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Amag:

Bu calisma potent bir NF-kappaB inhibitori olan sulfasalazin ile
ratlarda intestinal iskemi/reperfiizyon hasarinin onlenebilecegi
veya azaltilabilecegi hipotezi Uizerine kurulmustur.

Durum Dederlendirmesi: Mezenter iskemi siklikla cerrahi gir-
isim gerektiren ciddi bir klinik durumdur. iskemik dokularin
reperflizyonu onarim fazi icin gerekli olmasina karsin reaktif
oksijen radikallerinin salinmasi ve nétrofil birikimini aktive
etmesi nedeniyle akut iskemik hasari daha kotiilestirmektedir.
inflamatuar stirecte NF-kappaB'nin dnemli ve merkezi bir rolii
vardr.

Yéntem:

Bu deneysel calismada her grupta 10 rat olmak tzere 3 grup
olusturuldu. Kontrol grubunda (Grup ) superior mezenter arter
bulundu ve askiya alindi, ancak baglanmad. 120dk beklendikten
sonra ileumdan doku ornekleri ve portal venden kan drnekleri
alinarak ratlar sakrifiye edildi. iskemi / reperfiizyon (i/R) grubun-
da (Grup Il superior mezenter arterin aorttan ciktigi yerin
hemen distaline klemp konularak 60 dk iskemi olusturuldu.
Daha sonra klemp acilarak 60 dk reperflizyon yapildi. Kontrol
grubundaki gibi doku ve kan drnekleri alindi. Sulfasalazin
grubuna (Grup IIl} ise Grup Il'den farkli olarak iskemiden 30 dk
sonra sulfasalazin verildi. Alinan ileum doku G6rneklerinde
immunohistokimyasal boyama yontemiyle iINOS, p65 ve kaspas
protein ekspresyonlari ¢alisildi. Kan drneklerinden ise Greiss
reaksiyonu araciligiyla NO miktarlari ol¢uldd.

Bulgular:

Kontrol grubunda iNOS, p65, kaspas protein ekspresyonlari ve
serum NO seviyeleri bazal seviyede bulundu. I/R grubunda (Grup
I} ise bu proteinlerin ekspresyonlari en yiksek seviyede tespit
edildi. Sulfasalazin (Grup Ill) grubunda kontrol grubundan yik-
sek, I/R grubundan ise diisiik seviyede bulundu. Yapilan istatis-
tiksel calismada, NO seviyeleri, iINOS ve kaspas ekspresyon-
larinda kontrol grubuyla I/R grubu arasinda anlamli fark
bulunurken (p<0.05), sulfasalazin kullanilan grup ile kontrol
grubu arasinda anlamli fark saptanmadi. P65 ekspresyonunda
I/R grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir artis
olmasina karsin, sulfasalazin grubunda I/R grubuna gore belir-
gin bir azalma olmakla beraber bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir.

Sonug:

Bu calismada, ratlarda intestinal I/R modelinde kullanilan sul-
fasalazinin hiicre hasarindan sorumlu doku proteinlerinin
ekspresyonlarini azaltarak koruyucu etkiye sahip olabilecegi
gosterilmistir.
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Intestinal iskemi, erken tan1 ve agressif tedavi protokollerinin uygu-
landig: serilerde bile %50'ye ulasan mortalite oranlartyla 6liimcil bir
hastalik olma 6zelligini siirdiirmektedir(1). iskemi, hiicreyi homeostazisi
surdiirmek igin ihtiyag duydugu enerjiden yoksun birakarak 6liimiine
yol acarken, reperfiizyon hasar1 iskemik bagirsaktan salinan serbest
radikallerin, endotelyal faktorlerin ve notrofillerin eslik ettigi karmasik
bir mekanizmayla olusur. Reperfiizyon esnasinda daha once iskemik
olan dokuya ¢ok miktarda oksijen ulasir ve cesitli reaksiyonlarla serbest
radikaller (H202,02-,0H-,NO-) olusur(2). Bunun sonucunda intestinal
mukozada hiicre membranlarinin lipit peroksidasyonu ile iskemi-reper-
fiizyon (I/R) hasart meydana gelir. iskemik dokularin kanlanmasinin
yeniden saglanmasiyla ortama salinan sitokinler (IL-1, IL-6, TNF alfa, INF
gamma) hem lokal hem de sistemik yanita yol acarak doku ve sistemleri
hasara ugratir(3).

Bu surecteki Onemli medyatorlerden biri nitrik oksitticr (NO).
Sentezlenen sitokinler indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) enzi-
mini indiiklerler. iNOS L-Arginin'den NO sentezini saglayan enzimdir(4).
I/R hasarinin fizyopatolojisinde artmug iNOS aktivitesinin etkili oldugu
bildirilmistir. NO, stiperoksit anyonu ile birlikte peroksinitrat olustur-
maktadir. Bu madde ¢ok etkili bir oksidan olup hiicrenin lipit ve protein
komponentlerine saldirarak hasara yol acmaktadir. Sonugta, DNA
parcalanmasi, mitokondriyal disfonksiyon gelisir ve apoptozis gercek-
lesir(5). iNOS aktivitesi nukleer transkripsiyon faktor (NF-kappaB)
tarafindan diizenlenmektedir. Literatiirde miyokard ve cizgili kas I/R
hasart modellerinde NF-kappaB aktivitesinin arttigi gosterilmistir(6-8).
Fakat bu konuda intestinal I/R hasar1 modeli ¢aligtimamugtur.

Bu calismada potent bir NF-kappaB inhibitorii olan sulfasalazin
aracihi@ryla ile intestinal /R hasarinin dnlenmesi veya azaltilmast
amaclanmustir.

Gerec ve Yontem

Bu calisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirmalart Merkezi
(DETAM)'nde etik kurul onay: alinarak gerceklestirildi. Calismada herbiri
250-300 gr agirhiginda 30 adet erkek Wistar-Albino rat kullanidi. Ratlar
deney Oncesinde en az bir hafta boyunca ayni laboratuar ortaminda

YIL//2005 CILT//21 SAYI//1 OCAK-SUBAT-MART 3



tutuldu, standart sican yemi ve suyla
beslendiler. Tiim denekler islemden
12 saat once ag¢ birakildi. Anestezi
90mg/kg
HCL ile saglandi. Her grupta 10 rat
olmak tizere 3 grup olusturuldu.

intramuskiler Ketamin

GRUP | (Sham Grubu)

Bu gruptaki deneklere genel
anestezi uygulandi, karin duvar trast
ve povidon iodine ile temizlendik-
ten sonra 3cm'lik orta hat kesisi ile
laparotomi yapildi. Siiperior mezen-
terik arter abdominal aortadan ¢iktig1
yerden bulunarak ortaya konuldu,
ancak baglanmadi. Genel anestezi
altinda 120 dk sonra ince bagirsagin
terminal ileum bolgesindeki 1cm'lik
bagirsaktan tam kat doku Ornegi
alindi. Serum fizyolojik ile yikandik-
tan sonra %10'luk formaldehit icine
konuldu. NO olcimi igin portal
venden heparinize tiiplere 5ml kan
ornekleri alindi ve siv1 azot igine yer-
lestirildi. Denekler yiiksek doz eter
ile sakrifiye edildi.

GRUP Il (Siiperior mezenter

arter: SMA okliizyon grubu)

Bu gruptaki deneklerde kontrol
grubundan farkli olarak disseke
edilen superior mezenterik arter
abdominal aortadan c¢iktugt yerin
hemen distalinden atravmatik klemp
ile okliize edilerek iskemi baslatiddi.

acilarak reperfiizyon yapildi. 60 dk'lik

reperflizyondan sonra terminal
ileum bolgesinden 1cm'lik bagirsak
segmenti alindi. Daha sonra alinan
doku 6rnekleri kontrol grubuyla aym

islemlere tabi tutuldu.

GRUP Il (SMA okliizyonu +
Sulfasalazin grubu)

Bu gruptaki deneklere grup
II'deki ayn1 islemler uygulandi. Iske-
mi baglatildiktan 30 dk sonra kuyruk
veninden 75mg/kg intraventz sul-
fasalazin verildi. Iskemiden 60 dk
sonra klemp agilarak 60 dk'lik reper-
fiizyon baglatidds. I/R tamamlandiktan
sonra terminal ileum bolgesinden
lcm'lik bagirsak segmenti alindi ve
doku oOrnekleri aynt islemlere tabi
tutuldu.

Calismada kullanidan sulfasalazin
Sigma-Aldrich Chemical GmBH
(interlab, Istanbul)'dan saglandi. NO
olciimii Kocaeli Universitesi Tip
Fakiltesi  Biyokimya  Anabilim
Dalinda yapddi. Alinan kanlar 1000
devirde 10 dk santrifiije edildi ve
plazmalar -70°C'de bekletildi. NO
olgimi icin; ZnSO4, NaOH, nitrat
rediiktaz, glisin, sulfanilamid, N-(1-
Naphthyl) etilendiamin, NADPH,
FAD, LDH, piruvat kloroform, etanol,
xantin, xantin oksidaz, nitroblue
tetrazolium (NBT) maddeleri Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO,
USA)'dan, CuCl2, sigir serum albumi-

60 dk bekledikten sonra klemp ni, H202, EDTA, Na2CO3,
Tablo 1: Tim gruplardaki plazma total nitrit degerleri (mikromol/litre)
Denekler GRUP | GRUP II GRUP Il
Micromol / litre Micromol / litre Micromol / litre
1 31 55 39
2 38 52 34
3 39 40 38
4 30 VA 42
5 36 43 28
6 37 47 43
7 36 41 45
8 25 56 36
9 37 42 34
10 34 65 30
Ortalamazstandart sapma 34.3+4.37 48.518.2 37+5.5
F=14, sd=2, p<0.0001; coklu karsilastirma sonucu anlamli farklilik gésteren gruplar I-1l ve II-11 idi

(NH4)2504, NaCl, KH2PO4,
Na2HPO4, NaN3(sodyum azid), glu-
tatyon rediiktaz ve indirgenmis glu-
tatyon Merck (Darmstad,
Germany)'den temin edildi. Manuel

ise

degerlendirmeler Shimadzu (Shi-
madzu UV mini-1240 Kyoto, Japan)
spektrofotometresi ile 1lcm dalga
boyundan yapildi.

Total nitrit (NO),
NO3'a NO2'ye ceviren E. coli nitrat
rediiktazla inkiibasyonu ve Greiss
reaksiyonu ile olculdi. Greiss ajani
1ml ¢ozeltiye katildi. Absorbans 545
nm'de 30 dk inkiibasyon sonrast
okundu. Absorbans, standart
NaNO2 grafisi ile karsilastirildi.
Sonuclar mol /litre olarak belirlendi.

Immiinohistokimyasal 6l¢timler
icin kullandan 3 adet kit: 1-NF-
KappaB / p65 (Rel A) Ab-1, 7 ml 2-
Nitric Oxide Synthase, inducible
(AINOS) Ab-1, 7 ml 3-Caspase 3
(CPP32 Ab-4, 0.5 ml konsantre)
Neomarkers (Freemont, USA)'den
temin edildi. Immunohistokimyasal
calisma SSK Vakif Gureba Egitim
Hastanesi Patoloji laboratuarinda

¢cOzeltinin

yapildi. Ornekler blokland: ve kesit
yapilmak tizere oda sicakliginda sak-
land1. immunohistokimyasal ¢alisma-
da; dokuda aranacak proteine karst
gelistirilmis isaretli poliklonal ya da
monoklonal antikorlar kullanildi.
Tim gruplardaki iNOS, NF-kappaB/
p65 ve kaspas protein ekspresyon-
larin1 belirlemek amaciyla %10'Tuk
formalinde fikse edilmis parafine
gomiuli doku bloklarindan 2 mik-
ronluk kesitler Poly-L-lysine (PLL) ile
kaplanmis lamlara alindi. 37°C'lik
etiivde 1 gece bekletildi. iki defa 15
dk'lik stirelerde ksilol ile deparafinize
edilen kesitler saf alkolden basla-
yarak %90-80-70lik alkollerden gecir-
ilerek suya indirildi. Mikrodalga
isiticida yuksek derecede 5 dk, orta
derecede 3 defa 5'er dk muamele
edildikten sonra 20 dk oda isisinda
sogumaya birakildi. Distile suyla
yikanan kesitler tris-buffer solis-



yonuna alindi. Endojen peroksidazi
bloke etmek icin %3'lik hidrojen
peroksit (H202) ile 20 dakika
muamele edildi. Distile su
yikandiktan sonra tris-buffer solis-
yonuna alindi. Kesitler Ultra V-Block
ile 5 dk muamele edildikten sonra

ile

primer antikorlar ile (Nitric oxide
synthase, inducible (iNOS) Ab-1, NF-
kappaB / p65 (Rel A) Ab-1, Caspase 3
(CPP32) Ab-4 ) 30 dk inkube edildi.
Tris-buffer ile yikanan Kkesitler
Biotinyalated secondary
globulins ile 20 dk, enzim isaretli
streptavidin ile 20 dk inkiibe edildi.
Tris-buffer'a alinan kesitler AEC kro-
mojen'de 20'ser dk tutuldu. Kesitler
yikandiktan sonra Mayer Hematok-
silen ile 3 dk inkiibe edilerek zit
boyama yapidi. Kesitler Agueous-

immun

mount jel ile kapatilarak hazirlandi.

Her bir olgu icin hazirlanan
kesitler 151k mikroskobunda incelen-
di. immiin boyamanin spesifikliginin
kontroliinde, pozitif kontrol amacty-
la antikor uretici firma verilerine
uygun olarak rat akciger kesitleri kul-
lanilds.

Olgular sitoplazmik boyanmanin
yayginligi ve yogunlugu agisindan
degerlendirildi. Boyanma yayginligi
ve yogunlugu ileum doku kesit-
lerinde epitelyal komponentte (vil-
lus epiteli + kript epiteli) deger-
lendirilerek, dokunun genelinde
epitelyal komponent olarak skor-
landi. Boyanma yayginlig1 epitelyal
komponent yilizdesi esas alinarak
yapidi. Boyanma olmamasi 0, <%25
boyanma +1, %25-50 boyanma +2,
%50-75 boyanma +3, >%75 boyan-
ma +4 olarak skorlandi. Boyanma
yogunlugu ise, doku kesitlerinde
sitoplazmik boyanma gosteren
hiicrelerin kromogen ile boyanma
yogunlugunu yansitmakta olup, hic
boyanma gozlenmeyen olgularda 0,
hafif boyanan olgularda +1, orta
yogunlukta boyanan olgularda +2,
boyanan olgularda +3
olarak skorlandi. Istatistiksel deger-

kuvvetli

lendirme yayginlik ve yogunluk skor-
larinin toplami alinarak yapilmustir.

Istatistiksel analizler SPSS 10.00
versiyonu ile yapildi. Parametrik veri-
lerin karsilastirmas: tek yOnla
varyans analizi, post hoc analizi LSD
testi ile yapidi. Non-parametrik ver-
ilerin karsilastirilmast Kruskal-Wallis
testi ile gruplarin ikili karsilastiril-
masi ise Dunn's testi ile yapildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Bulgular
Tuim gruplardaki
mol/litre olarak

total nitrit
olcim sonuglari

Tablo 1'de verildi. I/R hasarinda plaz-
mada Olgiilen total nitrit miktar-
larinin belirgin olarak yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.001).

Plazma total nitrit miktarlarinin
gruplar arasindaki farki arastirlldigin-
da; kontrol grubuna kiyasla, diger
gruplarda total nitrit miktarinin yuk-
sek oldugu tespit edildi. Yapilan ista-
tistiksel calismada kontrol grubuyla
(Grup T) IR yapilan (Grup II) grup
arasinda anlamli fark go6zlendi
(p<0.05). Diger taraftan; sulfasalazin
grubunda (Grup III) total nitrit mik-
tarlar1 kontrol grubuna goére daha
fazla bulundu, ancak yapilan istatis-

epitelyal komponentteki boyanma skorlari

Tablo 2: iINOS, P65 ve kaspas'in immunohistokimyasal boyanma ile olusturulan

Olgu inos Epitelyal P65 Epitelyal Kaspas
Skor Skor Epitelyal Skor
1 3 2 3
2 3 3 4
3 3 2 5
4 2 2 5
5 3 2 4
Grup | 6 2 2 3
7 2 2 3
8 2 3 2
9 3 2 8
10 2 2 3
Ortanca
(min-maks) 2.5(2-3) 2(2-3) 3(2-5)
5 3 6
2 3 2 4
3 2 3 5
4 4 3 6
5 4 2 5
Grup Il 6 6 6 6
7 7 5 7
8 7 6 7
9 7 7 7
10 6 6 6
Ortanca
(min-maks) 5.5(2-7) 4(2-7) 6(4-7)
1 4 5
2 3 3 4
3 3 3 4
4 3 6 4
5 4 5
Grup Il 6 3 3
7 3
8 3 3 4
9 4 3
10 2 3 2
Ortanca
(min-maks) 3(2-4) 3(2-6) 4(2-7)

gosteren gruplar I-lI, [l idi.
gruplar I-ll

gosteren gruplar I-11, [I-11l.

iINOS icin K.W.:12.68, s.d=2, p= 0.002 ; Dunn’s testine gore ikili karsilastirmada anlaml farklilik
p65 icin KW.:9.74 sd=2, p= 0.008; Dunn'’s testine gore ikili karsilastirmada anlamli farklilik gosteren

Kaspas icin K.W.:15.96 sd=2, p= 0.000; Dunn's testine gore ikili karsilastirmada anlamli farklilik
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tiksel calismada g6zlenen fark anlam-
Ii degildi.(F:14, sd:2, p<0.0001;
Dunn's testi ile yapilan c¢oklu
karsiastirma sonucu anlaml farklilik
gosteren gruplar I-1I ve II-I1I).

6

immiinohistokimyasal boyanma
ile iNOS ekspresyonu en yaygin ve
yogun olarak ileum mukozasindaki
villus epitelinde gozlendi. Kript
epiteli villuslara gore daha az yaygin-

Resim 1: immunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x100), B- i/R
grubu (x100), C- sulfasalazin grubunda [x400) iNOS ekspresyonu )
Resim 2: immunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x100), B- I/R
grubu (x100, C- sulfasalazin grubunda [x100) p65 ekspresyonu )
Resim 3: iImmunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x400), B- I/R
grubu (x100), C- sulfasalazin grubunda (x400) kaspas ekspresyonu

lik ve yogunlukta boyanma gosterdi.

Immiinohistokimyasal boyanma
ile gosterilen iNOS ekspresyonunun
gruplar arasindaki farki arastirilldigin-
da (Tablo 2) kontrol grubunda (Grup



I) epitelyal komponentte az boyan-
ma gozlenmesine karsin (Resim 1A)
I/R grubunda (Grup II) boyanma
daha kuvvetliydi (p=0.002) (Resim
1B). Epitelyal boyanma skoru agisin-
dan kontrol grubuyla, sulfasalazin
kullanllan (Grup II) grup (Resim
1C) arasinda anlamli fark g6zlenme-
di (p=0218). I/R grubu (Grup 1I) ile
sulfasalazin kullanidan grup (Grup
III) arasinda anlamh fark goézlendi
(p=0.007). (K.W:12.68, s.d:2,
p=0.002; Dunn's testine gore ikili
karsillastirmada  anlamli farklilik
gosteren gruplar I-11, II-I1I).
Immiinohistokimyasal boyanma
yontemi ile NF-kappaB/ p65 ekspres-
yonunun degerlendirildiginde epi-
telyal komponentte boyanma yogun-
lugu ve yayginligi en fazla olan
hicreler mukozadaki villus epiteliy-
di. Kriptlerde villuslara gore daha
fazla yayglik ve yogunlukta p65
ekspresyonu bulundu ve o6zellikle
kript tabaninda yuzeye gore p65
ekspresyonu daha az tespit edildi.
Immiinohistokimyasal boyanma
ile gosterilen p65 ekspresyonunun
gruplar arasindaki farki arastirlddigin-
da; Tablo 2'de goruldiigu gibi kontrol
grubuna kiyasla diger gruplarda p65
ekspresyonu daha fazlaydi. Kontrol
grubuyla (Grup I) (Resim 2A) iR
yapilan (Grup II) grup (Resim 2B) ve
kontrol grubu (Grup I) ile sul-
fasalazin grubu (Grup III) (Resim
2C) arasinda anlamli fark gozlendi
(p=0.007 ve p=0.043). Sulfasalazin
verilen grupta p65 ekspresyonu I/R
grubuna gore azalmakla beraber
anlaml fark saptanmadi (p=0.218).
Immunohistokimyasal boyanma
yontemi ile kaspas ekspresyonu
degerlendirildiginde epitelyal kom-
ponentte sitoplazmik boyanma

gozlendi. En kuvvetli boyanan
hiicreler villus uclarindaki epitelyal
hicreler ile iskemi-reperfiizyon

hasarina bagl olarak limen icerisine

dokilen hicrelerdi. Muskularis
mukozaya yakin olan kript epiteli
daha az boyanmusti. Kaspas ekspresy-
onunun gostergesi olan epitelyal
komponentteki boyanmanin gruplar
arasindaki farki arastirlldiginda; kon-
trol grubuyla (Grup I) (Resim 3A) I/R
yapilan grup (Grup II) (Resim 3B)
arasinda anlamli fark tespit edildi
(p<0.0001) Ancak kontrol grubuyla,
sulfasalazin kullandarak (Grup IV)
(Resim 3C) bagirsaklart korunmaya
calisilan grup arasinda  kaspas
ekspresyonu acgisindan anlamli fark
gozlenmedi (p>0.05). I/R yapilan
grup (Grup 1II) ile sulfasalazin kul-
lanilan (Grup III) arasinda da anlam-

It fark mevcuttu (p<0.0001).

Tartypma

intestinal  iskemi/reperfiizyon
(i/R) hasart siklikla cerrahi girisim
gerektiren ciddi bir klinik durumdur.
iskemik dokularin reperfiizyonu
onarim fazi icin gerekli olmasina
karsin reaktif oksijen radikallerinin
salinmasi ve nétrofil birikimini aktive
etmesi nedeniyle akut iskemik hasari
daha kotiilestirmektedir. Lokositlerin
aktive olmasi ve takiben mukozal ve
mikrovaskiiler infiltrasyonu bagirsak-
larda selektif bariyer fonksi-yonunun
bozulmasina ve intestinal perme-
abilitede artisa yol agarak mikroorga-
nizmalarin ve toksik maddelerin
translokasyonuna, multipl organ yet-
mezligine ve o6lime neden olur(9-
10).

Ince bagirsaklar I/R hasarina ileri
derecede duyarli olup, mikrosir-
killasyon bozuklugundan doku
hasarina kadar uzanan bir spektrum-
da etkilere neden olur. /R hasarini
diizeltmek icin yapilan calismalarin
amaci progressif hiicre oliminden
sorumlu olan inflamatuar mekaniz-
malarin tetiklenmesinde rol alan
akut mediatorlerin indiksiyonunun
diizenlenmesidir(11).

Iskemik dokularin reperfiizyonu,
hizla reaktif oksijen metabolitlerini
uretmekte bunlarda NF-kappaB'yi
aktifleyerek  doku
hasarin1 artirmaktadir. Transkripsi-

reperfiizyon

yon faktorii NF-kappaB cok sayida
gen ekspresyonunu diizenleyen akut
inflamasyon gelisimi icin kritik bir
faktordir. NF-kappaB cesitli homo ve
heterodimerik NF-kappaB/Rel pro-
teinlerinden olusmakta olup, farklt
dimerleri cesitli transkripsiyonel akti-
vasyon Ozelliklerine sahiptir. NF-
kappaB uyardmamus hiicrelerde sito-
plazma icinde inhibitor protein olan
I kappaBye baghh olarak bulunur.
Inflamatuar uyart sonucu, TNF-alfa,
IL-1 beta ve reaktif oksijen bilesikleri,
I kappaB alfa spesifik kinaz araciligry-
la fosforillenir ve proteozomlarla
parcalanir. I kappaB alfa'nin parca-
lanmasi NF-kappaB'nin agiga c¢ik-
masina neden olur. Serbest kalan NF-
kappaB nitikleusa transloke olur ve
spesifik promoter elemanlara bagla-
narak gen transkripsiyonunu baslatir.

NF-kappaB proinflamatuar sito-
kinler, kemokinler, imminreseptor-
ler, hiicre adezyon molekiilleri, akut
faz proteinleri ve iNOS icin hedef
genlere etki eder. NF-kappaB'nin
aktivasyonu inflamatuar yanitta etkili
pek cok tiriiniin genetik transkripsiy-
onunda artisin koordine edilmesine
yol acar. Bu turinlerle NF-kappaB
arasinda pozitif geri bildirim meka-
nizmasi vardir ve boylece lokal infla-
matuar yanitlar artirilic ve sireklilik
kazanir. Inflamatuar siirecte NF-
kappaB'nin kritik bir roli vardir ve
I/R hasarinda NF-kappaB'nin aktiflen-
mesiyle karaciger, kalp, akciger gibi
pek cok organin zarar gordigi gos-
terilmistir(12-14). Bu deneysel calis-
mada I/R hasarinda inflamatuar
uyarilarla aktive olan NF- kappaB'nin
bagirsak mukozasindaki gostergesi
olan iNOS ve p65 (NF-kappaB'nin
aktif alt Unitesi) protein ekspresyon-
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larint immiinohistokimyasal boyan-
ma ile degerlendirdik.

NO'in gastrointestinal mukoza
hasar1 mediatorii mi yoksa savunma
tartig-
malidir(15). Wu ve ark. yaptiklar

mekanizmast m1 oldugu
calismada(8); I/R'dan sonra rat ince
bagirsaginda iNOS'in artmis mukozal
apoptozisle ilgili oldugunu goster-
mislerdir. Artmis iNOS'un NO {ireti-
mini artrmast /R hasarini takiben
apoptozisteki artisla ilgilidir. Apop-
tozis programli hiicre 6limi olup,
doku homeostazisinin devaminda
oldugu gibi ¢ok hiicreli canlilarin
normal gelisiminde de esastir.
Apoptozis; aktif enerji bagimli hiicre
olimidiir; fizyolojik uyarilar, serbest
radikaller, FAS, TNF-alfa, TNF apop-
tozisle ilgili indiklenebilir ligand,
hiicre zarindaki iyon kanallarinda
degisiklik ve buylime faktorinin
geri cekilmesi gibi patolojik sitotok-
sik
Apoptorzisin gelisiminde anahtar fak-
tor

uyaridarla  ortaya  ¢ikar.

mitokondriden  sitozollere
sitokrom-c salinmasidir. I/R hasari ve
apoptozis arasindaki iliski karaciger,
beyin, bobrek, miyokard, pankreas
ve mide gibi cok sayida organda gos-
terilmistir(16,17). Daha onceki c¢alis-
malarda gosterildigi gibi stperior
mezenterik arterin titkanmasi ve tak-
iben reperfliizyonu, hasara ve ince
bagirsak mukozasinda apoptozise
yol acar(18). Ancak giiniimiizde I/R
hasarinda apoptozisin nasil indik-
lendigi tam olarak acikliga kavus-
mamistir.

iNOS ve apoptozis arasindaki ilis-
ki agisindan iNOS tarafindan tiretilen
yiksek konsantrasyondaki NO ¢ok
sayidaki hiicre tipinde (gastrik epitel
hiicreleri, gastrik enterokromaffin
hiticreler, makrofajlar, timositler, kon-
drositler, yauamusak duz kas hiicreleri
ve cesitli noronal hicreler) apop-
tozisin nedeni olarak tanimlanmistir
ve NO'in cesitli hicre tiplerinde
(pankreas adacik hiicreleri ve néron-

lar), kaspas bagimli apoptozisi indiik-
bildirilmistir(19).
yaninda, apoptozis acgisindan NO'in
rolii hala tartismali olmakla beraber
NO'in bazi hiicre tiplerinde apop-
tozisi Onledigi bildirilmistir(11).
Calismamizda, iNOS ve NO'in indiik-
ledigi kaspas bagimli apoptozisi
bagirsakta

ledigi Bunun

gostermek  amaciyla

mukozal epitelyal komponentte
iNOS ve kaspas protein ekspresyon-
larini ve serumda NO seviyelerini
arastirdik. I/R hasarinda bu protein-
lerin ekspresyonlar1 ve serum NO
dolayisiyla
apoptozisin aktive oldugunu tespit
ettik.

Wu ve ark. deneysel calismalarin-
da(8), kullandiklar1 ¢ inhibitoriin
I/R'dan sonra iNOS'u inhibe ederek
belirt-
mislerdir. L-NAME reperfiizyon asa-
masinda kan akimini azaltarak, trom-

seviyelerinin arttigini

apoptozisi iyilestirdigini

bosit agregasyonunu inhibe ederek
ve 10okosit adezyonunu azaltarak kis-
men apoptozisi Onler. Bunun nedeni
L-NAME'in nonselektif NOS inhibi-
torii  olmasidir. Aminoguanidin
rolatif-selektif  iINOS
olmas: yaninda bagka farmakolojik
etkilere de sahiptir. Bu etkilerin en
onemlisi histamini inaktive eden

inhibitora

diamin oksidaz enzimi inhibisy-
onudur. Yazarlar daha onceki calis-
malarinda aminoguanidin ile 6n
tedavinin diamin oksidaz enzimini
inhibe ettigini ve buna bagli histamin
kanda

gostermislerdir. Yani apoptozisin

seviyesinin yukseldigini
azalmastyla beraber histaminerjik
etki s6z konusudur.

ONO-1714 yeni bir siklik amidin
derivesi olup, potent bir selektif
iNOS inhibitoradir. ONO-1714 L-
NAME'e gore 34 kat, aminoguanidine
gore kat daha guclidiir. ONO-1714
ile 6n tedavi sonucu I/R sonrast intes-
tinal apoptozisin azaltilmasinda NO
disinda baska faktorler olma ihtima-
line karsin iNOS'un inhibisyonunun

apoptozisi azalttigina kanit olarak
gosterilebilir(20). Bu calismada iNOS
inhibisyonunun apoptozis aktivasy-
onunu Onledigi hipotezinden yola
cikarak giicli NF-kappaB inhibitori
Bu
kimyasalin kullanddigr deneklerde
iNOS ve NO bagimli kaspas protein

olan sulfasalazin kullanildi.

ekspresyonlarinin azaldig tespit edil-
di. Bu bulgular serum NO seviye-
lerinin azaldiginin tespit edilmesiyle
de desteklendi.
fasalazinin ince bagirsak I/R hasarin-

Dolayisiyla sul-

da aktive olan mukoza epitelindeki
apoptozu azalttigina inanmaktayiz.
Deneysel ve klinik caligmalar I/R
hasarinda NO'in 6nemi uzerinde
dururken, erken dénem i/R'da NO
olusumu ile ilgili tartismali sonuclar
bildirilmistir. Serum NO konsantras-
yonu bazi ¢alismalarda ytiksek(21),
bazilarinda degismemis(22), bazila-
rinda da disik bulunmustur(23).
Calismamizda ince bagirsak I/R
NO
seviyelerinin artti@in tespit ettik. I/R
NO'in doku
koruyucu etkiye sahip oldugunu
belirten calismalar da vardir.(11)
Nakashima ve ark. (24) yaptiklari
calismada, inflamatuar siireg sirasin-
da NO {retiminin yalnizca mikro-

hasari sonrasi serumda

hasarindan sonra

plarin  ve tiimo6r hicrelerinin
oldirilmesi ile ilgili degil, aym
zamanda normal dokularda da hara-
biyet yaptigin1i ve septik sokta
vaskiiler yatakta refrakter kollapsa
neden oldugunu bildirmislerdir.
NO'in
zararl

yuksek uretimi viicut icin
olmasina karsin, NO {reti-
minin tam inhibisyonunun NO'in
denge saglayici etkisi nedeniyle
yararli olmadig:
muslardir.
Sulfasalazin ve salisilat derivesi
olan 5-ASA romatoid artrit ve infla-
bagirsak  hastaliginin
tedavisinde en etkili ilaglar arasin-
dadir. Ancak bu ilaclarin etki

mekanizmalar1 hala tam olarak acik-

sonucuna var-

matuar



liga kavusmamistir. (25,26) Sulfa-
salazin NF-kappaB inhibitorii olarak
I/R hasarinda koruyucu etkisi acisin-
dan cesitli dokularda arastiridmustr.
Transkripsiyon faktor NF-kappaB sul-
fasalazin tarafindan gerceklestirilen
immunsupresyonun hedefidir. NF-
kappaB'ye bagimli transkripsiyon sul-
fasalazin tarafindan mikro ve milimo-
lar konsantrasyonlarda inhibe edilir.
5-ASA ve sulfapiridin biitiin dozlarda
NF-kappaBlyi bloke etmez. Sulfa-
salazin NF-kappaB'nin nitiklear
translokasyonunu saglayan TNF alfa,
I kappaB alfanin degradasyonunu
inhibe eder. Wahl ve ark.(25) yaptik-
lar1 g¢alismada, sulfasalazinin NF-
kappaB'nin potent ve spesifik bir
inhibitoria oldugunu gostermislerdir.

Sulfasalazinde aktif bilesik 5-
ASA'dir. Sulfapiridin tastyict molekiil
olup, yan etkilerin bir kismindan
sorumludur. Sulfasalazin ve 5-ASA in
vitro olarak immiin procesteki ¢ok
sayida hiicre reaksiyonunu inhibe
etmektedir. Bunlarin en bilinenleri T
hicre proliferasyonu ve T hicrele-
rine karst antijen sunumunun
inhibisyonudur. Hem sulfasalazin
hem 5-ASA makrofaj ve nétrofillerin
kemotaksis ve adezyon fonksiyon-
larin1 bozarak, TNF- alfanin Giretimini
bloke ederek genis olctide antienfla-
matuar etki spektrumuna sahiptir.
Sulfasalazin ve 5-ASA siklooksije-
nazin potent bir inhibitorii olup,
inflame bagirsakta prostoglandin E
uretimini inhibe eder. Yine 5-lipook-
sijenaz ve proteinini inhibe ederek,
lokotrienlerin kemotaktik etkilerini
bozar. 5-ASA ayni zamanda en potent
etkili serbest radikal temizleyici
antioksidandir. MacDermott ve
ark.(26) yaptiklari1 calismada, sul-
fasalazinin  NF-kappaB  aktivas-
yonunun potent bir inhibitdri
oldugunu, bunun mekanizmasinin
ise I kappaB'nin fosforilasyon ve

degradasyonunu inhibe ederek NF-
kappaB'nin ntkleusa translokas-
yonunun engellenmesi oldugunu
gostermislerdir.

Feeley ve ark. (27) yaptiklar ¢alis-
bir NF-kappaB
sulfasalazin ile

mada, potent
inhibitérii  olan
tedavinin allogaft stirvisini artirdigy,
reperfiizyon hasarini azalttig1, adezy-
on molekiil ekspresyonunu azalttigt
hipotezinden vyola cikarak sul-
fasalazin ile tedavinin reperfiizyon
hasarin1 azaltmada etkili bir yontem
olup, rat kardiak transplant mod-
elinde allograft stirvisini artirdigini
gostermislerdir.

Potent bir NF-kappaB inhibitorii

olan sulfasalazin bu deneysel ¢alis-

mada bagursakta I/R hasarini 6nleye-
bilecegi hipoteziyle kullanildi. I/R
sonrast sulfasalazin kullandigimiz
deneklerde ince bagirsak mukoza
epitelinde iNOS ve p65 protein
ekspresyonlarinin azaldig tespit edil-
di. Ayn1 deneklerde serumda total
nitrit miktarlarininda azaldigini tespit
ettik. Bu bulgu sulfasalazin ile I/R
hasar1 sonrast olusan mukozal
hasarin azaltabilecegini diisindiir-
mustur.

Sonug olarak; ratlarda intestinal
I/R  modelinde

fasalazinin, mukoza epitelinde iNOS,

kullanilan  sul-
p65 ve kaspas protein ekspresyonlari
ile serum NO seviyelerinde azalmaya
yol actigt gosterilmistir.

Summary
Protective effect of sulfasalazine on the intestinal ischemia-reperfusion injury

Purpose:

Acute mesenteric occlusion is a serious clinical entity which usually requires prompt surgical
intervention. Although reperfusion is mandatory for the repair, the release of free oxygen radi-
cals and the induction of neutrophyl accumulation attenuates the injury. NFkappa B has a crit-
ical role in inflammatory process. This study is based on the hypothesis that sulfasalazine, a
potent inhibitor of NF-kappa B may counteract or decrease the ischemia/reperfusion (I/R] injury
in rats.

Materials and Methods:

The study consisted of three groups each containing 10 rats. In the control group (Group I} supe-
rior mesenteric artery was dissected, but not ligated. Two hours later tissue samples from
ileum and blood samples from portal vein were taken and the rats were sacrificed. In I/R group
(Group I1) after dissection of superior mesenteric artery, it was clamped just distal to the origin
from aorta. Clamp is released after 1 hour ischemia and tissues were reperfused. The same
samples as in control group were taken. In sulfasalazin group (Group Ill}, apart from group I,
30 minutes after the beginning of the ischemia, sulfasalazine was given. The tissue samples
from ileum were stained for INOS, p65 and caspase immunohistochemically. NO level was
determined in blood samples by Greiss reaction. iNOS, p65 and caspase protein expressions in
tissue sections and NO levels in serum were at the basal level in control group.

Results: In I/R group both protein expressions and serum NO levels were very high. However
in sulfasalazine group, these parameter levels were found higher than control group, but less
than the levels found in I/R group. Statistical analysis showed that although there was signifi-
cant difference between control group and I/R group (p<0.05) with regard to serum NO levels,
iNOS and caspase expressions, sulfasalazin group has no significant difference when compared
with control group (p>0.05). p65 expression was found to be significantly increased in I/R group
compared to control group (p<0.05), whereas in sulfasalazine given group the expression
decreased compared to I/R group. However, the decrement was not statistically significant.
Conclusion:

This study demonstrated that sulfasalazin may have protective effect on experimental rat intes-
tinal ischemia-reperfusion injury through down-regulation of tissue proteins responsible from
celluler damage.

Key words:

Intestine, ischemia-reperfusion injury, sulfasalazine
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