= Journal of Surgical Arts

Experimental study / Deneysel ¢ahsma

THE PROTECTIVE EFFECT OF MILRINONE ON ISCHEMIA /
REPERFUSION INJURY ON SUPERIOR MESENTERIC ARTERY
LIGATED RATS

Superior mezenterik arter okliizyonu olusturulmus ratlarda milrinon’un
iskemi/reperfiizyon hasarina koruyucu etkisi

Bartu Badak®, Ozgiir Tiirk? Tarik Caga®, Dilek Burukoglu*

Banaz Devlet Hastane§i, Genel Cerrahi Klinigi!, Sivrihisar Devlet Hastanesi, Genel Cerrahi Klinigi?,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi ABD?, Histoloji ve Embriyoloji ABD*
Yazisma adresi: Dr. Bartu Badak, drbartu@gmail.com

Cer San D (J Surg Arts), 2014;7(1):1-6. http://dx.doi.org/10.14717/jsurgarts.2014.152

ABSTRACT

In this study the aim was to determine the protective effect of milrinone on rats that have mesenteric
ischemia. In study 40 Sprague-Dawley rats of either sex, weighing between 200 and 250 gr are used. The ani-
mals are randomly assigned to the four groups. In group 1 (control group); SMA isolated but not ligated, in
group 2 (sham); SMA isolated and ligated from the distal of seperating aort. In group 3 (I/R + dopamin); SMA
isolated and ligated from the distal of seperating aort for 60 minutes. in group 4 (/R + milrinone); SMA isolated
and ligated as group 3. In group 3 Dopamin 1,5 mcg/kg i.p. injected after 120 minutes. In group 4 milrinone
(Primacor) 0,05 mg/kg i.p. injected after 120 minutes. To determine the intestinal damage depending ischemia
and reperfusion the samples are taken from intestin and caecum. As the result normal histopathological mucosal
structures are seen in control group. In our study, cell injury was decreased in rats that used milrinone according
to the sham group, but cell injury was increased according to the dopamin group. Many agents must be perfor-
med in several doses and times in ischemia-reperfusion injury that has no gold standart therapy.
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OZET

Bu calismada amag; mezenter iskemi olusturulmus ratlarda milrinon’un iskemi/reperfiizyon (I/R) hasa-
rina koruyucu etkisini arastirmaktir. Calismada cinsiyet farki gozetilmeksizin 200-250 gram agirligindaki 40 adet
Sprague-Dawley tiirii fareler kullanildi. Deney hayvanlar1 dort gruba ayrildi. Grup 1°de (Kontrol grubu) SMA
izole edilerek ortaya konuldu ancak baglanmadi. Grup 2’de (intestinal I/R grubu-Sham) SMA izole edilerek
aort’dan ¢iktig1 yerin hemen distalinden baglandi, Grup 3’te (Intestinal i/R + Dopamin grubu) ise, SMA nazikge
izole edildi ve aort’dan ¢iktig1 yerin hemen distalinden 60 dakika boyunca atravmatik mikrovaskiiler pensler
kullamilarak klempe edildi. Grup 4’te (/R + Milrinon) ise SMA izole edildikten sonra yine grup 3’le ayni sekil
ve slirede olmak tizere klempe edildi. Grup 3 ratlarda reperflizyonun baglatilmasindan 120 dakika sonra Dopa-
min 1,5 mcg/kg i.p. olarak enjekte edildi, grup 4 farelere ise 120 dakikalik reperfiizyon sonrasi 0,05 mg/kg Mil-
rinon (Primacor) i.p. olarak uygulandi. I/R’a bagli intestinal hasari arastirmak iizere ince barsak ve ¢ekumdan
doku ornekleri elde edildi. Sonug olarak kontrol grubuna ait deney hayvanlarinin barsaklarinda normal morfolo-
jiye sahip barsak mukoza yapisi gozlendi. Caligmamizda milrinon kullanilan deneklerde hiicresel hasar sham-
iskemi grubuna gore azalmis bulunmakla beraber, iskemi-dopamin grubuna goére artmis olarak bulunmustur.
Altin standart tedavinin bulunmadig: I/R hasarinda birgok ajan degisen siire ve dozlarda arastirilmaya devam
edilmelidir.

Anahtar kelimeler: Mezenter iskemisi, milrinon, reperfiizyon, iskemi, iskemik hasar.
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GIRIS

Akut mezenterik iskemi (AMI) goreceli
olarak nadir goriilen, ancak siklikla ge¢ tani konul-
mas1 nedeniyle yiiksek mortaliteye (%60-80) sahip
olan bir abdominal, vaskuler acil durumdur (1-3).
AMI’nin etyolojisi dért ayr alt kategori igerir; supe-
rior mezenterik arter (SMA) embolisi (%45-50),
SMA trombozu (%25), superior mezenterik ven
(SMV) trombozu (%5-10) ve non-oklusif mezenterik
iskemi (NOMI) (%20) (4). Etyolojisindeki farklilik-
lara ragmen, AMi’nin ortak ve potansiyel olarak
fatal olan tek sonucu intestinal gangren ve nekrozdur
(5). Tamisal goriintiileme yontemleri, cerrahi teknik-
ler ve perioperatif yogun bakim destegindeki gelis-
melere ragmen, AMi’nin yiiksek mortalite oranlar
son 70 yilda 6nemli bir degisiklik gostermemistir
(6).Bunun nedeni, barsak nekrozu gelismeden once
AMI tamsmin koyulabilmesindeki giicliiklerin siire-
gelmesidir (5). Cerrahi eksplorasyon veya dliimden
once AMI hastalarimin sadece 1/3’iinde taninin ko-
nulabildigi bildirilmistir (6). AMI tamisindaki ge-
cikmelerin hastalarda siirvey sansini azalttigi, yasa-
yan hastalarda ise morbiditeyi arttirdig1 bilinmekte-
dir (4). Buna karsin hekim agisindan AMI’yi erken
tantyabilmek olduk¢a zordur. Klinik tablo genellikle
nonspesifik olmakta, ilk bagvurudaki karin agrisiyla
orantisiz derecede normal batin muayene bulgulart
nedeniyle muayeneyi yapan hekimde tehlikeli bir
giivenlik hissi olusabilmektedir (4, 6). Akut mezen-
terik iskeminin erken tanisinda giincel radyolojik
tetkik yontemlerinin kisith bir rolii vardir. Diiz karin
grafileri nonspesifiktir ve genellikle diger akut batin
yapan nedenleri ayirt etmekte kullanilir. Bilgisayarlt
tomografi (BT) barsak duvarinda kalinlagma, asit ya
da mezenterik arter kokiinde tikanmayi gosterebilir
ancak bunlar g¢ogunlukla nonspesifik ve intestinal
iskeminin ge¢ dénemlerinde goriilen bulgulardir (3).
Proksimal SMA’in komplet tikandigi durumlarda
Doppler ultrasonografi tanida yararli olmakla bera-
ber, yapana bagli olmasi ve barsak gazlarinin goriin-
tiiyll kisitlamasi nedeniyle suboptimal bir yontemdir
(4). AMI tanisinda selektif mezenterik anjiyografi
altin standart olarak degerlendirilmekle birlikte, her
hastanede bulunmamasi, girisimsel radyolog gerek-
tirmesi, goreceli olarak invaziv ve uzun siiren bir
teknik olmasi1 ve nefrotoksik ajan kullanimi nedeniy-
le yaygin olarak kullanilmamaktadir (3,6). Bu ¢alis-
mamizin amaci akut mezenterik iskemi olusturulmus
ratlarda I/R hasarma milrinon’un etkisini arastirmak
ve en iyi bilinen pozitif inotropik ajanlardan biri
olan dopamin ile arasindaki farki ortaya koymaktir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari: Agirliklar1 200-250 gr
arasinda degisen 40 adet Wistar-Albino rat galisma-
ya alindi. Tim ratlar kafeslerde 12 saat gece 12 saat
giindiiz olmak tizere 20-26 °C sicaklik olacak sekil-
de tutularak standart rat yemi ve musluk suyuyla
beslendi.

Deneysel Calisma: Calismamizda bir gece-
lik agligr takiben (sadece su igmelerine izin verile-
rek), 50 mg/kg i.m ketamine ve 10 mg/kg xylazine
kullanilarak farelere anestezi verildi. Ameliyat so-
nunda farelerin dehidrate olmalarinin 6nlenmesi
amaciyla subkutan yoldan 10 ml ringer laktat solus-
yonu verildi. Karin bolgesi tras edildikten sonra %10
povidon iyodiir solusyonuyla iki kez silindi ve asepsi
kurallarina uyularak steril aletlerle ameliyata baslan-
d1. Orta hat laparatomisiyle batina girildi ve superior
mezenterik arter (SMA) ortaya konuldu.

Deney Gruplari: Fareler rastgele secilerek
her biri on hayvandan olusan dort grup olusturuldu.

Grup 1’de (kontrol grubu) SMA izole edi-
lerek ortaya konuldu ancak baglanmadi.

Grup 2’de (intestinal I/R grubu-sham)
SMA izole edilerek aort’dan ¢iktig1 yerin hemen
distalinden baglandi,

Grup 3’de (intestinal I/R + Dopamin gru-
bu) ise, SMA nazikge izole edildi ve aort’dan ¢iktigi
yerin hemen distalinden 60 dakika boyunca atravma-
tik mikrovaskiiler pensler kullanilarak klempe edildi.

Grup 4’de (I/R + Milrinon) ise SMA izole
edildikten sonra yine ayni sekilde Grup 3’le ayni
sekil ve siirede olmak tizere klempe edildi.

Bu islem sonucunda ince barsaklar, ¢ekum
ve sag kolonda soluklukla ve nabiz yokluguyla dog-
rulanan iskemi elde edildi. iskemiyi takip eden 60
dakika sonrasinda, vaskiiler pens ¢ikarildi ve reper-
fiizyon periyodu baglatildi. Grup 3 ratlarda reperfiiz-
yonun baglatilmasindan 120 dakika sonra Dopamin
1,5 mcg/kg intraperitoneal. olarak enjekte edildi,
grup 4 farelere ise 120 dakikalik reperfiizyon sonrasi
0,05 mg/kg Milrinon intraperitoneal olarak uygulan-
di. Daha sonra, batin insizyonlar1 3/0 poliglaktin
dikiglerle iki kat tizerinden kapatildi. Postoperatif
donemde hayvanlar standart fare yiyecegi ve suyla
beslenmeye devam edildi. Reperfiizyondan 24 saat
sonra tim hayvanlara anestezi verilerek Gtenazi
uyguland1. Iskemi/reperfiizyona baglh intestinal
hasar1 arastirmak iizere ince barsak ve ¢ekumdan
doku ornekleri elde edildi.

Histopatolojik inceleme: Grup 1(kontrol),
grup 2 (sham), grup 3 (I/R + Dopamin) ve grup 4
(/R + Milrinon) gruplarim olusturan tiim ratlardan
ince barsak ve ¢ekum 6rnekleri alindi. Alinan ince
barsak ve ¢ekum Orneklerinin %10’luk formalin
fiksatifi iginde 48 saat siire ile fiksasyonlar1 saglan-
di. Doku parcalar1 daha sonra sirasiyla kademeli
olarak %701k, %80’lik, %90°lik ve %96’lik alkol
serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyon-
lar1 saglandi. Dehidratasyonlarimin ardindan 6rnekler
seffaflandirilmak iizere 2 kez 20’ser dakika ksilolde
bekletildi. Ince barsak ve ¢ekum &rnekleri seffaf-
lanmalariin ardindan etiiv ig¢inde 65 °C’de eritilmis
parafinlere alinarak 60 dakika siireyle {i¢ ayr1 para-
finde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayri
parafin iceren kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit
alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan
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kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bigagi
buzdolabinda sogutularak, mikrotom aracilig1 ile her
bir Ornekten 5’er mikrometre kalinliginda doku
kesitleri alindi. Kesitlerin 45 °C’de su banyosunda
acilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine alinma-
sindan sonra etiiv i¢inde 1 saat siire ile bekletilmeleri
sagland1. Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilol-
de tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra
boyama asamasina ge¢ildi. Kesitlerin boyanmasinda
Hematoksilen-Eosin ikili boyast kullanildi. Depara-
finizasyonu yapilmig olan dokularin kesitleri 5’er
dakika siireyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde
ve distile suda bekletildi. Kesitler hematoksilen ile 2
dakika ve eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu
ile fazla boyas1 alinan kesitler hizla alkol serilerin-
den gecirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki
ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak seffaflagtirildi ve
seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatila-
rak 151k mikroskobik diizeyde degerlendirmeleri
yapild.

BULGULAR

Histolojik bulgular: Tiim deney gruplarini
olusturan si¢anlarin ince barsak ve ¢ekumlar iize-
rinde yapilan 151k mikroskobik olarak yapilan ince-
lemelerde agagida verilen bulgular gdzlenmistir.

A grubu: Kontrol grubuna ait deney hay-
vanlarinin ince barsaklari tizerinde 11k mikroskobik
olarak yapilan incelemelerde normal morfolojiye
sahip barsak mukoza yapisi gozlendi. Kontrol gru-
buna ait deney hayvanlarinin ¢gekumlari tizerinde 151k
mikroskobik olarak yapilan degerlendirmelerde
sican ¢ekumlart normal morfolojiye sahip olarak
gorildi (Resim 1).

B grubu: Sham - iskemi grubuna ait deney
hayvanlarinin ince barsaklari iizerinde yapilan 151k
mikroskobik incelemelerde kontrol grubuyla karsi-

lagtirlldiginda barsak mukozasinda yogun villus
hasar1, lamina propriada hemoraji ve hiicresel infla-
masyon ile epitel hiicrelerinde nekroz dikkat cekti.
Sham + iskemi grubuna ait sigan ¢ekum mukozasin-
da kontrol grubuyla karsilastirildiginda yogun hasar
ve hemoraji, lamina propriada damar konjesyonu
goriildi (Resim 2).

C grubu: iskemi + ilag (dopamin) grubuna
ait deney hayvanlarmin ince barsaklar1 iizerinde
yapilan 1g1k mikroskobik incelemelerde sham-iskemi
grubuyla karsilastirildiginda azalmig mukoza hasari,
lamina propriada ise hiicresel inflamasyon goriildii.
Iskemi + ilag (dopamin) grubuna ait siganlarin
¢ekumlari tizerinde yapilan 151k mikroskobik ince-
lemelerde azalmis mukoza hasari ve lamina propria-
da ise kismi hiicresel inflamasyon goriildii (Resim
3).

D grubu (az hasarh olan): Iskemi + ilag
(milrinom) grubuna ait deney hayvanlarinin ince
barsaklar1 iizerinde yapilan 151k mikroskobik incele-
melerde sham-iskemi grubuyla karsilastirildiginda
azalmig mukoza hasari, lamina propriada ise kismi
hiicresel inflamasyon goriildii. Iskemi+ilag (milri-
non) grubuna ait siganlarin ¢ekumlar1 tizerinde yapi-
lan 151k mikroskobik incelemelerde azalmis mukoza
hasari, lamina propriada ise kismi hiicresel infla-
masyon goriilmektedir (Resim 4).

D grubu (yogun hasarh): iskemi + ilag
(milrinom) grubuna ait deney hayvanlarinin ince
barsaklar1 iizerinde yapilan 151k mikroskobik incele-
melerde barsak mukozasinda yogun villus hasari,
villuslarda ayrilarak kopmalar, lamina propriada
hemoraji ve hiicresel inflamasyon gériildii. Iskemi +
ilag (milrinom) grubuna ait siganlarin g¢ekumlari
iizerinde yapilan 151tk mikroskobik incelemelerde
¢ekum mukozasinda yogun hasar ve lamina propria-
da hiicresel inflamasyon goriildii (Resim 5).

100pm|[
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Resim 1: A grubu. Kontrol grubuna ait normal morfolojiye sahip sigan ince barsak mukozasi (ok) goriilmekte-

dir (a,b) (HE, X10,20).
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Resim 2: B grubu. Sham + iskemi grubuna ait sigan ince barsak mukozasinda farkli biiyiitmelerde yogun villus
hasar1 (ok) (a,b,c), lamina propriada hemoraji (ok basi) (c) ve hiicresel inflamasyon (*) epitel hiicrelerinde ne-
kroz (ince ok) (d) goriilmektedir (HE, X4,10,20,40).

Resim 3: C grubu. iskemi + ila¢ (dopamin) grubuna ait sicanlarin ince barsaklarinda azalmis mukoza hasar1
(ok), lamina propriada ise hiicresel inflamasyon (*) goriilmektedir (a,b,c,d) (HE, X4,10,20).
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Resim 4: D grubu (az hasarh olan). Iskemi + ilag (milrinom) grubuna ait sicanlarin ince barsaklarinda azalmis
mukoza hasari (ok) lamina propriada ise kismi hiicresel inflamasyon (*) goriilmektedir (a,b,c,d) (HE, X4,10,20).

Resim 5. D grubu (Yogun hasarh) Iskemi + ila¢ (milrinom) grubuna ait sican ince barsak mukozasinda yogun
villus hasari, villuslarda ayrilmalar (ok) (a,b,c), lamina propriada hemoraji (ok basi) (¢,d) ve hiicresel inflamas-
yon (*) (d) goriilmektedir (HE, X4,10,20).
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TARTISMA

Akut mezenterik iskemi tan1 konuldugunda
sonucun genel olarak oliimciil oldugu bir hastalik
olmaya devam etmektedir. Mortalite oraninin hala
bu denli yiiksek olmasimin nedenlerinin basinda
barsaklarda doku Oliimii olusmadan 6nce tanmin
konulmasindaki giiclik ve gecikme gelir. Yasam
oranin1 belirleyen en onemli faktor, barsaklarda
nekroz ve peritonit gelismeden 6nce taninin konma-
sidir. 24 saat icinde tani konan hastalarda yagam
olasilig1 %60 iken, 24 saatten sonra tani: konanlarda
bu oran %30’a diismektedir. Hiicre 6liimii ve organ
yetmezligi ile birlikte olan iskemi genellikle doku-
nun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin
dolagim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik
iiriinlerin yine dolagim tarafindan uzaklastirilama-
mast sonucu olusur. Sonugta akut hiicresel sisme,
interstisyel 6dem ve hiicresel disfonksiyon meydana
gelir. Tekrar dokunun kanlanmasi saglanamazsa
sonunda hiicresel 6lim gergeklesir. Kan akiminin
yeniden saglanmasi yani reperfiizyon, iskemik do-
kunun iyilesebilmesi i¢in 6n kosuldur. Ancak iske-
mik dokunun reperfiizyonu bir taraftan iskemi sira-
sinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri gelmesini
saglarken bir taraftan da hiicre kayb1 devam ederek
daha ileri hasarlara neden olmaktadir. Bu durum I/R
hasart olarak adlandirilan 6nemli bir klinik olaydir
(7, 8). Ince barsak I/R hasarinda etkinliklerini aras-
tirmak amaciyla pentoksifilin, kafeik asit, melatonin,
verapamil, nitrogliserin, allopiirinol, trimetazidin,
dopamin, dobutamin gibi ajanlar kullanilmis ve
oksidatif strese karsi etkili olduklar1 gosterilmistir.
Ayrica Dopaminin 0,2-5 pg/kg/dk dozlarinda,
splanknik alanda postsinaptik vaskiiler dopamin
reseptorleri araciliiyla vazodilatasyona neden ola-
rak bolgenin perflizyonunu artirdigi gosterilmistir.
Pentoksifilin’in I/R hasarim 6nlemedeki roliiniin
aragtirildigi bir ¢alismada bir saat iskemi, iki saat
reperfiizyon uygulanmistir(9). Cinkonun intestinal
I/R sonrasi olusan hasari 6nlemedeki etkinliginin
aragtirtldigt bir ¢alismada 60 dakika iskemiyi taki-
ben 90 dakika reperfiizyon uygulanmistir. Biz de
calismamizda, 6nciil deneylerde intestinal I/R hasari
olusumunun histopatolojik olarak tespit edilmesi
iizerine 60 dakika iskemi ve 120 dakika reperfiizyon
uyguladik. Reperfiizyon sonrasi olusan hiicre hasari-
na yanti arastirmak amaciyla bilinen vazodilator
etkinligi ile yeni nesil inotrop ilaglar arasinda goste-
rilen milrinon’u kullandik.

Sonug olarak; ¢aligmamizda kontrol grubu-
na ait deney hayvanlarinm ince barsak ve ¢ekumlari
iizerinde yapilan incelemelerde normal morfolojiye
sahip barsak mukoza yapisi goriilmiistiir. Sham
iskemi grubuna ait hayvanlarin ince barsak ve ce-
kum mukozalarinda ise yogun villus hasari, lamina
propriada hemoraji, konjesyon ve hiicresel inflamas-
yon ile epitel hiicrelerinde nekroz goriilmiistiir. is-
kemiye yonelik dopamin uygulanan grupta ise sham-
iskemi grubuna oranla deney hayvanlariin ince
barsak ve ¢ekumlarinda azalmis mukoza hasari ve

lamina propriada azalmis hiicresel inflamasyon goz-
lenmistir. Caligmamizin asil hedefi olan iskemiye
yonelik milrinon uygulanan deney hayvanlarinda ise
ince barsak ve ¢ekumda epitel hasar1 ve hiicresel
hasar1 sham grubuna gore azalma gostermekle bera-
ber iskemi + dopamin grubuna gére artmis olarak
bulunmustur. Calismamizda ince barsak ve ¢ekum
spesmenlerindeki etkilenme igin; epitelyum hasari,
hiicresel hasar ve nekroz, 6dem, hemoraji ve infla-
masyon baz alinarak, bu kriterler hasarsiz, ve az-
orta-cok hasar olarak derecelendirilmistir. Superior
mezenterik arter tikanmasi ise son yillarda dzellikle
kardiyak rahatsizliklarin artisina bagli olarak ve
teshiste kullanilan silahlarin artmasi ile birlikte giin
yliziine ¢ikmakta olan bir antitedir. Cerrahiye gerek
kalmadan yakalanabilecek olgularda veya dahast
cerrahiye alternatif olabilecek I/R periyodunu art:
yone ¢evirmek i¢in birgok deney iizerinde ¢alisil-
makta ve birgok ajan kullanilmaktadir. Altin standart
bir medikal tedavinin bulunmadigi bu periyotta
milrinon da yeni kusak bir inotrop olarak bu ilacin
degisik doz, siire ve deneklerle yapilacak ¢aligmalar-
la heparin, dopamin gibi bilinen etkinligi olan ilagla-
ra alternatif, etkili bir tedavi siireci yakalanmasi
miimkiin olabilecektir.
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