,
(n=8) o ! I I Sne—z?
Grupll | infliximab . ' A\éakriﬁkasyon)
(n=8) (10 mglkg/IP) Laparotomi : — D Seeeen 3
# ’. 5 PR I
G(:]u_p8;ll P |iskemi siireci i Y Sakrifikasyon) |
= ] = ~_———-: - ]
3 e 1 _ i 7 - =~ ]
T T P ..., SN
G(:;%)V > iskemi stireci Repe D Sakrifikasy n)
G(’:_ps;" — (:2‘::";'/:‘;3,) iskemi siireci Repe L Sakrifikasyon,

3. 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 uygulamasinin ardindan siganlar

tartildi.
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Resim 1: Laparotomi 6ncesi deney hayvanlarinin karin cildinin hazirlanmast

Karm cildi traslanarak povidone iodine ile temizlendi (Resim 1). Steril aletler
kullanilarak orta hat insizyon yapildi ve karina girildi. Ince barsaklar orta hat kesisinden karm
disina alinarak siiperior mezenterik arter diizeyinden abdominal aort bulundu (Resim 2).
Dolagimi engellemek i¢in abdominal aort bu diizeyden mikrovaskiiler klempler ile klemplendi
(Resim 3). Intestinal iskemi pulsasyonun kaybolmasi ve barsak renginin soluklagmasiyla
dogruland1 (Resim 4-5). Ince barsaklar batin igine geri goénderilerek cilt kapatildi ve planlanan
iskemi siirelerinin dolmasi beklendi. Planlanan siire sonrasinda karin yeniden ag¢ild1 ve ince
barsaklar digar1 alindi. Mikrovaskiiler klemp agilarak reperfiizyon saglandi. Planlanan siirece
reperfiizyon yapildi (Resim 6). Daha sonra terminal ileuma yakin bir kesimdeki ince barsak
dokusundan histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in Ornek alindiktan sonra

intrakardiyak ortalama 5 cc kan alinarak ratlar sakrifiye edildi.
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Resim 3: SMA diizeyinde abdominal aortun mikrovaskiiler klemp ile klemplenmesi
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Resim 4: Intestinal iskemi olusturulmasi

Resim 5: Intestinal iskemi olusturulmasi
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Resim 6: Intestinal reperfiizyon sonrasi yeniden pulsasyon alian ve rengi pembelesmeye

baslayan ince barsak anslari

Cerrahi islem sonrasi doku ornekleri biyokimyasal parametreler i¢in Ependorf
tiiplerine konularak soguk (-4°C) saklama kabinda hizla biyokimya laboratuarina ulastirildu.
Intrakardiyak kan ornekleri de biyokimyasal parametreler igin biyokimya laboratuarina
ulastirildi. Patolojik inceleme icin alinan doku 6rnekleri formol ile ependorf tiiplerine alinip

patoloji laboratuarina ulastirildi.

4. Yontemler
4.1. Doku érneklerinin hazirlanmasi

Doku ornekleri, proteaz inhibitorii olan 0.2 uM phenylmethanesulphonyl fluoride
(PMSF), 1 mM Ethylenediamin tetra acetic acid (EDTA), 1 uM Leupeptin iceren 50 mM
fosfat tamponunda (pH 7.4) (1/10 g/ml) olacak sekilde 4°C’de homojenize edildi.
Homojenatlar, MPO i¢in 6rnek ayrildiktan sonra, 10.000 rpm 5 dakika santrifiij edildi ve
iistteki supernatant esit olarak ependorflara ayrilarak diger parametrelerin bakilabilmesi i¢in

—80° C’de donduruldu.
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4.1.1. Dokuda CAT Olgiim Yontemi

Doku orneklerinde CAT aktivitesi Aebi’nin yonteminine gore saptandi (52).
Fosfat tamponu (50 mM pH:7.4) olacak sekilde, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ve
disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4.2H,0) ile hazirlandi. H;O, (30 mM) olarak hazirlandi.
Tampon ile diliie edilmis 6rnege, H,O;'li tamponun eklenmesi ile baslayan absorbans
degisimi, spektrofotometrede 240 nm'de izlenerek, 15 saniyedeki absorbans degisimi 6l¢iildii
ve asagidaki formiile gore hesaplama yapildi. Sonuglar U/g yas doku olarak verildi

k= (2.3/At)log (Absi/Abs,)= 0.1175/At (sn™)

4.1.2. Dokuda MDA Ol¢iim Yéntemi

Doku 6rneklerinde MDA degerleri Konukoglu ve ark. yontemine gore saptandi.
%15 TCA + % 37 TBD+ 0,25 M HCI igeren ¢ozelti hazirland1 ve stok soliisyon olarak
kullanild1. 300 pl supernatant iizerine 600 pl stok soliisyon kondu. 90 °C’de 30 dakika
kaynatilip, buzlu suda sogutuldu. 10.000 rpm/5 dakika santrifiij edildikten sonra 6rneklerdeki
absorbanslar spektrofotometrede, 540 nm'de mikroplate okuyucusunda okundu ve hesaplar

otomatik olarak ¢izilen standart egriden hesaplandi. Sonucglar uM/g yas doku olarak verildi
(53).

4.1.3. Dokuda MPO Ol¢iim Yontemi

Dokuda MPO aktivitesi Suzuki ve ark.’nin yonteminine gore saptandi (54).
Yontem sentetik bir substrat olan 3,3”,5,5’-tetrametil benzidine (TMB)’in MPO yoluyla
yikiliminin dlgiilmesine dayanmaktadir. Belli miktardaki doku homojenat1 7.000 rpm 5 dakika
santrifiij edildi. Ustteki kisim atild1 ve alttaki kalan doku kismi deterjanli tampon ile ¢oziildii
(160 mM potassium phosphate buffer, pH 5.4, 1% hexadecyltrimethylammonium bromide,
HETAP). Reaksiyon H,O;’in 37 °C’de reaksiyon karisimina eklenmesi yolula baslatildi.
MPO’nun katalizledigi reaksiyonda TMB oksidasyona ugramakta olup, reaksiyon sirasinda
absorbans artis1 655 nm’de 15 saniye Olclilmekte ve 1 dakikadaki MPO aktivitesi
hesaplanmaktadir. MPO aktivitesi U/g yas doku olarak verilmektedir.
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4.1.4. Dokuda GSH Ol¢iim Yontemi

Dokuda GSH Beutler ve ark.’nin yontemine olgiildii (55). Presipite edici soliisyon;
metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum kloriir (NaCl)  kullanilarak hazirlandi.
Disodyum fosfat soliisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (NayHPQO,) ile hazirlandi. DTNB

soliisyonu; [5,5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] ve sodyum sitrat ile hazirlandi.

GSH standardi; (reduced glutathione) kullanilarak 1-60 mg/dl'lik standartlar
olarak hazirlandi. Standartlar ve 6rnekler spektrofotometrede 412 nm'de kore karsi okutuldu.

Sonuglar mg/ g yas doku olarak verildi

4.1.5. Dokuda GSH-Px Ol¢iim Yontemi

Dokuda GSH-Px aktivitesi, Kakkar ve ark.’min  yOntemine gore mindr
modifikasyonla saptandi (56). GSH-Px reaksiyon karisimi; 75 mmol fosfat tamponu (pH 7.0),
60 mmol GSH, 30U/ml GR, 15 mmol Na;EDTA icermektedir. Kiivet 37 °C’ye ayarlanan
sperofotometreye kondu. Kiivetin igine reaksiyon karisimi konarak gerektigi kadar, diliie
edilmis hemolizat eklendi. Reaksiyon H,0, (%30) ile baslatildi ve NADPHdaki absorbansin
azalmasi 340 nm’de 3 dakika izlendi. Non enzimatik reaksiyon hizi1 kor ¢aligilarak hesaplandi

ve elde edilen sonuglardan ¢ikartildi. Sonuglar mU/g yas doku olarak verildi.

4.1.6. Dokuda GR Ol¢iim Yontemi

Dokuda GR aktivitesi, Racker ve ark.’nin yontemine gore saptanmistir (57).
Reaksiyon karisimi; 50 mmol/L Tris tamponu, Ph 7.6, 100 pmol/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 baslatildi.
340 nm’de 37°C’de NADPH’ 1n oksidasyonunun izlenmesi yoluyla GR diizeyleri saptandi.
Ornek yerine su kullanilarak, aym sekilde kor ¢alisilarak elde edilen sonug, drneklerden elde

edilen sonuctan ¢ikartildi. Reaksiyon 3 dakika izlendi. Sonuglar U/g yas doku olarak verildi.

4.1.7. Dokuda SOD Ol¢iim Yontemi
Dokuda SOD ol¢iimii, Sun ve ark’nin yontemine gore saptandi (58). Doku
stipernatant1 kloroform, etanol ile iyice ¢alkalandi ve 6rnekler igindeki SOD 12.000g’de 1 saat

santrifiijjlendikten sonra ekstrakte edildi. SOD deney c¢ozeltisi; 0.3 mmlo/L xantine, 0.6

29



mmol/L EDTA, 150 umol//L nitroblue tetrazolium (NBT), amonyum siilfat (NH;SO,), 20167
U/L xantine oxidase (XOD) igermekteydi. Bu ¢alisma ¢ozeltisine 6rnekler eklendikten sonra
25° C’de su banyosunda, XOD ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon bakir kloriir (Cu,Cl) eklenerek
durduruldu. Ayrica kor ¢ozeltisi hazirlandi. Deney sonunda olusan renk 560 nm’de
spektrofotometrede Slgiildii.

SOD standardi (Cu,ZnSOD porcine erythrocytes) ile, 0-270 ng/tiip ve %
inhibisyon degerleri karsilikli gelecek sekilde olusturuldu. Inhibisyon degerleri asagidaki
formiilden hesaplandi. Her 6rnek i¢in elde edilen inhibisyon degeri, grafik kullanilarak SOD
degeri saptandi. SOD diizeyleri ng/g yas doku olarak verildi.

(Absorbans kg~ Absorbans ¢mek)

% inhibisyon=

Absorbans ks,

4.1.8. Dokuda NO* (nitrit+nitrat) Ol¢iim Yéntemi

Dokuda NO® diizeyleri, Navarro-Gonzalves ve ark.’nin yontemine gore saptandi
(59). Doku supernatatnti 6nce proteinlerinden ayrildi. Glisin-NaOH tamponu; glisin ve
sodyum hidroksit kullanilarak hazirlandi. Glisin- NaOH tamponu i¢indeki CuSOg4 ¢ozeltisi;
glisin, NaOH ve bakir siilfat kullanilarak hazirlandi. Siilfanilamid ¢6zeltisi; hidroklorid asid
%37 ve siilfanilamid ile hazirlandi. NED ¢6zeltisi [N-(1-Naphtyl) Ethyl-Enediamine
dihydrochloride] kullanilarak hazirlandi. Standartlar, sodyum nitrit (NaNO>) kullanilarak, 2-

80 pg konsantrasyonlarda hazirlandi.

Orneklerdeki NO® konsantrasyonu, Griess reaksiyonu sonucunda &lgiildii.
Ornekler ve standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de okutuldu. Konsantrasyon
hesaplar1 otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmis olup, sonuglar uM/g yas doku olarak

verildi.

4.1.9. Dokuda TNF -a 6l¢iim yontemi

Ependorf iginde saklanan doku &rneklerinde TNF-a diizeyleri rat spesifik ELISA
kiti kullanilarak degerlendirildi. Standart rekombinant TNF-o egrisi kullanilarak TNF-a

konsantrasyonlar1 hesaplandi. Degerler pg/ml olarak ifade edildi

30



4.2. Kanda Biyokimyasal Analizi
Kan o6rnekleri jelli rutin biyokimya testlerinde kullanilan tiiplere alinmis olup,
alindiktan sonra 4.000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra her bir 6rnek iki ependorf

tiibline ayrilmis ve derin dondurucuda (-85 °C) deneyler gerceklestirilesiye kadar saklandi.

4.2.1. Tam kanda GSH Ol¢iim Yontemi

Tietze’in metoduna gore tam kanda Olgiildii (60). Presipite edici soliisyon;
metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum kloriir (NaCl) kullanilarak hazirlandi.
Disodyum fosfat soliisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,) ile hazirlandi. DTNB

soliisyonu; [5,5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] ve sodyum sitrat ile hazirlandi.

GSH standardi; (reduced glutathione) kullanilarak 1-60 mg/dl'lik standartlar
olarak hazirlandi. Standartlar ve drnekler spektrofotometrede 412 nm'de kore karsi okutuldu.

Sonuglar mg/ g Hb ve mg/g yas doku olarak verildi.

4.2.2. Eritrositlerde GSH-Px Ol¢iim Yontemi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesini saptamak i¢in dondurulmus hemolizat 6rnekleri
coziildiikten sonra 1/5 oraninda saf su ile diliie edildi ve bu 6rnekler 10.000 rpm/5 dakika
santrifiij edildi. Hemolizat 6rneklerindeki pargalanan eritrositler ¢oktiikten sonra iistte kalan
stvidan 20 pl’lik 6rnek 100 pl Drabkin ¢ozeltisi ile yine 1/5 olacak sekilde diliie edildi ve bu
orneklerde GSH-Px aktivitesi saptandi. Tampon ¢ozelti Tris-buffer, Na,EDTA, NADPH
reduced GSH, glutathione reductase i¢cermekte olup, 6rneklerdeki GSH-Px aktivitesi H,O,
yardimiyla NADPH’daki absorbansin diigmesinin 340 nm’de 37°C’de 3 dakika boyunca
izlenmesi yoluyla saptanmistir. Sonuglar U/g Hb olarak verildi (61).

4.2.3. Eritrositlerde GR Ol¢iim Yontemi

Eritrositlerde GR aktivitesi, Racker ve ark.yontemine gore saptanmistir.
Reaksiyon karigtmi; 50 mmol/L Tris tamponu, Ph 7.6, 100 uM EDTA, 4 mM GSSG
(oksitlenmis glutatyon), 120 uM NADPH ile hazirlandi. Reaksiyon karisimi kiivetlere kondu
ve uygun oranda eritrositlerden hazirlanmis ve Drabkin ¢ozeltisi ile diliie edilmis 6rnekler

konarak reaksiyon baglatildi. 340 nm’de 37°C’de 3 dakika boyunca NADPH’in
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oksidasyonunun izlenmesi yoluyla saptandi. Ornek yerine su kullanilarak, ayni sekilde kor
calisilarak elde edilen sonug, 6rneklerden elde edilen sonugtan ¢ikartildi. Reaksiyon 3 dakika

izlendi. Sonuglar eritrositlerde U/gHb olarak verildi (57).

4.2.4. Eritrositlerde SOD Ol¢iim Yéntemi

Eritrositlerde SOD &l¢iimii Sun ve ark. yéntemine gore saptandi (58). Oncelikle
eritrositlerden elde edilen hemolizat ve siipernatant &rnekleri kloroform, etanol ile iyice
calkaland1 ve Ornekler icindeki SOD 12.000rpm’de 60 dakika santrifiijlendikten sonra
ekstrakte edildi. SOD deney cozeltisi; 0.3 mM xantine, 0.6 mM EDTA, 150 uM nitroblue
tetrazolium (NBT), amonyum siilfat (NH4SO,), 20167 U/L xantine oxidase (XOD)
icermekteydi. Bu ¢alisma ¢ozeltisine ornekler eklendikten sonra 25° C’de su banyosunda, 30
sani,ye araliklarda toplam 20 dakika boyunca XOD c¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon yine her 30
saniyede bir 200 ul bakir kloriir (Cu,Cl) eklenerek durduruldu. SOD diizeyleri eritrositlerde
0/g Hb olarak verildi.

4.2.5. Serum 6rneklerinde NO® (nitrit+nitrat) Ol¢iim Yéntemi

Serum NO® diizeyleri, Navarro-Gonzalves ve ark. yontemine gore saptandi (59).
Glisin-NaOH tamponu; glisin ve sodyum hidroksit kullanilarak hazirlandi. Glisin- NaOH
tamponu igindeki CuSOs ¢ozeltisi; glisin, NaOH ve bakir siilfat kullanilarak hazirlandi.
Siilfanilamid ¢6zeltisi; hidroklorid asid %37 ve siilfanilamid ile hazirlandi. NED ¢ozeltisi [N-
(1-Naphtyl )Ethyl-Enediamine dihydrochloride] kullanilarak hazirlandi. Standartlar, sodyum
nitrit (NaNO,) kullanilarak, 2-80 ug konsantrasyonlarda hazirlandi.

Orneklerdeki NO°® konsantrasyonu, Griess reaksiyonu sonucunda o&lciildii.
Ornekler ve standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de okutuldu. Konsantrasyon

hesaplar1 otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmis olup, sonuglar uM/g Hb olarak verildi.

4.2.6. Eritrositlerde CAT Ol¢iim Yontemi

Eritrositlerde elde edilen siipernatantlarda Aebi’nin yontemine gore saptandi (52).
Fosfat tamponu (50 mM pH:7.4) olacak sekilde, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ve
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,4.2H,0) ile hazirlandi. H,O, (30 mM) olarak hazirlandi.
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Tampon ile dilie edilmis 6rnege, H,O,'li tamponun eklenmesi ile baslayan
absorbans degisimi, spektrofotometrede 240 nm'de izlenerek, 15 saniyedeki absorbans
degisimi Ol¢iildii ve asagidaki formiile gore hesaplama yapildi. Sonuglar U/g Hb olarak olarak

verildi.

k= (2.3/At)log (Absi/Abs,)= 0.1175/At (sn™)

4.2.7. Serumda MDA Ol¢iim Yontemi

Serumda MDA saptanmasi Ohkowa’nin yontemine gore yapildi (62). % 0,67°1lik
TBA (2-Thiobarbutiric acid) ¢ozeltisi ve n-butanol kullanildi. Tiyobarbitiirik asid ile
MDA ’nin reaksiyona girmesinden sonra reaksiyon iiriinii n-butanol ile ekstrakte edildi. MDA
standard: olarak, malonaldehit bis-(dimetil asetal) kullanilarak, 1-40 nmol'liik standartlar

hazirlandi.

Orneklerdeki  absorbanslar  spektrofotometrede, 540 nm'de mikroplate
okuyucusunda okundu ve hesaplar otomatik olarak cizilen standart egriden hesaplandi.

Sonuglar uM olarak verildi.

4.2.8. Plazmada TNF-a 6l¢iim yontemi

Plazma TNF-o diizeyleri rat spesifik ELISA kiti kullanilarak degerlendirildi.
Standart rekombinant TNF-o egrisi kullanilarak TNF-o  konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Degerler pg/ml olarak ifade edildi

5. Histopatolojik Inceleme

Alinan barsak 6rnekleri Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarinda %4’liik formalin fiksasyonu sonrasi rutin doku takip kesitler
alinarak 151k mikroskobunda (Olympus, BX51, Tokyo, Japan) incelendi. Tiim 6rnekler uzman
bir patolog tarafindan 1’den 5’e¢ kadar degisen mikroskopik hasar skorlamasina gore

semikantitatif olarak degerlendirildi (63).
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5.1. Skorlama:

Grade 1: Normal histoloji

Grade 2:(Minimal) Hidropik dejenerasyon ve/veya ylizeyel epitel hiicrelerinin
seperasyonu

Grade 3: (Hafif) Villus epitel hiicre nekrozu

Grade 4: (Orta) Tam villus nekrozu

Grade 5: (Siddetli) Transmural nekroz.

6. Istatistiksel analiz:

Caligmanin istatistiksel degerlendiremesinde; biyokimya incelemeleri igin
tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc testler uygulandi. Sonuglar ortalama
(mean)+standart hata olarak verildi. Histopatoloji skorlarinin kiyaslanmasi igin
Kruskal-Wallis ve Dunn testi kullanildi, sonuglar mediantrange olarak verildi.
Calismamizda p degerinin 0.05°den kii¢iik olmasi1 gruplar arasi anlamli fark oldugunu

gostermekteydi.
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BULGULAR

Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD.
deneysel cerrahi laboratuarinda {iretilmis, agirhig ortalama 170-270 gr arasinda
degisen, sekizer adet erkek Wistar-Albino tipi sigan bulunan toplam alti esit grup
mevcuttu. Biyokimyasal degerlerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 ile

histopatolojik sonuglar asagidaki tablo ve grafilerde gosterilmistir.

1.Plazma Biyokimya incelemeleri

TNF-a (pg/ml): 111. grubun (30 dk. iskemi + 30 dk. Reperfiizyon) degerleri yalnizca
kontrol grubundan yiiksekti (p=0,0079).

Eritrosit GR (U/g Hb): Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,0901).

Eritrosit GSH-Px (U/g Hb): Kontrol grubu ve II.grubun (laparotomi + infliximab) degerleri
diger gruplardan yiiksekti. III. grubun degerleri VI. gruptan (60 dk iskemi + 30 dk.
Reperfiizyon + infliximab) yiiksekti (p=0,0006).

Eritrosit SOD (ng/g Hb): Ill. grubun degerleri ve IV. grubun (30 dk iskemi + 30 dk.
Reperflizyon + infliximab) degerleri diger gruplara gore diisiiktii (p<0,0001).

Eritrosit GSH (mg/g Hb): Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,2281).

Eritrosit CAT (U/g Hb): Il. grubun degerleri II1. grup, IV. grup, V. grup (60 dk iskemi + 30
dk. Reperfiizyon) ve VI. Grubun degerlerinden yiiksekti. Ill. grubun degerleri ise kontrol
grubundan diisiiktii (p<0,0001).

Serum NO (umol/L): 1V. grubun degerleri kontrol grubu, Il.grup, V.grup ve VI. grubun
degerlerine gore yiiksekti ancak III. grup ile arasinda anlamli fark saptanmadi. Yine III.
Grubun degerleri ise I1.gruba gore yiiksekti (p<0,0001).

Serum MDA (uM): Gruplar arasinda fark yoktu (p=0,0952). (Tablo I1)
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Sekil 5: Serum TNF-a degerlerinin gruplar aras1 karsilagtirilmasi
“I11. grubun (30 dk. iskemi + 30 dk. Reperfiizyon) degerleri yalnizca kontrol grubundan

yiiksekti (p=0,0079).
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Sekil 6: Eritrosit GR degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Eritrosit GR degerlerinin karsilagtirilmasinda gruplar arasinda fark yoktu (p=0,0901).
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Sekil 7: Eritrosit GSH-Px degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
" Kontrol grubu ve II. grubun degerleri diger gruplardan yiiksekti.

" 1. grubun degerleri VL.grubun degerlerinden yiiksekti (p=0,0006).
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Sekil 8: Eritrosit SOD degerlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

" IILve IV.grubun degerleri diger gruplara gore diisiiktii (p<0,0001).
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Sekil 9: Eritrosit GSH degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Eritrosit GSH degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasinda gruplar arasinda fark

saptanmadi (p=0,2281).
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Sekil 10: Eritrosit CAT degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
“Il.grubun degerleri III. Grup, IV. Grup, V.grup ve VI. grubun degerlerinden yiiksekti.

" II.grubun degerleri ise kontrol grubundan diisiiktii (p<0,0001).
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Sekil 11: Serum NO degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

“IV.grubun degerleri kontrol grubu, 11.grup, V.grup ve VI.grubun degerlerine gore yiiksekti
ancak I1l. grup ile arasinda anlamli fark saptanmadi.

" 111. grubun degerleri ise IL.gruba gore yiiksekti (p<0,0001).
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Sekil 12: Serum MDA degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Serum MDA degerlerinin karsilagtirilmasinda gruplar arasinda fark yoktu (p=0,0952).
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2. Doku érneklerinin Biyokimyasal incelemeleri

Doku TNF-alfa (pg/g): Gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,064).

Doku GR (mU/qg): IV grubun degerleri I, Il ve V. gruptan yiiksekti (p=0,0015).

Doku GSH-Px (mU/g): IV. grubun degerleri I, 11, III ve VI. gruptan yiiksek iken V. grupla
aralarinda fark yoktu (p=0,021).

Doku SOD (ng/g): Il1. grubun degerleri kontrol grubuna gore diisiiktii (p=0,0183).

Doku GSH (mg/g): I11. grubun degerleri Il. gruba gore diisiikti (p=0,0329).

Doku CAT (U/g): IV. grubun degerleri I, 11, V ve VI gruba gore yiiksek iken III grup ile
aralarinda fark yoktu (p=0,0003).

Doku NO (uM/mg): 1V. grubun degerleri I, II ve III. gruptan daha yiiksekti (p=0,0073).
Doku MDA (uM/qg): Il grubun degerleri IV ve V1. gruptan daha yiiksekti (p=0,0064).

Doku MPO (U/g): III grubun degerleri V gruptan daha yiiksekti (p=0,0065). (Tablo 1V)
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Sekil 13: Doku TNF-a degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Doku TNF-a degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda gruplar arasinda fark saptanmadi

(p=0,064).
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Sekil 14: Doku GR degerlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

"IV grubun degerleri I, IT ve V. Gruptan yiiksekti (p=0,0015).
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Sekil 15: Doku GSH-Px degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

“IV. grubun degerleri I, I, III ve VI. gruptan yiiksek iken V. grupla aralarinda fark yoktu
(p=0,021).
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Sekil 16: Doku SOD degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

“111. grubun degerleri kontrol grubuna gore diisiik bulundu. Diger gruplar ile aralarinda
istatistiksel fark saptanmadi (p=0,0183).
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Sekil 17: Doku GSH degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

“IIl. grubun degerleri, 1. gruba goére disiikti (p=0,0329). Diger gruplar ile aralarinda

istatistiksel fark saptanmadi.
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Sekil 18: Doku CAT degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi

“IV. grubun degerleri I, II, V ve VI gruba gére yiiksek iken IIT grup ile aralarinda fark yoktu
(p=0,0003).
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Sekil 19: Doku NO degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi

IV. grubun degerleri I, II ve III. gruptan daha yiksekti (p=0,0073). Diger gruplar ile

aralarinda istatistiksel fark saptanmadi.
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Sekil 20: Doku MDA degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

"Il grubun degerleri IV ve VI. gruptan daha yiiksekti (p=0,0064). Diger gruplar ile aralarinda

istatistiksel fark saptanmadi.
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Sekil 21: Doku MPO degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi

Il grubun degerleri V gruptan daha vyiiksekti (p=0,0065). Diger gruplar ile aralarinda

istatistiksel fark saptanmadi.

3. Doku érneklerinin Histopatolojik Incelemeleri
Histopatolojik incelemede mikroskopik hasarlama skorlamasina gore genel olarak

tedavi gruplariin skorlarmin I/R gruplarinin skorlaria gore daha diistik oldugu goriildi.

Resim 7: Grade I; nomal histoloji ( HEx100)
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Resim 8: Grade II; Hidropik dejenerasyon ve yiizey epitelinin seperasyonu ( HEx100)

Resim 9: Grade I11; Villus epitelyum hiicre nekrozu ( HEx100)
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Resim 10: Grade IV; Tam villus nekrozu ( HEx100)

Resim 11: Grade V; Siddetli transmural nekroz ( HEx100)
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Tablo V: Histopatolojik skorlama

Minimum | %25 Percentile | Median | %75 Percentile | Maksimum
Kontrol 1 1 1 2 2
Laparotomi + infliximab | 1 1,25 2 2 3
30 dk iskemi 3 4 4 5 5
Infliximab + 30 dk iskemi | 2 3 3 3 3
60 dk iskemi 3 3 3 3,75 5
Infliximab + 60 dk iskemi | 2 2 2,5 3 3
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Sekil 22: Histopatolojik olarak gruplarin karsilagtirilmast

"1, IV ve V. grubun kontrol grubundan daha yiiksek skoru oldugu saptandi.
11. grubun skoru 111 ve V. gruptan diisiiktii.
"1 grubun skoru 1. gruptan diisiiktii (p<0,0001).
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TARTISMA

Iskemi, dokuya oksijen tasmmasinin engellenmesi ile ortaya ¢ikan, hiicrenin
olusturdugu dokunun tamamen fonksiyonsuz kalmasina neden olan patolojik bir tablodur. Bu
tabloya dokuya gelen kan akiminin azalmasi ya da tamamen kesilmesi yol agmaktadir.
Reperfiizyon ise Kesilen ya da azalan kan akimmin yeniden saglanmasi sonucu dokunun
yeniden beslenmesi durumudur (2, 3). Dokunun canlilig1 i¢in iskemiyi takiben reperfiizyon
kacimilmaz iken reperfiizyon hasarinin tek basina iskeminin yaptigi hasardan daha zararh
oldugu gosterilmistir (64).

Akut intestinal iskemi zemininde gelisen intestinal I/R hasarma bagl klinik tablo
giinimiizde halen genel cerrahi yogun bakim {initelerinde tedavisi yiiz giildiiriicii olmayan,
yiiksek mortalite ile seyreden bir durumdur. Intestinal mukoza I/R hasarina oldukca hassastir.
Bunun muhtemel sebebi SOR’nin temel kaynagi olan ksantin oksidazi en fazla bulunduran
doku olmasidir (65). Intestinal iskemiyi takiben dokuda artan SOR barsak mukozasinda
hasara yol agmakta ve bunun sonucunda bakteriyel translokasyon gelisip liimende lokalize
olan inflamasyon tiim sisteme yayilmaktadir. Tiim bu olaylar sirasinda olusan reperfiizyon ile
I/R hasar1 baglamakta ve antioksidan savunma artan SOR’nin neden oldugu membran hasarini
engelleyememektedir. Bu siirecte olay sadece intestinal dokuda smirli kalmayip jeneralize
sistemik inflamasyona neden olmakta ve pulmoner, hepatik ve vaskiiler yataktaki inflamasyon
uzak organ hasarina yol agmaktadir (8). Bu nedenle multipl organ yetmezligi tablosuna yol
acan I/R hasarimi engellemek icin bugiline dek c¢ok sayida fizyolojik ve farmakolojik ajan
tizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Schmeling ve ark. (66) yaptiklar1 bir ¢alismada ratlarda ince
barsakta 120 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon yapip antiinflamatuar etkili diklofenak
sodyum kullanmiglar ve bu ajanin I/R hasarini azalttigin1 sdylemislerdir. Yine Ceran ve ark.
(67) yaptiklar1 ¢alismada ratlarda 45 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon yapmislardir.
Islemden iki saat once bilirubin vermisler ve bilirubinin intestinal I/R hasarin1 azalttigim
gostermislerdir. Yoshida ve ark. (68) yaptiklart ¢alismada ise ratlara ince barsakta 40 dakika
iskemi ve 110 dakika reperfiizyon yapip E vitamini, selenyum ve taurini karsilagtirmiglardir.
Sonu¢ olarak selenyumun digerlerinden antioksidan etkinliginin daha fazla oldugunu
sOylemislerdir.

Inflamasyon sistemin kendisini korumas i¢in, hasarli ve nekrotik dokulara karsi

organlar1 savunucu temel koruyucu bir cevaptir. Fakat bu hasarli dokulara karsi sistemin
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korunmasi yaninda normal fonksiyonlu hiicre ve dokularin da zarar gérmesi inflamasyonun
birgok immun hastalik ve sendromdaki patolojisinin nedenidir. inflamasyonda rolu olan
mediatorlerden en 6nemlilerinden birisi sitokinlerdir. TNF-a makrofaj ve lenfositlerden
salgilanan proinflamatuar bir sitokin olup sitokinlerin salinmasini, 16kosit migrasyonunu ve
adezyonunu, vaskiiler permeabilitede gecirgenligin artmasini engelleyerek doku hasarini
azalttig1 gosterilmistir (47). I/R hasarindaki rolii de énemlidir (14). intestinal I/R hasarinda
SOR’nin etkisi ile birlikte doku hasarina yol a¢tigi gosterilmistir. Bu sebepten bu
proinflamatuar sitokinin etkinligi azaltict ajanlar bulunmustur.

Salgilanmis TNF-o’nin etkisini azaltip ndtralize edici ajanlardan birisi de bir
monoklonal anti-TNF antikoru olan infliximabtir. Cok sayida in vitro incelemede infliximabin
TNF-a’nin fonksiyonel aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (69). Giiniimiizde bir¢ok
inflamatuar ve otoimmiin hastalikta kullanim endikasyonlar1 oldugu gibi inflamatuar
durumlarin spesifik, sitokine yonelik yaklasimlar ile tedavisi dahiliye ve cerrahinin klinik
uygulamalarinda énemli bir rol alacak gibi gériinmektedir (70). Infliximabm I/R hasarin
antiinflamatuar etkinligini aragtirmak icin ¢esitli merkezlerde deneysel calismalar yapilmistir.
Guven ve ark.(71) ratlarda spinal kordun I/R hasar1 iizerine yaptiklari ¢aligmada infliximabin
antiinflamatuar etkinligi oldugunu gostermislerdir. Yine Mahmoud ve ark.’nin (72) karaciger
dokusundaki I/R hasarinda infliximabin antioksidan ve antiinflamatuar etkili olduklar
deneysel olarak gosterilmistir. Ayrica Guzel ve ark.’nin (14) akut akciger yetmezliginde
olusan I/R hasarinda infliximabin olumlu etkileri oldugunu gozlemislerdir. Bunlardan yola
cikilarak mezenter iskemide olusan intestinal I/R hasarini 6nlemek i¢in infliximabin etkinligi
aragtirtlmistir.  Pergel ve ark. (26) intestinal I/R hasarini 6nlemede infliximabin
antiinflamatuar etkinligini deneysel olarak calismiglardir. Bu ¢alismada MDA gibi nétrofil
infiltrasyonu ve inflamasyon belirteci olabilecek markerlar ile GSH-Px ve SOD gibi
antioksidan markerlar kullanmislar ve infliximab tedavisi verilen gruplarda I/R hasarina bagl
olusan doku hasarinin azaldigini goéstermislerdir. Biz de calismamizda bu caligmalar ve
bilgiler dogrultusundan yola ¢ikarak farkli iskemi ve reperfiizyon siirelerinde infliximabin
intestinal I/R hasar1 lizerine antiinflamatuar ve antioksidan etkinligini arastirdik.

TNF-a proinflamatuar bir sitokin olup inflamasyon aninda ilk salgilanan
mediatorlerdendir. Bu sebeple I/R hasar1 ve septik sokta gorevi olan dnciil sitokinlerdendir.
Sorkine ve ark. (7) intestinal mukozal bariyerin bozulmasi sonucu kana gegen endotoksinlerin

TNF-a saliimini arttirdigint gostermislerdir. Biz de ¢alismamizda inflamasyon belirtecinin
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gostergelerinden birisi olarak dokuda ve kanda TNF-a diizeyleri iizerinde c¢alistik. Serum
TNF-a degerlerine bakildiginda III. grubun (30 dk iskemi + 30 dk reperfiizyon) degerlerinin
infalamasyona bagli olarak yiikseldigi ve IV. grubun (infliximab + 30 dk iskemi + 30 dk
reperfiizyon) degerlerinin de bu gruptan daha diisik oldugu ancak istatistiksel bir fark
saptanmadig1 goriilmiistiir. Iskemi siirelerinin 60 dakikaya ¢ikarildig: gruplarda ise herhangi
bir fark saptanmamustir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan ise III.grubun degerlerinin kontrol
grubuna serum TNF-a degerlerinin artmis olmasi idi (p=0,0079). Doku TNF-a degerlerine
bakildiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Caty ve ark. (73) tavsanlarda
yaptiklar1 caligsmada cesitli siirelerde iskemi ve reperfiizyon yapip tedavi gruplarina anti-TNF
antikoru vermislerdir. Plazmada bakilan TNF-a diizeylerinde ise 120 dakika iskemi yapilan
gruba dek TNF-a diizeyine degisiklik gézlememislerdir. TNF-o intestinal vaskiiler yataktaki
makrofajlardan salgilandiktan sonra portal ven yoluyla ortalama 30 dakikada sistemik
salimima gecer. Ancak yapilan ¢esitli ¢caligmalar ve bu konu ile ilgili yayimnlanan litaratiirleri
taradigimizda bu yolla sistemik gecise katildiginda kayda deger pik degerinin ortalama 90-
120 dakika i¢inde oldugu dikkat ¢ekmektedir (14, 74). Bizim ¢alismamizda ise iskemi siireleri
30 ve 60 dakika reperfiizyon siireleri ise 30 dakika oldugu i¢in anlamli fark olmamasinin buna
bagli olabilecegini diisiindiik. Bu yiizden TNF-a diizeylerinin daha uzun iskemi ve
reperfiizyon siirelerinde ve araliklarinda bakilmasinin daha faydali olacagini diistindiik.
Intestinal I/R hasarinda ksantin oksidaz enzimi ile baslayan ve SOR’nin olusmasi
ile devam eden tablo multipl organ yetmezligine dek siirmektedir. SOR’nin olusturdugu
membran hasarini engellemek i¢in endojen enzimatik antioksidanlar devreye girmektedir
(4, 38). Biz de calismamizda membran hasarini ve dolayisi ile doku hasarini koruyucu
enzimatik antioksidanlarin kan ve doku degerlerini ¢alisnk. GR hem sitozol hem de
mitokondride bulunan ve hiicreyi zararli etmenlerden koruyan bir endojen enzimatik
antioksidandir. GR, GSSG’den GSH’nin tekrar elde edilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. I/R
hasarinda olusan SOR’ne karsi hasarli dokuda cesitli tepkimelerde rol alarak antioksidan
olarak dokunun hasara karsi korunmasinda rol alir (41). Bu sekilde SOR ile reaksiyona
girdikleri ve ayrica NO olusumuna yol actiklar1 ileri siiriilmektedir. Caligmamizda
eritrositlerde bakilan GR degerleri karsilastirdiginda gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamistir. Dokuda bakilan GR degerlerinde ise I/R yapilan III. ve V. gruplarda GR
degerlerinin diistiigli ve tedavi verilen IV. ve VI. gruplarda GR degerlerinin yiikseldigi

gdzlenmistir. Istatistiksel olarak bakildiginda ise IV. grubun degerlerinin kontrol grubu, II. ve
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V. grubun degerlerinden anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0,0015). /R hasarinda
oksidatif streste SOR’nin artip antioksidanlarin azalmasi yoniinde degisen dengeler bizim
calismamizda da gozlenmis ve infliximab verilen gruplarda da bu dengenin GR degerinde
artma yoniinde degistigi gozlenmistir. Ancak eritrosit degerlerinde bu tablo gozlenmemistir.

SOR’nin dokuda olusturdugu hasara karsi dokular GSH-Px, SOD, katalaz gibi
enzimler tasirlar. Bu enzimler de SOR ve H,0;’yi temizleyip inaktive ederler (53). Bu sebeple
bu enzimlerin 6l¢timii de oksidatif hasar ve I/R hasarinda doku hasar1 hakkinda indirekt bilgi
sahibi olmamiz1 saglar. Glutatyon peroksidaz, fagositik hiicrelerin zarar gérmesini dnleyen,
eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidanlardandir. I/R hasarinda GSH-Px
aktivitesindeki azalma siddetli hiicre hasarina yol agar (75). Pergel ve ark. (26) yaptiklari
calismada I/R hasar1 yapilan grupta GSH-Px degerlerinde diisme ve infliximab ile tedavi
edilen grupta GSH-Px degerinde yiikselme saptamislardir. Ancak bazi otorler hepatik I/R
hasarinda GR ve GSH-Px degerlerinde degisiklik olmadigini gostermislerdir (76). Bizim
calismamizda kontrol grubu ve II. grubun eritrosit GSH-Px degerleri diger gruplarin
degerlerinden yiiksek idi (p=0,0006). Yine Ill. grubun eritrosit GSH-Px degerleri VI. grubun
degerlerinden yiiksek bulundu. Kontrol grubu ve II. grupta herhangi bir iskemi ve reperfiizyon
islemi yapilmadigi i¢in burada SOR’nin olmamasi, diger gruplarda ise tedavi dahi verilse
sonucta bir inflamasyon tablosu ve I/R hasar1 olmast GSH-Px degerinin diisiik ¢ikma sebebi
olarak gosterilebilir. VI.grupta tedavi verilmesine ragmen III. gruptan diisiik GSH-Px degeri
saptanmas1 bu gruptaki siddetli doku hasarina cevabin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir ve
60 dakika iskemide tedaviye ragmen olusan doku hasarinin 30 dakika iskemiden ¢ok daha
fazla oldugu soylenebilir. Doku GSH-Px degerlerinde ise IV. grubun degerleri ile V. grubun
degerleri arasinda fark saptanamaz iken IV. grubun degerleri diger gruplardan anlaml
derecede yiiksek bulundu (p=0,021). Bu sonuglar yine I/R yapilip tedavi verilen grupta GSH-
Px degerlerinin doku hasarina kars1 diren¢ gosterdiginin gostergesi olarak kabul edilebilir.
Ancak V. grup ile arasinda fark olmamasi yine 60 dakika iskeminin tedaviye ragmen 30
dakika iskemi yapilan durumdan c¢ok daha fazla doku hasarina yol ag¢tigi olarak
yorumlanabilir.

En 6nemli enzimatik antioksidanlardan bir digeri SOD olarak kabul edilebilir.
Membran hasarinit 6nlemede 6nemli role sahip bir enzimdir. Lipid peroksidasyonunu inhibe
edip MDA gibi zararli son {riinlerin olusumunu 6nlemeye katkida bulunur (43). Guven ve

ark. (71) yaptiklart bir ¢alismada tavsanlarda spinal kord I/R hasart olusturmuslar ve tedavi
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grubuna infliximab vermislerdir. I/R hasar1 olan grupta SOD degerleri diisiik ¢ikarken tedavi
grubunda bu degerler yiiksek bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda eritrosit SOD degerleri IIL
grup ve IV. grupta diger gruplara gore diisiik bulundu (p<0,0001). Doku SOD degerlerinde ise
yine III. grubun degerleri Kontrol grubuna gore diisiik iken diger gruplar ile arasinda anlamli
fark saptanmadi (p=0,0183).

Katalaz, H,0,’i pargalayarak hiicre membran hasarin1 énleyen bdylece SOR’nin
doku hasar1 olusturmasini inhibe eden endojen antioksidan bir enzimdir (24). I/R hasarinda
lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan zararli iiriinlere karsi membran hasarint 6nlemede
etkin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi ve inflamasyon sonucu doku biitiinliigiiniin zarar
gormesi ile once lokalize alanda, sonra da sistemik olarak islevsellik kazanir. Biz de bu
verilerden yola ¢ikarak doku hasarmmi ve tedaviye yaniti indirekt degerlendirmek amaciyla
calismamizda doku ve eritrositte CAT degeri dlglimii yapip gruplar arasinda karsilastirdik.
Eritrosit CAT degerlerinin karsilastirdigimizda I1.grubun degerleri II1. grup, IV. grup, V.grup
ve VI. grubun degerlerinden yiiksekti. III. grubun degerleri ise kontrol grubundan diisiiktii
(p<0,0001). Bu veriler 1s1ginda herhangi bir I/R islemi yapmayip sistemik olarak dolagima
verdigimiz (Il. grup) infliximabin diger I/R hasari olusan gruplardan ve hatta tedavi ettigimiz
gruplardan daha yiiksek degerde CAT sonucu olusturdugu ve infliximabin antioksidan
etkinligi oldugunu diisiinebiliriz. Ancak tedavi verdigimiz gruplarda, I/R yaptigimiz gruplara
oranla degisiklik olmamasi olusan I/R hasarmin yarattig1 doku hasarina etkin bir tedavi dozu
ya da etkin silirede olmadigin1 gostermektedir. Doku CAT degerlerine baktigimizda ise I/R
hasar1 yaptigimiz gruplarda CAT degerleri tedavi verdigimiz gruplardan daha diisiik olarak
gozlendi. Bu da inflamasyona bagli oksidatif stresin gostergesi ve tedavinin etkin oldugunu
gostermektedir. Ancak istatistiksel olarak bakildiginda IV. grubun degerleri kontrol grubu,
IL.grup , V. grup ve VL grubun doku CAT degerlerinden yiiksek bulunurken III. grup ile
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,0003). Demir ve ark. (77) yaptig1 c¢alismada
16kositlerin inflamasyon sahasina gelis siiresinin saatler siirdiigii ve erken donemde SOR ile
antioksidanlarin saglikli veriler olamayacagini bildirilmistir. Doku CAT degerlerinde tedavi
verilen IV. grup ile ayn1 siirede I/R yapilan III. grup arasinda fark saptanmamasinin nedeni
iskemi ve reperfiizyon siiresinin 30’ar dakika olmasi olabilir. Bu sebeple antioksidan
enzimlerin indirekt etkinligi acisindan farkli siirelerde kan ve dokuda bakilmasi daha faydal

olabilir.
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Glutatyon, strese ve zamana bagli olarak diizeyi artan bir parametredir. Direkt
olarak serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapan GSH, ayn1 zamanda, H,0,’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. Eger bu oran GSSG
lehine degisir ise, yani GSSG oran1 daha da yiikselir ise, bu hiicreler i¢in oldukca zararh
olmaktadir. Sitozolik bir enzim olan glutatyon rediiktaz, GSSG’den GSH’nin tekrar elde
edilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Biitin aeroblarda, hiicrelerde redoks durumlarinin
stirdiiriilebilmesi i¢in mutlak surette glutatyonun indirgenmis formunda yani GSH olarak
tutulmasi gerekmektedir (42). Teke ve ark. (18) ratlarda yaptiklar1 ¢alismada 60 dakika iskemi
ve 120 dakika reperflizyonu olusturduklar1 grup ile ayni siirelerde pirilodin ditiyokarbamat
verdikleri grubu karsilastirmiglardir. I/R grubunda doku GSH degerleri diiserken tedavi
verilen grupta doku GSH degerlerinin anlamli derecede yiiksek oldugunu saptamislardir.
Bizim ¢alismamizda eritrosit GSH degerlerine baktigimizda tiim gruplarda birbirine yakin
degerler oldugunu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigin1 gézledik. Doku
GSH degerlerinde ise I/R hasart olan gruplarin degerleri tedavi gruplarindan daha diisiik
olarak goriildii. Istatistiksel olarak ise Ill. grubun degerleri Il. gruba gore diisiiktii
(p=0,0329). Diger gruplar ile arasinda anlamli fark saptanmadi. Endojen bir antioksidan olan
GSH’un infliximab verilen II. grupta yiikselmesi ve 30 dakika iskemi ve sonrasinda 30 dakika
reperfiizyon hasar1 yaptigimiz grupta diismesi litaratiirdeki bilgilere paralel olup infliximabin
dokuda lokalize antioksidan etkisini gostermektedir. Ancak eritrosit degerlerinde fark
saptanmamasi sistemik etkinlik konusunda yeterli olmadigini diisiindiirmektedir.

NO endotel hiicreleri tarafindan salinan siiperoksit radikallerini nétralize edebilen
endotel koruyucu bir ajan iken ayn1 zamanda doku harabiyetine de yol agabilen bir SOR’dir.
Nitrik oksid sentetaz vasitasiyla antimikrobiyal aktiviteye sahip savunmaci bir fonksiyonu
varken, stiperoksit radikali ile etkilesince peroksinitrit olusur ve fizyolojik etkisi inhibe edilip
oksidatif etkisi ortaya g¢ikar. Bu yiizden NO’in SOR ile etkilesimi ile antioksidan 6zelligi
celiskilidir. Kisacast NO akut inflamatuar siire¢te hem koruyucu hem de hasar arttiric1 bir
molekiil olarak gosterilebilir (35). I/R hasar1 sonrasinda siiperoksid dengesinde siiperoksid
yoniinde kayma olup 6nce vaskiiler hasar sonrasinda da doku hasar1 oldugu bildirilmistir (78).
Bizim ¢aligmamizda serum NO degerlerinin karsilagtirilmasinda IV. grubun degerleri kontrol
grubu, Il.grup, V.grup ve VI.grubun degerlerine gore yiiksekti ancak III. grup ile arasinda
anlaml fark saptanmadi. III. grubun degerleri ise Il.gruba gore yiiksekti (p<0,0001). Doku
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NO degerlerinin karsilastirilmasinda ise IV. grubun degerleri kontrol grubu , 11. grup ve IlI.
grubun degerlerinden yiiksek iken diger gruplar ile arasinda fark saptanmadi (p=0,0073).
Ozellikle 60 dakika iskemi yapilan gruplarda fark saptanmaz iken 30 dakika iskemi yapip
infliximab uyguladigimiz grubun degerlerinin diger gruplardan yiliksek ¢ikmast NO’in
yartlanma Omriiniin ¢ok kisa olmasina bagli olabilir (79). Ayrica tedavi grubunda NO
degerinin yiiksek ¢ikmasi olusan inflamasyona bagli vaskiiler yatakta vazodilatasyon
oldugunu ve bu bolgede doku hasarina karsin lokalize olarak NO’in antioksidan savunma
yaptigini diisiinebiliriz. Ancak yine de bizim ¢alismamizda bu veriyi destekleyecek kanitimiz
yoktur.

Viicuttaki ciddi bir travmadan sonra SOR’nin etkisi ile lipid peroksidasyonu
baslamaktadir (56). MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii olup yag asidi oksidasyonunun
spesifik bir gostergeci olmayip lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gostermektedir. Membran iyon transportunu, akiskanligini, enzim aktivasyonunu ve
deformasyon kabiliyetini bozar. Boylece sitotoksisiteye, mutajen olusumuna, membran
yikimma yol agar (39). MPO ise fagositik notrofillerden salgilanan bir enzim olup
hidrojenperoksit ve siliperoksit radikali ile birlikte hipoklorik asit olusumunu katalizler ve
boylece bakterisidal bir etki gdstermektedir. Iskemi esnasinda ortamda bulunan MPO diizeyi
5-7 kat artarken reperfiizyon esnasinda 18 kata kadar artabilmektedr. Bu yiizden ortamda
bulunan nétrofil sekestrasyonunun kantitatif bir gostergeci olarak kabul edilebilir (40, 80).
Koga ve ark. (40) yaptiklar1 ¢alismada ratlarda 60 dakika iskemi ve 24 saat reperflizyon
yapmislar ve bu siire sonunda serum MPO degerlerinde yiikselme bulmuslardir. Giiven ve
ark. (71) tavsanlarda spinal kordda I/R hasar {izerine yaptiklari ¢aligmada ise iskemi yapilip
48 saat reperflizyon yapildiktan sonra bakilan degerlerde doku MDA degerlerinin
yiikseldigini gormiislerdir. Bizim calismamizda serum MDA degerlerine baktigimizda tiim
gruplarin birbirine yakin degerlerinin oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadigin1 gordiik. Doku MDA degerlerinde ise I/R yapilan gruplarin degerleri tedavi
gruplarina gore yiiksek bulunurken istatistiksel bakildiginda anlamli olarak Il grubun
degerleri IV. ve VI. gruptan daha yiiksekti (p=0,0064). Doku MPO degerlerinde ise Il grubun
degerleri V gruptan daha yiiksekti (p=0,0065). Diger gruplar ile aralarinda istatistiksel fark
saptanmadi. Bu sonuglara bakilinca doku MDA degerleri litaratiirlerdeki bilgilerle paralellik
gosterirken I/R hasar1 olmayan II. grupta yiiksek ¢ikmasi bu paralelligi bozmaktadir. MPO
degerlerinde ise reperfiizyon siiresi uzadik¢a degerin daha yiiksek ¢ikmasi beklendigi icin
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anlamlilik goriilememistir. Notrofillerden salinan ve indirekt noétrofil sekestrasyonunun
belirteci olarak kabul edilen MPO i¢in Koga ve ark. (40) tarafindan yapilan diger ¢alismada
reperfiizyon siiresi 24 saat olarak belirlenmis ve bu Siire sonunda I/R hasar1 olan grupta MPO
degeri yiiksek c¢ikarken E vitamini ile tedavi verilen grupta bu degerin diistiigii gorilmiistiir.
Bilindigi gibi inflamasyon baslangicindan sonra lokositlerin inflamasyon sahasina gelis
siiresinin saatler almaktadir ve bu nedenle erken déonemde l6kositler ile bakilan belirtegler
saglikli sonuglar veremeyebilir (77). Bizim ¢alismamizda da iskemi ve reperfiizyon siireleri
30 dakika ve 60 dakika gibi kisa siireler oldugu i¢in bu degerlerin litaratiir bilgileri ile paralel
16kosit aracilikli I/R  hasarina cevap verilememesinin nedeni olabilir. Bu yiizden
antioksidanlar da oldugu gibi lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA ve nétrofillerden
salman MPO gibi belirteglere bakarken de degisik zaman araliklarinda sonuglar
degerlendirmek daha saglikli olacaktir.

Intestinal mukoza I/R hasar1 agisindan oldukca hassas bir dokudur (33).
Mukozada baslayan hasari takiben uzamis iskemi ve sonrasinda reperfiizyon ile kanama ve
ilserasyon tablolart gozlenir. Mukozada iskeminin baslamasi ile nétrofil infiltrasyonu
gozlenir ve hidropik dejenerasyon ile devam eden tablo transmural nekroza dek uzanan
histolojik degisiklikler gosterir (1). Biz de ¢alismamizda bu patolojik degisiklikleri gozlemek
icin histopatolojik skorlama yaptik. Tiim I/R yapilan gruplarin tedavi gruplarindan yiliksek
skoru oldugu goézlendi. II. grubun skoru I/R yapilan III. grup ve V. grubun skorlarindan diistik
olarak bulundu (p<0,0001). Ayn1 sekilde I1I. grup, IV. grup ve V. grubun skorlarinin kontrol
grubundan yiiksek oldugu gozlendi. Bu veriler degerlendirdiginde infliximab ile tedavi verilen
gruplarda histolojik olarak diger gruplardan daha diisiik skor oldugu ve hiicresel diizeyde I/R
hasarinin azaltildig1 s6ylenebilir. Ancak tedavi verilse de sonugta I/R hasar1 olan gruplarin da
Kontrol gruplarina gore yiiksek skorlarda olmasi I/R hasarinin tam olarak engellenemediginin
gostergesi olarak kabul edilebilir.

Giiniimiizde intestinal iskemi hala genel cerrahi yogun bakimlarinda mortalitesi
yiiksek seyreden bir klinik durum olarak goriilmektedir. Bu yiizden bu konu ile ilgili deneysel
caligmalar ¢ok popiiler olmakla beraber klinik uygulamaya yansimamaktadir. Intestinal I/R
hasar1 {izerine bugiline dek bir ¢ok ajan denenmis ve gesitli Glgiilerde olumlu etkileri
gozlenmistir. Biz de ¢galismamizda Anti-TNF antikoru olan infliximabin etkilerini arastirdik.

Bilindigi gibi I/R hasarinda SOR’nin etkisi ile gesitli sitokinler salinmakta ve bu

sitokinlerin doku hasar1 baslamaktadir (3). TNF-a , I/R hasarinda salinan bir proinflamatuar
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sitokindir. Olusturdugu doku hasari ile septik sok ve multipl organ yetmezligi tablosuna yol
acmaktadir. Giiniimiizde de anti TNF-a ilaglarin endikasyonlarini genisletmeye yonelik
caligmalar yayginlagsmaktadir. Bu ylizden ¢alismamizda TNF-a’nin bu etkisini bloke edecek
ajan olan infliximab1 kullandik. Yapilan c¢aligmalarda bu ajanin proinflamatuar sitokinlerin
salinmasin1 , 16kosit migrasyonunu ve adezyonunu, vaskiiler permeabilitede gegirgenligin
artmasini engelleyerek doku hasarini azalttigi gosterilmistir (47). Belirteg olarak da oksidatif
strese karsi salinan c¢esitli endojen antioksidan enzimler ile nétrofillerden salinan MPO ile
lipid peroksidasyonu son iirlinii olan MDA ile inflamasyon belirteci olan TNF-a’y1 kullandik.
Ayrica dokularin histopatolojik skorlamasini da inceledik.

Intestinal mukozada olusan oksidatif strese bagl etkiler endojen antioksidan
enzimlerin etkisi ile olmaktadir. Ancak bu antioksidanlar stresin derecesine ve zamana bagl
olarak salinmaktadirlar. Litaratiir taramasina baktigimizda 120 dakika ve dstii reperfiizyon
stirelerinde anlamli ¢ikabilen bu antioksidanlarin bazilar1 bizim ¢alismamizda da literatiire
paralellik gosterirken bir kism1 da iskemi ve reperfiizyon siiresinin kisa olmasina bagli olarak
anlamsiz bulundu. Ayrica NO’in yarilanma Omriiniin ¢ok kisa olmasi da 30 dakika I/R
yaptigimiz grupta anlamli ¢ikarken diger gruplar da anlamsiz ¢ikmasinin nedeni olarak
aciklanabilir (79). Bu yiizden aslinda bizim ¢alismamizin infliximabin I/R hasarinin erken
donem etkileri lizerine oldugunu sdyleyebiliriz.

Infliximabin yarilanma émrii ortalama 9-10 giindiir. Intravendz infiizyon seklinde
tedavide kullanilir. Inflamatuar hastaliklarin tedavisinde 5mg/kg dozunda tedaviye baglanmasi
onerilir ve etkisi goriilmezse dozu arttirilabilir. 10mg/kg dozunda etkin terdpatik diizeyde
oldugu diisiiniilmektedir. Dolasimdan temizlenme hiz1 10 ml/h hizindadir. Intraluminal barsak
patolojilerinde Onerilen doz 5 mg/kg intravendz inflizyon ile tedaviye baslanmasi, yanit
alinamazsa ikinci kere denenmesi ve bundan da yanit alinamamasi durumunda son dozun
artik denenmemesidir. 20mg/kg’a dek arttirilan ¢aligmalar bildirilse de toksik doz konusunda
net goriis bildirilmemistir (49). Intestinal mukoza biyopsilerinde yapilan histolojik
caligmalarda infliximabin intraluminal inflamasyon bdlgelerine infiltrasyonunu ve bu
bolgelerdeki inflamatuar hadiseleri gerilettigi gosterilmistir. Ancak bu etkinlik i¢in periyodik
araliklarla intravendz inflizyon seklinin monoterapiden daha etkin oldugu sdylenmektedir
(50). Biz caligmamizda infliximab1 10mg/kg dozda intraperitoneal olarak monoterapotik
olarak kullandik. Iskemi ve reperfiizyon siirelerinin gegcmesine kadar sistemik etkinlige

gecisinin az olmasi ve periyodik araliklarla inflizyon seklinde tedaviye devam etmememiz
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anlamli fark bulunamayan gruplari aciklayabilen bir neden olabilir. Ayrica TNF-o’y1
indiikleyen etkenin iskemi ve sonrasinda reperflizyon oldugunu disiiniirsek ve TNF-o’nin
portal venden sistemik dolasima gecip plazmada kayda deger pik degerinin ortalama 90-120
dakika icinde oldugunu disiiniirsek yine infliximabin etkisini gosterecegi etkin siirenin
olmadigini diisiinmekteyiz (74). Bunun yaninda inflamatuar barsak hastaliklar1 gibi intestinal
I/R hasarinda da intestinal mukozada olan patolojinin intraluminal baslangicli oldugu ve
tedavinin intraluminal yapilmasinin daha etkin olabilecegi diisiiniilebilir (81). Biz
calismamizda tedavi gruplarina infliximabi sistemik olarak verdik ve etkin teropatik doz igin
gecerli siireyi kullanmadik. Bu da bazi biyokimyasal parametrelerde anlamli fark
olmamasiin sebebi olabilir. Histopatolojik olarak bakildiginda ise infliximab verilen
gruplarda skorun diisiik, I/R hasar1 olan gruplarda ise yiiksek oldugu goriilmekte idi. Bu
sonuca gore infliximabin sistemik dolagima ge¢mesi igin gerekli siire olmamasina ragmen
hiicresel diizeyde erken donem etkilerinin olumlu oldugunu soyleyebiliriz. Bizim
caligmamizda bir kisim doku ve plazma biyokimyasal degerlerine bakarak infliximabin I/R
hasarinda antioksidan ve antiinflamatuar etkili oldugunu sdyleyebilirken diger bir kisim doku
ve plazma biyokimyasal degerlerinde bu sonucu géormemekteyiz. Her ne kadar diger bir kisim
doku ve plazma biyokimyasal parametrelerine yansimasa da TNF-a’nin infliximab kullanimi
ile inhibisyonu sonucunda intestinal mukozayr igeren mikrogevre iizerinde belirgin
antiinflamatuar ve antioksidan etki olustugunu diisiinmekteyiz. Ayrica erken donemde TNF-
o’nin inhibisyonu ile intestinal I/R hasar1 iizerine hiicresel diizeyde olumlu etkisi oldugunu
gormekteyiz. Ancak calismamizda bunun ge¢ donemini gosteren veriler olmamasi sebebiyle

ge¢ donem etkiler lizerinde ¢alismalar yapilmasinin faydali olacagimi diisiinmekteyiz.
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SONUC VE ONERILER

Calismamiz monoklonal Anti-TNF antikoru olan infliximabin gliniimiizde bilinen
endikasyonlar1 disinda yeni kullanim endikasyonlar1 agisindan yapilmakta olan ve ilerde
yapilacak c¢alismalara 1sik tutabilir. Bu calismadan elde edilen sonuglar ile infliximabin
deneysel intestinal I/R hasar1 iizerine erken donem etkilerinin olumlu oldugunu
diistinmekteyiz. Ayn1 zamanda histopatolojik olarak sistemik etkinlige gecmeden hiicresel
diizeyde de olumlu etkileri oldugunu gormekteyiz. Ancak infliximabin erken dénem ve
monoterdpatik olumlu etkileri oldugunu diisiinmemize ragmen sistemik etkileri ve tedaviye
devam edilmesi halinde olusabilecek etkileri hakkinda net bilgi sahibi degiliz. Calismamizdan
elde edilen veriler dogrultusunda infliximabin intestinal I/R hasarinda erken ddnemde
antiinflamatuar ve antioksidan olumlu etkisi oldugunu gérmekteyiz. Ancak infliximabin olasi
yeni klinik roliiniin bulunmasi ve sistemik ge¢ donem etkilerinin anlasilmasi i¢in daha uzun

iskemi ve reperfiizyon siireleri ile ayrintili arastirmalara ihtiyag vardir.
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OZET

Amac: Ratlarda deneysel intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda monoklonal Anti TNF

antikoru olan infliximab uygulamasinin etkisini aragtirmak

Materyal ve Metot: Agirlig1 170- 270 gr arasinda degisen, 48 adet erkek Wistar-Albino tipi
sican kullanildi. Ratlar, kontrol grubu , laparotomi + infliximab (11. grup, n=8) , 30 dk. iskemi
+ 30 dk. reperfiizyon (I1l. grup, n=8), infliximab+ 30 dk. iskemi + 30 dk. reperfiizyon (IV.
grup, n=8), 60 dk. iskemi + 30 dk. reperfiizyon (V. grup, n=8), infliximab+ 60 dk. iskemi +
30 dk. reperfiizyon (VI. grup, n=8) olmak iizere alt1 esit gruba ayrildi. Tedavi gruplarina
laparotomi ve planlanan siirelerde iskemi reperflizyon yapilarak intraperitoneal olarak
infliximab (10 mg/kg) enjekte edildi. Kontrol gruplarina ise 3 cc % 0.9 NaCl intraperitoneal
olarak enjekte edildi. Islem sonunda ratlar sakrifiye edildi ve kan ile doku 6rnekleri alindi.
Alman kan ve doku 6rneklerinden tiimor nekroz faktor alfa, glutatyon, glutatyon peroksidaz
glutatyon rediiktaz, katalaz, siiperoksid dismutaz, myeloperoksidaz , malondialdehit , nitrik
oksit gibi parametreler bakildi. Ayrica doku ornekleri %4’ liikk formalin fiksasyonu sonrasi
rutin doku takip kesitler alinarak 1s1k mikroskobunda incelendi.

Bulgular: Belirlenen I/R siireleri sonunda alinan kanlarin incelenmesinde GR, GSH ve MDA
sonuglarinda gruplar arasinda anlamli fark yoktu (p=0,0952). Ill.grubun (30 dk. iskemi + 30
dk. reperfiizyon) TNF-a degerleri yalnizca kontrol grubundan yiiksekti (p=0,0079). Eritrosit
GSH-Px degerlerinde kontrol grubu ve Il. grubun (laparotomi + infliximab) degerleri diger
gruplardan yiiksekti. III.grubun degerleri ise V1.gruptan (60 dk iskemi + 30 dk. reperfiizyon +
infliximab) yiiksekti (p=0,0006). Eritrosit SOD degerlerinde Ill. grubun degerleri ve
IV.grubun (30 dk iskemi + 30 dk. reperfiizyon + infliximab) degerleri diger gruplara gore
diigiiktii (p<0,0001). Eritrosit CAT degerlerine bakildiginda ise II. grubun degerleri IIl.grup,
IV. grup, V.grup (60 dk iskemi + 30 dk. reperfiizyon) ve VI. grubun degerlerinden yiiksekti.
I1l. grubun degerleri ise kontrol grubundan disiiktii (p<0,0001). Serum NO degerlerinde
IV.grubun degerleri kontrol grubu, II. grup, V. grup ve VI. grubun degerlerine gore yiiksekti
ancak Ill. grup ile arasinda anlaml fark saptanmadi. Yine III. grubun degerleri ise II. gruba
gore yliksek bulundu (p<0,0001). Doku TNF-o degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadi (p=0,064). Doku GR degerlerinde IV grubun degerleri I, II ve V. gruptan yiiksekti
(p=0,0015). Doku SOD degerlerinde ise III. grubun degerleri kontrol grubuna gore diisiiktii
(p=0,0183). Doku GSH-Px degerlerinde IV. grubun degerleri I, II, III ve VI. gruptan yiiksek
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iken V. grupla aralarinda fark yoktu (p=0,021). Doku GSH degerlerinde III. grubun degerleri
Il. gruba gore diistiktii (p=0,0329). Doku CAT degerlerinde IV. grubun degerleri I, I, V ve VI
gruba gore yiiksek iken III grup ile aralarinda fark yoktu (p=0,0003). Doku NO degerlerinde
IV. grubun degerleri I, II ve III. gruptan daha yiiksekti (p=0,0073). Doku MDA gruplarina
bakildiginda IT grubun degerleri IV ve VI. gruptan daha yiiksek bulunurken (p=0,0064) , doku
MPO degerlerinde III grubun degerleri V gruptan daha yiiksekti (p=0,0065).

Sonug¢: Calismamizdan elde edilen veriler dogrultusunda infliximabin intestinal I/R hasarinda
erken donemde antiinflamatuar ve antioksidan olumlu etkisi oldugunu gérmekteyiz. Ancak
infliximabin olast yeni klinik roliiniin bulunmasi ve sistemik ge¢ donem etkilerinin
anlasilmasi i¢in daha uzun iskemi ve reperfiizyon siireleri ile ayrintili arastirmalara ihtiyag

vardir.

Anahtar kelimeler: intestinal iskemi/reperfiizyon hasari, Infliximab, TNF-a
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ABSTRACT

Aim: To study the effects of infliximab application, which is a monoclonal anti TNF anticor,

in experimental intestinal ischemia reperfusion injury in rats.

Material and Method: In this study, 48 male Wistar-Albino type rats whose weights ranged
between 170 and 270 gr were used. The rats were equally divided into 6 groups, as the control
group (Group 1, n=8), laparotomy+infliximab (Group Il, n=8), 30 minutes ischemia+30
minutes reperfusion (Group Ill, n=8), infliximab+ 30 minutes ischemia+ 30 minutes
reperfusion (Group 1V,n=8), 60 minutes ischemia+30 minutes reperfusion (Group V, n=8),
and infliximab+ 60 minutes ischemia+30 minutes reperfusion (Group VI, n=8). Treatment
groups were done ischemia reperfusion for planned periods of times and laparotomy, and
were injected infliximab (10 mg/kg) intraperitoneally. The control group was given 3 cc %0.9
NaCl intraperitoneally. After the operation, the rats were sacrificed and blood and tissue
samples were taken. The blood and tissue samples were examined by parameters such as
tumor necrosis factor alfa, glutathione, glutathione peroksidas, glutathione reductose, katalas,
superoxide dismutase, myeloperoksidaz, malondialdehit, and nitric oxide. In addition to these,
the tissue samples were examined by light microscope being taken routine tissue follow up

sections after %4 formalin fixation.

Results: Following the defined I/R periods, it was understood that there were no significant
differences among groups for GR, GSH, and MDA results (p=0.0952). Group 11 ( 30 minutes
ischemia+ 30 minutes reperfusion) TNF-a values were only higher than the control group
(p=0.0079). For eritrosid GSH-Px values, the values of the control group and Group Il
(laparotomy + infliximab) were higher than the other groups’. Similarly, the values of Group
Il were higher than Group VI (60 minutes ischemia+30 minutes reperfusion + infliximab)
values (p=0.0006). For Eritroside SOD, the values of Group Il and Group IV (30 minutes
ischemia+ 30 minutes reperfusion +infliximab) were lower when compared to the values of
other groups. When it came to Eritrosid CAT values, the readings of Group Il were higher
than Group 111, Group IV, Group V (60 minutes ischemia+30 minutes reperfusion) and Group
VI values. The values of Group 11 were lower than the control group (p<0.0001). For serum
NO, Group IV values were higher than the control group, Group Il, Group V, and Group VI;

however, there was not a significant difference with Group Ill. Even so, Group Il values
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were found high in comparison with Group Il values (p<0.0001). There were not significant
differences among groups for tissue TNF-a values (p=0.064). In tissue GR values, Group 1V
was higher than Group I, 11, and V (p=0.0015). For tissue SOD values, Group Ill was lower
than the Control group (p=0.0813). As for tissue GSH-Px values, while Group IV was higher
than Groups 1, 11, 11I, and VI, there was no difference with Group V( p=0.021). Group IlI
tissue GSH values were lower according to Group 1l (p=0.0329). While Group IV tissue CAT
values were higher than groups I, 11,V and VI, they were similar to Group Il (p=0.0003). In
tissue NO values, Group IV was higher than Groups I, Il, and 11l (p=0.0073). When tissue
MDA groups were examined, it was seen that Group Il values were higher than Groups IV
and VI (p=0.0064), and for MPO, Group Il1 values were higher than Group V (p=0.0065).
Result: We can see that infliximab has a positive anti inflammatory and antioxidant effect in
the early period on intestinal I/R injury. However, more detailed research with longer
ischemia and reperfusion period is needed for the determination of the possible new clinical
role of infliximab and for the understanding of the later period systematic effects of it.

Key Words: Intestinal ischemia/reperfusion injury, Infliximab, TNF-a
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