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TESEKKUR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda yapmis oldugum
uzmanlik egitimim siliresince bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren, tezimin
hazirlanmasinda biiyiik emegi olan saym danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Bartu
BADAK’a Genel Cerrahideki egitimim siiresince bilgi ve deneyimleri ile yol
gosteren degerli hocalarima, tim egitim hayatim boyunca ve asistanlik siirecimde

maddi ve manevi desteklerini hissettigim kiymetli aileme ve esime tesekkiir ederim.



OZET

Yilmaz AS, Antioksidan Ozellikteki Astaksantin’in Sicanlarda Yapilan
Intestinal Iskemi Reperfiizyon Hasarmna Etkisi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi
Eskisehir 2021. Mezenter iskemi, cerrahi kliniklerinde sik¢a rastlanilan, tan
konulmasi oldukg¢a zor ve tedavi edilemezse oldukca mortal seyreden bir hastaliktir.
Yapilan ¢aligmalar hastaligin bu denli siddetli olusunun, iskeminin agirligindan daha
cok reperflizyon sonrasi gelisen bir takim biyokimyasal olaylar zinciri nedeniyle
oldugunu vurgulamaktadir. Biz de c¢alismamizda gili¢li antioksidan Ozelligi
tanimlanmis ve ayni zamanda anti-inflamatuar oldugu bilinen astaksantinin iskemi
reperfiizyon (I/R) hasarina etkisini arastirdik. Calismamizda Wistar Albino cinsi
saglikli ve disi toplamda 32 adet denek kullanildi. Denekler rastgele ve esit olarak,
kontrol (sadece laparotomi yapilan grup), I/R (sadece gegici mezenter iskemi yapilan
grup), gecici iskemi oncesi 1 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda verilen astaksantin
olmak tizere 4 gruba ayrildi. Gegici iskemi siiresi 60 dakika, reperflizyon siiresi 120
dakika olarak belirlendi. Reperfiizyon sonrasi intrakardiyak kan ve terminal
illeumdan doku oOrnekleri alindi. Kan Orneklerinden SOD, CAT, MDA; terminal
ileumdan IL-1, IL-6, TNFa, Kaspaz-3, P53 testleri ¢alisildi. Doku 6rnekleri ayrica
histopatolojik degerlendirmeye alindi. Calisma sonunda astaksantinin CAT, MDA ve
SOD enzim aktivitelerini her iki dozda da 6nemli Ol¢iide azalttigi, fakat yiiksek doz
astaksantinin bu enzim aktivitelerini anlaml diizeyde diisiirdiigii tespit edildi. Ayrica
TNFa, IL-1, IL-6 gibi sitokinleri yliksek dozda daha anlamli olmasinin yaninda her
iki dozda da inhibe ettigi bulundu. Kaspaz-3 aktivitesini azaltmasi, apoptozisi inhibe
etmesi nedeniyle P53 ve DNA kiriklarini azaltti§i goriildii. Sonug olarak, giiclii
antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikteki astaksantin, 6zellikle 10 mg/kg dozunda
kullanildiginda iskemi reperflizyon hasarini anlamli Olclide azaltmaktadir. Bu
verilerin daha genis hayvan serilerinde ve klinik calismalarla desteklenmesi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: intestinal iskemi reperfiizyon hasari, astaksantin, antioksidan

etki, karotenoid
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ABSTRACT

Yilmaz AS, The Effect of Antioxidant Astaxanthin on Intestinal Ischemia
Reperfusion Injury in Rats. Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine Department of General Surgery Thesis Eskisehir 2021. Mesenteric
ischemia is a frequently encountered disease in surgical clinics, difficult to diagnose,
and very mortal if not treated. Studies emphasize that the severity of the disease is
due to a chain of biochemical events that develop after reperfusion rather than the
severity of ischemia. In our study, we investigated the effects of astaxanthin, which
is known to have strong antioxidant properties and is also known to be anti-
inflammatory on ischemia reperfusion (I/R) damage. A total of 32 healthy and
female Wistar Albino subjects were used in our study. The subjects were randomly
and equally divided into 4 groups as control (only laparotomy group), I/R (only
transient mesenteric ischemia group), astaxanthin administered at doses of 1mg/kg
and 10mg/kg before transient ischemia. The transient ischemia time was 60 minutes
and the reperfusion time was 120 minutes. Tissue samples were taken from
intracardiac blood and terminal ileum after reperfusion. SOD, CAT, MDA from
blood samples, IL-1, IL-6, TNFa, Caspase-3, P53 tests from terminal ileum were
studied. Tissue samples were also taken for histopathological evaluation. At the end
of the study, it was determined that astaxanthin significantly decreased CAT, MDA
and SOD enzyme activities in both doses, but high dose astaxanthin significantly
decreased it. In addition, it was found that cytokines such as TNFa, IL-1, IL-6 were
inhibited at both doses of astaxanthin but significantly only at high dose. It was
observed that it decreased Caspase-3 activity and decreased P53 and DNA fragments
due to inhibition of apoptosis. As a result, astaxanthin, which has strong antioxidant
and anti-inflammatory properties, significantly reduces ischemia and reperfusion
damage, especially when used at a dose of 10mg/kg. These data need to be supported

by larger animal series and clinical studies.

Key Words: Intestinal ischemia reperfusion injury, astaxanthin, antioxidant effect,

carotenoid
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1. GIRIS

Iskemi, organa ait arteriyel veya vendz kan akiminin kesilmesine bagl olarak,
dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu gelisen doku hipoksisine bagli, hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonrasinda hiicre Sliimiine
yol acan bir durumdur. Bu toksik metabolitlerin temizlenmesi ve dokunun
yenilenmesi i¢in yeni kan akimina ihtiya¢ vardir. Fakat iskemik dokuya yeniden
gelen kan akimi, iskemi ile olusan hasardan daha fazla bir hasara yol agmaktadir (1-
3). Olusan bu hasardan, doku asfiksisi ile baglayan ve sonrasinda iskemik dokuya
gelen arteriyel kan akimi ile olusan serbest oksijen radikallerinin sorumlu oldugu
bilinmektedir (4, 5). Bu nedenle bagirsak transplantasyonu, volvulus, nekrotizan
enterokolit ve iskemik bagirsak hastaligi gibi klinik durumlarda iskemi reperfiizyon
hasar mekanizmalarini1 anlamak ve reperfiizyon hasarma karsi korunmak oldukca
onem arz etmektedir. Bagirsak kan akisini tehlikeye atan bu durumlar, primer
bagirsak hastaligindan uzak organ yetmezligine ve genel sistemik hastaliga ikincil
stireglere kadar giden sonuglara neden olabilmektedir (6).

Iskemik dokudaki ilk anormallik, organ iyilesmesi icin adenozin trifosfat
(ATP) iiretiminde, Ozellikle hiicresel mitokondri iizerinde tespit edilmistir (7).
Bununla birlikte; oksijensiz radikal olusumu, demir depolarinin serbest birakilmasi,
iskemi reperfiizyon organlarinin mikrovaskiilaritesinin hasar goérmesi, hasarli
sitokinlerde kompleman aktivasyonu ve bolgedeki notrofil gocli gibi ¢ok sayida
olayla birlikte yaralanma dramatik bir sekilde biiyliyebilmektedir (8). Ayrica sepsis,
endotoksemi, hemorajik sok ve travma gibi durumlarda da enterositin artmis
miktarda sitokin tiirettigi ve artan sitokinlerin de hasara yol agtig1 gosterilmistir (9).
Serbest radikallerin ve diger oksijen tiirlerinin reaksiyonlari ile gelisen metabolitlerin
kargisinda, antioksidan molekiiller bu siire¢leri onlemeli veya yavaslatmali ve
dokunun Omriinii uzatmalidirlar (10). Bu varsayim temelinde, endojen
antioksidanlarin seviyesinin ve/veya ekzojen antioksidanlarin yaslanma ve yasa bagl
stirecleri, hastaliklar {izerindeki etkisini tahmin etmeyi amacglayan ¢ok sayida ¢aligma
yapilmistir. Bu nedenle, reperfiizyon hasarina kars1 korunmak i¢in 6nerilen terapdtik

miidahalelerde oksidan ve nétrofil aktivasyonunun inhibisyonu hedeflenmektedir

(11).



Astaksantin, ¢esitli deniz otu ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilen bir
ksantofil karotenoid olup deniz iiriinleri ana kaynaktir (12). Astaksantin insanlar
tarafindan sentezlenemez ve diyetle disardan alinmasi gerekmektedir (13, 14). Diger
karotenoidler gibi tekli oksijeni ve serbest radikalleri temizleyebilen ve giiglii
antioksidan Ozelliklere sahip olan astaksantin, bu 6zelligi ile anti-inflamatuar ve
immiino-modiilatéor rol oynamakta, hiicreye yaslanma karsitt hiicre zar
peroksidasyonunu inhibe etme kabiliyeti kazandirmaktadir. Astaksantinin
antioksidan aktivitesi, zeaksantin, lutein, cantaksantin ve -karoteninkinden 10 kat, E
vitamininden 600 kat, C vitamininden ise 6000 kat daha biiyiiktiir (15-17). Artan
kanitlar, astaksantinin oksidatif stresle iligkili hastaliklarin ve mitokondriyal
disfonksiyonun gelisimini engelledigini gostermektedir (18). Astaksantin bircok
mekanizma ile hiicreleri korumaktadir. Bunlar arasinda; tekli oksijeni uzaklastirma
ve 1s1 olarak enerjiyi dagitma, zincir reaksiyonlarini 6nleme veya sonlandirmak i¢in
radikallerin uzaklastirilmas1 ya da membran lipid peroksidasyonunu inhibe ederek
membran yapisint koruma gibi fonksiyonlar yer almaktadir (19). Bu nedenle
intestinal iskemi geligsmis vakalarda, reperfiizyon hasarin1 onlemek ve/veya azaltmak
icin antioksidan ilaglarin klinik kullanimini gelistirmek halen arastirma konusu

olmaya devam etmektedir.
1.1. Hipotez

Mezenter iskemi olusturulup reperfiizyon hasar1 yapilan sicanlarda,
antioksidan ve anti-inflamatuar oOzellikteki astaksantin, reperfiizyon hasarimi

azaltmaktadir.
1.2. Amacg

Sicanlarda intestinal iskemi reperflizyon modeli yaratarak antioksidan
ozellikteki astaksantinin, biyokimyasal, histolojik ve patolojik degerlendirme ile

biyoetkisini gostermeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

Ince bagirsaklar alman besinlerin; mideyi terk ettikten sonra sindirildigi,
sindirilen besinlerin emildigi ve bir¢ok endokrin salginin yapildig1 organlardir (20).
Tiim bu olaylar zinciri; ¢cok sayida yapisal, fizyolojik, endokrin ve kimyasal faktore
baglidir. Karaciger ve pankreastan gelen ekzokrin salgilar, gida maddelerinin
tamamen sindirilmesini saglar. ince bagirsak mukozasmnin genislemis yiizey alam
daha sonra bu besinleri emer. Ince bagirsak, sindirim ve emilimdeki rolii disinda
viicuttaki en biiyiikk endokrin organdir ve bagisiklik fonksiyonunun en onemli
organlarindan biridir. Temel rolii ve karmasikli§i g6z Oniine alindiginda, ince

bagirsak hastaliklarinin diger organlara nazaran daha nadir olmasi sasirticidir.
2.1. ince Bagirsak Embriyolojisi

Ilkel bagirsak, gebeligin 4. haftasinda olusur (21, 22). Sindirim kanal1 epiteli
endoderm tarafindan, muskiiler tabaka dahil diger tiim katmanlar ise splanknik
mezoderm tarafindan olusur. ince bagirsaklar, duodenum harig ilkel bagirsagin bir
boliimii olan orta bagirsaktan gelisir. “Midgut” olarak da adlandirilan orta bagirsak
Kraniyal ve Kaudal kisim olmak iizere iki kisimdan olusur. Kraniyal bacaktan distal
duodenum, jejunum ve proksimal ileum gelisirken, kaudal bacaktan ise distal ileum,
apendiks, asendan kolon ve transvers kolon proksimali geligir. Kraniyal ve kaudal
kisimlarin birlestigi yer, ayni zamanda “Vitellin Kanali” ile “Yolk Sak’in” birlesim
yeridir. Bu kanal yapis1 normalde dogumdan 6nce yok olur, ancak popiilasyonun
yaklasik %2'sinde “Meckel divertikiilii”’ olarak kalabilir (23).

Kript olusumu, gebeligin 10-12. haftalarinda baslar. Ince bagirsagin kript
tabakasi, hiicrenin siirekli yenilenme ve ¢ogalma bolgesidir. Hiicreler kript-villus
eksenine yiikseldik¢e proliferasyon durur ve hiicreler dort ana hiicre tipinden birine
farklilagir; intestinal hiicre popiilasyonunun yaklasik %95'ini olusturan emici
enterositler, goblet hiicreleri, Paneth hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler (24, 25).
Hiicreler sonunda bagirsak liimenine ekstrude edilir. Sasirtict bir sekilde, bagirsak
katmanlarinin tamamen yenilenmesi siirecinin tamami, insanlarda bir haftadan daha

kisa bir siirede gerceklesir.



2.2. Histoloji

Bagirsak duvari distan ice dort ana tabakadan olusur; tunika seroza, tunika

muskularis, tunika submukoza, tunika mukoza.

Vaskuler Ag(villusun koronal kesiti)

Kolmnar Epitel ile barlikte
Mukozal Hiicreler

4 Mukoza Tabakas: Lamina Propria,
Duz Kas Hocreleri, Kan Damarlan

Santral Lenf Damarlan (Lakteal)
Kriptalann Agikliklan (Licberkithn)
Muskularis Mukoza
3 Submukoza

2 Muskuler Tabaka <

Subseroza

1 Seroza

Sekil 2.1. ince bagirsagin tabakalar1 -Sobotta ve ark. (26)’ndan alinmistir.

Tunika seroza, ince bagirsagin en dis tabakasidir ve jejunoileumu ¢evreleyen
tek bir diizlestirilmis mezoepitelyal hiicre tabakasi seklindedir. Duodenumun
retroperitoneal kismi disinda visseral periton ile sarilmistir. Seroza yapraklar
arasinda damarsal yapilar, sinirler, lenfatik kanallar ve yag bulunur.

Tunika muskularis (muskularis propria), diiz kas liflerinden olusan iki kas
tabakasindan olusur. Dis kisimda ince longitudinal kas tabakasi, i¢ kisimda ise daha
kalin sirkiiler kas tabakasindan olusur. Miyenterik (Auerbach) pleksusa ait ganglion
hiicreleri, kas katmanlar1 arasinda yer alir ve her iki katmana da sinir lifleri gonderir.
Boylece diiz kas hiicreleri arasinda elektriksel devamlilik saglar ve kas tabakasi
boyunca iletime izin verir.

Tunika submukoza, kan damarlarini, sinirleri ve lenfatik kanallar1 iceren
fibroelastik bag dokusu tabakasindan olusur. Bagirsak duvarinin en giiclii bilesenidir
ve bu nedenle anastomoz siitiirlerine dahil edilmelidir. Ayrintili lenfatik, arteriol,
veniil aglari, genis bir sinir lifi ve ganglion hiicreleri pleksusu (Meissner pleksus)

igerir.



Tunika mukoza; muskularis mukoza, lamina propria ve epitel tabakalari
olmak tiizere ii¢ katmana ayrilabilir. Muskularis mukoza katmani, mukozayi
submukozadan ayiran ince bir kas tabakasidir. Lamina propria; plazma hiicreleri,
lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller, makrofajlar, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri
ve hiicresel olmayan bag dokusu dahil olmak iizere gesitli hiicreleri iceren, epitel
hiicreleri ile muskularis mukoza arasinda bir bag dokusu tabakasidir. Epitel
hiicrelerinin iizerinde yattig1 temel olan lamina propria, zengin bir bagisiklik hiicresi
kaynagina ikincil olarak {istteki epitele niifuz eden mikroorganizmalarla savasmak
icin bagirsakta koruyucu bir rol oynar. Plazma hiicreleri, lamina propriadaki
immiinoglobulinleri ve diger immiin hiicreleri aktif bir sekilde sentezler ve iistteki
epitelyumun cesitli hiicresel islevlerini modiile edebilen ¢esitli aracilar (sitokinler,

arasidonik asit metabolitleri, histaminler) serbest birakir (23).

Hiicre ekstriizyon bélgesi
1

Sekil.2.2. ince bagirsak mukozasiin histolojik organizasyonunun sematik

diyagrami-Keljo ve ark. (27)’ndan alinmistir.

Ince bagirsak epiteli tek sirali silindirik epiteldir. Ince bagirsak mukozasi
emilim ylizeyini genisletmek i¢in “villus” adi verilen kivrimli bir yapiya sahiptir

(28). Epitel tabakasi, villuslart kaplayan ve kriptleri saran siirekli bir epitel hiicre



tabakasidir. Kript epitelinin ana islevleri; hiicre yenilenmesi, ekzokrin ve endokrin
salgi ile su ve iyon salgilanmasidir. Villoz epitelin temel islevleri ise sindirim ve
emilimdir (23).

Mukozal tabakada dort ana hiicre tipi bulunur; 1- Mukus salgilayan goblet
hiicreleri, 2- Lizozim, 3- Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) salgilayan paneth hiicreleri
ve 4- Enteroendokrin hiicreler (23). Enteroendokrin hiicre grubu igerisinde konakg1
mukozal savunma sistemi ile iliskili oldugu disiiniilen 16kosit defensinlerinin
homologlar1 olan kriptidinler, emici enterositler ve mide-bagirsak hormonlarini

iireten 10'dan fazla farkli popiilasyon bulunmaktadir.
2.3. Anatomi

Pilordan ¢ekuma kadar uzanan ince bagirsagin tamami yaklasik 270-290 cm
boyutlarindadir. Duodenumun uzunlugu yaklasik 20 cm, jejunumun yaklasik
uzunlugu 100-110 cm ve ileumun uzunlugu ise yaklagik 150-160 cm’dir (29).
Jejunum, “Treitz Ligamenti” olarak bilinen duodenojejunal siispansor ligamentten
baslar. Jejunum ile ileum arasinda belirgin bir sinir ¢izgisi yoktur, fakat jejunumun
genellikle ince bagirsagin proksimal beste ikisini olusturdugu ve ileumun ise kalan
beste ticliik kismmi kapladigi kabul edilir. Jejunum, ileuma kiyasla daha kalin bir
yaptya sahiptir ve ameliyat sirasinda mezenterik damarlarin incelenmesiyle

belirlenebilir.
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Sekil 2.3. ince bagirsagin damarsal yapilanmasi (Jejunumda bagirsagin mezenterik
kenarina uzanan bir veya iki arktan koken alan uzun vasa rectalar bulunurken,
ileumun kanlanmasi dort veya bes arktan olusan kisa vasa rectalardan saglanir.)-

Thompson ve ark. (30)’ndan alinmustir.

Ince bagirsak mukozasi, distal duodenum ve jejunumda daha belirgin olan
plika sirkiilaris ile karakterizedir (23).

Ince bagirsaklar, tiimii mezenteri igerisinde seyreden zengin vaskiiler, néronal
ve lenfatik aglar sayesinde sindirim sisteminin en Onemli organlarindan biridir.
Colyak Turuncus’un dallari tarafindan beslenen proksimal duodenum harig, ince
bagirsagin tamami Superior Mezenterik Arter’den beslenir. Superior Mezenterik
Arter (SMA), pankreasin uncinat progesinin ve duodenumun iigiincii kisminin
onilinde seyreder, burada pankreas, distal duodenum, tiim ince bagirsak, ¢ikan kolon

ve transvers kolonu beslemek i¢in dallar verir.
2.3.1. ince Bagirsak Anatomisi

Ince bagirsak 3 boliimden olusmaktadir.
Duodenum: Ince bagirsagin baslangic boliimii olup, pankreas basmi “C”

seklinde saran, yaklagik 20-25 cm uzunlugundaki kismidir. Duodenumun baslangi¢



boliimii hari¢, diger kisimlar1 retroperitoneal olup hepatoduodenal ligament ile
karacigere baglidir. Bu nedenle duodenum, ince bagirsagin en genis ve en hareketsiz
kismidir.

Duodenumun dort boliimii vardir.

Birinci kisim (pars superior); mide pilorundan safra kesesinin boynuna kadar
uzanan, yaklagik 5 cm uzunlugundaki ilk kisimdir. “Bulbus duodeni” ad1 verilen ilk
2-3 cm’lik kismi diger kisimlara gore daha genistir. Duodenumun tek intraperitoneal
ve en hareketli kismidir. Lumbal (L) 1 vertebranin sagindadir ve arkasindan safra
kanali, gastroduodenal arter, portal ven ve inferior vena cava geger. Gastroduodenal
arter kanamalar1 bu boliimden kaynaklanmasi nedeniyle klinik 6neme sahiptir.

Ikinci kisim (pars desendens); safra kesesi boynundan baslayip, L3 vertebra
alt sinirma kadar uzanan yaklasik 8 cm’lik kismuidir. Oniinde transvers kolon,
ortasinda pankreas basi ve arkasinda ise sag bobrek bulunur. Duodenumun bu
boliimiinde, ana pankreatik kanal (Wirsung) ve ana safra kanalinin (Koledok)
birleserek duodenuma agildigr “Papilla Duodeni Major (Ampulla Wateri)” ile
aksesuar pankreatik kanalin agildig1 “Papilla Duodeni Mindr (Santorini)” igin girisler
bulunmaktadir.

Uciincii  kistm  (pars horizontalis, inferior parga); yaklasik 5-7,5 cm
uzunlugundaki duodenumun en uzun kismidir. Altta inferior vena cava, aort ve L4
vertebra bulunur. On tarafindan ise superior mezenterik arter ve ven geger.

Dordiincii kisim (pars ascendens); duodenumun son 2,5-3 c¢cm’lik bolimiidiir.
Aortun 6niinden yukar1 dogru ilerleyerek L2 vertebra {ist sinirina dogru uzanir ve 6ne
dogru donerek duodenojejunal fleksura noktasinda biter. Bu duodenojejunal agi,
“Treitz ligamenti” olarak bilinen peritonal bir kivrim tarafindan desteklenir ve

buradan sonra jejunum olarak devam eder (31).
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Sekil 2.4. Duodenumun arteriyel kanlanmasi ve arteriyel komsuluklari - Richard ve

ark. (32)’ndan alinmistir.

Jejunum: Ince bagirsagin beste ikisini olusturan ikinci kismidir. Cogunlukla

karnin sol iist kadraninda yer alir ve

ileuma gore ¢ap1 daha biiyiiktlir. Ayrica daha

kalin bir duvara sahiptir. Bunun nedeni mukozanin yapisina katilan ve liimeni

cevreleyen plika sirkiilarislerin daha fazla olmasidir. Buna ek olarak, ileuma kiyasla

daha az belirgin vaskiiler arklarin ve daha uzun vasa rectalarin olmast jejunumun

benzersiz 6zelligidir (Bkz. Sekil 2.3).

Jejunumun arteriyel beslenmesi, superior mezenterik arterin jejunal arterleri

tarafindan saglanir.

fleum: Ince bagirsagin kalan beste ti¢liik kismini1 olusturur ve genellikle sag

alt kadranda yerlesiktir. Jejunum ile karsilastirildiginda, daha ince duvarlara, daha az
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sayida ve daha az belirgin mukozal kivrimlara (plika sirkiilaris), daha kisa vasa
rectaya, daha fazla vaskiiler arka ve daha fazla mezenterik yaga sahiptir (Bkz. Sekil
2.3). Ayrica intestinal lenf nodu gruplar1 (Peyer plaklari) jejunuma gore boyutca daha
biiyiik ve fazla sayidadir.

fleum, ¢ekum ile birlestigi yerde kalin bagirsak liimenine dogru flep seklinde
mukozal bir kivrim yaparak kalin bagirsaga acilir. ileumdan gelen kas lifleri bu
flepler icerisinde devam ederek bir sfinkter olusturur. “Ileogekal valv” ad1 da verilen
bu sfinkterin islevleri arasinda, ¢ekumdan ileuma refliiniin 6nlenmesi ve igeriklerin

ileumdan kana geg¢is hizinin diizenlenmesi yer alir (31).

Sekil 2.5. ileogekal anatominin gdsterilmesi (ileum, ¢gekuma agildig1 yerde mukozal
bir kivrim olusturarak besinlerin gegisini diizenler.) - Richard ve ark. (32)’ndan

alimmugtir.

[leumun arteriyel beslenmesi, superior mezenterik arterden direk dallanan
ileal arterlerden ve yine superior mezenterik arterin dali olan ileokolik arterden gelen

ileal daldan olur (Bkz. Sekil 2.3).
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2.3.2. Ince Bagirsagin Norovaskiiler ve Lenfatik Kaynag

Mezenter, jejunum ve ileumu karin arka duvarina baglayan, yelpaze seklinde,
biiyiik ve ¢ift katli periton yapisidir. Ust kistmda duodenojejunal birlesim yerinden
baslayarak solundan asagi devam eder, sagda ileogekal bolgeye dogru oblik sekilde
ilerler (Sekil 2.6). Bu ¢ift katli periton yapraklart arasindaki yagl dokuda jejunum ve

ileuma ait arter, ven, sinirler ve lenfatikler bulunur (31).

Transvers Mezokolon Kékii

Mezenter Kok Sigmoid Mezokolon Kokii

Sekil 2.6. Mezenterin yerlesimi (Mezenterin tabani, lomber ikinci vertebranin
solunda karin arka duvarina baglanir, sag sakroiliak eklemin sagina ve asagiya dogru

oblik olarak gecer.) - Richard ve ark. (32)’ndan alinmistir.

Colyak turuncusun dallar1 tarafindan saglanan proksimal duodenum
haricinde, ince bagirsagin kan akisi tamamen superior mezenterik arterden gelir.

Superior mezenterik arter, pankreasin unsinat parcasinin ve duodenumun ig¢iincii
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kisminin 6nilinde seyreder ve burada pankreas, distal duodenum, tiim ince bagirsak,
cikan ve transvers kolonun bir kisminit beslemek i¢in dallara ayrilir. Superior
mezenterik arter, mezenter icerisinde dolasan vaskiiler arklar sayesinde ince
bagirsaga bol miktarda kan akigina neden olur (23).

Ince bagirsagin vendz drenaji arterlere paralel seyir gostererek, superior
mezenterik ven (SMV) araciligi ile, splenik ven ile birleserek portal vene dokiiliir.
Portal ven mideden gelen koroner venler ile birleserek karaciger icerisine girer.
Karacigerden hepatik ven araciligiyla vena kava inferiora dokiiliir (23).

Ince bagirsagin innervasyonu otonom sinir sisteminin hem sempatik hem de
parasempatik boliimleri tarafindan saglanir ve ince bagirsaklara efferent uyarim
saglar. Vagustan gelen parasempatik lifler, ¢colyak ganglionu gegerek salgilanmayz,
hareketliligi ve ince bagirsagin aktivitesinin kontroliinii etkiler. Vagal afferent lifler
de olmasina ragmen, ince bagirsaklarin agri duyusunu tasimamaktadir. Sempatik
sinirlerden gelen motor lifler vaskiiler hareketliligi ve bagirsak salgisini
diizenlemektedir. Ayrica bagirsaktan gelen gerilmeye karsi olan agri duyusu,
sempatik sistemdeki visseral afferent lifler araciligi ile gergeklesir (23).

Ince bagirsagin lenfatikleri, baslica terminal ileum seviyesinde Peyer
plaklarinda belirtilmistir. Mukozadan baslayan lenfatik drenaj, bagirsak duvarindan
gecerek, mezenter icerisindeki bagirsaga komsu lenf nodlarina ilerler. Buradan
mezenterik arterleri takip eden lenfatikler araciligi ile bolgesel lenf nodlarina,
sonrasinda da superior mezenterik arter kokiindeki lenf nodu grubuna devam eder.
Buradan lenfoid drenaj Sisterna Chyli’ye akar ve ardindan torasik kanallara ve
sonucta boyunda bulunan vendz sisteme bosalir. Ince bagirsagin lenfatik drenaji,
emilen lipidin dolasima taginmasi i¢in 6nemli bir yol olusturur ve benzer sekilde
bagisiklik savunmasinda ve ayrica bagirsak kanserlerinden kaynaklanan hiicrelerin

yayilmasinda 6nemli bir rol oynar (23, 33).
2.4. Mezenter Iskemi

Mezenter iskemi, bagirsaklara gelen kan akiminin akut ya da kronik olarak
kesilmesine bagli olarak olusan, bagirsaklarin beslenmesinin bozulmasi ve dokuda

gelisen hasar olarak tanimlanmaktadir. Patofizyolojide dort farkli mekanizma soz
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konusudur: Arteriyel emboli, arteriyel trombiis, vazospazm (NOMI-nonokluziv
mezenterik iskemi) ve vendz tromboz.

Vakalarin %50’sinden fazlasindan arteriyel emboli sorumludur. Bu vakalarin
%95’inde emboli kaynagi kardiyak hastaliklardir. Akut mezenter iskemi ile gelen
hastalarin ¢ogunda, superior mezenter arter embolisi esas patoloji olup, bu
embolilerin ¢ogu tikayicidir ve middle kolik arterin ¢ikis noktasinin distalinde
okllizyona neden olur. Buna karsin, tromboz nedenli akut okliizyonlar, mezenter
arterlerin proksimalinde, ¢ikis noktalarinda olmaya egilimlidir. NOMI vazospazm
sonucu geligir, vazosupresor tedavi gerektiren kritik hastaligi olanlarda goriiliir (34).
Mezenterik vendz tromboz, akut iskemi gelisen hastalarin %5-15’1 olup, genellikle
superior mezenterik veni tutar (35).

Patofizyoloji ne olursa olsun, akut mezenter iskemi baslangicindan sonraki 3
saat icinde intestinal mukoza dokiilmesine ve 6 saatte tam kat intestinal infarkta
neden olabilir (34).

Etyoloji gozetmeksizin, fizik muayene ile orantisiz sekilde karinda hassasiyet
olmasi, akut mezenter iskeminin en tipik 6zelligidir. Agr1 tipik olarak kolik vasiftadir
ve genellikle gobek etrafinda hissedilir. iskeminin erken déneminde tipik bir fizik
muayene bulgusu olmayabilir. Bagirsak infarkti sonrasi abdominal distansiyon,

peritonit ve kanli diskilama olabilir (34).
2.4.1. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Intestinal iskemi, nadiren &nlenebilen bir hastalik olmasi nedeniyle, bu
alandaki calismalar, iskeminin erken tespitini ve iskemik hasar1 (reperfiizyon
donemi) azaltmaya yonelik terapdtik yaklagimlarin gelistirilmesini amaglamistir.
Reperfiizyon sirasinda olusan yaralanmaya esas olarak, oksidan iireten mukozal
enzimlerin aktivasyonu, lipid kemoatraktanlarin hasar gormiis hiicre zarlarindan
salinmast ve ardindan ndtrofillerin infiltrasyonu ile iligkili reaktif oksijen

metabolitlerin neden oldugu diisiiniilmektedir (6).
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Sekil.2.7. Iskemi reperfiizyon hasar1 mekanizmasi — Gonzalez ve ark. (6)’ndan

alimmugtir.

Bu nedenle, reperfiizyon hasarma karst gelistirilmeye calisilan terapotik
miidahaleler, oksidan hasarinin ve noétrofil aktivasyonunun inhibisyonunu

hedeflemektedir (11, 36).
2.4.2. Iskemi Reperfiizyon Hasarin Patofizyolojisi

Iskemi sirasindaki oksijen azlig1, oksidatif fosforilasyonu bozarak, hiicrenin
temel enerji kaynagi olan ATP ve fosfokreatinin yapiminmi azaltir (37). Iskemi
boyunca hiicresel ATP, hipoksantine yikilir ve ATP depolarinin tilkenmesi iskemik
dokuda, hiicre zarindaki iyon pompalarini bozar (38). Bu da potasyum ve
magnezyumun hiicre disina; sodyum, kalsiyum ve suyun hiicre icine difiizyonuna
neden olur. Bu siire¢ hiicre sigsmesi ile sonuglanir. Hipoksik stres ile gelisen hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerinin artmasi, kalsiyum bagimli proteazi aktive etmektedir. Bu
enzim tarafindan Ksantin Dehidrojenaz (XD), oksijen radikallerinin olugmasina

neden olan Ksantin Oksidaz (XO)’a doniistiiriilir (Bkz. Sekil.2.7). Reperfiizyon
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sirasinda dokularin yeniden oksijenizasyonu ile Hipoksantin’in, ksantin oksidaz
enzimi katalizorliigiinde reaksiyona girmesi sonucunda siiperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit gibi serbest oksijen radikalleri iiretilir (39). Iskemi, endotel
hiicrelerinde bazi pro-inflamatuar molekiillerin (I6kosit adezyon molekiilii, sitokinler
vb.) ve biyoaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2 vb.) sentezini artirmaktadir.
Bunun yaninda bazi koruyucu enzimlerin (yapisal nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz-
2) ve bu enzimlerin {iriinlerinin (nitrik oksit, prostasiklin) ekspresyon ve sentezini de
baskilamaktadir. Bu nedenle iskeminin yarattig1 inflamatuar durum doku hasarini
daha da arttirir (40).

Geri doniisiimsiiz hiicre hasarini onleyebilmek icin dokuya kan akiminin
yeniden saglanmasi gerekmektedir. Ancak reperfiizyon siireci, iskemik dokuda
iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla hasara neden olabilmektedir. Iskemi ve
reperfiizyon periyodlarinda olusan etkilerin tamami ‘Iskemi-Reperfiizyon (I/R)
Hasar1’ olarak adlandirilmaktadir. iskeminin siiresine ve yogunluguna bagl olarak
dokulara tekrar sunulan oksijenin doku hasarini daha da arttirmasi nedeniyle bu
duruma oksijen paradoksu adi verilmektedir (41). Parks ve ark. (42) 1986 yilinda
kediler lizerinde yaptig1 intestinal iskemi reperfiizyon modelinde 3 saat iskemi ve 1
saat reperflizyon ile olusan doku hasarinin, 4 saat iskemi ile olusan doku hasarindan

daha fazla oldugunu gostermislerdir.
Serbest Oksijen Radikalleri

Intestinal doku hasarmi olusturan en onemli faktdrlerden biri de
reperflizyondan sonra serbest oksijen radikallerinin {retilmesidir (43). Serbest
radikal; dis yoriingesinde bir ya da daha ¢ok sayida eslenmemis elektronu olan atom,
molekiil veya iyonlara verilen isimdir. Serbest radikaller asir1 derecede reaktif ve
kararsiz bilesiklerdir. Proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve Ozellikle hiicre
membrant ve niikleik asitler ile reaksiyona girebilirler (44).

Fizyolojik kosullarda respiratuar zincirde son elektron alicist Nikotinamid
Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH) dir. Oksijen molekiilii, mitokondride sitokrom
sistemi tarafindan indirgenerek su olusumu saglanmaktadir. Bu sirada %1-2 oraninda
oksijen bu yoldan kacar ve tek degerli indirgenme reaksiyonu ile serbest oksijen

radikalleri meydana gelir. Fizyolojik kosullarda bu radikaller endojen antioksidan
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enzimler tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Fakat reperfiizyon siirecinde ortamda
asir1 miktarda olusan serbest oksijen radikalleri, oksidatif strese ve bunun sonucunda
da doku harabiyetine neden olmaktadir (45).

Iskemi siiresince ATP yikimi nedeniyle hipoksantin olusmaktadir.
Hipoksantin ise normal fizyolojik kosullarda ksantin dehidrojenaz tarafindan
ksantine okside edilmektedir. Fakat hiicre zarindaki iyon pompalarmin bozulmasi
sonucu hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasi ile ksantin dehidrojenaz enzimi,
ksantin oksidaza doniislir. Bu doniisiim derecesi iskemi siiresi ile dogru orantilidir.
Bagirsak dokusunda bu doniisiim diger dokulardan daha hizli gelisir, dolayisiyla
intestinal iskemiyi gdstermede ksantin oksidaz ol¢iimii giivenli bir belirtectir (46).
Reperfiizyon sirasinda dokunun yeniden oksijenlenmesi sonucu hipoksantin, ksantin
oksidaz enzimi ile reaksiyona girerek siiperoksit anyonu olusur (Bkz. Sekil.2.7).
Demir kofaktorliigiinde stiperoksit ve hidrojen peroksit Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonu ile oldukca kararsiz ve sitotoksik bir bilesik olan hidroksil radikali
meydana gelir. Olusan hidroksil radikali hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu
baglatir. Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre membraninda olusan degisiklikler
nedeniyle lokositler endotel hiicrelerine daha gili¢lii baglanirlar. Baglanan bu
l6kositlerden salinan proteazlar ve siiperoksit ile endotelyal hiicrelerde daha fazla
hasar meydana getirirler (46).

Siiperoksit iyonunun nitrik oksit ile reaksiyona girmesi sonucunda
peroksinitrit olugmaktadir. Peroksinitrit; hiicresel hasar ile sonuglanan lipid
peroksidasyona ve Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) diizeyinde protein
degisikliklerine neden olmaktadir (47).

Hiicrenin tiim boliimleri serbest oksijen radikalleri etkilerine karsi duyarhdir.
En fazla etkilenen boliimlerden biri olan hiicre membraninin lipid peroksidasyonuna
ugramasi, hiicre zarmin gegirgenliginde ve yapisinda degisikliklere neden
olmaktadir. Sonugta secici gecirgenligin kaybi ve lizozomal enzimlerin hiicre i¢inde
etkili hale gelmesi sitotoksik iiriinlerin olusumuna ve sonunda hiicre 6liimiine neden

olur (48).
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Sekil.2.8. Iskemi reperfiizyon hasarinda hiicresel degisimler (Iskemi-
reperfiizyon hasari, serbest oksijen radikalleri seviyelerini ve oksidatif stres

kosullarini artirir.) - Zuluaga ve ark. (49)’ndan alinmistir.

Endotelyal Hiicreler ve Polimorfoniikleer Lokositler (PMNL)

Yapilan calismalar I/R patofizyolojisinde iskemi sirasinda dokuya gelen
l6kositleri sorumlu tutmaktadir (50, 51). Massberg ve ark. (52) 1998 yilinda ince
bagirsak transplantasyonu ile ilgili yaptig1 caligmada, iskemi reperflizyon hasarinin
gelismesinde baslica submokozada yer alan veniillerdeki 16kosit-endotelyal hiicre
etkilesimi oldugunu gostermistir. Yine insan iizerinde yapilan ¢alismalarda, olusan
I/R hasarinin azaltilmasinda 16kosit filtrelemesinin faydali olacagi gosterilmistir (53).
Iskemi sonras1 yeniden kanlanan dokular iizerinde hiicresel diizeyde yapilan in-vivo
caligmalarda, postkapiller veniillerde 16kosit adezyon ve migrasyon artis1 ile
karakterize akut inflamatuar cevap meydana getirdigini gosterilmistir (54). Hasarli
dokuya gelen lokositler ve trombositler, konak savunma sisteminin ayrilmaz bir
pargasi olarak doku onarimi ve yeniden diizenlenmesinden sorumludurlar. Bunun
yaninda inflamatuar aktivite yoluyla yaray1 daha da kétiilestirebilirler. Yani serbest
oksijen radikalleri tlireterek yapisal matriks proteinlerinde siddetli ve geri doniissiiz
hasara yol acabilmektedirler (55). Inflamasyon alanindaki postkapiller veniillere

16kosit migrasyonu ve adezyonu ii¢ asamadan olusmaktadir; yuvarlanma, yapigsma ve
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ekstravazasyon (56). 11k olarak endotel hiicre yiizeyindeki P-selektin, E-selektin gibi
adezyon molekiillerinin artis1 ve 16kositler tarafindan yapisal olarak salgilanan L-
selektin arasindaki etkilesim araciligiyla 16kositler, endotel hiicre yiizeyi boyunca
yuvarlanmaktadirlar (57). iskemi reperfiizyon sirasinda meydana gelen kemokinler
ve kemoattraktanlar (C5a, LTB4 ve PAF) lokositleri endotele zayif bir sekilde
baglar. Kemokinler, 16kosit yiizeyindeki reseptorlere baglanarak beta-2 integrinleri
(CDl11a, CDI11b ve CD 11c /CD18) aktive ederler. Bu aktive integrinler, endotel
hiicrelerinde salgilanan interselliiler adezyon molekiilleri ve wvaskiiler selliiler
adezyon molekiilii gibi adezyon molekiillerine baglanirlar. Boylelikle 16kositler ve
endotel hiicreleri arasindaki etkilesimi giliclendirerek lokositlerin dolagim disindaki
intersitisyuma ekstravazasyonu saglanir (57). Riaz ve ark. (58) 2002 yilinda yaptigi
caligmada fare bagirsaginda iskemi reperfiizyon sirasinda hem P-Selektin hem de E-
Selektin eksprese edildigini gostermislerdir. Bu nedenle tedavide Anti-P-selektin
antikorlarmin kullanimi, 16kosit yuvarlanma ve yapiskanligini azaltarak doku
hasarmi hafifletmektedir (59). Lokositler cesitli proteolitik enzimler; -elastaz,
hidrolaz, myeloperoksidaz ve proteazlar salinimi ile doku hasarina ve inflamatuar
cevabin aktivasyonuna neden olabilmektedir (60) (Sekil 2.9).

Akut inflamasyondaki iki ana sitokinden olan TNFa ve interlokinler (IL-1,
IL-6 ve IL-8) onemli endojen adezyon molekiillerine sahiptir. TNFa tarafindan
indiiklenen noétrofillerin degraniilasyonu ile salinan kollajenaz ve elastaz gibi
proteolitik enzimlerin salinimi damar endotelinde yikima neden olmaktadir (61).
Lokositlerde bulunan myeloperoksidaz enzimi ile hidrojen peroksit ve klortirden

olusan, gii¢lii bir oksidan ajan olan sodyum hipoklorit meydana gelmektedir (62).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiper oksit radikalini H>O» ve molekiiler

0O:‘ye ¢evirmektedir. Bu sayede siiper oksit radikalini kontrol altinda tutar.

Katalaz (CAT): Katalaz enzim aktivitesi karaciger dokusunda ve
eritrositlerde yiiksek miktarda iken, beyin, kalp ve iskelet kaslarinda diisiik
miktarlarda bulunur. H>O>’yi molekiiler O; ‘ye indirger. Bu sayede H>O>’nin toksik

etkisini azaltmis olur (63).
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Sekil.2.9. Iskemi reperfiizyon hasarinda yer alan olaylar dizini — Sener ve ark.

(64)’ndan alinmistir.

Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikallerinin plazma ve organel
membranlarinda etkisi sonucu lipid peroksidasyonu olusur. Hidroksil radikali,
membran lipidleri ile birleserek lipid peroksidasyon iiriinleri olusur. Bu {irtinlerin
basinda malondialdehit gelmektedir. Eritrosit ve lipozomal membranlarin okside
olmasi ile bu yapilarin hem fiziksel hem de kimyasal ozellikleri degiserek
membranin iyon gecirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Bdylece yaygin

membran, organel ve hiicre hasar1 ortaya ¢ikar.

Malondialdehit (MDA): Lipid peroksidasyonu; lipid molekiillerindeki iki
ansatiire bag arasinda yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi
ile baglatilan kompleks bir yoldur. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest
radikali olusur. Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler
veya hidroperoksitler olugsmaktadir. Bu son iiriinler nispeten daha stabil bir son iiriin
olan ve lipid peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen MDA’ya

dontismektedir (65).
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Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri; triptofan,
triozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitleri etkilemektedir.
Reaksiyon sonucunda ozellikle karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri
meydana gelir. Boylece proteinlerin pargalanmasina neden olur. Proteinlerin

parcalanmasiyla bazi enzimlerin disfonksiyonuna neden olur.

DNA hasari: Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial DNA
yapisinda bulunan timin ile reaksiyona girerek zincir kirilmalarina neden olur. DNA

yapisinda olusan bu bozulma sonucunda hiicrelerde apoptozis meydana gelir.

Nitrik oksit (NO) miktarimin azalmasi: Damar endotel hiicrelerinde nitrik
oksit sentaz enzimi ile L-arjininden sentezlenir. Guanilat siklaz enziminin “hem”
demirine baglanir ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) sentezini uyarir.
Vazodilatasyona neden olur. Nitrik oksit, ayn1 zamanda tiyol gruplarini S-
nitrozilasyona ugratarak protein yapisinda bozukluklara ve reseptor disfonksiyonuna
neden olur. Nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyon vererek gii¢lii bir oksidan
olan peroksinitrit (ONOOH) olusturur. Bu reaksiyonun dekompozisyonu ile hidroksil
radikali olugmaktadir (66). Nitrik oksitin in-vivo ¢aligmalarda yar1 dmriiniin sadece
birkac¢ saniye oldugu saptanmistir. Normal fizyolojik durumlarda endojen nitrik oksit
olusumu diisiiktlir. Saglikli kisilerde plazma nitrit konsantrasyonlari sifira yakindir.
Diger yandan, nitrik oksitin metaboliti olan nitratin plazma konsantrasyonu c¢esitli
yayimnlarda farklilik gdstermesine ragmen, Olgiilebilecek diizeylerde olup, 6rnegin
septik sokta 100 uM/L’ye kadar yiikselebilmektedir. Nitrat, bobrekler yolu ile atilir.
Plazmadaki yar1 émrii 5-8 saat arasindadir ve saglikli kisilerde plazma klerensi 20

ml/dk olarak bildirilmistir (67).

PMNL Aktivasyonu: Iskemi reperfiizyon hasarinda reaktif oksijen
radikalleri olusumdan sorumlu bir diger neden ise bolgeye gelen basta notrofiller
olmak {tizere makrofajlar, endotel hiicreleri ve mast hiicreleri gibi inflamatuar
hiicreler arasindaki etkilesimlerdir. Bu hiicrelerden serbest oksijen radikallerinin
salgilanmasinin yaninda, bu hiicreler tarafindan salinan pro-inflamatuar mediyatorler,
PMNL’lerin bdlgeye migrasyonuna ve adezyonuna yol agar (68). Birgok ¢alismada

karaciger, kalp, bobrek, akciger ve beyin gibi organlarin iskemi reperfiizyona bagl



21

hasarinda notrofillerin  doku diizeyinde ve sistemik olarak artis gosterdigi

goriilmistiir (69-72).

Pro-inflamatuar sitokin salimmm: Reperfiizyon baslamasi ile dolagimda ve
dokuda bulunan makrofajlar tarafindan inflamasyon bdlgesine ndtrofil ve
lenfositlerin ¢ekilebilmesi igin ¢esitli mediatorler salgilanir. Bu mediatorler TNFa,

IFNy, IL-1, IL-6, IL-12’dir (73).

Timoér Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a): TNFo doku travmasi ya da
enfeksiyon nedeniyle pro-inflamatuar sitokinlerin salinimint baglatan temel
sitokindir. Monositler, makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan salinir (74). Akut
travmalarda TNF cevabi hizli ve kisadir. Yarilanma omrii 15-18 dakikadir. Akut
travmalarda 90 dakikada pik yaptig1 ve 4 saat sonra dolagimda Ol¢iilemeyecek kadar
diistiigii gosterilmistir. TNFa cevabi kisa ve hizli olmasina ragmen ¢esitli sitokinlerin
uyarilmasina bagl olarak ilgili dokuda uzun bir etkiye sahiptir. Ayrica stres sirasinda
kas yikimindan ve kaseksiden sorumlu tutulmaktadir. Bunlarin disinda koagiilasyon
kaskadinin aktivasyonunda, Prostaglandin E2 (PGE2) ve platelet aktive edici faktor
(PAF) diizeylerinin artmasinda, glukokortikoidler ve eikozanoidlerin saliniminda

etkilidir (75).

Interlokin-1 (IL-1): Makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden TNFo. uyarisi
ile salinir. Etkileri TNFa ile benzerlik gosterir. Pro-inflamatuar bir sitokindir. IL-1a
ve IL-1B olarak bilinen 2 tiirii vardir. IL-1o hiicre membranina direk temas ederek
etki gosterir. {lk olarak 1940 yilinda 16kositik pirojen olarak tanimlanmis olup,
yaklagik 10.000 dalton molekiil agirligindadir. Deney hayvanlarina verildiginde ates,
koloni stimiilan faktdr diizeyinde artis, nétrofili, istahsizlik, uyku ve akut faz
reaktanlarinin sentezine yol acar. Daha yiiksek dozlarda hipotansiyon ve 16kopeniye

neden olur.

Interlokin-6 (IL-6): Insanda 26 kDa molekiil agirhiginda bir proteindir. IL-6
monosit, fibroblast ve endotelyal hiicrelerden salinmaktadir (76). IL-6 baslangigta B-
hiicre farklilagma faktorii olarak tanimlanmistir. Clinkii aktive B-hiicreleri tarafindan
antikor salmmmin1  uyarir. Son yillarda IL-6'nin sitotoksik  T-hiicreleri,

megakaryositler ve diger hemopoetik hiicreler lizerinde proliferasyon ve farklilagma
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saglayic1 etkileri yaninda, hepatik akut faz proteinlerinin ve plazma hiicreleri
tarafindan immiinglobulinlerin yapiminin uyarimina neden oldugu bildirilmistir.

TNFa ve IL-1’in arttig1 durumlarda arttig1 gosterilmistir.
2.5. Antioksidanlar

Organizmanin  pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli  bir yasam
siirdiirebilmek igin ¢ok onemlidir. Insan viicudunda oksidanlara karsi koyan
enzimatik antioksidanlar (siiperoksit dismutaz, katalaz vb.) devaml tretilmektedir.
Buna ek olarak beslenme ile disaridan aldigimiz gidalarin antioksidan igerikleri de
antioksidan savunma sistemimizin giiclenmesine ciddi katkilar yapmaktadir (77, 78).

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar
onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan ‘antioksidan
savunma sistemi’ dort yolla etki gostermektedir;

1.Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutar ve yok eder (siipiiriicii
etki). Antioksidan enzimler, kii¢iik molekiiller bu yolla etki gosterirler (79, 80).

2.Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltir veya inaktif hale doniistiirtir. Vitaminler, flavanoidler de bu tarz
bir etkiye sahiptirler (81).

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici rolii ile zincir kirict etki gosterir. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller “zincir kirici etki” gosterirler (82).

4. Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde “onarici
etki” gosterirler (83).

Endojen kaynakli veya ekzojen kaynakli olan antioksidanlarin
tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya konmasinda iskemi reperfiizyon hasari
modelleri 6nemli katki saglamistir. Antioksidan 0Ozelligi One siirlilmiis pek cok
madde ¢esitli iskemi reperfiizyon modellerinde test edilerek degerlendirilmistir.

Son ¢aligmalar, karotenoidlerle ekzojen antioksidan desteginin kullaniminin,
potansiyel temizleme yetenekleri sayesinde antioksidan savunmay1 artiracagini ileri

stirmektedir (84-88).
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2.5.1. Total Antioksidan Kapasite

Viicudumuzda endojen ve ekzojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif
stresi yenmeye ¢aligan antioksidan savunma sistemi mevcuttur. Antioksidan savunma
sistemi bu zararli reaksiyonlar1 Onler veya inhibe eder. Plazmada antioksidanlar
stirekli etkilesim halindedirler. Bu maddeler sinerjistik olarak calismaktadirlar.
Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile hemen kompanse
edilebilmektedir.

Antioksidanlarin bu etkilesimi, tek tek yaptiklar: etkinin toplamindan daha
kuvvetli bir etki olusturmus olur ve bu da total antioksidan kapasiteyi olusturur.
Farkli antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlar1 laboratuvarlarda ayri
ayrt Olglilebilir, ancak Ol¢limler zaman alict ve masraflidir. Bundan dolayi, bir
numunenin toplam antioksidan yaniti olgiilir ve bu toplam antioksidan kapasite;
toplam antioksidan aktivite, toplam antioksidan gii¢, toplam antioksidan durum
olarak da adlandirilabilir.

Total antioksidan kapasitenin 6l¢limii, antioksidanlarin ayr1 ayr1 seviyelerinin
Ol¢limiinden daha Onemlidir. Bu nedenle kandaki antioksidan diizeyini saptamada
ayr1 ayri antioksidanlarin hesaplanmasi yerine bunlarin toplam antioksidan degerini
veren toplam antioksidan kapasite Ol¢iimii kullaniimaktadir. Kan viicutta olusan
oksidan durumlarin 6nlenmesinde O6nemli bir role sahiptir. Antioksidanlarin tim

viicuda dagitilmasini saglar (89-91).
2.6. Caliymamizda Kullandigimiz Antioksidan Astaksantin

Karotenoidlerin keton ailesinden olan astaksantin 6zellikle deniz canlilarinin
kabuklarinda dogal olarak bulunan kirmizi renkli bir pigment olup, hiicre membran
yapisinin korunmasinda etkili bir mekanizmaya sahiptir (92). Baz1 canlilar renk
pigmenti yoniinden olduk¢a zengindirler. Astaksantin igeren “Haematococcus
pluvialis” bir klorofit alg tiirli olup, organizmasinda en yliksek diizeyde astaksantin

biriktirmektedir (93). Kimyasal olarak -karotene ve A vitaminine benzerdir.
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Sekil.2.10. Astaksantinin kimyasal yapisi - Weeratunge ve ark. (94)’ndan

alinmistir.

Astaksantin diger karotenoidlere gore 1siya karsi dayanikli olup, renk
degisikligi gostermemektedir. Diger antioksidanlara kiyasla yapisinda oksijen
icermesi  ve lipofilik olmasi nedeniyle kan-beyin bariyerini kolaylikla
gecebilmektedir ve santral sinir sistemi ile beyin hiicrelerini koruyucu etki gosterdigi
bildirilmektedir (2, 3) .

Astaksantin pigmenti dogadaki en kuvvetli ve zararsiz antioksidan olarak
kabul edilmektedir. Antioksidan aktivitesinin C vitamininden 6000 kat, koenzim
Q10'dan 800 kat, E vitamininden 600 kat, karotenden 10 kat daha gii¢lii oldugu
gosterilmistir (15-17, 95-99). Astaksantinin, in-vivo ve in-vitro sistemlerde lipid
peroksidasyonu ve oksidatif strese karsi hiicre zarmi ve dokuyu koruyan en etkili
antioksidanlardan biri oldugu gosterilmistir. Ayrica, in-vivo olarak iskemi
reperfiizyon patolojilerinin 6nlenmesi ve tedavisinde astaksantin etkisi, antioksidan

molekiil olarak giiclii etkisini a¢iga ¢ikarmaktadir.
2.6.1. Astaksantinin Biyosentezi

Astaksantin sentezleyen diger mikroorganizmalara gore en yliksek astaksantin
icerigine sahip olan canlinin yesil alg ailesinden “Haematococcus Pluvialis Flotow”
oldugu bilinmektedir (100). Degerli bir pigment olan astaksantinin ticari iiretiminde,
kullanilmaya en uygun adaym “Haematococcus Pluvialis Flotow” olmasi, bu algi
0zel ve onemli hale getirmistir (19).

Haematococcus pluvialis tek hiicreli bir mikroalgdir ve Haematococcus’un
genel iskeleti karotenoidler, yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve minerallerden

olugmaktadir (101). Asir1 151k, yiliksek sicaklik, besin eksikligi vb. kosullarda strese
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girerek astaksantin sentezini saglar. Stres kosullar1 altinda indiiklenen hiicrelerde
biriken astaksantinin mono ve di esterleri, toplam karotenoidin %98’ni olusturur ve
hiicre kuru agirliginin yaklasik %41 kadar astaksantin biriktirebilir (102, 103).
Astaksantinin biyosentezi geranil difosfat molekiiliiniin fitoen formuna
doniigsmesi ile baglar ve bunu fitoen sentaz enzimi baslatir. B-karotenin biyosentezi
dortlii zincir reaksiyonu Onderliginde gergeklesir ve likopen sentezlenir. Bunu
takiben de ikili dongii reaksiyonu gerceklesir. Hematococcus pluvialis’deki [-
karotenin astaksantine doniigsmesi, B-karoten ketolaz (BKT) ve karotenoid hidroksilaz
(CH) enzimleri ile olur (104, 105). Ddngliniin birinde B-karoten ketolaz, -karoteni
kantaksantine doniistiiriir. CH de kantaksantini astaksantine doniistiiriir. Dongtiniin
digerinde ise karotenoid hidroksilaz, f-Karoteni zeaksantine doniistiiriir. BKT de

zeaksantini diger ksantofil ve astaksantine doniistiiriir (106, 107).
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Sekil 2.11. Astaksantinin biyosentezi - Steinbrenner ve ark. (106)’ndan alinmistir.
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2.6.2. Astaksantinin Yapisi

Astaksantinin tanimi su sekildedir (101):
Kimyasal ad1: 3,3’-dihidroksi-f, B-karoten-4,4’-dion
Molekiiler formiilii: C40H5204
Molekiiler agirligi: 596.82
CAS numarasi: 472-61-7
EINECS numarasi: 207-451-4

Sekil 2.12. Astaksantinin {i¢ boyutlu yapisi - Tominaga ve ark. (108)’ndan

alimmustir.

Astaksantin kimyasal sentetik formda ve dogal formda olmak {izere iki tipte
bulunmaktadir. Sentetik formda olanlar, dogal olmayan konfigurasyonda astaksantin
bilesikleri icerir. Mikroorganizma kullanilarak iiretilen dogal kaynakli astaksantin

formu bu nedenle daha degerlidir (96, 104).
2.6.3. Astaksantinin Etki Mekanizmasi

Astaksantin diger karotenoidler gibi tekli oksijenin uyarilmasiyla agiga ¢ikan
enerjiyi emerek tekli oksijen ve diger serbest radikalleri elektrondan zengin polien
zincirlerini olusturarak uzaklastirilmasini saglar. Bu sekilde astaksantin, hiicreleri ve
dokular1 hasardan korur. Karotenoid yapisi degismeden kalir ve tekrar radikal tutucu

olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.13. Astaksantinin hiicre zarindaki durumu - Sahin ve ark. (109)’ndan

alimmustir.

Astaksantin, karotenoid grubuna dahil bir antioksidandir. f-karotenle hemen
hemen ayni biyosentezi kullanir. Olusan polien zincirleri hiicreyi serbest
radikallerden korumada rol oynamaktadir.

Astaksantin 3 mekanizma ile hiicreleri korumaktadir:

1-Tekli oksijeni uzaklagtirma ve 1s1 olarak enerjiyi dagitma,

2-Zincir reaksiyonlarimi1 Onlemek veya sonlandirmak ig¢in radikallerin
uzaklagtirilmast,

3-Membran lipid peroksidasyonunu inhibe ederek membran yapisin
korumaktadir.

Astaksantin, keto-hidroksil gruplarini igerdiginden hiicre zarina ¢ok iyi
oryante olmakta, boylelikle hiicrenin hem i¢ ve hem de dis membraninda kalici
olmaktadir. Ayrica astaksantin, her bir iyonon halkasinda bulunan hidroksil ve keto
pargalar1 ile benzersiz molekiiler yapist nedeniyle hiicre zarinin dis ve i¢
kisimlarindaki radikalleri temizleyebilir (110, 111). Astaksantin bu 6zelligi ile sadece
i¢ veya dis membranda lokalize olabilen beta-karoten ve vitamin C’ye gore hiicreyi

membran peroksidasyonundan daha iyi korumaktadir.
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Astaksantinin insanlar iizerindeki etkisi ile ilgili ¢aligmalar giin gegtikce
artmaktadir. Yapilan arastirmalarda giines 1smnlarina karsi koruyucu oldugu,
Parkinson gibi noro-dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi iizerine olumlu etkileri
oldugu tespit edilmistir. Son yillarda, iskemi reperflizyon hasarina kars1 astaksantinin

antioksidan etkisine daha fazla dikkat ¢ekilmistir (112).
2.6.4. Astaksantinin Faydalar

Astaksantinin giiclii antioksidan 6zelliginin insan viicuduna olan olumlu
etkileri su sekilde siralanabilir;

-Anti-inflamatuar etki gostermektedir.

-Antikor sayisini arttirarak bagisiklik sistemini giiclendirmektedir (95, 113).

-Kan-beyin bariyerini gecerek ndro-dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu
etki gostermektedir.

-Viicudumuzun her yerinde olumlu antioksidan etki gostermektedir.

-Ultraviyole 1sinlarinin zararlh etkilerinden deriyi korumaktadir (96, 114).

-Yaslanmadan kaynaklanan cilt dejenerasyonunu iyilestirmektedir (108).

-Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin olusumunu azaltmaktadir (115).

-Kanser hiicrelerinin olusumunu engellemektedir (116, 117).

-Kalp krizi riskini diistirmeye yardimci olmaktadir.

-Kolestrol diizeyini diizenlemektedir (115).

-Hipertansiyonu 6nlemede yardimcidir.

-Prostat hiperplazisini diizeltmeye yardimeidir.

-Diyabeti 6nlemede onemli etkileri bulunmaktadir.

-Gozleri ve deriyi radyasyonun zararli etkilerine karst korumaktadir.

-Retina bariyerini gecerek retinay1 oksidatif zarardan korumaktadir (118,

119).
2.6.5. Astaksantin Kullanim Alanlar

Astaksantin, aqua-kiiltiir ve gida sanayilerinde pigment kaynagi olarak
kullanilirken, kozmetik ve farmasotik sanayilerinde de yiiksek antioksidan aktivitesi
nedeni ile uygulama alan1 bulmaktadir (95, 116). Gida sanayisinde, insan sagligi

iizerine olumlu etkilerinden dolayr kullanimi gittikce yayginlagsmaktadir (120).
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Astaksantinin insanlarda takviye gida olarak kullanimi, 1987 yilinda U.S. Food and

Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmistir.
2.6.6. Astaksantin Pazan

Astaksantinin ticari satis fiyat1 yaklasik olarak 3000 $/kg’dir. Ozellikle aqua-
kiiltiir sanayisine satista, pazarin %95’lik kismina kimyasal sentetik formdaki
astaksantin sahipken, %5’lik kismina alglerden elde edilen dogal kaynakli
astaksantin sahiptir. Aqua-kiiltiir sanayisindeki gelisimle birlikte 2000 yilindan
itibaren yilda 100 ton astaksantin talep edilmeye baslanmistir. Bu potansiyel talep
mikrobiyal kaynakli astaksantin {iretimi i¢in biiyiik pazarlarin agilmasina neden
olabilmektedir. Birka¢ arastirma grubu tarafindan mikrobiyal kaynakli astaksantinin
biiylik capli iretiminin kurulmasina yonelik girisimler yiirtitiilmektedir (121).

Aqua-kiiltiir sanayii i¢in bliylik ¢capli kimyasal astaksantin tiretimi, ilk olarak
Isvigre’de Hoffman La Roche tarafindan 1990’11 yillarda baslatilmistir. La Roche
firmasinin tahmini yillik tiretimi 80 ton olup, diinya astaksantin pazarinda 2000
yilinda 200 milyon dolarlik bir satig rakamina ulagmistir.

[k olarak dogal kaynakli astaksantin {iretimi Hawai’de iki farkli firma olan
Cyanotech ve Aquasearch tarafindan baglatilmistir. Her iki firma da farklhi
modellerde tiretim gergeklestirmektedir. Cyanotech firmasi Spirulina iiretiminde
kullandig1 acgik havuzlari modifiye ederek Haematococcus liretimine uygun hale
getirirken, Aquasearch firmasi yeni bir iiretim modeli gelistirerek kapali reaktorde
mikro alg tretiminde artist hedeflemistir. Her iki firmada hedeflerinden uzakta
kalarak aylik 1-2 tonluk astaksantin iiretiminin {izerine ¢ikamamig ve iki firma
arasinda is birligine gidilmistir. Uretimi arttirmay1 hedefleyen bu birlesme medyaya
da yansimis, ancak bu girisimler basariya ulasmamis ve istenen sonuglar elde
edilememistir (115, 122).

Haematococcus’dan astaksantin iiretimi icin ticari en son girisim Israil’de
Negev Colii’niin giiney kisminda Ben Gurion Universitesinin Jacob Blaustein
Arastirma Enstitiisiinde gerceklestirilmistir. Uretimin ilk yil1 500 kg’lik astaksantin
{iretimi yapilmis ve son yillarda iiretim kapasitesi 50 tona ulasmustir. Uretim, giines

1s1gindan yararlanilarak tiibiiler reaktorlerde gerceklestirilmektedir (122).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari ve Ortam

Bu deneysel calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 23.06.2020 tarihinde etik kurul yonergelerine
uygun goriilerek 792-1/2020 kayit numarasi ile onaylanmistir. Deney hayvanlarinin
iiretilmesi, yetistirilmesi KOBAY firmasi tarafindan yapilmis olup, deney boyunca
bakim ve operasyon odasinin temini Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
TICAM (Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi)

tarafindan yapilmistir.
3.2. Arastirma Tipi

Deney protokolii, Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay1 sonrasinda Arastirma Kurulu tarafindan 2020-3171 proje kodu ile
desteklendi. Deneysel calismalar, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde ‘“National Institutes of
Health, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak
gerceklestirildi.

Calismada 3-4 ay arasinda, yaklasik 250-300 gr agirhiginda Wistar Albino
cinsi saglikli ve disi toplamda 32 adet sican denek olarak kullanildi. Denekler
rastgele her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Siganlar, deney Oncesi tel
kafeslerde, her kafeste 4 hayvan olarak rastgele gruplandi. Ortam sicaklig1 20-25 °C
olacak sekilde, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik odada tutuldu. Sicanlar, standart
sican yemiyle serbest olarak beslendi. Suluktan serbestge su igmeleri saglandi.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler asagida siralanmistir;

a) %10 povidone iodine soliisyonu (Merkez San. Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye)

b) Ketamin Hidrokloriir (Ketalar, Eczacibast Warner-Lambert ilag Sanayi, Levent,
Istanbul) 60 mg/kg dozunda intramuskiiler (IM) kullanilds.

¢) Xylazine Hidroklorit (Rompun, Bayer Sisli. Istanbul) 10 mg/kg dozunda IM
kullanildi.

d) Astaksantin (>97% (HPLC) (SML0982) 50 mg/100 ml) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Germany) 3. ve 4. gruba sirasiyla 1 mg/kg ve 10 mg/kg
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dozunda DMSO (Dimetil siilfoksit) igerisinde ¢oziilerek reperfiizyona baglarken
intraperitoneal olarak kullanildi.

3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

32 adet sican, her birinde 8 adet hayvan olacak sekilde 4 gruba randomize

sekilde ayrildi.

Tablo.3.1 Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Deney ve kontrol gruplar Grup basina hayvan adedi
Grup 1 (Normal grup-Kontrol grubu) &
Grup 2 (Iskemi/ Reperfiizyon + DMSO) 8
Grup 3 (I/R + Astaksantin 0,3 mg doz) S
Grup 4 (I/R + Astaksantin 3 mg doz) S
32

Toplam

Grup 1 (Normal grup-Kontrol grubu): Bu gruptaki hayvanlara laparotomi
ve sonrasinda SMA diseksiyonu yapildi, iskemi reperfiizyon modeli olusturulmadi.

Grup 2 (Iskemi/Reperfiizyon + DMSO): Bu gruptaki hayvanlara laparotomi
sonrast SMA diseksiyonu yapildi. Ardindan 60 dakika boyunca SMA klemplenerek
iskemi sagland1 ve klemp agildiktan sonra 120 dakikalik reperfiizyona baglarken
intraperitoneal DMSO soliisyonu (10 ml) verildi.

Grup 3 (Iskemi/Reperfiizyon + Astaksantin 0,3 mg doz): Bu gruptaki
hayvanlara laparotomi sonrast SMA diseksiyonu yapildi. Ardindan 60 dakika
boyunca klemplenerek iskemi saglandi ve klemp acildiktan sonra 120 dakikalik
reperfiizyona baslarken intraperitoneal 1 mg/kg dozunda 0,3 mg (10 ml DMSO’da
¢Oziinmiis halde) astaksantin verildi (123).

Grup 4 (iskemi/Reperfiizyon + Astaksantin 3mg doz): Bu gruptaki
hayvanlara laparotomi sonrast SMA diseksiyonu yapildi. Ardindan 60 dakika
boyunca klemplenerek iskemi saglandi ve klemp acildiktan sonra 120 dakikalik
reperfiizyona baglarken intraperitoneal 10 mg/kg dozunda 3 mg (10 ml DMSO’da

¢Oziinmiis halde) astaksantin verildi (123).
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3.4. Ameliyat Prosediirii

Deneyde kullanilan tiim si¢anlara, bir gecelik agligi takiben (sadece su
icmelerine izin verilerek), Xylazine (10mg/kg) ve Ketamine (60mg/kg) karigimi,
aseptik sartlarda intramuskiiler yolla uygulanarak genel anestezileri saglandi.
Anestezi altinda uyutulan sicanlar deney masasma alindi. Is1 kaybini1 azaltmak ve
viicut sicakliklarimin 37 °C civarinda tutulabilmesi i¢in ameliyat masasi iizerinde

1sitict lamba kullanildi. Supin pozisyona alindi ve ayaklarindan sabitlendi.

Resim 3.1. Sicanlar supin pozisyonuna alinmasi ve ekstremitelerinden sabitlenmesi

Karin bolgesi tirag edildikten sonra %10 povidone iyodiir soliisyonuyla iki

kez silinerek, asepsi kurallarina uyularak steril aletler ile operasyona baslandi.
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Resim 3.2. Deneklerin cildinin tiraglanmasi Resim 3.3. Deneklerin cilt asepsisi

Ksifoidin altindan yapilan yaklasik 3 cm’lik orta hat insizyonla peritoneal

kavite agilarak batina girildi.

Resim 3.4. Batinin agilmasi
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Cerrahi bolgede rahat manipiilasyon saglamak amaciyla kolonik anslar batin

disarisina alindi. Ince bagirsak mezenter yapilarmin proksimalinde SMA izole edildi.

Aort ile SMA birlesim noktas1 gorildii.

Resim 3.5. Kolonik anslarin batin Resim 3.6. SMA izolasyonu
disina alinmast
Grup 1 (Normal grup-Kontrol grubu): SMA izole edilen denekler 1 saat batin agik

olacak sekilde operasyon masasinda tutuldu. Operasyon sirasinda agik olan batin,

siv1 ve 1s1 kaybini azaltmak i¢in steril nemli spang ile ortiildii.

&
b

&

LT ‘5"5”"“'““'“”‘{{}“

Resim 3.7. Operasyon sirasinda acik olan batinin nemli spang ile {izerin Ortiilmesi
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1 saat beklendikten sonra, batin insizyonlar1 4/0 polypropylene siitiirler ile

(Prolene®; Ethicon, USA) kapatildi.

Resim 3.8. Operasyon sonrasi prolen ile kapatilan batin goriiniimii

Grup 2 (iskemi/Reperfiizyon + DMSO): SMA izole edilen deneklerin
SMA’s1 arteriyel bulldog klemp (Vascustatts, Scanlan, USA) yardimi ile 1 saat

stireyle klemplendi.

Resim 3.9. SMA’ya konulan bulldog klemp goriintimii
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Ince bagirsak arter pulsasyonlarimin kayboldugu ve bagirsak renginin
soluklastig1 goriildii. Operasyon sirasinda agik olan batin, sivi ve 1s1 kaybini azaltmak
icin nemli spang ile ortiildii. 1 saat sonrasinda vaskiiler klemp agildi. Ince bagirsak
arter pulsasyonlarinin yeniden saglandig1 ve bagirsak renginin koyulastig1 goriilerek,
reperfiizyonun saglandigindan emin olundu. Klemp agildiktan sonra 120 dakikalik
reperfiizyona baglarken intraperitoneal DMSO soliisyonu verildi. Ardindan batin
insizyonlar1 4/0 polypropylene siitiirler ile (Prolene®; Ethicon, USA) kapatildi.

Grup 3 (iskemi/Reperfiizyon + Astaksantin 0,3 mg doz): SMA izole
edilen deneklerin SMA’s1 arteriyel bulldog klemp (Vascustatts, Scanlan, USA)
yardimi ile 1 saat siireyle klemplendi. Ince bagirsak arter pulsasyonlarmin
kayboldugu ve bagirsak renginin soluklastig1 goriildii. Operasyon sirasinda agik olan
batin, sivt ve 1s1 kaybini azaltmak i¢in nemli spang ile Ortiildii. 1 saat sonrasinda
vaskiiler klemp acildi. ince bagirsak arter pulsasyonlarinin yeniden saglandigi ve
bagirsak renginin koyulastig1 goriilerek reperfiizyonun saglandigindan emin olundu.
Klemp acgildiktan sonra 120 dakikalik reperflizyona baslarken intraperitoneal 1
mg/kg dozunda 0,3 mg (10 ml DMSO’da ¢oziinmiis halde) astaksantin verildi.
Ardindan batin insizyonlar1 4/0 polypropylene siitiirler ile (Prolene®; Ethicon, USA)
kapatildu.

Grup 4 (Iskemi/Reperfiizyon + Astaksantin 3mg doz): SMA izole edilen
deneklerin SMA’s1 arteriyel bulldog klemp (Vascustatts, Scanlan, USA) yardimi ile
1 saat siireyle klemplendi. Ince bagirsak arter pulsasyonlarmin kayboldugu ve
bagirsak renginin soluklagtigi goriildii. Operasyon sirasinda agik olan batin, sivi ve
1s1 kaybini azaltmak i¢in nemli spang ile oOrtiildii. 1 saat sonrasinda vaskiiler klemp
acildi. ince bagirsak arter pulsasyonlarinin yeniden saglandigi ve bagirsak renginin
koyulastig1 goriilerek reperfiizyonun saglandigindan emin olundu. Klemp agildiktan
sonra 120 dakikalik reperfliizyona baslarken intraperitoneal 10 mg/kg dozunda 3 mg
(10 ml DMSO’da ¢6ziinmiis halde) astaksantin verildi. Ardindan batin insizyonlar
4/0 polypropylene siitiirler ile (Prolene®; Ethicon, USA) kapatildu.

120 dakika reperfiizyon saglandiktan sonra tiim deneklere intramuskiiler
Ketamin ve Xylazine anestezisi yeniden verildi. Eski insizyon hatti tizerindeki
stitiirler alinarak batin a¢ildi. Ardindan intrakardiyak 5 ml kan alindi. Daha sonra tiim

denekler servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyonun hemen
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sonrasinda terminal ileumun proksimalinden 5 cm ileum ¢ikarilip, ¢ikarilan bagirsak
limeni soguk %0,9 NaCl ile yikandi. Cikarilan ileum dokusunun 2 cm’lik pargasi
histopatolojik inceleme i¢in %10 formaldehit icerisine konuldu. Kalan ileum dokusu
cerrahi tampon ile kurulandiktan sonra diger islemler i¢in iki esit par¢aya boliiniip
mikro santrifiij (eppendorf) tiiplerine yerlestirildi ve inceleme yapilincaya kadar -80

°C’de derin dondurucu i¢inde saklandi.
3.5. Biyokimyasal ve Histopatolojik Analizler

Caligmada kullanilan tiim deneklerden, plazma SOD, CAT, MDA calisilmasi
icin kan ve doku; Kaspaz-3, P53, TNFa, IL-1, IL-6 calisilmasi ve histopatolojik

degerlendirme icin terminal ileumdan doku 6rnekleri alindi.

3.5.1 ELiSA Yontemi ile Kan Plazmasindan SOD, CAT ve MDA

Incelenmesi

Uygulanan iglemler sonrasinda tiim ratlardan intrakardiyak kan ornekleri
alindi. Alinan kan 6rnekleri EDTA’1 (Etilendiamin tetraasetik asit) tiiplere konuldu.
Tiipler 4100 G devirde 15 dk santrifiij edildi. Ust fazda kalan plazmalar bir pipet
araciligiyla steril tiiplere alindi. Daha sonra deneyin yapilacagi giine kadar -80 °C’de
saklandi. Deney giinli plazmalar oda 1sisinda erimeleri beklendi. Vorteks yardimi ile

karigtirildi. Serum 6rneklerinde SOD, CAT ve MDA diizeyi 6l¢iildii.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ol¢iimii (U/ml): Siiperoksit
dismutazin rolii, oksidatif enerji siirecleri sirasinda iiretilen toksik radikalin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu yontem, kirmizi
bir formazan boyasi olusturmak iizere 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyum kloriir ile reaksiyona giren siiperoksit radikalleri iiretmek igin
ksantin ve ksantin oksidaz kullanildi. Sonuglar U/ml olarak verildi (Relassay,

Tiirkiye).

Malondialdehit (MDA) dl¢iimii (nmol/L): Doku MDA seviyesi, 90-100 °C'de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona dayali bir yontemle belirlendi. TBA test
reaksiyonunda, MDA veya MDA benzeri maddeler ve TBA, 532 nm’de maksimum

absorbsiyon ile pembe bir pigment iiretimi ile reaksiyona girmekte olup, reaksiyon
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pH 2-3'te 90 °C’de 15 dakika boyunca gerceklestirildi. Numune, proteinin ¢okelmesi
icin iki hacim soguk %10 trikloroasetik asit ile karistirildi. Cokelti santrifiijleme ile
topak haline getirildi ve siipernatantdan bir kisim esit hacimde %0,67 (a/h) TBA ile
10 dk kaynar su banyosunda reaksiyona sokuldu. Sogutulduktan sonra absorbans 532

nm’de okundu. Sonuglar nmol/L olarak verildi (Relassay, Tiirkiye).

Katalaz (CAT) aktivitesi olciimii (U/ml): Bu kalorimetrik tahlil iki adim
icermektedir. Numune Once bilinen miktarda hidrojen peroksit ile inkiibe edildi.
Ornek hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiirdii. Oran, katalaz konsantrasyonu ile
orantili idi. Enzim durduruldu ve sabit bir inkiibasyon periyodunun ardindan kalan
hidrojen peroksit bir kromojen kullanilarak belirlendi. Elde edilen absorbans 405
nm’de Ol¢iildii ve elde edilen sonuclar U/ml olarak ifade edildi (Relassay, Tiirkiye).

3.5.2. PCR Yontemi ile Dokuda Kaspaz-3, P53, TNFa, IL-1, IL-6 Ol¢iimii

Uygulanan islemler sonras1 Kaspaz-3, P53, TNFa, IL-1, IL-6 6l¢limii i¢in tim
ratlarin terminal ileum dokusundan 6rnekler alindi. Alinan 6rnekler eppendorf tiipii
icinde calisma yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklandi. Calisilan materyal doku
ornegi; 100 mg doku bistliri ile kiiciik pargalara ayrilarak homojenize edildi ve
iizerine 1 ml RiboEx (GeneAll,301-001) eklenerek vortekslendi. Calisilan materyal
kiiltiir hiicresi 6rnegi ise; 1x107 kiiltiir hiicresi tizerine 1 ml RiboEx (GeneAll,301-
001) eklenerek karigmasi saglandi. Oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi. Karigtm 11.000
rpm, 10 dk, +4 °C kosullarinda santrifiij yapildi ve siipernatant baska bir tiipe
aktarildi. Karigim iizerine 200 pL kloroform eklenerek karigtirildi ve 2 dk siire ile
inkiibe edildi. +4 °C de 12.000xg’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir
tiipe alindi. Siipernatantin hacmi kadar RB1 Buffer eklendi eklenerek karistirildi. 700
puL karisim dokuya aktarildi. 10.000xg’de 30 sn santrifiij yapildi. Collection tiip
yenisi ile degistirildi. Karisimdan kalan miktar olmasi durumunda 7-8 kez islemler
tekrarland1. Doku iizerine 500 pL SW1 Buffer eklendi. 10.000xg de 30 sn santrifiij
yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi. Doku iizerine 500 uL. RNW Buffer
eklendi. 10.000xg de 30 sn santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.
Doku i¢inde kalan yikama soliisyonlarmi uzaklastirmak icin 10.000xg de 1 dk
santrifiij yapildi. Daha sonra doku temiz bir tiipe alindi. Doku tizerine 50 uL. RNase-
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saf su eklendi ve 1dk oda sicakliinda bekletildi. Sonra 10.000xg de 1 dk santrifiij
yapilarak elde edilen mRNA 6rnekleri -80 °C sicaklikta donduruldu.

mRNA izolasyonu sonrasinda ¢cDNA sentezi agamasina gecildi. cDNA
sentezi i¢in HyperScriptTM First strand synthesis kit (GeneALL, 601-005)
kullanildi. cDNA mastermix hazirlandiktan sonra 65 °C sicaklikta 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda karisim buz iizerine alindi. cDNA sentezi i¢in mastermix
hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon reaksiyonuna gecildi. cDNA sentezi i¢in
kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonu iki asamali olarak gerceklestirildi. Elde
edilen cDNA oOrnekleri Real-Time PCR asamasma kadar -80 °C sicaklikta
donduruldu.

cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasina gecildi. Real-Time
qPCR i¢in RealAmpTM SYBR qPCR Master mix (GeneALL, 801-051) adli kit
kullanildi. Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecildi.
Real-Time qPCR reaksiyon kosullar1 saglandiktan sonra Real-Time qPCR
reaksiyonu Applied BiosystemsTM 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda
gerceklestirildi.

mRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak
kullanilip kontrol gurubuna goére normalize edildi. Relatif kantifikasyon
hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanildi. AACt hesaplamasi asagi agiklandigi
sekilde gergeklestirildi.

Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef mRNA
hem de referans mRNA i¢in Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edildi.
Teknik tekrarl ¢aligmalarda Ct degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamaya devam
edildi. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak
hedef grup ACt degerleri elde edildi. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden
referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak referans grup ACt degerleri elde edildi. Hedef
grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri elde

edildi. AACt degerleri 2-AACH seklinde isleme alinarak kat degisimi (Fold Change)
hesaplanmas1 yapildi. Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef
grubu mRNA ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif

olarak artig gosterdigi seklinde yorumlandi. Fold Change degeri 1’in altinda ¢ikmasi
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durumunda ise hedef grubu mRNA ekspresyonunun referans grubun mRNA

ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde yorumlandi.
3.5.3. Histopatolojik inceleme

Bagirsak doku ornekleri 1sik mikroskobik inceleme igin ilk olarak %4
paraformaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku ornekleri
kasetlere konularak akar su altinda 2 saat siiresince yikandi. Suyun uzaklagtirilmasi
icin dokular artan derecelerde alkol serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 %100)
gecirildiler. Sonrasinda dokular parlatilmalari amaciyla ksilolden gegirildi ve

ardindan parafine gomiildiiler.
Hematoksilen-Eozin (H&E)

Deney gruplarindan alinan kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildikten sonra
3x5 dk ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha sonra lamlar
sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90, %70) 1 dakika akar
suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyandi ve 2x2 dk akar
suda yikand1. %1 Amonyak-Su karisimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda yikandi.
Lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%70,
%80, %96, %100), 2x1 dk ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi. Daha sonra kesitler
Olympus BX 51 marka 151k mikroskobunda goriintiilendi. Ardindan bulgular Chiu

skoruna gore skorlanarak degerlendirildi.
Chiu Histolojik Skorlamasi

Grade 0: Saglikli mukozal villuslar.

Grade 1: Lamina propriyada nétrofil yogunlugu.

Grade 2: Goblet hiicresi kayb1 ve genellikle mukozal villus apeksinde kapiller kon-
jesyon gozlenir.

Grade 3: Lamina propriada dilate kapillerlerin goriilmesi. Bazen lamina propriada
artmig notrofil yogunlugu goriiliir.

Grade 4: Lamina proprianin sindirimi ve pargalanmasi. Beraberinde hemoraji de

goriiliir.
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Immunhistokimyasal Boyama Yéntemi

Bagirsak dokusu parafin bloklarindan lamlara 3 pum kalinliginda kesitler
alind1. Kesitler 60 °C etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 15 dk ksilole alinarak
deparifinizasyonlar1 saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden
gecirilip rehidrate (%100, %96, %80, %70) edildi. Kesitleri alkolden armdirmak
amaciyla iki kez birer dakika distile sudan gegcirildi. Antigen maskesini kaldirmak
icin 1/10 dilue Citrat Buffer (pH:6) (AP-9003-999 ThermoScientific) PT Modiilii
(A80400012 LabVision) ile uygulandi. IHC Boyama cihazinda rack yuvalarma
lamlar coverplate ile birlikte takildi. PBS (Phosphate Buffered Saline) ile 5 dk
yikama yapildi. 10 dk %3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP ThermoScientific) ile
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan dokular 10 dk Protein
Bloke (TA-125-PBQ ThermoScientific) ile muamele edildi. Anti-Caspase-3 antibody
(ab208161 Abcam) 1/100 oraninda diliie edilerek 2 saat inkiibe edildi. PBS ile 5 dk
yikama yapildi. AmplifierQuanto (TL-125-QPB ThermoScientific) 20 dk bekletildi.
HRP PolymerQuanto (TL-125-QPH ThermoScientific) 30 dk bekletildi. Her
asamada PBS ile yikama yapildi. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB
Chromogen (TA-125-HA ThermoScientific) ile boyama yapildi. Zemin boyamasi
icin 30 sn siireyle Hematoksilen (HHS32Sigma) uygulandi. Distile su ile 2 dk
yikandi. Lamlar artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek (%70, %80, %96,
%100), 2 dk ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi. Daha sonra kesitler Olympus BX

51 marka 151k mikroskobunda goriintiilendi.
TUNEL Boyama Y ontemi

Bagirsak dokusu parafin bloklarindan lamlara 3 pum kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler 60 °C etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 15 dk ksilole alinarak
deparifinizasyonlar1 saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden
gecirilip rehidrate (%100, %96, %80, %70) edildi. Kesitleri alkolden armdirmak
amaciyla iki kez birer dakika distile sudan gecirildi. Proteinase K enzym (37 °C etiiv
icinde) 15 dk uygulandi. 5 dakika %?3’liik hidrojen peroksit ile endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikandi. 3 dk Equilibration Buffer ile muamele edildi.
TdT enzym caligma soliisyonunda, 37 °C etiiv i¢inde 60 dk bekletildi. Working
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Stop/Washbuffer soliisyonunda 10 dk yikandi. Digoxigenin peroxidaz ile 30 dk
muamele edildi. PBS ile yikandi. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek icin DAB
Chromogen ile boyama yapildi. Zemin boyamasi i¢in 1 dk siireyle Methylene Green
(H-3402-500 Vector) uygulandi. Distile su ile 2 dk yikandi. Lamlar artan dereceli
alkol serilerinden gegcirilerek (%70, %80, %96, %100), 2 dk ksilole alind1 ve entellan
ile kapatildi. Daha sonra kesitler Olympus BX 51 marka 151tk mikroskobunda

goriintiilendi.
PAS Boyama Yontemi

Bagirsak dokusu parafin bloklarindan lamlara 3 pum kalinliginda kesitler
alind1. Kesitler 60 °C etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 15 dakika ksilole alinarak
deparifinizasyonlar1 saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden
gecirilip Rehidrate (%100, %96, %80, %70) edildi. Kesitleri alkolden armndirmak
amaciyla iki kez birer dakika distile sudan gecirildi. Periodic Acid soliisyonunda 5 dk
bekletildi. Lamlar distile suda yikandi. Schiff reagent soliisyonunda 20 dk bekletildi.
Lamlar distile suda 5 dk yikandi. Harris Hematoksilen’de 1 dk bekletildi. Lamlar
distile suda yikandi. Bluing Reagent 5 sn bekletildikten sonra, 1 dk akar suda
yikandi. Lamlar artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek (%70, %80, %96,
%100), 2 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi. Daha sonra kesitler Olympus
BX 51 marka 151k mikroskobunda gortintiilendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme igin IBM SPSS Statistics 22 programi kullanilds.
Gruplar 1lk Once normal dagilim gosterip gostermediklerini belirlemek icin
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk normallik testi kullanilarak analiz edildi.
Tim parametreler normal dagilim gostermedi. Gruplar arasindaki farkliliklar
Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Coklu karsilastirma testi olarak da Dunn testi
kullanildi. P degerinin 0,05'ten kiiclik olmasi anlamli kabul edildi. Histopatolojik
incelemeler i¢in One-way ANOVA testi kullanildu.
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4.BULGULAR

4.1. Plazmada ol¢iilen SOD,CAT ve MDA Degerleri
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Grafik 4.1. Plazmada CAT degerlerinin grafik {izerinde gosterilmesi
(Tiim gruplar I/R grubu ile karsilastirildi ve p<0,001 % %%, p<0,01 %%, p<0,05 %

seklinde gosterildi.)

CAT degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen iskemi
reperfiizyon grubu arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). I/R grubu ile diisiik doz
astaksantin verilen grup arasinda anlamli fark saptandi (p=0,021). Fakat kontrol
grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,567). Yine diisiik doz astaksantin ile yiiksek doz astaksantin verilen grup
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=1,00). Ayrica kontrol grubu ile yiiksek doz

astaksantin verilen grup ile anlamli fark bulunmadi (p=1,00)
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Grafik 4.2. Plazmada SOD degerlerinin grafik {izerinde gosterilmesi
(Tim gruplar I/R grubu ile karsilastirildi ve p<0,01 % %, p<0,05 % seklinde
gosterildi.)

SOD degerleri istatistiksel olarak karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlaml
fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptand1 (p=0,002). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen iskemi
reperfiizyon grubu arasinda anlamli fark saptandi (p=0,029). Kontrol grubu ile 0,3
mg astaksantin verilen grup arasinda anlamli fark saptandi (p=0,018). Fakat I/R
grubu ile diisik doz astaksantin verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=1,00). Yine diisik doz astaksantin ile yiiksek doz astaksantin verilen grup
arasinda anlaml fark saptanmadi (p=0,179). Ayrica kontrol grubu ile yiiksek doz

astaksantin verilen grup ile anlamli fark bulunmadi (p=1,00)
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Grafik 4.3. Plazmada MDA degerlerinin grafik iizerinde gosterilmesi
(Tim gruplar I/R grubu ile karsilastirildi ve p<0,01 %%, p<0,05 % seklinde
gosterildi.)

MDA degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,042). I/R grubu ile 3 mg astaksantin
verilen iskemi reperflizyon grubu arasinda anlamli fark saptandi (p=0,009). Diisiik
doz astaksantin ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda anlamli fark saptandi
(p=0,017). Fakat kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda anlamli
fark saptanmadi (p=0,071). I/R grubu ile diisiik doz astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (p=1,00). Ayrica kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin

verilen grup ile anlamli fark bulunmadi (p=1,00)
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4.2. PCR yontemi ile Dokudan (")lg:iilen Kaspaz-3, P53, IL-1, IL-6, TNFa

Degerleri
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Grafik 4.4. PCR yontemi ile dokudan 6l¢iilen Kaspaz-3 degerleri
(Tiim gruplar I/R grubu ile karsilagtirildi ve p<<0,001 % % % seklinde gosterildi.)

Kaspaz-3 degerleri, istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli
fark goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlaml fark saptandi (p=0,003). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark bulundu (p<0,001). Fakat kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin
verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,461). Diisiik doz astaksantin
verilen grup ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda yine anlamli fark
saptanmadi (p=0,402). I/R grubu ile diisiik doz astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (p=0,351).
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Grafik 4.5. PCR yontemi ile dokudan 6l¢iilen IL-1 degerleri
(Tiim gruplar I/R grubu ile karsilagtirildi ve p<<0,001 % % % seklinde gosterildi.)

IL-1 degerleri, istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli fark
bulundu (p<0,001). Kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptandi (p=0,003). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark bulundu (p<0,001). Fakat kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin
verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,666). Diisiikk doz astaksantin
verilen grup ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda yine anlamli fark
saptanmadi (p=0,285). I/R grubu ile diisiik doz astaksantin verilen grup arasinda

anlaml fark saptanmadi (p=0,241).
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Grafik 4.6. PCR yontemi ile dokudan oOlgiilen IL-6 degerleri
(Tiim gruplar I/R grubu ile karsilagtirildi ve p<<0,001 % % % seklinde gosterildi.)

IL-6 degerleri, istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli fark
bulundu (p<0,001). Kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlaml fark saptandi (p=0,009). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark bulundu (p=0,001). Fakat kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin
verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,692). Diisiik doz astaksantin
verilen grup ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda yine anlamli fark
saptanmadi (p=0,534). I/R grubu ile diisiik doz astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (p=0,213).
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Grafik 4.7. PCR yontemi ile dokudan 6l¢iilen p53 degerleri
(Tiim gruplar I/R grubu ile karsilagtirildi ve p<<0,001 % % % seklinde gosterildi.)

P53 degerleri, istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli fark
bulundu (p<0,001). Kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptandi (p=0,004). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark bulundu (p=0,001). Fakat kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin
verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,347). Diisiik doz astaksantin
verilen grup ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda yine anlamli fark
saptanmadi (p=0,645). I/R grubu ile diisiik doz astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (p=0,161).
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Grafik 4.7. PCR yontemi ile dokudan oOl¢iilen TNFa degerleri

(Ttm gruplar I/R grubu ile karsilastirildi ve p<0,001 %% % seklinde gosterildi.)

TNFo degerleri, istatistiksel olarak karsilagtirildiginda gruplar arasinda
anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli
fark bulundu (p<0,001). Kontrol grubu ile 0,3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark saptandi (p=0,005). I/R grubu ile 3 mg astaksantin verilen grup arasinda
anlamli fark bulundu (p=0,001). Fakat kontrol grubu ile yiliksek doz astaksantin
verilen grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,447). Diisiik doz astaksantin
verilen grup ile yiiksek doz astaksantin verilen grup arasinda yine anlamli fark
saptanmadi (p=0,619). I/R grubu ile diisik doz astaksantin verilen grup arasinda

anlamli fark saptanmadi (p=0,188).



51

4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen Eozin Boyama

Sekil 4.1. Bagirsak dokusunun hematoksilen eozin boyama sonucu histolojik
goriiniimii (A. Kontrol grubu, B. I/R grubu, C. 0,3 mg Astaksantin grubu, D. 3 mg
Astaksantin grubu)

Her bir grup histopatolojik olarak hematoksilen eozin boyama ile boyandiktan
sonra 151k mikroskobunda ayrintili incelendi. Kontrol grubunda saglikli mukozal
villuslarin varligi gozlendi. I/R grubunda lamina propriyada iilserasyon ve villus
iceresinde hemarojik alanlarin oldugu goézlendi. 0,3 mg astaksantin verilen grupta
subepitelyal konjesyon ve villuslarin apeksinde iilserasyon gozlendi. 3 mg
astaksantin verilen grupta ise bazi villuslarin tabaninda konjesyon ve goblet hiicre
sayisinda normale kiyasla azalma oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular dogrultusunda
her bir grup i¢in Chiu skoru hesaplandi ve gruplar arasinda Chiu skorlarina gore

istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildi
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(p<0,001). Kontrol grubu ile I/R grubu karsilastirildiginda Chiu skorlarinda anlamli
Olciide artis oldugu goriildii (p<0,001). Ayrica hem diisiik doz astaksantin verilen
hem de yiiksek doz astaksantin verilen grupta I/R grubuna gore anlamli farkliliklar

obriildii (p<0,001, p<0,001).

4.3.2. Kaspaz-3 Immunoreaktivitesi

Sekil 4.2. Bagirsak dokusunun Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin histolojik goriiniimii
(A. Kontrol grubu, B. I/R grubu, C. 0,3 mg Astaksantin grubu, D. 3 mg Astaksantin
grubu)

Her bir grup i¢in Kaspaz-3 immunoreaktivitesi istatistiksel olarak
kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu gdzlendi (p<0,001).
Kontrol grubu ile I/R grubu karsilastirildiginda Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin
anlamli 6l¢iide yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001). Astaksantin verilen gruplar ile

I/R grubu karsilastirildiginda astaksaninin artan dozlari ile orantili sekilde Kaspaz-3
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immunoreaktivitesinin azaldig1 ve istatistiksel olarak da anlamli farkliliklar oldugu

obriildii (p<0,001, p<0,001).

4.3.3. PAS Boyama

Sekil 4.3. Bagirsak dokusunun PAS boyama sonucu histolojik goriiniimii (A. Kontrol
grubu, B. I/R grubu, C. 0,3 mg Astaksantin grubu, D. 3 mg Astaksantin grubu)

Pas boyama sonrasi her bir grup i¢in goblet hiicre sayisi ayr1 ayr1 incelendi.
Goblet hiicre sayisinin en az I/R grubunda oldugu goézlendi. Astaksantinin artan

dozlar1 uygulanmasi sonrasinda goblet hiicre sayisinin da arttig1 tespit edildi.
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4.3.4. TUNEL Boyama

50 pm Ay 50 pm

50 ym 50 pm

Sekil 4.4. Bagirsak dokusunun TUNEL boyama sonucu histolojik goriiniimii (A.
Kontrol grubu, B. I/R grubu, C. 0,3 mg Astaksantin grubu, D. 3 mg Astaksantin
grubu)

TUNEL boyama ile in-situ saptanan DNA kiriklar1 gruplar arasinda
istatistiksel olarak degerlendirildi ve gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu
goriildi (p<0,001). I/R grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda I/R grubundaki
DNA kiriklarinin anlamli 6lgtide yiiksek oldugu gozlendi (p<0,001). Artan dozlarda
astaksantin verilen gruplar ile I/R grubu istatistiksel olarak kiyaslandiginda her bir
grup ile arasinda anlaml farkliliklar oldugu tespit edildi (p<0,001, p<0,001). Ayrica
3 mg astaksantin verilen grup ile kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

farklilik saptansa da degersel olarak yakin sonuglar elde edildi (p<0,05).
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5. TARTISMA

Intestinal iskemi; gecirilmis kardiyovaskiiler girisimler, majér travma,
intestinal transplantasyon, abdominal aort cerrahisi, sepsis ve sok gibi cesitli klinik
durumlarda ortaya ¢ikan, hayat1 tehdit eden akut bir patolojidir (124-126). Tan1 ve
klinik vakadaki zorluklar nedeniyle yiiksek morbidite ve mortaliteye sahiptir (127).
Iskemi; tek basina kapiller gecirgenligin artmasina, nekroza ve mukozal bariyer
yikimina yol agabilmektedir. Ancak dokuda reaktif oksijen tiirlerinin hizli iiretimi
ciddi hiicresel hasara neden olabilmektedir. Bu hasarlar c¢ogu zaman geri
dondiiriilemez olabilir. Iskemi sonrasi dokuya kan akismin yeniden saglanmasi
molekiiler oksijenin dokuya girmesini saglar (8). Iskemi reperfiizyon hasari sirasinda
oksijen ve ATP miktarinda azalma, enerji liretiminin anaerobik metabolizma yoluyla
saglanmasi, laktik asitin artmasina bagl hiicre i¢i pH’1n azalmasi ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu gibi ¢ok sayida patofizyolojik mekanizma rol oynamaktadir (128,
129). Bunun yan1 sira yaygin inflamasyon ve serbest radikal olusumu sonucunda
oksidan-antioksidan dengesi bozulur. Olusan oksidatif stres organ disfonksiyonuna
neden olur (8, 130). Bunun nedeni iskemi reperfiizyon sirasinda dokuya gelen
yetersiz kan temini nedeniyle hiicre disina go¢ eden notrofiller oldugu
diistiniilmektedir. Notrofillerden salinan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi, kapiller
boslugunun genislemesine yol acar. Ayrica hipoksi sonucunda ksantin dehidrojenaz,
reperfiizyon sirasinda serbest oksijen radikallerinin iiretiminde yer alan ksantin
oksidaza doniisiir. Bagirsak dokusu en ¢ok ksantin oksidaz i¢eren dokulardan biridir
ve ayn1 zamanda I/R hasar baslaticisi olarak serbest oksijen radikallerinin ana
kaynagidir (54, 131). Serbest oksijen radikalleri, hiicre zarinin lipid yapisin1 bozan ve
doku hasarina neden olan lipid peroksidasyonunu baslatir (132, 133). Lipid
peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan tetiklenen, membran fosfolipidlerinde
coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile sonuglanan, boylece membran lipid
yapisini degistiren ve hiicre yapisint ve fonksiyonunu bozan kimyasal bir eylemdir
(134-136). Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA, reaktif oksijen tiirlerinin
durumunu yansitir. I/R hasart siirecinde aktive noétrofiller inflamasyon bolgesine
dogru goc¢ eder, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve MPO gibi bazi toksik
enzimlerin salinimi ile doku hasarmin siddetini arttirir (128). SOD, siiperoksit

radikalini  hidrojen peroksite ¢eviren, dismutasyon reaksiyonunda etkili,
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metalloprotein yapili bir enzimdir (135). Viicutta serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu hasarlara kars1 dokular1 koruyan endojen bir antioksidan savunma sistemi
vardir (135, 137, 138). Bu sistemin en dnemli bilesenleri SOD, glutatyon peroksidaz,
katalaz enzimleri ile A, C ve E vitaminleridir. Ancak bu sistem, reperfiizyon fazi
sirasinda olusan yiiksek miktardaki serbest oksijen radikallerini ortadan kaldiramaz.
Bu nedenle, I/R yaralanmasinin tedavisinde cesitli antioksidanlar test edilmistir.
Bagirsak I/R hasarini hafifletmek i¢in ¢ok sayida ajan kullanilmistir (139, 140).

Deney hayvanlarinda iskemi reperflizyon modeli olusturulurken iskeminin
yeterli diizeyde olmasi ve reperfiizyon hasari olusabilmesi icin de yeterli siirede
zaman birakilmasi gerekmektedir. Bu amagla yapilan ¢alismalarin ¢ogunda iskemi
olusabilmesi i¢in 60 dk, reperflizyonun olusabilmesi i¢in ise 120 dk’nin yeterli
oldugu goriilmiistiir (141-144). Bu nedenle biz de ¢aligmamizda iskemi periyodunu
60 dk, reperflizyon periyodunu da 120 dk olarak belirledik ve uyguladik. Serbest
oksijen radikali temizleyicilerinin deneysel ve klinik kullaniminin etkinligini
gosteren pek ¢ok calismanin ortak sonucu; antioksidanlarin, reperfiizyon baslamadan
once uygulanmasi gerektigidir (145). Biz de calismamizda bu bilgiden yola ¢ikarak
astaksantini reperfiizyona baslamadan 6nce intraperitoneal olarak uyguladik.

Bir metalloprotein olan, viicutta dogal olarak olusan katalaz, I/R ile olusan
serbest oksijen radikallerinden olan Hidrojen peroksit (H202)’i su ve oksijene
cevirerek yikicit etkisini azaltir. Zhonghui ve ark. (146) 2014 yilinda yaptigi
calisgmada I/R hasarmi gosterirken; SOD ve katalaz degerlerinin I/R hasarinda
yiikseldigini saptamislardir. Caligmamizda katalaz degerleri istatistiksel olarak
karsilastirildiginda gruplar arast anlamli farkliklar goriilmiistiir. I/R grubu ile kontrol
grubu arasinda oldukg¢a anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Yine I/R grubu ile hem
yiiksek doz hem de diisiik doz astaksantin verilen gruplar arasinda anlaml diizeyde
farklilik goriilmistiir (p<0,001, p<0,05). Sonug olarak I/R hasarinda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda katalaz degeri oldukea yiiksek bulunmustur. Astaksantin verilen her
iki grupta da katalaz degeri I/R grubu ile kiyaslandiginda diisiik olarak bulunmustur
ve kontrol grubu ile arasinda fark olmamasi astaksantinin diisiik dozlarda bile katalaz
degerlerini diisiirdiigiinii gostermistir.

Intestinal iskemi reperfiizyon hasari sonucu artan serbest oksijen

radikallerinin, lipid peroksidasyonunu ve protein hasarin1 baglatarak hiicre
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apoptozisine ve doku nekrozuna yol actig1 bilinmektedir (147, 148). Reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu, hiicresel hasar ve hiicre 6liimiinde en
kritik mekanizmalardan biridir. Bir¢ok oksijenli bilesik, 6zellikle malondialdehit gibi
aldehitler, serbest radikallerin membran lipoproteinlerine ve ¢oklu doymamis yag
asitlerine saldiris1 sirasinda {iiretilir. Hidroksil radikali, hiicrelerde iiretilen reaktif
oksijen tiirlerinin en reaktif tirlinlidiir. Hidroksil radikalleri, giiclii bir sitotoksik etki
saglamak icin DNA, proteinler ve lipitler dahil olmak {izere hiicresel
makromolekiillerle kolayca reaksiyona girer. Hidroksil radikalleri ve lipidlerin
reaksiyonunun lipid peroksidasyonu ile sonuglandigi iyi bilinmektedir. Bagirsak
MDA seviyelerinde gozlenen artis, hayvan modellerinde bagirsak dokusundaki
oksidatif hasar1 da dogrulayan lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir (149). Shen
ve ark. (150) 2009 yilinda yaptigi ¢aligmada iskemik beyin hasarini gostermek
amacityla MDA degerlerini kullanmis ve I/R hasari olusturulan grupta MDA
diizeylerini yiiksek saptamiglardir. Calismamizda dokulardaki serbest oksijen
radikalleri olusumunu gostermek amaciyla lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan
MDA diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Olgiilen MDA degerleri kontrol grubunda en diisiik, I/R
grubunda en yiiksek olarak 6l¢iildii. Degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Kontrol grubu ile
I/R grubu kiyaslandiginda MDA degerleri anlamli oranda yiiksek olarak bulunmustur
(p<0,05). Yine yiiksek doz astaksantin verilen grup ile I/R grubu arasinda fark
oldugu gosterilmistir (p<0,01). Fakat diisiik doz astaksantin verilen grupta degersel
olarak I/R grubuna gore diisik MDA degerleri bulunsa da istatiksel olarak aralarinda
anlamli fark saptanmamistir (p>0,05). Bu degerlere yorum olarak; yiliksek doz
astaksantinin lipid peroksidasyunu azaltarak serbest oksijen radikallerini azalttig
distinilmistir.

Iskemi sonras1 reperfiizyon sirasinda SOD enzim aktivitesinde artis meydana
gelmektedir. Bu artisin en 6nemli sonucu siiperoksit radikallerinin yiikselmesi ve
boylelikle doku hasarinin siddetlenmesi ile sonuglanir (147). Dimakakos ve ark.
(151) yaptig1 calismada abdominal aort okliizyonu olusturulan ratlarda SOD enzim
aktivitesindeki artis1 gostermisler ve antioksidan bir vitamin olan vitamin E’nin SOD
aktivitesini azalttigini tespit etmislerdir. Yine Kandemir ve ark. (147) farkli dozlarda

verilen Anakinra’nin doz bagimsiz olarak SOD enzim aktivitesini azaltici etkisi
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oldugunu gostermislerdir. Bizim c¢aligmamizda da I/R grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda SOD enzim aktivitesinin istatistiksel olarak da anlamli 6l¢iide
yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,01). Ayrica yiiksek doz astaksantin verilen grup ile
I/R grubu karsilastirildiginda SOD enzim aktivitesinin anlamli dlgiide azaldig1 ve
kontrol grubu ile kiyaslandiginda farkliligin olmadigi goriilmiistiir (p<0,05, p>0,05).
Fakat diisiilk doz astaksantin verilen grup ile I/R grubu karsilastirildiginda degersel
olarak SOD enzim aktivitesinin azaldig1 gozlense de istatiksel olarak anlamli
olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Calismamizda yiiksek doz verilen astaksantinin
SOD enzim aktivitesini azalttig1 fakat diisiik dozlarda yeterli cevabin olusmadigi
kanaatine varilmistir.

Apoptozun primer baglaticist oldugu bilinen kaspaz-3 aym1 zamanda
inflamasyonun da baglamasina neden olur. I/R hasar1 sirasinda doku kaybina yol
acan en Onemli mekanizmalar nekroz ve apoptozdur. Iskemi sonrasi dokularda
tiikenen ATP, dokuda 6dem ve devaminda dokularda nekroz gelismesine neden olur.
Bu iskemik olaylarin sonucunda kaspaz-3 seviyelerindeki artis, DNA
fragmantasyonuna neden olur. Yapilan bir¢cok calismada da kaspaz-3 aktivitesinin
iskemik hastaliklarda apoptozu baslatarak hiicre Oliimiiniin yolunu agtigin
gostermiglerdir (152, 153). Bizim calismamizda kaspaz-3 degerleri istatistiksel
olarak karsilastirilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir (p<<0,001). I/R grubu ile
kontrol grubu karsilastirildiginda kaspaz-3 aktivitesinin 6nemli Olclide yiikseldigi
goriilmistiir (p<0,001). Yine I/R grubu astaksantin verilen gruplar ile
karsilastirildiginda yiiksek doz astaksantin verilen grupta anlamli fark varken, diisiik
doz astaksantin verilen grupta fark saptanmamistir (p<0,001, p>0,05). Calismamizda
apoptozun giivenilir bir gostergesi olarak bilinen kaspaz-3 aktivitesi, yiiksek doz
astaksantin verilerek neredeyse normal dokudaki diizeylere kadar diisiirerek
apoptozu baskiladigi saptanmistir (p>0,05). Ayrica hiicresel diizeyde degerlendirilen
kaspaz-3 immunoreaktivitesinin ekspresyon yogunlugu kontrol grubuna kiyasla en
fazla I/R grubunda gbézlenmistir (p<0,001).

I/R hasarinda bir bagka slire¢ TNFo, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin artisidir (154). TNF-a, IL-1b ve IL-6'min yiikselmesi, hasarli dokuya
l6kosit infiltrasyonuna neden olur (155). Pek ¢ok deneysel ¢alismada, intestinal I/R

hasarin1 baglatan etyolojik nedenden bagimsiz olarak, plazma sitokin diizeyi ve
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iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrast MOF gelisimi arasinda yakin iliski oldugu
gosterilmistir.  Bu yakin iligki, sitokinlerin erken tami Dbelirteci olarak
kullanilabilirligini glindeme getirmistir. Caligmalarin ¢ogu TNFa, IL-1 ve IL-6
lizerine yogunlagmis; diger sitokinler ayn1 ilgiyi gdrmemistir. Tim bu ¢alismalarin
1s181inda, akut intestinal iskemi sonrasi SIRS ve MOF tablolarinin gelismesinde;
TNFa, IL-1 ve IL-6’nin basrolleri oynadig1 gosterilmistir. Intestinal I/R hasari; tek
basma hipoksik hasara gore, plazma sitokin diizeyinde 4 kat artisa neden olur.
Reperflizyonun 15. dakikasinda plazma TNFa, IL-1 ve IL-6 diizeyleri yiikselmeye
baslar ve 4 saatte tepe diizeyine ulasir (156). Hastiirk ve ark. (157) tarafindan 2009
yilinda yapilan c¢alismasinda I/R olusturulmus deneklerde IL-1 diizeylerinin
ylikseldigini tespit etmisler ve I/R hasarinda IL-1’in rolii oldugunu savunmuslardir.

Bagirsak mukozasinin lamina propriasinda biiyiik miktarlarda yerlesik
makrofajlar bulunur. Bunlarin disinda enterositler ve Paneth hiicreleri gibi diger bazi
hiicreler de proinflamatuar sitokinler liretme yetenegine sahiptir (158, 159). Bdylece
ince bagirsak, bu sitokinlerin 6énemli bir kaynagi olarak kabul edilmistir (160). Li ve
ark. (161) yaptig1 karaciger I/R hasar1 caligsmasinda astaksantinin serum ve dokuda
TNFa, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe ettigine dair giiclii
kanitlar saglamistir. Calismamizda I/R yapilan grupta TNFo, IL-1 ve IL-6’nin
kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiikseldigi gosterilmistir (p<<0,001). Ayrica
yilksek doz astaksantin verilen grup ile I/R grup istatistiksel olarak
karsilastirildiginda bu sitokinlerin seviyesinin anlamli 6l¢iide azaldigi, hatta kontrol
grubu seviyelerine kadar yaklastigi gozlenmistir (p<0,001). Sonug olarak bizim
calisgmamizda astaksantinin anti-inflamatuar 6zelligi ile TNFa, IL-1 ve IL-6’nin
aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir.

I/R hasar1 sonucu olusan apoptoz, DNA hasarina genlerin yanitiyla, hiicre
membrani tarafindan letal sinyallerinin alimmmasiyla ve hiicreye proteolitik enzim
girisi ile gerceklesmektedir. Bu yolaklardan birinin aktive olmasi ile hiicre apoptoza
gitmektedir. P53 geni DNA hasart olustugunda aktive olan bir timor siipresor
genidir. P53 aktivasyonu ile DNA’s1 hasarlanan hiicreyi G1 fazinda bloke eder ve
DNA onarilmasi i¢in hiicreye siire tanimaktadir. Onarillamayan DNA’ya sahip
hiicrelerde apoptoz baslar ve bununda P53 geninin Bax proteinini aktive etmesi ile

baglatildig1 gosterilmistir (162). Caligmamizda P53°tn I/R sirasinda oldukca
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yiikseldigi ve I/R grubuna gére hem kontrol hem de yiiksek doz astaksantin verilen
deney gruplarinda anlamli diizeyde farkliliklar saptanmistir (p<0,001).

I¢ organlar arasinda bagirsaklar I/R hasarmna en duyarl organdir. Mezenterik
dolasim kalp debisinin dinlenme sirasinda yaklasik %25’ini, yemek sonrasinda ise
yaklasik %35’ini almaktadir. Bu yiizden intestinal mukozal doku zengin bir damarsal
aga sahiptir ve iskemiye en duyarl alandir (163). Kan akiminin kesilmesiyle beraber
oksijen miktarinin azalmasi, ATP’nin tiikenmesine neden olur ve hiicresel
fonksiyonlar azalarak sonugta hiicre Oliimii gozlenir. Kan akiminin tekrar
saglanmastyla reperfiizyon hasart meydana gelir (163, 164). Reperfiizyon sirasinda
ortama gelen aktive olmus I16kositler ve trombositlerin veniillerde birikerek
tikanikliga yol agmasi mukozal hasarin artmasina neden olmaktadir (164, 165).
Intestinal /R hasarmin histopatolojik siniflandirmasinda  degisik ~ skorlar
kullanilmaktadir. Chiu skoru (166), Park’s skoru (167), Hierholzer ve ark. (168)
tarafindan kullanilan skorlama sistemleri bu skorlara drnek olarak verilebilir. Chiu ve
ark tarafindan tanimlanan histopatolojik siniflama basit, kullanilabilir olmasi, ince
bagirsak doku hasarini iyi gostermesi ve literatiirde deneysel intestinal I/R hasar
modellerinde en ¢ok kullanilan skor olmasi nedeniyle ¢alismamizda da Chiu skoru
kullanilmistir.

Hematoksilen Eozin ile boyanan dokular Chiu skoruna gore gruplar
histopatolojik olarak gruplar degerlendirildiginde I/R grubuna gore tiim gruplar
arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir (p<0,001). Kontrol grubunda saglikli
mukozal villuslarin varligi gézlenmistir. I/R grubunda lamina propriyada iilserasyon
ve villus iceresinde hemarojik alanlarin oldugu gorilmiistiir. 0,3 mg astaksantin
verilen grupta subepitelyal konjesyon ve villuslarin apeksinde iilserayon
gbzlenmigtir. 3 mg astaksantin verilen grupta ise bazi villuslarin tabaninda konjesyon
ve goblet hiicre sayisinda normale kiyasla azalma oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak
artan dozlarda verilen astaksantinin ayni oranda bagirsak dokusunda I/R hasarmi
azalttigt bulunmustur. Yine PAS boyama yontemi ile degerlendirildiginde I/R
grubunda goblet hiicre sayisinin en az oldugu ve astaksantinin artan dozlari
uygulanmast sonrasinda goblet hiicre sayisinin da arttig1 tespit edilmistir.

TUNEL yontemi, apoptoz sirasinda gerceklesen DNA kiriklarini in vitro
olarak tespit edilebilmesini saglamaktadir (169-171). Calismamizda TUNEL yontemi
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ile saptanan DNA kiriklar1 I/R grubunda kontrol grubuna gore oldukea yiiksek olarak
bulunmustur (p<0,001). Hem diisilk doz hem de yiiksek doz astaksantin verilen
gruplar I/R grubuna gore kiyaslandiginda anlamli derecede DNA kiriklarini azalttig
saptanmistir (p<0,001, p<0,001). Ayrica yiiksek doz astaksantin verilen grup ile
kontrol grubu kiyaslandiginda istatistiksel anlamli diisiik farkliliklar oldugu
goriilmistiir (p<0,05). Sonug olarak yiliksek doz astaksantin I/R hasari sirasinda
olusan apoptozisi azaltarak DNA kiriklarinin olusmast engellemektedir.
Karotenoidlerin keton ailesinden olan astaksantin 6zellikle deniz canlilarinin
kabuklarinda dogal olarak bulunan kirmizi renkli bir pigment olup, hiicre membran
yapisinin korunmasinda etkili bir mekanizmaya sahip oldugu bildirilmektedir (92).
Astaksantin diger karotenoidler gibi tekli oksijenin uyarilmasiyla agiga ¢ikan enerjiyi
emerek tekli oksijen ve diger serbest radikalleri elektrondan zengin polien
zincirlerini olusturarak uzaklastirilmasini saglar. Bu sekilde astaksantin hiicreleri ve
dokular1 hasardan korur. Karotenoid yapisi degismeden kalir ve tekrar radikal tutucu
olarak kullanilmaktadir (19). Shen H. ve ark. (150) 2009 yilinda yaptig1 calismada
iskemik beyin hasar1 modeli olusturulan siganlara verilen astaksantinin in vivo olarak
serbest radikal hasarmma ve I/R kaynakli norojenerasyona karst koruyucu etkileri
oldugunu bulmuslardir. Nishigaki ve ark. (172) 1994 yilinda yaptigi ¢aligmada A
vitamininin dogal olarak olusan tiirevlerinden biri olan astaksantinin sigan karaciger
mikrozomal sisteminde lipid peroksidasyonunu baskiladigini bulmuglardir. Li ve ark.
(173) 2017 yilinda yaptig1 ¢alismada astaksantinin serbest oksijen radikallerini
azalttig1 ve inflamatuar sitokin ekspresyonu dahil olmak iizere steatotik karaciger
iskemi reperflizyon hasarinda yaralanma seviyesini azalttigini, ayrica Kaspaz-3
ekspresyonunu da azalttigini gostermislerdir. Cakir ve ark. (174) 2020 yilinda yaptigi
caligmada serebral I/R hasar1 yaratilan sicanlarda astaksantinin beyni oksidatif
hasardan korudugunu ve I/R hasarina bagli noronal defisitleri azalttigini
gostermislerdir. Qui ve ark. (175) 2015 yilinda yaptig1 calismada bobrek I/R hasari
olusturulan sicanlarda, astaksantinin etkilerini aragtirmiglardir. Astaksantinin I/R
hasari sirasinda artan MDA, SOD gibi enzimleri azaltarak oksidatif strese kars1 etkili
oldugunu kanitlamiglardir. Zuluaga Tamayo ve ark. (176) 2019 yilinda yaptigi
caligmada femoral arter klemplenmesi sonrasi kas hasarini 6nlemek amaciyla verilen

astaksantinin etkisini incelemis ve hasarli kaslarin antioksidan savunmasini
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iyilestirmede etkili olabilecegini ortaya koymuslardir. Li ve ark. (161) 2015 yilinda
fareler lizerinde yaptig1 ¢alismada hepatik I/R hasari modeli olusturmus ve hepatik
I/R hasarmin neden oldugu apoptoz ve otofajinin, kullanilan astaksantin tarafindan
serbest oksijen radikallerini ve inflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ederek
azalttigin1 vurgulamiglardir. Curek ve ark. (177) 2010 yilinda astaksantinin
karacigerde olusturulan I/R hasar1 tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla yaptiklar
calismada, I/R uygulamasindan 6nce 14 giin boyunca astaksantin verildiginde
I/R’nin karacigerde olusturdugu oksidatif hasar1 6nledigini gostermislerdir. Ayrica
astaksantin tedavisinin, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniigiimiinii nemli
Ol¢iide azalttigini ve bu da oksidatif stres seviyesini azalttigini bulmuslardir.

Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak, astaksantinin I/R hasarimni
onlemede; serbest oksijen radikallerini azalttig1, lipid peroksidasyonunu baskiladigi,
apoptozisin Oniine gecerek hiicre oliimiinii yavaslattigi, pro-inflamatuar sitokinleri
inhibe ederek anti-inflamauar etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica histolojik olarak
inceledigimizde goblet hiicre sayisini arttirdifi ve iskemi sonrasinda mukozada
goriilen iilserasyonlar1 azalttigi kanitlanmistir. Her iki dozda da etkisi oldugunu
gosterilmis olsada, astaksantinin 10 mg/kg dozunda verildiginde etkisinin daha giiclii

ve anlamli oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mezenter iskemi, cerrahi kliniklerinde sik¢a rastlanan, tan1 konulmasi
oldukca zor ve tedavi edilemezse olduk¢a mortal seyreden bir hastaliktir. Yapilan
caligmalar hastaligin bu denli siddetli olusunu iskeminin agirligindan daha g¢ok
reperflizyon sonrasi gelisen bir takim biyokimyasal olaylar zinciri nedeniyle
oldugunu vurgulamaktadir. Bu nedenle bircok arastirmact I/R  hasarimin
onlenmesinde antioksidan ve anti-inflamatuar ajanlarin etkinligini kanitlayan
caligmalar yapmaktadir. Bizde ¢alismamizda gii¢lii antioksidan 6zelligi tanimlanmig
ve ayni zamanda anti-inflamatuar oldugu bilinen astaksantinin I/R hasarina etkisini
arastirdik. 60 dakikalik iskemi sonras1t 120 dakikalik reperfiizyona ge¢meden once
Img/kg ve 10 mg/kg dozlarinda verilen astaksantin etkileri gostermek amaciyla
deney modeli olusturuldu. Calisma sonunda astaksantinin CAT, MDA ve SOD
enzim aktivitelerini her iki dozda da Onemli Ol¢iide azalttigi, fakat yiiksek doz
astaksantinin anlaml diizeyde diisiirdiigii tespit edildi. Ayrica TNFa, IL-1, IL-6 gibi
sitokinleri yiiksek dozda daha anlamli olmasmin yaninda her iki dozda da inhibe
ettigi bulundu. Kaspaz-3 aktivitesini azalttigi, apoptozisi inhibe etmesi nedeniyle P53
ve DNA fragmantasyonunu azalttigi goriildii.

Sonug olarak, giiglii antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikteki astaksantin,
ozellikle 10mg/kg dozunda kullanildiginda I/R hasarini anlamli 6l¢iide azaltmaktadir.
Astaksantinin iskemi reperfiizyon ¢alismalarinin devam etmesi halinde rutin klinikte

kullanilmas1t muhtemel bir ajan haline gelecektir.
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