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Ýntestinal iskemi, erken taný ve agressif tedavi protokollerinin uygu-
landýðý serilerde bile %50'ye ulaþan mortalite oranlarýyla ölümcül bir
hastalýk olma özelliðini sürdürmektedir(1). Ýskemi, hücreyi homeostazisi
sürdürmek için ihtiyaç duyduðu enerjiden yoksun býrakarak ölümüne
yol açarken, reperfüzyon hasarý iskemik baðýrsaktan salýnan serbest
radikallerin, endotelyal faktörlerin ve nötrofillerin eþlik ettiði karmaþýk
bir mekanizmayla oluþur. Reperfüzyon esnasýnda daha önce iskemik
olan dokuya çok miktarda oksijen ulaþýr ve çeþitli reaksiyonlarla serbest
radikaller (H2O2,O2-,OH-,NO-) oluþur(2). Bunun sonucunda intestinal
mukozada hücre membranlarýnýn lipit peroksidasyonu ile iskemi-reper-
füzyon (Ý/R) hasarý meydana gelir. Ýskemik dokularýn kanlanmasýnýn
yeniden saðlanmasýyla ortama salýnan sitokinler (IL-1, IL-6, TNF alfa, INF
gamma) hem lokal hem de sistemik yanýta yol açarak doku ve sistemleri
hasara uðratýr(3).

Bu süreçteki önemli medyatörlerden biri nitrik oksittir (NO).
Sentezlenen sitokinler indüklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) enzi-
mini indüklerler. iNOS L-Arginin'den NO sentezini saðlayan enzimdir(4).
Ý/R hasarýnýn fizyopatolojisinde artmýþ iNOS aktivitesinin etkili olduðu
bildirilmiþtir. NO, süperoksit anyonu ile birlikte peroksinitrat oluþtur-
maktadýr. Bu madde çok etkili bir oksidan olup hücrenin lipit ve protein
komponentlerine saldýrarak hasara yol açmaktadýr. Sonuçta, DNA
parçalanmasý, mitokondriyal disfonksiyon geliþir ve apoptozis gerçek-
leþir(5). iNOS aktivitesi nükleer transkripsiyon faktör (NF-kappaB)
tarafýndan düzenlenmektedir. Literatürde miyokard ve çizgili kas Ý/R
hasarý modellerinde NF-kappaB aktivitesinin arttýðý gösterilmiþtir(6-8).
Fakat bu konuda intestinal  Ý/R hasarý modeli çalýþýlmamýþtýr.

Bu çalýþmada potent bir NF-kappaB inhibitörü olan sulfasalazin
aracýlýðýyla ile intestinal  Ý/R  hasarýnýn önlenmesi veya azaltýlmasý
amaçlanmýþtýr. 

Gereç ve Yöntem

Bu çalýþma Ýstanbul Üniversitesi Deneysel Týp Araþtýrmalarý Merkezi
(DETAM)'nde etik kurul onayý alýnarak gerçekleþtirildi. Çalýþmada herbiri
250-300 gr aðýrlýðýnda 30 adet  erkek Wistar-Albino rat kullanýldý. Ratlar
deney öncesinde en az bir hafta boyunca ayný laboratuar ortamýnda

Amaç:
Bu çalýþma potent bir NF-kappaB inhibitörü olan sulfasalazin ile
ratlarda intestinal  iskemi/reperfüzyon hasarýnýn önlenebileceði
veya azaltýlabileceði hipotezi üzerine kurulmuþtur.
Durum Deðerlendirmesi: Mezenter iskemi sýklýkla cerrahi gir-
iþim gerektiren ciddi bir klinik durumdur. Ýskemik dokularýn
reperfüzyonu onarým fazý için gerekli olmasýna karþýn reaktif
oksijen radikallerinin salýnmasý ve nötrofil birikimini aktive
etmesi nedeniyle akut iskemik hasarý daha kötüleþtirmektedir.
Ýnflamatuar süreçte NF-kappaB'nin önemli ve merkezi bir rolü
vardýr. 
Yöntem: 
Bu deneysel çalýþmada her grupta 10 rat olmak üzere 3 grup
oluþturuldu. Kontrol grubunda (Grup I) superior mezenter arter
bulundu ve askýya alýndý, ancak baðlanmadý. 120dk beklendikten
sonra ileumdan doku örnekleri ve portal venden kan örnekleri
alýnarak ratlar sakrifiye edildi. Ýskemi / reperfüzyon (Ý/R) grubun-
da (Grup II) superior mezenter arterin aorttan çýktýðý yerin
hemen distaline klemp konularak 60 dk iskemi oluþturuldu.
Daha sonra klemp açýlarak 60 dk reperfüzyon yapýldý. Kontrol
grubundaki gibi doku ve kan örnekleri alýndý. Sulfasalazin
grubuna (Grup III) ise Grup II'den farklý olarak iskemiden 30 dk
sonra sulfasalazin verildi. Alýnan ileum doku örneklerinde
immunohistokimyasal boyama yöntemiyle iNOS, p65 ve kaspas
protein ekspresyonlarý çalýþýldý. Kan örneklerinden ise Greiss
reaksiyonu aracýlýðýyla NO miktarlarý ölçüldü.
Bulgular: 
Kontrol grubunda iNOS, p65, kaspas protein ekspresyonlarý ve
serum NO seviyeleri bazal seviyede bulundu. Ý/R grubunda (Grup
II) ise bu proteinlerin ekspresyonlarý en yüksek seviyede tespit
edildi.  Sulfasalazin (Grup III) grubunda kontrol grubundan yük-
sek, Ý/R grubundan ise düþük seviyede bulundu. Yapýlan istatis-
tiksel çalýþmada, NO seviyeleri, iNOS ve kaspas ekspresyon-
larýnda kontrol grubuyla I/R grubu arasýnda anlamlý fark
bulunurken (p<0.05), sulfasalazin kullanýlan grup ile kontrol
grubu arasýnda anlamlý fark saptanmadý. P65 ekspresyonunda
I/R grubu kontrol grubuyla karþýlaþtýrýldýðýnda anlamlý bir artýþ
olmasýna karþýn, sulfasalazin grubunda I/R grubuna göre belir-
gin bir azalma olmakla beraber bu azalma istatistiksel olarak
anlamlý bulunmamýþtýr.
Sonuç: 
Bu çalýþmada, ratlarda intestinal Ý/R modelinde kullanýlan sul-
fasalazinin hücre hasarýndan sorumlu doku proteinlerinin
ekspresyonlarýný azaltarak koruyucu etkiye sahip olabileceði
gösterilmiþtir.
Anahtar Kelimeler: 
Baðýrsak, iskemi-reperfüzyon hasarý, sulfasalazin,
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tutuldu,  standart sýçan yemi ve suyla
beslendiler. Tüm denekler iþlemden
12 saat önce aç býrakýldý. Anestezi
90mg/kg intramüsküler Ketamin
HCL ile saðlandý. Her grupta 10 rat
olmak üzere 3 grup oluþturuldu.      

GRUP I (Sham Grubu)

Bu gruptaki deneklere genel
anestezi uygulandý, karýn duvarý traþý
ve povidon iodine  ile temizlendik-
ten sonra 3cm'lik orta hat kesisi ile
laparotomi yapýldý. Süperior mezen-
terik arter abdominal aortadan çýktýðý
yerden bulunarak ortaya konuldu,
ancak baðlanmadý. Genel anestezi
altýnda 120 dk sonra ince baðýrsaðýn
terminal ileum bölgesindeki  1cm'lik
baðýrsaktan tam kat doku örneði
alýndý. Serum fizyolojik ile yýkandýk-
tan sonra %10'luk formaldehit içine
konuldu. NO ölçümü için portal
venden heparinize tüplere 5ml kan
örnekleri alýndý ve sývý azot içine yer-
leþtirildi. Denekler yüksek doz eter
ile sakrifiye edildi.

GRUP II  (Süperior mezenter 

arter: SMA oklüzyon grubu)

Bu gruptaki deneklerde kontrol
grubundan farklý olarak disseke
edilen superior mezenterik arter
abdominal aortadan çýktýðý yerin
hemen distalinden atravmatik klemp
ile oklüze edilerek iskemi baþlatýldý.
60 dk bekledikten sonra klemp

açýlarak reperfüzyon yapýldý. 60 dk'lýk
reperfüzyondan sonra terminal
ileum bölgesinden 1cm'lik baðýrsak
segmenti alýndý. Daha sonra alýnan
doku örnekleri kontrol grubuyla ayný
iþlemlere tabi tutuldu. 

GRUP III (SMA oklüzyonu + 

Sulfasalazin grubu)

Bu gruptaki deneklere grup
II'deki ayný iþlemler uygulandý. Ýske-
mi baþlatýldýktan 30 dk sonra kuyruk
veninden 75mg/kg intravenöz sul-
fasalazin verildi. Ýskemiden 60 dk
sonra klemp açýlarak 60 dk'lýk reper-
füzyon baþlatýldý. Ý/R tamamlandýktan
sonra terminal ileum bölgesinden
1cm'lik baðýrsak segmenti alýndý ve
doku örnekleri ayný iþlemlere tabi
tutuldu. 

Çalýþmada kullanýlan sulfasalazin
Sigma-Aldrich Chemical GmBH
(Ýnterlab, Ýstanbul)'dan  saðlandý. NO
ölçümü Kocaeli Üniversitesi Týp
Fakültesi Biyokimya Anabilim
Dalýnda yapýldý. Alýnan  kanlar 1000
devirde 10 dk santrifüje edildi ve
plazmalar -70°C'de  bekletildi. NO
ölçümü için; ZnSO4, NaOH, nitrat
redüktaz, 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, sýðýr serum albumi-
ni, H2O2, EDTA, Na2CO3,

(NH4)2SO4, NaCl, KH2PO4,
Na2HPO4, NaN3(sodyum azid), glu-
tatyon redüktaz ve indirgenmiþ glu-
tatyon ise Merck (Darmstad,
Germany)'den temin edildi. Manuel
deðerlendirmeler Shimadzu (Shi-
madzu UV mini-1240 Kyoto, Japan)
spektrofotometresi ile 1cm dalga
boyundan yapýldý. 

Total nitrit (NO), çözeltinin
NO3'ü NO2'ye çeviren E. coli nitrat
redüktazla inkübasyonu ve Greiss
reaksiyonu ile ölçüldü. Greiss ajaný
1ml çözeltiye katýldý. Absorbans 545
nm'de 30 dk inkübasyon sonrasý
okundu. Absorbans, standart
NaNO2 grafisi ile karþýlaþtýrýldý.
Sonuçlar  mol /litre olarak belirlendi.

Ýmmünohistokimyasal ölçümler
için kullanýlan 3 adet kit: 1-NF-
KappaB / p65 (Rel A) Ab-1,  7 ml 2-
Nitric Oxide Synthase, inducible
(iNOS) Ab-1,  7 ml  3-Caspase 3
(CPP32 Ab-4, 0.5 ml konsantre)
Neomarkers (Freemont, USA)'den
temin edildi. Ýmmunohistokimyasal
çalýþma SSK Vakýf Gureba Eðitim
Hastanesi Patoloji laboratuarýnda
yapýldý. Örnekler  bloklandý ve kesit
yapýlmak üzere oda sýcaklýðýnda sak-
landý. Ýmmunohistokimyasal çalýþma-
da; dokuda aranacak proteine karþý
geliþtirilmiþ iþaretli poliklonal ya da
monoklonal antikorlar kullanýldý.
Tüm gruplardaki  iNOS, NF-kappaB/
p65 ve kaspas protein ekspresyon-
larýný belirlemek amacýyla %10'luk
formalinde fikse edilmiþ parafine
gömülü doku bloklarýndan 2 mik-
ronluk kesitler Poly-L-lysine (PLL) ile
kaplanmýþ lamlara alýndý. 37oC'lik
etüvde 1 gece bekletildi. Ýki defa 15
dk'lýk sürelerde ksilol ile deparafinize
edilen kesitler saf alkolden baþla-
yarak %90-80-70'lik alkollerden geçir-
ilerek suya indirildi. Mikrodalga
ýsýtýcýda yüksek derecede 5 dk, orta
derecede 3 defa 5'er dk muamele
edildikten sonra 20 dk oda ýsýsýnda
soðumaya býrakýldý. Distile suyla
yýkanan kesitler tris-buffer solüs-

Tablo 1: Tüm gruplardaki plazma total nitrit deðerleri  (mikromol/litre)

Denekler GRUP I GRUP II GRUP III
Micromol / litre Micromol / litre Micromol / litre

1 31 55 39
2 38 52 34
3 39 40 38
4 30 44 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
Ortalama±standart sapma 34.3±4.37 48.5±8.2 37±5.5

F=14, sd=2, p<0.0001; çoklu karþýlaþtýrma sonucu anlamlý farklýlýk gösteren gruplar I-II ve II-III idi



yonuna alýndý. Endojen peroksidazý
bloke etmek için %3'lük hidrojen
peroksit (H2O2) ile 20 dakika
muamele edildi. Distile su ile
yýkandýktan sonra tris-buffer solüs-
yonuna alýndý.  Kesitler Ultra V-Block
ile 5 dk muamele edildikten sonra
primer antikorlar ile (Nitric oxide
synthase, inducible (iNOS) Ab-1, NF-
kappaB / p65 (Rel A) Ab-1, Caspase 3
(CPP32) Ab-4 ) 30 dk inkübe edildi.
Tris-buffer ile yýkanan kesitler
Biotinyalated secondary immun
globulins ile 20 dk, enzim iþaretli
streptavidin ile 20 dk inkübe edildi.
Tris-buffer'a alýnan kesitler AEC kro-
mojen'de 20'þer dk tutuldu. Kesitler
yýkandýktan sonra Mayer Hematok-
silen ile 3 dk inkübe edilerek zýt
boyama yapýldý. Kesitler Agueous-
mount jel ile kapatýlarak  hazýrlandý.

Her bir olgu için hazýrlanan
kesitler ýþýk mikroskobunda incelen-
di. Ýmmün boyamanýn spesifikliðinin
kontrolünde, pozitif kontrol amacýy-
la antikor üretici firma verilerine
uygun olarak rat akciðer kesitleri kul-
lanýldý.

Olgular sitoplazmik boyanmanýn
yaygýnlýðý ve yoðunluðu açýsýndan
deðerlendirildi. Boyanma yaygýnlýðý
ve yoðunluðu ileum doku kesit-
lerinde  epitelyal komponentte (vil-
lus epiteli + kript epiteli) deðer-
lendirilerek, dokunun genelinde
epitelyal komponent olarak skor-
landý. Boyanma yaygýnlýðý epitelyal
komponent yüzdesi esas alýnarak
yapýldý. Boyanma olmamasý 0, <%25
boyanma +1, %25-50 boyanma +2,
%50-75 boyanma +3, >%75 boyan-
ma +4 olarak skorlandý. Boyanma
yoðunluðu ise, doku kesitlerinde
sitoplazmik boyanma gösteren
hücrelerin kromogen ile boyanma
yoðunluðunu yansýtmakta olup, hiç
boyanma gözlenmeyen olgularda 0,
hafif boyanan olgularda +1, orta
yoðunlukta boyanan olgularda +2,
kuvvetli boyanan olgularda +3
olarak skorlandý. Ýstatistiksel deðer-

lendirme yaygýnlýk ve yoðunluk skor-
larýnýn toplamý alýnarak yapýlmýþtýr.  

Ýstatistiksel analizler SPSS 10.00
versiyonu ile yapýldý. Parametrik veri-
lerin karþýlaþtýrmasý tek yönlü
varyans analizi, post hoc analizi LSD
testi ile  yapýldý. Non-parametrik ver-
ilerin karþýlaþtýrýlmasý  Kruskal-Wallis
testi ile gruplarýn ikili karþýlaþtýrýl-
masý ise Dunn's testi ile yapýldý.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlý
kabul edildi.

Bulgular

Tüm gruplardaki total nitrit
ölçüm sonuçlarý  mol/litre olarak

Tablo 1'de verildi. Ý/R hasarýnda plaz-
mada ölçülen total nitrit miktar-
larýnýn belirgin olarak yüksek olduðu
tespit edildi (p<0.001).

Plazma total nitrit miktarlarýnýn
gruplar arasýndaki farký araþtýrýldýðýn-
da; kontrol grubuna kýyasla, diðer
gruplarda total nitrit miktarýnýn yük-
sek olduðu tespit edildi. Yapýlan ista-
tistiksel çalýþmada kontrol grubuyla
(Grup I) Ý/R yapýlan (Grup II) grup
arasýnda anlamlý fark gözlendi
(p<0.05). Diðer taraftan; sulfasalazin
grubunda (Grup III) total nitrit mik-
tarlarý kontrol grubuna göre daha
fazla bulundu, ancak yapýlan istatis-
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Tablo 2: iNOS, P65 ve kaspas'ýn immunohistokimyasal boyanma ile oluþturulan
epitelyal komponentteki boyanma skorlarý

Olgu Ýnos 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 I 6 2 2 3
7 2 2 3
8 2 3 2
9 3 2 3

10 2 2 3
Ortanca

(min-maks) 2.5(2-3) 2(2-3) 3(2-5)
1 5 3 6
2 3 2 4
3 2 3 5
4 4 3 6
5 4 2 5

Grup II 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 III 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)

iNOS için K.W.:12.68, s.d=2, p= 0.002 ; Dunn's testine göre ikili karþýlaþtýrmada  anlamlý farklýlýk
gösteren gruplar I-II, II-III idi.
p65 için K.W.:9.74 sd=2, p= 0.008; Dunn's testine göre ikili karþýlaþtýrmada  anlamlý farklýlýk gösteren
gruplar I-II
Kaspas için K.W.:15.96 sd=2, p= 0.000; Dunn's testine göre ikili karþýlaþtýrmada  anlamlý farklýlýk
gösteren gruplar I-II, II-III.
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tiksel çalýþmada gözlenen fark anlam-

lý deðildi.(F:14, sd:2, p<0.0001;

Dunn's testi ile yapýlan çoklu

karþýlaþtýrma sonucu anlamlý farklýlýk

gösteren gruplar I-II ve II-III). 

Ýmmünohistokimyasal boyanma

ile iNOS ekspresyonu en yaygýn ve

yoðun olarak ileum mukozasýndaki

villus epitelinde gözlendi. Kript

epiteli villuslara göre daha az yaygýn-

lýk ve yoðunlukta boyanma gösterdi.

Ýmmünohistokimyasal boyanma

ile gösterilen iNOS ekspresyonunun

gruplar arasýndaki farký araþtýrýldýðýn-

da (Tablo 2) kontrol grubunda (Grup

Resim 1: Ýmmunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x100), B- Ý/R
grubu (x100), C- sulfasalazin grubunda (x400) iNOS ekspresyonu
Resim 2: Ýmmunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x100), B- Ý/R
grubu (x100), C- sulfasalazin grubunda (x100) p65 ekspresyonu
Resim 3: Ýmmunohistokimyasal boyama ile A- kontrol grubu (x400), B- Ý/R
grubu (x100), C- sulfasalazin grubunda (x400) kaspas ekspresyonu

1-A

1-B 1-C

2-A

2-B 2-C

3-A

3-B 3-C



I) epitelyal komponentte  az boyan-
ma gözlenmesine karþýn (Resim 1A)
Ý/R grubunda (Grup II) boyanma
daha kuvvetliydi (p=0.002) (Resim
1B). Epitelyal boyanma skoru açýsýn-
dan kontrol grubuyla, sulfasalazin
kullanýlan (Grup III) grup (Resim
1C) arasýnda anlamlý fark gözlenme-
di (p=0218). Ý/R grubu (Grup II) ile
sulfasalazin kullanýlan grup (Grup
III)  arasýnda anlamlý fark gözlendi
(p=0.007). (K.W:12.68, s.d:2,
p=0.002; Dunn's testine göre ikili
karþýlaþtýrmada  anlamlý farklýlýk
gösteren gruplar I-II, II-III). 

Ýmmünohistokimyasal boyanma
yöntemi ile NF-kappaB/ p65 ekspres-
yonunun  deðerlendirildiðinde epi-
telyal komponentte boyanma yoðun-
luðu ve yaygýnlýðý en fazla olan
hücreler mukozadaki villus epiteliy-
di. Kriptlerde villuslara göre daha
fazla yaygýnlýk ve yoðunlukta p65
ekspresyonu bulundu ve özellikle
kript tabanýnda yüzeye göre p65
ekspresyonu daha az tespit edildi. 

Ýmmünohistokimyasal boyanma
ile gösterilen p65 ekspresyonunun
gruplar arasýndaki farký araþtýrýldýðýn-
da; Tablo 2'de görüldüðü gibi kontrol
grubuna kýyasla diðer gruplarda p65
ekspresyonu daha fazlaydý. Kontrol
grubuyla (Grup I) (Resim 2A) Ý/R
yapýlan  (Grup II) grup (Resim 2B) ve
kontrol grubu (Grup I) ile sul-
fasalazin grubu (Grup III) (Resim
2C) arasýnda anlamlý fark gözlendi
(p=0.007 ve p=0.043).  Sulfasalazin
verilen grupta p65 ekspresyonu I/R
grubuna göre azalmakla beraber
anlamlý fark saptanmadý (p=0.218).

Ýmmunohistokimyasal boyanma
yöntemi ile kaspas ekspresyonu
deðerlendirildiðinde epitelyal kom-
ponentte sitoplazmik boyanma
gözlendi. En kuvvetli boyanan
hücreler villus uçlarýndaki epitelyal
hücreler ile iskemi-reperfüzyon
hasarýna baðlý olarak lümen içerisine

dökülen hücrelerdi. Muskularis
mukozaya yakýn olan kript epiteli
daha az boyanmýþtý. Kaspas ekspresy-
onunun göstergesi olan epitelyal
komponentteki boyanmanýn gruplar
arasýndaki farký araþtýrýldýðýnda; kon-
trol grubuyla (Grup I) (Resim 3A) Ý/R
yapýlan grup (Grup II) (Resim 3B)
arasýnda anlamlý fark tespit edildi
(p<0.0001) Ancak kontrol grubuyla,
sulfasalazin kullanýlarak (Grup IV)
(Resim 3C) baðýrsaklarý korunmaya
çalýþýlan grup arasýnda  kaspas
ekspresyonu  açýsýndan anlamlý  fark
gözlenmedi (p>0.05). Ý/R yapýlan
grup (Grup II) ile sulfasalazin kul-
lanýlan (Grup III) arasýnda da anlam-
lý fark mevcuttu (p<0.0001).

Tartýþma

Ýntestinal iskemi/reperfüzyon
(Ý/R) hasarý sýklýkla cerrahi giriþim
gerektiren ciddi bir klinik durumdur.
Ýskemik dokularýn reperfüzyonu
onarým fazý için gerekli olmasýna
karþýn reaktif oksijen radikallerinin
salýnmasý ve nötrofil birikimini aktive
etmesi nedeniyle akut iskemik hasarý
daha kötüleþtirmektedir. Lökositlerin
aktive olmasý ve takiben mukozal ve
mikrovasküler infiltrasyonu baðýrsak-
larda selektif bariyer fonksi-yonunun
bozulmasýna ve intestinal perme-
abilitede artýþa yol açarak mikroorga-
nizmalarýn ve toksik maddelerin
translokasyonuna, multipl organ yet-
mezliðine ve ölüme neden olur(9-
10).

Ýnce baðýrsaklar Ý/R hasarýna ileri
derecede duyarlý olup, mikrosir-
külasyon bozukluðundan doku
hasarýna kadar uzanan bir spektrum-
da etkilere neden olur.  Ý/R hasarýný
düzeltmek için yapýlan çalýþmalarýn
amacý progressif hücre ölümünden
sorumlu olan inflamatuar mekaniz-
malarýn tetiklenmesinde rol alan
akut mediatörlerin indüksiyonunun
düzenlenmesidir(11).

Ýskemik dokularýn reperfüzyonu,
hýzla reaktif oksijen metabolitlerini
üretmekte bunlarda NF-kappaB'yi
aktifleyerek doku reperfüzyon
hasarýný artýrmaktadýr. Transkripsi-
yon faktörü NF-kappaB çok sayýda
gen ekspresyonunu düzenleyen akut
inflamasyon geliþimi için kritik bir
faktördür. NF-kappaB çeþitli homo ve
heterodimerik NF-kappaB/Rel pro-
teinlerinden oluþmakta olup, farklý
dimerleri çeþitli transkripsiyonel akti-
vasyon özelliklerine sahiptir. NF-
kappaB uyarýlmamýþ hücrelerde sito-
plazma içinde inhibitör protein olan
I kappaB'ye baðlý olarak bulunur.
Ýnflamatuar uyarý sonucu, TNF-alfa,
IL-1 beta ve reaktif oksijen bileþikleri,
I kappaB alfa spesifik kinaz aracýlýðýy-
la fosforillenir ve proteozomlarla
parçalanýr. I kappaB alfa'nýn parça-
lanmasý NF-kappaB'nin açýða çýk-
masýna neden olur. Serbest kalan NF-
kappaB nükleusa transloke olur ve
spesifik promoter elemanlara baðla-
narak gen transkripsiyonunu baþlatýr.

NF-kappaB proinflamatuar sito-
kinler, kemokinler, immünreseptör-
ler, hücre adezyon molekülleri, akut
faz proteinleri ve iNOS için hedef
genlere etki eder. NF-kappaB'nin
aktivasyonu inflamatuar yanýtta etkili
pek çok ürünün genetik transkripsiy-
onunda artýþýn koordine edilmesine
yol açar. Bu ürünlerle NF-kappaB
arasýnda pozitif geri bildirim meka-
nizmasý vardýr ve böylece lokal infla-
matuar yanýtlar artýrýlýr ve süreklilik
kazanýr. Ýnflamatuar süreçte NF-
kappaB'nin kritik bir rolü vardýr ve
Ý/R hasarýnda NF-kappaB'nin aktiflen-
mesiyle karaciðer, kalp, akciðer gibi
pek çok organýn zarar gördüðü gös-
terilmiþtir(12-14).  Bu deneysel çalýþ-
mada Ý/R hasarýnda inflamatuar
uyarýlarla aktive olan NF- kappaB'nin
baðýrsak mukozasýndaki göstergesi
olan  iNOS ve p65 (NF-kappaB'nin
aktif alt ünitesi) protein ekspresyon-
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larýný immünohistokimyasal boyan-
ma ile deðerlendirdik.

NO'in gastrointestinal mukoza
hasarý mediatörü mü yoksa savunma
mekanizmasý mý olduðu tartýþ-
malýdýr(15). Wu ve ark. yaptýklarý
çalýþmada(8); Ý/R'dan sonra rat ince
baðýrsaðýnda iNOS'ýn artmýþ mukozal
apoptozisle ilgili olduðunu göster-
miþlerdir. Artmýþ iNOS'un NO üreti-
mini artýrmasý Ý/R hasarýný takiben
apoptozisteki artýþla ilgilidir. Apop-
tozis programlý hücre ölümü olup,
doku homeostazisinin devamýnda
olduðu gibi çok hücreli canlýlarýn
normal geliþiminde de esastýr.
Apoptozis; aktif enerji baðýmlý hücre
ölümüdür; fizyolojik uyarýlar, serbest
radikaller, FAS, TNF-alfa, TNF apop-
tozisle ilgili indüklenebilir ligand,
hücre zarýndaki iyon kanallarýnda
deðiþiklik ve büyüme faktörünün
geri çekilmesi gibi patolojik sitotok-
sik uyarýlarla ortaya çýkar.
Apoptozisin geliþiminde anahtar fak-
tör mitokondriden sitozollere
sitokrom-c salýnmasýdýr. Ý/R hasarý ve
apoptozis arasýndaki iliþki karaciðer,
beyin, böbrek, miyokard, pankreas
ve mide gibi çok sayýda organda gös-
terilmiþtir(16,17). Daha önceki çalýþ-
malarda gösterildiði gibi süperior
mezenterik arterin týkanmasý ve tak-
iben reperfüzyonu, hasara ve ince
baðýrsak mukozasýnda apoptozise
yol açar(18). Ancak günümüzde Ý/R
hasarýnda apoptozisin nasýl indük-
lendiði tam olarak açýklýða kavuþ-
mamýþtýr.

iNOS ve apoptozis arasýndaki iliþ-
ki açýsýndan iNOS tarafýndan üretilen
yüksek konsantrasyondaki NO çok
sayýdaki hücre tipinde (gastrik epitel
hücreleri, gastrik enterokromaffin
hücreler, makrofajlar, timositler, kon-
drositler, yumuþak düz kas hücreleri
ve çeþitli nöronal hücreler) apop-
tozisin nedeni olarak tanýmlanmýþtýr
ve NO'in çeþitli hücre tiplerinde
(pankreas adacýk hücreleri ve nöron-

lar), kaspas baðýmlý apoptozisi indük-
lediði bildirilmiþtir(19). Bunun
yanýnda, apoptozis açýsýndan NO'in
rolü hala tartýþmalý olmakla beraber
NO'in bazý hücre tiplerinde apop-
tozisi önlediði bildirilmiþtir(11).
Çalýþmamýzda, iNOS ve NO'in indük-
lediði kaspas baðýmlý apoptozisi
göstermek amacýyla baðýrsakta
mukozal epitelyal komponentte
iNOS ve kaspas protein ekspresyon-
larýný ve serumda NO seviyelerini
araþtýrdýk. Ý/R hasarýnda bu protein-
lerin ekspresyonlarý ve serum NO
seviyelerinin arttýðýný dolayýsýyla
apoptozisin aktive olduðunu tespit
ettik. 

Wu ve ark. deneysel çalýþmalarýn-
da(8), kullandýklarý üç inhibitörün
Ý/R'dan sonra iNOS'u inhibe ederek
apoptozisi iyileþtirdiðini belirt-
miþlerdir. L-NAME  reperfüzyon aþa-
masýnda kan akýmýný azaltarak, trom-
bosit agregasyonunu inhibe ederek
ve lökosit adezyonunu azaltarak kýs-
men apoptozisi önler. Bunun nedeni
L-NAME'in nonselektif  NOS inhibi-
törü olmasýdýr. Aminoguanidin
rölatif-selektif iNOS inhibitörü
olmasý yanýnda baþka farmakolojik
etkilere de sahiptir. Bu etkilerin en
önemlisi histamini inaktive eden
diamin oksidaz enzimi inhibisy-
onudur. Yazarlar daha önceki çalýþ-
malarýnda  aminoguanidin ile ön
tedavinin diamin oksidaz enzimini
inhibe ettiðini ve buna baðlý histamin
seviyesinin kanda yükseldiðini
göstermiþlerdir. Yani apoptozisin
azalmasýyla beraber histaminerjik
etki söz konusudur.

ONO-1714 yeni bir siklik amidin
derivesi olup, potent bir selektif
iNOS inhibitörüdür. ONO-1714  L-
NAME'e göre 34 kat, aminoguanidine
göre   kat daha güçlüdür. ONO-1714
ile ön tedavi sonucu Ý/R sonrasý intes-
tinal apoptozisin azaltýlmasýnda NO
dýþýnda baþka faktörler olma ihtima-
line karþýn iNOS'un inhibisyonunun

apoptozisi azalttýðýna kanýt olarak
gösterilebilir(20). Bu çalýþmada iNOS
inhibisyonunun apoptozis aktivasy-
onunu önlediði hipotezinden yola
çýkarak güçlü NF-kappaB inhibitörü
olan sulfasalazin kullanýldý. Bu
kimyasalýn kullanýldýðý deneklerde
iNOS ve NO baðýmlý kaspas protein
ekspresyonlarýnýn azaldýðý tespit edil-
di. Bu bulgular serum NO seviye-
lerinin azaldýðýnýn tespit edilmesiyle
de desteklendi.  Dolayýsýyla sul-
fasalazinin ince baðýrsak Ý/R hasarýn-
da aktive olan mukoza epitelindeki
apoptozu azalttýðýna inanmaktayýz.

Deneysel ve klinik çalýþmalar Ý/R
hasarýnda NO'in önemi üzerinde
dururken, erken dönem Ý/R'da NO
oluþumu ile ilgili tartýþmalý sonuçlar
bildirilmiþtir. Serum NO konsantras-
yonu bazý çalýþmalarda yüksek(21),
bazýlarýnda deðiþmemiþ(22), bazýla-
rýnda da düþük bulunmuþtur(23).
Çalýþmamýzda ince baðýrsak Ý/R
hasarý sonrasý serumda NO
seviyelerinin arttýðýný tespit ettik. Ý/R
hasarýndan sonra NO'in doku
koruyucu etkiye sahip olduðunu
belirten çalýþmalar da vardýr.(11) 

Nakashima ve ark. (24) yaptýklarý
çalýþmada, inflamatuar süreç sýrasýn-
da NO üretiminin yalnýzca mikro-
plarýn ve tümör hücrelerinin
öldürülmesi ile ilgili deðil, ayný
zamanda normal dokularda da hara-
biyet yaptýðýný ve septik þokta
vasküler yatakta refrakter kollapsa
neden olduðunu bildirmiþlerdir.
NO'in yüksek üretimi vücut için
zararlý olmasýna karþýn, NO üreti-
minin tam inhibisyonunun NO'in
denge saðlayýcý etkisi nedeniyle
yararlý olmadýðý  sonucuna  var-
mýþlardýr.

Sulfasalazin ve salisilat derivesi
olan 5-ASA romatoid artrit ve infla-
matuar baðýrsak hastalýðýnýn
tedavisinde en etkili ilaçlar arasýn-
dadýr. Ancak bu ilaçlarýn etki
mekanizmalarý hala tam olarak açýk-



lýða kavuþmamýþtýr. (25,26) Sulfa-
salazin NF-kappaB inhibitörü olarak
Ý/R hasarýnda koruyucu etkisi açýsýn-
dan çeþitli dokularda araþtýrýlmýþtýr.
Transkripsiyon faktör NF-kappaB sul-
fasalazin tarafýndan gerçekleþtirilen
immunsupresyonun hedefidir. NF-
kappaB'ye baðýmlý transkripsiyon sul-
fasalazin tarafýndan mikro ve milimo-
lar konsantrasyonlarda inhibe edilir.
5-ASA ve sulfapiridin bütün dozlarda
NF-kappaB'yi bloke etmez. Sulfa-
salazin NF-kappaB'nin nüklear
translokasyonunu saðlayan TNF alfa,
I kappaB alfa'nýn degradasyonunu
inhibe eder. Wahl ve ark.(25) yaptýk-
larý çalýþmada, sulfasalazinin NF-
kappaB'nin potent ve spesifik bir
inhibitörü olduðunu göstermiþlerdir. 

Sulfasalazinde aktif bileþik 5-
ASA'dýr. Sulfapiridin taþýyýcý molekül
olup, yan etkilerin bir kýsmýndan
sorumludur. Sulfasalazin ve 5-ASA in
vitro olarak immün proçesteki çok
sayýda hücre reaksiyonunu inhibe
etmektedir. Bunlarýn en bilinenleri T
hücre proliferasyonu ve T hücrele-
rine karþý antijen sunumunun
inhibisyonudur. Hem sulfasalazin
hem 5-ASA makrofaj ve nötrofillerin
kemotaksis ve adezyon fonksiyon-
larýný bozarak, TNF- alfanýn üretimini
bloke ederek geniþ ölçüde antienfla-
matuar etki spektrumuna sahiptir.
Sulfasalazin ve 5-ASA siklooksije-
nazýn potent bir inhibitörü olup,
inflame baðýrsakta prostoglandin E
üretimini inhibe eder. Yine 5-lipook-
sijenaz ve proteinini inhibe ederek,
lökotrienlerin kemotaktik etkilerini
bozar. 5-ASA ayný zamanda en potent
etkili serbest radikal temizleyici
antioksidandýr. MacDermott ve
ark.(26) yaptýklarý çalýþmada, sul-
fasalazinin NF-kappaB aktivas-
yonunun potent bir inhibitörü
olduðunu, bunun mekanizmasýnýn
ise I kappaB'nin fosforilasyon ve

degradasyonunu inhibe ederek NF-
kappaB'nin nükleusa translokas-
yonunun engellenmesi olduðunu
göstermiþlerdir.

Feeley ve ark. (27) yaptýklarý çalýþ-
mada, potent bir NF-kappaB
inhibitörü olan sulfasalazin ile
tedavinin allogaft sürvisini artýrdýðý,
reperfüzyon hasarýný azalttýðý, adezy-
on molekül ekspresyonunu azalttýðý
hipotezinden yola çýkarak sul-
fasalazin ile tedavinin reperfüzyon
hasarýný azaltmada etkili bir yöntem
olup, rat kardiak transplant mod-
elinde allograft sürvisini artýrdýðýný
göstermiþlerdir.

Potent bir NF-kappaB inhibitörü
olan sulfasalazin bu deneysel çalýþ-

mada baðýrsakta Ý/R hasarýný önleye-
bileceði hipoteziyle kullanýldý. Ý/R
sonrasý sulfasalazin kullandýðýmýz
deneklerde ince baðýrsak mukoza
epitelinde iNOS ve p65 protein
ekspresyonlarýnýn azaldýðý tespit edil-
di. Ayný deneklerde serumda total
nitrit miktarlarýnýnda azaldýðýný tespit
ettik. Bu bulgu sulfasalazin ile Ý/R
hasarý sonrasý oluþan mukozal
hasarýn azaltabileceðini düþündür-
müþtür. 

Sonuç olarak; ratlarda intestinal
Ý/R modelinde kullanýlan sul-
fasalazinin, mukoza epitelinde iNOS,
p65 ve kaspas protein ekspresyonlarý
ile serum NO seviyelerinde azalmaya
yol açtýðý gösterilmiþtir.
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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 II) 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 III), apart from group II,
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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