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Ozet

Amag: Iskemik én kosullama ilk defa kalpte tanimlanan
ve son zamanlarda barsakta da etkisi saptanan bir feno-
mendir. Bu ¢alismanin amaci intestinal iskemik on kosul-
lamanin barsak morfolojisi ve bakteriyel translokasyona
etkisini ve bu etkinin nitrik oksit yolagi ile iligkisini belir-
lemektir.

Yontem: Agirliklart 250-300 gr. olan 24 adet Wistar-Al-
bino rat ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubuna (n=_8) laparoto-
mi yapildi. I/R (n=8) grubuna laparotomi yapildi ve siipe-
rior mezenterik arter 30 dk. klempe edildi. Iskemik 6n
kosullama grubunda (n=8) 10 dk.siire ile iskemi ve 10 dk.
reperfiizyonu takiben 30 dk. iskemi uygulandi. 24 saat
sonra tiim hayvanlardan intestinal hasar1 ve bakteriyel
tanslokasyonu degerlendirmek igin steril sartlarda doku ve
kan érnekleri alindi.

Bulgular: I/R grubunda izole edilen bakteri insidensi di-
ger gruplardan anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.05).
Iskemik 6n kosullama, I/R nun yolactig1 intestinal hasari
ve BT’nu anlamli sekilde azaltti (p<0.05). I/R grubunda
ileal orneklerde iNOS expresyonunun arttigi, iskemik on
kosullama ile bunun énlendigi saptand.

Sonug: Intestinal I/R da artan iNOS aktivasyonu ve bak-
teriyel translokasyonun azalmasinda iskemik 6n kosulla-
manin anahtar rolii oldugunu gostermektedir. Intestinal
iskemik Onkosullamanin sepsisten multi-organ yetmezli-
gine kadar giden kaskatta intestinal hasar1 ve bakteriyel
translokasyonu bloke ederek rol alabilecegi bu ¢alisma ile
gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: Iskemi-Repertfiizyon, barsak hasari,
nitrik oksit, INOS, multi organ yetmezIigi
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Summary

The effects of intestinal ischemic preconditioning on the
intestinal histopathology and bacterial translocation

Aim: Ischemic preconditioning (IPC) was first demon-
strated in the heart but this protective effect has been also
recently described in the intestine. The aim of this study
was to determine the effects of intestinal ischemic precon-
ditioning on the morphology of intestine and bacterial
translocation.

Method: 24 male Wistar rats weighting 250-300 gr. were
randomized into three groups. A control group of rats
(n=8) were subjected to laparotomy. In an ischemic group
(n=8), laparotomy was performed and the superior mesen-
teric artery was occluded by an atraumatic clamp for 30
min. In the preconditioned group (n=8), before the
ischemia-reperfusion period (as in ischemic group), rats
were subjected to initial 10 min of intestinal ischemia and
10 min of reperfusion. Twenty-four hours later, to evalu-
ate whether the I/R induced intestinal injury and BT, tis-
sue and blood samples were collected and liver, spleen,
mesenteric lymph node specimens were obtained under
sterile conditions for microbiological analysis. Samples of
ileum were removed for histopathological evaluation.

Results: In I/R group, the incidence of bacteria isolated
from a mesenteric lymph nodes, spleen, liver and blood
was signiticantly higher than other groups (p<0.05). IPC
prevented I/R induced BT and signiticantly reduced the
I/R induced intestinal injury (p<0.05). Increased iNOS
expression observed on the ileal specimens of the I/R
group was found to be prevented by IPC.

Conclusion: Our data suggest IPC as a key factor that
reduces bacterial translocation and iNOS activation in
intestinal I/R. This is the first study showing that intesti-
nal IPC blocks the cascade of events that causes bacterial
translocation and intestinal injury which may lead to sep-
Sis.

Key words: Ischemia-reperfusion, intestinal injury, nitric
oxide, iNOS, multiple organ failure
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Giris

Son yillarda iskemi reperfiizyon (I/R) hasart miyo-
kart infarktiisii, travma, septik sok ve multi organ
yetmezligindeki mortalite ve morbiditenin 6nemli
bir kaynagi olarak gosterilmektedir. Barsak hipoper-
fiizyonunun multipl organ yetmezligine kadar giden
sistemik inflematuvar siirecte tetikleyici etken ola-
rak rol aldig1 kabul edilmektedir (17, Barsak muko-
za bariyerindeki hasarlanmanin bakteriyel translo-
kasyonu tetiklemesi ve sepsise yol acabilmesi gast-
rointestinal sistemin multi organ yetmezliginin mo-
toru olarak tanimlanmasina ve dikkatlerin buraya
yonelmesine neden olmugtur (13.14),

Bakteriyel translokasyon (BT) barsak mukoza bari-
yerinin bozularak endojen bakterilerin mezenter lenf
nodu (MLN), dalak, karaciger ve kan dolagimi gibi
viicudun diger alanlarina gegisi olarak tanimlanir
(16,26) /R hasar1, barsak mukoza bariyerindeki ha-
sarlanmanin temelinde yatan ve sistemik inflematu-
var yanit sendromu (SIRS), sepsis, multi-organ yet-
mezligi gibi klinik tablolarin nedeni olabilen bir fe-
nomendir. I/R hasarinin patogenezinde siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirev-
leri, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif nitrojen

tiriinlerinin ¢cok 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
29,

Iskemik on kosullama (IOK), bir veya birden fazla
kisa siireli iskemi ve reperfiizyon periyotlarmin bu-
nu izleyen uzun siireli I/R’a karst dokunun direngli
hale gelmesi olarak tanimlanmistir. Bu fenomen ilk
kez kalpte gosterilmis (18) fakat son zamanlarda bar-
sakta da koruyucu etkisi oldugu saptanmistir (12),
Bu caligma intestinal IOK’nin I/R hasarina bagl
olusan barsak mukoza hasari, BT ve iNOS aktivas-
yonu iizerine etkilerini belirlemek amaciyla tasar-
lanmustir.

Gerec ve Yontem

Calisma éncesinde Mersin Universitesi Tip Fakiilte-
si etik kurul onayr alindi. Calismada agirliklart 250-
300 gr. arasinda degisen 24 adet Wistar-Albino rat
kullanildi. Tiim hayvanlar standart yem ve su ile bes-

lenerek, uygun cevre kosullarinda barindirildi.

Deney Protokolii: Tiim ratlara 80 mg/kg. Ketamin
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Hcl. ve 7 mg/kg. Xylazine ile intramuskuler
anestezi uygulandi. Ratlar herbiri sekiz hayvan
iceren li¢c gruba ayrildi. Birinci grup kontrol grubu
(n=8) olup steril sartlar altinda yalnizca median
laparotomi yapildi. I/R grubu (n=8) na steril sartlar-
da median laoarotomi yapilarak siiperior mezenterik
arter (SMA) tespit edildikten sonra atravmatik
mikrovas-kiiler bir klemp ile 30 dk. siire ile
kapatilarak iskemi olusturuldu. IOK grubunda (n=8)
steril sartlarda median laparotomi yapilip, 10 dk.
iskemi, 10 dk. re-perfiizyon periyodundan sonra 30
dk. iskemi uygulandi. Tiim ratlarda islem sonrasinda
batin 3/0 ipek sutiirle kapatildi. 24 saat sonunda tiim
hayvanlara steril sartlarda laparatomi ve sternotomi
yapilarak mikrobiyolojik ¢alisma igin kan, MLN,
karaciger, dalak ve histopatolojik ve immiinohis-
tokimyasal ¢alisma i¢in ileumdan 6rnekler alindi.

Mikrobiyolojik analiz: Her hayvandan alman 1 ml
kan ornegi Bactec Peds Plus/F kan kiiltiir ortamin-
da 37°C’de 7 giin enkiibe edildi (Bactec 9240 sis-
tem). Tiim kiiltiirler kanli agar, eozin metilen-blue
agar (EMB) ve cukulata agar besiyerlerine ekildi ve
“acridine orange” ve gram teknikle boyand:. Kara-
ciger, dalak, MLN érnekleri 2 ml “brain heart infu-
sion” ortamui igerisinde tartildi, homojenize edildi,
kanli agar ve EMB agar besiyerlerine ekildi. Tiim
kiiltiirler aerobik ve anaerobik ortamlarda inkiibe
edildi ve 24-48 saat sonra iireme degerlendirildi.
Bakteriyel tiirlerin saptanmasinda klasik yontemler
ve API (Biomeriex sistem) kullanildi. Ureyen
mikro-organizmalar CFU/gr (colony forming
unit/gr) ola-rak hesaplandi.

Histopatolojik analiz: [leumdan alinan 2 cm uzunlu-
gundaki segmentin % 10 formaldehit ile fiksasyonu-
nu takiben, standart yontemlerle hazirlanan prepa-
ratlar hematoksilen-eozin ile boyandi. Olugsan mu-
koza hasar1 151k mikroskobunda Chiu ve arkadagslari
tarafindan tarif edilen (¥ histolojik hasar skalasina
gore 0 dan 5 e kadar skorlandi. Grade O; normal
mukozal villus, gradel; siklikla kapiller konjesyo-
nun eglik ettigi mukoza villus apeksinde subepitelial
aciklik (Ggruenhagen’s space), grade 2; subepite-
lial agiklikta artma, epitel tabakasinin lamina propri-
adan orta derecede ayrilmasi, grade 3; villuslarda
masif epitelial dokiilme, villus uglarinda
ciplaklasma, grade 4; villiislarda belirgin dejen-
erasyon, lamina proprianin ¢iplaklagmasi dilate
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kapillerlerin ortaya ¢ikisi ve lamina propriada hiicre
infiltrasyo-nu, grade 5; lamina proprianin

biitiinliigiiniin bo-zulmasi, hemoraji ve lilserasyon
(4.27),

Immiinohistokimyasal analiz: [leumdan hazirlanmis
olan doku érnekleri deparafinizasyon ve enkiibas-
yon islemlerinden gegirildikten sonra hazirlanan ke-
sitler streptavidin-biotin compleks (ABC) teknigi
kullanilarak poliklonal anti-iNOS antikorlar1 bo-
yandi (Transduction Laboratories, Lexington, KY,
USA). Hematoksile-eozin ile ¢apraz boyama yapila-
rak patolog tarafindan kor olarak degerlendirildi.
Her alanda 100 hiicre sayilarak, negatif alanlara 0;
1-5 % boyanma alanlarmna 1; 6-25 % boyanan alan-
lara 2; 26-100 % boyanma alanalarina 3 puan veril-
erek skorlandi.

Istatistiksel analiz: Kiiltiirlerdeki iiremelerin karsi-
lastirilmasinda Ki-kare testi, histolojik hasar skor-
larinin ve immiinohistokimyasal boyanma skorlari-
nin karsilastirilmasinda Kruskall-Vallis varyans
analizi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Deney esnasinda 6len hayvan olmadi. I/R grubunda-
ki ratlarda yiiksek oranda BT saptandi. MLN ve
dalakta tireyen bakteri insidensi, kontrol grubu ve
IOK grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). Diger taraftan I/R grubunda kara-
ciger dokusunda iireme saptanmasina karsm, 10K
grubu ile karsilastirildiginda arada anlamli fark
tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 1).

24 saat sonra ileum Orneklerinde yapilan histopa-

tolojik degerlendirmede; I/R’nun anlamli mukoza
hasarina neden oldugu goriildii (Sekil 1). Bu grupta
histopatolojik olarak villiis epitelinde dokiilme, ka-
piller dilatasyonu, lamina propria biitiinliigiinde bo-
zulma saptandi. Kontrol grubu ve IOK grubunun
histopatolojik skoru I/R grubu ile karsilagtirildigin-
da istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii
(p<0.05) (Sekil 1). Kontrol grubu ile {OK grubu ara-
sinda ise istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
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Sekil 1.

Resim 1.

Tablo 1. Kan ve doku orneklerinde iireyen bakteri insidensi ve yiizdeleri.

MLNs MLNs MLNs MLNs
Grup Insidense CFU/ml Insidense CFU/ml Insidense CFU/ml Insidense ~ CFU/ml
Kontrol (n=8)  0/8 (% 0) - 0/8 (% 0) 0/8 (% 0) - 0/8 (% 0) -
I/R (n=8) 8/8 (% 100) 822.13+345.69 8/8 (% 100)*.T 300.75%£73.90 8/8 (% 100)* 463.5496.94  4/8 (% 50) 362.5+223.55
(850) (297) (458) (213)

10K (n=8) 2/8 (% 25)  50.13+95.18

)

2/8 (% 25)

83.25+180.87  4/8 (% 25) 80.88+144.23  0/8 (% 0) -

(16)

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05, YIOK grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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Resim 2.

Tablo 2. INOS skorlarmn istatistiksel sonuclar1 ve gruplara
gore dagihmi.

Gruplar n MeanSD Median Min Max

Kontrol 8 1+0 1 0 0
I/R* 8 340 3 3 3
0K 8 1.125+0.354 1 1 2

*Kontrol ve IOK gruplari ile karsilastirildiginda p<0.05

(Resim 1 A,B).

Immiinohistokimyasal olarak iNOS skorlar1 deger-
lendirildiginde; Kontrol grubunda iNOS boyanmasi
saptanmazken, I/R grubunda anlamli iNOS eksp-
resyonu saptandi. IOK grubunda ise iNOS ekspres-
yonunun I/R grubu ile karsilastirildiginda istatistik-
sel olarak anlamli sekilde azaldig: tespit edildi
(p<0.05) (Tablo 2).

Tartisma

Bu calismada intestinal {OK’nin postiskemik intes-
tinal mukozal hasart 6nledigi, I/R’nun tetikledigi
iNOS ekspresyonunu azaltarak ve intestinal muko-
zal biitiinliigii koruyarak BT’ nu 6nlendigi saptan-
mistir. Sonuglarimiz bakteriyel translokasyonla
iNOS arasindaki iliskinin intestinal dokularda ya-
samsal oldugunu gosterir niteliktedir.

I/R hasar intestinal dokularda reaktif oksijen tiirle-
rinin lokal olarak olugmasina, sitokinlerin salinimi-
na ve bunlarin sonucunda lokal hasarlanan dokuya
dolagimdaki nétrofillerin gogiine neden olmaktadir
9.22), Bu kompleks etkilesim intestinal duvar biitiin-
liigii ve BT arasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu
noktada uzamis iskeminin istenmeyen etkilerine
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kars1 dokuyu direncli hale getiren bir fenomen ola-
rak tamimlanan 10K 6nem kazanmaktadir (23, Bu
calismada da intestinal IOK’nm I/R hasarma karsi
koruyucu oldugu histopatolojik ve mikrobiyolojik
verilerle ortaya konulmaktadir (Tablo 1, Sekil 1).

Nitrik oksit yaklagik son on beg yildir iizerinde ol-
dukc¢a yogun caligilan ve organizmadaki fizyolojik
ve patofizyolojik bir ¢cok olayda rolii saptanmuis,
arginin aminoasitinden sentezlenen bir molekiildiir.
Nitrik oksit sentezinde gorevli nitrik oksit sentetaz
(NOS) enziminin birka¢ formu vardir. Uyarilabilir
nitrik oksit sentetaz “inducible NOS” (iNOS) orga-
nizma da bir ¢ok hiicrede bulunur, 6zellikle sepsis,
I/R hasar gibi inflamatuar durumlarda aktivitesi ar-
tar ve fazla miktarlarda nitrik oksit yapimina neden
olur. Ortaya c¢ikan nitrik oksitin toksik {iiriinleri de
organizmada negatif yonde etki yapmaktadir (19,
Nitrik oksitin nekrotizan enterokolitli hastalardaki
barsak hasarinda 6nemli bir rol oynadigi ve iNOS
miktarinin bu hastalarda anlaml sekilde arttig1 sap-
tanmistir ©), Son yillarda nitrik oksitin (NO) BT fiz-
yopatolojisindeki rolii net olarak ortaya konmustur
(1524) Sorrels ve arkadaslari, lipopolisakkarit ile
olusturulan endotoksemide iNOS artig1 oldugunu,
buna bakteriyel translokasyonun eslik ettigini ve
iNOS’un aminoguanidin ile inhibe edilmesi ile in-
testinal hasarin 6nlendigi ve bakteriyel translokas-
yonun azaldigim gostermislerdir (4. NO’in intesti-
nal fizyolojide paradoksal rol oynag: goriilmektedir.
Kiiciik miktarlarda NO mukoza kan akimini arttira-
rak sitoprotektif etki gosterirken, NO’in masif sali-
nim1 barsak mukoza biitiinliigiiniin bozulmasina ve
barsak bariyer fonksiyonunda yetersizlige neden
olur (19, NO siiperoksit radikali ile birleserek ol-
dukca toksik olan peroksinitrit olusumuna yol ag-
maktadir ). Masif miktarlardaki NO ve/veya per-
oksinitritin mitekondride hiicresel solunuma etki
ederek apoptozisi tetiklemektedirler. Bu siire¢ prote-
inleri nitratlamakta ve nitratlanmig proteinler apop-
totik enterositlerde saptanabilmektedir (6:24), Apop-
totik enterositlerin liimene dokiilmeleri intestinal
mokozada bog alanlarin olusumuna neden olur ki
buda BT ’a zemin hazirlamaktadir (19, Suzuki ve
Deitch, iNOS genlerinden arindirilmis farelerde in-
testinal mukozanin I/R hasarma daha direngli oldu-
gunu ve BT nun daha az oldugunu ortaya koymus-
lardir 25, {OK’nin apoptozisi onlemedeki kullan-
dig1 olas1 mekanizmalardan biri apoptotik yolaklarla
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iligkili gen ekspresyonunu diizenlemesidir (11.20),
I/R’nun mukoza hasarma yol acarken aktive ettigi
mekanizmalar i¢inde masif NO saliverilmesi, perok-
sinitrit olusumu ve hipoksantin dehidrogenaz’in
ksantin oksidaz’a déniisiimii sayilabilir (7). Caligma-
mizda I/R’nun yol actig1 intestinal mukozal hasar ve
iNOS (inducible nitricoxide sentaz) ekspresyonun-
daki artisin 10K ile 6nlendigi gosterilmistir. Bu ko-
nuda daha 6nce yapilan ¢alismalar1 da géz Oniine
alarak, IOK’nin iNOS ekspresyonunu baskilamak
suretiyle sitoprotektif etkiyi baslattig1 ve bu meka-
nizma ile BT u azalttigini diisiinmekteyiz.

Transkripsiyonel diizenleyici protein olarak bilinen
niikleer faktor kappa B (NF-kB) I/R hasarmin tetik-
ledigi multi-organ yetmezliginde rol alan mediator-
lerin diizenlenmesinde ¢ok dnemli rol oynar (1), NF-
kB’nin aktivasyonunun antioksidan tedavi ile baski-
landig1 gosterilmistir ). Kim ve arkadaglar1 NF-kB
aktivasyonunun onlenmesi ile iNOS un baskilandi-
gin1 da gostermislerdir ®), Chen ve arkadaglari ise
lipopolisakkarit ile indiiklenen iNOS ve COX-2
geninin NF-kB aktivasyonunun onlenmesi ile baski-
landigin1 saptamiglardir ). Qu ve arkadaglarimin ¢a-
lismasinda ise rat ince barsaginda NF-kB’nin iNOS
ekspresyonunu diizenledigi de gosterilmistir CD. Bu
nedenle ¢alismamizdaki I/R modelinde IOK NF-kB
aktivasyonunu baskilayarak islev gormiis ve 10K
grubunda saptadigimiz iNOS supresyonuna NF-
kB’nin olumlu etkisinin neden olabilecegi diisiiniil-
miuistir.

BT ve NO arasindaki iligki iNOS supresyonunun in-
testinal hasar1 onledigi ve BT’ yi azalttig1 yoniinde-
dir (15.29), Szabo ve arkadaglar1 I/R’nin rol aldig
septik durumlarda NO ve/veya peroksinitritin DNA
zincirlerinde kirtlmalara yol acarak poly (ADP-ri-
boz) sentaz (PARS) enzimini aktive ettigini ve hiic-
reyi enerji yetmezligine gotiirdiiglini gostermisler-
dir 7). Taner ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise
lipopolisakkarit ile tetiklenen intestinal mukoza
hasart ve BT nun PARS inhibitorleri ile 6nlendigi
goriilmektedir (28). Liaudet ve arkadaglar tarafindan
I/R ile tetiklenen PARS yolaginin IOK ile baskilan-
dig1 gosterilmistir (10), Bizim ¢alismamizda da yu-
karida sozii edilen tiim mekanizmalar ele alindigin-
da IOK’nin intestinal hasar1 6nlemede iNOS supres-
yonu ile etkili olabildigi, ayn1 zamanda PARS inhi-
bisyonunun da BT azaltmada etken olabilecegi dii-

siiniilmiistiir.

Sonug olarak, ¢alismamizda IOK intestinal mukoza
hasarin1 6nlemis ve I/R ile tetiklenen BT nu azalt-
mustir. Bu ¢alisma intestinal IOK’ni BT dan septik
durumlara giden kaskati iNOS ekspresyonunu etki-
leyerek durdurdugu gosterilmistir.
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