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OZET

Bu calismada, mezenter iskemi olusturulan siganlarda 24 saatlik
iskemi ve iskemi/reperfluzyona kan ve ince bagirsak dokusundaki 1si sok
proteini 32 (I.$.P. 32) cevabi arastiriimistir.

Calismada 30 adet Wistar Albino cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar
her grupta on sigan olacak sekilde U¢ gruba ayrildi. Grup 1: kontrol, Grup
2: iskemi-reperfuzyon ve Grup 3: iskemi grubu olarak belirlendi. Grup 1’de
laparotomi sonrasi mezenterik arter koku ortaya kondu ve sonrasinda 000
ipekler sadece karin duvarlarindan gecilerek disari alindi. Grup 2'de
iskemi olusturmak amaciyla laparotomi sonrasi mezenterik koke 000
ipekle fiyonk dugum atilarak oklizyon uygulandi, bir saat sonra fiyonk
digumun karin duvarinin iki tarafindan ¢ikan uglari gekilerek reperfiuzyon
saglandi. Grup 3’te ise laparotomi sonrasi mezenterik koke 000 ipeklerle
dugumler kondu ve ipler karin duvarindan digari alindi ve 24 saatlik iskemi
olusturuldu. Tum sicanlardan 24 saatin sonunda I.S.P. 32 ¢alisiimak Uzere
kan ve bagirsak doku Oornekleri alindi ve sicanlar kardiyak delme
yontemiyle sakrifiye edildi. Siganlarin ince bagirsak dokulari ve kan
orneklerinde HO-1 (Rat) StressXpress ELISA Kit (Stressgen
Technologies, Assay Design Inc, Ann Arbor, USA) kullanilarak .$.P. 32
OlcimuU yapildi. Sayisal verilerin kargilastiriimasinda nonparametrik testler
kullanildi. Anlamlilik dizeyi p<0,05 kabul edildi.

iskemi ve iskemi/reperfiizyon gruplarinda ortanca doku 1.S.P. 32
dlzeyleri kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiiksekti (p=0,001). iskemi
ve iskemi/reperflzyon gruplar arasinda ise anlamh bir fark yoktu
(p=0,093). iskemi ve iskemi/reperfiizyon gruplarinda ortanca kan 1.S.P. 32
dlzeyleri ile kontrol grubu ortanca kan |.$.P. 32 dizeyleri arasinda anlamli
fark yoktu (p=0,064).



Sonug olarak, sicanlarda iskemi suresi 24 saate ciksa bile iskemi
ve 1 saatlik iskemi/reperfizyon sonrasi dokularda artmis olarak saptanan

[.S.P. 32’nin bu artisinin sistemik dolagima yansimadidi géralmustar.

Anahtar kelimeler: Mezenter iskemi, 1s1 sok proteini, rat.



SUMMARY

The Heat Shock Protein 32 Response to Intestinal Ischemia and

Ischemia/Reperfuzyon Injury

The aim of this study was to clarify the small intestine tissue and
blood heat shock protein (H.S.P.) 32 response to intestinal ischemia for 24
hours and ischemia/reperfusion injury in rats.

Thirty Wistar Albino female rats, divided into 3 groups, ten rats in
each group, as control group (C.G.), ischemia group (1.G.) and
ischemia/reperfusion group (R.G.). In Control Group following laparatomy
superior mesenteric vascular bundles (S.M.B.) of the rats were prepared. A
silk suture was placed around the S.M.B.’s and then the two free ends of the
sutures were taken out from the abdominal wall. In Ischemia Group, a
permanent knot was placed on the S.M.B to develop an ischemia for 24
hours. In Ischemia/Reperfusion Group, a slip knot was placed on The S.M.B
to create an occlusion for one hour and then the knot was untied.
Relaparatomy was performed to all the rats after 24 hours. The blood and
small intestine tissue samples were taken from all of the rats. All rats were
sacrificed by cardiac puncture. HO-1 (Rat) StressXpress ELISA Kit
(Stressgen Technologies, Assay Designs Inc, Ann Arbor, USA) was used to
measure HSP 32 in intestinal tissue and systemic blood samples.
Quantitative variables were compared by using non-parametric tests. P<0,05
was considered to be significant.

The median H.S.P. 32 tissue levels were significantly increased in
I.G. and R.G. compared to the C.G. (p=0,001). However, there was no
difference in tissue H.S.P. 32 levels between |.G. and R.G. (p=0,093). The
median blood H.S.P. 32 levels showed no difference between the IG/RG and
the CG groups (p=0,064).



As a conclusion, the tissue H.S.P. 32 levels increased similarly
following a 24-hour intestinal ischemia and 1 hourischemia/reperfusion in
rats; however, this increase H.S.P. 32 levels in tissue did not reflect to the

systemic circulation.

Key words: Mesenteric ischemia, heat shock protein 32, rat.



GiRiS

Mezenter iskemi klinik olarak yaslilarda gorulen, ince bagirsaklarin
tamamini ve c¢ikan kolonun dnemli bir kismini besleyen superior mezenterik
arterin tikanmasiyla ortaya ¢ikan, ilgili barsak anslarinin iskemi ve nekrozuyla
seyreden, %56-93 gibi ylksek mortalite oranina sahip ciddi bir hastaliktir (1).
Yuksek mortalitenin en onemli sebebi tanidaki gecikmedir. Erken tanida en
onemli yardimci yontem mezenterik anjiografidir. Ancak bu iglem ulagiimasi
zor, yuksek maliyetler gerektiren ve uygulamasi kolay olmayan bir yontemdir.
Prognozun koétu olmasi sadece taninin ge¢ konmasina bagli olmayip, barsak
iskemisinin lokal ve sistemik etkilerinin yani sira yandas hastaliklardan da
kaynaklanmaktadir. Mezenter iskemi tum gastrointestinal hastaliklarin %1-
2’sini olusturmakla beraber insidansi belirgin olarak artmaktadir (2, 3).

Mezenter kan akimi azalmaya basladiginda bu olaydan ilk ve en
ciddi sekilde etkilenen, intestinal mukoza epitel hicreleridir ve bu hlcrelerde
Isi Sok Protein (1.$.P.) miktarinda belirgin bir artis gorulur (4). 1.S.P.leri,
molekul agirliklari 100 kDa’dan daha az olan ve iskemi disinda i1s1 ve toksik
etmenlerle de acgiga cikabilen molekullerdir (5). Sistemik dolagima gecerler
ve laboratuar ortamlarinda o&lgimleri yapilabilir (4, 6). 1.$.P.lerinin
reperflizyon hasarina cevap olarak ortaya cikabilecegi de vyapilan
calismalarla gdsterilmigtir (7).

iskemiye maruz kalan intestinal mukoza epiteli butinlGguni yitirerek
[Gmene dokulur. Mueller ve ark. renal iskemi olusturduklari deneklerde idrara
dokulen epitel hiucrelerinden agiga ¢ikan 1.$.P.’lerini dlgebilmiglerdir (8). Bu
nedenle mezenter iskemi olgularinda da Iumene dokulen epitelyum
hicrelerinden agiga ¢ikabilecek 1.$.P. dlgllerek mezenter iskeminin suresi ve
yayginligi hakkinda fikir sahibi olunabilir, veya mezenter iskemi stphesi
bulunan hastalardan alinan kan érneklerinde 1.$.P. dlgimi yapilarak tanida
yardimci bir yontem gelistirilebilir. Bu sekilde mezenter iskeminin erken
dénemde tanisi konabilir ya da anjiografi yapilacak ve bundan fayda gérecek

hastalarin belilenmesi daha spesifik bir hale getirilip ayni zamanda gereksiz



anjiografi gibi iglemlerin 6ntne gecilmig olunabilir. Bu durum gerek hasta
saghgr gerekse de maliyetlerin asagi c¢ekimesi agisindan Onem
arzetmektedir.

Diger adi I.S.P. 32 olan heme oksijenaz (HO), heme’nin biliverdin,
karbon monoksit ve demire yikilmasini saglayan antioksidan bir enzim
kompleksidir (6, 7, 9-11). 1.$.P. 32’nin dokularda iskemi sonrasi arttigina dair
bilgi vardi, ancak reperfliizyondan nasil etkilendigi acik degildir (7).

Mezenter iskemi

Superior mezenterik arter (S.M.A.) abdominal aortadan c¢olyak
turunkusun 1-1,5 cm inferiorundan c¢ikar. S.M.A.’nin ana dallar1 orta kolik
arter, sag kolik arter, ileokolik arter, ileal ve jejunal dallarla beraber inferior
pankreatikoduodenal arterlerdir. Mezenterik damarlarin kendi igerisindeki
yaygin kollateral ag nedeniyle intestinal beslenme ancak, ana arterlerin
orjinden oklizyonu veya kritik 6neme sahip olan arterlerin 2-3 tanesinde
birden okliizyon gelismesi halinde klinik tablo ortaya cikar. inferior mezenterik
arter sol kolonun beslenmesinden sorumludur. Sol kolik ve sigmoidal dallari
vardir.

inferior pankreatikoduodenal arter S.M.A.’nin ilk dali olup anterior ve
posterior olmak Uzere iki dala ayrilir. Bu dallar superior pankreatikoduodenal
arter araciligiyla ¢olyak arter ile iligkili olup bu iki arter arasindaki temel yan
dal grubu, gastroduodenal veya pankreatikoduodenal arterler yoluyla
saglanir.

Superior mezenterik arterle inferior mezenterik arter arasinda énemli
kollateral aglar vardir. En 6nemlisi ‘Drummond’ un marjinal arteri’dir ve
kolonun mezenterik yiizeyine yakin seyreder. ikinci bir a§ ise daha merkezde
ve mezenter iginde yerlesmis olan, orta ve sol kolik arterleri birbirine
baglayan ‘Riolan arkr’ dir.



Etyoloji

Dunphy 1936’da fizik muayene ile korelasyon gdstermeyen karin
agrisi olan bir hastada klinik gidigi tanimlamig ve Olen hastada yapilan otopsi
ile ¢Olyak turunkusa oturmus trombus saptamistir (12).

Mezenter iskemi intestinal anslara gelen oksijen miktarinda ani
azalma veya tam kesilme sonucu gelisir. Bu durum tromboembolik bir tikagla
gelisebilecegi gibi sokta da gorulebilir. En yaygin patofizyolojik
mekanizmalar; S.M.A. embolisi, ateroskleroz zemininde S.M.A. trombozu ya
da non-okliziv mezenterik iskemidir. Siklikla dusik kan akimina neden olan
patolojiler de olaya eslik eder.

Arteryel Emboli

S.M.A. anatomik olarak genis ¢api ve aorttan dar bir aci ile ¢gikmasi
nedeniyle emboliye yatkindir. Bunun aksine inferior mezenterik arter daha
klguk caphdir ve daha nadir emboliye ugrar. Colyak turunkus da aorttan dik
aclyla ciktig1 icin emboliye nadiren maruz kalr. Codu arteryel embolinin
kaynagi kalp olup gerek kapaklardan gerekse de kalbin odaciklarindan
kaynaklanabilir (13). Nadiren Ulsere bir aterom plagi veya tromboze bir
anevrizmadan koken alabilir. Trombusun atilmasini kardiyak patolojilerden en
¢ok atriyal fibrilasyon kolaylastirir. Bu emboli riski antikoagulasyon tedavisi ile
azaltilabilir (14). Bu 06zelligi bilinen hastalarda ani gelisen karin agrisi
varhginda hastalar emboli riski nedeniyle hizlica degerlendiriimelidir.
Embolilerin %15 kadari S.M.A. orjininde yerlesirken ¢ogunlugu ise S.M.A.
orjininden daha distalde 6zellikle orta kolik arter ayrildiktan sonraki daha ince
segmentlere yerlesir (14). Emboli, mezenterik kan akimini komplet ve aniden
tikadigi igin mezenterik kollateral geligimi igin yeterli sure yoktur.

Arteryel Tromboz

Mezenter iskemi vakalarinin yaklasik % 15’ arteryel tromboz
kaynakli olup, daha ziyade arterlerde daha ©Onceden varolan stenozla
birliktelik gosterir ve arterlerin siklikla orjininde gorulur. Klasik olarak yillar
icerisinde gelisen aterom plaklari mezenterik arterlerde kritik seviyeye kadar
stenoz olusturur ve bu esnada herhangi bir sebeble olusan dusik akim

periyodu esnasinda reziduel lumen tromboze olur. Hastalarin Ugte birinde



akut ataktan once kilo kaybi, postprandial agri semptomlariyla karakterize
kronik mezenter iskemi oykusu mevcuttur (15).

Nonokliiziv iskemi

Mezenter iskemi olgularinin yaklasik dortte birinden sorumludur. Yine
altta yatan (aterom plaklari vs.) patolojilere baglh daralmig liumenlerde
obstriksiyon olmaksizin vazospazma bagli ortaya ¢ikan mezenter iskemi
tipidir (16). Vazokonstriksiyon artmis sempatik aktivite nedeniyle olur (17).
Yine kardiyojenik sok ve hipovolemi gibi dusik kan akimi sebebi olabilen
klinik patolojilerde de meydana gelebilir. Vazokonstruktif ilaglardan 6zellikle
vasopressin, ergotamine, digital glikozidler ve alfa adrenerjik ilaglar
nonokllziv mezenterik iskemiye neden olabilirler (18).

Veno6z Tromboz

Mezenter iskeminin %10-15 nedenidir (19, 20). Superior mezenterik
venin gerek gapinin daha genis olmasi gerekse kan akiminin bu damarda
daha fazla olmasi nedeniyle semptomatik superior mezenterik ven trombozu
semptomatik inferior mezenterik ven trombozundan yirmi kat daha fazladir.
Mezenterik vendz tromboz; hiperkoagulobilite, antitrombin 3 yetmezIigi,
protein C ve S eksiklikleri, maligniteler, enfeksiyon veya travma nedenli
olabilir (21).

Patofizyoloji

intestinal kan dolasimi hem sistemik kan basinci hem de lokal
otonomik mekanizmalar ile kontrol altinda tutulmaktadir. Dolagimdaki eksojen
ve endojen katekolaminler oncelikle mezenterik postkapiller venullerdeki
vazokonstriksiyon ile vaskuler volimu duzenlerler. Otonomik faktorler ise
alfa ve beta adrenerjik uyaranlarin ters etkileriyle saglanir. Renin, anjiotensin,
vazopressin gibi vazokonstruktif ajanlarin  sebeb oldugu persistan
vazokonstruksiyonlarin da, nonokluziv mezenter iskemideki tabloya benzer
sekilde nekroza neden olan mezenter iskemi ataklarina sebeb oldugu kabul
edilmektedir.

Normal intestinal kan akimi, eger iskemi ciddi hasarlar olugturmamig
ise dusuk kan akimi ve perfizyon basinciyla tekrar saglanabilir. CUnku

istirahat halinde intestinal mezenterik kapillerlerin sadece %25 kadari



oksijenizasyonu saglamak (izere aciktir. iskemi halinde ise geriye kalan
kapillerler kompansasyon amagli tam kapasite ile calismaya baglarlar.

Yapilan bir galismanin sonuglarinda, enteral formullerdeki lipid icerigi
yuksek molekiller, iskemi reperfizyonundan sonra metabolik ihtiyaci ve
mukozal oksijen alimini diger nutrisyonel formullere nazaran daha fazla
arttirarak intestinal iskemiye yol acgabilir (22).

Mezenter iskeminin Klinik 6zellikleri, bozulmus mirkosirkilasyondan
kaynaklanan lokal ve sistemik cevaplardan kdken alir. Lokal etki olarak geri
donussuz intestinal nekroz gelisebilirken, sistemik etkilere ise sistemik
inflamatuar yanit ve dissemine intravaskuler koagulasyona neden olarak yol
acarlar. Bu sistemik etkilere neden olan patolojilerin temelinde ise olugan
bakteriyel translokasyon ve bunun sonucunda gelisen sitokin firtinasi dnemli
rol oynar. Mezenter iskemideki yluksek mortalite ve morbidite, bu sepsis
benzeri sistemik cevaplarin sebeb oldugu multipl organ yetmezligi ile
yakindan iligkilidir.

Mezenter iskemili hastalarda klinik tabloda fizik muayene ile uyum
gOstermeyen siddetli karin agrisi ana bulgudur (23). Agr1 ani baslangigli olup
siklikla diffuz olarak tim karinda hissedilir. Sadece kronik mezenter iskemi
zemininde akut tromboza bagdli gelisen vakalarda postprandial kronik bir agri
dykiisl bulunabilir (24). iskemiye bagh karin agrisi karindaki en siddetli
agndir. Visseral bir agri olmasina ragmen genis bir alandaki sinir uglari
uyarildigi icin agrinin siddeti oldukga fazladir. Karinda ani baglangigli, siddetli
ve sureklilik gosteren karin agrisi  varliginda iskemik agridan
suphelenilmelidir. Bu giddetli agri organda nekroz gelismesine bagli sinir
uclarinin yikima ugramasiyla kaybolabilir. Intestinal iskemide arteryel
tikanikhgin gelismesinden yani agrinin baslangicindan itibaren 7-8 saatlik bir
altin sure vardir. Eger tani konulup gerekli tedavi bu sure igerisinde
uygulanirsa intestinal nekroz onlenmis olur. Bu sure ne kadar kisa olursa
olusacak olan reperflizyon hasarinin da o derece az olacagi
unutulmamahdir. Ozellikle karinda ani baslangich ve sirekli olan siddetli
karin agrisi ile beraber hastada kardiyak kokenli bir patoloji anamnezinin

bulunmasi veya siddetli agrn ile korelasyon gostermeyen karin muayene



bulgularinin bulunmasi mezenter iskemi lehine yorumlanmali ve buna yonelik
islemler hizlandirimalidir. intestinal nekroz gelisiminden sonra ise organdaki
sinir uglar haraplandigindan iskemik agrinin yerini nekroza sekonder gelisen
peritonit nedeniyle olusan inflamatuar agri modeli alir ki, bu dénemde fizik
muayene bulgulari daha nettir ve akut karin tanisi konulur fakat tedavi igin
artik ge¢ kalinmigtir (25). Kanli ishal, bulanti, kusma, azalmis barsak sesleri
ve ates mezenter iskeminin siklikla goérulebilen fakat spesifik olmayan diger
kardinal belirtileridir.

Mezenter iskemi tanisinda laboratuar testi olarak taniyr koymada ya
da ekarte etmede yeterli sensitivite ve spesifiteye sahip bir belirte¢ yoktur.
Non-spesifik veriler olarak I6kositoz, nétrofili ve immatir I6kositlere dogru bir
kayma s6z konusudur (23, 24). Hastalarin yaklasik yarisinda infarkti
gOsteren bulgu olarak metabolik asidoz ve yine doértte bir oraninda gorilen
hiperamilazemi vardir (26). Hipoksemi ve bakteriyemi yaninda serum laktat,
fosfat ve alkalen fosfataz diizeylerinde de artis goérulebilir (15, 24). Amilaz
yuksekligi pankreatit, peptik Ulser ve mezenter iskemi gibi nekrotik dokularin
izlendigi klinik patolojilerde meydana gelir ve ¢ok ylksek degerleri daha gok
pankreatit lehine yorumlanmalidir.

Direkt karin grafileri mezenter iskemide tani konulmasindan ziyade
tanida karisikliga neden olabilecek diger patolojilerin ekartasyonu igin gerekli
olabilir. Direkt grafiler genellikle normaldir (27). iskeminin ileri evrelerinde
intestinal duvarda hava gorulebilir. Spesifik bir bulgu olarak direkt grafide
portal vende gaz imajinin tespit edilmesi kotl prognozun gostergesidir (28).
Perforasyon gelismis olabileceginden suphelenilen olgularda tanisal amach
baryumlu grafi cekilmesi olasi bir baryum peritoniti riski nedeniyle
kontrendikedir.

Doppler ultrasonografi intravaskuler akimi gdstermede yararlidir.
Yeterli deneyime sahip personel ile bu test Ozellikle proksimaldeki
oklizyonlari gostermede yiksek spesifite ve sensitivite oranlarina sahiptir
(29). Ancak distaldeki oklizyonlarin ve nonokliziv patolojilerin tanisinda
etkinligi sinirlidir. Clnku asemptomatik hastalarda da splanknik damarlarda

oklizyonlar mevcut olabilir.



Bilgisayarli tomografi (B.T.), arteryel oklizyon veya nonokliziv
mezenter iskeminin tanisinda faydali olabilir (28). Ancak intraven6z kontrast
verilmesini takiben damar lumeninde saptanabilen trombus haricindeki ¢ogu
B.T. bulgusuda direkt grafilerde oldugu gibi nonspesifik olup genellikle ileri
evredeki hastaliklarda ortaya ¢ikan bulgulardir. B.T.'de mezenter iskemi igin
ciddi suphe uyandiran bulgular olan portal vende gaz imaji ve pndomatozis
intestinalis sadece nekroz oturduktan sonra gorulur. Direkt karin grafilerinde
oldugu gibi B.T.'de infarktll barsadi olan hastalardaki nonspesifik bulgular
%35 oraninda yakalanabildiginden bu tani yontemi nekroz geligtiginde bile
tanyr ekarte etmekte kullanilamaz (27). Spiral B.T. ve B.T.-anjiografi, bu
tekniklerle deneyimin sinirli olmasina ragmen, splanknik damarlarin
degerlendiriimesinde daha faydali olabilir (30, 31).

Manyetik rezonans (M.R.) anjiografi’nin yapilan ¢alismalarda 6zellikle
orjine yakin tikanikliklarin gosterilmesinde duyarlik ve 6zgullukleri yuksek
bulunmustur (34). Portal veya mezenterik vaskuler trombozu olan hastalarda
M.R. anjiografi ile trombozun gdsterilmesinde duyarlik, 6zgullik ve dogruluk
sirasiyla %100, %98 ve %99 olarak bildirilmigtir (32). Bu oranlar dijital
substraction anjiografiye benzerdir. Bu sonuglar kontrasth M.R. anjiografinin,
tum intestinal vaskuler sistemi degerlendirmede standart bir metod olarak
daha invaziv olan intraarteryel dijital substraction anjiografinin yerini alma
potansiyeli oldugunu gostermektedir (32).

Anjiografi, akut mezenter arter oklizyonu suphesinde erken
dénemde oldukgca yararlidir. Sadece anjiografi veya cerrahi eksplorasyon
erken taniyr sagladigi icin, supheli karin agrili hastalarda anjiografi ¢ok
onemli bir tani yontemidir. Erken anjiografi énemli oranda yanlis negatif
sonu¢ vermekle birlikte, taninin sagkalimi artirmaya yetecek kadar erken
yapilmasi esastir. Yapilan ¢alismalarda (33, 34) yuksek duyarlik (%64-100)
ve 0Ozgullik (%100) anjiografiye duyulan glvenin dogru oldugunu
gOstermektedir. Peritonit bulgulari olan ve mezenter iskemi suphesi olan
hastalarda anjiografi gereksinimi olduk¢a tartismalidir. Tum vaskuler
lezyonlari tanimlar ki bunlar revaskularizasyon prosedurlerine rehber olur ve

nonoklisiv mezenterik iskemi vakalarinda intraarteryel vazodilator verme



imkani saglar. NonoklUsiv iskemili vakalarda anjiografi genellikle major
dallarda multipl daralma ve dizensizlik alanlari gosterir. Kiguk ve orta arter
dallari azalarak veya yok olarak budanmis aga¢ goérinimu ortaya cikar (34).
Kontrast birikimi ile uzamis arteryel faz ve kalinlasmis bagirsak duvari
karakteristiktir. Nadir vakalarda bagirsak lumenine kontrast kacgigi gorulebilir.
Bu da aktif kanamanin gostergesidir. Mezenterik ven trombozunun kesin
tanisi vendz faz boyunca yapilir. Portal vende dolum defekti vardir ya da
yogun trombozda tim vendz faz yoktur.

Diger tani yontemlerinin ulasilamadigi merkezlerde tanisal periton
lavaji ile hizli bir gekilde bagirsak canlihdr degerlendirilebilir. Yani geg
dénemde bilgi verebilecek bir yontemdir. Son vyillarda giderek sik kullanilan
yontemlerden tanisal laparoskopi ile karin ici diger patolojilerin ekarte
edilmesi mumkunken, ilk ameliyat sonrasi karin duvarina birakilan port
yardimi ile ameliyathane ya da hasta yataginda laparoskopi ile ikinci baki
uygulanarak anastomoz ve rezeke edilmeyen bagirsak anslarinin canliligi
deg@erlendirilebilir. Tanisal laparoskopide serozal yuzeylerin normal olmasinin
mukozal nekrozu ekarte ettirmeyecegi akildan ¢ikariimamalidir.

Otuz yil oncesine kadar mezenter iskemide mortalite orani %70-
90’lardaydi (35, 36). Erken tani ve agresif tedavi modalitelerinin artmasi ile
sagkalim artti. Superior mezenter arter embolili 21 vakalik bir seride,
semptomlarin baglangicindan itibaren 12 saatten oOnce tani konulan
hastalarda bagirsak canhligi %100, 12 — 24 saat arasi %56, 24 saatten fazla
olan olgularda ise sadece %18 olarak bildirilmistir (37). 1990’lar boyunca
genis klinik galismalarda sagkalim %50-60 olarak bildirilmigtir (38, 39). Akut
mezenter iskemi peritoneal bulgular gelismeden dnce, anjiografi ile erken
taninirsa sagkalim %90’larin Uzerine c¢ikar (24). Akut ven6z trombozda
mortalite orani (%25-30) akut mezenter arteryel iskemiden dusuktir (40).
Mortalite ven6z oklizyonun derecesi, kollaterallerin varhgi, tanida gecikme

ve komorbidite ile uyumludur (41).



Is1 Sok Proteinleri

[.S.P.’leri hicrelerin hipertermiye (42-46°C) maruz kalmasiyla tretimi
artan bir protein grubu olup ilk kez 1962 yilinda tanimlanmiglardir (42).
[.S.P’lerinin dramatik artigsina yol agan olay siklikla Isi Sok Faktor (1.S.F.)
tarafindan duzenlenir ve 1sI sok cevabi olarak adlandirilir (43-45). .S.P.
artisina 1s1 diginda yol acan bagka faktorler de vardir. Bunlar; inflamasyon,
hipoksi, aclik, nitrojensizlik (6zellikle bitkilerde), infeksiyon, etanol, eser
metaller, arsenik, ultraviyole 1sik ve dehidratasyondur. Bu nedenle 1.$.P.’ne
‘stres proteinleri’ de denmekte ve stres cevabinin bir komponenti olarakta
gOrulmektedirler (42, 43, 46).

[.S.P.’lerinin temel olarak hicrede sitoproteksiyon (fizyolojik ve stress
kogullarinda), sinyal iletimi, norodejeneratif bozukluklar ve kanser
immunolojisinde rolleri vardir (47-52).

[.S.P.leri vlcuttaki gorevleri henlz net olarak ortaya konamamis
hidcrelerin  koruyucu molekulleri olarak gortlmektedir. Bu proteinler
hakkindaki detaylar ortaya ¢iktikga, etyolojisi ve/veya tedavisi halen tartisma
konusu olan bir¢cok hastalik hakkinda daha ¢ok bilgi sahibi olunacak gibi
gOrunmektedir.

[.S.P.’leri agirliklarina gore dort ana gruba ayrilirlar (Tablo-1).



Tablo-1: Isi sok proteinlerinin siniflamasi.

L3P Molekiler Fizyolojik Streste Fonksiyon
adgirhid yerlegim yerlegim
|.5.P 890 ailesi I.5.P 100 100 ER ER Glukoz
metabolizmas:
1.5.P 90w 86 Sitoplazma Sitoplazma Stercid reseptor
I.5.P 90 84 Sitoplazma Sitoplazma Alktin
|.5.P 70 ailesi 1L.5.P 80 80 ER ER Immunglcbulin
1.5 P 75 P+ Mitckondn Mitokondn Glukoz
metabolizmas
15 R 73 T3 Sitoplazma Mikleus Frotein katlanmas:
15.P 72 T2 Sitoplazma, Mikleus Protein katlanmasi
nikleus
1.5.P 60 ailesi 1.5.P 60 58, 60 Sitoplazma, Mitokondri Protein katlanmas:
mitokondr
Kigik 1.3 P aillesi ISP &7 47 Sitoplazma, Mitokondri, Kollajene ozgi
mitokondri sitoplazma
1L5.R 32 32 Sitoplazma Soplazma, Heme oksijenaz-1
nukleus
15 25 25 Sitoplazma Sitoplazma a-kristallin
ISP8 g Sitoplazma, Sitoplazma, PDGF
membran memoran

ER: Endoplazmik retikulum.
PDGF: Platelet derived growth factor.

Klinigimizde daha once yaptigimiz bir calismada (yayinlanmamis
veri) 6 saatlik iskemi ve 1 saat iskemi-5 saat reperfiizyon sonrasinda doku
I.S.P. 32 seviyelerinin benzer sekilde arttigini ancak bu artisin sistemik
dolagsima yansimadigini gostermistik. O zaman daha uzun sureli beklemenin
sonuglari degistirebilecegini ama en onemlisi dokularda uzamis iskemiye
badli hicre butinliginin bozulacadini ve bunun sonucunda 1.$.P. 32'nin
sistemik dolasimda da olgulebilir seviyelere gelebilecegini dusinmustuk.
Bunun sonucu olarak bu ¢aligmayi planladik.

Bu tez c¢alismasinin amaci, daha 6nce yapilan g¢alisma model
alinarak, iskemi grubundaki bekleme suresi 24 saate tamamlanip, uzun sureli
mezenter iskemi veya iskemi/reperfiizyon sonrasi doku ve kan 1.$.P. 32
dizeylerinin karsilastiriimasi ve iskemi ve iskemi/reperfliizyon hasarina [.$.P.
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32 yanitinin ve bu vyanitin sistemik dolasima yansiyan seviyelerini

saptamakii.
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GEREG VE YONTEM

Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
21.04.20009 tarih ve 2009-05/5 sayil izni alindiktan sonra Uludag Universitesi
Deney Hayvanlari Merkezi Laboratuar’'ndan temin edilen ayni yas (3 aylik)
ve benzer agirlikta (250-300 gr) 30 adet disi Wistar-Albino cinsi sigan, her
grupta 10 adet olacak sekilde kontrol (KG), iskemi (IG) ve iskemi/reperfiizyon
(RG) olmak tzere ug gruba ayrildi.

Calisma o6ncesi siganlarin oral alimlari kesilmedi. Tum sigcanlarda
ameliyat éncesi anestezi, intramuskuler olarak yapilan 40 mg/kg ketamin ve
10 mg/kg ksilazin ile saglandi. Aseptik kosullarda cilt trasi yapilmaksizin
karin orta hatta 5 cm’lik insizyonla standart laparotomi uygulandi.

Deneysel mezenterik iskemi ve iskemi/reperfizyon hasari olusturmak
icin superior mezenterik arter oklizyon modeli kullanildi (53). Bu amagla
siganlarin superior mezenterik arter ve veni igeren mezenterik damar demeti
prepare edildi (Sekil-1). IG ve RG’'nda siganlarin superior mezenterik damar
demeti 000 ipekle atilan fiyonk digum ile oklize edildi ve iplik uglari karin
duvarinin iki tarafindan disari alindi (Sekil-2). KG’nda ise ipek sutur damar
demetinin etrafina herhangi bir okllizyon yaratmayacak sekilde yerlestirildi ve
yine her iki karin duvarindan disari alindi. Ardindan tim gruplarda batin igine
ve siganlarin ense arkasindaki subkutan dokuya 10 ml steril serum fizyolojik
sicanlarin sivi ihtiyacini kargilamada yardimci olmak Uzere enjekte edildi.
Karin duvarlari tim gruplarda 000 prolenlerle tam kat surekli dikislerle cilt ise
staplerle ile tek tek kapatildi (Sekil-3).

Deneyin bu asamasindan sonra siganlarin sadece su igmelerine izin
verildi. Laparotominin yapildidi an dikkate alinarak 60. dakikada reperfiizyon
hasari igin, RG siganlarinin karin duvarlarindan g¢ikan iplikler fiyonk dagimun
acildigini hissedinceye kadar zit yonlerde cekildi ve ardindan ipek suturler
karin disina alindi (Sekil-4).

Deneyin 24. saatinde siganlara tekrar intramuskuler olarak yapilan
40 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin ile anestezi saglandi ve relaparatomi

uygulandi. Tum siganlarda superior mezenterik arter pulsasyonu elle kontrol
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edildi. KG ve RG grubunda pulsasyonun olmamasi, IG'nda ise pulsasyon
bulunmasi deneyden gikarilma kriteri olarak alindi. Ardindan sol ventriktlden
kan ornekleri alindi ve Treitz ligamanindan itibaren tum incebarsak anslari

rezeke edildi ve siganlar kardiyak delme yéntemiyle sakrifiye edildi.

Kan Ornekleri

Siganlardan elde edilen kanlar polipropilen kuru tiplere 3 ml olacak
sekilde kondu ve pihtilasmasi i¢cin 30 dakika oda sicakliginda tlplerde
bekletildi. Ardindan 10 dakika 3000 rpm’de santriflj edildi ve olusan serum
ornekleri daha sonra calisiimak Uzere ependorf tiplerine alinarak -80°C’de
saklandi. Serum orneklerindeki 1.$.P. 32 olcimiu icin, HO-1 (Rat)
StressXpress ELISA Kit (Stressgen Technologies, Assay Design Inc, Ann
Arbor, USA) kullanildi. Tum 6rnekler ayni gun igerisinde ayni biyokimya

uzmani tarafindan calisildi.

Doku Ornekleri

Sicanlardan eksize edilen intestinal dokular, limen icerigi duz bir
zeminde spatula ile temizlendikten sonra 10 cm’lik bir parca 1.S.P. 32
calisilmak Uzere hemen sivi nitrojen igerisine konularak donduruldu ve daha
sonra galigsiimak Uzere -80°C’de saklandi. Ardindan tum oOlgimler ayni gin
ayni biyokimya uzmani tarafindan gercgeklestirildi. Olglim yapilacag zaman
dondurulmus doku ezilerek toz haline getirildi. Bu toz haline getirilen dokuya
0,5 cm3 doku basina HO-1 ELISA Kiti ile gelen 1X Extraction Reagent’ten
1ml olmak Uzere bir ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ézeltinin her 5 ml’ si igin yine HO-
1 ELISA Kiti ile gelen 5X Extraction Reagent’in 4°C distile su ile hazirlanmig
cOzeltisinden 1 ml bu ¢ozeltiye eklendi. Bu son ¢ozeltiye de bir adet proteaz
inhibitdru tableti (Sigmaa FASTTM Protease Innhibitor Tablet, Sigma-Aldrich,
Inc. Saint Louis, Missouri, USA) eklenerek sonug karigim polipropilen bir tipe
alindi. Bu tlp, igerigi homojen hale gelene kadar galkalandi ve daha sonra
4°C'de 21000 rpm'de 10 dakika santrifij edildi. Supernatant (zeri
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etiketlenmis baska bir polipropilen tipe alindi. Elde edilen bu son ornekten

serum orneklerinde oldugu gibi I.$.P. 32 dlgimu yapildi.

istatiksel Degerlendirme

Sonuglar “The Statistical Package for Social Sciences [SPSS® for
Windows ver. 17.0 (SPSS, Chicago, lllinois, USA)]” bilgisayar programina
girilerek degerlendirildi. Deney gruplarinin sayisal verilerinin
kargilastiriimasinda, Uc¢lu gruplarin karsilastiriimasi igin Kruskal Wallis, ikili
gruplarin karsilastirilmasi icin ise Mann-Whitney U testi kullanildi ve sonuglar
ortanca (minimum ve maksimum) olarak belirtildi. Anlamlilik dizeyi olarak
p<0,05 kabul edildi.
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Sekil-2: S.M.A’ nin orjininden fiyonk digimle oklize edilmesi.
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Sekil-3: Sitdr uglarinin karin yan duvarindan disari alinmasi ve karnin
kapatiimasi.

Sekil-4: Sutur uglarinin gekilerek fiyonk duguman agilmasi.
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BULGULAR

Siganlara  6rnek alimi  igin  relaparotomileri  yapildiginda
iskemi/reperfizyon grubunda bir siganda superior mezenterik arterde
pulsasyon alinamadi. iskemi grubunda bir sicanda muhtemelen superior
mezenterik arterin kismi baglanmasina bagli olarak bagirsaklarda parsiyel
iskemi gelismisti. Bu iki sigan ¢alisma digi birakildi. Boylece ¢alisma kontrol
grubunda on, iskemi ve iskemi/reperfizyon gruplarinda ise dokuzar siganla
tamamlandi.

Kontrol grubu sigcanlarinin ortanca agirliklari 270 (260-290) gr, iskemi
grubu siganlarinin ortanca agirliklari 260 (250-280) gr ve iskemi/reperfizyon
grubu sicanlarinin ortanca agirliklari 280 (260-300) gr olarak oélguldi. Gruplar
arasinda sicanlarin agirliklari agisindan anlaml fark yoktu (p>0,05).

Makroskopik olarak kontrol grubu siganlarinin eksize edilen bagirsak
segmentlerinde morfolojik bir degisiklik gozlemlenmezken (Sekil-5),
reperflzyon grubundaki siganlarin eksize edilen bagirsak segmentlerinde ise
makroskopik olarak konjesyon, &édem mevcuttu (Sekil-6). iskemi grubu
sicanlarinin eksize edilen bagirsak segmentlerinde ise makroskopik olarak
yaygin nekrotik alanlar mevcuttu (Sekil-7).

Ortanca doku |.S$.P. 32 seviyeleri kontrol grubu icin 0,43 (0-6,6)
ng/ml, iskemi grubu igin 43,13 (6,3-121,3) ng/ml ve iskemi/reperfizyon grubu
icin 9,51 (2,5-49,9) ng/ml olarak olculdi. Ortanca doku I.S.P. 32 degerleri
acisindan (¢ grubun karsilastirilmasinda anlamli fark vardi (p=0,001). iskemi
grubu ortanca doku |.$.P. 32 duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiksekti (p=0,001). iskemi/reperfiizyon grubu ortanca doku |.S.P. 32 seviyesi
de kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli yukseklik gostermekteydi
(p=0,003). iskemi grubu ortanca doku |.S.P. 32 diizeyleri, iskemi/reperfiizyon
grubu ortanca doku |.$.P. 32 ile kiyaslandidinda ise anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0,093).

Ortanca kan |.$.P. 32 seviyeleri kontrol grubu i¢in 0,11 (0,1-1,4)
ng/ml, iskemi grubu igin 0,25 (0,1-1,2) ng/ml ve iskemi/reperflizyon grubu igin
0,42 (0,1-0,7) ng/ml olarak olguldu. Ortanca kan 1.S.P. 32 duzeylerinin
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kargilastiriimasi agisindan Ug¢ grup arasindaki degerlendirmede anlamli fark
mevcuttu (p=0,047). iskemi grubu ile kontrol grubu ortanca kan 1.S.P. 32
degerlerinin karsilastiriimasinda anlamli farklilik yoktu (p=0,11). iskemi grubu
ile iskemi/reperfizyon grubu ortanca kan |.$.P. 32 dizeyleri arasinda da
anlamli fark yoktu (p=0,063). iskemi/reperfiizyon grubu ve kontrol grubu
arasinda da ortanca kan |.$.P. 32 duzeyleri agisindan anlamli farkhlik
saptanmadi (p=0,063). Gruplarin Ugli karsilastirmasinda anlamh fark
olmasina ragmen ikili karsilastirmalarda bu anlamh  farkhligin
gOsterilememesi Uzerine, ikili kargilagtirmalarda ortaya ¢ikabilen ‘tip 1 hata’ yi
engellemek igcin Bonferroni duzeltmeli One-Way ANOVA test yapildi ve U¢
grup karsilastirmasi igin p degeri; 0,064 olarak bulundu. Her U¢ grup ortanca
kan I.S.P. 32 degerleri arasinda anlamh farklilhk yoktu.

Calismanin bulgular Tablo-2’ de 6zetlenmisgtir.

Tablo-2: Bulgular

K.G. I.G. R.G P

Makroskopi Normal Odem, Konjesyon, -

Konjesyon Nekroz

Agirhik (gr) 270 260 280 >0,05
(260-290) (250-280) (260-300)

Doku 1.$.P. 32 (ng/ml) 0,43 43,1 9,5 p=0,001*

(0-6,6) (6,3-121,3) (2,5-49,9)

Kan 1.$.P. 32 (ng/ml) 0,11 0,25 0,42 p=0,064*

(0,1-1,4) (0,1-1,2) (0,1-0,7)

*Kruskal Wallis



Sekil-5: Kontrol grubunda relaparotomi sonrasi morfolojik gorunim.
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Sekil-6: Reperfuzyon grubunda relaparotomi sonrasi morfolojik géranum.
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1 . 3

Sekil-7: iskemi grubunda relaparotomi sonrasi morfolojik gériinim.
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TARTISMA VE SONUG

Deneysel olarak olusturulan superior mezenterik arter oklizyonuna
bagli uzun sureli mezenterik iskemi ve iskemi/reperflUzyon hasari sonrasi
ince bagirsak dokusu ve sistemik dolasimda |.$.P. 32 duzeylerinin
deg@erlendirildigi bu c¢alismamizda, hem iskemi hem iskemi/reperflizyon
sonrasi 24 saat iginde ince bagirsak dokusunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak 1.$.P. 32 artis1 saptanmistir. Ancak bu I.$.P. 32 artisinin her iki grupta
da sistemik dolagima bir yansimasinin olmadigi gézlemlenmigtir. Dokuda
I.S.P. 32 seviyelerinin hem iskemi grubunda hem de iskemi/reperfiizyon
grubunda benzer sekilde ylksek olmasi, reperfizyon hasarinin uzun
donemde dahi iskemik hasara esdeger oldugu seklinde yorumlanabilir. Her
ne kadar intestinal hicrelerin rejenerasyon hizi yiksek olsa da, reperfizyon
hasarinin dizelmesi i¢in 24 saat yeterli bir stire gibi gérinmemektedir (54).

Sugiura ve ark. intestinal hicrelerde indiksiyon sonrasinda |.$.P.
seviyelerinin artmasi igin yaklasik 6-8 saatlik bir sure ge¢cmesi gerektigini
bildirmiglerdir (55). Ancak yaptigimiz arastirmada ulastigimiz literaturde 24
saat gibi uzun sdreli mezenter iskemi sonrasi I.S.P. 6lguma ile ilgili bir
calisma tespit edemedik.

I.S.P.’leri hicrelerde kiigik miktarlarda depolanan ve hicreyi tehdit
eden bir durum oldugunda htcre i¢i seviyeleri artan proteinlerdir (56). Protein
sentezi tUm proteinler igin benzer sekilde gergeklesir ve yaklasik olarak 6-7
saat surer (57). Dolayisiyla, 24 saat sonunda dokuda |.$.P. 32 seviyesinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek olmasi, halen hasarin devam
ettigini veya gerceklesen hasarin etkilerinin dizeltilmesi i¢in bu surenin yeterli
olmadigini diistindiirebilir. iskemi grubu icin bu kabul edilebilir bir durumdur.
Cunkl iskemi grubunda iskemi geri gevrilmemistir. intestinal dokularda
S.M.A’'in kronik gelisen tam oklizyonundan sonra, gelisen kollateraller
iskemik ortamin etkilerini bir miktar reperfizyon ile degistirebilir (58). Ancak
24 saat kollateral gelisimi igin yeterli bir zaman degildir. Biz galismamizda 24

saatlik iskemi sonrasinda kollateral dolasim geligimi ile ilgili bir inceleme
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yapmadik. Her ne kadar 24 saat kollateral gelisimi igin yeterli bir zaman
olmasa da yine de deney prosedurinde bu durumun incelenmemis olmasi
calismamizin zayif yonlerinden biridir.

iskemi/reperflizyon grubunda 1 saatlik iskemi sonrasi
reperflUzyon yapilmistir. Bu grupta da 24 saat sonunda doku |.$.P. 32
seviyesinin iskemi grubuna benzer olmasi, reperfluzyon ile dokularda olugan
hasarin 24 saat ge¢mesine ragmen iskemiye esdeger olmasi seklinde
yorumlanabilir.

Dokuda reperfuzyon gerceklesmesi sonucu, intestinal hucrelerin
yuksek yenilenme hizi dusundldigunde, bu grupta hasarin bu surede
duzelmesini beklerdik. Ancak bulgularimiz sonucunda iki olasi yargiya vardik.
Reperflizyon hasari 24 saatten uzun slrmekte, ya da intestinal hicrelerin
iskemik hasarin etkilerini duzeltebilmesi icin 24 saatten daha fazla sure
gerekmektedir. Literatirde 24 saatlik iskemik hasarla ilgili bir calismaya
rastlayamadigimiz igin vardigimiz yargilar su an igin yorumdan Oteye
gecememektedir.

Sukhotnik ve ark. 30 dk iskemi sonrasi 24 saat reperfuzyon yaptiklari
calismalarinda, 24. saatte intestinal mukozada kontrol grubuna gore anlamli
dizeyde mukozal hasar oldugunu gostermislerdir (59). Biz histolojik olarak
mukozal hasara bakmadik ancak |.$.P. hasar strdigli muddetce hicrede
uretilir ve hasara neden olan veya hasar sonucu ortaya ¢ikan maddelere bir
anlamda tutunarak onlari etkisiz hale getirir (56). I.S.P. 32 bu maddelere
tutununca olgimu yapilamaz. Bu nedenle dokuda [.$.P. 32 seviyesinin
yuksek olmasi hasarin devam ettiginin net bir gostergesidir. Fakat bu bilgi
yukarida bahsettigimiz iki olasi yargimizdan herhangi birini ne yazik ki
desteklememektedir. Clnku bu veri sadece hulcresel hasara neden olan
maddelerin halen hlcrede oldugunun gostergesidir. Hasara neden olan
proces devam ettigi icin mi yoksa bunlar ortamdan uzaklastirilamadigi i¢in mi
[.S.P. 32 seviyeleri yiuksek saptanmaktadir, bunu sdylemek eldeki veri ve

bilgilerle mumkun degildir.
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Dokularda |.$.P. 32 yiksek iken sistemik dolagimda
saptanamamasinin tek agiklamasi hiucre batinligundn iskemiden 24 saat
sonra bile bozulmadigi yonunde yorumlanabilir.

Daha onceki calismalarda hastalardan alinan kan orneklerinde
myokardiyal iskemide seviyeleri yukselen iskemi-modifiye albumin (60) ve
diger vendz trombuslarda sistemik dolagimda seviyeleri artan d-dimer dlgimu
(61) ile akut mezenter iskemi tanisinda faydali olabilecek baska ¢alismalar
yapilmistir. Benzer sekilde kan 1.$.P. 32 seviyesi bakilarak akut mezenter
iskemi tanisinda yardimci bir yontem gelistiriimesini amagcladigimiz bu
calismada gruplar arasindaki kan duzeylerinin anlamli farklilik gostermedigini
saptadik. Ancak bu anlamsizlik dizeyi degerinin (p=0,063), anlamli dizeye
oldukga yakin olmasi gelecekte bu hastaligin tanisinda [.S.P. 32’nin kan
dizeyinin tanida 1sik tutabilecegi yonundeki distuncemiz hakkinda bizleri
umutlandirmaya devam etmektedir.

Sonug olarak galismamizda intestinal iskemi ve iskemi/reperfizyon
hasari sonrasi 24 saatlik stire sonrasinda doku |.$.P. 32 miktarinda belirgin
artis oldugu ortaya konmus, ancak kan 1.$.P. 32 dlzeylerinde benzer bir artis
g6zlemlenmemistir. Dolayisiyla, mezenter iskemi olgularinda sistemik .S.P.
32 ile mezenter iskeminin erken tanisina yonelik bir yontemin su an igin
olabilirligi mumkun gibi goézikmemektedir. Yine de, bu calismanin temel
alinarak, gere¢ ve yontemin diskida olcim yapmak Uzere modifiye edilip
intraluminal 1.$.P. 32 dlgumda ile akut mezenter iskemi tanisinin olabilirliginin

uzerinde calisiimasi gerekli bir konu oldugunu digunmekteyiz.
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