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ANTIOKSIDAN VE ANTIINFLAMATUAR ETKILERI
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OZET

Bu calismanin amaci sepsis olusturulmus ratlarda curcuminin akciger dokusundaki antioksidan ve
antiinflamatuar etkisini belirlemektir. Calisma igin kullanilan 32 rat 4 gruba ayrilarak 1. gruptaki
(Kontrol grubu) ratlara anestezi sonrasi yalnizca batin insizyonu steril kosullarda yapilmis ve batin
kapatilmustir. Ikinci gruptaki (Cur grubu) ratlara anestezi sonrasi yalmizca batin insizyonu steril
kosullarda yapilmis ve batin kapatilmistir. Bu gruba Cur cerrahi girisimden 3 giin dnce baslanarak
giinde 100 mg/kg dozda, dimetilsiikfoksit icinde ¢dziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir. Uciincii
gruptaki (CLP grubu) ratlara anestezi sonrasi, sepsis modeli olusturmak amaciyla ¢ekal ligasyon ve
ponksiyon (CLP); steril kosullarda yapilmis ve batin kapatilmistir. Dordiincti gruptaki (CLP+Cur
grubu) ratlara anestezi sonrasi, sepsis modeli olusturmak amacuyla, steril kosullarda CLP yapilmis ve
batin kapatilmistir. Bu gruba da Cur cerrahi girisimden 3 giin once baslanarak giinde 100 mg/kg
dozda, dimetilsiikfoksit i¢inde ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir. Tim gruplardaki ratlar
operasyonlardan 24 saat sonra anestezi sonrasi batinlari steril kosullarda acilip kalpten kan aspire
edilerek sakrifiye edilmis ve akciger dokular1 alinmistir. Biyokimyasal incelemeler i¢in doku
ornekleri homojenize edilerek ve spektrofotometrik yontem ile malondialdehit (MDA), nitrik oksit
(NO), myeloperoksidaz (MPO), siiperoksitdismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) degerleri 6l¢iilmiis ve
inflamasyonu degerlendirmek i¢in immunohistokimyasal yontemle iNOS boyamasi yapilarak gruplar
arasindaki histopatolojik farkliliklar degerlendirilmistir. Yapilan analiz sonucunda CLP+Cur
grubunun akciger MDA, MPO ve NO seviyelerinde curcumin verilmeyen CLP grubuna kiyasla
istatiksel olarak anlamli bir diistikliik oldugu goriiliirken (p<0,05), CLP+Cur grubunun SOD ve CAT
seviyelerinde curcumin verilmeyen CLP grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir yiikseklik
oldugu bulunmustur (p<0,05). Calisma sonunda elde edilen sonuglar sepsisli ratlarda curcumin
takviyesinin serbest radikal seviyesini azaltarak ve antioksidan enzim seviyelerini artirarak
antioksidan etki ve iNOS seviyesini azaltarak da antiinflamatuar etki gosterebilecegini ortaya
koymustur.

Bilim Kodu : 1007
Anahtar Kelimeler  : Curcumin, sepsis, antiinflamatuar, antioksidan, rat
Sayfa Adedi . 76

Danisman : Dog. Dr. Hilal YILDIRAN



ANTIOXIDANT AND ANTIINFLAMMATORY EFFECTS OF CURCUMIN ON LUNG
TISSUE OF SEPSIS INDUCED RATS
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the antioxidant and anti-inflammatory effect of
curcumin on lung tissue of the sepsis induced rats. The 32 rats used for the study were divided into
4 groups and the rats in group 1 (control group) were subjected to abdominal incision after anesthesia
under sterile conditions and abdomen was closed. On the rats in the second group (Cur group), only
abdominal incision was conducted after anesthesia under sterile conditions and the abdomen was
closed. Cur was administered to this group in a daily dose of 100 mg/kg via oral gavage, dissolved
in dimethyl sulfoxide, starting 3 days prior to the operation. On the rats in the third group (CLP
group), cecal ligation and puncture (CLP) were performed to induce the sepsis model after anesthesia
under sterile conditions and the abdomen was closed. In the fourth group (CLP + Cur group), rats
were anesthetized and CLP was conducted under sterile conditions and the abdomen was closed to
induce the sepsis model. In this group, Cur was administered to this group in a daily dose of 100
mg/kg via oral gavage, dissolved in dimethyl sulfoxide, starting 3 days prior to the operation. All rats
in all groups were sacrificed under anesthesia 24 hours after the operation by opening their abdomen
under sterile conditions and blood aspiration from their hearts and then rat lung tissues were removed.
Tissue specimens were homogenized for biochemical tests and malondialdehyde (MDA), nitric oxide
(NO), myeloperoxidase (MPQ), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) values were
measured with the spectrophotometric method and iNOS staining was coducted with immuno-
histochemical method to assess the histopathological differences between the groups. Analysis
results demonstrated that MDA, MPO and NO levels of the CLP+Cur group was significantly lower
when compared to the CLP group that did not receive curcumin (p <0.05), while SOD and CAT
levels of the CLP + Cur group was statistically significantly higher when compared to the CLP group
that did not receive curcumin (p <0.05). The study results may suggested that curcumin supplement
in sepsis patients decreases free radical level and increasing antioxidant enzyme levels,
demonstrating antiinflammatory properties, and demonstrates anti-inflammatory properties by
decreasing the iNOS level.

Science Code : 1007
Key Words : Curcumin, sepsis, antiinflammatory, antioxidant, rat
Page Number . 76
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Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca birgok hastalik bitkiler kullanilarak tedavi edilmeye ¢alisilmistir
(Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Deneme yanilma yoluyla elde edilen bu bilgiler, ¢aglar
boyunca kullanim sekillerindeki bazi degisiklik ve gelismelerle giiniimiize kadar ulagsmistir
(Comert ve Ding, 2014). Son zamanlarda dogal gidalar ve besinsel biyoaktif bilesenlerden
elde edilen antioksidan ve antiinflamatuar {iriinlere ve tiiketimine olan ilgi giderek
artmaktadir (Lu ve Yen, 2015).

Curcumin, zencefil ailesinin popiiler bir {iyesi olan zerdegal baharatinda bulunmaktadir.
Koriye parlak sar1 rengini vermekte ve binlerce yildir Cin ve Hindistan’da bitkisel ilag olarak
kullanilmaktadir (Leitman, 2012). Insanlarda curcumin kullanimmnm toksik olmamakla
birlikte (Miquel, Bernd, Sempere, Alperi ve Ramirez, 2002), giivenli oldugu bilinmekte
(Leitman, 2012) ve zerdecal E100 kategorisinde bir katki maddesi olarak
smiflandirilmaktadir (Trujillo, Chirino, Molina-Jijon, Andérica-Romero, Tapia ve Pedraza-
Chaverri, 2013).

Curcuminin antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antikanserojen ve yara iyilestirici gibi
cesitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Jagetia ve Aggarwal, 2007).
Bununla birlikte farkli dokularda radikal siipiiriicii, demir selatlayici ve antiinflamatuar
ozelliklere sahiptir (Wang, Du, Jiang ve Xie, 2009). Antiinflamatuar ve antioksidan
ozellikleri, curcuminin farmakolojik etkilerinin ¢ogunun temelini olusturan iki O6nemli

mekanizmadir (Sahebkar, Serban, Ursoniu ve Banach, 2015).

Onemli bir halk sagligi problemi olan sepsis, her yil milyonlarca insan1 etkilemekte ve
insidans1 giderek artmaktadir (Wang, Wang, Zhu, Liu ve Wang, 2015). Bununla birlikte,
koroner yogun bakim iinitelerinde en sik goriilen 6liim nedenlerinden biri olmaktadir.
(Prucha, Bellingan ve Zazula, 2015). Sepsis, bir enfeksiyonun viicudun kendi dokularina ve
organlarina hasar verdiginde ortaya ¢ikan yanittan kaynaklanan, morbidite ve mortaliteyle
sonuglanan, mikrobiyal patojenlere kars1 konagin sistemik bir yanitidir (Fan, Miller, Lee ve
Remick, 2016). Sepsis sendromu, inflamatuvar mediatorlerin salinimini tetikleyen ve
konakta hiicresel disfonksiyonu uyaran bakteriyel, fungal, viral ve paraziter

enfeksiyonlardan kaynaklanabilmektedir (Sagy, Al-Qagaa ve Kim, 2013).



Sepsiste; reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirlerinin asir1 sistemik {iretimi,
plazmada goriilen sayisiz proinflamatuvar mediator varligi ile tanimlanan hiperinflamatuvar
durum, monositlerde, makrofajlarda, polimorfoniikleer nétrofiller ve endotel hiicrelerinde
artmis adezyon molekiillerinin yam1 sira, reaktif olan 16kositlerde, sitokinlerde ve
kemokinlerde reseptor artisi, hem kemirgenlerde hem de insanlarda goriilen ortak

bulgulardir (Ward ve Bosmann, 2012).

Sepsis hastalariin tedavisi i¢in gelismis tedavi stratejileri gereklidir (Wang, Wang, Zhu, Liu
ve Wang, 2015). Curcumin ve analoglari koruyucu etkilerinden dolay1 sepsiste giincel
terapiler i¢in giiclii bir adaydir (Ageel, Xiaoxuan, Rongqgian, Weifeng, Mian, Maowen,
Hank ve Ping, 2006). Farelerin curcumin ile 6n isleme tabi tutulmasinin karaciger
mikrovaskiiler inflamatuvar yanitin1 ve endotoksin kaynakli karaciger kan akisini
baskiladiginin bulunmasi, curcuminin sepsis ve septik sok tedavisinde faydali olabilecegini

gostermektedir (Thiemermann ve William Harvey, 2006).

Bu ¢alismanin amaci; ¢ekal ligasyon ve ponksiyon (CLP) yontemiyle sepsis olusturulmus

ratlarda curcuminin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Curcumin

Bitkilerin tedavide kullanimlar1 insanlik tarihiyle birlikte baglamistir. Binlerce yil once
insan, bitkilerin tedavi edici giiciinii tanimig ve saglikli yasayabilmek i¢in ondan
yararlanmistir (Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2011). Birgok hastaligin tedavisinde tibbi (sifali)
bitkilerin kullanimi, diinyanin farkli bolgelerinden gelen halk hekimligiyle iliskilidir (Araujo
ve Leon, 2001). Halk hekimligi uygulamalarina yaygin olarak rastlanan Anadolu’da halk
ilaglari, uzun tecriibeler sonunda giliniimiize kadar gelmis uygulamalardir (Faydaoglu ve
Stirtictioglu, 2011). Sifali bitkilerin kullanim1 gelismekte olan ve gelismis iilkelerde yaygin
olmakla birlikte, modern tipta kullanilan pek ¢ok ila¢ da bitkilerden elde edilmektedir (Gur,
Turgut Balik ve Gur, 2006; Faydaoglu Ve Siiriiciioglu, 2011). Diinya Saglik Orgiitii, diinya
niifusunun %80 inden fazlasinin temel saglik ihtiyaglari i¢cin geleneksel tibba giivendigini ve
bu tedavinin cogunlugunun bitki 6zleri ya da aktif bilesenlerinin kullanimini gerektirdigini

tahmin etmektedir (Craig, 1999).

Aromatik bir baharat grubuna giren zerdecal, ilk olarak depolama kosullarini, lezzeti ve gida
muhafazasin1 gelistirmek i¢in koride bir gida katki maddesi olarak kullanilmistir
(Jayaprakasha, Jagan Mohan Rao ve Sakariah, 2005). Asya’da Milattan Once ikinci bin
yillik donemden beri kullanilmaktadir (Sharma, Gescher ve Steward, 2005). Ayurveda’da
(Hint geleneksel tibbi), zerdecal; tibbi 6zellikleri ve ¢esitli endikasyonlar1 nedeniyle topikal,
oral ve solunum yolu gibi farkli yontemlerle kullanilmigtir (Chainani-Wu, 2003). Zerdegal
kullanimu; ¢esitli hastaliklar i¢in tedavi edici bir ajan olarak etkili oldugu bulundugundan bu
yana, daha popiiler bir hale gelmistir (Akpolat, Topcu Tarladagalisir, Uz, Sapmaz Metin ve
Kizilay, 2010).

Zingiberaceae familyasina ait olan zerdegal (Curcuma longa) sari gigekli, ¢ok yillik otsu bir
bitkidir (Emir Coban ve Patir, 2010). Zerdecal Cin, Hindistan, Endonezya, Jamaika ve Peru
gibi diinyanin sicak ve yagislh bolgelerinde yetismektedir (Jayaprakasha ve digerleri, 2005).
Kimyasal analizler zerdegalin %6,3 protein, %5.1 yag, %3,5 mineral, %69,4 karbonhidrat
ve %13,1 oraninda nem igerdigini gostermistir (Prasad, Gupta, Tyagi ve Aggarwal, 2014).



Piyasada  parmak  seklinde  (rizom) ve toz  seklinde  bulunmaktadir

(http://lwww.zerdecal.org/zerdecal-curcuma-longa.php, 2015).

Zerdegalin gegmisi binlerce yil dncesine dayansa da, aktif maddesi olan curcuminin kimyasi
hakkinda bilgi edinilmesi gectigimiz yiizyil i¢inde gergeklesmistir (Prasad ve digerleri,
2014). Curcumin, safran anlamina gelen Arapca orijinli bir kelime olan Kourkoum’dan
tiremis Latince bir isimdir (Waly, Ali ve Nemmar, 2013). Curcumin, VVogel ve Pelletier
tarafindan yaklasik iki yiizy1l once C.longa (zerdegal) rizomlarindan elde edilerek
kesfedilmis ve “’sar1 renk veren madde’’ olarak nitelendirilmistir. Saf curcumin Vogel Jr
tarafindan 1842 yilinda hazirlanmistir. Curcumin iizerinde yapilan kapsamli aragtirmalar, bu
maddenin modern ¢agda sagliga faydalarini ortaya koymustur; ve bu konuda halka agik ¢ok

sayida yaymlanmis makaleler, ses kayitlar1 ve videolar mevcuttur (Prasad ve digerleri,

2014).

Curcumin, iizerinde yapilan tim caligmalara dayanarak FDA tarafindan ‘’genel olarak
glivenilir ©* olarak onaylanmistir (Goel, Jhurani ve Aggarwal, 2008). EFSA 2014 raporuna
gore curcuminin ADI degeri 0-3 mg/kg olarak belirlenmistir (European Food Safety
Authority (EFSA), 2014). Bir silme tath kasigi zerdegal 3 gramdir; ortalama 30-90 mg
curcumin icermektedir (http://www.zerdecal.org/zerdecal-curcuma-longa.php, 2015).

Curcumin olagan 6zelliklerinden otiirli; Amerika Birlesik Devletleri, Hindistan, Japonya,
Kore, Tayland, Cin, Tiirkiye, Giiney Afrika, Nepal ve Pakistan gibi iilkelerde kapsiil, tablet,
merhem, enerji igecekleri, sabun ve kozmetik gibi farkli formlarda pazarlanmaktadir

(Prasad, Tyagi ve Aggarwal, 2014).

2.1.1. Curcuminin kimyasal yapis1 ve metabolizmasi

Zerdecalin sar1 pigmentli kismini esas olarak, curcumin I (veya curcumin, %77), curcumin
IT (demethoxycurcumin, %17), curcumin III (bisedemethoxycurcumin, %3) olmak iizere

cesitli curcuminoidler olusturur (Goel ve Aggarwal, 2010).

Curcuminin formulii C2H200e dir (Coban ve Patir, 2010). Curcuminin kimyasal yapisi Sekil

2.1°de gosterilmistir (Akpolat ve digerleri, 2010).
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Sekil 2.1. Curcuminin kimyasal yapis1 (Akpolat ve digerleri, 2010)

Curcumin suda, asidik ve nétral pH’da ¢oziinmeyen fakat metanol, etanol, dimetilsiilfoksit
ve aseton, alkaliler, keton, asetik asit ve kloroform i¢inde ¢dziinebilen (Prasad ve digerleri,
2014; Aratjo ve Leon, 2001), bir lipofilik polifenoldiir (Jurenka, 2009). pH 3-7 oldugunda
olaganiistii bir bigimde giiclii bir H atomu vericisi olarak calisir ve pH 8’in {istiinde

oldugunda bir elektron vericisi olarak gorev yapar (Jacob, Wu, Zhou ve Wang, 2007).

Curcumin kemirgenlerde oral doz uygulamasindan sonra diisiik sistemik bir biyoyararlilik
sergilemekte ve bagirsakta metabolize olmaktadir (Jacob, Wu, Zhou ve Wang, 2007).
Curcuminin diisiik bir biyoyararlilik gostermesi zayif emilimi, hizli metabolize olmasi ve
hizli sistemik eliminasyonundan kaynaklanmaktadir (Aggarwall ve Harikumar, 2009).
Ratlarda oral tiikketimi sonucu, %75’inin digkiyla ve ¢ok az bir mikarinin idrarla atildig:
gosterilmistir. Farkli curcumin metbolitleri bio-hidrocurcumin ve tetrahidrocurcumine
donistirilmekte ve daha sonra bu irinler monoglukiironid konjiigatlarina

dontistirtilmektedir (Maheshwari, Singh, Gaddipati ve Srimal, 2006).
2.1.2. Curcuminin Saghk Uzerindeki Etkileri

Curcuminin antioksidan etkileri

Curcumin, ROS siipiiriicii ve ayn1 zamanda antioksidan yanit1 indiikleyici iki fonksiyonlu
bir antioksidan 6zellige sahiptir (Daverey ve Agrawal, 2016). ROS ve nitrik oksit (NO)
tiirleri temel olarak karsinogenezdir. Dolayisiyla serbest radikallerin nétralizasyonu, kanser
gelisimini engelleyen temel stratejidir. Inflamatuvar yanita katilan biyokimyasal siirecleri
tetikleyen karsinojenik serbest radikallerin inaktivasyonu, curcumin gibi antioksidanlarin
temel kimyasal antikarsinojenik mekanizmasidir (Barzegar, 2012). Bununla birlikte

curcuminin; transformasyonu, tiimor baglangicini, timdr artmasini, invazyonu, anjiyogenez



ve metastazi bloke eden antikanser etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Hintliler arasinda
kolon kanseri insidansinin diisiik olmasi Hint yemeklerinde zerdecal kullanimina
baglanmistir (Jacob, Wu, Zhou ve Wang, 2007). Curcuminin antioksidan ozellikleri,
pleiotropik biyolojik aktivitelerinin altinda yatan 6nemli bir tamamlayicidir. Curcuminin
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve siiperoksit anyonu ve hidroksil radikallerini etkili bir
sekilde temizledigi bildirilmistir (Motterlini, Foresti, Bassi ve Green, 2000).
Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilarak endotoksemi olusturulmus farelerle yapilan bir
caligmada, curcuminle tedavi edilenlerinde vaskiiler yanit gelismistir. Endotoksemi sirasinda
hemodinamik ve vaskiiler yanittaki iyilesmelerin; aort kaynakli siiperoksit iiretiminin
azalmasi, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun baskilanmasi ve
glutatyon/glutatyon disiilfit oraninin korunarak tiriner NO metabolitlerinin azalmasi sonucu

oksidatif stresin hafiflemesiyle iliskili oldugu saptanmistir (Sompamit ve digerleri, 2009).

Curcuminin antiinflamatuar etkileri

Curcuminin antiinflamatuar aktivitesi esas olarak makofajlarda NF-«B, aktive protein-1,
COX-2 ekspresyonu ve TREM-1’in transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek
proinflamatuvar sitokin salinimini da inhibe etme kabiliyetine baglidir (Shukla ve digerleri,
2014). Curcumin; degraniilasyon, kalsiyum mobilizasyonu,hiicre i¢i ROS olusumu, hiicr zar1
lipid peroksidasyonu ve tirozin/treonin fosforilasyonu gibi bag dokusu mast hiicresi
aktivasyonunu inhibe etmektedir. Curcuminin bu 06zelligi inflamatuvar hastaliklarin
iyilestirilmesi i¢in bir potansiyel saglamaktadir (Nishikaw, Tsutsumi ve Kitani, 2013). Kaur,
Patro, Tikoo ve Sandhir (2015) kronik epilepsi modeli olusturduklar: ratlarla yaptiklart bir
calismada, hippokamp ve kortekste artan pro-inflamatuar sitokinlerin protein seviyelerinin

(IL-1b, IL-6, TNF-a), curcumin tedavisiyle birlikte 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermislerdir.

Curcuminin diger etkileri

Curcuminin antiproliferatif, antiinvaziv ve antianjiogenik bir ajan, kemoterapi ve
radiorezistansin bir arabulucusu ve yara iyilesmesi, diyabet, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastaligi, kalp-damar hastaliklari, solunum hastaliklar1 ve artiritte tedavi edici bir madde
oldugunu gostermistir (Goel, Kunnumakkara ve Aggarwal, 2008). Bununla birlikte

curcumin modern tip uygulamalarinda ndroprotektif, kardiyoprotektif, antiinflamatuar,



antioksidan, antikarsinojenik, hipoglisemik ve lipid disiiriicii olarak gosterilmistir

(Sompamit, Kukongviriyapan, Nakmareong, Pannangpetch ve Kukongviriyapan, 2009).

2.2. Sepsis

2.2.1. Sepsisin tanmm

Sepsis kelimesi 2700 yil 6nce Yunanca’da “sipsi” (“bakteri varliginda hayvansal veya
bitkisel organik maddenin ayrigmasi”) olarak kullanilmis ve sepsis tanimi giinlimiize gelene
kadar ¢esitli asamalardan gegerek ilerlemistir (Namas ve digerleri, 2012). Gegmiste
bakteriemi, septisemi, sepsis, sepsis sendromu ve septik sok terimleri birbirleri yerine
kullanilmistir. Bu durum sepsis ve bununla ilgili bozukluklarda belirsiz bir anlayisa ve klinik
caligmalarin yorumlanmasinda karisikliklara yol agmistir (Matot ve Sprung, 2001). Sepsis
sendromuna karmasiklig1 ve semptomlarin degiskenliginden dolay1 dogru, iyi kabul gormiis
ve makul (uygun) bir tanim bulmada zorlanilmigtir. Klinik bir ortamda hekimler hastalari
hastaligin evrelerine gore karakterize etmek ve tedaviye olast yanitlarinin yani sira risk ve
prognozu belirlemek i¢in kullanish bir sisteme gereksinim duymuslardir (Hoesel ve Ward,
2004).

Amerika G6glis Hekimligi Enstitiisti / Kritik Bakim Tedavi Dernegi (American College of
Chest Physicians / Society of Critical Care Medicine (ACCP / SCCM) ) Konsensiis
Konferansinda 1992 yilinda hazirlanan raporda ’sistemik inflamatuvar yanit sendromu
(SIRS)’’ terimi, ortak konugma dilinde ortaya konulmustur. Bu terim nedeni ne olursa olsun
dogustan gelen bagisiklik sisteminin sistemik aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikan kompleks
bulgular i¢in bir referans saglamistir. Anlagilabilir olmasi adina, SIRS dort degisken
tarafindan tanimlanmistir: sicaklik, kalp hizi, solunum hizi ve beyaz kan hiicre sayisi. Ayrica
sepsisin konagin enfeksiyona olan inflamatuvar yaniti oldugu fikri ortaya konulmustur
(Levy ve digerleri, 2003; Vincent, Opal, Marshall ve Tracey, 2015). Sonraki yillarda yeni
tedavi yaklagimlarina iligkin ¢alismalarin dogrultusunda ciddi sepsis ve septik sok tedavi
rehberleri giincellenmistir (Kurt, 2006). Sepsis, tan1 ve tedavisi konusunda uzman bir grup
tarafindan agir sepsis ve septik sok tedavi sonuclarini iyilestirmek amaciyla ilk olarak 2004
yilinda, ikincisi 2008 yilinda olmak tiizere uluslararasit bir kilavuz yaymlanmigstir. Son
kilavuzda birtakim eklemeler ve degisiklikler yapilarak 2012 kilavuzu olusturulmustur

(Surviving Sepsis Campaign) (Elay, Giindogan ve Coskun, 2014).



SIRS kavrami, sistemik inflamatuvar yanitin g¢esitli enfeksiydz ve enfeksiydoz olmayan
durumlar tarafindan tetiklenebildigi olgiide gegerlidir. Sistemik inflamasyon belirtileri;
yanik, pankreatit, ve diger hastalik durumlar1 olan hastalarda enfeksiyon yoklugunda
meydana gelebilmektedir (Levy ve digerleri, 2003). Agir vakalarda SIRS genellikle sepsise
dogru ilerlemektedir (Hoesel ve Ward, 2004).

Sepsis karmasik bir klinik ve tedavi profili gostermektedir ve hastalar klinik temelli olarak
sepsis, ciddi sepsis ve septik sok seklinde siniflandirilmakta ve bu terimler ayn1 hastaligin
giderek daha da siddetlenen asamalarimi temsil etmektedir (Coelho ve Martins, 2012;
Huttunen ve Aittoniemi, 2011; 28 Tsokos, 2007). Degisen sepsis dereceleri, konagin,
komplikasyonsuz ates ve 10kositosiz ile refrakter hipotansiyon ve ¢oklu organ yetmezligi
arasinda degisen enfeksiyona olan yanitiyla tanimlanmaktadir (Gantner ve Mason, 2015).
En 6nemlisi, sepsisin kullanilan resmi tanim1 hangisi olursa olsun, siddetli enfeksiyona kars1
viicudun sistemik yanitini temsil etmektedir ve bu nedenle sepsis sadece iliskili bir
enfeksiyon varsa mevcut olabilmektedir (Vincent, 2009). Sepsis, viicudun enfeksiyona karsi
tepkisinin bir parcasidir ve genellikle klinik gdriinlimii ve tanimi1 son derece karmasiktir

(Sekil 2.2) (Hochstadt, Meroz ve Landesberg, 2011; Fielden, 2007).

Yanit Spektrumu
Digerlan
Sistemik Pankreatit
A4 inflamatuvar
Enfeksiyon Cldd.l Vanit
Sepsis Sendromu Travma
Sepsis Vantklar

Sekil 2.2. Sepsiste viicudun enfeksiyona kars1 yaniti (Hochstadt, Meroz ve Landesberg,
2011; Fielden, 2007)



Sepsise zemin hazirlayan ve gelismesini kolaylastiran durumlar; immun sistemde eksiklik
(immunsupresyon, notropeni, vb), kronik hastaliklar (diabet, siroz, renal yetmezlik, vb),
major cerrahi, yabanci cisim varligi (idrar kateteri, damar-igi Kateter, ...), tikayici bir olusum
(Renal tas, safra kesesi tasi, ileus, vb), steroid tedavisi, kemoterapi, daha once antibiyotik
kullanimi, yas, yanik, travma, alkol ve madde bagimliligi ve yenilerde cerrahi/invazif
islemler seklindedir (Aygiin, 2002; Biike, 2014).

Sepsis ¢ok sayida klinik belirtisi olan sistemik bir siiregtir. Sepsisin baslangi¢ belirtileri
spesifik degildir ve halsizlik, tasikardi, takipne, ates ve bazen hipotermiyi igermektedir.
Diger klinik bulgular; mental durum, hipotansiyon, solunumsal alkoloz, metabolik asidoz,
akut akciger hasariyla birlikte hipoksemi, trombositopeni, tiiketim koagiilopatisi, proteiniiri,
akut tiibliler nekrozis, intrahepatik kolestaz, yiiksek transaminaz, hiperglisemi ve
hipoglisemidir (Raghavan ve Marik, 2006). Bununla birlikte hastalar enfeksiyon alanina
bagl olarak klinik ozellikler gdsterebilmektedir. Ornegin; pndmoni nedeniyle Oksiiriik,
takipne ve balgam tiretimi, idrar yolu enfeksiyonu nedeniyle bogiir agris1 ve diziiri ve karin

i¢i enfeksiyonu nedeniyle karin agrist goriilebilmektedir (Marik ve Varon, 2001).

Agir sepsis, septik sok ve ¢oklu organ islev bozuklugu arasindaki smirlar klinik
uygulamalarda net bir sekilde tanimlanmamistir (Coelho ve Martins, 2012). Sepsis ve septik
sok onemli bakim maliyetleriyle birlikte yogun bakim {initelerinde 6liimiin koroner arter
hastaligi digindaki 6nde gelen nedenlerindendir (Vachharajani, 2008). Hastaligin ileri
asamalarinda hastalarin giderek artan agresif tedavilerinden dolayi, hastane hastalarinda
sepsis insidans ve mortalitesi yiiksek kalmaktadir (Matot ve Sprung, 2001). Sepsis ile iliskili
morbidite ve mortalitenin topluma ekonomik bir yiik oldugu gercegi unutulmamalidir

(Vachharajani, 2008).

2.2.2. Sepsisin epidemiyolojisi ve etiyolojisi

Agir sepsisten her y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde 200.000, Avrupa’da ise 150.000’den
fazla kiginin 61diigii tahmin edilmektedir (Elay ve digerleri, 2014). Sepsis insidansinin yilda
%1,5 artarak 2020 yilma kadar 1.110.000 olgudan daha fazla olacag diisiiniilmektedir

(Namas ve digerleri, 2012 ). Bu tablo lilkemiz i¢in de benzer sekilde olmakla birlikte sepsis,
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bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda olmadigi icin gercek insidans tam olarak

bilinmemektedir (C61 ve Durdun, 2007).

Sepsis diinya capinda yogun bakim {initelerine kabul i¢in en sik goriilen nedenlerden biridir
ve agir sepsis ile hastaneye yatirilan hastalarin yaklasik yaris1 basvuru sirasinda YBU’ye
kabul edilmektedir (Raghavan ve Marik, 2006; Gantner ve Mason, 2015). Yaslanan niifus,
coklu ilaca kars1 direncli mikroorganizmalar, invaziv tekniklerin popiilerlesmesi (6rnegin;
mesane kateterleri, endotrakeal tiipler ve intravaskiiler kataterler gibi) ve cerrahi islemlerin
sayisinin artmasi, yiiksek sepsis insidansini agiklayabilecek faktorler arasindadir. Genetik
varyasyon, alisilmadik bir yagam tarzi, cinsiyet, irk veya etnik grup sepsis riskini artirabilen
diger faktorlerdir (Coelho ve Martins, 2012; Angus ve Poll, 2013). Diger yas gruplarina gore
bebeklerde ve yaslilarda, kadinlara gore erkeklerde, ve beyazlara gore siyahlarda insidans
daha yiiksektir (Angus ve Poll, 2013). Sepsis hastalarinda yas mortalitenin bagimsiz bir
belirleyicisidir. Geng hastalarla kiyaslandiginda yasli sepsis hastalar1 yatis sirasinda daha
erken bir zamanda 6lmekte ve taburcu olduktan sonra daha fazla hemsirelik bakimina ve
rehabilitasyona ihtiyag duymaktadirlar (Iskander ve digerleri, 2013). Yaslhi hastalarda
sepsisin siklikla atipik ya da nonspesifik bir klinik tablo ile meydana ¢ikabilecegi ve immiin
diiskiin hastalara benzer sekilde silik seyirli ve gozden kagici olabilecegi unutulmamalidir

(Aygiin, 2002; Kurt, 2006).

Sepsisten sorumlu baskin patojenler 1960 ve 1970°1i yillarda gram-negatif bakteriler iken,
sonraki yillarda gram-pozitif ve firsat¢1 mantar patojenlerinden kaynaklanan sepsis
insidansinda ilerleyici bir artig goriilmistiir. Karin, 1970 ile 1990 yillar1 aras1 enfeksiyonun
temel kaynag: iken son yillarda akciger enfeksiyonlar: en yaygin enfeksiyon alani haline
gelmistir ve bunu karin i¢i ve idrar yolu enfeksiyonlari takip etmektedir (Marik ve Varon,
2001; Angus ve Poll, 2013). Ciddi sepsis hem toplum kokenli hem de saglik hizmetleri ile
iliskili enfeksiyonlar sonucu meydana gelmektedir (Angus ve Poll, 2013 ). Hastane kaynakl
sepsislerde asil belirleyici etmen o hastanenin hatta o birimin florasidir (Aygiin, 2002).
Septisemi, her gruptaki mikroorganizmalarin siddetli sistemik enfeksiyonlar1 ile birlikte
goriilebilmektedir (Ozcan, Hasanoglu ve Giilciiler, 1996). Sepsis ve septik sokla iliskili en
yaygin Gram-negatif bakteriler Escherichia coli, Klebsilla ve Pseudomonas aeruginosa iken;
Gram-pozitif bakteriler Staphylococcus aureus (metisiline direngli S.aureus, MRSA dahil),
Staphylococcus epidermis, Streptococcus pneumoniae Ve enterokoktur. Enfeksiyon

epidemiyolojisi ve antibiyotik duyarliliklart {ilke i¢inde ve {ilkeler arasinda belirgin
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farkliliklar gosterebilmektedir (Cohen, 2009). Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindaki
endotoksin, formil peptidler, ekzotoksinler, proteazlar sepsise yol agabilirler. Gram-pozitif
bakterilerde ekzotoksinler, enterotoksinler, hemolizinler, peptidoglikanlar ve lipoteikoik asit

yapilarl immun sistemi uyarabilir (Aygiin, 2002).

2.2.3. Sepsisin patofizyolojisi

Diger hastalik durumlarini zorlagtiran insan sepsisi, konagin inflamatuvar yollarinin genel
bir aktivasyonu ve ekspresyonu ile iligkilidir ancak sepsis patogenezinde rol oynayan
hiicresel ve molekiiler olaylarin sirasi ve ayrintili mekanizmalart heniiz tam olarak
anlasilamamistir (Tsokos, 2003). Proinflamasyondan immunosupresif bir duruma dogru
olan ilerlemenin, sepsiste temel bir fizyolojik olay oldugu belirtilmistir (Huttunen ve
Aittoniemi, 2011).

Viicut mikrobik ajanlarla karsilastigi zaman, homeostatik mekanizmalar konaga zarar
vermeden yabanci maddenin viicuttan disari atilmasi i¢in devreye girmektedir. Bu durum
sik1 bir gekilde kontrol edilen ve diizenlenen pro ve antiinflamatuar yollarin aktivasyonunu
icermektedir (Raghavan ve Marik, 2006). Herhangi bir hastanin yaniti; yerel, bolgesel ve
sistemik diizeyde farkl1 yanitlarla birlikte, etken patojen (ylik ve virulans) ve konaga (genetik
ozellikler ve eslik eden hastaliklar) baglidir (Angus ve Poll, 2013). Proinflamatuvar ve
antiinflamatuar sitokin yolaklari; koagiilasyon-fibrinolitik sistem, lipid mediyatorleri, akut
faz ve termo-sok proteinleri, nétrofil-endotelyal hiicre ve hipotalamus-hipofiz-bobrek iistii
aks1 (HPA) aktivasyonu, immiin ve immiin olmayan hiicre apoptozu, artmig NO (Daha
onceleri endotel gevsetici faktdr olarak bilinen NO molekiilii, sepsiste potent
vazodilatatordiir, hiicre i¢i ve hiicreler arasi iliskide kullanilan bir mediatordiir) tiretimi ve
oksidan-antioksidan yolakla yakindan baglantilidir. Bu yolaklar negatif ve pozitif feedback
dongiileriyle karmasik bir sekilde baglantihidir (Ozcan ve digerleri, 1996; Marik ve Varon,
2001). Cogu bireyde, viicut proinflamatuvar ve antiinflamatuar mediatorler arasindaki
dengeyi elde edebilmis ve homeostasis onarilmistir. Bazi hastalarda ise bu denge, sistemik
inflamatuvar yanit sendromu, ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu, septik sok ve nihayetinde
oliimle sonuglanan asir1 bir proinflamatuvar yanitla bozulmaktadir (Raghavan ve Marik,
2006). Koruyucu ve dokuya zarar veren yanitlar arasindaki dengenin saglanmasi i¢in immiin
ve inflamatuvar sistemlerin sik1 bir sekilde diizenlenmesi ¢ok 6nemlidir (Sekil 2) (Hoesel ve

Ward, 2004).
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Sepsisin baslamasi sirasinda immiin sistem hem hiicresel hem de hiimoral savunma
mekanizmalarini igcerecek sekilde hiperaktif olmaktadir. Endotelyal ve epitel hiicreler, ayni
zamanda notrofiller, makrofajlar ve lenfositler proinflamatuvar medyatorler
uretirmektedirler (6rn; timor nekroz faktori (TNF)-alfa, interlokin (IL)-6, IL-1 ve IL-8).
Klinik bir ortamda, sepsisin erken hiperaktif asamas1 genellikle, artmig kalp hizi, kardiyak
output ve artmis sistemik vaskiiler direng ile karakterize edilen “’hiperdinamik faz’’ olarak
adlandirilmaktadir (Hoesel ve Ward, 2004). Bu fazda katekolaminler, kortizol, biiyiime
hormonu, glukagon ve insiilin gibi stres hormonlarinin diizeyinde 6énemli artislar meydana
gelmektedir. Bu hormonal yanit oksijen tiiketimi ve protein katabolizmasini artirmaktadir

(Awad, 2003).

Sepsisin daha sonraki asamasinda, erken asamada uyarilan proinflamatuvar etkileri ortadan
kaldirmak i¢in, IL-10 ve IL-13 gibi anttiinflamatuvar mediatorler {iiretilmektedir. Bu
degisiklikler kardiyak output, diisiik kalp hizi ve azalmis periferik vaskiiler direncle
karakterize edilen sepsisin hipodinamik fazi esnasinda meydana gelmektedir (Hoesel ve
Ward, 2004).

Sepsis ve septik sokta proinflamatuvar ve antiinflamatuar yanita katkida bulundugu bilinen

yaygin molekiiller asagidaki Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Balk, 2004).
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Cizelge 2.1. Sepsis ve septik sokta proinflamatuvar aniinflamatuvar yanita katkida bulunan
yaygin molekiiller (Balk, 2004)

Proinflamatuvar Molekiiller

Gram pozitif hiicre duvarindaki endotoksinler ve ekzotoksinler
Arasidonik asit metabolizmasi triinleri
Lokotrienler, prostaglandinler, prostasiklinler
Sitokinler
TNF, II-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, 1L-18
Polimorfoniikleer 16kositler, monositler ve makrofajlar, trombositler
Histamin
Hiicresel adhezyon molekiilleri
Koagiilasyon kaskad1
Fibrinolitik yolak
Trombosit aktive edici faktor
Toksik oksijen metabolitleri ve diger serbest radikaller
Kinnin-kallikrein sistem
Katekolaminler
Stres hormonlari
Kemokinler, makrofaj inhibitdr faktorii, graniilosit-makrofaj kolon uyarici faktor

Antiinflamatuar Molekiiller

Il-1 reseptor antagonisti, alL-1ra, STNFR, transforme edici biiyiime faktori-p, IL-4, IL-6, 1L-10,
IL-11, IL-13

Prostaglandin E, graniilosit kolon uyarici faktor, antioksidanlar, interferon-y, antitrombin

TNF, tiimor nekroz faktori, IL, interlokin; alL-1ra, interlokin 1 resptor antagonisti; sTNFR,
¢oziintir tiimor nekroz faktorii reseptorii

Doku hasarinin ¢ogu epitel hiicrelerindeki bariyer fonksiyonunun sitokin kaynakli olarak
bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Callaghan ve Redmond, 2006). Septik soklu hastalarda

yaralanmaya maruz kalabilecek 6nemli organlar kisa bir sekilde listelenmistir:

e Akciger : Akut akciger hasari, hipoksemi, ddem, yaygin alveolar hasar, akut akciger
hasari, ARDS

e KVS: Sok, hiperlaktatemi, iskemi

e Bobrekler : Oligiiri, bobrek yetmezligi, 6dem, akut tiibiiler hasar

e Karaciger : Koagiilopati, sarilik, yaglanma, kolestaz,

e Beyin : Konfiizyon, ajitasyon, deliryum,

e Koagiilasyon sistemi : Trombositopeni, koagiilopati (Biike, 2014; Iskander ve digerleri,
2013).
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Aktive edilmis immiin sistem hiicreleri tarafindan asir1 miktarda iiretilen serbest oksijen
radikallerinin (SOR) neden oldugu oksidatif hasarin, sepsis patogenezinde onemli rol
oynadig1 diigiiniilmektedir. Bu siirecte ve coklu organ yetmezligi sendromuna gidiste en
erken etkilenen organlar akcigerlerdir. Sepsisteki kotii prognozdan da ¢ogunlukla akciger
komplikasyonlari sorumlu tutulmaktadir (Seydanoglu ve digerleri, 2010). Akciger sepsiste
birincil hedef organ oldugu icin, hem klinik patoloji hem de adli patoloji alaninda
akcigerlerin sepsise kars1 farkli hiicresel yanitlarinin belirteglerinin immiinohistokimyasal

tespitine odaklanilmistir (Tsokos, 2007).

Baglatan olay ne olursa olsun, aktive edilmis nétrofiller ve trombositler pulmoner kapitel
endotele baglanarak cesitli toksik maddeleri serbest birakmaktadirlar. Birden fazla
inflamatuvar basamak aktive edilmekte ve yaygin endotelyal hiicre hasar1 ve artmig kapiller
gecirgenlik, intersitisyel pulmoner O6dem, mikrovaskiiler kanama, tromboz, yaygin
fonksiyonel alveolar hacim kaybi1, pulmoner uyumlulukta azalma ve derin bir hipoksemi ile
sonuclanmaktadir (Awad, 2003). Solunum yetmezligi septik sokun Onemli bir
komplikasyonudur. Olgularin biiyiik bir boliimiinde ARDS gelisimi goriiliir (Ural Giirkan
ve Cobanli, 1999).

Cesitli hayvan modelleriyle sepsisli hastalarin belirtileri ve laboratuvar bulgulart taklit
edilmektedir. intravendz LPS ya da canli bakteri uygulanmasi, pndmoni indiiksiyonu, ¢ikan
kolon stent peritoniti ve CLP ile bir enfeksiyon yuvasinin olusturulmasi bu modellerdendir.
(Iskander ve digerleri, 2013).

CLP Kklinik septik sok tablosuna benzer polimikrobiyal bir model olusturmakta ve
hipermetabolik donemi takiben hipodinamik/hipometabolik donemleri gdstermesi
bakimindan insanlardaki sepsis klinigine ¢ok benzemektedir (Seydanoglu ve digerleri,

2010).

2.2.4. Sepsisin tedavisi

Genel hatlariyla bakildiginda sepsisin son derece silik bulgularla seyredebilecegi
vurgulanmakta, hastanelerde her tiirlii klinik bozuklukta sepsisin hatirlanmasi ve aktif bir

tedavi uygulamasi baglanmasi onerildigi goriilmektedir (Aygiin, 2006).
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Sepsiste genellikle belirtiler siklikla atlanmakta, yogun bakima sevkte gecikilmekte ve kritik
hastalarin yonetimi kotii bir sekilde yapilmaktadir (Fielden, 2007). Ciddi sepsis ve septik
sok yonetiminde zamana dayali yeni yaklasimlar “’altin saat’” ve *’glimiis giin’’ olarak ifade
edilmekte ve bu hastalarin acil servisteki bakimlarinin ¢ok daha ©nemli oldugu
vurgulanmaktadir (Nguyen ve digerleri, 2006). Dikkatli bir anamnez ve muayene, olasi
enfeksiyon kaynaklarinin belirlenmesinde etkili olmakta ve zamaninda teshis ve hastalarin
risk siniflamasi hasta sonuglarini iyilestirmede son derece dnem tasimaktadir (Fielden, 2007;

Huttunen ve Aittoniemi, 2011).

Sepsisin mevcut yonetimi; diger fizyolojik organ destekleyici onlemlerle birlikte erken
hemodinamik optimizasyon, antimikrobiyal maddelerin zamaninda ve uygun kullanimi ve
enfeksiyon kaynaginin tedavi edilmesi ya da ortadan kaldirilmasini ve gerekirse hedefe
yonelik hemodinamik, solunumsal ve metabolik destegi icermektedir (Raghavan ve Marik,
2006; Balk, 2004).

Sepsiste Hayatta Kalma Miicadelesi (Surviving Sepsis Campaign, SCC) Kilavuzu, septik
sok tanisinin 1 saati igerisinde erken yeterli genis spektrumlu antibiyotik tedavisinin énemini
vurgulamaktadir (Huttunen ve Aittoniemi, 2011). Oncelikle kan kiiltiirleri antibiyotik
tedavisi baglanmadan 6nce alinmalidir (Cohen, 2009; Aygiin, 2006). ikincisi laboratuvar ile
iletisim saglanmali, 6zel etkenler yoniinden inceleme gerekliligi mutlaka laboratuvara
iletilmeli ve laboratuvar pozitif sonuglari en kisa siirede servise bildirilmelidir (Aygiin,

2006).

Genis spektrumlu ampirik (deneysel) antimikrobiyal tedavi, kan kiiltiirleri de dahil olmak
tizere kiiltiir ve mikroskopi i¢in ornekler alindiktan sonra ancak sonuglar beklenmeden
baglanmalidir. Erken ampirik antibiyotik baslanmasimin mortalitede anlamli iyilesmeler
sagladigr belirtilmistir (Gantner ve Mason, 2015). Ampirik tedavi sec¢imi; siiphelenilen
enfeksiyon alani, enfeksiyonun meydana gelme sekli (6rnegin; ev, bakim evi, hastane), tibbi
oykii ve yerel mikrobik antibiyotik duyarliliklarinin tespitine gore yapilmaktadir (Callaghan
ve Redmond, 2006).

Sepsis tedavisinde yeni stratejiler; bakteriyel iriinlerin nétralizasyonu (LPS blokaji),
istenmeyen pro-inflamatuvar yanitlarin hedeflenmesi (digerleri arasinda TNF-alfa, 11-1, IL-

6 ve tamamlayici faktorlerin blokaji), bagisiklik sisteminin onarilmasi i¢in immiinostimiilan
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ajanlarin eklenmesi ( interferon (IFN)-gama, graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF)
uygulanmasi) ve pihtilagsma sistemindeki anormalliklerin diizeltilmesi seklindedir (Hoesel
ve Ward, 2004). Septik soklu bazi hastalarda kortikosteroidler ve septik ¢oklu organ
yetmezligi olan hastalarda aktive edilmis protein C gibi ilaglar faydali olabilmektedir
(Annane, Bellissant ve Cavaillon, 2005; Weigand, Horner, Bardenheuer ve Bouchon, 2004).
Bununla birlikte son zamanlarda NO ve SOR’nin sepsisteki dnemleri daha iyi belirlenmis
ve antioksidanlarin etkin bir tedavi segenegi olabilecekleri tizerinde durulmustur (Aygiin,

2002).

Son 20 yilda, beslenme destegi kritik hastalarin tedavisinde 6nemli bir bilesen olmustur.
Beslenme; hayati hiicrelere substrat, antioksidan, vitamin ve mineral saglayarak hastaligin
iyilesmesine katkida bulunaktadir (Marik ve Varon, 2001). Agir sepsisli hastalarin fizyolojik
desteginde malnutrisyondan kag¢inmak esastir (Awad, 2003). 5-7 giinden fazla
beslenemeyenler, uzun siiredir giinliik protein enerji ihtiyacindan daha az beslenme 6ykiisii
olanlar, olagan viicut agirhiginin %5-10’unu kaybedenler ve kronik hastalik dykiisii olan

hastalar nutrisyonel bakimdan yiiksek riskli grubu olusturmaktadirlar (Karabociioglu, 2007).

Ciddi sepsis ve septik sok tanist konulduktan sonraki ilk 48 saat icerisinde, a¢ kalinmasi ya
da sadece glikoz saglanmasi yerine tolere edilebildigi kadar oral veya gerekirse enteral
beslenmenin uygulanmasi onerilmektedir. Tan1 sonrasi ilk 7 giin igerisinde tek basina total
parenteral beslenmeden (TPN) ziyade, intraventz glikoz ve enteral beslenme veya enteral
beslenmeyle birlikte parenteral beslenme Onerilmektedir (Dellinger ve digerleri, 2012).
Gecikmis enteral beslenmeyle kiyaslandiginda erken enteral beslenme (hastaneye yatisin 36
saati icerisinde) komplikasyonlar1 ve hastanede kalis siiresini azaltmaktadir. Ozellestirilmis
bagisiklik artirici besin formiilasyonlar1 gelistirilmis ve inflamasyon indekslerini azalttigi,
hiicre aracili bagigiklig1 gelistirdigi, organ yetmezligini ve yogun YBU komplikasyonlarini
azaltti1, ve ventilatdr (havalandirma) saatlerini ve YBU’nde gegirilen zamani azalttig
gosterilmistir (Marik ve Varon, 2001). Parenteral beslenmenin tehlikeleri enteral
beslenmeyle kiyaslandiginda (6rnegin; bagisikligin baskilanmasi, artmis enfeksiyonlar,
artmis komplikasyonlar, bazi hasta alt gruplarinda artmis mortalite) enteral beslenme
kullanim1 tercih edilmektedir (Marik ve Varon, 2001). Ancak enteral tedavi miimkiin
degilse, gerekli pozitif kalori ve azot dengesi saglanarak parenteral destek kullanilmalidir

(Awad, 2003).
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Sepsis hasta popiilasyonunun heterojenitesinden dolayi, mevcut ve gelecekteki tedaviler
hastanin bireysel 6zelliklerine uygun olmalidir. Biyomarkerlarin ve genetik profilin rolii yine
her seye ragmen biiyiik olacaktir; ¢linkii proinflamatuvar ve antiinflamatuar terapétik basari,
hangi hastalarin gerekli tedaviler i¢in uygun oldugunun belirlenmesine dayanmaktadir

(Rilinger, Hussain ve McBride, 2014).

2.2.5. Cekal ligasyon ve ponksiyon yontemiyle sepsis modeli olusturulmasi

Insan sepsisinin etiyololjisini arastirmak icin arastirmacilar cesitli hayvan modelleri
gelistirmislerdir. Sepsiste ¢ok sayida ve birbiri ile ¢akisan mekanizmalar oldugundan,
aragtirmacilarin tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmeleri i¢in siddeti kontrol
edilebilir bir sepsis modeli gerekmektedir (Toscano, Doina Ganeal ve Gameroi, 2011).
Endotoksin izolasyonu ve canli organizmalarin intravendz veya peritonal inflizyonu ile
birlikte intra-abdominal sepsis modelleri 1930’lu yillarda c¢alismalarda kullanilmaya
baglanmistir. Endotoksemi modellerinden bakteremiye odakli bir gegis 1960°I1 yillarda
gerceklesmistir. Endotoksemi ve bakteriyemi modellerinin kullanimini takiben, iskemi ve
bagirsak perforasyonunu i¢eren CLP gibi gesitli modeller gelistirilmistir (Mai, Khan, Liaw
ve Fox-Robichaud, 2012).

Cekum ligasyonu, kalin ve ince bagirsagin kesistigi yerde bulunan ileogekal valfin
asagisinda gergeklestirilmekte ve bdylece nekrotik dokuya inflamatuvar bir kaynak
saglanmaktadir. Devaminda ¢ekumda bir delik agilarak digki maddesinin steril periton
bosluguna akmasina izin verilmektedir (Dejager, Pinheirol, Dejonckheere ve Libert, 2011).
Ligasyon yeri ve delinme tipi hastalik modelinin siddetini belirlemektedir (Schabbauer,
2012). Yaklasik olarak 16.saatte, CLP kaynakli sepsis, hipoglisemi, hipoinsiilinemi ve
artmig laktat seviyeleri boyunca hipodinamik sirkiilasyonla belirginlesmektedir. Periton
boslugu, asit ve bircok kiiltiirlenebilir mikrop (6rn; Escherichia coli, Proteus mirabilis,

Enterococcus, Bacteroides fragilis vb. ) igermektedir (Hubbard ve digerleri, 2005).

CLP; sistemik inflamasyona yol agan karin i¢i enfeksiyonun dogal bir modelidir.
Tekrarlanabilir ve titre edilebilirdir (Singer ve digerleri, 2016). Cerrahi beceri
gerektirmediginden ¢ok cesitli laboratuvarlarda erisilebilir bir prosediirdiir. Hazirlanmasi

ucuz ve teknigi basittir (Hubbard ve digerleri, 2005). CLP modeli insan sepsisinin en iyi



18

temsilcilerinden biridir ve sepsiste altin standart model olarak kabul edilmistir (Dejager ve

digerleri, 2011).

Al-Saidya ve Ismail’in (2013) yaptiklar1 ¢alismada; CLP’den 24 saat sonra akcigerlerde
pulmoner amfizemle birlikte siddetli inflamatuvar, bobreklerde ise glomerulonefrit gibi

histopatolojik degisiklikler gdzlenmistir.

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
2.3.1. Serbest radikaller

Kimyasal islemler sirasinda bir elektronun verilmesi oksidasyon (ylikseltgenme), bir
elektronun alinmasi ise rediiksiyon (indirgenme) olarak adlandirilmaktadir (Goodyear-
Bruch ve Pierce, 2002). Bu elektron kimyasal formiillerde genellikle bir nokta (.) ile
gosterilmektedir (Ornegin Oz~ , OH-) ve molekiiler tiirlere oksitleyici ve/veya indirgeyici bir
potansiyel kazandirmaktadir (Latha ve Babu, 2001). Indirgenme ve yiikseltgenme,
indirgenmis molekiilii diger molekiillerle reaksiyona girebilecek kararsiz bir hale
getirmektedir. Bu indirgenmis maddeler serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir
(Goodyear-Bruch ve Pierce, 2002). Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran, atomlar veya molekiillerdir ve reaktiflikleri, doniis yoniiniin tersinde
bir elektrona ulagma isteginden kaynaklanmaktadir (Berger, 2005; Deaton ve Marlin, 2003).
Serbest radikallerin omiirleri ¢cok kisadir ve diger radikaller veya molekiillerle reaksiyona
girdiginde serbest radikallerden yeni radikaller olusturulabilmektedir (Finaud, Lac ve
Filaire, 2006).

Tiim aerobik organizmalar hiicresel solunum ve normal metabolizma sirasinda oksijen
kullandiklarindan, biyokimyasal hiicresel reaksiyonlar ve mitokondriyal elektron tasima
zinciri ile serbest radikallerin iiretilmesi kaginilmazdir (Buonocore ve Groenendaal, 2007).
Mitokondriyal solunum fonksiyonu yas ilerledik¢ce azalmakta ve bu durum mitokondride
ROS ve serbest radikal iiretimini artirmaktadir (Sacca, Izzotti, Rossi ve Traverso, 2007).
Ultraviyole 1sinlar, radyasyon, sigara, kirleticiler, gida katki maddeleri, tarimla ilgili
kimyasal madde kalintilari, patojenler, stres ve asir1 fiziksel egzersiz serbest radikal

olusumuna katkida bulunan faktorlerdir (Naito, Chang-il Lee, Kato, Nagai ve Yonei, 2010).
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Serbest radikallerin potansiyel biyolojik hasara neden olan zararl etkileri oksidatif stres ve
nitrosatif stres olarak adlandirilmaktadir (Valko ve digerleri, 2007). Normalde serbest
radikal iiretimi ve atimi arasinda bir denge vardir. Oksidatif stres, asir1 miktarda oksidan
bilesik olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik sonucu

olusmaktadir (Buonocore ve Groenendaal, 2007; Bonetto ve digerleri, 2009).

Oksijen merkezli reaktif tiirler ROS, nitrojen merkezli reaktif tiirler ise reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) olarak adlandirilmaktadir (Scheibmeira ve digerleri, 2005; Buonocore ve
Groenendaal, 2007). ROS ve RNS normal hiicresel metabolizma triinleridir. Her ikisi de
canli sistemlerde zararli veya yararli olarak rol oynamaktadir (Buonocore ve Groenendaal,
2007). ROS ve RNS: 1) UV 1ginlar1, X-ray 1sinlar1 ve gama 1sinlariin 1sinlanmasi sirasinda
olusturulmaktadir, 2) metal katalizli reaksiyonlarin triinleridir, 3) atmosferde Kkirletici
maddeler olarak bulunmaktadir, 4) inflamasyon sirasinda nétrofiller ve makrofajlar
tarafindan tiretilirmektedir, 5) mitokondri ile katalize edilen elektron tasima reaksiyonlari ve

diger mekanizmalarin yan {irtinleridir (Valko, Rhodes, Moncola, 1zakovic ve Mazura, 2006).

RNS; NO ve nitrojen dioksit (‘NO2) gibi serbest radikaller ve peroksinitrit (ONOO"), diazot
monoksit (HNOz) ve alkil peroksinitrat (RONOO) gibi non radikallerden olusmaktadir
(Johansen, Harris, Rychly ve Ergul, 2005).

NO; norotransmisyon, kan basincinin diizenlenmesi, savunma mekanizmalari, diiz kas
gevsemesi ve bagisikligin diizenlenmesi gibi ¢esitli fizyolojik stireglerde 6nemli bir oksidatif
biyolojik sinyal molekiilii olarak gérev yapmaktadir (Valko ve digerleri, 2007). Bununla
birlikte, NO’in ve NO’ten tiiretilen RNS nin anormal olarak {iretimi; akut akciger hastaligi,
ateroskleroz ve septik sok gibi patolojik durumlarla iliskili bulunmustur (Eiserich, Patel ve
O’Donnell, 1998). NO:, hem sulu hem de lipid ortamda ¢oziinebilir oldugu i¢in sitoplazma

ve plazma membranlari boyunca yayilmaktadir (Valko ve digerleri, 2006).

Oksijenden iiretilen radikaller canli sistemlerde iiretilen radikal tiirlerinin en 6nemli sinifin
temsil etmektedir (Valko ve digerleri, 2007). Aerobik organizmalarda oksijenin %90’ mdan
fazlas1 mitokondri tarafindan tiiketilmektedir. Normal fizyolojik sartlar altinda tiiketilen
oksijenin yaklagik %1-5’1 mitokondri tarafindan ROS’ne doniistiiriilmektedir (Sacca ve
digerleri, 2007). ROS; olusum alanlari, fizyolojik fonksiyonlari, reaktiviteleri ve biyolojik
yar1 Omiirleri agisindan farklilik gostermektedir (Schulz, Lindenau, Seyfried ve Dichgans,
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2000). Diisiik konsantrasyonlarda ROS’un hiicre i¢i sinyalizasyonda ve patojenlere karsi
savunmada vazgec¢ilmez bir rolii vardir. Ancak yiiksek miktarlardaki ROS; artrit, kanser,
diyabet, ateroskleroz, iskemi, bagisiklikta ve endokrin fonksiyonlarda sorunlar gibi

hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Rajendran ve digerleri, 2014).

ROS c¢esitli uyaranlara karsi yanit olarak bazi hiicreler tarafindan salgilanmakta ve hiicre
zarinda lipit peroksidasyonuyla hiicre yapisini ve islevini bozmakta, niikleik asitlerin
yikimini gergeklestirmekte ve nétrofillerin aktivasyonunu saglamaktadir (Coleman, 2001).
Ayrica, lipid ve protein oksidasyonu; 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE), malondialdehid
(MDA) ve glioksal gibi aract molekiilleri tiretebilmekte ve bu molekiiller lisin, arginin ve
histidin gibi protein kalintilarina saldirarak genellikle Advanced Glication End-Product
(AGE) veya Advanced Lipoxidation End-Product (End) olarak ifade edilen kovalent

modifikasyona neden olmaktadirlar (Andrades, Ritter, Moreira ve Dal-Pizzol, 2005).

2.3.2. Sepsis ve oksidatif stres

Serbest radikal hasari belli basli hastaliklara 6nemli katkida bulunan bir fakt6r olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, giiniimiizde YBU’deki hastalarin; ilaglardan,
organizmalardan ve diger maddelerden kaynaklanan asir1 miktarda serbest radikale maruz
kaldigina dair 6nemli kanitlar mevcuttur (Scheibmeira ve digerleri, 2005). Bununla birlikte,
ciddi enfeksiyonlu hastalarda antioksidan kapasite kotiilesebilmekte ve serbest radikal
hasaria bagli metabolik iriinlerin yiiksek seviyeleri gozlenebilmektedir (Kruiddenier ve
Verspaget, 2002). Sepsis kaynakli organ yetmezligi yogun bakim {initelerinde 6liimiin en
onemli nedenidir ve asir1 bir inflamatuvar yanit ve oksidatif stres ile karakterize edilmektedir
(Lowes, Webster, Murphy ve Galley, 2013). Oksidatif stresin inflamasyon ve organ
yetmezligi siirecinin 6nemli bir bileseni oldugu ve 06zel bir ilgi gerektirdigi kabul
edilmektedir (Coleman, 2001). Sepsis sirasinda, asir1 bir serbest oksijen radikali tiretimiyle
birlikte dogal siipliriicii mekanizmalarda bir zayiflik goriilmekte ve bu da endotelyum ve
epitel gibi hiicreleri etkileyerek, inflamatuvar doku hasari, hiicre hasar1 ve ¢oklu organ
yetmezliginde rol oynamaktadir (Koksal, Sayilgan, Aydin, Oz ve Uzun, 2004; Fialkow,
Wang ve Downey, 2007). Ayrica, septik hastalarin hiicreleri ara {iriin metabolizmasini
stirdiirememekte ve dolayisiyla hiicre 6liimiine neden olan ve hastanin hayatini tehdit eden

bir enerji yetersizligi gelismektedir (Garrabou ve digerleri, 2012).
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Sepsis hastalarinda oksidatif stres tarafindan baslatilan inflamatuvar yanitlarin,
transkripsiyonel aktivasyon igin redoks yolaklarinin (6rnegin; niikleer faktor kB (NFkB)’nin
artmis aktivasyonu ve sitokinler ve pentraxin-3 gibi inflamatuvar mediatorlerin dolasimda
artmasi) aktiflesmesi ile olustugu bildirilmistir (Galley, 2011). Ayrica, bir vazodilator olan
nitrik oksitin asir1 liretiminin septik sokta hipotansiyondan kismen sorumlu oldugu
diistiniilmektedir ve bu hastalarda nitrik oksit sentaz (NOS) ve nitrit konsantrasyonlari
artmaktadir (Galley, Howdle, Walker ve Webster, 1997). Bunun yani sira, sepsisli hastalarda
lipid peroksit, malondialdehit, tiobarbitiirik asit reaktif maddeler (thiobarbituric acid reactive
substances, TBARS) ve ksantin oksidaz aktivitesinde bir artig gézlenmistir. Bunun aksine
tokoferol, selenyum, A vitamini, B-karoten , likopen ve askorbik asit seviyelerinde azalma
mevcuttur. Ayrica 6len hastalarin aksine hayatta kalan hastalarda plazma antioksidan
potansiyel degerleri normal veya normal iistii degerlere ulastigi gozlenmistir. (Crimi ve

digerleri, 20006).

Sepsis sirasinda ROS’un olas1 kaynaklar1 sunlardir:

1) Mitokondriyal solunum zinciri,

2) Arasidonik asit metabolik kaskadi,

3) Proteaz aracili enzim ksantin oksidaz,

4) Kompleman, bakteri, endotoksin, lizozomal enzimler vb. tarafindan aktiflestirilmis
grantilositler ve diger fagositler,

5) Basta Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH) olmak iizere diger
oksidazlar (Victora, Rochab ve De la Fuente, 2004).

2.3.3. Antioksidanlar

Oksijen radikallerinin yikici potansiyelini onlemek i¢in hiicreler oksidatif hasar1 6nleyerek
veya sinirlandirarak kendilerini savunma yetenegine sahiptir. Bu hiicre koruyucu
mekanizmalar antioksidan savunma olarak bilinmektedir (Latha ve Babu, 2001). Dokular ve
organlar farkli oranlarda metabolik aktiviteye ve oksijen tiiketimine sahiptirler ve
antioksidan seviyeleri de farklidir (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Karaciger, kalp ve
beyin gibi yiiksek oksijen tiikketimi oranlarina sahip dokular yapisal antioksidan enzimleri

yiiksek seviyede bulundurmaktadir (Bonetto ve digerleri, 2009). Hiicreler antioksidan
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seviyelerini besin alim1 ve/veya de nova sentezi yoluyla siirdiirmek zorundadir (Roberts ve
Sindhu, 2009).

Antioksidan sistemler serbest radikaller tarafindan hasar gérmiis lipidleri, proteinleri ve
Deoksiribo niikleik asiti (DNA) onarir ve yeniden iiretmektedirler. Bu sistemlerde
fosfolipaz, proteaz, transferaz ve DNA onarici enzimler primerdir (Naito ve digerleri, 2010).
In vivo ortamda antioksidanlar birbirleriyle, proteinlerle ve enzimlerle uyum iginde hareket
etmekte ve antioksidanlarin farkli boliimlerde redoks reaksiyonlarina girmesi

beklenmektedir (Stocker, 2016).

Viicudu saglikli tutma ve hastaliklardan korunma umuduyla, 21.yiizyilda antioksidan gidalar
ve besinsel antioksidan alimina olan talep artmistir (Rajendran ve digerleri, 2014). Diyetle
alinan dogal antioksidanlar, antioksidan savunma sistemini gili¢lendiren en nemli unsurlarin
basinda gelmektedir. Dogal antioksidanlar, bitki veya hayvan dokularinda bulunan
maddelerdir (Ogiit, 2014). Besinsel antioksidanlar farkli mekanizmalarla ve farkl
boliimlerde gorev almaktadirlar ancak esas olarak serbest radikal stipiiriiciileridir : 1)
dogrudan serbest radikalleri noétralize etmektedirler, 2) peroksit konsantrasyonlarini
azaltmaktadirlar ve okside olmus membranlari onarmaktadirlar, 3) ROS iiretimini azaltmak
icin demiri kirmaktadirlar, 4) lipid metabolizmasi, kisa zincirli yag asitleri ve kolesterol

esterleri araciligiyla ROS’u nétralize etmektedirler (Berger, 2005).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olabilmektedirler. Eksojen antioksidanlar;
vitaminler ve ila¢ antioksidanlar1 olarak siniflandirilmaktadir. Endojen kaynakl
antioksidanlar ise enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak {izere ikiye
ayrilmmaktadirlar (Aydemir ve Karadag Sari, 2009). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci derece enzimatiklere, glutatyon rediiktaz
(GR) ve glukoz 6- fosfat dehidrojenaz (G6PD) ikinci derece enzimatiklere ornek
gosterilmektedir (Yilmaz, 2010). Non-enzimatik antioksidanlar ise C ve E vitamini, f-
karoten, metallotionin, poliamin, melatonin, NADPH, adenozin, sistein, hemosistein,
koenzim Q-10, trat, ubikuinol, fitodstrojenler, lipoik asit, flavonoidler, polifenoller,
flavonoidler, taurin, seruloplazmin, hemoglobin, bilirubin, metionin, s-adenozil L-metionin,
resveretrol, 10kopen, nitroksidler, idebenonun, propofolun, selenyum ve manganezden

olusmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014).
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SOD ve CAT’n ilk reaktif iiriinler olan siiperoksid radikal ve hidrojen peroksidi katalize
edici etkileri nedeniyle teorik olarak antioksidan etkilerinin diger antioksidanlara gore

avantajli olabilecegi diistiniilmektedir (Dervis, 2011).

Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD terimi; yapilart ve kofaktorleri agisindan degisiklik gosteren Mn-SOD (mitokondride
bulunur) ve Cu-Zn-SOD (sitozolde bulunur) un aralarinda bulundugu enzim proteinlerin
olusturdugu bir aile olarak karakterize edilmektedir (Rajendran ve digerleri, 2014; Gate,
Paul, Nguyen Ba, Tew ve Tapierol, 1999). insanlarda SOD; karacigerde, bobrek iistii
bezinde, bobrekte ve dalakta yiiksek seviyelerde bulunmaktadir (Scheibmeira ve digerleri,
2005).

Katalaz (CAT)

Karaciger, bobrek ve kirmizi kan hiicreleri viicutta kimyasal detoksa yardime1 olan CAT’ a
yiiksek oranda sahiptir (Scheibmeira ve digerleri, 2005). CAT, H2O2’yi su ve molekiiler
oksijene doniistiiren tetramerik bir peroksidaz enzimdir (2H202 = 2H20 + O>) (Roberts ve
Sindhu, 2009).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutayon peroksidazin kimyasal islevi lipit hidroperoksitleri ilgili alkollere ve H20’yi suya
indirgemektir (Rajendran ve digerleri, 2014). Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi
saptanmigtir. Bunlardan biri aktif bolgesinde selenyum i¢eren selenyuma bagimli glutatyon
peroksidaz (Se-GPx)’dir. Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST) ise daha
¢ok organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde faaliyet gostermektedir (Karabulut
ve Giilay, 2016).

Glutatyon (GSH)

GSH hiicrede; protein sentezi, aminoasit transferi, DNA sentezi ve genellikle hiicresel

detoksifikasyonda rol oynamaktadir. GSH, H202’nin suya doniistiiriilmesinde ve lipid
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hidroperoksitlerin indirgenmesinde yer almaktadir ve GSH-Px enziminin yer aldigi

metabolik reaksiyonlarda elektron vericidir (Gate ve digerleri,1999; Velioglu, 2000).

2.4. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Bilinen en kiigilik sinyal molekiilii olan NO, memeli hiicrelerinden, ic NOS’dan olusan bir
enzim ailesi tarafindan sentezlenmektedir (Forstermann ve Sessa, 2012; Michel and Feron,
1997). NO’nun canli organizmalar iizerinde zit rolleri vardir. Noronal sistemdeki
norotransmitterlere benzer biyolojik bir araci olarak hareket etmektedir, vaskiiler sistemlerde
kan tonunu diizenlemektedir ve bagisiklik sisteminde Onemli bir konak savunma
efektoriidiir. Diger taraftan serbest bir oksijen radikali olup (NO') patolojik siireclerde,
ozellikle de inflamatuvar hastaliklarda sitotoksik bir ajan olarak gorev yapabilmektedir

(Aktan, 2004).

Memelilerde néronal (nNOS), endoteliyal (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere 3
farklit NOS izoformu tanimlanmistir. Bu enzimler; farkli lokalizasyonu, katalitik 6zelligi ve
inhibitor duyarliligi olan farkli genlerin triintidiir. NOS; NO, siiperoksit anyonu (O2") veya
peroksinitrit iretebilmektedir. Enzim L-arginini (L-Arg) L-sitriilin ve NO’ya
donitistiirmektedir (Soskic ve digerleri, 2011). NO sentezinde kullanilan tek fizyolojik azot
vericisi arginin oldugu i¢in, bu aminoasidin metabolizmasi, sepsis sirasinda NO sentezinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Morris ve Billiar, 1994).

nNOS, merkezi ve periferik néronlarda ve diger baz1 hiicre tiplerinde yapisal olarak eksprese
edilmektedir. eNOS, ¢ogunlukla endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir. iINOS, LPS,
sitokinler veya diger ajanlara yanit olarak bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilebilmektedir
(Forstermann ve Sessa, 2012). iNOS, yapisal olarak aktif izoformlarin aksine, Ca®"’ den
bagimsiz olarak islevlerini yerine getirmektedir. insan iNOS’u ve kemirgen iNOSu yaklasik

%80 oraninda benzerlik gostermektedir (Lechner, Lirk ve Rieder, 2005).

iINOS ekpresyonunu uyaran spesifik faktorler hiicre tipleri arasinda farklilik gostermesine
ragmen, bugiine kadar tarif edilen hemen hemen tiim ajanlar; mikroplar, mikrobiyal tiriinler
veya inflamatuvar sitokinlerdir ve ajanlar arasinda siklikla gii¢lii bir sinerji vardir (Morris
ve Billiar, 1994). iNOS’un uyarilmasi, biiyiik miktarlarda NO’nun gecikmeli ve uzun siireli

salinmasina neden olmaktadir (Cernadas, 1998). Uyarildiktan sonra, iNOS, enzim
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pargalanana kadar siirekli NO iiretmektedir. Anormal iNOS uyarilmasi, astim, artrit, multipl
skleroz, kolit, sedef hastaligi, nérodejeneratif hastaliklar, tiimor gelisimi, transplant reddi
veya septik sok gibi hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Kleinert, Pautz,
Linker ve Schwarz, 2004). NO sentezinin uyarilmasinin, sepsis ve inflamasyona verilen
konak yanitinin bir pargasi oldugu belirtilmistir. Uyarilan NO, miktar, siire ve sentezin
anatomik bolgesine bagli olarak, sepsis ve inflamasyon sirasinda zararli veya faydal

olabilecek ¢esitli etkilere sahip olabilmektedir (Morris ve Billiar, 1994).

Hem enfeksiyon hem de inflamasyonda, iNOS dogrudan efektor olarak ve efektorlerin
diizenleyicisi gibi davranmaktadir (Nathan, 1997). Dolayisiyla iNOS’un inhibisyonu,

inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yararli olabilmektedir (Aktan, 2004).

2.5. Akciger Histolojisi

Solunum sistemi; iletici ve solunumun gergeklestigi kisimlar icerir. Iletici kismin bazi
bliylik parcalar1 akciger disi1 iken, daha kiiciik olanlar akciger i¢idir (Gartner ve Hiatt,
2009:235-236).

Akcigerler konik sekilli, kaide kismi diyaframa oturan ve u¢ kismi kopriiciik kemiginin 2.5
cm altina kadar yaklasan iki par¢adan olusmaktadirlar. Sag akciger soldakinden daha biiyiik
ve daha agirdir. Primer brons, kan damarlari, sinirler ve lenfatik damarlarin akcigere girdigi
nokta hilum olarak adlandirilmaktadir. Sag akciger li¢ lobdan, sol akciger ise iki lobdan
olusmaktadir (Ober ve Turgay Izzetoglu, 2006: 208-210).

Her akcigerde havanin iletildigi yollarin olusturdugu bir bronkus agaci ile, kan ve hava
arasinda gaz aligverisinin yapildig1 ve bronkus agacinin son dallar1 ¢evresinde yerlesik bir
solunum alan1 bulunmaktadir (Erdogan, Gorgiin, Hatipoglu ve Ilgaz, 2007: 57-66). Trakea,
hilumdan akcigerlere giren iki adet birincil bronsa ayrilmaktadir. Birincil bronslar akcigere
girdikten sonra asagi ve disa dogru inerek sag akcigerde ii¢, sol akcigerde iki bronsa
ayrilmaktadir. Bunlarin her biri bir akciger lobunu donatmaktadir. Bu lober bronslar
defalarca dallanarak daha kiigiik bronslar1 olusturmaktadirlar. Bunlarin sonlandirici dallarina
bronsiyol denmektedir (Junqueira ve Carnerio, 2009: 345-359). Bronsiyollerr ortalama 12

kez dallandiktan sonra, akciger i¢i hava iletim yollarinin son dallar1 olan terminal
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bronsiyollere ayrilmaktadirlar. Her terminal bronsiyol bir, iki ya da daha fazla respiratuvar

bronsiyol ile devam etmektedir (Erdogan ve digerleri, 2007: 57-66).

Terminal bronsiyollerde epitel tek katli ya da kiibik kinosilyalidir. Epitelde silyali silyasiz
iki tip hiicre ayirt edilmektedir. Cap daraldik¢a goblet hiicreleri kaybolmaktadir. Silyali
hiicreler ¢ogunluktadir (Erdogan ve digerleri, 2007: 57-66). Respiratuvar kisim, terminal
bronsiyollerin dallar1 olan respiratuvar bronsiyoller ile baglamakatadir (Gartner ve Hiatt,
2009:235-236). Respiratuvar bronsiyoller 0.5-1 mm ¢apinda c¢ok kisa borulardir. Cap1
genisce olanlarda epitel tek sirali kiibiktir. Silyali ve silyasi hiicreler vardir. Cap daraldikg¢a
silyal1 hiicreler kaybolmaktadir. Hiicrelerin ¢ogunlugunu Clara hiicreleri olusturmaktadir
(Erdogan ve digerleri, 2007: 57-66). Respiratuvar brongiyoller alveol denilen ince
duvarlarinda gaz degisimi gerceklesen disar1 uzanan ceplere sahip olmalar1 disinda terminal
bronsiyollere benzemektedirler. Respiratuvar bronsiyoller alveol kanallarina, onlar da alveol
keseleri denilen, her bir kesenin bir¢ok alveolden olustugu genis alanlara agilmaktadirlar.
Alveol keselerinin ve alveollerin epiteli iki tiir hiicreden olusmaktadir (Gartner ve Hiatt,
2009:235-236). Alveol duvarinin havayla karsilasan yilizeyinin biiyiik bir kismu, tip | alveoler
hiicre diye adlandirilan diiz epitel hiicrelerin olusturdugu siirekli bir hiicre tabakasi ile
dosenmistir. Bu hiicreler arasinda yerlesmis daha kalin ve deterjan benzeri bir madde,
stirfaktan {ireten Ozellesmis hiicreler vardir ve tip II alveoler hiicreler olarak

adlandirilmaktadir (Widmaier, Raff ve Strang, 2010: 478-480).

Toz hiicreleri de denen alveol makrofajlari alveoller aras1 bélmenin i¢ tarafinda bulunmakta
ve ¢ogu kez alveol yiizeyinde goriilmektedir (Junqueira ve Carnerio, 2009: 345-359). Bu
hiicreler monositlerden koken almakta ve akcigere kan yoluyla gelmektedirler. Burada
olgunlasip tiimiiyle etkili temizleyici hiicreler olmaktadirlar (Gartner ve Hiatt, 2009:235-
236).

Solunum sisteminde brong-bronsiyol tiplerinin yapisal karsilagtirilmasi Cizelge 2.2°de

gosterilmistir (Ober ve Turgay Izzetoglu, 2006: 208-210).



Cizelge 2.2. Solunum sisteminde brons-bronsiyol tiplerinin yapisal karsilastirilmasi (Ober

ve Turgay Izzetoglu, 2006: 208-210)
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Epitel Goblet Kikirdak | Bezler | Diiz kas | Alveoller
hiicreleri
Biiyiik bronslar | Yalanc1 | Var Var Var Biri Yok
cok sagda
tabakali, biri
silli solda
Kiiciik bronslar Yalanct Birkag tane | Az Birkag leak Yok
cok tane gfg‘;e
tabakali, !
silli halinde
Bronsiyoller Yalanct | Oldukea Yok Yok Var Yok
¢ok seyrek
tabakali,
silli,
silindirik
Terminal Basit silli | Yok Yok Yok Var Yok
bronsiyol silindirik
Solunum Basit Yok Yok Yok Var Var
bronsiyolii kiibik
Alveolar kanal Basit Yok Yok Yok Birkag | Artma
kiibik fibril potansiyelli
halinde
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma 20.03.2016 - 24.03.2016 tarihleri arasinda, 32 adet Wistar Albino rat {izerinde
CLP yontemi ile olusturulan sepsis modelinde, akciger dokusunda olusacak hasara karsi
curcuminin antiinflamatuar ve antioksidan etkilerinin aragtirilmasi amaciyla Namik Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda
yapilmistir. Yapilan bu ¢alisma i¢in Namik Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 03.03.2016 tarih ve 2016/03 toplant1 sayisi ile onay alinmistir (EK-1).
Arastirmaci da Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma
Merkezi’'nden Deney Hayvanlari Uygulama ve Etik Kursu Sertifikasini almigtir (EK-2).

Calismanin biitgesi arastirmaci tarafindan saglanmistir.

3.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlarin Temini ve Bakim

Calismada 2,5-3 aylik, 250-300 gr agirliginda, ayn1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip
32 adet erkek Wistar Albino rat, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Merkezinden
saglanmustir. Biitiin hayvanlar 1s1 kontrollii bir odada (20-24 C, %45-50 nem), paslanmaz
celik kafesler igerisinde, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik bir siklusta muhafaza edilmistir.
Hayvanlarin standart pellet yem diyetine ve musluk suyuna erisimleri ad libitium olarak

saglanmustir.

3.2. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada her grupta 8 adet olacak sekilde toplam 32 adet erigkin erkek rat kullanilmustir.
Calisma gruplarindaki hayvan sayisi deneysel olarak olusturulan sepsis caligmalarinda
kullanilan denek sayilarina dayandirilarak belirlenmistir (Liu, Yang, Liu, Sui ve Li, 2016;
Zhong ve arkadaslari, 2016; Xiao, Yang, Sun ve Sun, 2012). Ratlar; kontrol, Curcumin
(Cur), CLP ve CLP + Cur olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Kontrol ve CLP grubuna
curcumin verilmemistir. Cur ve CLP + Cur grubuna cerrahi girisimden 3 giin Once
baslanarak, 3 giin boyunca giinde tek doz olacak sekilde, 100mg/kg dozda curcumin 0,5 ml
dimetilsiilfoksit (DMSQ) igerisinde ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir. Calismada
kullanilan curcumin dozu ve uygulanma siiresi literatiir taramasi yapilarak belirlenmistir

(Guzel, Kanter, Guzel, Yucel, Erboga, 2013; Yucel, Kanter, Pergel, Erboga, Guzel, 2011;



30

Kanter, Aktas ve Erboga, 2013). Calisma sirasinda CLP grubunda 1 adet hayvan kaybi
yasanmis ve yerine 1 adet hayvan eklenerek ve CLP islemi uygulanarak gruptaki hayvan

sayist diger gruplarla esit olacak sekilde 8’e tamamlanmistir.

Resim 3.1. Ratlarda CLP yonteminin uygulanmasi

1. Grup (Kontrol) (n=8): Bu gruptaki ratlara anestezi sonrasi yalnizca batin insizyonu steril

kosullarda yapilmis ve batin kapatilmstir.

2. Grup (Cur) (n=8): Bu gruptaki ratlara anestezi sonrasi yalnizca batin insizyonu steril
kosullarda yapilmis ve batin kapatilmistir. Bu gruba Curcumin (Cur) cerrahi girisimden 3
giin once baslanarak giinde 100 mg/kg dozda, dimetilsiikfoksit iginde ¢oziilerek oral gavaj

yoluyla verilmistir.

3. Grup (CLP) (n=8): Bu gruptaki ratlara anestezi sonrasi, sepsis modeli olusturmak

amaciyla CLP; steril kosullarda yapilmis ve batin kapatilmistir.

4. Grup (CLP+Cur) (n=8): Bu gruptaki ratlara anestezi sonrasi, sepsis modeli olugturmak
amaciyla, steril kosullarda CLP yapilmis ve batin kapatilmistir. Bu gruba Curcumin (Cur)
cerrahi girisimden (sepsis olusturulmadan) 3 giin 6nce baslanarak giinde 100 mg/kg dozda,

dimetilsiikfoksit i¢inde ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Tiim gruplardaki ratlar cerrahi operasyonlardan 24 saat sonra anestezi sonrasi batinlari steril

kosullarda acilip kalpten kan aspire edilerek sakrifiye edilmis ve akciger dokulart alinmistir.
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3.3. Isik Mikroskobik Inceleme

Isik mikroskobik incelemeler icin akciger dokulari, Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji  Anabilim Dali Isik  Mikroskopi  Laboratuvarinda
islemlendirilmistir. Bu amagla akciger dokular1 Bouin fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten
sonra yikama iglemine gegilmistir. Dokular 2 giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon
islemine gegilmistir. Dokular artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutulmustur.
Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 seri 15’er dk
toluol ile muamele edilmistir. GoGmme isleminden 6nce dokular yumusak parafinde 1 gece
tutulmustur. Bir sonraki giin akciger dokulari yumusak parafinden alinarak 1 saat sivi sert
parafinde tutularak, bloklanmistir. Bu bloklardan mikrotom kullanilarak 5 um (mikrometre)
kalinligindaki kesitler alinmistir. Akciger dokusunun genel 6zelliklerini ortaya koyabilmek
amaciyla alinan kesitler Hematoksilen+Eozin (H+E) ile boyanmustir. Histopatolojik
incelemede akciger hasari derecesi Murakami ve digerlerinin (2002) teknigine gore
degerlendirilmistir. Her kesitte akciger parankimasindan segilen 10 alanda alveolar duvar
kalinlig1, enflamasyon ve 6dem incelenerek 0-4 arasi (0: hasar yok ve normal goriintim, 1:
hafif hasar, 2: orta hasar, 3: giiglii hasar, 4: yogun hasar) skorlama yapilmistir. Elde edilen

skorlar sonucunda her gruba ait ortalama degerler elde edilmistir.

Calismamizda kontrol ve curcumin gruplariin H+E boyali kesitleri incelendiginde brons,
bronsiol, alveol ve interstisyel alanin normal yapida oldugu goézlenmistir. CLP grubunun
H+E boyal1 kesitleri incelendiginde ise kontrol ve curcumin gruplarina gore yaygin akciger
hasar1 goriilmiistiir. Alveolar septal kalinlasma ile birlikte akciger interstisyumunda
hemoraji ve 6dem gozlenmistir. Ayrica brons ve bronsiol epitellerinde deskuamasyon ile
birlikte hem brons ve bronsiol ¢evrelerinde hem de interstisyel alanda enflamatuar hiicre
infiltrasyonu izlenmistir. CLP+Curcumin grubunda ise CLP grubuna gére hem alveolar alan
hem de interstisyel alanda daha az hasar goriilmiistiir (EK-3). Ayrica akciger hasarina ait
enflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem ve alveolar septal kalinlasma skorlarinin CLP
grubunda kontrol ve curcumin gruplarina gore oldukga yiiksek oldugu, CLP + Curcumin
grubunda ise CLP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit

edilmistir (Sekil 3.1, 3.2, 3.3).
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Enflamasyon
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Sekil 3.1. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda enflamasyon skorlar1 (“p < 0.001;
Kontrol ve Curcumin gruplarina gore, ~ p < 0.001; Kontrol, Cur ve CLP
gruplarina gore)
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Sekil 3.2. Kontrol ve deney gruplar akciger dokusunda 6dem skorlar1 (7p < 0.001; Kontrol
ve Cur gruplarma gore, ~ p < 0.001; Kontrol, Cur ve CLP gruplarina gore)
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Alveolar Duvar Kahnhgi
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Kontrol Curcumn CLP CLP+Curcumin

Sekil 3.3. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda alveolar duvar kalinlig: skorlar1 (7p

<0.001; Kontrol ve Cur gruplarma gére, ~ p < 0.001; Kontrol, Crucumin ve CLP
gruplarina gore)

3.4. Immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal inceleme icin akciger dokusundan 5 um kalinliginda kesitler alinmis
ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirilmistir. Suya indirilen kesitler
antijen retrival i¢ginde mikrodalga firinda 20 dk kaynatilmigtir. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya
birakildiktan sonra kesitler Phosphate-Buffer Saline (PBS) soliisyonu ile yikanmistir. Bu
agamadan sonra hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de
Héden 24229) hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit (H202) ile 20 dk muamele edilmistir.
Distile su i¢inde c¢alkalanarak kesitler Fosfat Buffer Solusyonu (PBS; pH 7.6) ile
yikanmistir. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak iizere kesitlere %1 preimmiin
rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulanmistir. Daha sonra kesitler
nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile 1 saat siire ile inkiibe
edilmigtir. Kullanilan antikor, polyklonal anti-indiiklenebilir nitrik oksit sentaz antikoru
(iINOS) (Cat. # RB-1605-P, Neomarkers, ABD) dur. Kesitler 3 kez PBS ile yikama
sonrasinda 20 dk sekonder antikor sollisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse,
LabVision, TM-015-BN) tutulmustur. Ug kez PBS’de yikanan kesitlere 20 dk streptavidin
peroksidaz soliisyonu (Streptavidin Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulanmuistir.
Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk 3-amino 9 etil karbazol (AEC) kromojen
soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamas1 yapilmistir. Kesitler distile su ile

yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapilmistir. Akarsuda
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5 dk yikanan kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG)
konarak lamel ile kapatilmis ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alinmistir. Isik
mikroskobunda (Olympus CX41-Japan) incelenerek, bulgularin fotograflar1 ¢ekilmistir.
Tiim gruplar arasindaki INOS immunreaktivitelerinin yogunlugu Kanter ve digerlerinin
(2015) metoduna gore semikantitatif olarak saptanmistir. Her kesitte rastgele se¢ilmis bes
alanda biiylik biiylitme altinda (X400) pozitif hiicrelerin sayimi yapilmistir. Elde edilen

veriler ortalama iNOS pozitif hiicre sayilar1 olarak belirlenmistir.

3.5. Biyokimyasal inceleme

Dokular hemen soguk izotonik su ile yikanmis ve aliiminyum folyoya sarilip -85°C derin
dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacagi zamana kadar saklanmistir. Elde edilen
homojenatlar 3220 rpm / 30 dakika +6 °C sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan
elde edilmistir. Ayrilan siipernatanlardan Malondialdehit (MDA) (Hammouda ve digerleri,
1995), Myeloperoksidaz (MPO) (Wei, 1991), Nitrik oksit (NO) (Cortas ve Wakid, 1990),
Stiperoksit dismutaz (SOD) (Sun ve digerleri, 1988; Durak ve digerleri, 1993), Katalaz
(CAT) (Aebi, 1974) ve protein tayinleri (Lowry ve digerleri., 1951) yapilmistir (EK-5).

3.6. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin analizleri i¢in > PASW® Statistics 18 for Windows’” (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) istatistiksel yazilim paketi kullanilmistir. Bulgular ortalamatstandart sapma (SS)
olarak verilmigstir. DOrt grup arasinda oOlgililen parametrelerdeki farklar Kruskal-Wallis
nonparametrik testi ile analiz edilmistir. Anlamli degerler saglayan gruplar arasindaki ikili
karsilastirmalar Mann-Whitney U-testi ile degerlendirilmistir. Biitiin degerlendirmeler igin

p degerinin 0.05’den kii¢iik olmas1 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. immunohistokimyasal (iNOS) Bulgular

Calismamizda; kontrol ve curcumin grubundaki ratlarin akciger kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde; alveolar ve interstisyel alanda ¢ok az sayida INOS pozitif hiicreler
goriilmistiir. CLP grubunda ise alveolar ve interstisyel alandaki iNOS pozitif hiicrelerin
sayisinin oldukga yiiksek oldugu ve iNOS pozitif hiicrelerin bazi alanlarda kiimeler meydana
getirdigi gozlenmistir. CLP+Curcumin grubunda ise CLP grubuna goére iNOS pozitif
hiicrelerin sayisi1 belirgin olarak diisiik gortilmistiir (p<0,05). Kontrol ve Curcumin gruplari
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05) (Ek-4), (Sekil 4.1),
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tiim gruplara ait iNOS pozitif hiicre sayis1 degerlerinin ortalama ve standart
sapma degerleri

iNOS Pozitif Hiicre Sayisi

Gruplar X +SD
Kontrol (n=8) 2,1+0,32071
Cur (n=8) 2,4+0,21381
CLP (n=8) 15,4+0,57572
CLP + Cur (n=8) 7,225+0,31053°

iNOS; Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
8 < 0,001 kontrol ve cur gruplarina gore.
®p < 0,001 kontrol, cur ve CLP gruplarma gore.
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iNOS Pozitif Hiicre Sayisi

20

15 -
10 -
“ |
0

Kontrol Curcumin CLP+'Curcumm

Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplar1 akciger dokusunda iNOS pozitif hiicre sayilar (7p <
0.001; Kontrol ve Curcumin gruplarma gore, ~ p <0.001; Kontrol, Curcumin ve
CLP gruplarma gore)

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Yapilan bu g¢alismada kontrol, Curcumin, CLP ve CLP+Curcumin grubundaki ratlarin
akciger dokularinda MDA, MPO, NO, SOD ve CAT incelendiginde; akciger MDA (p<0,05,
p<0,01), MPO (p<0,001, p<0,001) ve NO (p<0,001, p<0,001) seviyelerinde kontrol ve
curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak anlamli bir yiikseklik oldugu
bulunmustur (Sekil 4.2, 4.3, 4.4). CLP+Curcumin grubunun MDA (p<0,05), MPO (p<0,001)
ve NO (p<0,001) seviyelerinde curcumin verilmeyen CLP grubuna kiyasla istatiksel olarak
anlamli bir disiiklik oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve Curcumin gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir (Cizelge 4.2).

SOD (p<0,001, p<0,01) ve CAT (p<0,001, p<0,001) seviyeleri degerlendirildiginde ise
kontrol ve curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak anlamli bir diistikliik
oldugu bulunmustur (Sekil 4.5, 4.6). CLP+Curcumin grubunun SOD (p<0,05) ve CAT
(p<0,05) seviyeleri curcumin verilmeyen CLP grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli bir yiikseklik oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve Curcumin gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak onemli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Tim gruplara ait biyokimyasal verilerin ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar (n=32)

Biyokimyasal Kontrol (n=8) Cur (n=8) CLP (n=8) CLP+Cur (n=8)
Bulgular X +SD X +SD X +SD X +SD
MDA (nmol/g protein) 2.6+0.41 2.43+0.82 3.64+0.86% 2.7+0.36°
MPO (U/g protein) 0.0098+0.00164 0.012+0.0311  0.0311+0.00481%d 0.0197+0.00425F
NO (mmol/g protein) 75.5+16.05 98.17+£28.26  190.05+31.87% 116.53+10.45f
SOD (U/mg protein) 0.48+0.09 0.45+0.07 0.29+0.07%¢ 0.41+0.07¢
CAT (k/g protein) 12.18+3.52 12.7+2.53 5.1£1.51b 8.8+1.22¢

MDA; Malondialdehid, MPO; Myeloperoksidaz, NO; Nitrik Oksit, SOD; Siiperoksitdismutaz, CAT; Katalaz.

8 < 0,05 kontrol grubuna gore.
®p < 0,001 kontrol grubuna gore.
°p < 0,01 cur grubuna gore.

4p < 0,001 cur grubuna gore.

p < 0,05 CLP grubuna gore.

fp < 0,001 CLP grubuna gore.

MDA (nmol/'g protein)

10 -

Kontrol Curcumin

4
2‘ | - .
0

CLP+Curcumm

Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda MDA seviyeleri (**p < 0.05;
Kontrol grubuna gore, **p < 0.01; Curcumin grubuna gore, ***p < 0.05; CLP
grubuna gore, ***p > 0.05; Kontrol ve Curcumin gruplarina gore)
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Kontrol Curcumin CLP+Curcumin

4.3. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda MPO seviyeleri (**p < 0.001;
Kontrol grubuna gore, **p< 0.001; Cur grubuna gore, ***p < 0.001; CLP
grubuna gore, ***p > 0.001; Kontrol grubuna goére, ***p > 0.01; Cur grubuna
gore)

NO (mmol/g protein)

ﬂJI

Kontrol Curcumin C[,P+Curcumm

Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda NO seviyeleri (**p < 0.001; Kontrol

ve Cur gruplarina gore, ***p< 0.001; CLP grubuna gore, ***p < 0.01; Kontrol
grubuna gore, ***p> 0.05; Cur grubuna gore)
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50D (U/mg protein)
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Kontrol Curcumin C]_.P-I-Curcumm

Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplari akciger dokusunda SOD seviyeleri (**p < 0.001;
Kontrol grubuna gore, **p < 0.01; Cur grubuna gore, ***p < 0.05; CLP grubuna
gore, *** p > (.05; Kontrol ve Cur gruplarina gore)

CAT (k/g protein)

30 -
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Kontrol Curcumin C[.P+Curcumm

Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplart akciger dokusunda CAT seviyeleri (p< 0.001; Kontrol
ve Cur gruplarina gore, ***p < 0.05; CLP grubuna gore, ***p < 0.05; Kontrol ve
Cur gruplarina gore)
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5. TARTISMA

Sepsis, bir ya da daha ¢ok organla baglantili olan enfeksiyona kars1 bir sistemik inflamatuvar
yanit olarak tamimlanmaktadir (Vachharajani, 2008). Bakteriyal, fungal veya viral
organizma kaynakli enfeksiyonlar sepsisin en sik goriilen nedenleridir ve en sik goriilen
yerler akcigerler, karin i¢i ve iiriner sistemdir (Hoesel ve Ward, 2004). Sepsis hastalarinin
bagisiklik sistemi ciddi bir sekilde tehlikededir ve baskilanmis durumdadir (Weigand ve
digerleri, 2004). Sepsis insidans ve mortalite oranlarinin endise verici bir sekilde her yil
arttig1 beyan edilmektedir (Coelho ve Martins, 2012). Sepsisli hastalarin yonetimi biiyiik
ol¢tide enfeksiyon kaynagimin tedavi edilmesi veya yok edilmesine, uygun antimikrobiyal
ajanlarin  kullanilmasina, hemodinamik ve diger destekleyici Onlemlerin alinmasina

dayanmaktadir (Marik ve Varon, 2001).

Son zamanlarda, saglikla ilgili amaclar i¢in dogal gidalardan veya besinsel biyoaktif
bilesenlerden elde edilen antioksidan ve antiinflamatuar tiriin tiikketiminde ve bunlara olan
ilgide giderek olumlu bir artis gézlenmektedir (Lu ve Yen, 2015). Curcumin zerdecal
baharatindan elde edilen, Hint mutfaginda kori tozunda yaygin olarak kullanilan sar1 renkli
bir maddedir. Curcuminin potansiyel olarak antioksidan ve antiinflamatuar bir ajan oldugu
diisiiniilmekte ve 4000 yildan fazla bir siiredir Asya tibbinda yaralarin, timoérlerin ve
inflamatuvar durumlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Jain, Rains ve Jones, 2006; Seehofer
ve digerleri, 2010). Curcuminin reaktif tiirlerle direkt olarak reaksiyona girmesi ve ¢esitli
sitoprotektif ve antioksidan proteinlerin artisin1 saglamasi nedeniyle iki fonksiyonlu bir
antioksidan oldugu bildirilmistir (Trujillo ve digerleri, 2015). Curcuminin antioksidan
etkilerinin hiicresel iltihaplanmanin hafifletilmesinde merkezi bir rol oynadigi kabul

edilmektedir (Lu ve Yen, 2015).

Bu bilgiler dogrultusunda planlanan bu ¢alismada sepsis olusturulmus ratlarda curcuminin
akciger dokusundaki antioksidan ve antiinflamatuar etkisini belirlemek amaglanmistir.
Akciger MDA (p<0,05, p<0,01), MPO (p<0,001, p<0,001) ve NO (p<0,001, p<0,001)
seviyelerinde kontrol ve curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak anlaml
bir yiikseklik oldugu gozlenmistir. CLP+Curcumin grubunun MDA (p<0,05), MPO
(p<0,001) ve NO (p<0,001) seviyelerinde curcumin verilmeyen CLP grubuyla
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir diisiiklik oldugu goriilmustiir (Sekil 4.2, 4.3,
4.4). Bununla birlikte SOD (p<0,001, p<0,01) ve CAT (p<0,001, p<0,001) seviyeleri
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degerlendirildiginde kontrol ve curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak
anlaml1 bir distikliik oldugu gézlenmistir. CLP+Curcumin grubunun SOD (p<0,05) ve CAT
(p<0,05) seviyeleri curcumin verilmeyen CLP grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak

anlaml bir yiikseklik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5, 4.6).

Curcuminin, ratlarda sepsis ile uyarilmig akut akciger yaralanmasina karsi etkisinin
incelendigi bir calismada, ratlar; sham, CLP, CLP+ tasiyici soliisyon, CLP+ 50 mg/kg Cur
(Low Dose Cur (L-Cur)) ve CLP+ 200 mg/kg Cur (High Dose Cur (H-Cur)) olmak {izere 5
gruba ayrilmistir (n=20). Cur, cerrahi girisimden 2 ve 12 saat sonra intraperitonal olarak
uygulanmigtir. CLP ile sepsis olusturulmus grupta MDA ve MPO aktivitesinde artig
gozlenirken, L-Cur ve H-Cur gruplarinda CLP grubuna kiyasla MDA ve MPO seviyeleri
anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (p<0,05 ve p<0,01). Bununla birlikte CLP ile
birlikte SOD aktivitesi azalirken, iki curcumin tedavi grubunda da azalan akivitede anlamli
diizeyde bir diizelme gozlenmistir (p<0,05 ve p<0,01) (Xiao, Yang, Sun ve Sun, 2012). Elde
edilen sonuglar ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir. Bununla birlikte curcuminin farkl
uygulama sekilleri olan intraperitonal ve oral uygulamalarda ortalama olarak benzer doz
kullaniminin benzer sonuglar verdigi dikkat gekmektedir (Y1lmaz Savcun ve digerleri, 2015;
Yang, Wu, Li ve You, 2013; Ahmida, 2012; Alghasham, Salem ve Meki, 2013; Farombi ve
Ekor, 2006).

Yapilan bagka bir calismada Wistar Albino ratlarda sepsis kaynakli kronik akciger hasarina
karsi curcuminin etkisi incelenmistir. Gruplar; sham, CLP, CLP+Cur (50 mg/kg) ve
CLP+Cur (100 mg/kg) seklinde olusturulmustur (n=6). Curcumin 45 giin boyunca oral yolla
verilmistir. Calisma sonucunda; CLP grubunda MPO enzim aktivitesi énemli Olgiide
artarken, curcumin tedavisi, MPO enzim aktivitesini %26,32 (50 mg/kg cur) ve %63,16 (100
mg/kg cur) oraninda azaltmistir (p<0,05). MDA igerigi, akciger dokusundaki lipid
peroksidayon diizeyini belirtmektedir. CLP grubunda MDA igerigi 6nemli dl¢iide artarken,
curcumin tedavisi ile birlikte lipid peroksidasyonu 50 mg/kg ve 100 mg/kg gruplarinda
strastyla %25 ve %39,28 oraninda azalmistir (p<<0,05). Bununla birlikte CLP grubunda SOD
aktivitesi onemli dl¢lide azalirken, curcumin tedavisi ile birlikte SOD aktivitesi 50 mg/kg ve
100 mg/kg gruplarinda sirastyla %34,48 ve %110 oraninda artmistir (p<0,05) (Liu, Yang,
Liu, Sui ve Li, 2016). Zhong ve arkadaslari (2016) yaptiklar1 ¢alismada, farelerde
liposakkarit uygulamasi ile sepsis ve karaciger yetmezligi olusturmuslardir. Kontrol, LPS,

LPS+Cur (20 mg/kg), LPS+Cur (40 mg/kg) ve LPS+Cur (80 mg/kg) seklinde 5 grup (n=10)
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olusturulmustur. Curcumin LPS uygulamasindan oOnceki 4 hafta boyunca oral yolla
verilmigtir. Calismanin sonuglarina gore; LPS grubunda kontrol grubuna goére SOD
(p<0,001) ve CAT (p<0,05) aktivitesinde azalma gozlenmistir. Curcumin 20, 40 ve 80 mg/kg
dozlarda SOD aktivitesini p<0,001 ile iyilestirmistir. CAT aktivitesinde ise 40 mg/kg
(p<0,05) ve 80 mg/kg (p<0,01) dozlarda iyilesme goriilmiistiir. Bununla birlikte LPS ile
uyarilmis farelerde NO seviyesi ylikselirken, 40 mg/kg (p<0,01) ve 80 mg/kg (p<0,001)
gruplarinda anlamli diizeyde bir azalma oldugu bulunmustur. Yapilan caligmalarda
curcuminin doza bagimli etkisi incelenirken, yapilan bu calismada tek doz curcumin

uygulamasi yapilmaistir.

Safra tikaniklig1 olan ratlarin karaciger ve bobreklerinde curcuminin oksidatif stres
parametrelerine kars1 koruyucu etkisinin incelendigi bir arastirmada, ratlar; sham, safra
kanal1 ligasyonu (BDL) ve safra kanali ligasyonu + cur (BDL + Cur, 50 mg/kg/giin ) olmak
iizere 3 gruba (n=8) ayrilmistir. Curcumin, cerrahi sonrasi 14 giin boyunca intragastrik yolla
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore; hepatik ve renal MDA ve NO seviyeleri sham
grubuna kiyasla BDL grubunda 6nemli 6l¢iide yiliksek bulunmustur (p<0,05). Ancak MDA
seviyesi BDL+ Cur grubunda BDL grubuna gore anlamli dl¢iide daha diisiik bulunmustur
(p<0,05). Ayrica hepatik ve renal SOD ve CAT enzim aktiviteleri BDL grubunda sham
grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide diisiik bulunurken (p<0,05), BDL+ Cur grubunda BDL
grubuna gore anlamli 6l¢lide yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Tokag ve digerleri, 2013).
Alghasham, Salem ve Meki’nin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, kadmiyum (Cd) eklenmis
suyun ratlarda oksidatif durum parametrelerine olan etkisi ve curcuminin koruyucu etkisi
incelemistir. Gruplar (n=10); kontrol, Cur (50mg/kg ), Cd ve Cd+Cur (50 mg/kg) seklinde
olusturulmus ve curcumin 6 hafta boyunca oral yolla verilmistir. Cd grubunda kontrol
gruplarina kiyasla plazma SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir azalma gozlenirken,
MDA seviyesinde azalma oldugu belirlenmistir. Cd+ Cur grubunda ise Cur grubuna gore
SOD ve CAT seviyelerinde anlamli bir yiikseklik (p<0,05) ve MDA seviyesinde anlamli bir
disiikliik (p<0,05) bulunmustur. Caligmalarda, yapilan bu ¢alismada kullanilan curcumine
(100 mg/kg ) kiyasla daha diisiik dozda curcumin (50 mg/kg) kullanilmasina ragmen benzer
sonuclar elde edilmistir. Bu durum diisiik doz kullanilmasina ragmen curcuminin daha uzun

stirelerde uygulanmasi ile iliskilendirilebilir.

Rat miyokardinda izoprenalin kaynakli miyokard iskemisine karsi curcuminin koruyucu

etkisini arastirmak {izere tasarlanan bir ¢alismada, hayvanlar; Salin Kontrol, Cur Kontrol,
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izoprenalin (ISO), Cur (15 mg/kg)+ 1SO (pre-tedavi (PRT) ), Cur (15 mg/kg)+ ISO+ Cur
(15 mg/kg) (pre- ve post tedavi (PPT) ) ve 1ISO+ Cur (15 mg/kg) (post-tedavi (POT) ) olmak
tizere 6 gruba (n=6) ayrilmistir. Curcumin ISO uygulamasindan 30 dk énce (PRT), 30 dk
sonra (POT) veya 30 dk dnce 30 dk sonra (PPT) oral yolla verilmistir. Kalp dokusundaki
SOD ve CAT aktivitesi kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %52 ve %30 oraninda azalmistir.
PPT bu enzimlerin aktivitelerini sirastyla %90 ve %35 oraninda artirmistir. Diger taraftan
PRT ve POT gruplarinda enzimatik antioksidan enzim seviyelerinde anlamli bir artis
gorilmemistir (Manikandan ve digerleri, 2004). Calismamizda 100 mg/kg curcuminin pre
tedavisi ile birlikte anlamli sonuglar elde edilmistir. Yapilan ¢alismada ise 15 mg/kg
curcuminin pre tedavisi ile anlamli bir sonug elde edilmezken pre ve post tedavisi anlaml
sonuclar vermistir. Yapilan bu calismayla kiyaslandiginda daha diisiik dozda curcumin
uyulanmasina ragmen pre tedavinin yaninda post tedavinin de yapilmasinin anlamli sonug

elde edilmesinde etkili oldugu diisiiniilebilir.

Baska bir ¢caligmada ise bagirsak iskemi/reperfiizyonu (I/R) ile uyarilarak akut akciger hasari
olusturulmus ve ratlar; sham, /R ve I/R+ Cur (100 mg/kg) olmak iizere 3 gruba (n=10)
ayrilmistir. Curcumin I/R’dan 3 giin 6nce baslanarak gastrik gavaj yoluyla verilmistir. I/R
ile azalmis olan akciger doku SOD seviyesinin curcumin tedavisi ile birlikte anlamli 6l¢iide
arttiglt (p<0,01) ve artmus olan MDA seviyesinin anlamli ol¢iide azaldigi (p<0,01)
belirtilmistir (Guzel, Kanter, Guzel, Yucel, ve Erboga, 2012). Calismanin sonucu bu ¢aligma

ile benzer niteliktedir.

Bagirsak iskemi reperflizyon hasariyla uyarilan akciger lezyonu iizerine curcuminin
antiinflamatuar ve antioksidan etkisinin arastirildigi bir baska ¢alismada, gruplar (n=6);
sham, I/R, I/R+ Cur (1 mg/kg) ve I/R+ Cur (5 mg/kg) seklinde olusturulmustur. Curcumin
sol femoral venden, cerrahi okliizyondan 50 dk sonra uygulanmistir. Calismanin sonuglarina
gore; sham grubuna kiyasla I/R grubunda SOD seviyesi anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,01). SOD seviyesi I/R grubuna kiyasla 1 mg/kg grubunda (p<0,01) ve 5 mg/kg
grubunda (p<0,05) anlaml1 dl¢lide daha yiiksek bulunmustur. 1 mg/kg ve 5 mg/kg gruplar
arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Bununla birlikte I/R grubunda artmis olan
MPO seviyesi, 5 mg/kg grubunda anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05). 1 mg/kg ve 5
mg/kg gruplart arasinda belirgin bir farklilik gbézlenmemistir (Fan ve digerleri, 2015).
Calismamiz ile kiyaslandiginda kullanilan curcumin miktarlar1 arasinda biiyiik bir farkin

olmas1 curcuminin uygulanma seklinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Oral yolla daha
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yiiksek miktarlarda curcumin kullanilirken ven uygulamasinda kullanilan curcumin

miktarinin ¢ok daha az olmasi curcuminin biyoyararliliginin diisiik olmas ile agiklanabilir.

iINOS, inflamasyon ile uyarilan, birgok hiicre tipinde eksprese edilen ve NO iiretimini
katalize eden bir enzimdir (Ying Chan, Huang, Fenton ve Fong, 1998). NO sentezinde hiz
sinirlayici bir enzim olan iNOS, inflamatuvar hastaliklarla yakindan iligkilidir (Zhang, Yang,

Zhao, An, 2015).

Camacho-Barquero  ve  arkadaslart  2007’de  yaptiklar1  ¢alismada,  ratlarda
trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) uygulamas: ile deneysel kronik {ilseratif modeli
olusturmuslardir. Gruplar (n=8-14); sham, TNBS, TNBS+ Cur (50 mg/kg) ve TNBS+Cur
(100 mg/kg) seklindedir. Curcumin TNBS’den 24 saat sonra baglanarak 2 hafta boyunca oral
gavaj yoluyla uygulanmistir. Kolonun TNBS’ye maruz kalmast iNOS’un kuvvetli
ekspresyonuna neden olurken, curcumin ile tedavi edilen gruplarda TNBS kontrol grubuna
gore iNOS ekspresyonu anlamli diizeyde azalmigtir (p<0,001). Yapilan bir baska ¢alismada
balik yagi+ etanol (FE) diyeti uygulamasiyla ratlarda alkolik karaciger hastaligi (ALD)
olusturulmustur. Caligsma gruplar1 (n=6); balik yagi+ etanol (FE), balik yagi+ dekstroz (FD),
FE+ Cur (75 mgkg) ve FD+ Cur (75 mg/kg) seklinde olusturulmustur. Curcumin
intragastrik infiizyon ile birlikte 4 hafta boyunca uygulanmistir. FE ile beslenen ratlarda
INOS uyarilmasi ile de karakterize olan karaciger yaglanmasi, nekroz ve inflamasyon
gelismistir. Yapilan RT-PCR analizine gore iNOS sadece FE grubunda tespit edilmis ve

tedavi gruplarinda gézlenmemistir (Nanji ve digerleri, 2003).

Yapilan bu ¢alismada ise; kontrol ve curcumin grubundaki ratlarin akciger kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; alveolar ve interstisyel alanda ¢ok az sayida iNOS pozitif
hiicreler goriilmiistiir. CLP grubunda ise alveolar ve interstisyel alandaki iNOS pozitif
hiicrelerin sayisinin oldukga yiiksek oldugu ve iNOS pozitif hiicrelerin bazi alanlarda
kiimeler meydana getirdigi gézlenmistir. CLP+Curcumin grubunda ise CLP grubuna gore
INOS pozitif hiicrelerin sayis1 belirgin olarak diisiik goriilmistiir (p<0,001) (Sekil 4.1).

Bulgular yapilan arastirmalarda elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin elde edilen sonuglar1 asagida 6zetlenmistir;

1. Kontrol ve curcumin grubunda akciger kesitlerindeki alveolar ve interstisyel alanda ¢ok

az sayida iNOS pozitif hiicreler goriilmiistiir.

2. CLP grubunda alveolar ve interstisyel alandaki iNOS pozitif hiicrelerin sayisinin olduk¢a
yiiksek oldugu ve iNOS pozitif hiicrelerin baz1 alanlarda kiimeler meydana getirdigi

gozlenmistir.

3. CLP+Curcumin grubunda CLP grubuna gore iNOS pozitif hiicrelerin sayis1 belirgin
olarak diisiik goriilmiistiir (p<0,05).

4. Akciger MDA (p<0,05, p<0,01), MPO (p<0,001, p<0,001) ve NO (p<0,001, p<0,001)
seviyelerinde kontrol ve curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak

anlamli bir yiikseklik oldugu bulunmustur.

5. CLP+Curcumin grubunun MDA (p<0,05), MPO (p<0,001) ve NO (p<0,001)
seviyelerinde curcumin verilmeyen CLP grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir

diisiikliik oldugu goriilmiistiir.

6. SOD (p<0,001, p<0,01) ve CAT (p<0,001, p<0,001) seviyeleri degerlendirildiginde
kontrol ve curcumin gruplarina oranla CLP grubunda istatiksel olarak anlamli bir

diistikliik oldugu bulunmustur.

7. CLP+Curcumin grubunun SOD (p<0,05) ve CAT (p<0,05) seviyeleri curcumin
verilmeyen CLP grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir yiikseklik oldugu

gorilmiistiir.

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglar, sepsis modeli olusturulmus ratlarda curcumin
takviyesinin akciger dokusunda serbest radikal seviyesini azaltarak ve antioksidan enzim
seviyelerini artirarak antioksidan bir ozellik sergilerken, iNOS enzim ekspresyonunu

baskilayarak antiinflamatuar bir 6zellik sergiledigini gostermistir. Bu ¢alismanin verileri
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1s181inda curcuminin sepsis yonetiminde etkili ve giivenilir bir hastalik dnleyici ve tedavi

edici bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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EK-3. Tiim gruplara ait akciger dokusunun histolojik goriinimii

e
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Resim 2. Curcumin grubuna ait akciger dokusunun histolojik goriiniimii. H+E, X200
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EK-3. (devam) Tiim gruplara ait akciger dokusunun histolojik goriintimii

Resim 4. CLP+Curcumin grubuna ait akciger dokusunun histolojik goriiniimii. H+E, X200
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EK-4. Tiim gruplara ait akciger dokusunda INOS immiinboyanmasi

Resim 1. Kontrol grubuna ait akciger dokusunda iNOS immiinboyanmasi. Ok: iNOS Pozitif
hiicreler. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X100
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Resim 2. Curcumin grubuna ait akciger dokusunda iNOS immiinboyanmasi. Ok: iNOS
Pozitif Hiicreler. Immiinoperoksidaz, Hematoksilen Zit Boyamasi, X100
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EK-4. (devam) Tiim gruplara ait akciger dokusunda INOS immiinboyanmasi

Resim 3. CLP grubuna ait akciger dokusunda iNOS immiinboyanmasi. Ok: iNOS Pozitif
Hiicreler. immiinoperoksidaz, Hematoksilen Zit Boyamasi, X100

Resim 4. CLP+Curcumin grubuna ait akciger dokusunda iNOS immiinboyanmasi. Ok: iNOS
Pozitif Hiicreler. Immiinoperoksidaz, Hematoksilen Zit Boyamasi, X100
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EK-5. Biyokimyasal analizler

Siiperoksit dismutaz enziminin aktivite tayini

SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi; Sun ve arkadaglarinin metoduna (Sun, Oberley ve Ying, 1988)
ve Durak ve arkadaglarinin tarifledigi modifikasyona (Durak, Yurtaslani, Canbolat ve Akyol,
1993) gore tayin metodu: ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksitin nitro blue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanmaktadir. Olusan siiperoksit radikalleri (O2’)
ortamdaki NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturmaktadir. Bu kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans vermektedir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip
mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip
mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk
olusmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor) deger ile enzim bulunan numune absorbans

degerleri hesaba katilmaktadir. Hesaplama:

Enzimin % inhibisyonu = (Absks: — AbSnum) / Absks: X 100

Bir SOD finitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesidir.
Sonuglar doku i¢in; U/mg protein, eritrosit i¢in; U/gr Hb, plazma i¢in; U/mL olarak ifade
edilmektedir (Sun, Oberley ve Ying, 1988; Durak, Yurtaslani, Canbolat ve Akyol, 1993).

Katalaz (CAT) enziminin aktivite tayini

Metodun prensibi

CAT (EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin metoduna gore ¢alisilmistir (Aebi, 1974). Hidrojen
peroksit (H202) 240 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Deney ortamina ilave edilen
H20., CAT tarafindan su ve oksijene par¢alanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin

aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir:

CAT

—
H>0> H20 + ¥ O2
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EK-5. (devam) Biyokimyasal analizler

Kullanilan reaktifler

- [Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) (bkz shf 2)]

- [H202 ¢o6zeltisi] : Absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H20’li fosfat
tamponu olup; yaklasik 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba (plastik, cam
olabilir) aktarilmaktadir. Spektrofotometre fosfat tamponuna gore sifirlanip renkli kabdaki
tampona 10-20 pL hacimlerle H2O> ilave edilmektedir. Optik Dansite (OD) 0.500 nm

oluncaya kadar devam edilmekte ve aralarda karigtirilmaktadir.

Deneyin yapilisi

Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna gore sifirlanan kore karsi

H20: ¢ozeltisinin absorbansi 0.500°e ayarlanmustir.

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H.0- ¢ozeltisi 0.01 2.99
Siipernatan - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilmakta ve hemen kiivet alt-list
edilip absorbans okunmaktadir. Absorbans azalmasi her 15 sn’de bir defa olmak {izere 5
dakika siire ile kaydedilmektedir (Aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’de bir kayit yapilmaktadir.
Lineer azalma tespit edilirse okuma bitirilebilinmektedir). Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin en yiiksek (OD1) ve en diisiik (OD2) degerleri esas alinir.

Hesaplama

K = {[2.3 x log (OD1/ OD2)] / (It (sn)}

K/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]

(Aebi, 1974).
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EK-5. (devam) Biyokimyasal analizler

Myeloperoksidaz (MPO) enziminin aktivite tayini

Prensibi

MPO (EC 1.11.1.7) enziminin aktivitesi MPO aracili H20> ile yapilan oksidasyon icin
substrat olarak 4-aminoantipyrine/phenol solusyonu kullanilarak yapilmistir. [U / L= [(AAbs
/ At)/ H202 extinc.] x 3/0.2

1 enzim tinitesi; 25°C°de 1 dakika 1 umol H202’yi harcayan enzim olarak ifade edilmektedir.

Reaktifler

Homojenizasyon igin

- [%0.5°1ik Hexadeyltrimethylammonium Bromide] (HDTMAB, C19H42NBr W=364.5) :

125 mg HDTMAB al = 25 mL 50 mM pH 6 potasyum fosfat tamponu i¢inde ¢oziilmektedir.
Doku homojenizasyonu yapilmaktadir. (Bir sabun olup dokular bu soliisyon igerisinde

homojenize edilmelidir. Membran yapilari parcalayicidir.)

- Soliisyon 1: [25 mM 4-aminoantipyrine (4-AAP, W= 203.25 g/mol)-%2 phenol

sollisyonu]:

127 mg 4-AAP al = 25 mL deiyonize suda ¢oziilmektedir. Uzerine 0.5 gr % 2 phenol ilave

edilmektedir.

[150 numune igin; (1.016 gr 4-AAP / 200 ml distile su) + 4 gr phenol]

- Soliisyon 2: [1.7 mM % 30’luk H202 ]: 17 uL % 30’luk H207 alinir, 100 mL distile suya
pipetlenmektedir. (150 numune i¢in; 39 pL % 30°luk H202 / 225 mL distile su)
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Deneyin yapilisi

%0.5’1ik HDTMAB ile homojenize edilen dokular 3220 rpm/45 dakika +4°C’de santrifiij

edilmistir (ekstrakt slipernatani).

Numune
Soliisyon 1 1.3mL
Soliisyon 2 1.5mL
Vortekslenir, 3 dakika beklenir.
Homojenat siipernatani ‘ 0.2mL ‘

Kiivet alt-iist edilerek beklenmeden 510 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis
kaydedilmektedir (20-80. saniyeler kayit i¢in uygun). Lineer aktivite artisinin gozlendigi

absorbans degerleri hesaba katilmaktadir.

Hesaplama

U/L=[AOD/A t(dakika)] x (3/0.2)] x F

1 enzim Unitesi (U); 25 °C’de 1 dakikada 1umol H202’yi harcayan enzim miktaridir. (Wei
ve Frenkel, 1991).

Malondialdehid (MDA) miktarimin UV spektro ile tayini

Deneyin prensibi

EDTA’l1 kan 6rneklerinden;

Kullanilan reaktifler

% 10’1luk triklorasetik asit (TCA): 10 gr TCA al = 1000 mL distile suya tamamlanmaktadir.

% 0.675’lik tiobarbitiirik asit (TBA) 0.675 gr TBA al - 1000 mL distile suya

tamamlanmaktadir.
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Deneyin vapilisi

1 deney tiipline (vidali kapakli, 10 mL olan) 2.5 mL % 10’luk triklorasetik asit (TCA),
iizerine 0.5 mL numune (plazma, homojenat, eritrosit pelletinin 5 kat diliie olan) ilave

edilerek 3-5 sn. vortekslenmektedir.

10 mL’lik vidali-kap cam tiip Kor tiipii Numune tiipti
% 10’luk TCA (mL) 2.5 2.5
Numune (mL) (plazma, homojenat, 5 - 0.5

kat diliie eritrosit)

Distile su (mL) 0.5 -

3-5 sn vortekslenir. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika inkiibe edilir. Soguk ¢cesme
suyu ile sogutulur. 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmektedir (siipernatan).

10 mL’lik vidali-kap cam tiip Kor tiipti Numune tiipii
Siipernatan (mL) 2 2
% 0.675’1ik TBA (mL) 1 1

Vortekslenir. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika tekrar inkiibe edilmektedir. Soguk

cesme suyu ile sogutulmaktadir. 532 nm’de kore kars1 okunmaktadir.

Hesaplama: TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1.56x105 cm™ M)
yararlanilarak nmol / mL cinsinden MDA degerleri hesaplanmaktadir (Hammouda, Khalil

ve Salem, 1995).
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Nitrik oksit (NO) miktarinin tayini

Viicutta endojen olarak {iretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki konsantrasyonu,
pek ¢ok calismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (Lit NO1). Ciinkii nitrik oksit,
iretildigi bolgede saniyeler iginde okside olarak once nitrite (NO2") daha sonra da nitrata
(NOs3’) doniismektedir. Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma gibi
sollisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelebileceginden, Griess reaksiyonu
ile 6l¢iimlerde belli bazi sikintilar yasanmaktadir. Bu agidan biz nonspesifik reaksiyonlarin
oniline gegebilmek icin homojenatlart dnce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat
konsantrasyonlarint dlgtiik. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO olgiimii de
miimkiindiir. Bu amagla NO proplar1 gelistirilmistir ama bunlarin in vitro/ex vivo sartlarda

calisilmas1 miimkiin degildir (Lit NOy).

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlenmektedir (Lit NO3). Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum
rediiksiyon metodu ile degerlendirilmistir. pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kaplh
kadmiyum graniilleri deproteinize numune (homojenat, serum, eritrosit) stipernatanti ile 90
dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu saglanmistir. Uretilen nitrit; siilfanilamid
ve buna bagli N-naphthylethylene diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan
pembe rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlenmistir.
Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktari

belirlenmistir. (Mueller ve digerleri, 1994; Malinski ve Taha, 1992; Cortas ve Wakid, 1990).
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