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RATLARDA INTESTINAL ISKEMi REPERFUZYON HASARINA LEVOSIMENDANIN
ETKILERI

OZET

Amag: Arteriyel kaynakli barsak kan akiminin kismen veya tamamen tikanmasi sonrasi
intestinal iskemi; kan akiminin yeniden saglanmasi ile reperflizyon ortaya ¢ikmaktadir.
intestinal iskemi reperfiizyon hasari ¢oklu organ yetersizligine ve 6liime neden olabilir.
Bu caligmanin amaci intestinal iskemi reperfizyon hasari Uzerine levosimendanin
etkisinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem: DEUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay alindiktan sonra
agirhiklan 250-300 g arasinda degisen 21 adet erkek Albino Wistar rat her birinde 7’ser
denek olacak sekilde 3 gruba aynlmigtir. Tim gruplara laparatomi uygulanmis ve
superiyor mezenter arter (SMA) diseke edilmig, Sham Grubu'na bagka bir islem
yapiimamigtir. intestinal iskemi Reperfiizyon (IiR) Grubu'nda SMA 60 dk klemplenerek
iskemi olusturulmus ve klemp acilarak 120 dk reperfiizyon icin beklenmistir. intestinal
iskemi Reperfiizyon+Levosimendan (IiR+L) Grubu'nda 12 pg/kg 10 dk levosimendan
yuklemesini takiben SMA klemplenmig, 60 dk iskemi suresince 0,2 pg/kg/dk infizyon
surduriimig, 60 dk sonunda infuzyon durdurulmug ve 120 dk reperfizyon igin
beklenmistir. 120 dk sonunda denekler sakrifiye edilmis, biyokimyasal iglemler (doku
miyeloperoksidaz (MPO) ve Thiobarbitutiruc Acid Reactive Substance (TBARS)) ve
histopatolojik degerlendirme (Chiu skoru) i¢in ileum doku 6rnekleri alinmistir. istatistiksel
degerlendirmede p< 0,05 anlaml kabul edilmistir.

Bulgular: Doku MPO ve TBARS diizeylerinin [IR Grubu’nda, Sham ve lIR+L Gruplarina
gore belirgin yiuksek oldugu, Sham ve I[iR+L Gruplarn arasinda fark olmadigi
bulunmustur. Chiu skorunun Sham Grubu'nda iiR ve [IR+L Gruplarina oranla anlamli
diisiik, /iR grubunda ise [iR+L grubuna gore anlaml yiiksek oldugu saptanmistir.
Tartigma: Calismamizda levosimendanin, deneysel intestinal iskemi reperfiizyon
modelinde doku hasarini azalttigi saptanmig, bu olumlu etkinin 6ncelikle deneysel
calismalar ile ayrintilandirnimasi gerektigi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: intestinal iskemi, reperfiizyon hasari, levosimendan



EFFECTS OF LEVOSIMENDAN ON RATS' INTESTINAL ISCHEMIA REPERFUSION
INJURY

SUMMARY

Purpose: Full or semi arterial obstruction of gut' s blood flow produces intestinal
ischemia and reperfusion occurs by reinstation of blood flow. Intestinal ischemia
reperfusion (lIR) injury can cause multi organ failure and death. The purpose of this

study is to search the effects of levosimendan on IIR injury.

Material and Method: After taking ethic commitee agreement from D.E.U.T.F. 250-300
g weighted 21 male Albino Wistar rat divided into 3 groups (n=7). Laparatomy was
applied to all groups and superior mesenteric artery (SMA) was detected. Nothing else
was applied to sham group. In IIR group SMA was clemped for 60 min. and 120 min.
reperfusion period was applied. In [IR+Levosimendan (IIR+L) group after 12 pg/kg 10
min. levosimendan loading dose, SMA was clemped for 60 min ischemia time with 0,2
uag/kg/h infusion after than infusion was stopped and for reperfusion 120 min were
waited. After 120 min rats were sacrified and for biochemical (tissue MPO and TBARS)
and histopathology researchs ileum tissue samples were taken. p< 0,05 was accepted

as significant.

Results: Tissue MPO and TBARS levels are higher in IIR group compared with sham
and IIR+L group and no difference was found sham and IIR+L groups. In sham group
chiu score was lower than IIR and IIR+L group. In IR group chiu score was significantly

higher than IIR+L group.

Discussion: In present study, levosimendan decreased tissue damage in experimental
IIR model. The effects of levosimendan need more detailed experimental studies.

Key words: Intestinal ischemia, reperfusion injury, levosimendan.

Vi



1. GIRIS VE AMAC

intestinal iskemi reperfiizyon (liR) hasar akut mezenter iskemisi, abdominal aort
anevrizma cerrahisi, strangule herniler, volvulus, neonatal nekrotizan enterokolit,
travma, septik sok ve hatta agir yaniklar gibi pek ¢ok durum igin 6nemli bir sorundur (1).
intestinal IR sonucu olusan hasar sadece bu bolgede sinirll kalmayip, aktive olan birgok
mekanizma ve ortaya cikan toksik urdnler nedeniyle basta akciger olmak Uzere
karaciger, kalp, beyin, bobrekler gibi uzak organlarda hasar olusturur ve ¢oklu organ

yetersizligine (COY) neden olabilir (2).

intestinal IR hasarinin olusmasinda iki mekanizma sz konusudur. Bunlardan ilki
serbest oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz
A2’ nin iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asidlerini
parcalamasidir (2). intestinal iskemik hasar, mukozanin villus tabakasindan baslar (3).
Kapiller gecirgenlik artar ve hasarin siddetine gore barsak mukozasinin tim Kkatlari
tutulabilir (4).

Barsaklar sistemik inflamatuvar yanit sedromunda 6nemli bir rol oynadigindan,
splanknik perfuizyon uzerine vazoaktif ajanlarin etkisi 6nemlidir (5). Levosimendan yeni
bir inodilatator ajandir. Kardiyak troponin C’ nin (TnC) sitoplazmik kalsiyuma duyarlihgini
artirarak kasilmay saglarken, vaskuler duz kas hicrelerindeki adenozin trifosfat (ATP)
duyarl potasyum kanallarini acarak arteriyoler ve ventdz genislemeye neden olur. Ayrica
fosfodiesteraz (FDE) III’ G selektif olarak inhibe eder (6).

Bu caligmanin amaci intestinal iskemi reperfiizyon (iiR) hasar (zerine yeni bir

inotropik ve vazodilatator ila¢ olan levosimendanin etkisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

Gunluk uygulama igerisinde tibbin pek ¢ok dalinda iskemi ve reperflizyonun yer
aldigi olgular vardir. Sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi
ile iskemi ve bu durumlarin resusite edilmesi ile de reperfizyon hasarl ortaya
cikmaktadir. Serebrovaskuler olaylarda, miyokard infarktiistinde, mezenterik vaskuler
olaylarda uygulanan trombolitik tedavi veya revaskuilarizasyon ameliyatlarn da yine
reperflizyon hasarina neden olmaktadir. Travmalarda ve travma cerrahilerinde
hipovolemi ya da kanama kontroli nedeniyle yapilan klemp, tampon uygulamalari
iskemiye neden olurken, resusitasyon sonrasi mutlak bir reperfizyon ile yine iskemi
reperfiizyon (IR) hasari olugsmaktadir. Kardiyovaskiiler cerrahide aortik ya da periferik
arteriyel klemp uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan tablo IR hasar ile karakterizedir.
Transplantasyon cerrahisinde de kaginilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi
ve reperfizyonu sdz konusu olup olugsan hasar greft fonksiyonlarini etkilemektedir.
Ozetle butiin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunun takip eden
bir repefiuizyon sureci vardir (7).

2.1 iskemi

iskemi, organ veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagh olarak
gelisen geri dondsumli veya donusimsiz hicre ve doku hasaridir (1). Geri
donusumsuiz hucre hasarini onleyebilmek igin dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi
(reperfuzyon) gerekmektedir. Ancak reperfuzyonun gergeklesmesi, iskemik dokularda
iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha fazla hasara yol agmaktadir. iskemi ve
reperfiizyon periyotlarindan olusan bu zararll etkilerin timiu IR hasari olarak
adlandirimaktadir (8).

Oksijen (02) hiicre fonksiyonu igin temel gereksinimdir. iskemi sonucu dokulara
yeterli O2 saglanamamasi hicre disfonksiyonuna ve sonugta hiicre 6limune neden olan
bir dizi kimyasal olay! baslatir. Olusan bu anaerobik metabolizmayla laktik asit artiginin

yarattigi asidoz normal enzim kinetigini degistirerek yiksek enerjili baglarin azalmasina



ve hicre dengesinin korunmasi i¢in gereken enerjinin yetersiz kalmasina sebep olur

(3,9).

iskemi nedeniyle gerekli enerjinin saglanamamasi hiicre membraninda bulunan
adenozin trifosfat (ATP) bagimh Na'/K* pompasinda iglev yetersizligine yol acar. K*
hiicre digina ¢ikarken Na* ve CI™ iyonlari hiicre icine girerler. iyon dengesizligi hiicre
icerisinde izoozmotik su birikimine ve akut hicre sigsmesine neden olur. Anaerobik
glikoliz sonucu olusan asidoz, karbondioksit (CO2) birikimiyle olusan karbonik asit
(H2CO:3) ile daha da derinlesir. ATP bagimh ¢aligan diger bir pompa ise ekstraselltler ve
intraselliler kalsiyum'u (Ca™) dengelemektedir. intraselliler Ca*? artisi ile proteolitik
enzimler ve fosfolipazlar aktive olurlar. Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik asit
olugsumu ile sonuglanir. Aragidonik asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder

ve serbest radikal olusumunu arttirir (10,11)(sekil 1).

Zedeleyici ajan

W\

Mitokondri

Endoplazmik
retikulum

Sitoplazmik Cat+ artisi
fi

& ¥ v
ATPaz Fosfilipaz Proteaz
ATP Fosfolipit Membran ve
azalmasi azalmas hiicre iskelet
proteinlerinin
», parcalanmasi

Sekil 1: Hucre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin sebepleri ve sonuclari
(11).



Hucre icerisinde olugsan bu sitotoksik olaylar sonucunda ribozomlar grandlli
endoplazmik retikulumdan ayrilir. Polizomlar monozomlara pargalanir ve protein sentezi
azalir. Bu asamadan sonra iskemi hala devam ederse geri donisumsiz zedelenme
ortaya cikar. Hasara, mitokondrilerde giddetli vakualizasyon ve matrikste kalsiyumdan

zengin gekilsiz yogunluk birikimi eslik eder (11).

Membran hasarinin potaniyel nedenleri (11)(sekil 2 ):

a) Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybs: iskemiye bagh kalsiyum artisi ile endojen

fosfolipazlarin aktivasyonu yikimin artmasina yol agabilir.

b) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre ici Ca™® " un artmasi ile aktive olan proteazlar

hiicre ¢atisina zarar verebilirler.

c) Serbest oksijen radikalleri (SOR): indirgenmis O: tiirevleri hiicre membranina ve
elemanlarina zarar verirler. SOR iskemik dokularda, 0zellikle kan akiminin
dizelmesinden sonra artar ve blyuk oOlctde reperfiizyon sirasinda zedelenme alanina

gelen polimorfonikleer l6kositler (PMNL) tarafindan olusturuldugu digstntlmektedir.

d) Lipid yr/kim drunleri: Fosfolipidlerin par¢calanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken
bu trdnler membranlar Gizerinde hasar olusturur (11).

Membran hasarinin mekanizmalari ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan

+2

olaylarla Ca™ un bol miktarda hicre igine girmesidir(11).
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Sekil 2: iskemi sonucu membran hasar mekanizmalari (3).

iskemi siiresince ATP (retimi kisithdir. Fakat yasamsal faaliyetlerin devami igin
tiketim surmektedir. ATP enerji uretmek icin ADP’ ye daha sonrada adenozine
indirgenir. Adenozin, intraselliler alanda inozine, sonra da hipoksantine donusdr.
Hipoksantin oksijenli ortamda ksantin oksidaza ardindan Urik aside donusturtlerek atilir.
Fakat iskemik dokuda yeterli oksijen olmadigindan hipoksantin dokuda birikir (12).
Michael ve ark. (13) yaptiklan calismada iki saat sure ile kismi iskemi uygulanmis
intestinal dokuda, iskemi sonrasi ATP konsantrasyonunun iskemi Oncesi
konsantrasyona gore %40 azaldigini ve hipoksantin miktarinin da 7,6 kat arttigini
gostermislerdir.



2.2 Reperfuzyon

Reperfuzyon hasari, belirli bir siire iskemiye maruz kalan dokularin tekrar perfuze
olmasi sonucu mikrosirkilasyonda gorulen tikanmalar ve tekrar perfize olan dokunun

nekrozu ile karakterize bir yaralanma olarak tanimlanmistir (14).

iskemik dokuda kan akiminin yeniden saglanmasinin, enerji gereksiniminin yeniden
yapilanmasi ve toksik metabolitlerin ortadan kaldiriimasi gibi yararh etkileri olmaktadir
(3). Ancak iskemik dokunun reperfizyonu paradoksik olarak daha fazla hasara yol
acmaktadir. Parks ve Granger (15), yaptiklar deneysel ¢calismada reperfiizyon ile olugan

hasarin iskemi ile ortaya ¢ikan hasardan daha fazla oldugunu gostermiglerdir.

Reperflizyon hasarinin olusmasinda iki mekanizma s6z konusudur. Bunlardan ilki
serbest oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz
A2 nin iskemik dénemde Ca*? etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asidlerini
parcalamasidir (16).

2.2.1 Serbest Oksijen Radikalleri

Reperfizyonun saglanmasi ile birlikte sitotoksik olaylar serisi baglar. Bu olaylari
baslatan faktorlerin en 6nemlisi SOR’ dir (17). Reperfiizyon sonucu dokuya kan ve O2
saglanir. Dokuda iskemi sturesince biriken hipoksantin atiimaya calisihr. Oksijen
varliginda ksantin oksidaz enzimi aktive olarak serbest oksijen radikallerini olusturur
(18). Serbest oksijen radikali, superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit ve
02" ye donugur. Hidrojen peroksit ise katalaz enziminin etkisiyle su ve O2' ye ¢euvrilir
(19)(sekil 3). Artan SOR’ un baslattidi lipid peroksidasyonu ve protein hasari sonucu
hicre fonksiyonlari bozularak doku nekrozu ortaya ¢ikar (17).
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Sekil 3: iskemide piirin metabolizmasinin geligsimi ve ksantin dehidrogenazin ksantin

oksidaza cevrilmesi, reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu (13).

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de PMNL’
lerin hasarli dokuda birikmesine yol acar. Notrofil ve monositler primer lizozomal
granullerinde bir hemoprotein (HEM) enzimi olan miyeloperoksidaz (MPO) igerirler.
Notrofiller dolagimda bulunan PMNL’ lerin % 90’Indan fazlasini olustururlar. Dokuya
gelen aktive PMNL’' ler MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve katyonik
proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu enzimler dokudaki hasar arttirirken daha

fazla radikal olusmasina neden olurlar (19)(sekil 4).
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Sekil 4: Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayli etkileri (13).

Serbest oksijen radikalleri dokuda deoksiribontkleikasit (DNA), protein ve en ¢ok
da lipidlerle reaksiyona girerek vyapilarini bozarlar. Lipid peroksidasyonu (LP)
basladiginda yeni serbest radikaller olusturarak kisir donguyu tetikler ve reperfiizyon
hasarinin diger mediyatorii fosfolipaz A2' yi aktive eder. Fosflipaz A2' tarafindan aktif
hale getirilen lisofosfolipaz, trombosit aktive edici faktor ve arasidonik asit ile lipid
peroksidasyonu devam eder. LP sonucunda hidrokarbonlar, pentan ve lipid
peroksidasyon belirleyicisi olarak da kullanilan son triin Thiobarbitutiruc Acid Reactive
Substance (TBARS) veya malonildialdehit (MDA) agiga ¢ikar (12).



2.2.2 Fosfolipaz A2

Diger bir mekanizma ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A2’ nin iskemik dénemde
kalsiyum etkisiyle aktive olarak hicre membranindaki yag asidlerini par¢calamasidir (16).
Fosfolipaz A2’ nin etkisiyle lesitinden lizolesitin, sefalinden lizosefalin, fosfatidilkolinden
lizofosfatidilkolin meydana gelir. Fosfolipaz A2 ayrica aragidonik asit mekanizmasini
aktive ederek prostaglandinlerin ve lokotrienlerin Uretimini de uyarir. Lizolesitin, ¢ok
sitotoksik bir maddedir. Lizofosfatidilkolin normalde iskemiden sonra gorulen intestinal

gecirgenligi arttirir (19).

2.3 intestinal iskemi-reperfiizyon hasari

Barsak kan akiminin genellikle arteriyel kaynakh parsiyel veya tam obstriksiyonu
sonrasi intestinal iskemi ortaya ¢ikar. Mezenter iskemilerinin gogunda neden, aortadaki
aterom plaklarindan kaynaklanan siperiyor mezenterik arter (SMA) embolisidir (20).
Bunun diginda miyokard infarkttsi, dissekan anevrizma, aortik rekonstruktif cerrahiler,
hiperkoagulabilite, sepsis, invaziv neoplazmlar, abdominal travma, sok, dehidratasyon,
barsak rezeksiyonu, volvulus gibi bircok durum da mezenter iskemisine yol agmaktadir
(11).

intestinal iskemik hasar barsak mukozasinin villus tabakasinda baglar (3). Kan
akiminda kisa sureli azalmalarda bile villus uglarinda agir hipoksi olugarak iskemik doku
hasari olusabilir. Once kapiller ardindan mukozal permeabilite artar. Yuizeyel mukozada
olusan hasari transmukozal ve transmural hasar takip eder. Kritik ve septik hastalarda
gorulen intestinal iskemi, yuzeysel mukozal hasara sebep olurken strangulasyon,
mezenterik vaskiler okliizyon, non-okluziv obstriiksiyon olarak bilinen durumlar ise daha
derin doku hasarina neden olurlar (4). Gegici iskemiden kaynaklanan dedgisiklikler
yuzeyel ve lokalize olabilecegi gibi transmural infarktiis veya gangren ile birlikte yaygin
olabilir. Olugsan patolojik gorinim iskeminin siddeti, suresi, olayin hizi ve kollateral
dolagimin bulunup bulunmamasi gibi etkenlere baglidir (21).



intestinal iskemi sirasinda artan kapiller permeabiliteye birgok mekanizma katkida
bulunabilir. Mukozal kapillerlerin bakteriyel endotoksinler ve lizozomal enzimlerle
karsilasmasi durumunda permeabilite artigi olacagi gibi, iskemik ince barsaktan
serbestlesen histamin, bradikinin, prostaglandinler gibi ¢esitli vazoaktif maddeler de bu
artisin patogenezine katkida bulunmaktadir. Mukozanin iskemik hasar sonucunda
l[imenden daha fazla miktarda proteolitik enzim, bakteri ve endotoksin dolagima
girmektedir. Bunun sonucunda kardiyodepresan faktorlerin de salinimiyla kardiyak ve

respiratuvar sistemler bozulur, intestinal iskemi daha da artar (22).

iskemi reperfiizyon hasarinin gerek baslatici gerekse ilerletici nedenlerinin baginda
gelen serbest oksijen radikalleri, normal metabolizma sirasindaki oksidasyon reduksiyon
reaksiyonlar sirasinda da olusan bir Grinddr. Ancak inflamasyon, iskemi, radyasyon,
antibiyotik ve antineoplastik ilacglarin klinik uygulamalarinda oksijen metabolizmasinin
artmasi sonucu artan serbest oksijen radikalleri hicresel membranlar, enzimler,
polisakkaritler ve nikleik asitler tGizerinde toksik etki olugturarak doku hasarina yol acar
(22,23).

intestinal IR hasari sonucu SOR olusturan en 6nemli mekanizma, hipoksantin-
ksantin oksidaz yoludur. Hipoksantin, dokunun oksijenizasyonuyla ksantin dehidrogenaz
araciigiyla urik aside donusur. Hipoksi halinde ise ksantin dehidrogenaz ksantin
oksidaza ceuvrilir. Bu enzimlerin en yuksek konsantrasyonu villus uglarinda saptanmigtir
(24).

Serbest oksijen radikalleri intestinal sistemde dogrudan c¢evredeki molekulleri
etkileyerek hiicre membraninin yapi ve butinlagind bozarlar. Serbest oksijen radikalleri
ve lipid peroksitlerinin dolayli etkisiyle fosfolipaz A2 ve arasidonik asit metabolizmasi
aktive olur. Reaksiyon sonucu olusan prostaglandin, tromboksan ve l6kotrienler,
permeabilite degisikliklerine, mikro ve makro sirkiilasyonda bozukluklara aracilik ederler.
iskemik dokudan aciga ¢ikan bazi maddeler ve nétrofiller SOR etkisiyle kapiller damar

duvarina yapisarak doku igine go¢ ederler (25).
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intestinal mukoza villus kapillerlerinde IR sonrasi gorilen diger bir olay
mikrovaskiiler vazodilatasyona eglik eden kapiller permeabilite artigidir. Interstisyel
alana, barsak limenine sivi ve eritrositler kagarak kapiller tikaglar ortaya ¢ikar. Sonug
olarak reperfizyon bagladiktan kisa bir stre sonra, notrofil ve eritrosit tikaglarn doku

kanlanmasinin tekrar azalmasina yol agar ki bu olaya “no-reflow fenomeni” denir (25).

2.4 intestinal iskemi-reperfiizyon hasarinin sistemik etkileri

intestinal IR hasari sonrasinda basta akcigerler olmak iizere uzak organlarda
olugan hasar ¢oklu organ yetersizligine (COY) ve 6lime neden olabilir (26). Akcigerlerde
0dem, hemoraji ve PMNL infiltrasyonu ile karakterli bir durum ortaya cikar (27). Bu
hasar tanimlayan pek ¢cok mekanizma olmakla birlikte, %80’ inde PMNL’ lerin sorumlu
oldugu bildirilmistir (26,28).

intestinal IR hasari, barsak mukoza engelini bozarak bakteriyel translokasyona
neden olur (28,29). Endotoksin, farkli dokularda monosit ve makrofajlari uyararak
inflamatuvar sitokinlerin sentez ve salinimini uyararak sistemik inflamatuvar yanit
sendromunu baslatan primer mediyatordir (27,30). Makrofajlar agisindan zengin olan
akciger ve karaciger transloke olan endotoksinin ilk gegtigi organlardir (28). intestinal IR
hasarini takiben vena porta yoluyla karacigere ve akcigere ulasan endotoksinler, 6nce
Kuppfer hicrelerini ve sonra alveolar makrofajlari aktive ederek timor nekrozis faktor
alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin tretimini arttirirlar (28,30).

TNF-a 17kDa molekul agirliginda bir sitokindir. Aktive monosit, makrofaj, mast,
endotel, T, B ve Kuppfer hiicrelerinde uretilir. intestinal IR sonrasi olusan akut akciger

hasarindan sorumlu tutulan en dnemli sitokin oldugu 6ne surilmektedir (26).
intestinal IR hasarinin bébrekler tizerinde de olumsuz etkileri bulunmaktadir. SMA’

nin bir saatlik iskemi ve bir saatlik reperfiizyonu ile bobrek kan akiminda, sodyum ve

indlin Klirensinde belirgin digme kaydedilmis (31). Bir diger arastirmada ise olusturulan
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lIR hasarinin hepatik kan akimi, safra tretimi ve ATP diizeylerini belirgin disirerek,

karaciger perfuzyonu ve fonksiyonlarini azalttigi gosterilmistir (32).

2.5 intestinal iskemi reperfiizyon hasarini azaltici yontemler

iskemi reperfiizyon hasari sonucu olugsan oksidatif stresi azaltmak i¢in antioksidan

mekanizmalar ve farkl ekzojen yontemler bulunmaktadir (3).

2.5.1 Dogal (endojen) Antioksidanlar
2.5.1.1 Enzimler

Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

Solumun zincirinin son enzimi sitokrom oksidaz superoksidi detoksifiye eder. Bu
islem oksidasyon reaksiyonu ile olur ve sonugta enerji dretimi saglanir. Ancak
superoksid Uretimi ¢cogu zaman bu enzimin kapasitesini asar bu durumda diger

antioksidanlar devreye girer(33).

Superoksid Dismutaz

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gergeklesir.
SOD, Superoksit radikalini metabolize eder ve daha zararl olan hidroksil radikalinin
olusumunu engeller. Stuperoksit radikalini hidrojen perokside (H202) ve molekuler Oz’ ye

donusturur. Tepkime Urtind olan H202 tarafindan inhibisyona ugrar (34).

Katalaz

Katalaz, konsantrasyonu degismekle birlikte tum hicrelerde bulunan yapisinda bir
hemoprotein iceren enzimdir. Sitoplazmada %20, peroksizomlarda %80 oraninda
bulunur. H202'nin olugsum hizinin yuksek oldugu durumlarda katalitik reaksiyonla iki

molekul H202' yi suya donusturerek ortamdan uzaklastirir (35).
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Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltiimasinda rol oynayan serbest radikallerin
hiicre icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu onleyen en
onemli endojen mekanizmalardandir. intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiclii
thiol bilesigidir. GPx enzimi, glutatyondan ayirarak H202" yi suya donusturdr, selenyuma
bagl sitoplazmik bir enzimdir, H202' yi detoksifiye ederek su ve okside glutatyona
donustarur (36).

Glutatyon-S-Transferaz
Ozellikle arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tzere lipid peroksitlerine
kargl Glutatyon-S-Transferazlar selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz aktivitesi

gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar (36).

Hidroperoksidaz

2.5.1.2 Enzim Olmayanlar

Lipid fazda bulunanlar
a-tokoferol ve B-karoten

Swvi fazda bulunanlar (hicre sitozoliinde veya kan plazmasinda)

Askorbik asit, melatonin, Urat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin,

myoglobin, hemoglobin, ferritin, metiyonin,albdmin, bilirubin, glutatyon.

2.5.1.3 Diger Antioksidanlar

Karotenoidler, melatonin, glutatyon, Urat, sistein, albiimin, sertloplazmin (37).
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2.5.2 Ekzojen Antioksidanlar ve diger yontemler

Vitamin E, vitamin C gibi vitaminler stperoksit, hidroksil ve lipid peroksit radikallerini
tutma Ozelligine sahiptirler. Siperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
enzimler, allopurinol gibi metal baglayan proteinler, dimetil silfoksit, desferroksamin gibi
bircok ajan oksijen radikallerinin olusumunu azaltarak, radikallerin yikseltgen olmalarini

engeller ya da DNA onarim mekanizmalarini arttirarak antioksidan etki gosterirler (3).

Topaloglu ve ark (38), iskemiye maruz kalan intestinal dokuda artig gosteren
prostaglandin E2' nin (PGE-2), rat intestinal IR hasar (izerine etkilerini aragtirdiklar
calismalarinda, PGE2’ nin barsaktaki iskemik hasari anlamli olarak azalttigini, iskemik
hasarin geri donugumsuz safhaya gelmesini 6nledigini bildirmigler. Zhang ve ark (39)
barsak epitelinin endokrin hicrelerinden salinan ve mukozal DNA tamirini arttiran
glukagon-like peptit 2’ nin (GLP-2) rat intestinal IR hasar (izerine koruyucu etkilerini
arastirmiglar, GLP-2’ nin bakteriyel translokasyonu, SOR’ un olusumunu, endotoksin 1
salimmini ve proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini azaltarak intestinal IR hasarina karsi

koruyucu oldugunu goéstermislerdir.

Oxymatrine, “sofora flavences ait” isimli geleneksel Cin bitkisinden elde edilen ve
kronik hepatit tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Farmakolojik etkileri arasinda immun
sistemin duzenlenmesi, antiinflamatuvar ve histamin saliniminin  engellenmesi
bulunmaktadir. Zhao ve ark (2), rat intestinal IR hasarina oxymatrine’ nin etkisini
arastirdiklar caligmalarinda bu ajanin lipid peroksidasyonunu, apoptozisi ve histolojik

hasar azalttigini bildirmislerdir.

Uzun bir iskemi déneminde olusan hicre hasarini azaltmak amaciyla iskemi
oncesinde uygulanan kisa iskemi reperfiizyon periyodlari iskemik 6nkosullama (IOK)
olarak tanimlanir (40). Davis ve ark (41), rat ince barsaginda, IOK’' nin Iokositlerin
inflamasyon alanina yonelmesinde etkili olan P-selektinin artisini ve boéylece notrofil

adezyonunu o6nledigi bulmuslar. IOK, uzak organlardaki hasart TNF-a aracili P-selektin
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artisi (42) ve lipid peroksidasyonunu azaltarak iyilestirmektedir (43). Tam olarak
netlesmemekle birlikte IOK’ nin etki mekanizmasinda en ¢ok nitrik oksit (NO), adenozin,

protein kinaz C (PKC) ve 1s1 sok proteinleri Gzerinde durulmaktadir (44).

Iskemi reperfiizyon hasarinin énlenmesi icin IOK yaninda farmakolojik 6nkosullama
da (FOK) uygulanabilmektedir. Bu amagla antioksidanlar, nitrik oksit, glutamin, glisin,
enteral beslenme tedavileri gibi bircok madde deneysel olarak uzun siredir

uygulanmaktadir (45).

Alfa-calcitonin gene-related peptide (a-CGRP), IOK’ nin  koruyucu etki
mekanizmasinda NO ile birlikte rol alan, gastrointestinal sistemde yaygin olarak bulunan
kapsain duyarli bir transmiterdir (46). Li ve ark (46), rat intestinal IR hasar tizerine
nitrogliserin ile olusturulan FOK’ nin etkilerini arastirdiklar calismalarinda nitrogliserin
verilen grupta IR grubuna gére serum a-CGRP ve NO seviyelerinin yiiksek histopatolojik

skorun (Chiu skoru) dusuk oldugunu bulmusglardir.

2.6 Levosimendan

Levosimendan, troponin C' ye (TnC) yuksek baglanma afinitesi olan, (R)-[[4-
(1,4,5,6- tetrahidro-4-metil-6-okso-3-piridazinil)-fenillhidrazono]propandinitril yapisinda,
kapal formulu C14H12NeO olan piridazinon-dinitril tirevi kardiyovaskuler bir ajandir (Sekil
5). Molekuler agirhgr 280.3 g/mol’ diur. Orta derecede lipofilik 6zelliktedir. Zayif asittir
(pKa=6.3). Distile su ve fosfat tamponlarinda ¢ozunurligu azdir. Etanoldeki ¢ozunurligu
yuksek oldugundan ticari inflzyon preparatlarinda ¢dzicu olarak etanol kullaniimigtir
47).
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Sekil 5: Levosimendanin kimyasal yapisi (47)

Levosimendan kalp yetersizliginin akut alevlenmesinin kisa donem tedavisi icin

+2

gelistirilmig, miyokardin Ca™“ ‘a duyarlligini arttiran ve vazodilator etkiye sahip yeni bir

inotropik ajandir. Teorik olarak bu ajan, hiicre ici Ca™ ve cAMP dizeylerini

arttirmaksizin, troponin C’' ye baglanarak kontraktil proteinlerin Ca*? *

a duyarhhgimni
arttirarak kardiyak performansi iyilestirirler (48). Ayrica, levosimendan fosfodiesterazi
(FDE) selektif olarak inhibe eder. Diger Ca*? duyarllastincilarin FDE inhibisyonu
terapotik dozlarda izlenirken, levosimendanin bu etkisi yalnizca terapottik duzeyin
Uzerindeki dozlarda izlenmektedir (49). Levosimendanin miyosit ve damar duvarlarindaki
ATP bagmh K" kanallarini acarak, sistemik vaskiller yatakta vazodilatasyona,
miyokardiyal onylk ve artylkte azalmaya neden olmaktadir (48). Levosimendanin
K-ATP kanal agcici etkisi ilacin iskemiye karsi koruyucu etkileri olmasini da

saglamaktadir (50).

Surekli sabit dozda infizyon yapildiginda kararli duruma 4. saatte ulasir; ancak,
daha hizl etki istendiginde yukleme dozu infizyonu ile plazma doruk konsantrasyonuna
12 dk sonra ulagilir. Levosimendan, %95-98 oraninda plazma proteinlerine baglanir.
Karacigerde konjugasyonla metabolize olur, 1/3’ U idrarla, 1/3" U fecesle atilir. Ancak,
barsaktaki bakteriler fecesteki metabolitlerin bir kismini reduksiyonla aromatik bir amin
olan aktif OR-1855 metabolitine donusturirler. OR-1855" de reabsorpsiyon ile

karacigerde asetillenerek daha aktif metabolit olan OR-1896" ya donusur. Saglkl
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gonullilerde OR-1896" nin yarilanma 6mru 60 saattir (51). Seyreltme iglemi %5 glukoz
cozeltisi ve %0.9 NaCl ile yapilir, intravendz infiizyon ile uygulanir. Onerilen tedavi dozu
10 dakikada 6-24 pg/kg yuklemeyi takiben 24 saat boyunca 0.05-0.2 ug/kg/dk surekli
inflzyon seklindedir (52).

Levosimendan in vitro ve in vivo olarak vazodilatasyon olusturabilmektedir.
Levosimendanin insan koroner arteri (53), insan portal veni (54) ve sican mezenterik
arterinde (55) gevseme olusturdugu ve sican arteriyal myositlerinde K-ATP kanallarini
aktive ettigi (56) gosterilmistir.

Barsak kan akiminin azalmasi veya kesilmesi lokal, bdlgesel, sistemik
anormalliklerle sonuclanip ¢oklu organ yetersizligine (COY) yol agabilir (27). Barsaklarin
COY’ ndeki rolii nedeniyle birgok arastirmada vazoaktif ajanlarin etkisi arastiriimistir.
inotroplar ve vazopresorler kalp hizini, kan basincini arttirirken bolgesel kan akimi ve

oksijen tuketimi Uzerine yararli veya zararl etkiler gosterebilirler (57).

Koyunlarda intravenéz (V) Escherichia coli (E. Coli) verilerek olusturulan
hiperdinamik sepsis modelinde norepinefrinin (NE) ortalama arter basincini (OAB)
arttirdigi fakat mezenterik kan akimi tzerine etki olusturmadigi gosterilmig (58). Septik
hastalarda yapilan bir arastirmada NE ve dopamin uygulamasinin hepatosplanknik kan
akimini arttirdigi, hepatik enerji balansi tzerine farkh etkiler gosterdigi saptanmigtir.
Dopamin negatif hepatik enerji balansi olugturmustur (59). Domuzlarda fekal peritonit
yontemiyle olusturulan sepsis modelinde dopamin mezenterik kan akimini dobutamin ve

dopeksamine goére daha fazla arttirmigtir (60).

Levosimendan verilen saglikli kopeklerde selektif olarak duodenal kan akiminda
artis ve splanknik vaskuler direncte azalma olusmustur (61). Endotoksik sok olusturulan
domuzlarda levosimendan On tedavisi portal ven kan akimini ve barsaga O2 sunumunu

arttirmig, ileal mukozal asidozun azalmasina katki saglamamistir (5).
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Saglikl kopeklerde yapilan bir caligmada levosimendan, dobutamin ve milrinonun
mide mukozal hemoglobin oksijenizasyonu, O2 transportu ve tiketimi Uzerine etkileri
karsilastinlmigtir. Levosimendan verilen kopeklerde mide mukozal hemoglobin
oksijenasyonu anlamli olarak artmis, sistemik oksijen transportu hafif dizeyde artmis ve
stabil oksijen tuketimi saglanmigtir. Milrinon verilen grupta benzer O2 transportu ve
tiketimi olmus fakat mide mukozal hemoglobin oksijenizasyonunda artig olmamis.
Dobutamin grubunda tum analizlerde artig olmustur. Bu sonuglarla levosimendanin
sistemik etkilerinden bagimsiz olarak gastrik mukoza Uzerine yararl etkilere sahip

oldugu belirtilmistir (62).

Kalp disinda, diger organlarin iR hasarlarinda levosimendanla yapilmis sinirli
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Aortik klemp sonrasi spinal iR hasarina levosimendanin
etkisinin arastinldigr  bir calismada, levosimendanin norolojik, histopatolojik ve
biyokimyasal parametreleri dizelttigi bulunmustur (63). Renal IR hasarina
levosimendanin etkisinin arastinldigi ¢calismada ise levosimendanin renal tibdler nekroz
ve atrofiyi azalttigi, kontrol grubuna gore TBARS degerlerinin daha duguk oldugu
belirtiimistir (64).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, DEUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alindiktan sonra
Multidisipliner  Deney  Hayvanlar Laboratuvarr'nin olanaklari kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Agirliklari 250-300 g arasinda degisen 21 adet Wistar Albino tipi
erigskin erkek rat, standart rat yemi ve su ile beslenmig, oda Isisinda 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda tel kafeslerde yasatilmistir. Cerrahiden oOnceki 12 saat
sadece su icmelerine izin verilmigtir. Deney siresince hayvanlarin vicut sicakhgi isitic

bir lamba ile korunmustur.

3.1 Anestezi uygulamasi

Anestezi, intraperitoneal 50 mg/kg ketamin (Ketalar ®, Pfizer Pharma GMBH,
Germany) ve 10 mg/kg xylazine hidrochloride ( Alfazyne®, %2, Alfasan International,
3440 AB, Woerden, Holland) uygulanarak saglanmis, gerektiginde doz tekrari
yapiimistir. Sivi ve ilag uygulamalari i¢cin anestezi altindaki ratlarin kuyruk venine 24

gauge kanill (Bigakgilar, istanbul, Tiirkiye) yerlestirilmistir.

3.2 Deney Gruplari ve Protokol

Ug grup olusturulmustur.

Sham Grubu (n=7): Laparatomi sonrasi superiyor mezenterik arter (SMA) yalnizca

diseke edilmistir.
intestinal iskemi Reperfiizyon Grubu (iR, n=7):  Laparatomi sonrasi SMA diseke

edilerek klemplenmig, 60. dk’ da klemp acilmig ve 120 dk boyunca reperfiizyon igin

beklenmistir.
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intestinal iskemi Reperfiizyon + Levosimendan Grubu (iiR+L, n=7): Laparatomi
sonrasi SMA diseke edilmig, 12 pg/kg levosimendan (Simdax konsantre inflizyon ®,
Abbott, 2,5 mg/5 mL, flakon, ABD) infuzyonu baslatiimig, 10. dk sonunda SMA
klemplenmisg, levosimendan inflizyonu 60 dakika boyunca 0.2 pg/kg/dk dozda
surduralmastur (63). Klemp acgildigr anda infiizyon sonlandiriimis ve 120 dk reperfizyon

icin beklenmigtir.

Total caligma sdresi gruplarda ayni tutulmus, calisma sonunda doku Ornekleri
alinmigtir.  Levosimendan solisyonu %0.9 NaCl ile 1 pg/mL olacak sekilde

hazirlanmistir.

3.3 Deneysel Caligsma Protokolu

Anestezi ve kuyruk venine kanulasyon uygulanip 10 dk stabilizasyon saglandiktan
sonra abdomen orta hat insizyonu ile acilmistir. Barsaklar vicut ylzeyine dogru
cikariimig, SMA disseke edilmis ve atravmatik mikrovaskuler klemple sikigtirnlarak 60 dk
iskemi olusturulmustur (Resim 1). Klemp uygulamasindan ©nce intravaskiler
koagulasyonu engellemek amaciyla 50 1U/kg heparin intraventz uygulanmigtir. Yeterli
oklizyon, mezenterik damarlarda pulsasyon olmamasi ve solukluk olugmasi ile
dogrulanmisgtir (Resim 2). Daha sonra klemp kaldirilmis ve 120 dk reperfiizyon igin
beklenmigtir (Resim 3)(39).
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Caligma gruplarinin gematik goérandma

Grup 1 (Sham)

Anestezi uygulamasi
Kateterizasyon
Stabilizasyon

Laparatomi
0dk 10dk 190 dk
Grup 2 (IIR)
Aneste_zi uygulamasi
Kateterizasyon ISKEMI REPERFUZYON
Stabilizasyon
Laparatomi
0dk 10dk 70 dk 190 dk
Grup 3 (IIR+L)
Anestezi uygulamasi | Levo iISKEMI
Kateterizasyon sime + REPERFUZYON
Stabilizasyon ndan i
Laparatomi yukle LE_VO?IMENDAN
0dk 10dk 70 dk 190 dk
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Resim 1:Superiyor mezenter arterin

klemplenmesi

Resim 3: Reperflzyon sonrasi ince barsak dokusu
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Calisma boyunca deneklerin sicakh@i isitici bir lamba ile korunmustur. Sham ve IR
grubuna, lIR+L grubuna verilen siire ve miktarda intravendz SF uygulanmistir (10 dk’ da
12 mL/kg, 1 saat suresince 0,2 mL/kg/dk). Bekleme sireleri boyunca batin islak steril
tamponlar ile kapatiimistir.

Reperfizyonun tamamlanmasindan sonra anestezi altindaki ratlar kansizlagtirma
yontemiyle sakrifiye edilmigtir. Sakrifikasyonun hemen sonrasinda terminal ileumun
proksimalinden 4 cm ileum c¢ikariimig, ¢ikarlan barsak limeni soguk %0,9 NacCl ile
yikanmistir. Cikarilan ileum dokusunun 2 cm’ lik parcasi histopatolojik inceleme igin %10
formaldehit icerisinde saklanmigtir. Kalan ileum dokusu cerrahi tampon ile kurulandiktan
sonra biyokimyasal iglemler igcin (doku MPO-TBARS o6lcumleri) iki esit parcaya bolintp
mikrosantrifiij (eppendorf) tiplerine yerlestiriimigtir. Olciim yapilacagi giine kadar -80°C’

de derin dondurucu i¢cinde korunmustur.

3.4 ince barsak dokusunda MPO ve TBARS élciimi

Doku MPO duzeyleri Krawisz ve ark.in (65) yontemiyle gerceklestirildi. MPO

sonuglari Unite/gram yas doku olarak degerlendirildi. (U/g doku).

Doku TBARS duzeyleri Ohkawa ve ark. (66) belirttigi yontem (tiyobarbitlrik asit
tirevleri; tissue thiobarbitutiruc acid reactive substance /TBARS) ile nmol/g yas doku

olarak o6lguldu.

3.5 Histopatolojik incelemeler

Tum histopatolojik degerlendirmeler, gruplari bilmeyen bir histolog tarafindan
gerceklestiriimistir. ileum dokular %10 formaldehit icinde fikse edilmis, 2 giin bekletilmig,
rutin histolojik takip islemlerinin ardindan parafine gémulmustur. Mikrotom ile 5 pm

kalinliginda alinan doku kesitleri lizinli lamlara yerlegtiriimig, 6rnekler 24 saat 60°C
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etivde bekletildikten sonra hematoksilen-eosin ile boyanmigtir. Barsak dokusundan elde
edilen kesitlerin histopatolojik degerlendirmeleri, Chui ve ark. (38) tanimladigi barsak

skorlamasina gore yapiimis, lezyonlar O ile 5 arasinda derecelendirilmistir.

Tablo 1: ince barsagin histopatolojik degerlendiriimesi, Chiu skoru (38)

SKOR BULGU

0 Normal mukozal villus

1 Kapiller konjesyonla birlikte villus st ucunda subepiteliyal ayrilmalar

2 Subepiteliyal ayriimalarin mukoza epitelini yukari dogru ittigi orta yogunluktaki
gorinim

3 Subepiteliyal ayrilmalarin blyik oranda gézlenmesi, villus boyunca mukozal
epitelin yogun olarak yukari dogru itildigi villus uclarinda deformasyonlar

4 Dilate kapillerlerle birlikte lamina propriyaya dek ulasan villus deformasyonu
Lamina proprianin dlserasyonu, butinligunin bozulmasi ve hemoraji

3.6 istatistiksel degerlendirme

istatistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences 15 ( SPSS
15,0, Chicago, IL, USA ) programi kullanildi. Verilerin analizinde Kruskal-Wallis varyans
analizi uygulandi. Gruplarn ikili kargilagtirmalari icin Mann-Witney U testi ile kullanildi.
Tim degerler ortalama + standart sapma (ort + ss) olarak gosterildi. Istatistiksel olarak

p < 0,05 degeri anlamh kabul edildi.
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4. BULGULAR

DEUTF Deney Hayvanlar Laboratuvar’ nda gergeklestirilen calismaya toplam 21
rat dahil edilmis, tim denekler ¢caligmayi tamamlamistir. Doku TBARS ve MPO degerleri

ortalama + standart sapma olarak gosterilmigtir.

4.1 Tissue thiobarbitutiruc acid reactive substance /TBARS (nmol/g, yag doku)

Sham (188 + 27,32), IR (268 + 39,55) ve [IR+L (195 + 28,51) gruplari
karsilastiridiginda, iR grubunun TBARS diizeylerinde sham ve [iR+L grubuna gore
anlaml artig goriilirken, (sirasiyla p=0,004, p=0,004), sham ve IIR+L gruplan arasinda
fark saptanmamistir (p=0,668).

350

300 -

250 -

200 - | | B Sham
W iir
O iiR+L

150 -~

100 -~

TBARS nmol/g yas doku

50

Sham iR lIR+L
Grafik 1: Ince barsak dokusunda TBARS degerleri.
* iR grubu ile Sham grubu karsilastiridiginda (p=0,004)

T liR+L grubu ile /iR grubu kargilastirildiginda (p=0,004)
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4.2 Miyeloperoksidaz (MPO)(U/g doku)

Sham (4,06 + 0,89), liR (7,50 = 1,38) ve IIR+L (4,72 + 0,88) gruplar
karsilastiridiginda, IR grubunun MPO diizeylerinde sham ve liR+L grubuna gore
anlaml artis goriliirken, (sirasiyla p=0,003, p=0,004), sham ve [IR+L gruplar arasinda
fark saptanmamistir (p=0,110).

10

5 } g iR
4 [ IR+L

MPO U/g doku

Sham iir liR+L

Grafik 2: Ince barsak dokusunda MPO degerleri.
* {iR grubu ile Sham grubu karsilastinldiginda (p=0,003)
t lIR+L grubu ile iR grubu kargilastirildiginda (p=0,004)
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4.3 incebarsak histopatolojik hasar skoru (Chiu skoru)

Sham (0,57 + 0,53), IR (3,71 +* 0,75) ve IiR+L (1,85 + 0,69) gruplarinin
histopatolojik incelemesinde sham grubu Chiu skorlarinin liR ve IIR+L gruplarindan
anlaml diisuk (sirasiyla p= 0,001 ve p= 0,006), liR grubu Chiu skorlarinin ise lIR+L

grubuna oranla belirgin yuksek oldugu saptanmistir (p=0,003).

5
*
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Grafik 3: Ince barsak dokusunun histopatolojik degerlendiriimesi
* iR grubu ile Sham grubu karsilastinldiginda (p=0,001)

T lIR+L grubu ile /iR grubu kargilastirildiginda (p=0,003)
& IIR+L grubu ile Sham grubu karsilagtiriidiginda (p=0,006)
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Sham grubunun barsak kesitlerinin incelenmesinde dokunun normal yapiya sahip
oldugu, villuslarin batinlagundn korundugu, lamina propriyada herhangi bir patolojiye ve
Ulserasyona rastlanmadigi, mononukleer htcre infiltrasyonu ve kapiller permeabilitede
artis bulunmadigi ve hemorajinin olmadigi gézlenmistir (Resim 4).

intestinal iskemi reperfiizyon (lIR) grubunda villus yapilarinin batinliginin
bozuldugu, villuslarda kisalma, kintlesme ve birlesmeler oldugu saptanmistir. Villus
epitel hicrelerinin dokulmus, yer yer tamamen kayboldugu izlenmig, kripta sayisiyla
birlikte bez hucre sayilarinda azalma, lamina propriyada ulserasyonlar, mononukleer

hiicre infiltrasyonu, kapiller permeabilitede artis ve hemoraji gbzlenmigtir (Resim 5).

intestinal IR+L grubunda bulgulann iR grubuna gére daha iyi oldugu, villus
yapilarinin korundugu, az miktarda mononukleer hicre infiltrasyonu oldugu, lamina
propriyada ulserlerin bulunmadigi, kapiller permeabilitede az miktarda artis oldugu ve

hemorajiye rastlanmadigi gozlenmigtir (Resim 6).
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Resim 4: Sham Grubu: Normal yapidaki ince barsak dokusu (Chiu Skoru: 0)(H&E)
(x4, x20)

Resim 5: IiR Grubu: Villus dejenerasyonu, konjesyon, hemoraiji ve (lserlerin goriindiigii
ince barsak dokusu (Chiu skoru: 5) (H&E) (x4, x20)

Resim 6: liR+L Grubu: Hafif kapiller konjesyonla beraber villus uglarinda ayrilmalarin
bulundugu ince barsak dokusu (Chiu skoru:1)(H&E) (x4, x20)
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5. TARTISMA

Barsak kan akiminin azalmasi veya kesilmesiyle olusan iskemi, kan akiminin
yeniden saglanmasiyla meydana gelen reperfiizyon, inflamatuvar sitokinler ve serbest
oksijen radikallerinin (SOR) olugsumuna yol agmaktadir (22). Sitotoksik olaylar serisi
barsagin bariyer fonksiyonunu bozarak toksik Urtinlerin sistemik dolagima gegmesine ve
uzak organlarda hasar olugsmasina neden olabilmektedir. Hem bolgesel hem de akciger
basta olmak Uzere bobrek, karaciger, kalp gibi organlarin tutulumu COY’ a vyol
acmaktadir (26).

Coklu organ yetersizliginde, etkilenmis organ sayisi ile mortalite arasinda yakin
iligki vardir. D6rt veya daha fazla organ yetersizligi durumunda, yapilan tedavinin turiine
ve yogunluguna bakilmaksizin mortalite %90’ In Uzerine ¢ikmaktadir. Coklu organ
yetersizliginde olugan oksijen acigi ile sag kallm dogrudan iligkili olup dokuya oksijen
sunumunu arttiran her tarld girisimin sag kalimi olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir
(67).

intestinal IR hasari barsak mukozasinin villus tabakasindan baglayarak tim
mukoza katlarini tutarak 6dem ve hemorajiye neden olabilir (3). Hasarli barsak
bdlgesinden aciga c¢ikan toksik drtnler akciger ve karacigerdeki makrofajlar tizerinden
TNF-a' y1 aktive ederek akut akciger hasari ve karacigerde fonksiyon kaybina yol
acmakta (28), kardiyodepresan faktorleri de aktive ederek bu organlarin perfiizyonlarini
bozmaktadirlar. intestinal IR hasar ile ortaya ¢ikan bu degisiklikler bolgesel kan akimini
azaltip ince barsak perfuzyonunu bozmakta ve hasar daha da artmaktadir (30).

Levosimendan splanknik ve mezenterik kan akimini olumlu etkileyerek intestinal
perfizyon ve oksijenizasyonu artirmaktadir (48,61,68). Dopamin de levosimendan gibi
mezenterik kan akimini artirmakta ancak bu etkiyi olugturan dozlarda negatif hepatik
enerji balansi ortaya ¢ikmaktadir. Vazopressin ve epinefrin ise splanknik kan akimini
azaltmaktadir (57).
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Levosimendan, pimobendan ve milrinonun kalp debisinin bdlgesel dagilimina
etkileri deneysel olarak arastiriimis, ilaglarin hemodinamik etkileri benzer bulunmakla
birlikte, levosimendanin ince barsak ve karaciger kan akimini arttirirken splanknik

damarlarda direnci dusurdugu belirlenmigtir (61).

Garcia-Septiem ve ark (68) domuzlarda IV E.Coli ile olusturulan septik sok
modelinde levosimendan ©6n tedavisinin portal kan akimini, barsak mukoza
oksijenasyonunu ve pulmoner fonksiyonlari iyilestirdigini gostermislerdir. Ulasabildigimiz
kaynaklara gore calismamiz intestinal IR de 6ntedavi olarak levosimendani irdeleyen ilk
arastirmadir. ince barsak dokusunda TBARS, MPO diizeyleri ve Chiu skoru,
levosimendan uygulanan grupta iR grubuna oranla belirgin disiik saptanmistir. Bu
sonucun bashca nedeninin bolgesel kan akimi artisi, splanknik diren¢ azalmasi,
mukozal oksijenasyonun yukselmesi olabilecegi dusunulmustir. Benzer sekilde
Schwartze ve ark (62), herhangi bir iglem yapilmamis kopeklerde levosimendan,
dobutamin ve milrinonun mide mukozal Hb oksijenasyonu, oksijen transportu ve oksijen
tuketimi Gzerine etkilerini karsilastirmiglar; dobutaminin oksijen tuketiminde artisa neden
olurken, milrinonun mukoza oksijenasyonunu artirmadigi, levosimendanin ise mide
mukoza oksijenasyonu ve sistemik oksijen transportunu yukseltirken oksijen tiketimini
stabil tuttugunu belirlemiglerdir. Gastrik mukozal oksijenizasyonu arttirmada
levosimendanin milrinon ve dobutaminden ustun oldugunu vurgulayan calismacilar,
levosimendanin splanknik iskemi riski olan hastalarda alternatif olarak kullaniimasini

Onermiglerdir.

Bircok calismada, deneysel IR hasar modelini olugturmak icin farkli iskemi ve
reperfizyon sureleri uygulanmistir. Mallick ve ark. (69) deneysel modellerini 30 dk
iskemi, 120 dk reperfiizyon yaparak olusturmuslardir. Arruda ve ark. (70) liR hasarinin
brons hiperaktivitesi ve serum TNF-a dizeyleri tzerine olan etkilerini arastirdiklar
calismalarinda hasar modelini 45 dk iskemi, 120 dk reperflizyon seklinde belirlemiglerdir.

Bu calismada, levosimendanin etkisini izleyebilmek amaciyla daha uzun iskemi sureci
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ongoren Zhang ve ark.arinin (39) 60 dk iskemi, 120 dk reperfizyon yodnteminin

uygulamasi tercih edilmistir.

Levosimendanin intestinal IR modelinde olugan bélgesel hasarlanma (izerine
etkilerini aragtiran bir calismaya rastlanmamistir. Literatiirde, kalp disinda diger organ iR
modelleri Uzerine levosimendanin etkisinin arastirildigr ki calismaya ulagilimistir.
Katircioglu ve ark (63) tavsan spinal IR modelinde, iskemi 6ncesi 12 pg/kg 10 dk
levosimendan yuklemesini takiben 30 dk iskemi suresince 0.2 pg/kg/dk inflizyon
uygulayip 24 saat reperfizyon sagladiklari caligmalarinda, Tarlov skoru, TBARS ve
MPO degerlerini kontrol grubuna gore anlamh dizeyde dusiuk bulmuglardir.
Levosimendanin dnerilen klinik dozu 6-24 pg/kg ytkleme dozu sonrasi 0,05-0,2 pg/kg/dk
inflizyon olarak bildirilmistir (71). Bu nedenle ¢alismamizda kalp diginda yapilmis iki IR
calismasinda biri olan ve Klinik terapotik doz araliginda bulunan Katircioglu ve ark (63)

kullandidi levosimendan dozunu kullandik.

Iskemi reperfiizyon hasarini azaltmak ve COY gelismesini engellemek igin temel
tedavi yontemleri bulunmaktadir. Bunlar yeterli volum replasmaninin saglanmasi,
hicresel fonksiyonlarin  korunmasi, mediyator sistemlerinin  aktivasyonunun
engellenmesi, mikrosirkulatuvar dolasimin dizenlenmesi ve agiga ¢ikan SOR’ un toksik
etkilerinin azaltiimasidir (72). Bu amagcla IOK, antioksidan ajanlarla tedavi, NO
uygulamalari, antikompleman terapi ve cesitli ajanlarla olusturulan FOK kullanilmigtir
(73).

Farmakolojik 6n kosullama, ince barsagi iR hasarina kargi koruma yéntemlerinin en
onemlilerinden biridir. Olusturulan modellerde farkli mekanizmalar tzerine etkili birgok
ajan kullanilmistir. Serbest oksijen radikalleri iR hasarindan sorumlu tutulan baslica
faktorler olup, endojen ve ekzojen antioksidanlar sagaltimda 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
amagla allopurinol, SOD, desferroksamin, N-Asetil Sistein (NAS), etanol, askorbik asit,
tokoferol gibi pek ¢ok antioksidan kullaniimistir (73). Mollen ve ark (74) hemorajik sok

modelinde NAS’ in reaktif oksijen turevlerini azalttigini ve hepatositlerde oksidatif stres
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yukinin azaldigini ileri surmuslerdir. Antioksidanlar diginda pentoksifilin, kaptopril,
verapamil ve nitrogliserin gibi pek ¢ok ila¢ IiR hasarinda FOK amaciyla arastirimis ve
etkili olduklar bildirilmigtir (39,46,73).

Hidrojen peroksid, SOR’ un slperoksid dismutaz (SOD) tarafindan yikilmasi
sonucu oksijenle birlikte olusan bir ara driindiir (19). intestinal IR hasar sonucu artan
SOR ve hidrojen peroksidin, lipid peroksidasyonu ve protein hasarini baslatarak hicre
apoptozisi ve doku nekrozuna yol actig! bildirilmistir (17). Olusan lipid peroksidasyonu
sonucu TBARS agiga ¢ikmaktadir. Calismamizda doku TBARS diizeyleri [iR grubunda
sham ve [IR+L gruplarina gére anlaml yiksek bulunmustur. Bu sonug levosimendanin
barsak iskemi reperflizyonu sonrasinda ortaya ¢ikan lipid peroksidayonunu azalttigini
gOstermektedir. Miyozit kiltirinde levosimendanin oksidatif strese etkisini arastiran
Maytin ve ark (75), ilacin klinik terapotik doz araliginda K-ATP kanallarini agtigini,
hidrojen peroksidin olusturdugu apoptozisten hicreyi korudugunu bulmuslardir. Bu
nedenle calismamizda levosimendanin bir diger etkisinin direkt antioksidan o6zellik
gostermesi yani sira FOK olabilecegi diisiinilmiistiir. Benzer sekilde deneysel iiR de
oxymatrine (2) o©n tedavisinin lipid peroksidaz uretimi ve apoptotik indeksi azalttigi,
GLP-2 (39) ve N-metil D-aspartat antagonisti (76) On tedavilerinin de lipid

peroksidasyonunu engelledigi ifade edilmistir.

iskemik 6n kosullamanin deneysel intestinal IR hasarinda nétrofil adezyonunu ve
TNF-a aracili P-selektin artigini bloke ederek koruyucu oldugu gosterilmistir (42). Bu etki
ilk defa 1996 yilinda Hotter tarafindan tanimlanmstir (77). Moore-Olufemi ve ark (78) IiR
sonras! barsak disfonksiyonu ve mukoza hasari iizerine IOK’ nin koruyucu etkisini
incelediklerinde 3 donguliik IOK nin Chiu skoru ile MPO aktivitesini diistrdigunii ve
barsak gecirgenligini azalttigini belirlemislerdir. Domuz kalbinde yapilan bir calismada IR
hasarina kargi levosimendanin K-ATP kanallarini acarak olugturdugu 6n kosullamanin
IOK kadar etkili oldugu bulunmustur (48).
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Calismamizda IiR hasar sonucu dokuya gelen nétrofil ve monositlerin agiga
cikardigi MPO enzimi IR grubunda sham ve IIR+L grubuna goére anlamh yiiksek
saptanmistir. Bu, IOK’ nin koruyucu mekanizmalarindan olan nétrofil adezyonunu
engelleyici etkisi ile benzesmektedir. [IR grubunda ortama daha c¢ok nétrofil goc
oldugunu ve levosimendanin reperfuzyona bagh notrofil akimulasyonunu azalttigini
bulduk. Parissis ve ark. (79) levosimendanin proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-6) ve
apopitoz mediatorlerinin  (Fas-Fas ligand) salinimini azaltarak antiinflamatuvar ve
antiapoptotik etki gosterdigini yayimlamislardir. Bu aragtirmada inflamatuvar sitokinler ve
adezyon molekiilleri calisilamamistir. [IR+L grubunda MPO aktivitesinin iiR grubuna
oranla belirgin digik ¢ikmasi, yogun antiinflamasyonu isaret etmektedir. Leflunomide 6n
tedavi uygulamasinda da benzer sekilde MPO aktivitesinin azaldigi belirtilmistir (80). Ek
olarak levosimendanin FDE Il inhibisyonu yaptigi (81), FDE Il enzim inhibitdrlerinin
inflamatuvar sitokinlerin baskilanma yol actigi bildirilmistir (82). Katircioglu ve ark. (63)
levosimendanin spinal IR hasarina karsi koruyucu oldugunu ve bu koruyucu etkinin K-
ATP kanallarini agmasinin yani sira FDE Ill enzimini inhibe etmesine bagl olabilecegini

belirtmiglerdir.

Yakut ve ark (64) renal IR da levosimendanin histolojik skor (tiibiiler nekroz, atrofi,
hidropik dejenerasyon) ve lipid peroksidasyonunu azalttigini, proinflamatuvar sitokinler
ve apoptotik mediyatorleri dustrerek antinflamatuvar - antiapoptotik  6zellik

gOsterebildigi belirtiimiglerdir.

intestinal IR hasarnnin histopatolojik siniflandirmasinda  degisik  skorlar
kullaniimaktadir. Chiu ve ark (38), Park ve ark (83), Hierholzer ve ark (84) farkl
skorlamalar yapmiglardir. Chiu ve ark tarafindan tanimlanan histopatolojik siniflamayi
basit, kullanilabilir olmasi, ince barsak doku hasarini iyi gostermesi ve litaratirde
deneysel [IR hasar modellerinde en ¢ok kullanilan skor olmasi nedeniyle tercih ettik.
Calismamizda IiR grubunda ince barsaklarda villus yapisinin ileri derecede bozuldugu,
lamina propriyada Ulserasyonlar ve mononukleer hicre infilitrasyonun belirgin olarak

arttigi, dolayisiyla Chiu skorunun sham ve [iR+L gubundan anlamli yilksek oldugu



saptanmigtir. [IR+L grubunda sham grubuna gore Chiu skorunda fark olmakla birlikte
IS1k mikroskobik goruntilemede hemoraji, Ulserasyonlar ve mononukleer hucrelerin
sham grubuna ¢ok benzedigi bildirilmigtir. Benzer histopatolojik bulgulara Mallick ve ark’
nin (69) pyrolidine dithiocarbamate, Topaloglu ve ark’ nin PGE2 (38), Zhang ve ark’ nin
(39) GLP-2 6n tedavileri uygulayip IR hasarn olugturduklan calismalarinda da

rastlanmaktadir.

Bu calisma deneysel intestinal iskemi-reperfizyonda levosimendanin on tedavi
olarak uygulanmasinin etkisini sorgulayan ilk arastirmadir. iskemi éncesinde baglatilan
levosimendan infiizyonu; barsaklarda notrofil birikimini, lipid peroksidasyonunu ve
histolojik hasar skorunu azaltmistir. Hastada iskeminin baslangic zamanini bilmek ¢ok
zor olabilir. Arastirma sonuglarinin klinikte destek bulabilmesi i¢in uygulamanin
baglatiima zamani ve siresini irdeleyen deneysel calismalara gereksinim oldugu

kanaatine varilimistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel calismada rat intestinal iskemi reperflizyon modelinde, 6n tedavi olarak
verilen levosimendanin ince barsak hasar tzerine etkileri, doku TBARS-MPO duizeyi ve
histopatolojik olarak degerlendirilmigtir.

Levosimendan, intestinal iskemi reperfiizyon hasarini azaltmigtir.

Bu arastirmada inflamatuvar sitokinler, adezyon molekdlleri ¢alisilamamistir.

intestinal iskeminin klinik tedavisinde rutin olarak yer almayan levosimendanin erken

donem uygulamasi barsak hasarini azaltabilir. Bu sonucun o6ncelikle deneysel

arastirmalar ile ayrintilanmasi uygun olacaktir.
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