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Leptin Tedavisi Yeni Dogan Rat Incebarsaginda
Hipoksi/Reoksijenasyon Hasarmma Karsi1 Koruyucu mudur?
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OZET

Amag: Hipoksi reoksijenasyonun neden oldugu yenidogan rat incebarsak hasarina leptin’in etkinligini arastirmak.

Gereg ve Yontem: Dogum sonrasi rastgele se¢ilmis 30 adet yavru rat kendi aralarinda ii¢ esit gruba boliinerek deneysel gruplar olusturuldu. Grup 1
kontrol, Grup 2 hipoksi-reoksijenasyon , Grup 3 leptin hipoksi-reoksijenasyon grubu olarak belirlendi. Grup 3 deki yavru ratlara deneysel islemden 1
saat once ciltalt1 enjeksiyonla 20 mikrogram/kg leptin verildi. Bu gruplardaki yavrular bir cam kavanoz igerisine koyuldular. Kavanoz igerisindeki
hava aspirator yardimi bosaltilip tekrar karbon dioksit ile dolduruldu. Yavrularm 10 dk bu ortamda solumalari sagland: ve ardindan kavanoz oksijen
ile dolduruldu. Boylece reoksijenasyon yapilmis oldu. Onuncu dakikadan sonra yavrular tekrar disari alindi ve 10 dakika soguga maruz birakildi. Bu
islem birkez daha bastan sona tekrarlandi. Uygulanan bu islemler serisi 2. ve 3. giinlerde de tekrarlandi. Ugiincii giinii yavrular dekapite edildi ve
gasrointestinal sistemleri ¢ikarildi. Histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in terminal ileumdan 3 c¢m uzunlugunda ince barsak dokusu alindi.
Histopatolojik incelemede ileum hasar1 bakildi ve immunhistokimyasal boyama ile epidermel bilyiime faktorii reseptorleri (EBFR) arastirildi. Kalan
barsak dokularinda malondialdehit (MDA), ve nitrik oksit (NO) diizeyleri dlgiildii.

Bulgular: Grup 2 ve grup 3 de tipik NEK bulgular gozlendi. Histopatolojik incelemelerde gruplar farksizdi (P>.05) Yine grup 2 ve grup 3 de MDA
diizeyleri farksizdi (p>.05) Ancak bu gruplarin NO diizeyleri birbirinden farkliyd: . NO Grup 2 de yiiksek ve Grup 3 de kontrol grubu ile ayniyd:
(P>.05)

Sonug: Leptin’in NO diizeylerini degistirmesine ragmen yeni dogan ratlarda hipoksi reoksijenasyonun neden oldugu barsak hasarmi onleyici etkisi
yoktur. ©2005, Firat Universitesi, Ti 1p Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Leptin, hipoksi/reoksijenasyon, nekrotizan enterokolit

ABSTRACT

Effect of Leptin Treatment on Small Intestinal Damage Induced by Hypoxia Reoxygenation in Newborn Rats

Objective: To evaluate whether leptin has an protective effect on small intestinal damage induced by hypoxia reoxygenation in newborn rats.
Materials and Methods: There were three equal Groups each consisted of 10 newborn rats. Group 1; control, Group 2; hypoxia-reoxygenation,
Group 3; leptin-hypoxia-reoxygenation. The rats of Group 3 were pretreated with leptin (20 microgram/kg) one hour before experiments then rat pubs
in Group 2 and Group 3 were stressed twice daily with asphyxia followed by cold (+4 °C for 10 min). Breathing 100% CO?2 for ten minutes in a
chamber followed 10 minutes 100% O2 breathing was the asphyxia model. This protocol was repeated for the following two days and the rat pups
were decapitated on the third day. The entire gastrointestinal tract was removed. A 3-cm section of distal ileum from each animal was taken.
Histopathological damage and epidermal growth factor receptors (EGFR) are evaluated. For biochemical evaluation, tissue malondialdehyde (MDA)
and nitric oxide (NO) levels were measured.

Results: In Group 2 and Group 3 macroscopic intestinal injuries were observed. Histopathological grading and immunohistochemical EGFR
evaluation showed similar damage in the Group 2 and the Group 3. In these Groups tissue MDA levels were also in the same ranges but NO levels
were different each other with the higher levels of Group 2. Group 3 had same NO levels with control Group.

Conclusions: Leptin pretreatment has no protective effect on hypoxia reoxygenation induced intestinal injury in newborn rats although it changes NO
levels in the injured intestine . ©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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formiila mama ile beslenme, bakterial infeksiyon, intestinal

Yenl dogan tnitelerine yatirilan  ozellikle  prematiire iskemi ve gastrointestinal distansiyon gibi risk faktorlerinin

bebeklerin edinsel gastrointestinal hastaliklarindan en 6nemlisi
olan nekrotizan  enterokolit (NEK), etyolojisi tam
aydmlatilamamig ve mortalitesi yliksek bir hastaliktir. (1).
Hastalik bebeklerde yerlestikten sonra hizla ilerleyebilmekte
ve tiim sistemleri etkileyerek organ yetmezliklerine sebep
olabilmektedir (2). Patogenezi tam olarak aydinlatilmamis
olmasina ragmen hastaligin etiyolojisinde prematiirite, hipoksi,

etkili olabilecegi bilinmektedir (3-8). Yapilan bazi ¢aligmalar-
da serbest oksijen radikalleri, tiimér nekrozis faktor, platelet
aktive edici faktor ve l0kotrienler gibi bazi inflamatuar
mediatorlerin  hastalik patogenezinde rol oynadiklar1 da
gosterilmigtir (9-12).

Hipoksinin NEK olusumuna olan etkisi azalmis mukozal
kan akimi ve artmis oksijen ihtiyaci iizerinden olmaktadir (13).
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Aym zamanda hipoksik stres platelet aktive edici faktor
miktarin1 artirmakta  ve serbest oksijen radikal hasar
yapmaktadir (10,14). Gastrointestinal sistem motilitesi tizerine
hipoksinin olumsuz etkilere neden oldugu da bilinmektedir.
Hayvanlarda hipoksi olusturularak yapilan bazi1 deneysel
calismalar da hipoksinin intestinal intirinsik ritmi ve mide
bosalmasimi  geciktirdigi, spontan incebarsak ve mide
kontraksiyonlarini azalttign gosterilmistir (15-18). Hipoksinin
neden oldugu gastrointestinal sistem kontraksiyon azalmasi
indirekt olarak da bakteri translokasyonu riskini artirmaktadir.
Hipoksinin neden oldugu gasrointestinal sistem motilite
azalmasi hayvan deneylerinin yani sira izole insan barsaginda
da gosterilmigtir (19).

Enerji metabolizmas1 ve gida aliman diizenlenmesinde
etkili olan Leptin 16-k D agirliginda bir proteindir ve 6zellikle
adipozit hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Rat ince
barsaginda ¢ok sayida leptin reseptdrlerinin - varligini
gostermistir (20). Yapilmig bazi ¢alismalar leptinin ratlarda
ince barsak boyunu uzattigini , mukozal kiitleyi artirdigint ve
ince Dbarsaklarda emilim fonksiyonlarmi  gelistirdigini
gostermistir (21,22). Leptin bu 06zellikleri nedeniyle ince
barsak i¢in yeni bir biiylime faktorii olarak adlandirilmistir.
Ayrica kedilerde yapilan bir deneysel c¢alismada leptinin
kolesistokinin varliginda barsak kontraksiyonlarini artirdig: da
gosterilmistir (23). Leptin yine kisa barsak sendromunda kalan
barsak segmentinde emilim fonksiyonlarini artirarak yeni bir
kullanim alan1 daha bulmustur (24). Bunlarla birlikte leptin
biliylime hormon diizeylerini artirmakta ve ince barsaklarda
bliyiime hormonun mukoza {izerindeki bariyer koruyucu
etkisine sebep olmaktadir (25).

Bu sebeple yeni dogan ratlarda incebarsak hipoksi-
reoksijenasyon hasarina karsi leptinin etkilerini aragtirmak
istedik.

GEREC ve YONTEM

Agirliklart 180-210 gr arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi
7 ayr1 rat gebe birakildiktan sonra normal sartlar altinda (21-
2300C) ayn ayri kafeslerde takibe alindi. Dogum zamani
yaklastiginda habersiz dogumlara engel olmak i¢in takip sikligt
artirldi.  Bakici  kontroliinde dogumlarin  ger¢eklesmesi
saglanarak yavrularin dogar dogmaz anne siitii almalarina
engel olundu. Dogum sonrasi rastgele se¢ilmis 30 adet yavru
rat kendi aralarinda ii¢ esit gruba boliinerek deneysel gruplar
olusturuldu. Grup 1 kontrol grubu olurken Grup 2 hipoksi-
reoksijenasyon grubu, Grup 3 ise leptin hipoksi-reoksijenasyon
grubu olarak belirlendi. Gruplarda yavru agirliklari ortalama
olarak Grup 1 de: 5.-5.2 gr, Grup 2 de: 5.1 -5.2 gr ve Grup 3
de: 4.9-5.1gr idi. Anne siitii almadan ayrilmis olan Grup 2 ve
Grup 3 yavrulart dogumdan hemen sonra deneysel isleme tabi
tutuldular. Grup 3 deki yavru ratlara deneysel islemden 1 saat
once ciltalti enjeksiyonla 20 mikrogram/kg leptin verildi. Bu
gruplardaki yavrular bacaklarina konulan igaretler ile bir cam
kavanoz igerisine koyuldular. Kavanoz icerisindeki hava
aspirator yardimi ile bosaltildiktan sonra kavanoz tekrar
karbondioksit ile dolduruldu. Yavrularmn 10 dk bu oksijensiz
yogun karbondioksitli ortamda solumalar1 saglandi. 10.
dakikada karbondioksit aspire edildi ve kavanoz oksijen ile
dolduruldu. Boylece yogun oksijen ile reoksijenasyon yapilmisg
oldu. Onuncu dakikadan sonra yavrular tekrar disart alindi ve
10 dakika soguga maruz birakildi. Bu islem bir kez daha
bastan sona tekrarlandiktan sonra yavrular annelerine verildi
ve anne siitii almalar1 saglandi. Uygulanan bu islemler serisi 2.
ve 3. giinlerde de tekrarlandi. Ugiincii giinii yavrular dekapite
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edildi ve gastrointestinal sistemleri ¢ikarildi. Tim barsak
sistemi makroskobik NEK bulgulari agisindan incelendikten
sonra terminal ileumdan 3 cm uzunlugunda ince barsak
dokular alindi. Barsakta renk degisimi, barsakta kanama, ileal
distansiyon, ve/veya ileal darlik makroskobik NEK
degerlendirme kriterleri olarak alindi. Terminal ileumdan
alinan doku o6rneklerinde histopatolojik olarak 1 den 5 e kadar
derecelendirme ile ileum hasari ve immunhistokimyasal
boyama ile epidermel biiyiime faktor reseptorleri (EBFR)
bakildi ve bir kisim doku biyokimyasal inceleme igin ayrildi.
fleum yapisindaki degisiklikler gruplardan habersiz bir
arastrmaci  tarafindan tipik NEK bulgular1 agisindan
derecelendirildi. Hemotoksilen&Eozin ile yapilan bu
incelemede degerlendirme Grade 1; normal histoloji, Grade 2 ;
hidropik dejenerasyon ve/veya yiizeyel epitelial hiicrelerin
lamina propriadan ayrilmasi, Grade 3 ; villus uglarma sinirh
epitelyal hiicre nekrozu, Grade 4 ; villus nekrozu, Grade 5; tam
kat nekroz olacak sekilde yapildi. immiin boyama ile yapilan
incelemede genel boyanma paterni saptanabilir boyanma yok
(-), hafif siddette boyanma (+), orta siddette boyanma(++),
kuvvetli boyanma (+++), ¢ok yogun boyanma(++++) olacak
sekilde siniflandirildi.

Biyokimyasal incelemede; dokularda malondialdehit
(MDA) ve nitrik oksit (NO) yan {irlinii olan nitrit Sl¢iildi
(Griess yontemi) (26). Biyokimyasal degerler icin Once
Kruskal-Wallis testi uygulandi, gruplar arasinda fark oldugu
goriiliince gruplar Mann Whitney U testi ile karsilastirild.
Histopatolojik inceleme sonuglar1 x2 testi ile degerlendirildi.
P< .05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Grup 2 ve Grup 3 deki hayvanlarda makroskobik NEK
bulgulara rastlandi. H&E boyama ile yapilan histopatolojik
incelemede Grup 2 ve Grup 3 de Grade 2 ve Grade 3 hasarlar
gozlendi (Tablo 1)(Resim 1).

Tablo 1. Dokularda histopatolojik hasar derecelemesi

Gruplar  Grade Grade Grade Grade  Grade

1 2 3 4 5
Grup 1 10 - - - -
(n=10)
Grup 2 - 8 2 - -
(n=10)
Grup 3 - 9 1 - -
(n=10)

Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 den farkl p<.05

Sekil 1. Hafif hasar, ylizey epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon (hematoxilen-eozin x200) (Grade 2 barsak hasart)
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Grup 2 ve Grup 3 de histopatolojik olarak hasar farksizdi
(p >.05). immunhistokimyasal incelemede Grup 2 ve Grup 3 de
kontrol grubuna gore daha az immiin boyanma goriindii
(p<.05) (Tablo 2) (Resim 2, Resim 3). Grup 2 ve Grup 3 de
immunhistokimyasal olarak EBFR boyanmasi da farksizdi (p
>.05). Grup 2 ve Grup 3 de barsak dokusu MDA seviyeleri
kontrol grubuna gore  artmig (p<.0001) ve birbirinden
farksizdi. (p >.05) (Tablo 3). Ince barsaklarin nitrit diizeyleri
Grup 2 de diger gruplardan yiiksek bulundu (p<.001). Grup 3
de nitrit diizeyleri kontrol grubundan farksizdi (p >.05) (Tablo
4).

Tablo 2. Dokularda EGFR immunhistokimyasal boyanmasi

Gruplar - + ++ ++ A+
EBFR EBFR EBFR EBFR EBFR

Grup 1 - - 9 1

(n=10)

Grup 2 - 7 3 - -

(n=10)

Grup 3 - 8 2 - -

(n=10)

Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 den farkl p<.05
ﬁ; 3 "1
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Sekil 2. EBFR igin hafif imminohistokimyasal boyama.
(immunperoxidase boyasi, x400). (+ EBFR boyanmasi)

Tablo 3. Gruplarda doku MDA (nmol/mg prot) analiz sonuglari

Gruplar Ortanca En Diisiik En Biiyiik
Grup 1 (n=10) 0.31 0.14 0.44
Grup 2 (n=10)* 2.18 0.99 3.89
Grup 3 (n=10)* 1.86 1.64 2.80

* Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 den farkh p<.000

Sekil 3. EBFR igin siddetli immunohistokimyasal boyama.
(immunperoxidase boyasi, x400). (+++ EBFR boyanmasi)

Ozkan ve Ark.

Tablo 4. Gruplarda doku Nitrit (umol/mg prot) analiz sonuglari

Gruplar Ortanca  En Diisiik En Biiyiik
Grup 1 (n=10) 0.18 0.08 1.14
Grup 2 (n=10)* 2.24 0.10 4.71
Grup 3 (n=10) 0.19 0.05 0.88

*Grup 2, Grup 1 ve Grup 3 den farkli p<.001
Grup 3, Grup 1 den farksiz p >.05

TARTISMA

Serbest  oksijen radikallerinin  sebep oldugu lipid
peroksidasyon hasarinda MDA 0&lglimii  geleneksel olarak
kullanilmaktadir. NEK  patogenezinde serbest oksijen
radikallerinin etkileri, asfiksi-NEK iliskisi ve deneysel
intestinal iskemi ve NEK iligkileri ile ileri stirtilmistiir (27,28).
Hipoksinin neden oldugu NEK etiyolojisini agiklayabilmek
amaciyla ciddi anoksik epizotlar geciren yeni doganlarda
‘diving reflex’ diye tabir edilen bir mekanizma tarif edilmistir
(29). Bu goriise gore hipoksik veya ciddi anoksik durumlarda
kan beyin ve kalp gibi hayati organlara gitmekte ve bu olaylar
esnasinda barsaklar da hipoksiye maruz kalmaktadirlar. Bu
calisgmamizda Grup 2 ve Grup 3 de MDA degerlerimiz
arasinda bir fark bulunmadi. Histopatolojik incelemede yine bu
iki grup arasinda doku hasarmin farkli olmamasi leptin
tedavisinin yenidogan ratlarda hipoksi-reoksijenasyonun neden
oldugu incebarsak hasarina olumlu etki etmedigini
gostermistir.

Nadler ve arkadaslari formiila besleme ve hipoksi
uygulamas: ile rat yavrularinda deneysel olarak NEK
olusturmuslar ve hasarli incebarsaklarda nitrik oksit sentaz-
mRNA (iNOS mRNA) artis1 tespit etmislerdir (30). Bu bulgu
deneysel NEK modellerinde barsak hasari olusumuna nitrik
oksitin de etki ettigini gostermektedir. Zhang ve arkadaglari
yenidogan rat yavrularinina sadece hipoksi uygulayarak
incebarsak hasar1 olusturmuglar ve hasarli ince barsak
dokusunda iNOS artis1 oldugunu gostermislerdir (31). Bizim
calismamizda da NEK sadece hipoksi ve soguk uygulamasi ile
olusturuldu ve iNOS artisin1 degerlendirmek i¢in dokularda
nitrik oksit (NO) yan iriinii olan nitrit bakildi. Grup 3 de
dokularm nitrit diizeyleri Grup 2 den daha disiiktii ve kontrol
grubu ile ayniydr. Leptinin sistemik NO miktarin1 ve gastrik
iilser iyilesmesinde {ilser kenarmda iNOS aktivitesini artirdigi
bilinmektedir ancak ince barsakta NO sentezini azalttig1 heniiz
bildirilmemistir. Bizim ¢alismamizda nitrit seviyeleri Grup 3
de Grup 2 den daha az olmasina ragmen doku hasart her iki
grupta farksizdi. Grup 3 deki bu NOS aktivite azalmasi
muhtemelen nonspesifiktir (¢ctNOS ve iNOS azalmasi) ¢ilinkii
faydali etkilere sahip cNOS azalmamig olsaydi hipoksi-
reoksijenasyon sonrast iNOS aktivite azalmast doku hasarini
azaltabilirdi.

Leptin barsak boyunu biiyiitlip, barsak mukozal yiizey
kiitlesini artiran bir hormon olarak tariflenmistir. Bu etkilere
barsakda neden olurken hangi mekanizma {izerinden etkili
oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Epidermal biiyiime
faktoriin barsakda dnemli bir bilylime faktorii oldugu bilindigi
icin biz burada leptinin muhtemel etkisini EBFR ile aragtirmak
istedik. Bu nedenle bu ¢alismada dokularda EBFR reseptor
dagilimma immunhistokimyasal boyama ile baktik. Deneysel
islem uygulanan Grup 2 ve Grup 3 de kontrol grubuna kiyasla
daha az immiin boyanma goriilmesine ragmen bu iki grup
arasinda immiin boyanma farki gézlemlemedik. Bu sonu¢ da
MDA ve H&E boyama ile yaptigimiz ileum hasar
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derecelemesi sonuglarimizla uyumlu olarak leptinin yeni dogan
rat incebarsak  hipoksi reoksijenasyon hasarma ve hasar
sonrasi iyilesme siirecine olumlu etki etmedigi sonucumuzu
destekler ozelliktedir.

Bu calismada uyguladigimiz NEK modeli Okur ve
arkadaslarmnin  uyguladiklar NEK  modelinin  bir
modifikasyonudur (32). Aym modeli NEK etyolojisinde
distansiyonun roliini ¢alisgan Kazez ve arkadaslart da
kullanmiglardir (8). Biz burada barsaklarda daha ileri dereceli
hasar olusturmak i¢in hipoksi siire ve sayisini artirdik ve soguk
stres uygulamasini ilave ettik. Literatiirde bildirilen ve formiila
mama uygulamasi ile yapilan bir NEK modelini sadece
hipoksinin neden oldugu incebarsak hasar1 iizerinde ¢alismak
istedigimizden tercih etmedik. Ayni zaman da bu yontemin
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