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ONsOz

“Siganlarda enteral glutamin uygulamasinin intestinal iskemi - reperfiizyon hasari
izerine etkileri” isimli farmakoloji doktora tezimin hazirlanmasinda ve farmakoloji
egitimim sirasinda yardimlarini esirgemeyen biitiin “Ankara Universitesi Tip
Fakuitesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dah” 6dretim iyelerine,
basta tez damigmanim Sn. Prof. Dr. Mehmet MELLI' ye ve “Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali” égretim lyesi Sn. Dog. Dr. Ayhan
KUZU'’ ya sonsuz tegekkirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. iskemi/ Reperfiizyon Hasan

Dokulara kan saglayan damarlann, bir pihti veya mekanik etkenierle
tikanmasi sonucu dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. iskemik
zedelenme, hlicre zedelenmesinin en sik gériilen tiplerinden biridir. iskemik
dokularda yeterli maddelerin tikenmesi veya normalde kan akimi ile
temizienen metabolitlerin birikimiyle glikolizin engellenmesinden sonra
anaerobik enerji tretimi de durur.

Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunumu, yani mitokondrilerdeki
oksidatif fosforilasyon Uzerinedir. Adenozin trifosfat (ATP) azalmasinin hiicre
icindeki bir ¢ok sistemier Gzerinde yaygin etkisi olur. Hipoksi diizelmez ise,
mitokondriyal  fonksiyonun daha da koétilesmesi ve membran
permeabilitesinin artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur.
Iskemi devam ederse “irreverzibl” zedelenme gelisir.

Doku kanlanmasinin ilaglarla veya mekanik midahalelerle yeniden
saflanmasina ise reperfiizyon denir. Eger hiicreler “reverzibl” olarak
zedelenirse, kan akiminin diizeimesi hiicreyi iyilestirebilir. Bununla birlikte,
bazi durumlarda, iskemik fakat yasayabilen dokularda kan akiminin
dizelmesi, aksine zedelenmeyi hizlandirarak siddetiendirir. Sonug olarak,
dokular iskemik olayin sonunda irreverzibl zedelenmis hiicrelere ek olarak
hiicre kaybini stirdurir. Iskemi / reperfiizyon (I/R) hasan olarak adiandiriian
bu zedelenme klinik olarak énemli bir olaydir.

I/R hasarinda rol alan olayiar dizisi son derece kansik olmakla birlikte
heniz yeterince aydinlatilabilmis de degildir (Bulkley, 1993). iskeminin
slresi, etkilenen doku ve canh tiirii iskemik hasarin mekanizmalarini dedisik



bicimlerde etkilemektedirler. Iskeminin ve reperfiizyonun rolleri ise ayrn ayri
onem tasimakta olup sikiikla tartigiimaktadir (Parks and Granger, 1986).

Kan akiminin yeniden saglanmasi ile etkilenen hiicreler heniiz kendi
iyonik cevreleri tam olarak diizelmemis iken yiksek konsantrasyondaki
kaisiyumla kargi karsiya kalir. Artan hilcre i¢i kalsiyum; ATP az aracihgi ile
ATP azalmasina, fosfolipaz araciligi ile fosfolipid azaimasina, proteaziar
aracihg: ile membran ve hiicre iskelet proteinlerinin pargalanmasina,
endonilkieaz aracilif) ile nukleer kromatin hasarina yol agar (Richard et al.,
2003).

iI/R hasarinda, serbest oksijen radikalleri, histamin, eikosanoidler ve
nétrofil aktivasyonunun rolii olabilecedi dustintlmektedir (Harward et ai.,
1994; Nilsson et al., 1994; Weixiong et al., 1994). Notrofillerin doku (Otamiri,
1989) ve sistemik dizeylerinin de intestinal iskemi reperfizyon hasarinda
etkili oldugu bilinmektedir. Notrofillerin rolii oldukga karigiktir (Petrone et
al.,1980). Hem serbest radikaller ve eikosanoidier tarafindan aktive edilmekte
(Anderson et al., 1991; Miller et al.,, 1988) hem de onlann saliverilmesini
arttirmaktadirlar.

Onceden iskemik kalmig dokulara oksijen sunuldugunda reaktif
oksijen tOrevlerinin ortaya ¢ikmasi, reperfizyon déneminde serbest oksijen
radikallerinin olustugunu dustndirtmektedir (Mc Cord, 1985). Reaktif oksijen
tirevleri normal fizyolojik durumlarda da olugmaktadiriar. Serbest oksijen
radikallerinin yol actigi epiteliyal hasardan blylk ol¢lide lipid membraniann
peroksidasyonu sorumludur (Tien et al., 1981). Lipid peroksidasyonu bir kez
bagladiktan sonra bir antioksidan tarafindan engellenene kadar kendiliinden
devam eder.

Memeli dokulart koruyucu antioksidan mekanizmalara sahiptirler
ancak serbest radikallerin agin olusumu bu koruyucu mekanizmalarin
kapasitelerini agarak dokularda hasara neden olabilir. Glutatyon peroksidaz



da serbest radikallerin ortadan kaldinimasini saglayan koruyucu enzimlerden
birisidir. (Schoenberg et al., 1984, Schoenberg et al., 1985).

1.2. intestinal /R Hasari ve Mukozal Permeabilite Degigiklikleri

Intestinal mukoza, I/R hasarina kargi oldukga duyarhidir (Granger, 1988).
Bazal oksijen tiuketiminin yilksek olmasi hipoksik streslere karsi
dayaniklihgini azaltmaktadir. intestinal iskemi ilerleyen dénemde intestinal
dokuda nekroza neden olmaktadir. Iskemi sonrasinda intestinal dokunun
tekrar kanlanmasinin ise doku hasanm hizlandirdigi bilinmektedir
(Schoenberg and Beger, 1993). I/R nun ince barsak dokusunda hem
mukozal hem de vaskiler hasara yol actig: bilinmektedir (Parks et al., 1982).

intestinal iskemi, cerrahinin &nemli problemlerinden birisi olmaya
devam etmektedir. Reperfliizyon ise, iskeminin kendi basina olusturdugu
hasardan daha ciddi fonksiyonel ve morfolojik degisikliklere yol
acabilmektedir. Intestinal iskemi ve takip eden reperfiizyon bir ¢ok klinik
tabloda kargimiza gikmaktadir (Grant et al., 1990; Beuk et al., 2000). Ince
barsak gesitli nedenlerle ve farkh sirelerde iskemiye maruz kalabilmektedir.
Intestinal I/R doku kan akimini ve mukozal permeabiliteyi olumsuz yénde
etkilemekte, tum intestinal katlarda cesitli sekillerde hasara neden olmaktadir
(Langer et al., 1995; Beuk et al., 2000; Vatistas et al., 2003). Bu degisiklikler,
ozellikle kritik hastalarda multisistem organ yetmezlikierinin de &nemli
nedenlerinden olan bakteriyel translokasyon ile sonuclanabilmektedir. I/R
hasan 6zellikle aort, kalp cerrahisi ve septik sokta klinik tabloyu son derece
olumsuz yénde etkilemektedir (Stechmiller et al., 1997). Cerrahi girigimlerin
bagarisi ve postoperatif klinik seyir 6nemli bigimde etkilenmektedir.

Intestinal permeabilite kavraminin klinik énemi giderek daha da iyi
anlagiimaktadir. Daha duyarli ve givenilir in vivo dlgim ydéntemlerin arayisi
da hizlanmigtir (Bjarnason et al., 1995). In vivo teknikler 1974 den bu yana,



ozellikle intestinal permeabilite degisikliklerinin oral yolla verilen bazi test
maddelerinin idrar yolu ile ablimini da etkilemesi prensibi izerine kurulmaya
devam etmektedir (Menzies 1974, Bjarnason et al., 1995). Oral yolla verilen
bir maddenin idrar yolu ile atilan miktarinin idrara ylzde ka¢ oraninda
gecebildiginin hesaplanmasi intestinal permeabilitenin Sigliimesine olanak
sagiamaktadir. ldeal permeabilite géstergesi olabilecek bir madde toksik
olmamalidir. Emilimden ©6nce, emilim sirasinda dokuda ya da emilim
sonrasinda ¢esitli metabolik olaylara karigmamali ve ¢abuk metabolize
oimamaliidir. Normal gartlarda saglam intestinal bariyeri ge¢ememeli, idrarda
bulunmamali ancak intravenéz enjeksiyon sonrasinda tamamen idrara
gecebiimelidir (Chadwich et al., 1977a; Chadwich et al., 1977b). Bu
6zelliklere sahip bir maddenin oral yolla verildikten sonra idrara ylizde kag
oraninda  abldiginin  hesaplanmasi ile intestinal permeabilitenin
dlctlebilmesini dogru bir bicimde saglamaktadir.

Etilen glikol polimerleri, oligosakkaritler (laktuloz, melibioz, raffinoz,
stakiyoz, dekstranlar vb.) ve monosakkaritler (L-rhamnoz, mannitol, seker
alkold) bu amagla siklikia kullaniimaktadir. intestinal permeabilite Slgimleri,
radyoaktif olarak isaretlenmis test maddeleri kullaniidifinda ise daha duyari
hale getirilebilmektedir. Ancak radyoaktif maddelerin belirli yari omirlere
sahip olmalarn ve radyoaktif kontaminasyoniara neden olabilmeleri ise
uygulamada c¢esitli zorluklara neden olabilmektedir . Bu amagla siklikla 'Cr-
Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) ve **™ Tc- Dietilen Triamin Pentaasetik
Asit (DTPA) dan yararlaniimaktadir. 'Cr-EDTA 359, kDa agirhginda kiguk
bir molekildir ve zarar gérmils mukozal bariyerden saglam mukozaya gére
daha kolaylikla gegebilmektedir. *'Cr EDTA, saglam intestinal mukozal
bariyeri agamayacag! i¢in, mukozal bariyer bitinitglt bozuidugunda enteral
yolia uyguianan ve biyik molekilli EDTA ile bagh 5'Cr kana daha yiiksek
dizeyde gecmektedir. Bu sayede idrarda artan radyoaktivite intestinal
permeabilite artiginin da bir &lciitii olarak kabul edilebilmektedir (Bjarnason,
1995).



Intestinal iskemik olaylar mukozal yapiy) olumsuz yonde etkileyerek,
mukozal bariyerden bakteri ve endotoksin gecgigini de arttirmaktadiriar
(Tomlinson and Blikslager, 2004; Wu et al., 2004). Ayrica artan intestinal
permeabilite ve bakteriyel tranlokasyon ile birlikte plazma endotoksin
diizeyinin de ylkseldigi gorulmustir (Wu et al., 2004). Cesitli ¢aligmalarda
intestinal permeabilite degisiklikleri degerlendirilirken, hi¢ slUphesiz asil
amaglanan, butunligd bozulan mukozal bariyerden patolojinin gergek
sorumiulan olan bakteri, endotoksin ve benzeri ajanlarin ne derecede
sistemik dolagima katildiklarimin  éngorilmeye calisiimasidir.  Ancak
literatiirde plazma endotoksin dizeyinin 6lgimi intestinal mukozal
permeabilite degisiklikleri i¢in bir dlcim ydntemi olarak tanimlanmamarmigtir.

1.4. Endotoksin

Bakteriyel endotoksin, Escherischia  Coli, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus gibi Gram (-) bakterilerin hilicre
duvarninin dig kisminin yapisal komponenti olan bir lipopolisakkarittir (LPS).
LPS uzun zincirli bir yad asidi ile (lipid A) buna bagh bir seker zincirinden
olusur. Endotoksin yaklasik olarak 10 kDa agirhgindadir.

Farkh biyolojik aktiviteleri olan endotoksinler, atesin olugsmasinda,
septik sokta, yaygin damar i¢i pihtilasmada, akut respiratuvar distres
sendromunda ve immun sistem hicrelerindeki birgok olayda rol alirlar.
Endotoksinler, interlékin 1 (IL-1), timor nekroz faktérii (TNF) gibi konak
sitokinlerinin uyarimasina aracilik ederler. Endotoksinlerin tetikledigi biyolojik
olaylar, histamin saliveriimesinin artmas! ile vazodilatasyona, nétrofil
aktivasyonuna ve pihttlasma mekanizmalarinin harekete ge¢mesine de
neden olurlar. Bu ylzden Gram (-) bakterilerin toksik etkilerinden biyuk
6lgide endotoksinler sorumiu tutulmaktadir. (Barber et al., 1999; Richard et
al., 2003).



Endotoksin olgiimi icin sikhikla LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
testinden yararlaniimaktadir. Limulus amebocyte lysate, Limulus polyphemus
(at-nali yengeci) kan hiicrelerinden elde edilmektedir. Mekanizmas: tam
olarak anlagilmig olmamakia birlikte endotoksinin ve lipopolisakkaritierin
Limulus polyphemus kaninda pihtilagsmaya yol achd gézlenmistir (Levin et
al., 1970; Bang 1956). Pihtilasmanin enzimatik reaksiyonlar sonucunda
gerceklestiginin bilinmesi daha duyarh endotoksin digimleri igin kromojenik
substratlardan yararlaniimasin da saglamistir (lwanaga et al.,1978). 1977 de
endotoksin ile aktive olan LAL aracii§h ile bazi kromojenik peptidierin de
agiga ciktiklan anlasiimigtir. Bu peptidlerden biri olan paranitroanilide (pNA)
405 nm dalga boyunda isig1 absorbe eden sari renk olugumuna neden
olmaktadir (Nakamura et al., 1977). Zaman igerisinde bu pihtilagma olayina
neden olan; endotoksin duyarli faktér C, faktér B, prokloting enzim ve
koagulogen gibi bazi pihtilagma faktorleri de tanimlanmiglardir (Ohki et al.,
1980).

1.5. intestinal /R Hasari ve Glutamin

Glutamin (GIn) esansiyel olmayan bir amino asittir. Glutamin metabolizmasi
enterositler igin dnemli bir enerji kaynagidir. Glutaminden fakir beslenmede
enterositlerde apopitoz artmaktadir. Genel viicut travmalan ve intestinal
iskemik olaylarda, intestinal mukoza ve enterositler izerinde koruyucu etkileri
vardir (Harward et al., 1994; Kong et al., 1998; Blikslager et al., 1999; Li et
al., 1999; Kudsk, 2003) Deney hayvanlarinda glutaminden zengin parenteral
soliisyonlar ile beslenmenin intestinal I/R sonrasinda hayatta kalim siresini
de uzathd ve I/R hasannin olumsuz etkilerini azalthdi da bilinmektedir
(Nilsson et al., 1994; Weixiong et al., 1994; lkeda et al., 2002; Wu et al,,
2004). Olusturulan cesitli deney modellerinde glutaminin Crohn hastalidi,
akut pankreatit gibi tablolarda intestinal permeabilite ve bakteriyel
translokasyon (izerine olan etkileri arastinimig ve olumiu sonuclan
gérilmostar (Foitzik et al., 1999). Glutaminin intestinal iskemik olaylarda



koruyucu etkilerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte serbest
oksijen radikalleri Gzerinden olabilecegi dugtiniulmektedir.

Hiicrelerde serbest radikalleri inaktive eden bir ¢ok enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemier geligmigtir. Glutatyon da tekrar kullanilabilirligi
ve bir ¢ok doku turinde bulunmasi nedeni ile dnemli bir nonenzimatik
antioksidandir. /R olaylarinda glutamin uygulamalannin intestinal dokudaki
glutatyon diizeyini olumiu yénde etkiledigi bilinmektedir (Harward et al.,
1994). Vicutta glutatyon Dbiyosentezi de glutamin seviyesinden
etkilenmektedir. Endojen lipidlerin peroksidasyonu indirgenmis giutatyonun
glutatyon distlfide dénligiimiine yol agar (Adams et al., 1983). Glutatyonun
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hilcre hasarina kargi koruyucu
etkileri oldugu bilinmektedir. Hicre iginde oksitlenmis giutatyonun
indirgenmis glutatyona orani hiicrenin oksidatif durumunun bir yansimasidir
ve hicrenin serbest radikalleri katabolize etme yeteneginin énemli bir
gostergesidir (Richard et al., 2003).

1.6. Caligmanin Amaci

Intestinal /R  hasan olusmadan o6nce glutaminden zengin diyet ile
beslenmenin intestinal mukozal bariyer Gzerinde olumlu etkileri olabilecegi
dustnilerek, bu calismada siganlarda enteral giutaminin uygulamasinin
koruyucu etkinligi aragtirnimak istenmigtir. Glutaminin intestinal I/R olaylarinda
iskemi ®ncesinde uygulanmasinin, intestinal permeabilite Uzerine olan
etkilerini degerlendiren galigmalara literatlirde rastlaniimamigtir.

Cahsmamizda /R hasarn 6ncesinde glutaminden zengin diyet ile
beslenmenin intestinal permeabilite, plazma endotoksin diizeyi ve intestinal
doku Gizerine olan etkileri degeriendirilmigtir. Intestinal I/R hasarn sonucunda
ortaya ¢ikan patolojinin asil sorumlularindan biri de endotoksinlerin intestinal
permeabilitenin artmasi sonucunda intestinal limenden sistemik kan



dolagimina gegmeleridir. Bu nedenle galismamizda *'Cr EDTA ile élgiilen
intestinal permeabilite degisikliklerinin yani sira plazma endotoksin
diizeylerinin de dederlendirilmesi amaglanmisgtir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplarinin Olugturulmasi

Calismada agirliklari 200-300 g arasinda de§isen Wistar disi sicanlar
kullanildi. Deneyler her biri 40 hayvan igeren iki ayr seri halinde
gergeklestirildi. |k seride glutaminin intestinal I/R olaylarinda iskemi
6ncesinde uygulanmasinin, intestinal permeabilite Gzerine olan etkileri oral
yolla verilen %'Cr EDTA nin idrar klirensi ile degerlendirilirken (Langer et al.,
1995), ikinci seride aymi gartlarda plazma endotoksin diizeyi ve histopatolojik
dedisiklikler degerlendirilmistir.

Calisma serilerinde deneyler baglamadan bir hafta énce rastlantisal
olarak her birinde 10 hayvan bulunan 4 grup olusturuldu. Deney hayvanian
21 + 3° C da, nem orani % 60 olan ve 12 saatlik gece-gindiiz 1sik
déngusine sahip bir laboratuvara yerlestirildiler. Bir hafta sire ile laboratuvar
kosullarina ve birbirlerine aligmalari saglandi. Bir hafta sire ile herhangi bir
kisittama yapiimaksizin tim hayvanlara normal yem ve su verilerek
kafeslerinin gunluk bakimlan saglandi. Galigma baglamadan kafeslerin
6nceden belirlenen deney gruplarindan hangisini olugturacagina yine
rastlantisal olarak karar verildi. Intestinal /R da glutamin kullaniminin,
intestinal permeabilite, plazma endotoksin dilzeyi ve histopatolojik
degigiklikler Gzerine olan etkileri degerlendirilecedi igin; |. ve Il. gruplarda
intestinal I/R olusturulmadan glutaminin etkileri degerlendirildi. 1ll. ve IV.
gruplarda ise intestinal I/R olugturularak, glutamin uygulamasi varliginda ve
yoklugunda etkileri degerlendirildi. 1. grup kontrol grubu olarak kabul edildi
(Cizelge 2.1).



Gizelge 2.1. Deney gruplarnin olusturuimasi.

Plazma endotoksin dizeyi
*'Cr EDTA ile intestinal dlgtim
permeabilite dlgim{
Grup o
Histopatolojik deferlendirme
. Iskemi- i Iskemi-
Glutamin Glutamin
reperfiizyon reperfizyon
I (Kontrol) ) “) ¢ )
i + ) + )
m O + O +
v + + + +

Enteral glutamin uygulamasi yapilan gruplarda siganlar deney
dncesinde normal gidalarina ek olarak 4 giin boyunca orogastrik lavaj ile tek
(Adamin-G®, Nutricia, Tefa-Portanje,
Hollanda) ile (1 g / kg / gtin) beslendiler (Jensen et al., 1994; Farges et al.,

doz halinde enteral glutamin,
1999; Demling, 2000). /R olusturmak amaci ile yapilan laparatomilerde
intramuskuler ketamin (80 mg / kg) ve xylasin (10 mg / kg ) anestezisinden
yararlanildi. Laparatomi oncesinde hayvanlar supin pozisyonda tespit
edilerek karin cildi Ozerindeki tiiylerin temizligi yapildi. Karin cildi Poviiodeks®
iotlu antiseptik soliisyon (Kim-Pa, Hadimkéy, istanbul), temizlendi ve steril
sartlan saglamak amaci ile karin steril delikii orttler ile ortuldii. Orta hat
intestinal /R

mezenterik arter

{izerinden yapilan insizyonlar ile karnn igerisine girildi.
ve dallar
Caligmada 75-80
klempleme basincina sahip mikrovaskiler klempler kullanildr (Vascu-Statt ||

uygulamasi igin; hayvanlarin superior

klemplenerek intestinal iskemi olugturuidu. gram
original No:1001-532-3; Scanlan International, USA). Bitiin klempler deney
6ncesinde sterilizasyon icin en az 30 dk siire ile gluteraldehit soliisyonu
icerisinde bekietildiler. Karin cildi steril sartlarda tek tek naylon sitirler ile
kapatildi. 60 dk sonra yine steril sartlarda laparatomi yapilarak klempler
kaldirildi ve reperfiizyon sagland) (Harward et al., 1994). Mezenterik vaskiiier
yapilarda arteriyel pulsasyon go6zlenerek arteriyel kan akiminin geri

déndigiunden emin olundu. I/R olusturulmayan kontrol gruplarinda ise yine
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ayni sartlar altinda laparatomi yapildi ve karin igerisine 60 dk sire ile bir
vaskuler kiemp yeriestirilerek sham operasyonlar gerceklestirildi.

2.2. intestinal Permeabilitenin *'Cr EDTA Y&ntemi ile Degierlendirilmesi

intestinal permeabilitenin degerlendirilebilmesi igin oral yolia verilen *'Cr
EDTA nin 6 saat siiresince Uriner atilimi 6l¢lildt (Dirosa et al., 1971; Roscher
et al., 1988).

lk seri calismalarda I/R gruplarda; 1 saatlik reperfizyon
tamamlandiktan sonra, iskemi olusturulmayan gruplara ise laparatomiyi
izleyerek; tum siganlara Orogastrik sonda yardimi ile 5 pCi *'Cr EDTA
(Amersham International ple., UK) enjeksiyonu yapiidi. *'Cr EDTA dozu
yarilanma tablosuna gore hergin tekrar hesaplandi. Bdylece ¢alisma
stiresince tim hayvanlara 0,5 ml distile su igerisinde ayni dizeyde
radyoaktiviteye sahip ¢ozeltinin verilmesi saglanmig oldu. Orogastrik
enjeksiyon sonrasinda hayvaniar tek tek metabolik kafeslere yerlestirildiler.
Deneyde 9 adet metabolik kafes kullanildi. Metabolik kafesler daha énceden
benzer amagla kullanilan érnekleri de incelendikten sonra tekrar tasarlanarak
yapiidi. Kafesler, igerisine yeriestirilen hayvanin rahatlikla dolasip, yem
yiyerek su icebilecegi bicimde uygun 1s1 ve 15181 da sagliyordu. Kafeslere ait
pargalar kolaylikla sokiilerek temizlenebilecek bigimde tasarlandi. Radyoaktif
kontaminasyonlari engeliemek icin bir kafes aym gin igeriside tekrar
kullaniimadi ve her deney giniinden sonra dikkatli bir bicimde yikanarak
temizlenerek kurutuldu. Deney hayvanimin igtigi su, idrar ve digkisinin
birbirine karigsmaksizin ayn ayn biriktiriimesi sagiandi. Deneylere ait atiklar ve
yikama sulari “radyoaktivite atik bidonlarinda” saklandilar.

6 saat sire ile metabolik kafeslerde bekietilen deney hayvanlarina sivi

kisittamasi yapilmadi. Her bir hayvanin oral yolla verilen radyoaktif *'Cr
EDTA yi1 yluzde ka¢ oraninda idrarla attiiginin belirlenebilmesi icin, idrar
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ornekleri toplama kabinda biriktirildi. Her bir hayvanin toplam idrar volumi
mikropipetier yardimi ile Slgtilda ve 500 pl idrar radyoaktivite 6lgiimi icin
daha énceden hazirlamp, numaralandinimisg deney tiplerine alindi. Kontrol
degerini olusturmak igin ise, siganlara orogastrik yolla verilen ve 5 uCi °'Cr

EDTA igeren 0.5 ml radyoaktif sollisyon ayn bir tiipe alindi.

Deney guniiniin sonunda idrar érneklerin icerdigi radyoaktivite gama
sayacinda olgtldil. Degerlendirmeler Ankara Universitesi Nukleer Tip
Anabilim Dali Laboratuvarninda DPC Gambyt CR (95-3/1160-1992) cihazi ile
gerceklestirildi. Olgimler idrar toplama kaplarinda biriken 6 saatlik idrardan
ayrilan 500 ! lik idrar érneklerinde gergekiestirildi. Olgim sonuglari her bir
hayvanin 6 saatlik topiam idrar volumine gore degerlendirilerek bu slre
icerisinde idrarla atilan toplam radyoaktivite miktari hesaplandi. Daha sonra
elde edilen degerin kontrol dederinin (hayvana orogastrik yolla verilen
radyoaktif madde miktari) ylizde kagi oldugu hesaplandi. Idrar klirensinin kan
dizeyi ile dogrudan iligkili olmasi nedeni ile sonuglar intestinal lGmenden
kana gecen radyoaktivite miktarini yansitmaktaydi.

6 saatte idrarla atilan ®'Cr EDTA miktarinin oral verilene % olarak
oran! her bir deney hayvani icin tek tek hesapland! (Cizelge 2.2). Eide edilen
sonuclar intestinal permeabilite degisikligini % olarak gdstermis oldu.

Gizelge 2.2. intestinal permeabilitenin hesaplanmasi: 6 saatte idrarla afilan radyoaktif
®'Cr EDTA miktanimin oral verilene % olarak orant her bir deney hayvanmi igin tek tek
hesaplanarak intestinal permeabilite degisiklikleri degerlendirildi.

6 sa. toplam idrar vol. x Olgiilen radyoaktivit 6 Saatte Idrarla Atilan Toplam Radyoaktivite

500

6 SAATTE IDRARLA ATILAN *'CR EDTA

6 saatte idrarla atilan topiam radyoakfivite x 100 =
MIKTARININ ORAL VERILENE % OLARAK ORANI

Kontrol 8lgim degeri
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2.3. Plazma Endotoksin Diizeyinin Olgiilmesi

Plazma endotoksin dizeyinin &licllebilmesi igin, kolorimertrik “Limulus
Amebocyte Lysate” (LAL) testinden yararlanildi. Galismamizda plazma
endotoksin dlizeyinin degerlendirilebilmesi icin bu yolla dlgiim yapiimasini
saglayan “pyrochrome” test kiti (Pyroquant Diagnostik GmbH, Cape Cod. Inc.
USA) kullanilrmistir.

Calismada kullanilan cerrahi malzemeler ve pipet uclarinin steril ve
apirojen hale getirilmesi etilen oksit gazi ile ya da otoklavda (121°C de 15 dk)
saglandi. Solusyonlar ise steril distle su ile hazidandiktan sonra
mikrofiltrasyonu takiben yine otoklavda sterilize edildiler (121°C de 15 dk).
Butin malzeme ve sollisyonlarin apirojen hale geldikleri alinan 6éreklere LAL
testi uygulanarak dogrulandi.

ikinci seri calismalarda, /R periodlan tamamlanan deney
hayvanlarinda yine steril sartlarda yapilan laparatomi kesisi torakotomi olarak
genigletildi. Heparin ile yikanmis enjektérler yardimi ile kardiyak yolla
yaklasik 3 - 4 ml kan érnedi alindi ve zaman kaybetmeden steril tiplere
aktaniidi. Kan érneklerinin 150 g de 10 dk. santrifiiji ile trombositten zengin
plazma (TZP) elde edilerek, 50 pl lik TZP 6rnekleri érnekleri aynilarak yine
steril sartlarda — 80° C de saklandilar.

Olgumler yapiimadan énce TZP érnekleri oda sicakhiinda ¢ézlduler.
50 ul PZP uzerine 50 pl 0,18 M NaOH eklenerek 37 ° C de 5 dk inkube edildi.
Bir sonraki agamada 50 pl 0,32 M perklorik asit (PCA) ekienen trnekler ikinci
kez 37 ° C de 10 dk inkibe edildi. Bu agamada olugan olusan gokeltinin
Uzerine 100 pl 0,18 M NaOH eklendikten sonra, ornek tlpleri yaklagik 5 sn
Vortex kanstiricida galkalandi. Son agsamada ¢okeltinin dagiimasi ile berrak
bir sollisyon elde edilerek 25 pl si 6lgiim yapilacak olan steril apirojen plate
(Pyroplate: Pyroquant Diagnostik GmbH, Cape Cod. Inc. USA) igerisine
aktanidi. Plate icerisinde bu gbézlere 25 ul 0,2 M Tris HCI tampon ¢bézeltisi
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eklendi (pH 8.0). Yapilan 6n galigmalar ile bu agamada pH in 6-8 arasinda
olmasi saglandi (Inada et.al., 1991).

Kullanlan plate (zerindeki diger kuyucukiara standart kontrol
endotoksinden (2 EU) (Pyroquant Diagnostik GmbH, Cape Cod. Inc. USA)
1,28 — 0,04 EU/ mL arasinda 6 farkh dilisyonda hazirlanan 50 pl lik standart
endotoksin dilisyonlari, kontrol amagh olarak da 50 pi 0,18 M NaOH, 50 ui
0,32 M PCA, 50 pl 0,2 M Tris HCI ve 50 yl steril distile su (Eczacibasgi, steril-
apirojen enjeksiyonluk su, 20 mi) yerlestirildi. Son olarak plate lzerindeki
batin kuyucuklara pyrochrome test solisyonu eklendi. 30 sn plate
calkalayicida kanigtirilan plate 37° C de inkiibasyona da olanak saglayan
plate okuyucu icerisine yerlestirildi. Okumalar 18. dk. dan sonra 2 ger dk. ara
ile 30. dk. ya kadar gergeklestirildi. Olgim sonuglar 4 parametreli lojistik
denklemin nonlinear regresyonu ile degerlendiriidi. Plazma endotoksin
duzeyleri EU/ml olarak hesaplandi.

2.4. Histopatolojik Degerlendirmeler

Histoptolojik degerlendirmeler icin radyoaktif kontaminasyonu olmayan ikinci
seri hayvaniarin doku o&rneklerinden yararlaniimasi tercih edildi. Kan
orneklerinin alinmasin takiben, cekumun 10 cm. proksimalinden yaklasik 10
cm boyutunda intestinal doku &rnekleri alindi. Intestinal doku pargaiarinin igi
% 0.9 luk NaCl solisyonu ile yikandiktan sonra Onceden hazirlanan,
numaralandinimig siselerde formaldehit sollisyonu igerisinde korumaya
alindi.

Butiin serilere ait intestinal doku 6rneklerindeki Ankara Universitesi
Tip Faklltesi Patoloji Anabilim Dali'nda hematoksilen eozin (ME) boyasi ile
boyanarak, 10 ve 20 biiylitme altinda 1sik mikroskobunda degerlendirildi.
Skorlama iki patolog tarafindan koér olarak gergeklestirildi. /R hasan
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skorlanirken, Chiu Skorlama sisteminden yararlaniidi (Chiu et al., 1970)
(Cizelge 2.3).

2.5, Istatistiksel Yontemler

Sonuglann istatistiksel olarak yorumlanmasi Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Bioistatistik Anabilim Dal’’ min yardimiarn ile gergeklestiriidi.

Intestinal permeabilitenin degerlendirilebilmesi igin tek ydnlii varyans
analizi ve post hoc test (Bonferroni) testlerinden yararlanildi. Data, ortalama
* standart hata olarak verildi.

Plazma endotoksin diizeyleri, Kruskal-Wallis varyans analizi ve ¢oklu
karsilagstirma testi ile degerlendirildi. Data ortailama + standart hata olarak
verildi.

Histopatolojik incelemenin sonuclan Kruskal-Wallis varyans analizi ve
¢oklu karsilagtirma testi (Multiple Comparison Test; Conover WJ, Practical
Nonparametric Statistics 2" Ed., 1980. John Wiley & Sons. 229-239) ile
dederlendirildi. Data, ortanca olarak verildi.

Sonuclar degerlendirilirken en digik anlamhlik derecesi olarak P <
0.05 olarak kabul edildi.
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Gizelge 2.3. Chiu siniflamasi

«Evre 07: Normal mukoza.

«Evre 1: Genellikle kapiller konjesyon ile birlikte villusiann apeksinde
subepitelyal Guenhagen bosluklarinin olusmasi.

«Evre 2 : Subepitelyal aralidin genislemesi ve epitelin lamina
propriadan hafif derecede aynimasi .

«Evre 3 : Villuslann iist kisimlannda yaygin epiteliyal ayrilma.

*Evre 4 : Lamina propria ve villuslarda dokiilme, kapiller dilatasyonu,
lamina propriada artmig selliilarite.

«Evre 5 : Lamina propriada sindirilme ve biitiinliigiinde bozuima,

kanama ve llserasyon,
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3. BULGULAR

3.1. intestinal VR un ve intestinal IR dncesinde Enteral Glutamin
Uygulamasinin intestinal Permeabilite Uzerine Etkiieri

lik seri calismalarda, |. grup (kontrol grubu) ve lli. grup karsilastinlarak I/R un
intestinal permeabilite (zerindeki etkileri defjerendirilmigtir. Intestinal /R
olusturulan Ill. grup ile |. grup arasinda intestinal permeabilite agisindan
anlami fark oldugu (% 8.6 + 0.61 - % 2.4 + 0.36, P < 0.001) gérualmistir.
Intestinal I/R u takiben intestinal permeabilite anlamli sekilde artmaktadir. IV.
ve lll gruplar kargilastinldiinda ise enteral glutamin uygulamasinin artrmig
intestinal permeabiliteyi anlamii sekilde azaithg gdzlendi (% 5.3 + 0.45 - %
8.6 £ 0.61, P < 0.001). Kontrol grubu ve sadece enteral glutamin uygulamas:
yapilan [i. grup arasinda ise intestinal permeabilite acisindan istatistiksel
olarak anlamh fark gézienmedi (% 2.4 + 0.36 - % 1.6 + 0.28, P = n.s.) (Sekil
3.1).

3.2. Intestinal UR un ve Intestinal IR 6ncesinde enterai giutamin
Uygulamasinin Piazma Endotoksin Diizeyleri Uzerine Etkileri

Ikinci seri caligmalarda, 1. grup (kontrol grubu) ve lii. grup kargilagtirilarak I/R
un plazma endotoksin dizeyleri Gzerindeki etkileri degerlendirilmigtir. 1. grup
ve intestinal /R olugturulan Ill. grup ile arasinda plazma endotoksin dizeyleri
acisindan anfamh fark oldugu (0.76 + 0.04 EU/mI - 1.61 £ 0.19 EU/mI, P <
0.001) gortimustar. Intestinal /R u takiben plazma endotoksin diizeyi
anlamh gekilde artmaktadir. {ll. ve IV. gruplar kargilagtinidiginda ise enteral
glutamin uygulamasinin artan plazma endotoksin diizeyini azalttigi ancak
farkin istatistiksel olarak anlamh boyuta ulagmadigi goziendi (1.61 + 0.19
EU/mi - 1.45 = 0.13 EU/ml, P = 0.48). |. grup (kontrol grubu) ve enteral
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glutamin uygulamasi yapilan II. grup arasinda ise plazma endotoksin
duzeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamh fark gozlenmedi (0.76 + 0.04
EU/ml - 0.80 + 0.05 EU/mI, P = 0.59) (Sekil 3.2).

—
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Sekil 3.1. Enteral Glutamin Uygulamasinin, iskemi-reperfiizyonun olusturdugu
intestinal Permeabilite Degisiklikleri Uzerine Etkileri: Kontrol (I) grubu, I/R grubu (lll) ile
karsilagtinidiginda, 60 dk lik iskemi ve 60 dk ik reperfizyon periodu nedeni ile olulsan I/R
hasarinin intestinal mukozal permeabilite zerine olan etkileri gorulmektedir. Kontrol (1)
grubu ve GIn grubu (ll) grup kargilagtinldiginda ise, /R uygulanmaksizin glutaminden
zengin diyet ile beslenenmenin intestinal mukozal permeabilite Uzerine olan etkileri
gozlenmektedir. Grup lll ve IV karsilagtinidiginda I/IR 6ncesinde 4 gun sure ile glutaminden
zengin diyet ile (1g/kg/gin) beslenmenin intestinal permeabilite {izerine olan etkileri
gorilmektedir.
* grup |, Il ve IV den farklidir (P < 0.001).
** grup |, Il ve Il den farkhidir (P < 0.001).

Data: Ortalama + SH olarak verilmistir.
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Sekil 3.2. intestinal /R un ve IR dncesinde yapilan Enteral Glutamin
Uygulamasinin, Plazma  Endotoksin Diizeyleri Uzerine  Etkilerinin
Degerlendirilmesi: Kontrol (I) grubu, I/R grubu (IIl) ile karsilagtinidiginda, 60 dk hk
iskemi ve 60 dk lik reperfiizyon periodu sonrasinda plazma endotoksin duzeyleri
goriilmektedir. Kontrol (I) grubu ve Gin grubu (Il) grup karsilagtinidiginda ise, /R
uygulanmaksizin glutaminden zengin diyet ile beslenenmenin plazma endotoksin
duzeyleri Gizerine olan etkileri gozlenmektedir. Grup Ill ve IV karsilagtinldiginda I/R
éncesinde 4 gin sire ile glutaminden zengin diyet ile (1g/kg/guin) beslenmenin
plazma endotoksin duizeyleri izerine olan etkileri gorilmektedir.

* grup | ve Il den farkhdir (P < 0.001).

Data: Ortalama + SH olarak verilmistir.



3.3. intestinal IR un ve intestinal /IR Oncesinde Enteral Glutamin

Uygulamasinin intestinal Histopatoloji Uzerine Etkileri

ikinci seri galismalarda, I. grup (kontrol grubu) ve IlI. grup karsilagtiniarak IR
un intestinal histopatoloji tizerindeki etkileri degerlendirilmigtir. . grup
(kontrol grubu) ile intestinal I/R olusturulan lll. grup Chiu skorlama sistemine
gore skorlandiklarinda iki grup arasinda histopatolojik degisiklikler agisindan
anlamii fark oldugu goralmustar (0 - 3, P < 0,001). intestinal I/R u takiben
intestinal doku anlamli sekilde degisiklige ugramaktadir. Ill. ve IV. gruplar
karsillagtinidiginda ise enteral glutamin uygulamasinin  histopatolojik
degisiklikleri olumlu yonde etkiledigi ancak farkin istatistiksel olarak anlamli
boyuta ulagmadigi gorilda (3 - 2, P = 0,389). 1. grup (kontrol grubu) ve
enteral glutamin uygulamasi yapilan Il. grup arasinda ise histopatolojik
degisiklikler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (0 - 0, P =
0,682.) (Sekil 3.3), (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Enteral Glutamin Uygulamasinin, iskemi-reperfiizyonun Olusturdugu
intestinal Histopatolojik Degisiklikler Uzerine Etkilerinin, Chiu intestinal iskemi
skorlama sistemi ile degerlendirilmesi: Kontrol (I) grubu, I/R grubu (lll) ile
kargilagtirildiginda, 60 dk lik iskemi ve 60 dk lik reperfiizyon periodu nedeni ile olulan
I/R hasarinin Chiu intestinal iskemi skorlari Gzerine olan etkileri gérulmektedir.
Kontrol (I) grubu ve Gin grubu (Il) grup karsilastinldiginda ise, I/R uygulanmaksizin
glutaminden zengin diyet ile beslenenmenin Chiu intestinal iskemi skorlar {zerine
olan etkileri gézlenmektedir. Grup Ill ve IV karsilastinididinda I/R éncesinde 4 gun
siire ile glutaminden zengin diyet ile (1g/kg/giin) beslenmenin intestinal permeabilite
tzerine olan etkileri gérilmektedir.

* grup | ve Il den farkhdir (P < 0.001).

Data: Ortanca olarak verilmistir.
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Evre 0 : Normal mukoza. HE Evre 1: Genellikle kapiller konjesyon

X 10 ile birlikte villuslanin apeksinde
subepitelyal Guenhagen
bosluklarinin olusmasi. HE X 20

Evre 2: Subepitelyal araligin Evre 3 : Villuslann ust kisimlarinda
genislemesi ve epitelin lamina yaygin epiteliyal aynima. HE X 20
propriadan hafif derecede ayrimast.

Evre 4 : Lamina propria ve villuslarda Evre 5 : Lamina propriada sindiriime
dokiilme, kapiller dilatasyonu, lamina ve bitinlagiande bozulma. HE x10
propriada artmis selltlarite. HE X 10

Sekil 3.4. iskemi-reperfiizyonun Olusturdugu intestinal Histopatolojik Degisikliklerin

Chiu intestinal iskemi Skorlama Sistemi ile Degerlendirilmesi (Chiu et al.. 1970).
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4. TARTISMA

Hiicre zedelenmesinin en dnemli nedenlerinden biri de iskemik ve hipoksik
zedelenmedir. Hipoksinin ilk zarar verdidi yer hiicrenin aerobik solunumudur.
Mitokondriyumdaki oksidatif fosforilasyon engellenir, ATP olugsumu yavaslar
ve durur. Hipoksi devam ederse geri dontgstiz bir hal alir. Geri donugsuz
hilcre zedelenmesinde mitokondriyum fonksiyonlarinin geri dénmemesi ve
membran fonksiyonlarindaki bozulmalar esas belirleyicilerdir. Membran
fonksiyonlarinin bozulmasi hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunda da énemli
artisa neden olur. Hipoksik kalan hiucrelerde reperfiizyon saglanirsa kalsiyum
mitokondri tarafindan tutulur, hiicresel enzimleri inhibe eder, proteinleri
denatiire eder ve nekrotik degisikliklerin olugmasina neden olur. Reperfiizyon
sirasinda toksik serbest oksijen radikalleri de artmaktadir. Serbest radikaller
szellikle membran molekiilleri ve nukleik asitler igin anahtar molekiillere
girerek hiicre igi reaksiyonlarini etkilerler. Net etkileri olusumlar ve
harabiyetleri arasindaki dengeye baghdir (Nilsson et al.,, 1997; Weixiong et
al., 1997; Richard et al., 2003).

Cesitli nedenlerle olusan /R sonucunda intestinal doku zarar
gormekte, mukozal permeabilite artmaktadir. Calismamizda daha once
literatiirde de tarif edilen bicimde siganlarda 60 dk lik streyle intestinal iskemi
ve 60 dk lik siireyle reperfuzyon uygulanmigtir (Harward et al,, 1994).
intestinal mukozal bariyerin degerlendirilmesi igin intestinal permeabilite e
EDTA yardimi ile olgilmustir. Oral yolla verilen *'Cr EDTA min renal
Klirensinin I/R sonrasinda anlamli olarak artmasi mukozal bariyerin zarar
gorduginin  bir gostergesi olarak kabul edilmekte olup, g¢aligmamizin
sonuglar literatirdeki bilgilerle paralellik gostermektedir (Langer et al., 1995;
Villa et al., 2002; Wu et al., 2004).

I/IR hasarn nedeni ile ortaya gikan intestinal permeabilite artigi, kritik

hastalarda ©&nemi giderek daha da iyi anlagiimaya baslanan septik
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komplikasyonlar ve multisistem organ yetmezliklerinin énemli nedenlerinden
olan bakteriyel translokasyon ile sonuglanmaktadir (Stechmiller et al., 1997).
intestinal /R  ozellikle biiyilk damar cerrahilerinde 6nemli bir problem
olusturmaktadir. Translokasyon nedeni ile sistemik dokulardan en gok izole
edilen bakteri ise intestinal kaynakh Escherichia coli dir. intestinal
permeabilite artisi nedeni ile ortaya cikan septik tablonun 6nde gelen
nedenlerinden birisi de translokasyona ugrayan bakterilerden kaynaklanan
endotoksinlerdir. Endotoksin, Gram (-) bakterilerin huicre duvarinin yapisinda
yer alan, yaklagik olarak 10 kDa agirhidinda bir lipopolisakkarittir. Ates
olusmasinda, septik sokta, yaygin damar ici pihtilasmada, akut respiratuvar
distress sendromunda ve immun sistem hucrelerindeki birgok olayda rolleri
oldugu bilinen endotoksinler, Gram (-) bakterilerin toksik etkilerinden buyuk
olgiide sorumlu tutulmaktadirlar. (Barber et al., 1999; Richard et al., 2003). Ik
seri galigmamizda intestinal I/R sonrasinda gozlenen intestinal permeabilite
artigi ikinci seri galismamizda gozlenen plazma endotoksin diizeyindeki artis
ve histopatolojik degisiklikler ile buyiik benzerlik sergilemektedir. Deney
sonuglar incelendiginde intestinal /R sonrasinda ortaya ¢ikan intestinal
permeabilite artiginin plazmada endotoksin dizeyinin yikselmesine yol
acabilecegi gorist desteklenmektedir (Wu et al., 2004).

Glutamin nonesansiyel bir amino asit olup, metabolizmasi sirasinda
gergeklesen reaksiyonlar enterositler icin énemli bir enerji kaynagidir (Plauth
et al., 1999). Genel viicut travmalan ve intestinal iskemik olaylarda, intestinal
mukoza ve enterositler izerinde koruyucu etkileri vardir (Harward et al.,
1994; Kong et al., 1998; Blikslager et al., 1999; Li et al., 1999; Kudsk, 2003).
Glutamin i/R sonrasinda gézlenen gesitli intestinal morfolojik ve fonksiyonel
hasarlan azaltmaktadir (Tazuke et al., 2003). Glutaminin intestinal iskemik
olaylarda koruyucu etkilerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
serbest oksijen radikalleri Uizerinden oldugu dustiniimektedir. Glutatyonun
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hiicre hasarina karsi koruyucu
etkileri oldugu bilinmektedir. Viicutta glutatyon biyosentezi ise glutamin

seviyesinden etkilenmektedir. I/R olaylarinda glutamin uygulamalarinin
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intestinal dokudaki glutatyon duzeyini olumlu yénde etkiledigi bilinmektedir
(Harward et al., 1994). Gergeklestirmis oldugumuz ¢alismada ise I/R olaylan
dncesinde enteral glutamin uygulamasinin etkilerinin - degerlendirilmesi
amaglamistir. Bu nedenle intestinal permeabilite, plazma endotoksin

duzeyleri ve histopatolojik degisiklikler degerlendirilmistir.

Kontrol grubu (I) ve glutamin grubu (ll) karsilastinidiginda, enteral
glutamin uygulamasinin normal hayvanlarda intestinal mukozal permeabilite
tizerine olan etkileri gozlenebilmektedir. Normal diyete ek olarak 4 giin stre
ile enteral glutamin (1 g / kg / giin) ile beslenmenin uygulanan doz ve strede
hayvanlar tzerinde herhangi bir yan etkisi olmadigi ve intestinal mukozal
bariyer bitiinlugini olumsuz yénde etkilemedigi gériilmektedir (Wu et al.,
2004). Plazma endotoksin duizeyleri ve histopatolojik degisiklikler agisindan
da anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Literatirde de bu dozda ve stiredeki

uygulamalarda olumsuz etkilerin ortaya ¢iktigindan bahsediimemektedir.

Cahsmamiz asil olarak I/R hasan olugsmadan once gergeklestirilen
enteral glutamin uygulamalarimin, /R hasari nedeni ile ortaya ¢ikan intestinal
permeabilite artigi, plazma endotoksin diizeyi artigi ve histopatolojik
degisiklikler Uzerine olan etkilerinin degerlendiriimesine olanak saglamistir.
I/R grubu (lll) ve /R + glutamin grubu (IV) kargilagtinidiginda, /R etkisi ile
ortaya gikan intestinal permeabilite artiginin enteral glutamin uygulamasi ile
anlamh sekilde oniine gegildigi gdzlenmektedir. Ancak enteral glutamin
uygulamasi plazma endotoksin diizeyinde ve histopatolojik degisikliklerde
benzer anlamli azalmalara yol agmamistir. Septik tablonun asil
sorumlularindan olan endotoksinlerin plazma diizeylerinin dlgiimesinin ise
klinik etkiler agisindan daha gergekgi bilgiler verebilecegi ileri surulebilir.
Endotoksin diizeylerinin intestinal permeabilite degisiklikleri ile uyumlu
olmamasi, endotoksinlerin intestinal limen diginda baska bir yerden de
dolagima gegiyor olabileceklerini dustndirmektedir. °'Cr-EDTA 359 kDa
agirhginda bir molekiildir ve zarar gormis mukozal bariyerden saglam

mukozaya goére daha kolaylikla gegebilmektedir. Endotoksinler ise yaklasik
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olarak 10 kDa agihgindadir. Bu nedenle daha az hasar goérmus olan
mukozal bariyer *'Cr-EDTA nin gegisine olanak tamimazken endotoksinler bu

bariyeri kolaylikla agiyor olabilirler.

Elde edilen sonuglar enteral glutamin uygulamalarinin I/R hasar
nedeni ile olusan intestinal mukozal permeabilite artigina kargl koruyucu
etkileri olabilecegi dusiindirse de ayni olumlu etki, plazma endotoksin
duzeylerine ve histopatolojik degisikliklere  yansimamigtir.  Ancak
histopatolojik degisiklikler ve plazma endotoksin diizeylerindeki degisiklikler
uyum igerisindedir. Bu nedenle olumlu ya da olumsuz bir etkiden
bahsederken plazma endotoksin diizeylerinin géz oniine alinmasinin daha

gergekgi bir yaklagim olabilecegi fikri gliglenmektedir.

Klinikte I/R hasar 6zellikle aort, kalp cerrahisi ve septik sokta intestinal
mukozal bariyer butanlagini bozarak bakteriyel translokasyona yol agmakta,
ve klinik tabloyu son derece olumsuz yoénde etkilemektedir (Stechmiller,
1997). Galismamiz sonucunda glutaminden zengin diyet uygulamalannin
benzer hasta gruplarinda intestinal permeabilite acisindan koruyucu
etkilerinin olabilecegine dair bulgular elde edilmigse de, plazma endotoksin
duizeyleri ve histopatolojik degisiklikler goz onune alindiginda, bu etkinin
Klinik tabloya nasil yansiyacadi halen tartismaya agiktir. Bu nedenle iskemi
reperfizyon hasarinin olumsuz etkilerinin, intestinal permeabiliteyi Olgen
cesitli yontemlerle degerlendirilmesi yerine patolojiye bizzat katkisi olan
plazma endotoksin diizeyinin olgiilerek degerlendiriimesi daha akilci bir
yaklagim gibi gozukmektedir. Takip eden caligmalarda, degisik doz ve
sirelerde enteral glutamin uygulamalarinin yanisira farkll strelerde I/R
uygulamalari ile elde edilebilecek sonuglarin konuya daha fazla 1sik tutacag
diistinulmektedir.
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5. SONUG VE ONERILER

Cesitli deney modellerinde glutaminin Crohn hastaligi, akut pankreatit
gibi tablolarda intestinal permeabilite ve bakteriyel translokasyon tzerine olan
etkileri arastinlarak olumlu sonuglar goralmistir. Bu galismadan elde
ettigimiz bilgiler klinik olarak énemli problemlere neden olan intestinal IR
olaylarindan énce glutaminden zengin diyet ile beslenmenin intestinal
permeabilite Uzerinde koruyucu etkileri olabilecegdini gostermektedir. Ancak
ayni etkilere histopatolojik degisiklikler ve plazma endotoksin dizeyleri
agisindan rastlaniimamig  olmasi  Klinik tablonun nasil degisebilecegi
sorusunu cevapsiz birakmaktadir. Yeni galismalar planlanarak, degisik doz
ve siirelerde enteral glutamin uygulamalarinin yanisira farkli surelerde I/R
uygulamalari ile elde edilebilecek sonuglarin konuya daha fazla 1sik tutacagi
disiinulmektedir.
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OZET

Siganlarda Enteral  Glutamin Uygulamasinin intestinal iskemi-
Reperfiizyon Hasan Uzerine Etkileri

intestinal iskemi-reperfuzyon (I/R) hasan, multisistem organ yetmezliklerinin
de 6nemli nedenlerinden olan bakteriyel translokasyon ile sonuglanmaktadir.
Bu galismada intestinal I/R hasarinda enteral glutamin (GIn) uygulamasinin
koruyucu etkinligi arastinlmak istenmistir. Deneyde disi Wistar sigcanlar
kullanildi. Caligmalar her biri 40 hayvan igeren iki seri halinde gerceklestirildi.
Her iki seride de |. grup (n=10) “kontrol” grubunu olustururken, Il. “GIn”
grubunda (n=10) siganlar deney 6ncesinde 4 giin boyunca orogastrik lavaj ile
bélunmis iki doz halinde enteral glutamin ile (1g/kg/giin) beslendiler. I1l. “I/R”
grubunda hayvanlarin (n=10) superior mezenterik arter ve dallari 60 dakikalik
sirre ile klemplenerek intestinal iskemi ve ardindan yine 60 dakikalik sure ile
reperfizyon olusturuldu. IV. “GIn + I/R” grubunda ise (n=10) Ill. gruptaki
bigimde I/R olusturuldu ve deney 6ncesinde Il. gruptaki ile aym sure ve
dozda enteral glutamin uygulamasi yapildi. llk seride Intestinal mukozal
permeabilitenin degerlendirilmesi icin si¢anlara enteral yolla verilen ey
EDTA nin 6 saat siiresince uriner atihmi olguldii. lkinci seride ise deney
protokolii ayni sekilde gerceklestirildikten sonra plazma endotoksin dizeyleri
ve histopatolojik degisiklikler degerlendirildi. Kontrol grubu ve intestinal /R
olugturulan Ill. grup ile arasinda intestinal permeabilite (% 2.4 + 0.36 - % 8.6
+ 0.61, p< 0.001), plazma endotoksin diizeyleri (0.76 + 0.04 EU/ml - 1.61 +
0.19 EU/mI, p< 0.001) ve histopatolojik degisiklikler (0 - 3, p< 0,001)
acisindan anlamli fark oldugu géraldi. Enteral glutamin uygulamasinin ise
I/R nedeni ile artmis olan intestinal permeabiliteyi anlamli sekilde azalttigi (%
8.6 + 0.61 - % 5.3 + 0.45 , p< 0.001), ancak ayni olumlu etkinin plazma
endotoksin dizeylerine (1.61 + 0.19 EU/ml - 1.45 + 0.13 EU/ml, p= 0.48) ve
histopatolojik degisikliklere (3 - 2, p= 0,389) ve yansimadig: goriildi. Kontrol
grubu ve enteral glutamin uygulamasi yapilan Il. grup arasinda intestinal
permeabilite (% 2.4 + 0.36 - % 1.6 + 2.8, p=n.s.), plazma endotoksin
duzeyleri ( 0.76 + 0.04 EU/ml - 0.80 + 0.05 EU/mI, p= 0.59) ve histopatolojik
degisiklikler (0 - 0, p= 0,682) agisindan istatistiksel olarak anlamii fark
gozlenmedi. I/R dncesi enteral glutamin uygulamasinin intestinal I/R hasarina
kars! intestinal permeabilite Gizerinde koruyucu etkileri oldugu gérilmustar.
Ancak bu olumlu etki plazma endotoksin diizeylerine ve histopatolojik
degisikliklere yansimamistir.

Anahtar Sézciikler: intestinal iskemi-reperfiizyon, glutamin, intestinal
permeabilite, endotoksin
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SUMMARY

Effects of Enteral Glutamine on Intestinal Ischemia-Reperfusion Injury
in Rats

Intestinal ischemia-reperfusion (I/R) injury may result in bacterial
translocation in a variety of clinical conditions in surgery. This study was
undertaken to assess whether oral glutamine (GlIn) administration before the
intestinal I/R prevents intestinal permeability in rats. The study was
performed as two series having 40 female Wistar rats (200-300g) in each.
Each series of animals divided into 4 9roups. 1% group was untreated
(received normal diet). Animals in the 2" group were only pretreated with
oral glutamine (1g/kg/d for 4 days). 3" group of rats received normal diet and
underwent intestinal I/R, while the 4™ group of rats was pretreated with oral
glutamine in the same way and underwent intestinal I/R. An intestinal I/R
model was studied by 60 minutes of superior mesenteric arterial occlusion
followed by 60 minutes of reperfusion. Intestinal mucosal permeability to *'Cr
EDTA was measured by collecting urine samples for a six hours period in the
first series of animals. In the second series histopathological changes and
plasma endotoxin levels were evaluated. Ischemia and reperfusion produced
significant increases in intestinal permeability (% 2.4 + 0.36 vs % 8.6 + 0.61,
p< 0.001), plazma endotoxin levels (0.76 + 0.04 EU/ml vs 1.61 + 0.19 EU/ml,
p< 0.001) and worsened histopathological changes (0 vs. 3, p< 0,001) over
baseline values in the untreated rats. After intestinal I/R, intestinal
permeability was significantly lower in glutamine treated rats compared to
those received normal diet ( % 8.6 + 0.61 vs % 5.3 + 0.45, p<0.001) but
these changes were nonsignificant in plasma endotoxin levels (1.61 + 0.19
EU/ml vs 1.45 + 0.13 EU/mI, p= 0.48) and histopathological findings (3 vs. 2,
p= 0,389). Only glutamine treatment itself did not change the intestinal
permeability (% 2.4 + 0.36 vs % 1.6 + 2.8, p=n.s.), plasma endotoxin levels (
0.76 + 0.04 EU/ml vs. 0.80 + 0.05 EU/mI, p= 0.59), and histopathological
changes (0 vs 0, p= 0,682) significantly compared to baseline values.
Although pretreatment of oral glutamine seems to be protective for intestinal
mucosal integrity against I/R injury, the same effect could not be observed
on histopathological changes and plasma endotoxin level alterations.

Key Words: Intestinal ischemia-reperfusion, glutamine, intestinal
permeability, endotoxin
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