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ABSTRACT

Objectives: Ginkgo biloba extract (EGb761) is a stan-
dardized form of Ginkgo Biloba plant leaves which have
been used by Chines nearly 5000 years and Its’ antioxi-
dant activity is known. In this study we aimed to inves-
tigate effect use of EGb761 on mortality in Megison’un
deep ischemia reperfusion model of rats.

Materials and Methods: 138 male Spraque-Dawley
rats were used in this study. The rats were divided into 4
groups: Group | (control group), Group Il (deep ischemia-
reperfusion group), Group 1l (Group of prophylaxis and
treatment of deep ischemia-reperfusion with EGb 761),
Group IV (group of treatment with EGb 761 during deep
ischemia). Deep ischemia was applied 30 minutes. Rats
were followed-up one week after laparotomy. Differences
between numbers of mortality in groups during one week
follow-up were compared.

Results: Number of died rats in Group I, II, Ill, and IV
during one week follow-up were 2 (7.7%), 22 (61.1%),
6 (13.6%), and 11 (34.3%) respectively. Mortality rate
decreased statistically significant with use of EGb761
with prophylactic and therapeutic purposes (p<0.001,
p<0.028).

Conclusion: EGb761’s prophylactic and therapeutic
benefit on intestinal ischemia reperfusion injury was ob-
served. However, these results should be supported with
further biochemical and histopathological studies.

Key words: Ginkgo biloba extract (EGb 761), ischemia-
reperfusion, rat, mortality

OZET

Amag: Ginkgo Biloba ekstresi (EGb761) yaklasik 5000
yilldir Cinliler tarafindan kullanilan bir bitki olan Ginkgo
Biloba yapraklarinin standardize edilmis sekli olup anti-
oksidan etkinligi bilinmektedir. Bu galismada Megison’un
sicanlarda gelistirdigi intestinal “derin iskemi” modelin-
de EGb761 kullaniminin mortalite lzerine olan etkisinin
arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontemler: Calismada 138 adet erkek Spraque-
Dawley cinsi sigan kullanildi. Siganlar 4 gruba ayrildi;
1.Grup (Kontrol grubu), II. Grup (Derin iskemi-reperfliz-
yon grubu), lll. Grup (Derin iskemi-reperflizyon-EGb 761
profilaksi ve tedavi grubu), IV. Grup (Derin iskemi esna-
sinda EGb 761 ile tedavinin yapildigi grup). Derin iskemi
30 dakika olarak uygulandi. islem sonrasi ilag uygulama-
lari ve sigan takibi 1 hafta yapildi. Gruplarda bir haftalik
takip suresinde olusan mortalite sayilari karsilagtirildi.

Bulgular: l.grupta 2 (%7.7), Il. grupta 22 (%61.1), Ill.
Grupta 6 (%13.6), IV. grupta 11 (%34.3) sican laparoto-
mi sonrasi bir haftalik takip sirecinde mortalite olustu.
EGb761’'nin profilaksi ve tedavi amaci ile kullaniminin
derin iskemi modelinde mortaliteyi istatistiksel olarak an-
lamli oranda azalttigr goruldi (p<0.001, p<0.028).

Sonug: Intestinal iskemi reperfiizyon hasarinda
EGb761'nin profilaktik ve tedavi amagli faydali oldugu
gérildi. Ancak bu sonucu daha ileri biyokimyasal ve his-
topatolojik ¢calismalarla desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Ginkgo biloba ekstresi(EGb 761), is-
kemi- reperfiizyon, sigan, mortalite.
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GIRIS

Mezenter iskemi; ilerleyen tip bilimi i¢inde halen er-
ken teshis ve tedavisi gii¢, mortalitesi yiiksek bir has-
taliktir. Akut mezenterik iskemi (AMI) tiim gastro-
intestinal sistem hastaliklarinin %1-2’sini olusturur
ve mortalitesi %50-95 gibi yiiksek diizeylerdedir.!
Hastanin operasyonu ilk 24 saat icinde yapilirsa
sagkalim %50, ilk 12 saat ig¢inde yapilirsa %80’in
tizerine ¢ikar.®

Mezenterik iskemi-reperfiizyon hasarinin azal-
tilmasina yonelik ¢aligmalar 6zellikle son 20 yil
icinde artis gostermistir. Iskemik dokularda kan
akiminin yeniden saglanmasi ve enerji temini, hiic-
renin dliimden kurtarilmas: icin gereklidir. Iskemik
dokularda reperflizyon sirasinda olusan oksijen ra-
dikallerinin baglattig1 lipid peroksidasyonu ve pro-
tein hasari, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasi ve
nekroza neden olmaktadir.27#° {1k kez 1986 yilinda
Parks ve Granger® reperfiizyonda olan hasarin, is-
kemide olan hasardan daha fazla oldugunu gdoster-
mistir. Bu da, dokulara oksijenli kanin ulagmasi ile
dokuda hasar yaratan bazi reaksiyonlarin bagladigi-
n1 diisiindiirmiistiir. Yapilan bazi ¢calismalarda, iske-
mik dokuya anoksik reperfiizyon uygulandiginda
¢ok az hasar oldugu saptanmigtir.’> Sonugcta hasarin
sebebinin molekiiler oksijenden kaynaklanan sito-
toksik oksidanlar oldugu tespit edilmigtir>!%-12

Ginkgo Biloba ekstresi (EGb761), yaklagik
5000 yildir Cinliler tarafindan kullanilan bir bitki
olan Ginkgo Biloba yapraklarinin standardize edil-
mis ilag seklidir. Klinikte santral sinir sisteminde is-
kemi, davranis, 6grenme, hafiza ve odyovestibuler
sistem {izerindeki olumlu etkileri sebebi ile genis
kullanim alani bulmaktadir. EGb761 nin trombosit
aktive edici faktor (PAF) inhibisyonu ve serbest ok-
sijen radikallerini temizleyici etkisi, hiicre zarinda
lipid peroksidasyonunu ve nétrofil infiltrasyonunu
engellemektedir.!>!1*

Bu ¢alismada, EGb761 nin bu etkileri géz onii-
ne alinarak, siganlarda deneysel olarak olusturulan
bir derin iskemi reperfiizyon modelinde'® profilak-
tik ve tedavi amaclh kullaniminin mortalite lizerine
etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEMLER

Calismanin etik kurul onay1 Istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinden alindi ve ¢a-
lisma burada gergeklestirildi. Caligmamizda ortala-

ma agirliklar1 210 gr.(190-230) olan, 138 adet eris-
kin erkek, Spraque-Dawley cinsi sigan kullanildi.
Tiim siganlar ayn1 ortam ve beslenme kosullarinda
secilmis ve deneyden 12 saat once ag¢ birakilmiglar-
dir. Deneyler “Guide for the care and use of labora-
tory animals, 1985” kilavuzlugunda gergeklestiril-
di.'e
Denekler 4 gruba ayrild:

1. Grup (Kontrol grubu): Toplam 26 denek-
ten olustu. Sadece laparotomi yapildi. Preoperatif
giinde 2 defa 7 giin boyunca 1 cc SF ile gastrik lavaj
yapildi. Sekizinci giin laparotomiyi takiben SMA ve
mezenterik kollateraller disseke edildi ancak oklu-
ze edilmedi. Laparatomi sonras1 3.giine kadar penil
venden 0,5 cc SF giinde iki defa verildi, 4.glin ve
sonrasi gastrik lavajla 1 cc SF giinde 2 defa verildi.

II. Grup (Derin iskemi-reperfiizyon grubu):
Derin iskeminin yol ac¢tig1 mortalitenin arastirildigi
bu gruba 36 sigan alindi. Preoperatif giinde iki defa
7 giin 1 cc SF ile gastrik lavaj yapildi. Sekizinci giin
orta hat kesisi ile laparotomi uygulanip, asagida ta-
rif edildigi gibi 30 dakika derin intestinal iskeminin
ardindan reperfiizyon yapildi. Laparotomi sonrasi 3.
giine kadar penil venden 0,5 cc SF giinde 2 defa ve-
rildi, 4.gilin ve sonras1 gastrik lavajla 1 cc SF giinde
2 defa verildi.

II. Grup (Derin iskemi-reperfiizyon-EGb
761 profilaksi ve tedavi grubu): Bu gruba 44 si-
c¢an alindi. Derin iskemi yapilmadan 6nce siganlara
7 giin boyunca giinde 2 defa EGb 761 50 mg/kg/
giin, 1 cc SF i¢inde sulandirilarak gastrik lavaj yolu
ile verildi. Sekizinci giin orta hat kesisi ile laparo-
tomi uygulanip, asagida tarif edildigi gibi 30 dakika
derin intestinal iskemi ardindan reperfiizyon yapil-
di. Tedavi amaci ile Laparatomi sonrasi 3. giine ka-
dar penil venden giinde 2 defa EGb761 50 mg/kg/
giin (IV formu: Tebofortan, Dr Willmar Schawabe
GMBH&Co., Karsruhe) verildi, 4.glin ve sonrasi
EGb761 (enteral formu) 50 mg/kg/giin gastrik la-
vajla verildi.

IV. Grup (Derin iskemi esnasinda EGb 761
ile tedavinin yapildigi grup): Iskemi esnasinda
(reperfiizyon Oncesi) tedavi amaci ile uygulanan
EGb761’in mortalite iizerine etkisinin arastirildigi
bu gruba 32 si¢an alindi. Preoperatif 7 giin, giinde
2 defa 1 cc SF ile gastrik lavaj yapildi. Sekizinci
giin orta hat kesisi ile laparotomi uygulanip asagida
tarif edildigi gibi 30 dakika derin intestinal iskemi
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olusturuldu. Mikrovaskuler klemplerin konulmasi-
nin ardindan, penil venden 1 cc SF i¢inde EGb 761
50 mg/kg verildi ve 30 dakikalik iskeminin ardin-
dan reperfiizyon yapildi. Tedavi amaci ile laparoto-
mi sonrasi 3.giine kadar penil venden 50 mg/kg/giin
EGb 761 (IV formu) giinde iki defa verildi.

Laparatomi i¢in siganlar 12 saatlik aglig: taki-
ben 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®; Parke
Davis, Eczacibas1 Warner Lambert ila¢ San. Tic. Is-
tanbul) ve xylazin 5 mg/kg (Rompun®; Bayer Ag.
Leverkusen, Almanya) karigiminin intramuskuler
injeksiyon ile uyutuldu. Sicanlarin karnlan tiras
edildikten sonra %10 povidin iodin ile silinip, steril
ortii ile ortiildii ve orta hat kesisi ile laparotomileri
gerceklestirildi. Ince barsaklar karin kesisinin solu-
na dogru yatirilarak, Treitz ligamani kesilip, superi-
or mezenterik arter (SMA) aortadan ¢iktig1 yerden
atravmatik mikrovaskuler klemp (Vasculustatts 11
midi 1001-532, Scatlan Int., Minn., USA) ile oklii-
de edildi. Ince barsaklara kolondan gelen kollateral
damarlar, Megisun’un'’ tarif ettigi “derin iskemi”
modelindeki gibi okliide edildi. SMA okliide edildi-
&1 yerin proksimal ve distalindeki jejunal dallar ara-
sindaki arkada atravmatik mikrovaskuler klemp uy-
gulandi. Mezenter iskeminin olustugu barsaklarda
solukluk izlenmesi ve nabzin kaybolmasi ardindan
30 dakika iskemiyi takiben klempler agildiginda, re-
perfiizyonun gergeklestigi barsaklarin pembe renk
almasi ve nabizlarin geri gelmesi ile izlendi.

Reperfiizyonun gerceklestiginden emin olun-
mayan denekler caligma dis1 birakildi. Tiim de-
neklerde dehidratasyonu onlemek i¢in abdominal
kaviteye 3 cc SF birakilip kas yapisi ve deri ayri
ayr1 devamh siitiirler ile kapatildi. Deneylerin ta-
mamlanmasindan sonra sicanlar oda sicakliginda 7
giin gozlendi. Bu siire¢ icinde 6len deneklere otopsi
yapildi. Tiim cerrahi islemler tek bir cerrah tarafin-
dan steril sartlarda gergeklestirildi.

Elde edilen verilerin istatistik analizi Ki-kare
testi ve Fisher’in kesin ki-kare testi ile yapildi. P
degeri <0.05 anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel ana-
lizler SPSS 11.0 programu ile yapildi.

BULGULAR

I. grupta yer alan 26 denekten 2’si (%7.7) ameliyat
sonrast 2. giin 6ldii. Her 2 denege yapilan otopside,
barsak torsiyonuna bagli meydana gelen mekanik
tikanmanin 6liime neden oldugu anlasildi. II. grupta

36 denekten 22’si 6ldii (%61.1). Oliimlerden 20’si
ameliyat sonras1 1.giin, 2’si 2.gilin 6ldd. III. grupta
44 denekten 6°s1 (%13.6) 6ldii. Bu 6 denegin hepsi
ameliyat sonrasi 1.gilin 61di. I'V. gruptaki 32 sigan-
dan 11’1 (%34.3) 6ldii. Oliimlerden 10’u ameliyat
sonrasi 1.giin, 1’1 2. giin oldu.

Kontrol grubu ile derin iskemi yapilan gru-
bun mortaliteleri arasinda anlaml istatistiksel fark
vardi (p<0.001). EGb 761 profilaksisi ile birlikte
tedavinin uygulandig1 grup ile derin iskemi grubu
mortalite agisindan karsilastirildiginda ise morta-
litenin, EGB 761 profilaksisi ile birlikte tedavinin
uygulandig1 grupta istatistiksel olarak anlaml azal-
dig1 saptand1 (p<0.001). Iskemi esnasinda EGB 761
tedavisi uygulanan grup ile derin iskemi grubu mor-
talite agisindan karsilastirildiginda iskemi esnasin-
da EGb 761 tedavisinin de mortaliteyi istatistiksel
olarak anlamli azalttig1 goriildi (p=0.028). EGb 761
profilaksisi ve tedavisinin uygulandig1 grup ile kon-
trol grubu mortaliteleri arasinda istatistiksel anlam-
I1 bir fark yoktu (p>0.05). EGb 761 profilaksisi ve
tedavisinin uygulandigi grup ile iskemi esnasinda
EGb 761 uygulanan grubun mortalitesi karsilasti-
rildiginda profilaksi ile birlikte tedavide EGb 761
kullaniminin mortaliteyi istatistiksel olarak anlaml
azalttig1 sonucuna ulagildi ( p=0.032). Kontrol gru-
bu ile iskemi esnasinda EGb 761 uygulanan grubun
mortaliteleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml fark vardi (p<0.015) (Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarda laparotomi sonrasi mortalite oranlari.

Grup (n) Mortalite (%)
Grup I, Kontrol (n=26) 2(7,7)
Grup Il (n=36) 22 (61.1)
Grup Il (n=44) 6 (13.6)
Grup IV (n=32) 11 (34.3)
P degerleri

Grup | ve Grup I p<0.001
Grup Il ve Grup llI p<0.001
Grup Il ve Grup IV p=0.028
Grup | ve Grup Il p=0.701
Grup Il ve Grup IV p=0.032
Grup | ve Grup IV p=0.015

Mortalitenin biiylik kismi1 ameliyat sonrasi 1.
giinde gerceklesti. Deneklere yapilan otopsilerde
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(I.grup harig) iskemik veya nekrotik barsak ansla-
11 ile karsilasildi. Higbir denekte perforasyon veya
abse yoktu.

TARTISMA

Intestinal iskeminin en sik karsilasilan formlarindan
biri olan AMI, giiniimiizde halen ge¢miste oldugu
gibi tanida gecikme ve yapilan genis ince barsak re-
zeksiyonlari sebebi ile yiiksek morbidite ve mortali-
teye sahiptir.'*2 Iskemi reperfiizyonda olusan hasar
olusan hasar bifazik karakterlidir. Parks ve Granger
ilk kez 1986 yilinda reperfiizyon hasarmin iskemik
hasardan daha fazla oldugunu géstermislerdir.® Ya-
pilan diger calismalarda iskemik dokuya anoksik
reperflizyon uygulanildiginda ¢ok az hasar olustugu
gosterilmis ve hasarin sebebinin molekiiler oksijen-
den kaynaklanan sitotoksik oksidanlar oldugu tespit
edilmistir.!?!

Reperfiizyon hasar1 teorik olarak onlenebilir
bir hasardir. Serbest oksijen radikali olusumunu 6n-
leyen, olusmus radikalleri enzimatik veya kimyasal
olarak gideren, radikallerin olusumunu izleyen 16-
kosit kemotaksisi, adezyonu ve enzim sekresyonu-
nu durdurabilen pek ¢ok etkenin reperfiizyon hasa-
rin1 engellenebildigini gdsteren ¢ok sayida ¢aligma
vardir.'*4222 Klinik kullanima giren birgok aja-
nin varlig1r ragmen tedavide heniiz istenen sonucu
saglamamigtir.®2'-24

Yapilan bir¢cok deneysel calismada iskemi uy-
gulamak i¢in konan pens kaldirildiktan sonra kan
akimimin eski degerlerine ulasmadig1 gosterilmis-
tir. Bu “akimsizlik fenomeni” mikrosirkiilasyonun
trombosit ve 16kositlerce tikanmasina baglanmakta-
dir. Arterioler vazokonstriiksiyon ve kapiller endotel
6deminin buna neden oldugu 6ne siiriilmiigtiir.?2>2¢
Calismamizda kan akiminin geri dénmesini fizik
muayene ile tespit ettik; barsak renginin geri do-
nerek pembelesmesini ve nabizlarin tekrar atmaya
baslamasini kriter olarak aldik.

EGD 761, Anti-PAF etkisi ile kapiller endotel
6demini Onler ve trombosit agregasyonunu engel-
ler. Endotelden salgilattig1 endotel derivate relasing
factor (EDRF) ve PG 1, ile vazodilatasyonu saglar
ve polimorfoniikleer (PMN) 16kositlerin adezyon,
kemotaksis ve degraniilasyonunu onler. Tim bu
etkiler “geri akimsizlik fenomenini” ortadan kal-
dirabilir. Bir¢cok ¢alismada 50 mg/kg EGb 761 ile
serbest oksijen radikallerinin yol agtig1 hiicre zari

lipit peroksidasyonunu giivenilir ve 6lgiilebilir bir
gostergesi olan malondialdehydi (MDA) anlamli
olarak azaldig1 goriilmistiir?” bu nedenle bu doz ye-
terli gorilda.

Deneysel caligmalarda siklikla denek olarak
sicanlar kullanilmakta ve segilen iskemi modeline
gore mortaliteler farkli olmaktadir, buda modelin
tekrarlanabilirligi agisindan sorundur.'” Bu agidan
degerlendirildiginde Megison ve arkadaslarinin ta-
rif ettigi SMA’nin kollateralleri ile okliide edilme-
si modeli ¢ok degisken olmayan mortalite oranlar
ile tekrarlanabilirlik 6zelligi sunmaktadir. Gerek
Megison gerekse Terzi ve ark., sadece SMA ok-
lizyonunun tekrarlanabilir bir iskemi ve mortalite
modeli olusturmadigini, kontrol grubu denekler-
le aralarmda anlaml fark olmadigim tespit ederek
gostermislerdir.'”*? Bu sonuglar Megison yontemini
uygun ve glivenilir kilmigtir. Kollateralleri ile birlik-
te SMA’nin okliizyonu oldukea ciddi doku iskemisi
olusturmakta ve iskemi 20-30 dakikay1 buldugun-
da %70’lere varan mortalite gozlenebilmektedir.®!?
Biz bu ¢aligmada 30 dakika iskemi uyguladik. Daha
uzun siireli iskemi sonrasi olusabilecek mortalitenin,
reperfiizyon hasarinin 6nlenmesi ya da azaltilmasi
ile onlenemeyecegini diigiindiik. Caligmamizda 30
dakikalik iskemi sonucunda %61°lik mortalite orani
tespit ettik. Calismamizda EGb 761 ile prokfilaksisi
ile birlikte tedavide uygulanmasinin mortaliteyi an-
laml1 olarak azalttig1, ayrica iskeminin baslamasi ile
birlikte EGb 761 vermenin mortaliteyi anlamli ola-
rak azalttig1 (profilaksi-tedavi uygulamasinin daha
anlamli olarak mortaliteyi azalttig1) goriild.

Haznedaroglu ve ark.”® caligmalarinda iskemi
esnasinda lipit peroksidasyonu olusmadigi ancak,
dokuda reperfiizyonun saglanmasi ile anlaml dii-
zeyde lipit peroksidasyonu olustugu, MDA agiga
ciktigt ve EGb 761 kullanimi ile doku 6deminin
azaldigi, MDA diizeylerinde anlamli gerileme oldu-
gunu gostermislerdir. Odemdeki anlamli azalmay1
histopatolojik incelemede vaskiiler endotelin bii-
tiinliigiiniin korunmasi ile birlikte 16kosit infiltras-
yonunun azligi ile a¢iklamiglardir.?’-?® Bu ¢aligmada
elde edilen sonuclar bizim c¢alismamizdaki iskemi
esnasinda EGb 761 uygulanan sicanlarda mortali-
tedeki anlaml diisiisii agiklamaktadir. Yapilan bag-
ka bir calismada intestinal iskemi reperfuzyonda
EGb761 kullaniminin MDA ve myeloperoxidase
seviyelerini diisiirdigli ve mukozal hasar1 azalttig:
gosterilmistir, ancak patolojik incelemelerde bir de-
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gisiklik saptanmamustir.?’ Ayrica Egb 761’in cere-
mide arabuluculugunda antioksidan etki gdstererek
intestinal iskemi reperfiizyonla indiiklenen epitelyal
apopitozisi azalttigi rapor edilmistir.*

Calismamizda, intestinal iskemi reperfiizyon
modelinde, EGb761’in profilaksi ve tedavide kul-
laniminin  mortaliteyi anlamli oranda azalttigim
gordiik. Fakat EGb 761 kullanimi ile mortalitede
meydana gelen azalmay1 agiklayacak daha ileri bi-
yokimyasal ve histopatolojik caligmalara ihtiyag
vardir.
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