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ONSOZ

Bu projede akut ve kronik strese bagh barsak hemodinamigi ve inflamatuvar parametrelerde
meydana gelen degisiklikleri  karakterize etmek ve endotelin reseptorlerinin  bu
degisikliklerdeki rolini aragtirmak amaglanmistir. Turkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma
Kurumu tarafindan desteklenen projemizde (proje no: SBAG-2605) akut ve kronik stres
uygulamalarinin  barsak kan akiminda azalmaya, ince barsakta inflamatuar degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir. Akut strese bagl hemodinamik ve inflamatuar degisiklikler, her
iki endotelin reseptor antagonisti (ET-A reseptor antagonisti BQ485 ve ET-B reseptor
antagonisti BQ788) uygulamalari ile dizelmis, kronik stresin etkilerinde ise sadece ET-A
antagonisti etkili olmustur. Bu sonuglar, akut ve kronik strese bagh mezenterik
vazokonstriksiyon ve ince barsak inflamatuar degisikliklerinde endotelinlerin 6nemli rolleri

oldugunu gostermektedir.
Projemizi vermis oldugu katkidan dolayr Turkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu’na

tesekkiirii bir borg biliriz.

Prof. Dr. Hizir Kurtel

Proje Yiriticisu
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miveloperoksidaz (MPO) aktivitelerindeki degisiklikler.
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Gastrointestinal sistemin ¢esitli hastaliklaninin patogenezinde stresin énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Stres ile iliskilendirilen hastaliklar arasinda ozellikle fonksiyonel ve
inflamatuvar barsak hastaliklar sayilabilir. Stresin gastrointestinal sistem hemodinamiginde
onemli degisikliklere neden oldugu ileri siirilmiisse de mezenterik kan akiminda strese baglh
meydana gelen degisiklikler ve bundan sorumlu araci molekiiller tam olarak bilinmemektedir.
Bu ¢aliymanin amaglar: 1) akut ve kronik strese bagl barsak hemodinamigi ve inflamatuvar
parametrelerde meydana gelen degisiklikleri karakterize etmek ve 2) endotelin (ET)
reseptorlerinin bu degisikliklerdeki rolini arastirmakur. Akut stres, Wistar Albino sicanlara 2
saat sureyle sudan kaginma stresi uygulanmasi ile gergeklestirilmisti. Hemodinamik
degisiklikler akut ve kronik stres (giinde bir kez 3 veya 5 giin siireyle stres) uygulamalarindan
hemen sonra olgtlmistir. Diger bir deney grubunda ise olciimler kronik stres siiresinin
bitimininden 3 veya 5 giin sonra gerceklestirilmistir Endotelin-A (BQ-485; 60 ug/kg/giin,
Lp.) ve/veya endotelin-B reseptor antagonistleri (BQ-788; 60 png/kg/giin, 1.p.) her stres
uygulamasindan 20 dakika ¢nce verilmistir. Ince barsaktan alinan doku 6rneklerinde
histolojik ~ degerlendirme, miyeloperoksidaz aktivitesi (MPOQ) ve lipit peroksidasyonu
olgtimleri yapilmistir. Akut stres kan basincinda yikselise, SMA kan akiminda azalisa ve ince
barsagin MPO aktivitesinde, lipit peroksidasyonunda ve mikroskopik hasarinda artisa neden
olmustur. Kronik stres ise, SMA kan akiminda azaltmaya, MPO aktivitesinde, lipit
peroksidasyonu ve histolojik hasarinda ise artisa yol agmigtir. Akut strese baglh hemodinamik
ve inflamatuar degisiklikler, her iki endotelin reseptér antagonistinin uygulanmas: ile
dizelmis, kronik stresin etkilerinde ise sadece ET-A antagonisti etkili olmustur. Bu sonuglar,
akut ve kronik strese bagl mezenterik vazokonstriksiyonda ve ince barsak inflamatuar

degisikliklerinde endotelin peptidlerin énemli roller oynadigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: psikolojik stres, endotelin, barsak, mezenterik, inflamasyon.




ABSTRACT

Several studies have described the effect of stress in the pathogenesis of variety of
gastrointestinal conditions, with emphasis placed on its role in functional and inflammatory
bowel disorders. Although stress have been shown to cause important changes in the
hemodynamics of the gastrointestinal system, the stress induced mesenteric blood flow
changes and the responsible molecules have not been well studied. The objectives of the
present study 1) to characterize the effects of acute and chronic stress on the intestinal
hemodynamics and inflammatory parameters and 2) to investigate the role of endothelin
receptor antagonists on these changes. Acute stress was induced by water avoidance for 2-
hours. Hemodynamic changes were measured immediately after the acute or chronic stress
(daily induction of stress for 3 or 5 days) applications. In an additional group of rats,
measurements were obtained 1 or 3 days after chronic stress period. Endothelin A and B
receptor antagonists (BQ485 and BQ788, 60ug/kg/day,i.p) were administered 20 minutes
before each stress in a selected group. At the end of experiments, plasma samples were
collected and the small intestine was removed, weighted and stored for histological and
biochemical determinations. Both acute and chronic stress decreased the SMA blood flow and
increased the intestinal MPO activity, lipid peroxidation and microscopic damage. Although
both ET receptor antagonists inhibited the acute stress-induced hemodynamic and
inflammatory changes, only ET-A receptor antagonist was effective in the chronic stress.
These results suggest that endothelin receptors play an important role in the hemodynamic

and inflammatory changes induced by acute and chronic psychological stress.

Key Words: psycological stress, endothelin, intestine, mesenteric, inflamation



GIRIS

Psikobiyolojik bir siireg olan stres canlilarin psikolojik ve bedensel saghg Uzerinde énemli
etkilere sahiptir. Stres degisik organ sistemlerini farkli sekillerde etkilerken, birgok hastaligin
patogenezinde ve prognozunda Onemli rol oynamaktadir. Bilinen en giighi vazokonstriktor
peptitlerden olan endotelin (ET) peptidler, gastrointestinal sistemin (GIS)’in fizyolojisinde ve
patofizyolojisinde ¢nemli rolii olan ajanlardir. Stresin ET duzeylerini artirdigi bilinmekte, ET
ile meydana gelen biyolojik etkilerin bir kismu stres sirasinda olusan degisiklikler ile benzerlik
olusturmaktadir. Stresin GIS uzerindeki etkilerini karakterize eden calismalar kisithdir ve
GIS’de stres ile meydana gelen degisikliklerde ET’in rolt arastinlmamugtir. Ayrica akut ve
kronik stresin mezenterik dolasimin hemodinamigini nasil etkiledigi, ince barsak inflamatuar
parametreleri (zerine olan etkileri ve ET’nin strese bagh degisikliklerdeki roli

bilinmemektedir.

AMACLAR:

Bu calismanin amaglarn 1) akut ve kronik stresin g¢esitli intestinal parametreler izerindeki
etkilerini karakterize etmek, 2) ET reseptoér antagonistleri kullanarak meydana gelen bu

degigsikliklerde ET lerin olasi roluni ortaya ¢ikarmaktir.

GENEL BILGILER

Saglikli organizmada stres cevabi genellikle bir uyan olarak gorilir ve tehlikeye karsi
koruyucu bir mekanizmadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar fiziksel veya psikolojik stres
turlerinin intestinal fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli roller oynadigimi gostermektedir.
Gastrointestinal sistem (GIS)’in akut ve kronik seyirli hastaliklarinda stresin klinik gidisi ve
semptomlan etkiledigi bilinmektedir. Genel olarak stres (akut veya kronik), iyon ve buyik
molekiillerin permeabilitesini, su sekresyonunu ve mukus sahmmni stimile etmekte (1,2),
mast hucre aktivasyonu (3,4,5) ve barsak mukozasinda 6deme sebep olmakta (6), reaktif
oksijen metabolitleri (ROM)’nin artmig salimmina (7), bakterilerin mukozal adezyonuna
neden olmakta (8) ve intestinal bariyer butunligi bozarak epiteliyal gegirgenligi
arttirmaktadir (1,5). Strese bagh geligen intestinal epiteliyal patolojide hipotalamus-pituiter-

adrenal (HPA) aksin ve kortikotropin serbestlestirici faktor (CRF) etkilesiminin rol oynadigt




leri strtlmis olsa da (9), meydana gelen inflamatuvar degisikliklerin modulasyonu ile ilgili
celigki bulgular bulunmakta ve ozellikle periferik mekanizmalarin da artan bir gekilde 6nem

kazandigr gozlenmektedir (10).

Stresin  gastrointestinal kanalda tamimlanan etkileri, inflamatuvar degisiklikler ile
karakterize hastaliklarda (orn; kolit, crohn, iskemi-reperflizyon, iilser, vb.) patogenezin seyri
agisindan onemli oldugunu disindirmektedir. Inflamatuvar siiregler sirasinda meydana gelen
onemli olaylardan birisi de doku kan akiminda meydana gelen degisikliklerdir. Yapilan
galigmalar, stresin GIS dahil birgok vaskiiler yatakta énemli hemodinamik degisikliklere yol
actigimi gostermektedir (11). Ornegin midede gastric mukozal kan akimi akut stres nedeni ile
azalirken (12) bu azals diger patofizyolojik olaylarla birlikte gastrik mukozal erozyon ve
lserlerin olusumuna katkida bulunmaktadir (13,14). Benzer degisiklikler mezenterik kan
akimu igin de ileri stirilmekle beraber (15,16) akut ve kronik stres durumlarinda mezenterik
dolagimda meydana gelen degisiklikler ve bu degisikliklerde rol oynayan olasi araci

molekiller tam olarak bilinmemektedir.

Doku kan akimi tzerinde etkili olan énemli endojen molekiillerden birisi de endotelin
(ET) peptidlerdir (17). ET’ler ET-A ve ET-B reseptorleri aracih@iyla énemli biyolojik etkilere
neden olmaktadir (18,19). Bu etkiler arasinda mezenterik arter rezistansinda artma, kan
akiminda azalma, epiteliyal gegirgenlikte, lokosit-endotel hiicre adezyonunda artma ve
ROM'nin salinimi sayilabilir (18, 20). ET antagonizmast intestinal inflamasyonun cesitli
tiplerinde doku hasarmmi azaltirken, epiteliyal permeabiliteyi dizeltmekte ve doku
kanlanmasini  arttirmaktadir  (21). Aynica GIS’in  inflamasyon ile karakterize birgok
hastaligimin ET duzeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (18). Stres ile ET peptidlerin
salmmi arasinda ise pozitif bir korelasyon oldugunu ileri stren cesitli calismalar
bulunmaktadir. Ornegin deney hayvanlarinin 12 saat siireyle guriltiiye maruz kalmas: serum
gastrin ve ET-1 diizeylerini kontrol grubuna gére anlamh olarak arttirmustir (22). Bagka bir
¢aligmada ise immobilizasyon stresinin 1s1 proteini 70 ile ilgili gen aktivasyonuna yol agarken
dolagimda fenilefrin, vazopressin, dopamin ve ET diizeylerini arttirdi@i gosterilmistir (23).
Insanlarda yapilan bir ¢alismada ise 30 dakika streli mental stres sempatik aktivasyona neden
olurken buna renal kan akiminda azalma ve ET-1’in iriner atiiminda artma eglik etmistir

(24). Her ne kadar bu caligmalanin sonuglar strese bagl degisikliklerde ET ‘lerin énemli
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olabilecegini diisindirmusse de stresin ince barsak kan akimi tzerindeki etkilerinde ET lerin

olast rolii bilinmemektedir.

GEREC VE YONTEM

Denekler:

Calismada her iki cins Wistar Albino siganlar (250-300 gr) kullamlmistir. Bu galigma
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan Etik Kurul (26.6.2002/16.2002.mar)
karari ile onaylannustir. Hayvanlar 2242 ° C sicakhginda, % 65-70 nem igeren ve 12 saat
aydinlik-12  saat karanlik donemleri saglanan bir ortamda muhafaza edilmig, standart

laboratuvar yemiyle beslenmistir. Deneylere baglanmadan 6nce hayvanlar bulunduklar ortama

en az bir hafta streyle alistinlmglardir.

Stres Yontemleri:

a) Akut Stres: Akut stres 90 cm ¢apinda, 50 cm su derinligi olan ve ortasinda 8x8 cm
boyutlarmda su seviyesinin 1 cm izerinde platform bulunan bir havuzda deney
hayvanlarinin 2 saat siireyle tutulmasi ile gergeklestirilmigtir.

b) Kronik Stres: Kronik stres, akut stresin giniin aym saatlerinde ve ayni stirede (2 saat),
5 giin boyunca tekrar edilmesi ile uygulanmistir. Ayrica grupta yem tiketimi ve agirhk

takibi yapilmistir,

Hemodinamik Ol¢iimler:

SMA kan akimi ultrasonik transit gecis metodu ile ¢lgiildi. Buna gore 1 mm ¢apindaki 1RB
akim probu (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) SMA’in izole edilmesini takiben damar
cevresine vyerlestirildi. Probun iginde iki adet transduser bulunmakta olup damar icinde
meydana gelebilecek iki yonli akima hassas olacak sekilde tasarlanmistir. Meydana gelen
ultrasonik sinyallerin 6lgimiinden sonra probun yerlestirildigi yerden birim zamanda gegen net
kan hacmi akim olcer vasitast ile hesaplanmaktadir (model T106; Transonic Systems).
Ultrasonik akim olgerden elde edilen degerler (ml/dk) daha sonra 100 gr ince barsak dokusu
bagina normalize edilmistir (ml/dk/100 gr). Kan akimi degerlerinin o6l¢imi sirasinda kan

basinct da es zamanh olarak, Nihon Kohden kayit aract kullanilarak (model AP-621G)



kaydedildi. SMA rezistansi (mmHg/ml/dk/100gr doku), ortalama arteriyal basincin [(Sistolik

Basing + 2Diastolik Basing / 3)], SMA akimina bélinmesi ile hesaplandi.

Doku Miyeloperoksidaz Aktivitesi (MPO) Olgiimii:

Doku MPO aktivitesi, dokuda nétrofil infiltrasyonunu gosteren biyokimyasal bir parametredir.
Bu amagla doku 6rnekleri % 0.5 'lik HETAP (50mM potasyum fosfat tamponu icinde; pH 6)
ile homojenize edildikten sonra, 12000 rpm'de 10 dk , 4 °C 'de santrifiij edildi. Stupernatan
uzaklastinidiktan sonra, pellet ayni hacimde 50 mM K,HPOj ile yeniden homojenize edildi.
MPO actvitesi o-dianisidin. 2HCI (20mg/ml)’in H,0, (20 mM)’e bagh oksidasyonunun
spektrofotometrik olgimiiyle saptandi. Bir Gnite enzim aktivitesi 37 ° C’de 460 nm absorbansta

(1.0 ml/dak) meydana gelen degisik olarak degerlendirildi (27).

Protein Oksidasyonu (Karbonil Olusumu) Ol¢iimii;

Protein oksidasyonu, 2 4-dinitrofenilhidrazin (DNP)’in proteinlerin okside olmast sonucu
ortaya ¢ikan karbonil gruplar ile etkilesip 2 4-dinitrofenilhidrazon olugturmast sonucunda 380
nm'de verdigi absorbans olgilerek saptandi. Bu amagla, dokular % 10'luk fosfat tampon
cozeltisi ile homojenize edildikten sonra Lowry metodu ile doku protein miktari tayin edildi
(28). Daha sonra ornekler, 1-1.2 mg/ml protein igerecek gekilde fosfat tamponu ile sulandirilds,
belirli hacimdeki ornekler aymi hacimde % 20k triklor asetik asit (TCA) ile 14.000
devir/dak'da santrifij edildi. Bu yolla ¢oktiriilen proteinlerin tizerine 10 mM DNP eklenerek
oda 1sisinda 1 saat bekletilecek ve yine % 207k TCA ile 3 dakika 14.000 devir/dak'da
santrifije edildi. Reaksiyona girmemig DNP'yi uzaklastirmak amaci ile, ¢oktiirillen proteinler
Iml etanol-etilasetat (1:1) soliisyonu ile iki kez yikandiktan sonra pellet 1 ml, IN NaOH

cozeltisi ile ¢oziindiriildu ve spektrofotometre ile 380 nm'de verdigi absorbans okundu. (29).

Total Siilfidril Gruplarinin Tayini:

Doku ornekleri % 10°luk triklor asetik asid ¢ozeltisi iginde 10 kez sulandinldiktan sonra
homojenize edildi daha sonra 15 dakika streyle santrifiije edildi (4 °C, 3000 rpm). Supernatan
alindiktan sonra bir kez daha santrifiij edilip (15000 rpm, 8 dakika) glutatyon miktar: Ellman

prosediiriine gore olgiildd (30,31).
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Mikroskopik Degerlendirme

Ince barsak segmentlerinden alinan yaklagik 1 cm uzunlugundaki doku ornekleri % 10Tuk
formalin i¢inde 24 saat siire ile fikse edildi. Fikse edilen doku pargalarindan parafin bloklamas:
ve rutin iglemleri takiben mikroskopik kesitler hazirlandt ve histolojik inceleme igin
Hematoksilen ve Eozin (H+E) ile boyandi. Tum o&rnekler 1tk mikroskobu altinda, deney
gruplarimi bilmeyen bir gozlemci tarafindan incelendi (Dr. Sule Cetiner), mukozal hasar

parametreleri daha 6nce kullanilan yontemlerden faydalamlarak degerlendirildi (Tablo 1).

Skor Histolojik Degerlendirme kriterleri
0 Normal histoloji
Yiizev epitelinde hafif bozulma
Villiislarin tepelerinde epitel hitcre kayvbi
Mukozal vazokonjesvon, kanama ve fokal nekroz ile villasin
varisindan azuun hasara ugramas:
Villiistin yarisindan fazlasmin hasar gérmest

EEN BV S L

Tablo 1. Ince barsak hasarinin mikroskobik skorlamasinda kullamlan kriterler (20)

Deney Protokolu:

Akut stres uygulamasindan hemen sonra veya kronik stresi takip eden 3. ve 5. giinlerde ve 5
glinliik kronik stres sonrasindaki 1. ve 3. giinlerde deney hayvanlart lretan aneztezisi altinda
(1.2 g/kg, ip.) ameliyata alindi, sag karotid arter ve juguler ven kantle edildi. Laparatomiyi
takiben SMA izole edilerek, SMA kan akimi uygun damar probu (Transonic 0.7 VB156) ve
ultrasonik akim olger (Model T106; Transonic Systems) kullanilarak o6l¢ilda. Es zamanh
olarak karotid arterden arteriyal basing kayitlarnn alindi ve SMA rezistans: hesaplandi.
Hemodinamik ol¢iimlere 20 dakikalik dengelenme strecini takip eden 50 dakika boyunca
devam edildi. Deney sonunda ince barsak dokusunun tamami temizlenip tartildiktan sonra
elde edilen doku o6rnekleri (duodenum, jejunum ve ileum) histolojik ve biyokimyasal

degerlendirmeler i¢in kullanilmak tizere saklandi.

ET reseptor antagonistleri ile tedavi edilen gruplarda ET-A (BQ485, 60 pg/kgkg/gin,
i.p.) ve/veya ET-B (BQ-788, 60 pg/kg/giin, 1.p.) reseptor antagonistleri stres uygulanmasindan
20 dakika &nce segilen stres grubuna gore giinde bir kez olmak tzere uygulandr. ET-reseptor
antagonistlerinin bu dozlari daha once vyapilan ¢aligmalarda doku da meydana gelen

inflamatuvar degisiklikleri inhibe eden dozlardir (20, 26).




istatistiksel Degerlendirme:

Tim veriler ortalama = standart hata seklinde ifade edildi. Tki grup arasindaki farklilik
Student'm 7 testi ile karsilagtirildi, ikiden fazla grubun kargilagtirilmasmda ise varyans analizi
(ANOVA) ve sonrasinda Tukey-Kramer ¢oklu test kullanildi. P degerinin 0.05'den kuiguk

olmasi (p<0.05) halinde veriler istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi.

BULGULAR:
Hemodinamik Degisiklikler

Akut stres (2 saat sudan kaginma stresi) uygulamalarmm SMA kan akiminda kontrole (50.6 &
1.5 ml/dk/100gr) gore anlamli bir distse sebep oldugu (33.8 £ 1.8 ml/dk/100gr, p<0.001)
(Sekil 1a) ve bu disiisiin 24 saate kadar devam ettigi tespit edilmigtir. Akut stres ortalama kan
basincini kontrole (85.9 + 1.2 mmHg) gore anlamli olarak arttinirken (104.12 +1.4 mmHg,
p<0.01) (Tablo 2), SMA kan akimim azaltmug, rezistansta ise belirgin bir artisa sebep
olmustur (Sekil 1b).

Kronik stresin 3 veya S giin sireyle uygulanmasini takiben SMA kan akim azalmigtir
(419 + 09 ve 41.1 £ 1.1 ml/dk/100gr, p<0.001) (Sekil 1a). Bununla birlikte, kronik stres
SMA rezistansini, akut stresteki kadar olmasa da, arttirmigtir (Sekil 1b). Ortalama kan basinci
ise, 3 ginlik stres grubunda kontrole yakin degerlerde (88.2 0.7 mmHg) bulunmus, ancak 5
ginlik stres ile kan basmei yine yikselmigtir (92.6 £1.1 mmHg, p<0.05) (Tablo 2). Bu
yikselis 5 gtnlik stres bittikten 24 saat sonra bile gozlenmekte ve stresten ancak 3 gun sonra,
yitkselen kan basinc normale donmektedir. Sonuglarmiz, hemodinamik parametrelerde
meydana gelen degisikliklerin 5 giinlitk kronik stres uygulamasini tekip eden birinci glinden
itibaren eski durumuna gelmeye basladigim, kronik stres uygulamasindan 3 gin sonra ise
akim ve rezistans degisikliklerinin  tamamen kontrol degerlerine geri dondugini
gostermektedir. Gruplar arasinda kalp hizi ve hematokrit degerleri acisindan anlamlt bir
degisiklik bulunmamustir. Ayrica kronik stres gruplarinda yapilan viicut agirlik takibinde, 3
giinlitk stres grubunda kontrole gore anlamli bir degisiklik bulunmazken, sadece 5 gunlik

kronik stres grubunda anlamli bir azalma gozlenmektedir. Bu azalma stresin bitiminden 3 giin

sonra anlaml bir sekilde geriye donmektedir (Sekil 2).
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{71 Kontrol 777774 Kronik Stres 3 giin

N Akut Stres ESES9 Kronik Stres 5 giin

% Akut Stres (24saat) 53 K. Stres 5 glin + 1 glin stressiz
EEHER K. Stres 5 giin + 3 giin stressiz

@ o

55

45
40
35 -

30 A

25 -

Kan Akimi
(ml/dk/100gr)

20 -
15 +

10

Akut Stres

(b) %07

ok

2,5

2,0

Rezistans
(mmHg/mi/dk/100gr)

0,0

Akut Stres - Kronik Strese-----

Sekil 1. Akut ve kronik stres uygulamalarmin siiperiyor mezenterik arter (SMA) kan akimi (a)
- ve rezistansi (b) tizerine etkileri.

**%n<0.001,**p<0.01, kontrol grubuna gore; 1 p<0.05, 11 p<0.01, akut stres grubuna gore;

++p<0.01, +p<0.05, 5 gunlitk kronik stres grubuna gore.
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giin stressiz)

Gruplar Kalp Hiz1 (/dk) (OAB) (mmHg) Hematokrit (%)
Kontrol 359 +£11.0 85.9+1.2 52.04£3.2
Akut Stres 359 +11.4 104.1 £1.4%* 537423
Akut Stres (24 saat sonra) 391 7.0 96.6 0, 1** 55 +1.1
Kronik Stres (3 giin) 376 +4.6 88.2 +0.71T 597436
Kronik Stres (5 giin) 393.6+7.0 92.6 £1.1%/1t 56.8+2.8
Kronik Stres (5 giin + 1 395540 5 93.5 +1 1%/t 51411
giin stressiz)
Kronik Stres (S giin + 3 374.4 £10.3 79.5 40,7 ++ 53.442.5

Tablo 2. Akut ve kronik stres gruplarinda kalp hizi, ortalama arter basinci (OAB) ve
hematokrit degisiklikleri.

¥#p<0.01, *p<0.05, kontrol grubuna gore; tp<0.05, tt p<0.01, akut stres grubuna gore;
++p<0.01 5 giinliik kronik stres grubuna gore.

7 Kronik Stres & gunlik +
1 glin sfressiz

770 Kontrot

Kronik Stres 3 glinitk

Kronik Stres 5 guntik  EXX8 Kronik Stres 5 glnliio +
3 gin stressiz

Kontrol KS-3 KS-5 KS-5+1 KE-5+3

Agirhik degigikleri %
@
&)

Pl
<
{

Sekil 2. Kronik stresin siganlarda vicut agirhina etkisi.

* p<0.05, kontrol grubuna gore; + p<0.05, 5 giinlik kronik stres grubuna gére.




Jnce Barsak Dokusunda Biyokinyasal Parametrelerdeki Degisiklikler

Gereg ve yontem boliminde anlatildig: gibi deney hayvanlarmmn ince barsak (duodenum,
jejunum, ileum) segmentleri ayn ayri ¢alisildi. Ancak segmentler arasinda istatistiksel bir fark
olmadigi icin her bir deney hayvam igin bitiin segmentler bir grup olarak toplanip sonuglar

buna gore sunulmaktadir.

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi: Akut stres, ince barsagm MPO aktivitesinde kontrole
gore (19 + 0.5 U/gr) anlamh bir artisa neden olmaktadir 31.3 £ 2.6 Ulgr, p<0.001). Bu artig

akut stres bittikten 24 saat sonra devam etmektedir (Sekil 3).

Kronik stres grubunda ise, 3 gunlik ve 5 giinlik stresi takiben ince barsak MPO
aktivitesi anlamli olarak yiksek bulunmustur (swrastyla, 30.7 + 1.7 ve 30.5 + 1.2 Ulgr,
p<0.001). Ayrica 5 gunliik stres bittikten 24 saat sonra bu artig devam etmektedir. Ancak 5
ginlik stres bittikten 3 giin sonra MPO aktivitesindeki yitkselmenin normale dondugu

gozlenmektedir (Sekil 3).

Kronik Stres 3 gin
7 Kontrot

MR Akut Stres
Akut Stres {24st)

Kronik Stres 5 gin
EZEEE K. Stres 5 gun + 1 gon stressiz
BEHED K. Stres 5 gun + 3 gin stressiz

40

35 A

30 -

Miyeloperoksidaz Aktivitesi
(Ufgr yas agirlik)
=S
1

Akut Stres --Kronik Stres

Sekil 3. Akut ve kronik stresi takiben ince barsak segmentlerinin miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitelerindeki degisiklikler.

*p<0.05, **¥p<0.001 kontrol grubuna gore.




Lipit peroksidasyonu (LP) ve glutatyon (GSH) diizeyleri. Tiyobarbitirik asit ile reaksiyona
giren bilesikler (TBARB), LP siddetini yansitan bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Diger

taraftan glutatyon diizeyleri (GSH) bir koruyucu savunma gostergesi olarak bilinmektedir.

Akut stres ince barsakta dlciilen TBARB diizeyini kontrole gére (6.79 +0.38 nmol/gr)
 anlamli bir gekilde arttirds (13.71 £ 0.8 nmol/gr, p<0.001, Sekil 4a). Diger taraftan akut stres
ince barsagin doku glutatyon diizeylerinde anlamli bir azalmaya sebep olmustur. (Sekil 4b).

Akut stres sonrasi gozlenen bu etkiler akut stresten 24 saat sonra da devam etmektedir.

Kronik stres gruplarinda ise stresten 3 veya 5 giin sonra ince barsak TBARB
duzeylerinde anlamli bir artiy gozlenmistir (sirastyla, 11.2 £ 0.7 ve 11.5 = 0.1 nmol/gr,
p<0.01). TBARB diizeylerinde gozlenen artig 5 giinlik stres bittikten 1 veya 3 glin sonra da
devam etmektedir (Sekil 4a). Diger taraftan 3 ginlik stres grubunda ince barsak glutatyon
diizeyleri akut stres grubu kadar olmasa da kontrol degerlerine gore anlamli bir sekilde
azalmistir. Ancak S giinliik stres grubunda ince barsak glutatyon duzeyleri kontrol degerlerine
geri donmekte ve glutatyon miktar 5 giinlitk stresten 1 veya 3 gin sonra da benzer diizeylerde

seyretmektedir (Sekil 4b),

Protein Oksidasyonu Olgiimleri: Protein oksidasyonu diizeyini arastirmak icin elde edilen
doku érneklerinde karbonil gruplari élgtilmiis ancak gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel

fark bulunmadig i¢in veriler gdsterilmemistir.

Histolojik Skorlama

Histolojik incelemelerde, kontrol grubunda ince barsak villuslerinin epitel tabakast dizgin ve
belirgin l6kosit infiltrasyonu gozlenmeyen normal bir histolojik yapiya sahiptir. Akut stres
grubunda ise ince barsak villus uglarinda ve yanlarmda epitel dokilmesi gdzlenmektedir.
Ayrica bu grupta belirgin bir polimorfoniiklear l6kosit (PMN) infiltrasyonu ve lamina

propriada inflamasyon bulgulari tesbit edilmistir.

Akut stres ile kargilastinldiginda daha az olmakla beraber 3 ve 5 gunluk kronik stres
gruplannda da villus tepelerinde epitel dokiilmesi ve lamina propriada inflamasyon ve PMN
infiltrasyonu gézlenmigtir. Ancak 5 giinlik stres bittikten 1 ve 3 giin sonra villus tepelerindeki
seyrek epitel dokiilmesi ve hafif inflamasyon gozlenmektedir. Akut ve kronik stresi takiben

ince barsak segmentlerinin histolojik skorlamasindaki degisiklikler Sekil 5’te 6zetlenmistir.
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Y722 Kronik Stres 3 glin
1 Kronik Stres 5 glin
B2 K Stres 5 glin + 1 giin stressiz
EHHS K. Stres 5 giin + 3 glin stressiz

N Kontrol
M Akut Stres
Akut Stres (24saat)

(@ o5 -
Fedd

15

TBARB(nmol/gn)
)

3,0

25 4

2,0 H

GSH (umol/gr)

05

0,0

Akut Stres

Sekil 4. Akut ve kronik stresi takiben ince barsak segmentlerinde tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona giren bilesiklerin (TBARB) miktarindaki (a) ve glutatyon (GSH) diizeylerindeki
{b) degisiklikler.

Fp<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, kontrol grubuna gére; t p<0.05, tt p<0.01, akut stres
ubuna gore.
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Sekil 5. Akut ve kronik stresi takiben ince bar
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**p<0.01, ***p<0.001, kontrol
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Akut Stres ve ET Reseptior Antagonistleri ile Tedaviler

Akut stresi takiben azalan SMA kan akimi (33.8 1.8 ml/dk/100gr) ET-A (BQ-485, 60
ng/sigan, i.p.) veya ET-B reseptor antagonistleri (BQ-788, 60 pg/sican, i.p.) ile tedavi sonrasi
normale dénmektedir (sirasiyla, 56.3 £ 3.5 ve 49.6 + 2.1 ml/dk/100gr, p<0.001, Sekil 6a).
Ayrica ET-A ve ET-B reseptor antagonistlerinin beraber uygulanmasi da akut stres sonrasi
azalan SMA kan akimini diizeltmis gorilmektedir. Buna paralel bir sekilde akut strese bagh
artan SMA rezistanst (3.2 0.2 ml/dk/gr) ET-A ve/veya ET-B reseptor antagonistleri ile 6n
tedavi yapilmasi takiben kontrol degerlerine geri donmektedir (BQ-485: 1.9 £ 0.1ml/dk 100
gr, BQ-788: 1.7 £ 0.1 ml/dak/100gr, BQ-485 + BQ-788: 2 + 0.1 ml/dk/100gr, p<0.01, Sekil
6b).

Akut stres grubunda yukselen ortalama kan basinct (104.1 +1.4 mmHg) ET-A ve/veya
ET-B reseptor antagonistleri ile normale donmektedir (BQ-485: 91.6 + 1.1 mmHg, BQ-788:
815 + 14 mmHg, BQ-485 + BQ-788: 879 + 1.4 mmHg, p<0.01, Tablo 3). Aynica ET
reseptor antagonistleri ile tedavi edilen gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark
gozlenmemigtir. Kontrol ve akut stres gruplarinda oldugu gibi ET reseptor antagonistleri ile
tedavi edilen gruplarda da kalp hizinda ve hematokrit degerlerinde anlamli bir degisiklik

bulunmamustir (Tablo 3).

Miyeloperoksidaz Aktivitesi: ince barsak MPO aktivitesinde akut stresin yol agtigi artig (31.3
+ 2.7 Ulgr) hem ET-A (BQ-485) hem de ET-B reseptor antagonisti (BQ-788) ontedavileri ile
engellenmektedir (sirastyla, 18.5 = 1.0 U/gr, 183 £ 1.3 Ulgr, p<0.001). Aym sekilde, her iki

antagonist beraber verildiginde akut strese bagh artan MPO aktivitesi azalmaktadir (Sekil 7).



73 Kontrol AS+BQ-788
MR Akut Stres AS+(BQ-485+BQ-788)
CAZ) AS+BQ-485
(@ 44
65

+++

55 -

45 -

35 4

Kan Akimi
(mi/dk/100gr)

25

15 4

(b) 40

35 +

2,5

2,0 H

Rezistans
(mmHg/mi/dk/100gr)

1.0 4

0.5

0,0

Sekil 6. Akut strese (AS) bagh superiyor mezenterik arter (SMA) kan akimi (a) ve rezistans
(b) degisikliklerinde ET-A (BQ-485, 60 ng/sigan, i.p.) ve/veya ET-B (BQ-788, 60 pg/sican,
1.p.) reseptdr antagonistleri ile tedavilerin etkileri.

***p<0.001, kontrol grubuna gére; +p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, akut stres grubuna gore,




Gruplar Kalp Hiz1 (/dk) (OAB) (mmHg) Hematokrit (%)
Kontrol 359 +£11.0 85.9+1.2 52.0£3.2
Akut Stres 359£11.4 104.12 £1.4%* 55723
AS+BQ-485 345 £15.7 91.6 £1.1++ 52.543.1
AS+B()-788 312 £16.2 81.5 £1.44++ 552418
AS+H(BQ-485+BQ-788) 341 +16.2 87.9 £1 44+ 54.7 £1.7

Tablo 3. Akut stres ve ET reseptor antagonistleri ile tedavi gruplarinda kalp hizi, ortalama
arter basinct (OAB) ve hematokrit degisiklikleri. AS: Akut stres, BQ-485: ET-A reseptor
antagonisti, BQ-788: ET-B reseptor antagonisti.

#%n<0.01, kontrol grubuna gore; ++p<0.01, akut stres grubuna gore.

77777 A Stres+BQ-485
NS A Stres+BQ-788
EEE A Stres+(BQ-485+BQ-788)

i Kontrol

M Akut Stres
40

35

25 4

20 -

156+

(U/gr yas agirhk)

10 -

Miyeloperoksidaz Aktivitesi

Sekil 7. Akut strese (AS) bagl artan ince barsak miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Gzerine
ET-A (BQ-485, 60 pug/sican, ip.) ve/veya ET-B (BQ-788, 60 pg/sican, i.p.) reseptdr
antagonistleri ile tedavilerin etkileri.

*#%5<0.001, kontrol grubuna gore; +++p<0.001, akut stres grubuna gore.




Lipit peroksidasyonu (LP) ve glutatyon (GSH) diizeyleri: Ince barsakta akut stresi tal
artan TBARB diizeyi (13.7 + 0.8 nmol/gr) ET-A ve/veya ET-B reseptor antagonistleri on
tedavi sonrasi azalmaktadir (BQ-485:9.1£05 nmol/gr, BQ-788: 8.0 + 0.7 nmol/gr, BQ-485
+BQ-788: 7.9+ 0.4 nmol/gr, p<0.001, Sekil 8a). Ayrica akut stres gruplarinda ince barsakta
azalan glutatyon dizeyleri (2.1 £ 0.1 umol/gr), her iki ET reseptor antagonisti ile normale

donmektedir (p<0.001, Sekil 8b).

Histolojik  skorlama: Histolojik incelemelerde, daha once belirttigimiz gibi, akut stres
grubunda ince barsak villus uglarinda belirgin epitel dokiilmesi, PMN infiltrasyonu ve lamina
propriada inflamasyon gozlenmistir. Tedavi gruplannda ise, ET-A velveya ET-B reseptor

antagonistleri akut strese bagh gozlenen hasari belirgin bir sekilde engellemistir (Sekil 9).
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7 Kontrol vz AS+BQ-485
onire AS+BQ-788

N Akut St
{a) 20 ut Stres AS+(BQ-485+BQ-788)

15 4

s
o

TBARB(nmol/gr)

(b) 40

35
+
et +?—” +++

3,0 [—
25

2,0 4

GSH (umol/gr)

15

1,0 ~

05

0,0

Sekil 8. Akut streste ET reseptor antagonistleri ile tedavilerin doku tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona giren bilesikler (TBARB) (a) ve glutatyon (GSH) (b) dizeyleri uzerine etkisi. AS:
Akut stres; BQ-485: ET-A reseptor antagonisti; BQ-788: ET-B reseptor antagonistl.

*#%p<0.001 kontrol grubuna gére; +++p<0.001 akut stres grubuna gore.
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[ Kontrol vh AS+BQ-485
B Akut Stres S As+BQ-788
] AS+(BQ-485+BQ-788)

3,5

etk

2,0

Histolojik Skorlama

0,5

0,0

Sekil 9. Akut strese (AS) bagh ince barsagin histolojik skorlamasina ET-A (BQ-485, 60
ug/sigan, i.p.) ve/veya ET-B (BQ-788, 60 pg/sican, 1.p.) reseptor antagonistleri ile tedavilerin
etkileri.

*¥%p<0 001, kontrol grubuna gore; +++p<0.001, akut stres grubuna goére.
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Kronik Stres ve ET Reseptir Antagonistleri ile Tedaviler

Ug giinlik kronik stresi takiben azalan SMA kan akimi (419 + 0.9 ml/dk/100gr) ET-A
reseptor antagonistinin (BQ-485, 60 ug/sigan/giin, i.p.), her giin stresten 20 dakika once
uygulanmasi ile engellenmektedir (51.5 £ 2.0 ml/dk/100gr, p<0.001, Sekil 10a). Ancak ET-B
reseptor antagonisti (BQ-788, 60 pg/sigan/giin, i.p.) veya her iki ET reseptor antagonistinin
birlikte uygulanmasi, 3 ginlik kronik strese bagh SMA kan akiminin azahsm
etkilememektedir (sirasiyla, 38.8 £ 1.4 ve 443 = 1.6 ml/dk/100gr, p<0.01 kontrole ve ET-A
reseptor antagonisti grubuna gore, Sekil 10a). Benzer bir sekilde, kronik stres ile artan SMA
rezistanst (2.3 + 0.1 mmHg/ml/dk/100gr) sadece ET-A reseptér antagonisti ile kontrol
degerlerine geri dénmektedir (1.7 £ 0.1 mmHg/ml/dk/100gr, p<0.01). Ancak kronik strese
bagli SMA rezistansinda gézlenen artisy ET-B reseptor antagonisti veya her iki ET reseptor
antagonisti beraber uygulandiginda degismemektedir (sirasiyla, 2.2 + 0.1 ve 2.2 + 0.1
mmHg/ml/dk/100gr, p<0.01 kontrole ve ET-A reseptor antagonist ile tedavi grubuna gore,
Sekil 10b).

Daha énceki bolumlerde bahsedildigi gibi 3 gunliik kronik stres sicanlarm ortalama kan
basmcini etkilememektedir. Benzer sekilde ET reseptor antagonistleri ile tedavi edilen
gruplarin kan basinglarinda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica biitiin gruplarin

hematokrit degerlerinde ve kalp hizlarmda da herhangi bir anlamli degisiklik bulunmamistir

(Tablo 4).

Miyeloperoksidaz Aktivitesi: Ug giinlik kronik strese bagh ince barsak MPO aktivitesinde
gozlenen artis (30.79 £ 1.76 U/gr) ET-A reseptor antagonisti 6n tedavisi ile engellenmektedir
(19.13 £ 1.57 U/gr, p<0.01, Sekil 11). Ancak ET-B reseptor antagonisti veya her iki ET
reseptor antagonistinin birlikte verilmest kronik strese bagl artan MPO aktivitesini
degistirmemistir (sirastyla, 33.63 £ 2.23 ve 28.11 £ 2.73 Ulgr, p<0.01 kontrole ve ET-A

reseptor antagonisti gruplarina gore, Sekil 11).
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1 Kontrol KS+BQ-485

B Kronik Stres 3 glinilk XS Ks+BQ-788
@ 70 - EEES KS+(BQ-485+BQ-788)
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Sekil 10. Ug giinliik kronik strese (KS) bagh superiyor mezenterik arter (SMA) kan akinu (a)
ve rezistanst (b) degisikliklerinde ET-A (BQ-485, 60 ug/sigan/gin, i.p.) ve/veya ET-B (BQ-
788, 60 pg/sigan/giin, i.p.) reseptor antagonistleri ile tedavilerin etkileri.

#%p<0.01, ***p<0.001, kontrol grubuna gore; ++p<0.01, akut stres grubuna gére; 86 p<0.01,
ET-A reseptor antagonisti tedavi grubuna gore.
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-
,% Gruplar Kalp Hizi (/dk) (OAB) (mmHg) Hematokrit (%)
%f;; Kontrol 359 +11.0 859412 52 £3.2
.
% 3 G““'S“t’!fe}f"““‘k 376 +4.7 88.2 £0.7 59.7 £3.6
§ KS+ BQ-485 327 +17.2 82.6 1.9 53409
. KS+ BQ-788 324 +£18.3 84.2+1.9 55+£2.1
+ -485+ BQ- )
KS$ (B(,?)S;? BQ 330 +£34.1 85.1 %13 542 +1.1

Tablo 4. Ug giinlik kronik stres ve ET reseptor antagonistleri ile tedavi edilen gruplarin kalp
hizi, ortalama arter basinci (OAB) ve hematokrit degisiklikleri. KS: 3 gunlik kronik stres,
BQ-485: ET-A reseptor antagonisti, BQ-788: ET-B reseptor antagonisti.

SEGE R

D7 KS+B0-485
S KS+BQ-788
KS+(BQ-485+BQ-788)

| Kontrol
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Sekil 11. Ug giinlik kronik strese (KS) bagh ince barsak miyeloperoksidaz aktivitesinde
meydana gelen degisikliklerde ET-A (BQ-485, 60 pg/sican/giin, i.p.) ve/veya ET-B (BQ-788,
60 pg/sican/giin, i.p.) reseptor antagonistleri ile tedavilerin etkileri.

##%p<0.001, kontrol grubuna gore; +++p<0.001, akut stres grubuna gore; 66 p<0.01, ET-A
reseptor antagonisti tedavi grubuna gore.
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Lipit peroksidasyonu (LP) ve glutatyon (GSH) diizeyleri: Ince barsakta 3 giinlik kronik stres
ile artan TBARB diizeyi (11.2 + 0.8 nmol/gr), ET-A reseptor antagonisti 6n tedavisi ile
anlamli olarak azalmaktadir (7.5 £ 0.3 nmol/gr, p<0.001, Sekil 12a). Ancak ET-B reseptor
antagonisti veya her iki ET reseptor antagonistinin beraber (BQ-485+BQ-788) verilmesi
kronik strese bagh artan TBARB’1 etkilememektedir (sirasiyla, 10.7 £ 0.7 ve 11.1 = 0.8
nmol/gr, p<0.01 kontrole ve ET-A reseptor antagonist tedavi grubuna gore, Sekil 12a). Ayrica
kronik stres gruplarinda ince barsakta azalan glutatyon dizeyleri (2.5 + 0.1 pmol/gr) sadece
ET-A reseptor antagonisti 6n tedavisi ile diizelmektedir (3 £ 0.2 umol/gr, p<0.05). Benzer
sekilde ET-B reseptor antagonisti veya her iki ET reseptor antagonistinin beraber

uygulanmasi glutatyon diizeyleri tizerinde anlamlh bir degisiklige yol agmamistir (Sekil 12b).

Histolojik skorlama: Histolojik incelemelerde 3 glinliik kronik stres grubunda gozlenen villus
uclarinda epitel dokilmesi ve PMN infiltrasyonu, ET-A reseptor antagonisti on tedavisi ile
belirgin bir sekilde engellenmistir. ET-B reseptér antagonisti veya her iki antagonistin beraber
verilmesi kronik strese bagh hasan anlaml olarak etkilememistir. Histolojik skorlar Sekil

13’te dzetlenmistir.
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Sekil 12. Ug gnlik kronik streste ET reseptor antagonistleri ile on tedavilerin doku
tiyobarbitarik asit ile reaksiyona giren bilesikler (TBARB) (a) ve glutatyon (GSH) (b)
dizeyleri tizerine etkisi. KS: 3 ginlik kronik stres: BQ-485: ET-A reseptor antagonisti; BQ-
788: ET-B reseptor antagonisti.*p<0.05, ***p=<0.001 kontrol grubuna gore; +p<0.05,
++p<0.01 kronik stres grubuna gore; LI p<0.05, ET-A reseptor antagonisti tedavi grubuna

gore.
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Sekil 13. Ug ginlik kronik strese (KS) bagh ince barsak histolojik skorlamasinda ET-A
ve/veya ET-B reseptor antagonistleri 6n tedavilerinin etkileri.

##%n<0.001, kontrol grubuna gore; +++p<0.001, akut stres grubuna gore; 66 p<0.01, ET-A

reseptor antagonisti tedavi grubuna gore.
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Bu calismada kullamlan sudan kaginma stresi psikolojik bir stres modeli olarak kabul
edilmektedir. Bu stres orta siddetli bir stres olup, diger stresorler gibi plazma kortizol
seviyelerini arttirmaktadir (37). Onceki cahgmalarda bu stres modelinin GIS'de kolonik
transiti hizlandirdigr (38), viseral hiperaljeziye neden oldugu (39), ince ve kalin barsaklarda
permeabiliteyi arttirdigt  (10,11,14), mukozal mast hicrelerinin  sayica artisina  ve
aktivasyonuna neden oldugu (2,5), mide bosalmasini azaltug (25) ve inflamasyonu
siddetlendirdigi  (33,34)  gosterilmistir. Ancak sudan kagmnma stresi  ¢aligmalarinin
cogunlugunda GIS motor fonksiyonlart ve mukozal permeabilite-mast hiicre iligkileri
arastinlmig, SMA hemodinamigi ve ince barsak inflamatuar parametrelerinde meydana gelen
degisiklikler netlik kazanmamstir. Bu nedenle bu ¢alismada sudan kaginma stresi sonrasinda
SMA hemodinamiginin ve ince barsak inflamatuar parametrelerinin nasil  degistigini

arastirmayi amagladik.

Bu cahsmada akut stres 2 saatlik sudan kaginma stres uygulamast ile
gergeklestiriimigtir. Ultrasonik akim olger ile yaptigimiz lgtimler sonucunda bu stres tirinin
sicanlarda SMA  kan akimini belirgin bir sekilde azaltugmu, rezistansi ise arttirdigim
gostermis bulunmaktayiz. Bu bulgular akut stres sonrasinda SMA’da belirgin  bir
vazokonstriksiyon olustugunu gostermektedir. Ayrica SMA kan akiminda azalig ve rezistansta
artig stresten 24 saat sonra bile gozlenmektedir. Daha once Murakami (35) ve Zhang (13)
tarafindan yapilan arastirmalarda siganlarda soguk su ve kisitlama stresi uygulanmasim
takiben gastrik mukozal kan akimmnin azaldig gosterilmigtir. Ayrica Zukowska-Grojec ve
arkardaslar1 (15) soguk su stresi uygulayarak mezenterik yatakta vazokonstriksiyon meydana
geldigini gostermiglerdir. Ancak bu calismalarda siddetli bir fiziksel-psikolojik stres tird
uygulanmigtir. Bizim galigmamizda ise sicanlara ilk defa fiziksel bir kisitlama getirmeksizin

psikolojik bir stres uygulanmig ve SMA'da meydana gelen degisiklikler aragtirimustir.

Stresin hemodinamik etkileri birgok farkli sistemde caligiimistir. Yapilan aragtirmalarda
stresin arteryel kan basmcini arttirdigi, santral vendz basine yikselttigi (40) ve sempatik sinir
sistemini aktive ettigi (41) gosterilmistir. Caligmamizda da akut stresi takiben ortalama kan
basinct degerleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Zukowska-Groje ve grubu yaptiklari
deneylerde mezenterik arter dallanna doppler akim probu yerlestirerek soguk  stres

uygulamasindan 6nce, stres sirasinda ve sonrasinda olctim almislardir (15). Bu calismalarda
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mezenterik kan akiminda azalma, OAB, kalp izt ve mezenterik rezistansinda ise stresin ilk
dakikalarindan itibaren arti§ kaydetmislerdir. Ayrica bu degisikliklerin (kalp iz diginda)
stres bittikten 2 saat sonra da anlamh bir sekilde devam ettigini gozlemiglerdir. Bizim
caligmamizda ise SMA kan akmnda azalma ve OAB ile SMA rezistansinda artmanin
stresten hemen sonra Ve 24 saat sonra devam ettigi gozlenmistir. Ayrica kalp hizinda ne
stresten hemen sonra ne de 24 saat sonra bir degisiklik gozlenmemistir. Aym zamanda
hematokrit degerlerinde herhangi  bir degisiklik bulunmamasi olgtlen hemodinamik

degisikliklerin sivi kayb1 veya hemokonsantrasyona bagh olmadignt gostermektedir.

Degisik gastrointestinal hastaliklarda, PMN |6kositlerin mukozal hasarda onemli bir rol
oynadigt gosterilmistir. Doku MPO aktivitesi olgimi, doku noétrofil infiltrasyon diizeyini
yansitan biyokimyasal bir slgim yontemidir (42). [skemi-reperfuzyon (42, 43) ve kolit (44)
gibi, cesitli inflamatuar durumlarda, ince barsak ve kolonda MPO aktivitesinin arttigt
gosterilmistir. Yapilan cahgmalarda akut stres uygulamasiin midede MPO aktivitesini
arttirirken  (36,45), ince barsak ve kolonda ise MPO aktivitesini degistirmeden mukozal
permeabilite arttigima  ve morfolojik degisikliklere neden oldugu ileri stralmugtur (1).
Caligmarmzda 2 saatlik sudan kaginma stresi uygulanmast ile ince barsagin bitun

segmentlerinde (duodenum, jejunum ve ileum) MPO aktivitesinde arti§ gozlenmigtir. Bu

“bulgular psikolojik  stres modelinin ince barsakta PMN infiltrasyonuna yol acabildigini

gostermektedir. Doku PMN infiltrasyonunda gozlenen artiglar vazokonstriksiyona baglt
olusan iskemi ve ardindan meydana gelen inflamatuar degisiklikler ile veya dogrudan stres ile

indtiklenen inflamatuar degisikliklerinden kaynaklanmig olabilir.

Dokudaki lipit peroksidasyon diizeyinin artmast doku hasarinim indirek bir gostergedir.
Diger taraftan htcre icinde antioksidan bir molekil olan glutatyon, glutatyon peroksidaz ve
NADP  yardimu 1le hidrojen peroksidi (H,0,) suya dontigtirerek ROM lerini
etkisizlestirmektedir (46). Yegen ve grubu tarafindan yapilan bir arastirmada akut soguk-
immobilizasyon stresi uygulamasinn karaciger ve midede lipit peroksidasyonunda artig,
glutatyon seviyelerinde ise azalmaya neden oldugu gosterilmigtir (47). Bu bulgular
Brzozowski ve arkadaslari tarafindan da desteklenmig suya-batirma ve immobilizasyon stres
uygulanan deney hayvanlarinda mide mukozal hasarimmn  yanisira doku malondialdehid
(MDA) miktarinda (lipit peroksidasyonun bir gostergesi) artma meydana gelmigtir (48).
Calhigmamizin sonuclar literatiirdeki meveut bulgular ile paralellik gdstermis, psikolojik stres

uygulamasinin ince barsakta TBARB diizeylerinde anlamh bir artigma neden oldugu
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gosterilmistir. Aynca doku glutatyon seviyelerinde de belirgin bir azalma tesbit edilmistir. Bu
Bu bulgular doku MPO slcumleri ile elde edilen bulgular ile birlikte degerlendirildiginde
artmig oksidan stresten aktive olmus notrofillerin sorumlu oldugu ditsiintilebilir. Histolojik

incelemelerde akut stresin ince barsagn villils uclarinda ve yanlarinda epitel dokilmesine,

. submukoza ve lamina propriada ise PMN infiltrasyonu ve inflamatuar bulgulara yol a¢mi§

olmast bu olasiligl desteklemektedir. Ancak diger hiicre tiplerinin de (orn. endotel hicreleri,

mast hiicreleri v.b.) ROM’lerinin iiretimine katkida bulunabilecegi unutulmamahdir.

Kronik stres akut stresten farkli ve uzun stren bir olaydir. Ayrica kronik stres, ulseratif
kolit gibi cesith inflamatuar hastaliklari kotilestirme olasthgt nedeniyle de onem tagimaktadir
(33,39). Daha énceki cahigmalarda kronik stresin hemodinamik etkileri genel olarak
cahigtlmugtir. Knardahl ve arkadaglart sihinsel karmaga (conflict) yaratilarak olusturulan
kronik stresin (2 saat/gun, 5 giin/hafta, 12 hafta sureyle) SMA kan akiminda dugsus ve
rezistansinda artiga neden oldugunu gostermiglerdir (49). Cahgmamizda 1se, kronik sudan
kaginma stresi uygulamast ile SMA kan akimunmn azaldigs ve rezistansinin arttigs
gozlenmigtir.  Bu bulgular  kronik stresin  SMA vazokonstriksiyonuna  yol agtigimi
gostermektedir. Ayrica gdzlenen vazokonstriksiyon, stresin 3. Ve 5. gunlerinde de devam
etmektedir. Akut stresin etkilerinin 24 saat sonra devam ettiginden daha once bahsetmistik.
Ancak kronik stresin SMA lizerine etkisi stres bittikten 24 saat sonra diizelmeye baglamakta
ve stresten 3 gin sonra tamamen normale donmektedir. Ortalama kan basinct degerleri ise 3
giinfik stres grubunda normal iken 5 gunlik stres grubunda ve 24 saat sonra yapilan
slciimlerde hafif yukselme gostermekte, stresten 3 giin sonra ise OAB normale donmektedir.
Bu sonuglar, Muller ve arkadaglarinin  yaptigt kronik stres caligmasimn sonuglart ile
kargilagtirlabilir. Muller ve arkadaslan 4 haftalik kronik soguk stres uygulamast yapmig,
OAB’mn ilk haftadan itibaren yiikseldigini ve stres bittikten sonra 2 hafta stre ile yiksek
kaldigim géstermislerdir (32). Kronik strese bagh kan basmeindaki bu artig, akut stresten
farkh olarak sistemik damarlarin duvarlarindaki diz kas yapisinda degisiklige yol acmakta ve
buna baglt uzun siireli etkiler meydana gelmektedir (50). Caligmamzda uyguladigimiz stres
daha kisa sureli oldugu jcin bu degisiklerin 5 giinlitk stres sonras baglayip baslamadifi
bilinmemekle beraber, 3 giinlitk stres sonras OAB degigmez iken, 5 giinlitk stres sonrast
artma egilimi gostermesi uzun siireli olast etkilerin bagladigins digandirebilir. Diger taraftan,

kronik stres swrasinda ve sonrasinda siganlarin kalp mzinda ve hematokrit degerlerinde

herhangi bir degisiklik bulunmamigtir.




Caligmamizda kronik stres gruplarinda kilo kayb oldugu tespit edilmistir. Bu kayip en
cok 5. giinde belirgin olup, stresten 3 gln sonra toparlanma gozlenmektedir. Bu bulgular
Santos ve arkadaslarmin (2,5) yaptigs caligmanin bulgulart ile desteklenmektedir. Santos ve
grubu 5 gin stre ile 1 saatlik sudan kacinma stresi uygulamasinin sicanlarda kilo kaybma yol
actigint ve stresten 3 glin sonra ise toparlanmanin baslayip, stresten 7 gln sonra siganlarin

normal agirliklarina dondiiklerini gozlemislerdir.

Kronik stres ince barsakta inflamasyonu tetiklemektedir. Kronik stres ince barsak
permeabilitesini arttirdi@ gibi, mast hitcreleri, notrofiller ve mononiiklear 16kositlerin
infiltrasyonuna  ve mukozal MPO aktivitesinde artmaya neden olmaktadir (9,50).
Calismanuzda da kronik stresin ince barsak mukozasinda MPO aktivitesini arttirdig
gorilmuagtir. Doku PMN infiltrasyonundaki artig stresin 3. ve 5. giinlerinde ve stres bittikten 3
giin sonra devam etmektedir. Bu bulgular kronik stres sonrasinda hemodinamik degisiklikler
normale donditkten sonra da inflamatuar degisikliklerin en az 3 gun daha devam ettigini
gostermektedir. Bu sonuglara benzer bir sekilde Santos ve arkadaslari (2) S glnluk kronik
stresten 3 sonra, ince barsakta mast hiicre infiltrasyonu ve mukozal permeabilitede gozlenen

artiglarin devam ettigini gostermiglerdir.

~Kronik stres ince barsagmn permeabilitesini ve lokosit infiltrasyonunu arttirdigt gibi
oksidan hasart da arttirmaktadir. Kronik stresin cesitli  dokularda (beyin, karaciger,
gastrointestinal sistem, kalp ve akciger gibi) TBARB ve MDA diizeylerini arttirdidi
gdsterilmistir (51,52). Caligmanuzda kronik stres ince barsak mukozasinda TBARB
duzeylerini  arttirmustir.  Bu bulgu kronik stresin ince basak mukozasinda lipit
peroksidasyonuna yol agtigin gostermektedir.  Ayrica lipit peroksidasyonunda gozlenen
artiglar kronik stresten 3 ve 5 giin sonra da devam etmektedir. Diger taraftan, glutatyon
diizeyleri kronik stresin 3. giiniinde diisik oldugu halde stresin 5. gintinde ve stresten sonraki
giinlerde normale donmektedir. Kronik strese baglt ince barsak lipit peroksidasyonu stres
sirasinda ve sonrasinda devam ettigl halde glutatyonun stresin 3. giniinden sonra normal
diizeylerine donmes antioksidan koruyucu mekanizmalarin ginler iginde etkinliginin arttigint
disiindirmektedir. Hiicre mitokondrisinde yogun olarak bulunan glutatyonun (46) akut ve
subakut oksidan hasarda hizli bir sekilde tiiketildikten sonra stres devam ederken adaptasyona

bagli tekrar yapimin hizlandig1 ditgunilebilir.




Kronik stresin gastrointestinal inflamatuar olaylar kotilestirdigi ileri suriilmektedir.
Gue ve arkadaslari yaptiklar1 aragtirmada kronik stresin deneysel kolit modelinde meydana
gelen histolojik hasart daha da arttirdigim - gostermislerdir (33). Ayrica kronik stresin tek
bagina mukozal permeabiliteyi arttirdigi ve mikroskopik hasara neden oldugu ileri
siirilmektedir (2). Bizim gahgmamizda ise 3 ve 5 gunliik kronik stres sonrasinda ince barsak
ﬂvilh’is uclarinda epitel dokiilmesi, submukoza ve lamina propriada lokosit infiltrasyonu ve
inflamasyon gozlenmistir. Mikroskopik hasar daha az olmakla beraber, stresten 1 ve 3 gin
sonra da devam etmektedir. Bu bulgular MPO ve diger biyokimyasal 6l¢tmler (lipit

peroksidasyonu ve glutatyon) ile elde edilen sonuclarla uyum gostermektedir.

Endotelin bugiine kadar tamimlannug en giicli vazokonstriktor ajandir. Endotelin strese
benzer sekilde birgok sistem Gzerinde cesitli hemodinamik ve inflamatuar etkilere yol
acmaktadir (17,18,19). Oktar ve arkadaglan ET-1"in SMA’e infuzyonu sonucunda ince barsak
mukozal permeabilitesi ve MPO aktivitesinde artma meydana geldigini gostermislerdir (20).
Laboratuvarimizda vapilan bagka bir ¢aligmada ET-3’tiin SMA’e inflize edilmesinin
vazokonstriksiyona yol agtigt ve ince barsak permeabilitesi, MPO aktivitesi ve histolojik
hasarimda artisa neden oldugu gosterilmistir (53). S6z konusu inflamatuar degisiklikler ET
reseptor antagonistleri ile (BQ-485, BQ-788 ve Bosentan) anlamh bir sekilde engellenmigtir.
Diger taraftan, akut stresin plazma ET seviyelerini arttirdigi da bilinmektedir. Davydova ve
arkadaglan, 1 saatlik immobilizasyon stresinin ET  duzeylerini, OAB’mi ve kalp hizim
arttirdigin gostermiglerdir (54). Bu calismada, stres uygulanan grubun spesifik olmayan bir
ET-reseptor antagonisti (PD-142893) ile tedavi edilmesi sonucunda kan basmct anlaml
olarak diizelmistir. Ancak bu etkilerin mekanizmalari bilinmemektedir ve ayni etki Wistar
sicanlarinda gozlenmemistir (54). Baska bir ¢aligmada ise suya batirma stresine baglt mide
mukozal kanamasi, lezyon olusumu ve artan asit salgilanmasinda non-spesifik ET reseptor
antagonisti bosentan koruyucu bir etki gostermigtir (55). Ayrica yamga bagh olugan gastrik
mukozal hasar ve azalan gastrik mukozal kan akimunda ET’in onemli bir rol oynadigi
gdzlenmigtir (56). Caligmamizda ise, 2 saatlik sudan kaginma stresinden 20 dakika Once
verilen ET-A ve/veya ET-B reseptor antagonistleri, SMA kan akmmndaki azaligt ve
rezistansindaki  artigt  engellemiglerdir.  Bu  bulgular,  strese bagh olusgan SMA
vazokonstriksiyonunda ET-A ve ET-B reseptorlerinin aracilik ettigini diisindirmektedir.

Ayrica akut streste yikselen OAB, ET reseptor antagonistleri ile engellenmistir. Bu bulgular




ET reseptor antagonistlerinin sadece barsak hemodinamigine degil, sistemik hemodinamige

de etkili oldugunu gostermektedir.

Gastrointestinal sistemin akut inflamatuar degigiklikler ile karakterize hastaliklarinda
(6rn iskemi-reperfuzyon, kolit) doku PMN infiltrasyonunda gozlenen artiglar ET reseptor
antagonistleri ile engellenebilmektedir (21,44). Padol ve arkardaglan tarafindan yapilan bir
arastirmada akut strese bagh artan gastrik mukozal hasar ve MPO aktivitesinin nonspesifik
ET reseptér antagonistleri olan bosentan veya Ro48-3695 uygulamas: ile engellendigi
gosterilmistir (57). Bulgularimiz 2 saatlik sudan kaginma stresinin yol agtig) ince barsak MPO
aktivitesi artigtnda hem ET-A (BQ-485) hem de ET-B (BQ-788) reseptOr antagonistlerinin
etkili oldupunu gostermektedir. Ayrica akut strese bagh artan lipit peroksidasyon
diizeylerindeki artiy ve glutatyon miktarindaki azahs her iki ET reseptOr antagonisti On
tedavileri ile dizelmektedir. Bu bulgular, akut strese bagli olugan ince barsak oksidan hasarn

ve PMN infiltrasyonunda ET-A ve ET-B reseptorlerinin  6nemli  bir rol oynadigint

gostermektedir.

Caligmanmizda, 3 gunlik kronik sudan kacinma stresi SMA kan akiminda anlaml bir
azalmaya neden olmugtur. ET-A reseptor antagonistinin her giin stresten 20 dk once
uygulanmam strese bagli meydana gelen hemodinamik degisiklikleri anlamh bir sekilde
’dﬁzeltmistir. Bu bulgular, kronik strese bagh SMA vazokonstriksiyonunda ET-A
reseptorlerinin onemli bir rol oynadigmi gostermektedir. Ancak ne ET-B ne de her iki
antagonist beraber verildiginde kronik stresin etkileri diizelmemektedir. Daha dnce yapilan
caligmalarda ET reseptorleri arasinda karmagik etkilesimlerin meydana geldigi, capraz-
konugma “cross-talk” adi da verilen bu mekanizmaya gore bir reseptor tipinin aktif hale
gelmesinin diger reseptor iizerinde inhibitor veya stimillator etk meydana getirebilecegi ileri
striillmiistiir (58). Adner ve arkardaglani tarafindan yapilan bir caliymada mezenterik arterlerde
ET-B reseptorlerinin desensitizasyonunun ET-1 ve FR139317 (ET-A reseptor antagonisti)
potensini arttirdigi fleri surtlmugtir (59). Mickley ve arkardaglar1 (60) in vitro mezenterik
arter preperatlarinda ET-B reseptor agonisti sarafotoksin 6C ile gozlenen vazokonstriksiyonun
ancak ET-A ve ET-B reseptOr antagonistlerinin beraber inkiibasyonu ile engellendigini
gostermiglerdir. Ayrica bazi arastirmacilar ET-B reseptorlerinin bloke edilmesinin ET-1"in
pulmoner klirensini engelleyecegi igin ET-1 diizeylerinde artma meydana getirecegini ileri
sirilmuslerdir (58,61). Bu olasihgin gahigmamizda elde edilen sonuglari ne kadar etkiledig

tam olarak Dbilinmemekle beraber ET-B reseptor blokajini  takiben artan ET-1
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konsantrasyonunun ET-A aracth vazokonstriksiyonu daha da arttiracag dustnilurse, bu
olasthgim az oldugu soylenebilir. Sonug¢ olarak ET reseptorlerinin in vivo sartlarda birbirleri
ile nasil etkilestikleri gelecekte planlanan caligmalarla aragtirilmasi gereken bir konudur.
Ayrica ¢aligmamizda uygulanan stres modelinin ET diizeylerinde degisiklige yol agip
acmadigi  da  bilinmemektedir. Son olarak olast ET diizey degisikliklerinin hangi

‘mekanizmalar ile gergeklestigi, sistemik ve parakrin etkilerinin neler oldugu net degildir.

Cahismamizda kronik sudan kacinma stresi ince barsagin butin bolumlerinde MPO
aktivitesinde artisa sebep olmustur. Bu artislar sadece ET-A reseptor antagonisti tedavisi ile
diizelmistir. Ne ET-B ne de her iki antagonistin beraber verilmesi doku MPO aktivitesinde
gozlenen artis! engeleyememistir. Bu bulgular, 3 giinlik kronik strese bagh artan ince barsak
PMN infiltrasyonunda  endotelinlerin ET-A  reseptor aracihgyla  rol oynadigim
disindirmektedir. Benzer bulgularin lipit peroksidasyonu ve glutatyon olgiimleriyle de
desteklenmesi ET-A reseptorlerinin patogenezdeki rolinu desteklemektedir. Diger taraftan
calismamizda kronik stres grubunda ET-A antagonisti ile gozlenen iyilestirici etkilerin ET-A
ve ET-B reseptor antagonistleri ile tedavi edilen deney grubunda ortadan kalmis olmasi
oldukea ilgi gekicidir. Bu sonuglar ET nin ET-A reseptorleri tizerinden hasari arttirici etki
gosterirken ET-B reseptorleri aracili  antiinflamatuar bir etki meydana getirdigini
dustndiirebilir. Bu hipotez ET-B antagonisti  tedavisinin  ince barsak hasarinda etkili
olmamasi, hem ET-A hem de ET-B reseptor antagonistlerinin beraber uygulandiginda ise
intestinal hasarm devam etmesi bulgulariyla desteklenmektedir. Ancak ¢aligmamn bu
lasmindan elde edilen bulgular ile net bir sonuca varilmast mimkin olmadigi gibi, her iki
reseptor arasinda literaturde belirtilen fakat ozellikle invivo kosullarda tanmimlanmamig bir
capraz-konugma olup olmadigi belli degildir. Mevcut cevaplarn anlasiimasinda yeni ET
reseptor alt tiplerinin tanimlanmasi, degisik  dozlarda spesifik  ve nonspesifik  ET
antagonistlerinin de benzer caligmalarda denenmesi ve ET-B agonistlerinin  kullanilmasi
katkida bulunacaktir. Sonug olarak elde edilen bulgular kronik streste, ET-A reseptor aracil
hasar meydana getirici etkileri desteklerken, ET-B reseptorlerinin etkileri ile ilgili olarak yeni

caligmalar yapiimasi gerektiginin altini cizmektedir.
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