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Ozet

Amag: Iskemilreperfiizyon (I/R) siirecinde glutatyon mik-
tart artar ve bircok etki gosterir. Bu etkilerden birini de
hiicrelerde homosistein olusumunda yer alan sisteini etki-
leyerek gosterir. Bu deneysel calismada intestinal IIR sira-
sinda, homosistein diizeyleri ve metabolize edilmesinde rol
oynayan vitaminlerin durumu aragtirildi.

Gereg ve Yontem: Agirliklart 90-120 gr. arasinda degigen,
toplam 40 erkek Wistar-albino cinsi prepubertal rat 4 gru-
ba ayrildi. Grup 1 (kontrol, n=10) kontrol olarak alind:.
Bunlara herhangi bir islem uygulanmadan kan érnekleri
alindi. Grup 2 (sham, n=10)"de karin agildi, superior me-
zenterik arter (SMA) disseke edilip karin kapatildi. Grup 3
(iskemi, n=10) SMA kan akimu ii¢ saat siire ile durduruldu.
Grup 4 (IIR, n=10) ti¢ saat durdurulan SMA kan akimi tek-
rar baslatildi ve 3 saatlik reperfiizyonun ardindan kan or-
nekleri alindi. Tiim orneklerde plazma homosistein, vita-
min By ve B ,, folik asit diizeylerine bakildi. Sonuglar tek
yonlii ANOVA, Scheffe ve Tukey HSD testleriyle degerlen-
dirildi.

Bulgular: Iskemi ve I/R gruplarinda homosistein diizeyle-
ri kontrol ve sham gruplarindan anlamli oranda yiiksek
bulundu (p<0.05). Ancak, iskemi ve I/R gruplarinin sonug-
lart arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.05). Vitamin diizeyleri arasindaki farklilik da istatis-
tiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.05).

Sonug: Homosistein diizeyi iskemi periyodunda artmakta-
dir. Homosisteinin metabolizmasinda rol oynayan vitamin-
lerin diizeyleri erken donemde degismemektedir. Intestinal
iskemik siireglerde elde edilecek esik degerler ile klinikte
iskeminin derinliginin belirlenmesi miimkiin olabilir.

Anahtar kelimeler: Homosistein, intestinal iskemilreper-
fiizyon, Vitamin Bg, Vitamin B, folik asit

Summary

Serum homocysteine, vitamin By, B, and folic acid le-
vels in a rat model of intestinal ischemia-reperfusion

Aim: Glutathione increases during ischemia-reperfusion
(I/R) and shows many effects in the pathogenesis of this
process. One of its effects is to modulate cysteine, which
has an important role in the production of homocysteine in
the cells. In this experimental study, the levels of homocy-
steine during intestinal I/R and the vitamins that play a ro-
le in its metabolism were investigated.

Material and Method: Forty male Wistar-albino prepu-
bertal rats weighing between 90 and 120 gr. were divided
into 4 groups. Group 1 (control, n=10) was taken as con-
trol. Blood samples were taken without any applied proce-
dure. In group 2 (sham, n=10) abdomen was opened, su-
perior mesenteric artery (SMA) was dissected and then
closed. In Group 3 (ischemia, n=10) SMA blood flow was
stopped for three hours. In Group 4 (I/R, n=10) the blood
flow was maintained again after cessation for 3 hours and
blood samples were taken after 3 hours of reperfusion. In
all samples, plasma homocysteine, vitamin B¢, B, and fo-
lic acid levels were determined. The results were assessed
with One-way ANOVA, Scheffe and Tukey HSD tests.

Results: The increase of homocysteine levels was signifi-
cant in ischemia and I/R groups when compared to control
and sham groups (p<0.05). However the comparison of re-
sults between the ischemia and I/R groups was not signifi-
cant (p>0.05). The difference of the vitamin levels was not
significant between the groups, either (p>0.05).

Conclusion: Homocysteine levels increase during ische-
mia. The levels of vitamins which take part in homocystei-
ne metabolism do not change in the early period. The cut-
off levels obtained during intestinal ischemic events can be
used to determine the depth of ischemia in clinical prac-
tice.
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Giris

Homosistein, ilk kez 1932 yilinda DeVigneaud tara-
findan tanimlamus, kiikiirt iceren ve proteinlerin ya-
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pisina katilmayan bir amino asittir (7). Normal olarak
beslenme ile alinmayip, metiyonin metabolizmas1 si-
rasinda bir ara iiriin olarak olusur. Plazmada % 70-
80’1 albiimine bagl, diger kismut ise serbest halde bu-
lunur. Homosistein diizeyleri total plazma homosis-
teini ya da total serum homosisteini olarak 6l¢iilmek-
tedir. Normal total plazma homosistein diizeyi 5-15
pmol/L arasindadir (6:15.20), Homosisteinin ¢esitli ¢a-
lismalarda vaskiiler ve iskemik patolojiler ile iligkisi
gosterilmistir. Bu ¢alismalarm bir kisminda inflama-
tuar markerler arasinda degerlendirilirken (14, bazi-
larinda ise inflamatuar mediator firtinasinin olusu-
munda rol oynadig1 bildirilmigtir (7:8:13.16),

Hiperhomosisteinemi, damar endotelindeki islevsel
bozukluklar ve zedelenmeyle baslayip bunu takip
eden trombosit aktivasyonu, pthtilagsma faktorlerinin
modifikasyonu ve trombiis olusumu sonucu endotel
iizerine daha toksik etkiler gostermektedir. Homosis-
tein diizeylerinin artmasinin bir sonucu da endotelde
bulunan ve lipit peroksidasyonunu engelleyen glutat-
yon peroksidaz aktivitesinin baskilanmasidir (2:21),

Homosisteinin plazmada metabolize edilmesinde
baslica vitamin B¢ (Vit Bg), vitamin B, (Vit By,) ve
folik asit etkili olmaktadir (17:18),

Iskemi/reperfiizyon (I/R) sirasinda olusan oksidatif
stres, L-sisteinin L-glutamata doniisiimiinii katalizle-
yen y-glutamil sistein sentaz enzimini artirir. Bu da
hiicrede glutatyon sentezinin artmasma yol agar.
Glutatyon hiicre i¢cinde homosistein olusumunda yer
alan sisteinin en 6nemli etkileyicisidir 19, Bu siireg-
te beklenen I/R’nin homosistein diizeylerini etkile-
mesidir. Literatiirde agirlikli olarak kardiyak ve se-
rebral kaynakli oksidatif streste homosistein diizey-
leri ile ilgili caligmalar yer almaktadir. Bu deneysel
calismada bagirsak kaynakli oksidatif stres duru-
munda homosistein diizeyleri ile metabolize edilme-
sinde rol oynayan Vit Bg, Vit B}, ve folik asit iligki-
sinin incelenmesi amaglanmuistir.

Gere¢ ve Yontem
Calisma; Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kuru-
Iu onayi alindiktan sonra, Firat Universitesi Tip Fa-

kiiltesi Deneysel Aragtirma Merkezi’ nde (FUTDAM)
yapildi. Ortalama agirliklart 110 gr. (90-120 gr.)
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olan Wistar-albino cinsi, erkek prepubertal ratlar
kullanildi. Ratlar 12 saat giin 15181 alan ve havalan-
dirmast bulunan odada (22-24°C, % 70-75 nemli)
standart sican yemi ve ¢cesme suyu ile beslendi. De-
neyden 12 saat once beslenmeleri durduruldu ve sa-
dece su almalarina izin verildi.

Her birinde 10 rat olacak gekilde ayrilan 4 grup iize-
rinde yapilan c¢alismada; Grup 1:Kontrol, Grup
2:Sham, Grup 3:Iskemi, Grup 4 :Iskemi-reperfiizyon
(I/R) olarak belirlendi.

Deneyin yapilisi: Biitiin gruplarda genel anestezi
icin 4 mglkg Ketamin-HCl ve 6 mgr/kg o-Ksilazin in-
tramiiskiiler (IM) verildi. Deney sirasinda gerektikce
bu dozun 1/3 i IM olarak uyguland.

Grup 1: Kontrol (n=10) grubu ratlardan, anestezinin
liciincii saatinde, aseptik sartlarda femoral arterden
kan alindl.

Grup 2: Sham (n=10) grubu ratlara aseptik sartlar-
da orta hat laparotomi yapilarak siiperior mezen-
terik arter (SMA) nazik bir sekilde disseke edildikten
sonra baska bir islem yapilmadan karin kapatild:.
Uc saat sonra femoral arterden kan alindi.

Grup 3: Iskemi (n=10) grubu ratlara sham grubuna
uygulanan islemlere ek olarak atravmatik mikroklip
yardimiyla SMA kan akimi durduruldu. Ardindan at-
ravmatik klip kaldiriimadan karin 3/0 ipekle kapatil-
di. U¢ saat sonunda femoral arterden kan alindi.

Grup 4: Iskemi-reperfiizyon (n=10) grubu ratlara is-
kemi grubuna uygulanan isleme ek olarak karn iic
saat sonra yeniden ac¢ildi. Ardindan atravmatik mik-
roklip kaldirilarak SMA kan akimi yeniden sagland.
Batin karin 3/0 ipekle kapatildi. Reperfiizyonun 3.
saatinde femoral arterden kan alind:.

Kan ornekleri hem kuru biyokimya, hem de EDTA
iceren tiiplere alindi. EDTA igeren tiipler yarim saat
icinde 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek se-
rumlarina ayrildi. Serumlar -20°C’ de sakland:. Tiim
ornekler toplandiktan sonra plazma homosistein dii-
zeyleri, ELISA (enzyme linked-immunosorbent as-
say) yontemiyle DIAZYME (Diazyme Lab., San Die-
go USA) kitleri kullamlarak élciildii. Olciim yontemi-
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nin temeli; L-homosisteinin enzimatik olarak S-ade-
nozil-L-homosisteine déniigiimii sonucu olusan anti-
SAH antikorlarinin élgiimiine dayanmaktadir. Folik
asit ve Vit B, ticari kit kullanilarak otoanalizorde,
Vit By ise HPLC (high performance liquid chroma-
tography) yontemi ile ¢aligildi.

Istatistiksel analiz; SPSS 10.0 programi kullamlarak
yapildi. Grup sayisi 4, denek sayist 10 olan bagimsiz
gruplarda, once tek yonlii kolumnografi (simirnow)
vapilarak gruplardaki degerlerin normal dagilima
uydugu tespit edildi. Bunun iizerine istatistiksel de-
gerlendirme icin tek yonlii Anova, Scheffe ve Tukey
HSD testleri kullanildr. Sonuclarin tiimiinde p<0.05
degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Homosistein dlciimleri iskemi grubunda en yiiksek
degerlerde bulundu (ortalama 19.24+7.46 pmol/L).
I/R grubunda da homosistein diizeyleri iskemi gru-

bundaki kadar olmasa da ortalama 17.47+7.57

Tablo 1. Calisma gruplarinda homosistein seviyeleri.

Grup n Homosistein (umol/L) p
Kontrol 10 7.72+1.80
Sham 10 9.72+7.46
1skemi 10 19.24+7.46 *
I/R 10 17.47£7.57 T

*p<0.05: Grup 3 ile grup 1,2
1p<0.05: Grup 4 ile grup 1, 2
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Sekil 1. Homosistein degerlerinin gruplara gore dagilmi.

Tablo II. Calisma gruplarinda Vit B seviyeleri.

Grup n Vitamin B¢ (Ug/L)
Kontrol 10 77.40£16.66
Sham 10 70.39+22.52
Iskemi 10 77.87+£13.82
iR 10 71.67+11.58

Tablo III. Calisma gruplarinda Vit B, seviyeleri.

Grup n Vitamin B, (pg/ml)
Kontrol 10 612.90+104.44
Sham 10 645.89+90.43
Iskemi 10 574.34+148.82
/R 10 652.69+152.69

Tablo IV. Calisma gruplarinda Folik asit seviyeleri.

Grup n Folik asit (ng/ml)
Kontrol 10 7.01£1.26
Sham 10 7.14+0.87
Iskemi 10 7.01+1.07
iR 10 7.07+0.63

pmol/L. diizeyinde bulundu (Tablo 1). Gruplardaki
homosistein diizeyleri istatistiksel olarak karsilasti-
rildiginda; kontrol ve sham gruplari arasindaki fark
anlamsizd1 (p> 0.05). Iskemi ile I/R gruplari arasin-
da da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad:
(p>0.05). Buna karsilik iskemi grubu ile kontrol ve
sham gruplari, I/R grubu ile yine kontrol ve sham
gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olarak bulundu (p<0.05) (Tablo 1, Sekil 1).

Vit By ve Vit By, diizeyleri arasindaki fark tiim ca-
lisma gruplarinda istatistiksel olarak anlamsiz bulun-
du (p>0.05) (Tablo 2,3). Folik asit, iskemi grubunda
en diisiik ortalama degere sahip olmasina ragmen,
(7.07£1.07) calisma gruplari arasindaki farklilik ista-
tistiksel olarak bir anlamlilik tagimiyordu (p>0.05)
(Tablo 4).

Tartisma

Ozellikle iskeminin eslik ettigi durumlarda (miyo-
kard patolojileri, serebral yetmezlik gibi) plazma ho-
mosistein diizeyleri yiikselmektedir (5:6.9). Bunun ne-
deni olarak homosisteinin bir akut faz reaktan1 oldu-
gu lizerinde durulmus ve yangisal olaylarda yiiksel-
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digi gosterilmistir. Bu ¢alismalarmn bir kisminda ho-
mosistein inflamatuar gosterge arasinda degerlendi-
rilirken (14, bazilarinda ise inflamatuar mediyator
firtinasinin olusumunda rol oynadig: bildirilmistir
(7.8,13,16) " Ancak, homosisteinin, biyokimyasal olay-
lar zincirinde bir neden mi, yoksa bir sonu¢ mu oldu-
gu hala netlik kazanmamistir (1.3). Yapilan calisma-
da; homosistein diizeyi, diger sistemlerdeki ¢aligsma-
larda oldugu gibi, iskemi sirasinda en yiiksek degere
ulagmakla beraber I/R grubu ile de arasinda anlamli
bir fark olusmamistir. Bu nedenle homosisteinin is-
kemi sirasinda damarsal etkenlere yiikselmis olabile-
cegi, reperfiizyon hasarindan sorumlu tutulan serbest
radikallerle iligkisinin olmadig1 varsayilabilir.

Gradman ve ark. manyetik rezonans arteriogramda,
superior mezenterik arterde tikaniklik tespit ettikleri
hastada homosistein seviyesini 98,8 pmol/L (normal
seviyenin 8 katr olarak) tespit etmislerdir . Celik ve
arkadaglari ise, 21 agir preeklamptik hastada plazma
homosistein diizeyleri ile serebral etkilenme arasinda
iligkiyi incelemis ve beyinde ddem, iskemik odaklar
ve enfarktiisiin tespit edildigi grupta homosistein de-
gerlerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir ().
Farkli iskemik patolojilerde akut iskemik donemde
homosistein seviyelerinin yiiksek oldugu bildirilmesi
nedeniyle, caligmada akut iskemik model olarak
SMA tikanmast ile olusturulan intestinal iskemi mo-
deli kullanilmistir. SMA tikanmasi bagirsak iskemisi
olusturmada en fazla kullanilan yontemlerden biri ol-
dugu icin bu calismada tercih edilmistir (101D,

Homosisteinin plazmada metabolize edilmesinde
baslica Vit B¢, Vit By, ve folik asit rol oynamaktadir
(18), Hiperhomosisteinemide vitaminlerin durumu ile
ilgili bir calismaya rastlanmamuistir. Buna karsilik vi-
tamin yetersizliklerinde homosistein diizeylerinin
yiikseldigi belirtilmistir (15:18), Kanda yeterli diizey-
de folat bulundugunda total homosistein diizeyleri
degismemekte ancak yetersiz folat diizeylerinde total
homosistein diizeyleri artmaktadir. Benzer fakat da-
ha diisiik etkiler Vit By, ile de goriilmektedir (12).
Calismamizda, Vit Bg iskemi grubunda en yiiksek o1-
ciilmesine ragmen, diger gruplardan istatistiksel ola-
rak anlaml bir fark tespit edilmemistir (p>0.05). Vit
B, ve folik asit ise iskemi grubunda diger gruplar-
dan diigiik olarak tespit edilmesine ragmen gruplarin
karsilastirilmasinda istatistiksel fark gézlenmemistir
(p>0.05). Bu durumun nedeni olarak vitaminlerin ya-
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rilanma Omiirleri itibari ile anlamli bir diisiis goster-
medikleri diisiintilebilir.

Nekrotizan enterokolit, invajinasyon, mezo-intesti-
nal bantlar, volvulus ve bogulmus fitiklardaki iskemi
sirasinda homosisteinin yiikselmesi beklenir. Yeterli
klinik bulgu vermeyen olgularda iskeminin derinligi-
ni tespit etmek icin yapilacak klinik caligmalar ile
esik degerleri belirlemek gerekir.

Sonug olarak, ozellikle iskemik bagirsak hastaligi
diisiiniilen olgularda homosistein klinik patolojiyi
belirlemede kullanilabilir goriinmektedir. Homosis-
tein, bagirsaklarda iskemi periyodunda yiikselmekte-
dir. Vit B, Vit B, folik asit’in iskemi ve I/R’da se-
viyeleri degismemektedir.
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