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MAKALE OZET

BILGISI

Génderilme Tarihi: Intestinal iskemi reperfiizyon (i/R) hasar1, ogu uzak organ sistemini
05.02.2018 etkileyen ve yiiksek morbidite ve mortalite ile iligkili 6nemli klinik
Revizyon: bir problemdir. Tirofiban; glikoprotein  IIb/Illa  reseptor
13.03.2018 inhibitoriidiir ve deneysel I/R modellerinde koruyucu etkilerinin
Kabul: oldugu gosterilmistir. Bu calismada amacimiz tirofibanin intestinal
19.03.2018 I/R hasarindaki olasi etkilerini incelemektir.
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Reperfiizyon Hasari

24 adet Wistar Albino sican rasgele 3 gruba ayrildi. Kontrol
grubundaki (n=8) siganlara arter okliizyonu yapilmadan yalnizca
laparotomi uygulandi. I/R grubundaki (n=8) siganlarmn siiperior
mezenterik arterine 30 dk okliizyon ve ardindan 3 saat reperfiizyon
uyguland. I/R+Tirofiban grubundaki (n=8) siganlara I/R uyguland
ve reperflizyon dncesi intravendz 200 pg/kg tirofiban verildi. Deney
sonunda siganlarin ileum dokular1 alindi ve histopatolojik
degisiklikler ile lipid peroksidasyon diizeyleri, indirgenmis
glutatyon (GSH) diizeyleri ve miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
degerlendirildi.

Intestinal dokunun histopatolojik hasar skoru, MPO aktivitesi,
malondialdehid (MDA) diizeyleri I/R grubunda kontrol grubuna
gore onemli bir artis gosterdi. GSH diizeyi I/R grubunda kontrol
grubuna gore diisiik bulundu. Ancak, I/R+Tirofiban grubu ile I/R
grubu karsilastirildiginda tim parametreler ig¢in herhangi bir
istatistiksel fark saptanmadi.

Sonug olarak, tirofiban tedavisi I/R nedenli intestinal hasari
azaltamadi veya Onleyemedi.

© 2018 Biilent Ecevit Universitesi Her hakk1 saklidir.
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Intestinal ischemia reperfusion (I/R) injury is a significant clinical
problem that impacts many remote organ systems, and associated
with a high morbidity and mortality. Tirofiban, a glycoprotein
IIb/llla receptor inhibitor, shows protective effects on I/R
experimental models. The aim of the present study was to investigate
the possible effects of tirofiban on intestinal I/R injury.

24 male Wistar albino rats were divided into 3 experimental groups.
Rats in the control group (n=8) were subjected to laparotomy without
artery occlusion, Rats in the I/R group (n = 8) were subjected to
occlusion of superior mesenteric artery for 30 min and 3h
reperfusion. Rats in the I/R+Tirofiban group (n = 8) were subjected
to I/R and received intravenously 200 pg/kg before reperfusion. At
the end of experiment terminal ileum tissues collected and analyzed
histopathological changes, lipid peroxidation levels, reduced
glutathion (GSH) levels and myeloperoxidase (MPO) activity.
Intestinal tissue histopathological damage scores, the activity of
MPO and the level of malondialdehide (MDA) showed a significant
increase in the I/R group as compared with the control group. GSH
levels showed reduction in the I/R group as compared with the
control group. However, I/R+Tirofiban group has no statistically
differences as compared with the I/R group for all evaluated
parameters.

In conclusion, tirofiban treatment was not able to attaunate or prevent
the I/R induced intestinal injury in rats.

© 2018 Bulent Ecevit University All rights reserved.
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Giris

Intestinal iskemi reperfiizyon (I/R) hasari
yiiksek mortaliteye sahip, erken tanisi zor olan acil
bir durumdur (1). I/R hasar1 intestinal bélgeye kan
akiminin azaldig gesitli cerrahi girisimler ile sepsis,
hemorajik ok, intestinal transplantasyon ve
damarsal cerrahi gibi patolojik durumlara ikincil
olarak gelisir (1,2). I/R hasarimin bagirsaklarda
motilite  bozukluguna, lokal ve  sistemik
inflamasyona ve bagirsak mukozasinda hasara neden
oldugu bilinmektedir (2,3). Hem lokal hasarlara
hemde sistemik hasarlara neden olmasindan dolayi
I/R hasar1 oldukga karmasik bir siirectir. Iskemi ile
dokuya giden kan akiminin azalmasi, anaerobik
metabolizma ile hiicrelerde asidozise ve hiicre
olimiine neden olmaktadir (4). Reperfiizyon ile
serbest oksijen radikallerinin  (SOR) olusumu,
proinflamatuar  sitokinlerin ve medyatdrlerin
salinmasi ve kompleman aktivasyonu meydana gelir
(5). Aktive olan bu medyatorler postkapiller
veniillerde lokosit ve trombosit birikimi ve
adezyonuna neden olarak mikrosirkiilasyonu
bozmakta ve  hasar1  arttirmaktadir  (4,5).
Trombositlerin aktive olmasi tromboksan A2 ve
serotonin gibi trombosit {riinlerinin salinimina
neden olmaktadir. Bu {irlinlerde mikrovaskiiler
spazm ve trombozise neden olarak okliizyonun
devam ederek “’no-reflow’’ ad1 verilen fenomeninin
olusmasina ve var olan hasarin siddetlenmesine
neden olmaktadir (4,6).

Trombositlerin  glikoprotein  Ilb/Illa  (GP
1Ib/111a) reseptorleriyle fibrinojen aracili
agregasyonu,  trombosit  birikiminin  temel

asamasidir. Tirofiban trombosit GP IIb/Illa reseptor
antagonistidir ve klinikte kullanilan bir antiplatelet
ajandir (7). Cesitli deneysel galismalarla tirofibanin
miyokard, bdbrek ve serebral iskemi gibi
patolojilerde koruyucu etkileri gosterilmistir (6, 8, 9,
10, 11). Ancak literatiirde intestinal I/R hasarinda
tirofibanin  etkilerini gosteren bir ¢aligmaya
rastlanmamustir.

Bu c¢alismada amacimiz tirofibanin intestinal
iskemi reperfiizyon hasarindaki 16kosit infiltrasyonu
ve lipid peroksidasyonuna olan etkilerini ve
histopatolojik degisimleri incelemektir.

Gerec¢ ve Yontem

Bu ¢aligmada kullanilan siganlar Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuarindan temin edildi. Calismada 24 adet
agirliklar1 250-290 gr arasinda degisen Wistar albino
cinsi erkek siganlar kullanildi. Siganlar deney 6ncesi

uygun tel kafeslerde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
sirkadiyen ritimde ve 20-22 °C sicaklikta tutuldular.
Deney prosediirii i¢in Biilent Ecevit Universitesi
Deney Hayvanlari Etik kurulundan onay alind1.

Deney gruplari ve Intestinal Iskemi Olusturma

24 adet sican her grupta 8 hayvan olacak sekilde
rasgele 3 gruba ayrildi:

-Kontrol grubu: Iskemi uygulanmadan yalnizca
laparotomi uygulanan grup

-I/R grubu: Siiperior mezenterik arter okliizyonu
ile 30 dk iskemi ve 3 saat reperfiizyon uygulanan
grup

-I/R+Tirofiban  grubu  (I/R+Tir): IR
uygulanirken reperfizyon Oncesinde tirofiban
uygulanan grup.

Tim hayvanlar deneyden 12 saat Once ag
birakildi, ancak su igmelerine izin verildi. Hayvanlar
intraperitoneal  sodyum tiyopental (90mg/kg)
enjeksiyonu ile anestezi edildiler. Hipotermiyi
onlemek icin cerrahi girisim 1sitici lamba altinda
yapildi. Karin orta hatti temizlenerek acgildi ve
siperior mezenterik arter izole edildi. Arter 3/0 ipek
iplikle baglandi ve 30 dk iskemi uygulandi. Daha
sonra iplik ¢oziilerek 3 saat boyunca reperfiizyon
saglandi. Tirofiban tedavisi kuyruk veni araciligiyla
reperflizyonun hemen dncesinde 200 pg/kg dozunda
uygulandi. Reperfiizyon bitiminde terminal ileum
dokulart alinarak bir kismui histolojik ¢aligsmalar i¢in
formaldehit iginde bir kismida biyokimyasal
incelemeler i¢in -80 °C’ de saklandi.

Biyokimyasal incelemeler:
Malondialdehid tayini:

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehid (MDA) diizeyi Casini ve
arkadaglarinin metodu esas almarak calisildi (12).
Kisaca dokular %10’luk triklorasetik asit ile
homojenize edildikten sonra homojenat 3000g de 15
dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin {izerine
%1’ lik  butilhidroksitoluen ve  %0,67’lik
tiyobarbitiirik asit eklenerek 15 dk kaynatildi. Ortaya
¢ikan renk 535 nmde spektrofotometrik olarak
okundu.

Indirgenmis glutatyon tayini:

Endojen  antioksidan  diizeyi  gOsteren
indirgenmis  glutatyon  (GSH), Ayka¢ ve
arkadaglarinin  spektrofotometrik metoduna gore
calisildi (13).
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Miyeloperoksidaz tayini:

Nétrofil infiltrasyonu miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi Ol¢iilerek belirlenebilmektedir. Dokularda
MPO aktivitesi Bradley metoduna gore calisildi
(14). Kisaca dokulara potasyum fosfat tamponu
eklenerek homojenize edildi. Homojenat 40000 g’de
15 dk santrifiij edildi. Siipernatan dokiildii ve altta
kalan pelet HETAB igeren fosfat tamponu ile
homojenizasyon sonrast sonike edildi. Ornekler 3
kere dondurulup ¢ozillirken her ¢6zdiirmede
sonikasyon yapildi. Ardindan 10dk santrifiij sonrast
reaksiyon  karigimi  eklenerek 460 nm’de
spektrofotometrik olarak aktivite 6lgiildil.

Histopatolojik inceleme:

%10’luk formalin soliisyonunda fikse edilen
ileum dokular1 parafin bloklara gomiildii. Bloklardan
4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi ve kesitler
deparafinize edilerek histopatolojik skorlama igin
hematoksilen-eozin ile boyandi. Hazirlanan 6rnekler
kor olarak Hierholzer ve arkadaslarinin (1999) tarif
ettigi bagirsak mukozal hasar skorlamasi (0-4) esas
alinarak 151k mikroskobunda degerlendirildi (15).

0: Normal yapiya sahip mukozal villi, kript,
lamina propria ve muscularis externa,

1: hafif mukozal hasar, villi epitelinde kayip
disinda patolojik bulgu olmamasi,

2: Orta dereceli hasar, mukozada konjesyon,
hemoraji  ve inflamasyonla  birlikte  villus
yiiksekliginin kayb1 ve epitelyal soyulma,

3: Agir dereceli hasar, villuslarin ¢ogunda
soyulma ve submukoza ile muscularis tabakasinda
graniilomatdz doku varligi,

4: Siddetli hasar ve nekroz, intestinal duvarin
tiim katlarinda inflamasyon ve nekroz.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel ~analiz SPSS 22  programu
kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler icin
istatistikler ortalama+standart hata olarak ifade
edildi. Gruplar arasinda fark olup olmadigi Kruskall-
Wallis testi ile degerlendirildi. Grup icindeki
farkliklar ise LSD testi ile yapildi. P degerinin
0.05’den kii¢iik olmas: istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Bulgular
MDA diizeyi

Gruplarin ortalama MDA diizeyleri kontrol
grubu: 47.47+4.54, /R grubu: 91.75+14.30 ve

[/R+Tirofiban grubu: 64.10+10.81°dir. I/R grubu
MDA seviyeleri kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). I/R+Tirofiban
grubunda ise yiikselen MDA diizeylerinde azalma
tespit edilmesine ragmen bu azalis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05). Gruplara ait MDA
diizeyleri Sekil 1°de gosterildi.

MDA
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Kontrol IIR I/R+Tir
Sekil 1. Doku MDA diizeyleri. Tirofiban

tedavisi ile MDA diizeylerinde anlamli bir azalma
gozlenmemistir. & p<0,05 Kontrol grubuna gore
farkliligr gostermektedir. Sonuglar ortalama +SE
seklinde verilmistir.

GSH diizeyi

Gruplarin ortalama GSH diizeyleri kontrol
grubu: 17.71£0.92, I/R grubu: 12.11+0.64 ve
[/R+Tirofiban grubu: 10.61£1.16’dir. /R hasar
GSH diizeylerinin anlamli bir sekilde azalmasina
neden olmustur (p<0,05). Tirofiban uygulamasi ise
GSH diizeylerinde I/R grubuna gére anlaml bir
degisiklige neden olmamustir. Dokulara ait GSH
diizeyleri Sekil 2°de gosterildi.

GSH
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Kontrol I/IR I/R+Tir

Sekil 2. Doku GSH diizeyleri. Tirofiban tedavisi
ile GSH diizeylerinin diismesi 6nlenememistir. &
p<0,05 Kontrol grubuna gore farklilig
gostermektedir. Sonuglar ortalama =SE seklinde
verilmigtir.

MPO aktivitesi

Gruplarin ortalama MPO aktiviteleri kontrol
grubu:  0.29+0.07, /R grubu: 0.98+0.21 ve
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[/R+Tirofiban grubu: 0.99+0.17dir. I/R hasar
bagirsak dokusunda MPO aktivitesi kontrol grubuna
gore 6nemli bir sekilde arttirmistir (p<0,05). Ancak
tirofiban tedavisi MPO aktivitesinde anlamli bir
degisiklige neden olmamustir (p>0,05). Dokulara ait
MPO enzim aktivitesi Sekil 3°de gosterildi.

MPO
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Sekil 3. Doku MPO aktivitesi. Tirofiban tedavisi
MPO diizeylerinde I/R grubuna gore degisiklige
neden olmamistir. & p<0,05 Kontrol grubuna gore
farkliligr gostermektedir. Sonuglar ortalama +SE
seklinde verilmistir.

Histopatolojik sonuglar

leum dokularinin mikroskobik
incelemelerinde; kontrol grubunda diizenli, normal
villiis yapis1 izlenmistir (Resim 1A ve 1B). I/R
grubunda villuslarin lamina epiteliyalisinde soyulma
ve hiicrelerde dokiilme, lamina propriyada hemoraji
ve villuslarin yikimi izlenmektedir (Resim 1C ve
1D). Tirofiban uygulamasiyla I/R ile olusan bu
hasarda iyilesme veya diizelme go6zlenmemistir
(Resim 1E ve 1F). Histopatolojik degerlendirme
skorlart Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Deney gruplarma ait histopatolojik
degerlendirme sonuglari

Gruplar Histopatolojik skorlama
Kontrol 0+0

IR 2,30%£0.33

I/R+Tir 2,162+0.30

2 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig
gostermektedir (p<0.05), Degerler ortalama £SEM
olarak verilmistir.

Tartisma

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular
ile intestinal dokunun I/R’nun tiim bagirsak duvari

boyunca histopatolojik olarak hasarlanmaya neden
oldugu, oksidatif stresin artip antioksidan enzim
diizeylerinin  azaldigt  ve ayrica  lokosit
infiltrasyonunda artis oldugu gosterildi.
Calismamizda ayrica glikoprotein IIb/Illa reseptor
antagonisti olan tirofibanin reperfiizyon Oncesi
uygulanmasimin /R hasarmi1  6nlemede ya da
diizeltmede etkili olmadig1 gézlendi.

¢ organlar arasinda bagirsaklar I/R hasarina en
duyarli organdir. Mezenterik dolagim kalp debisinin
dinlenme swrasinda yaklasik %25’ini, yemek
sonrasinda ise yaklasik %35’ini alir. Bu yiizden
intestinal mukozal doku zengin bir damarsal aga
sahiptir ve iskemiye en duyarli alandir (16). Kan
akiminin kesilmesiyle beraber oksijen miktarinin
azalmasi, ATP’nin tiikenmesine neden olur ve
hiicresel fonksiyonlar azalarak sonucta hiicre 6limii
gozlenir. Kan akiminin tekrar saglanmasiyla
reperfiizyon  hasar1 meydana gelir  (4,16).
Reperfiizyon sirasinda ortama gelen aktive olmus
l6kositler ve trombositlerin veniillerde birikerek
tikanikliga yol agmasi mukozal hasarin artmasina
neden olmaktadir (4,5). Trombositler aktive
oldugunda hiicrelerin sekli degisir ve yiizeylerinde
trombosit agregasyonuna neden olan GP Ilb/llla
reseptorleri ortaya ¢ikar (17). Tirofiban, GP IIb/I11a
reseptor antagonistidir ve klinikte akut koroner
sendromlu hastalarda tedavi amagl kullanilmaktadir
(7,18). Tirofibanin kalp ve bobrek gibi organlarda
I/R hasarini azalttign gosterilmistir (6,8,10). Bu
koruyucu etkilerinin  ozellikle antitrombolitik
etkisinden kaynaklandig1 ve enfarkt alanini azalttig1
bildirilmistir ~ (10).  Calismamizda tirofiban
uygulamasinin histopatolojik olarak /R ile meydana
gelen hasar1  azaltmada etkili olmadigim
gbzlemledik. Tirofiban pek ¢ok dokuda I/R
hasarinda antitrombolitik etki gdstermesine karsin
bagirsakta I/R hasarii 6nlemeye yetecek kadar etkin
olmadigi goriilmektedir. Bu ¢aligmada uygulanan
reperfiizyon siiresi, tirofiban kullanilan diger
caligmalara ve daha Onceki c¢aligmalarimiza gore
belirlenmis olsa da intestinal I/R’da trombositlerin
en yogun gozlendigi reperfiizyon siiresinin 6-20.
saatler arasi oldugu da bildirilmektedir (19).
Tirofibanin intestinal hasar1t azaltmada etkili
olmamasi bu durumdan kaynaklanabilir. Daha sonra
yapilacak caligmalarda farkli reperfiizyon stireleri ile
tirofiban tedavisinin etkinliginin saptanmasi dogru
bir yaklasim olacaktur.
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Resim 1. Kontrol ve deney gruplarina ait sigan bagirsak dokularinin 11k mikroskobik goriiniimii. A-B: Kontrol
grubu deneklerin ileumu normal histolojik yapida izlenmekte. C-D: Iskemi-Reperfiizyon (IR) grubu deneklerde,
iskemi-reperfiizyon hasarina bagl olarak villuslarin lamina epiteliyalisinde soyulma ve hiicrelerde dékiilme,
lamina propriyada hemoraji ve villuslarin yikimi dikkati ¢ekmekte. E-F: IR+Tirofiban grubunda ise iskemi-
reperfiizyon hasaria bagli ortaya ¢ikan histopatolojik degisikliklerin devam ettigi goriilmekte. Hematoksilen-

Eozin. Bar: A-C-E 50pum, B-D-F 20 um.

I/R  hasarmin altinda yatan en Onemli
mekanizmalardan  biri  asir1  miktarda SOR
iiretilmesidir (20). SOR protein, lipid ve DNA’nin
oksidasyonuna neden olur. Ozellikle lipidlerin
peroksidasyonundaki son tiriin MDA’dir ve dokuda

MDA ’nin 6l¢iimii lipid peroksidasyonunun derecesi
icin bir gostergedir (20). Calismamizda reperfiizyon
oncesi tek doz tirofiban uygulanan grupta MDA
diizeyleri, iskemik gruba gore diisiik bulunmasina
ragmen bu disiiklik istatistiksel olarak anlamli
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bulunmadi. Guan ve arkadaslar1 (2015) tek doz
tirofiban uygulamasi ile MDA diizeylerinin bobrek
iskemisinde azaldigini (8), Chang ve arkadaslar
(2015) kalp iskemisinde reperfiizyon siiresi boyunca
tirofiban infiizyonunun MDA diizeylerini azalttigini
bildirmislerdir (10).

I/R hasarinda polimorfoniikleer nétrofiller gibi
16kositlerin aktive olmasi ve toplanmasi SOR icin
ana kaynak olarak Dbildirilmektedir  (1,16).
Nétrofiller aktive oldugunda azurofil graniilleri ve
icerisinde bulunan elastaz, MPO, metalloproteinaz
gibi enzimleri salarlar ve hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve hipoklorik asit gibi giiglii SOR’nin
olusmasina neden olurlar (16,21). Dolayisiyla MPO
enziminin diizeyi 16kosit infiltrasyonunun bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (22).
Calismamizda MPO diizeyleri I/R hasar1 ile
artarken, tirofiban uygulamasi MPO diizeylerinde
degisiklik olusturmamistir. Guan ve arkadaslar
(2015) tirofibanin MPO enzim diizeylerini azaltarak
16kosit infiltrasyonunu engelledigini bildirmislerdir
(8). Liu ve arkadaglar1 (2013) tirofibanin nitrik oksit
sentaz diizeylerini degistirip SOR olusumunu
engelleyereck MPO diizeylerini azaltmada etkili
oldugunu gostermislerdir(11). Chang ve arkadaslari
miyokard iskemisinde infiizyon olarak uyguladiklar
tirofibanin 2 pg/kg dozunda MPO diizeyini
azaltigini, 5 pg/kg dozunda MPO diizeylerini
degistirmedigini gostermislerdir (10). Dolayisiyla
ilerleyen calismalarda tirofibanin farkli
konsantrasyonlarda  denenmesi  bu  durumun
aciklanmasina yardime1 olacaktir.

GSH viicutta bulunan &nemli bir endojen
antioksidandir ve bagirsak dokusu icin mukozal
bariyeri  koruyucu Ozelliklere sahiptir  (23).
Calismamizda I/R hasar1 GSH diizeylerini énemli
Olglide azaltirken, tirofiban tedavisi antioksidan
GSH diizeylerinde meydana gelen azalmay1
onleyemedi. Oysa yapilan bir ¢alismada tirofibanin
bobrek iskemisinde GSH diizeylerini arttirdig:
bildirilmektedir (8).

Sonug olarak intestinal I/R hasarinda tirofiban
tedavisinin  reperfiizyon  Oncesi tek  doz
uygulanmasinin hasar1 dnlemeye veya diizeltmeye
yetecek diizeyde etkin olmadigint gosterdik. Ancak
bu etkinin tirofibanin farkli dozlarinda, farkli iskemi
ve reperflizyon siireleriyle yapilacak yeni
caligmalarla tekrar ortaya konulmasiyla altta yatan
olas1 mekanizmalarin agiklanmasinin yararli olacag:
diislincesindeyiz.

Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir. (BAP No: 2016-82919904-01).
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