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Intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda

Norotensin’in etkisi

The effect of Neurotensin on intestinal ischemia reperfusion injury
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OZET: Ince barsak mukozasinda kan akiminy ve hiicresel pro-
liferasyonu, enterositlerde DNA, RNA ve protein sentezini
artiran hormon olarak bilinen Nérotensin’in (Nt) intestinal
iskemi reperfiizyon (I/R) hasarindaki etkisini ratlarda
aragtirdik. Caligmamizda 30 rat egit olarak ii¢ deney grubuna
ayrildi: Grup 1, eksploratris laparotomi; Grup 2, 60 dakika
iskemi ve 3 saat reperfiizyon; Grup 3, Grup 2'deki I/R’na ek
olarak 300 pg/kg/gin IM Nt ig¢ giin sireyle uygulandi.
Biyokimyasal analiz olarak serum AST, ALT, LDH, CPK ve
doku malondialdehit (MDA) seviyeleri élgiildii. Mukozadaki
histolojik degigiklikler Chiu siniflamasina gore degerlendirildi.
Grup 3'te dlgiilen ortalama serum enzim diizeyleri grup 2'den
anlamly olarak digik bulundu. Lipid peroksidasyon uriini
olan doku MDA'’in ortalama diizeyleri grup 2'de 1.54, grup 3’te
1.10 nmol / mg proteindir (p=0.001). Histolojik incelemede Chiu
siniflamasina gére mukoza hasart grup 3’te, grup 2’ye gore
anlamli olarak az bulundu; 2.6 ya 3.8 (p=009). Bu bulgular
isiginda Norotensin'in intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda
koruyucu etki yaptigi sonucuna varidi.

Anahtar sozciikler: NGrotensin, ince barsak, iskemi reperfiizy-
on hasari

Mezenterik kan akiminin bozulmasi, ince barsak-
larda iskemi olugturup dokularda degigik dere-
cede hasar yapar. Nekroz gelismeden once kan
dolasimimin saglanmasi durumunda intestinal
mukozadaki hasarin iskemik dénemden daha ¢ok
reperflizyon déneminde oldugu ve yapilan
caligmalarda bir saatlik iskemiyi takiben ii¢ saat-
lik reperfiizyon doneminde olugan hasarin, dort
saatlik iskemi donemini takiben olugan hasardan
daha ciddi oldugu gbosterilmigtir (1-7). Iskemik
dokuda reperfiizyon esnasinda yogun nétrofil
infiltrasyonu, nétrofil degradasyonuyla biriken
oksijen radikalleri ve bazi enzimlerin baglattif
lipid peroksidasyon ve protein degradasyonu,
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve nekrozuna
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SUMMARY: We studied the effect of neurotensin, a hormone
which increases the synthesis of DNA, RNA and protein in ente-
rocytes blood flow and cellular proliferation in the small bowel
mucosa of rats with intestinal ischemia reperfusion
injury.Thirty rats were equally separated into three experimen-
tal groups: Group 1, explorative laparotomy; Group 2, 60
minutes of ischemia and 3 hours of reperfusion; Group 3,
ischemia and reperfusion as in group 2 plus neurotensin 300
we/kg/day IM. over 3 days. Levels of serum AST, ALT, CPK,
LDH and tissue malondialdehyde (MDA) were measured.
Histologic changes in intestinal mucosa were evaluated accord-
ing to Chiu’s classification. Mean serum levels of measured
enzymes were significantly lower in group 3 than in group 2.
Tissue levels of MDA, which is a product of lipid peroxidation,
were 1.54 nmol/mg protein in group 2 and 1.10 nmol/mg in
group 3 (p=0.001). According to Chiu’s classification, histologic
examination revealed significantly less mucosal damage in
group 3 than group 2; 2.6 versus 3.8 (p=0.009). These findings
suggest that neurotensin has a protective effect on intestinal
ischemia reperfusion injury in rats.
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neden olabilmektedir (6-8).

Norotensin (Nt) 13 aminoasitten olugan
tridekapeptid yapisinda bir hormon olup, barsak
mukozasinda kan akimini artirarak mukozal pro-
liferasyonu hizlandirdign, sistemik ve lokal etkisi
ile enterositlerde DNA, RNA ve protein sentezini
arttirdign bilinmektedir (9-11). Bu ¢ahgmamizda
mezenterik iskemi reperfiizyon (I/R) hasarinda
Nérotensinin etkisinin aragtirilmas: amaclanda.

MATERYAL METOD
Calisma Haydarpagsa Numune Hastanesi
Deneysel Aragtirma Laboratuvarinda,

Hastanemiz Biyokimya ve Patoloji, GATA
Haydarpaga Egitim Hastanesi Biyokimya labo-
ratuvarlarinin destegiyle yapildi. Deneyde 250-
300 gr. agirhfinda 30 adet Wistar-Albino rat kul-
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Tablo 1. Deney gruplarinda AST ve ALT sonuglan
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Tablo 2. Deney gruplarinda LDH ve CPK sonuglar

Gruplar AST (IU/L) ALT (IU/L) Gruplar LDH (IU/L) CPK (IU/L)
1 222495 8633 1 586295 685+172
2 605+100 307+131 2 1329+537 1826370
3 397+104 256+28 3 1030519 733+243
*p degeri 0.00002 0.21 *p degeri 0.32 0.002

*p degeri, grup 2 ve 3 kargilagtinlmas:

lanildi. 12 saat siire ile ag¢ birakilan deneklere
Ketamine (Ketalar, Parke Davis) 50 mg/kg IM.
injeksiyonu yapilarak genel anestezi saglandi.
10’ar rathk t¢ grup olugturuldu.

Grupl: (Sham Laparatomi) Median laparatomi
yapilip, eksplorasyonu takiben karin kesisi 3/0
ipek ile kapatildi.

Grup 2: (Ligasyon) Median laparatomi yapilarak
superior mezenterik arter aortadan ¢ikig yerinden
diseke edildi. Atravmatik mikrovaskiiler klemp ile
arteriyel dolagim durduruldu. 60 dakika iskemi
saglandiktan sonra klemp agilip dolagim saglandi.
Karn kesisi 3/0 ipek ile kapatildi.

Grup 3: (Norotensin) Toz halindeki Nt (Sigma,
USA) 1 mg/ml olacak gekilde serum fizyolojik ile
sulandirildi. Cerrahi iglemden 48, 24 saat 6nce ve
deney giinii deneklere 300 mikrogram/ kg /giin
norotensin IM. injekte edildi. Grup 2'de oldugu
gibi superior mezenterik arter klempe edilerek
iskemi saglandi. 60 dakika sonra klemp agilarak
reperfiizyona izin verildi. Karin kesisi 3/0 ipek ile
kapatildi.

Ornek toplama: 8 saat reperfiizyon saglandiktan
sonra Ketamine anestezisi altindaki deneklerde
median kesi dikigleri alinarak karina girildi.

Kan Biyokimyasi: Vena Cava Inferior kateterize
edildi. 5 ml kan érnegi alinarak AST, ALT, LDH
ve CPK olgiimleri biyokimya laboratuvarinda
otoanalizir ile yapildi.

Doku Biyokimyas:: lleumdan alinan doku érnek-
leri siv1 nitrojende dondurulup &l¢iime kadar

Tablo 3. Chiu ssmflamasina gore histopatolojik
derecelendirme

Gruplar  Histopatolojik Kargilagtirdan  p dederleri
derecelendirme gruplar
1 0.7x0.48 1-2 0.000001
2 3.8=0.79 1-3 0.00002
3 2.6+0.52 2-3 0.009

*p degeri, grup 2 ve 3 kargilagtinlmas:

-35 °C derin dondurucuda saklandi. Doku malon-
dialdehit (MDA: nmol/mg protein) diizeyi thiobar-
bitiiri asit yéntemi kullamlarak ol¢ildi (12, 13).

Patolojik Anatomi: Histopatolojik inceleme i¢in
ileumdan alinan doku érnekleri % 10 formol iginde
tespit edildi. Tespit edilen doku parafin bloklara
konularak 5 mikron kalinliginda kesitler alind1 ve
Hematoksilen-Eosin ile boyanda. Isik
mikroskobunda incelenen preparatlar Chiu ve
arkadaglarinin (14) mukozal hasar: gosteren stan-

dart skalasina gore degerlendirildi. Skala
agagdaki kriterlere gore uygulandi:

Grade 0: Normal mukoza

Grade 1. Genellikle villusun tepesinde
subepiteliyel alanin kapiller konjesyonla
geniglemesi

Grade 2. Epitelyel tabakanin orta derecede
ayrilmasiyla Dbirlikte subepitelyal alanin
geniglemesi

Grade 3. Masif epitelyel ayrilma, birka¢ hasarh
villus
Grade 4. Dilate kapillerle birlikte hasarh villuslar

Grade 5. Lamina propriamin ayrihip dagilmasi,
iilserasyon ve hemoraji.

Veriler ortalama+Standart sapma olarak gosteril-
di. Istatistiksel degerlendirme Student t testi ile
yapildi. p < 0.05 degeri anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Caligma siiresince élen denek olmadi. Tiim bulgu-
lar ii¢ grupta 30 denek iizerinde degerlendirildi.

Tablo 4. Doku malondialdehit (MDA) diizeyleri

Gruplar MDA Kargtlagtinlan  p degerleri
(nmol | mg protein) gruplar .
1 0.63+0.03 1-2 0.000002
2 1.54+0.26 13 0.00002
3 1.1x0.17 2-3 0.001




GURLEYIK ve ark.

12 B W A

Resim 2. Orta derecede hasarh doku (Chiu
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Resim 3. Agir hasarh doku (Chiu Grade 5; HEx100

Kan Biyokimyasi: Ortalama serum enzim
degerlerinde, Nt kullanilan deneklerde grup 2’ye
gire AST seviyesi anlaml olarak daha az bulun-
du. Benzer bulgular, daha az belirgin olmakla bir-
likte, serum ALT seviyelerinde de saptandi
(Tablo 1).

Kan biyokimyasinda ol¢iillen diger enzimlerden
LDH ve CPK'da intestinal iskemi reperfiizyona
bagh anlaml artig bulundu. Ortalama serum CPK

-
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Grade 3; HEx400)

seviyesinde Nt kullamilan grup lehine, diger
ligasyon grubuna gére anlamh fark saptand.
Ortalama LDH seviyesi ise sayisal fark olmasina
ragmen, anlamh bulunmadi (Tablo 2).

Chiu smiflamasina gore yapilan histopatolojik
derecelendirmede en ¢ok hasar grup 2'de sap-
tandi. Nt verilen gruptaki hasar ise daha azdi
(Tablo 3). Mikroskopik incelemede grup 1l'deki
deneklerde normal mukoza yapisi goriiliirken
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(Resim 1), grup 2 ve 3'deki deneklerde gesitli dere-
celerde hasar saptand: (Resim 2 ve 3).

Serbest oksijen radikallerinin yaptifi hasarin
gostergesi olarak, lipid peroksidasyon {riinii olan
MDA’min doku diizeylerinde gruplar arasinda
anlamh fark vardi (Tablo 4). Her iki iskemi reper-
fiizyon grubu arasinda, Nt verilen grup lehine
anlaml fark bulundu.

TARTISMA

Ince barsak mukozasi1 arteryel dolagimin dur-
masiyla olugan iskemiye karg1 hassastir. Barsakta
olugan hasarin ciddiyeti arteriyel tikanikligin
giiresine, boyutuna ve tikanan arterin besledigi
alanin biiyiikliigiine baghdir (2). Arteriyel
dolagimin yeniden baglamasi organin kanlan-
masim saglamakla birlikte, canhliginmi koruyan
dokularda reperfiizyon sonras1 hasar gelistigi ve
bu hasarin kisa siireli iskemiyle gelisen hasardan
daha fazla oldugu deneysel ¢aligmalarla gésteril-
migtir (3-5). Reperfiizyon hasar1 kisa siireli
iskemilerden sonra olugmaktadir. Yapilan
calismalarda 1 saate kadar olan iskemi siiresinde
dokuda oksijen metabolitlerinin arttif, 2 saatin
tizerindeki iskemilerde ise azaldif1 gosterilmigtir
(3, 7). Bu nedenle deneysel calismalardaki 45-60
dakikalhk iskemi siirelerine uygun olarak
galigmamizda da istestinal iskemi 60 dakika
siireyle superior mezenterik arter dolagiminin
durdurulmasiyla olusturuldu. I/R hasarim incele-
mek icin iskemi dénemini izleyen 3 saatlik reper-
fiizyon saglands.

/R sonrasi ince barsak mukozasinda olugan hasar
sonucu baz1 mikroorganizma ve toksik metabolit-
lerin translokasyonuna bagh sistemik etkiler
goriilebilmekte ve kalp, karaciger, akciger, bsbrek
gibi vital organlarin iglevlerinde olumsuz
gelismeler olabilmektedir (15-17). /R hasarna
bagh sistemik etkiler cegitli enzimlerin serum
seviyelerinin olgiilmesiyle degerlendirilmektedir
(18, 19). Calismamizda I/R sonrasi enzim
seviyelerinin yiikselmesi, sistemik etkilere neden
olan barsak mukoza hasarinin dolayh bir géster-
gesidir. Aym1 enzim degerlerinin Nt kullanilan
grupta ise I/R’a ragmen daha diigiik bulunmas:,
Nt'in ileum mukozas: iizerindeki trofik etkisiyle
ince barsak cidarindan translokasyonu ve
dolayisiyla olumsuz sistemik etkileri azalttigim
digiindiirmektedir.

Histopatolojik inceleme ile ince barsak
mukozasindaki hasar direkt olarak gosterilebilir.
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Mukoza hasarinmin Chiu ve arkadaglarimin éner-

digi skalaya gore siniflanmasi, hasarn
_degrerlendirmesinde  kolay  bir  yaklagim
saglamistir.  Caligmamizda,  histopatolojik

inceleme ile I/R’a bagh ileum mukozasinda belir-
gin hiicre hasar gésterildi. Nt kullanilan denek-
lerde ise hiicre hasarnin diger I/R grubundan
anlamlh olarak az olmasi bu hormonun ince
barsak mukozas: iizerindeki proliferatif etkisine
baglanmaktadir. Bilindigi gibi Nt esas olarak
ileumdan salgilanmakta, ince ve kalin barsaklar-
da cesitli degisikliklere neden olmaktadir. Kahn
barsak mukozasinda uzun siireli (10 giinden fazla)
kullammda hiperplazi ve hipertrofi gelismesine
karsin, ince barsak mukozasinda 5 giinden az kul-
lanimda dahi énemli degisiklikler olmaktadir (9,
11, 20).

I/R sonrasi1 dokularda oksijen radikallerinin
olusumu ve birikmesi biitiin biyomolekiillerde
bozulmaya neden olabilir. Ornek olarak hiicre
membran lipidlerinin peroksidasyonu hiicre lizi-
sine neden olur (3, 7, 8). I/R sonras1 dokuda olugan
oksijen metabolitlerinin kantitatif
degerlendirilmesinin zor olmasi nedeniyle reak-
siyon tiriinleri élgiilerek aragtirma yapilmaktadar.
Bunlardan bir taneside lipid peroksidasyon iirtini
olan malondialdehit (MDA) tir (21-23). Grup
2'deki deneklerde saptadigimiz yiiksek doku MDA
seviyeleri I/R sonrasi oksijen radikallerine bagh
olusan reaksiyonu gostermektedir. Ratlarda
iskemiyi izleyen 5 dakikalik reperfiizyon sonrasi
doku MDA diizeylerinin 3-4 kat atmas ile dokuda
oksijen metabolitlerinin kisa siirede olugtugu ve
lipidlerle reaksiyona girdigi ¢alismalarda gosteril-
misgtir (22, 23). Bu agamada toksik metabolitlerin
sentezinin engellenmesi, oluganlarin temizlen-
mesi ve mukozanin korunmasi énem kazanmakta
ve ¢alismalar bu amagclar iizerinde yogunlagmak-
tadir. Bu amaca yonelik Nt verilen deneklerdeki
daha diigitk doku MDA diizeyleri, bu grupta reak-
giyonun veya hiicre hasarimin daha az oldugunu,
veya toksik metabolit ve reaksiyon iiriinlerinin
ortamdan hizla uzaklagtinldigim dustndiirmek-
tedir. Nt'in ince barsak mukoza hiicrelerinde
DNA, RNA, protein sentezini ve villus boyunu
artinel trofik etkisi, olugsan reaksiyona karg:
hiicreleri koruyucu bir faktér olarak goriilmekte-
dir. Ayrica Nt'in barsaklara yonelik bilinen bir
baska etkisi ise splanknik kan akimim
artirmasidir (11, 20). Artan mezenterik kan akimm
toksik metabolit ve proteolitik enzimlerin biriki-
mini engelleyen, ve olusan reaksiyon iriinlerini
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ortamdan uzaklagtiran 6nemli bir etken olarak
diigtiniilmektedir. Histopatolojik inceleme, doku
ve serumda biyokimyasal analiz bulgularina gire
Nérotensin’in intestinal I/R hasar: iizerinde olum-
lu etki yaptig1 sonucuna varilmigtir. Literatiirle
birlikte degerlendirildiginde villuslarda trofik
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