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OzZET

Bu ¢alismada mezenterik iskemi olusturularak antioksidan
defans sisteminin durumu arastiriimis, allopurinol ve antioksidan
karakterli E ve C vitaminlerinin koruyucu etkileri tesbit edilmeye
calisilmistir. Iskemi sonrasinda intestinal dokudaki Siiperoksit
dismutaz ve Katalaz enzim aktivitelerinde artis gérilmesine
karsilik, Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde herhangi bir
degisiklik gbzlenmemistir. Ayrica iskemi sonrasi Malondialdehit
seviyesinin arttigi buna karsilik allopurinal ve antioksidan kombi-
nasyonunun MDA seviyesini distirdiigi gérilmustir. Bu durum,
antioksidan tedavinin iskemideki énemini géstermektedir.
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SUMMARY

In this study, antioxidant defense system was investigated
in the intestinal tissue samples after mesenteric ischemia and
establishment of protective roles of allopurinol plus antioxidant
vitamins combination was attempted. In the ischemic intestinal
tissues, it has been established that CAT and SOD activities
increased but GSH-Px activity unchanged relative to control
tissue values. It has also been found that MDA levels signifi-
cantly increased in the intestinal tissues after ischemia. This
increase in the MDA levels was eliminated by antioxidant treat-
ment. This shows the importance of antioxidant treatment in the
prevention of ischemic injury.
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Mezenterik iskemi ve reperfiizyon esnasinda ince
barsak mukozasinda 6nemli derecede hicresel hasar
meydana gelmektedir (1,2). Bu hiicresel hasarin derece-
si, mortalite oraniyla korelasyon géstermektedir. iskemik
ince barsak mukozasinda patolojik degisikliklerin
meydana gemesinde rol oynayan en etkili mekanizmalar-
dan bir tanesi serbest radikaller ile iligkili olanidir.

Serbest radikaller, Gizelerinde ortaklanmamis elekt-
ron tasityan ve bu ¢zelliklerinden dolayi ¢ok reaktif olan
yapilardir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucunda hticre
ve organellerin membranlari, DNA, protein yapisindaki
molekdller hasar gérmekte ve bu hasarin derecesiyle
iliskili olarak hucresel hasar ortaya c¢ikmaktadir.
Glnumuzde kanser, romatoid artrit, beyin iskemisi ve
kronik bobrek yetmezligi gibi c¢cok degisik hastalik
gruplarinin etyolojisinde bu metabolizma sorumlu tutul-
maktadir (3,4). Ozellikle iskemi ve reperfliizyon esnasin-
daki hasardan oksijen tirevi radikaller sorumlu tutulmak-
tadir. iskemi olayinda, solunum zincirinde, sitokrom c
oksidaz reaksiyonunda oksijen radikali (Oy7) Uretimi
artar, ATP yikimi artar. ATP yikiminin artigina bagli olarak
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adenozin metabolizmasi hizlanir, hipoksantin ve ksantin
miktar artar. Ksantin oksidaz (XO) enziminin artmasina
bagli olarak hicre ici oksijen radikali Uretimi hizlanir.
Anaerobik metabolizmadan dolay! hiicre i¢i asidoz
olusur, bundan zar yapilar zarar goriir. Na-K ATP’az ve
diger tasiyici sistemler inhibe olur. Hicreye kalsiyum
girisi artar, hicrenin zar yapisi bozulur. Bu durum
kompleman faktérlerinin aktivasyonuna ve notrofillerin
zara adezyonuna yol acarak radikal uretimini daha da
hizlandirir. Reperflizyon olayinda ise, iskemi sonrasi
meydana gelen hiper-oksijenasyondan dolayi 6zellikle
solunum zincirinin son reaksiyonunda oksijenin kismi
redliksiyonu hizlanarak, oksijen radikali tretimi énemli
derecede artar (5). Ayrica ksantin dehidrojenaz (XD)
ezimi XO sekline donerek huicre ici oksijen radikali Ureti-
mini artirir (6). iskemi ve reperfiizyon olayinda anlasila-
cag! uzere serbest radikal metabolizmasi hasardan
sorumlu Onemli bir faktér olarak gortlmektedir. Hicre
icinde olusan serbest radikal hasarina karsin enzimatik
ve non-enzimatik savunma mekanizmalari mevcuttur. A,
C ve E vitaminleri ile glutatyon nonenzimatik savunma
mekanizmalari arasinda énemli yer tutarken, siperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve kata-
laz (CAT) enzimleri, hicre iginin enzimatik savunma
mekanizmalaridir.

Calismamizda, mezenterik iskemik esnasinda
ortaya cikan serbest radikallerden hiicreyi korumada rol
aldid1 bilinen bazi enzimlerin aktiviteleri ve lipid peroksi-
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dasyonunun goéstergesi olan malondialdehid (MDA)
miktari tayin edilmistir. Ayrica bu metabolizma Gzerine C
ve E vitaminleri ile allopurinolin etkisi arastiriimistir.

MATERYEL VE METOD

Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi deneysel
arastirma laboratuarinda gerceklestirildi. Biyokimyasal
dlctimler, A.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim DalI'nda
yapiimistir. Calismada agirliklari 1400-1600 gram arasin-
da olan 9 adet tavsan kullanildi. Denekler 3 gruba ayrildi.
Birinci grup kontrol, ikinci grup iskemi, tUglncu grup ise
iskemi+vitamin (C+E)+allopurinol grubu olarak segildi.
Ug giin 6nceden 3 no’lu gruba 50 mg/kg/giin allopurinol
(oral), 100 mg/kg/giin E vitamini (i.m.), 200 mg/kg/gin C
vitamini (i.m.) verildi. Sekiz saat a¢ birakilan deneklere,
80 mg/kg (i.m.) ketamin hidroklorid anestezisi altinda
median laparotomi uygulandi. Hayvanlar servikal
dislokasyonla &ldiruldi. Birinci grubun disindakilerde
A.mesenterica superior, aorta’dan c¢iktigi yerden 4/0
ipekle baglanarak, 25 dakika slreyle iskemi olusturuldu.
Daha sonra deneklerin timinden ince barsak doku
ornekleri alindi. Alinan 6rnekler buz dolu kapta korunarak
laboratuvara getirildi ve hemen dokularin hazirlanmasi
ve analizlere gegildi.

Dokularin Hazirlanmasi ve Analizler: Barsak doku-
lari 6nce, kani uzaklastirmak maksadiyla deiyonize
suyla yikandi. Bundan sonra 1000 U’da yaklasik 3 daki-
ka slreyle homojenizatérle (B.Braun Melsunger model)
homojenize edildi. Elde edilen homojenat 60 dakika sure
ile 10.000 g'de santrifiij edilerek supernatan alindi.
Protein konsantrasyonu, SOD, GSH-Px, ve CAT
aktiviteleri ile MDA seviyeleri bu fraksiyonda ol¢uldu (7-
10). Bltlin deneyler +4°C’de yapildi. Bir {inite SOD
aktivitesi, nitroblue tetrazolium tuzunun (NBT) reduksiy-
on hizinda %50 inhibisyona yol agan protein miktar
olarak alindi. CAT ve GSH-Px aktiviteleri 1lU/mg protein
(spesifik aktivite) olarak verildi. Malondialdehid
konsantrasyonu tiyobarbitirik asit reaksiyonu
kullanilarak 6lguldu (11).

istatistiksel analizler student-t testi ile yapild.

SONUCLAR

Tablo 1°den de goruldiigu gibi: kontrol grubu ile iske-
mi grubu kasilastiriidiginda SOD ve CAT aktiviteleri
iskeim grubunda, kontrol grubuna goére yiiksek olarak
bulunmustur. Buna karsilik GSH-Px aktivitesinde istatisti-
ki bir anlamlilik g6zlenmemistir. MDA seviyesi ise iskemi
grubunda kontrole gére yiiksek olarak bulunmustur. iske-
mi+vitamin (C+E)+allopurinol grubu kontrol grubuyla
kasilatiriidiginda, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde ve
MDA seviyesinde bir degisiklik gézlenmemesine karsin
CAT aktivitesi yiiksek olarak bulunmustur. iskemi grubu
ile iskemi+vitamin (C+E)+allopurinol grubu karsilas-
tinldiginda SOD aktivitesi ve MDA seviyesi iskemi
grubunda ylksek olarak bulunurken, GSH-Px ve CAT
degerleri arasinda istatistiksel olarak bir anlam buluna-
mamigtir.

KARAAYVAZ ve Ark
INCE BARSAK ISKEMISi VE SERBEST RADIKAL METABOLIZMASI

Tablo 1. Kontrol (I), iskemi (ll) ve iskemi+vitamin
(C+E)+allopurinol (l1l) gruplarinda dlgilen SOD (U/mg),
GSH-Px (IU/mg), CAT (IU/mg) aktiviteleri ve MDA (ppm)
konsantrasyonunun ortalama+SD degerleri ve istatistik-
sel anlamliliklari

Gruplar SOD GSH-Px CAT MDA
| 24934157.76 0.19+009 299741080 26824511
I 4831443378 0.15+008 48741504 4828+1741
[} 28469+98.78 0.17+004 5595+1093 2294+080
Studentt testi
HI p<0005 * p<005 p<01
Hil . * p<0025 *
[ p<0025 * p<005
*Anlamsiz
TARTISMA

Glnumuzde gelismis tani ve tedavi metodlarina
ragmen, mezenter iskemisinin morbidite ve mortalitesi
yuksektir. Bu nedenle glinimuzde 6nemini korumaktadir.
Bu hasara yol agan mekanizmalarin anlagiimasi ve yeni
tedavi modellerinin geligtirilmesi icin yogun ¢aba harcan-
maktadir. iskemik doku hasarindan birgok faktér sorumlu
tutulmasina ragmen, ginimizde serbest oksijen tirevi
radikalleri (O2-, OH"), bu hasarin esas kaynagi olarak
kabul edilmektedir (3,4,6). Hicre icinde olusan oksijen
turevi radikaller, iskeminin derecesine bagli olarak cesitli
derecede hiicresel hasara yol agmaktadir. Bu hasardan
etkilenen yapilar ise hiicre ve organellerin membranlari,
DNA ve enzimlerdir. iskemi olayinda serbest radikallerin
bu derecede 6nem kazanmasi, arastirmacilari degisik
dokularda iskemi-serbest radikal metabolizmasini
arastiran calismalara yonlendirmistir (12-15). Biz de bu
calismada ince barsak iskemisinin patolojisinde énemli
yeri oldugunu diisiindiigiimiiz, serbest radikal metaboliz-
masiyla ilgili olan enzim aktivitelerini tayin ettik. Ayrica, C
ve E vitaminleri ile -6nemli bir hiicre ici oksijen radikali
kaynagi olarak rol oynayan ksantin oksidaz (XO) enzi-
minin inhibitdrd olan- allopurinol’lin iskemik doku Uzerine
olan etkisini inceledik.

Calismamizda, iskemi grubunda SOD ve CAT
aktivitelerinin yikselmesi ince barsak dokusunda serbest
radikal Uretimi artiginin bir gdOstergesi olabilir. MDA
seviyesinin iskemik dokudaki artisi ise, lipid peroksidasy-
onunun bir gdstergesi olarak kabul edilebilir. iskemik
dokuda enzim aktivitelerindeki artis serbest radikallere
kargi enzimatik savunma mekanizmasinin artiriimasi
cabalarini gosteriyorsa da, MDA artisi bu gabalarin yeter-
sizligine isaret etmektedir. Calismamizdaki bu bulgular,
Southard ve arkadaslarinn c¢alismalarindaki bulgulari
desteklemektedir (16). Bu arastirmacilar iskemi duru-
munda SOD artisina ragmen XO/SOD oraninin arttigini
tesbit etmiglerdir. Bu durum XO aktivitesindeki artigin
SOD’ye goére daha fazla oldugunu, dolayisiyla oksijen
tlrevi serbest radikallerin olusumunun arttigini goster-
mektedir. Bu arastirmacilar sonu¢ olarak iskemi ile
olusan doku hasarindan bu serbest radikallerin sorumiu
olabilecegini ileri sirmislerdir.
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iskemik barsak dokusunda yapilan galismalarda
genelde redikte glutatyon (GSH) azalisi ve okside
glutatyon (GSSG) artisi gbézlenmektedir (1,17).
Arastirmacilar bu olayi, GSH’'in serbest radikaller tarafin-
dan oksitlendigi veya artan HyO'yi kullanan GSH-Px
aktivitesindeki atisin GSH'I tiiketebilecegi seklinde agik-
lamaktadir. Bizim galismamizda iskemik dokuda GSH-Px
aktivitesi CAT’In aksine, bir degisiklik gostermemistir. Bu
bulgu diger arastirmacilarin elde ettigi sonuclar ile zithk
gOstermektedir. Ayni substrati kullanan fakat hicresel
kompartmanlar farkh olan bu iki ezimin bdyle farkli
davranig gostermesi kinetik incelemeler agisindan
anlamhlik ifade edebilir. Bu bulgular CAT ve GSH-Px igin
daha detayl arastirmalar yapma geregini ortaya koymak-
tadir.

Bir XO inhibitort olan allopurinol, iskemik olaylarda
invitro olarak kullaniimaktadir. ilacin iskemide dokuyu
hasardan koruyabilecegi 6ne surilmektedir (2). Calis-
mamizda allopurinol ve vitamin kullanilan grupta SOD
aktivitesi iskemik gruba goére dusik bulunmustur. Buna
karsilik bu grupta GSH-Px ve CAT aktivitelerinde anlam-
It bir farklilik gdézlenmemistir. SOD aktivitesindeki azalma
allopurinoliin oksijen radikallerinin uretimini engelle-
mede, vitaminlerin ise ortamdaki radikalleri séndirmede
basarili oldugunun bir gdstergesi olabilir. Hiicre igindeki
oksijen radikallerinin Gretimindeki azalma bu grupta SOD
aktivitesinin kontrol grubu duzeylerine gelmesine yol
agabilir. Bu bulgu MDA dizeylerinin allopurinol+vitamin
grubunda da kontrol grubu seviyelerine dismesiyle
desteklenmektedir. MDA seviyelerinin bu sekilde degisik-
lik gbstermesi allopurinol ve antioksidan vitaminlerin
hiicreyi oksijen radikallerinden korudugu ve membran-
larin lipid peroksidasyonunu engelledigi yorumunu
yapmamiza yardimci olmaktadir.

Allopurinol+vitamin grubunda CAT aktivitesinin iske-
mi grubundaki seviyelerde devam etmesi, GSH-Px ise
kontrol grubuna gére bir degisiklik gézlenmemesi bu
konuda daha ileri arastirmalarin gerektigini ortaya
koymaktadir. Allopurinol ve antioksidan vitaminlerin
HoO, Uretimi Gzerine olan etkisinin incelenmesi bu
konuya agikhk getirecektir. Calismamizdan elde ettigimiz
bulgularin 15131 altinda iskemide hiicre membran hasari
ve lipid peroksidasyonunun ortaya ¢ikisinda oksijen tire-
vi serbest radikallerin rol aldigini sdéylemek mumkuindur,
ayrica bu metabolizmada rol alan enzimatik savunma
mekanizmalarinin iskemiden etkilendigi goézlenmistir.
Hucreyi serbest radikal hasarindan korumada allopurinol
ve vitaminlerin koruyucu etkilerinin oldugu, ¢galismamizda
sonug olarak elde edilmistir. iskemi gibi doku hasarina
yol acan olaylarin biyokimyasal mekanizmalarini agikla-
mak igin bu konuyla ilgili daha fazla ve daha detayli gali-
malarin yapilmasinin faydali olacagi diisiincesindeyiz.
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