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OZET

Cobaner, N. Sicanlarda LPS ile olusturulmus sepsis modelinde astaksantinin
karaciger dokusunda antienflamatuar etkilerinin arastirilmasi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anestezi ve Reanimasyon Anabilim Dali
Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2017. Calismamizda astaksantinin (AST) sepsiste
antienflamatuar etkinliginin arastirilmasini ve antienflamatuar etkinligi kanitlanmis
olan deksametazon (DEKY) ile karsilastiriimasini amagladik. Calismamiz, etik kurul
onay1 sonrasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi TICAM laboratuarinda toplam
40 sigan 5 gruba ayrilarak yapilmistir. Birinci gruba sadece dimetilsiilfoksit
(DMSO), ikinci gruba lipopolisakkarit (LPS), ii¢iincii gruba AST, dordiincii gruba es
zamanl olarak LPS ve AST, besinci gruba es zamanli olarak LPS ve DEKS
verilmistir. Yirmi dordiincli saatte anestezi altinda laparotomi sonrasi karaciger
dokusu ve kan ornekleri almmustir. Istatistiksel degerlendirme igin GrapPad Prism6
programi kullanildi. DMSO grubuna goére AST ve DEKS+LPS gruplarinda plazma
TNF-alfa diizeyleri anlamli diisiik bulunmustur. DEKS+LPS grubundaki TNF-alfa
diizeyleri AST+LPS grubundaki degerlere gore anlamli olarak daha fazla diigmiistiir.
Dokudaki TNF-alfa diizeylerinde LPS grubunda DMSO grubuna gore anlamli
yiikseklik bulunmustur, AST+LPS ve DEKS+LPS gruplarinda ise LPS grubuna gore
anlaml olarak diisiikliik bulunmustur; ancak DEKS+LPS grubu ve AST+LPS grubu
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Doku Niikleer Faktor-kappa B diizeyleri
AST+LPS ve DEX+LPS gruplarinda anlamli olarak diisiik bulunmustur. Ancak iki
grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Karaciger dokusundaki apoptotik
hiicre yiizdesi AST+LPS ve DEKS+LPS gruplarinda LPS grubuna gore belirgin
diisiik bulunmustur. Plazmada ve karaciger dokusunda bakilan sitokin diizeylerinde
AST grubunda olumlu sonuglar elde edilmistir. Ayn1 zamanda deksametazon
uygulamast ile karsilastirildiginda farkliliklar olmakla birlikte benzer 6l¢iim degerleri
de elde ettik. Apopitoz goriilen hiicre oranlar1 degerlendirildiginde anlamli olarak
AST’in etkin oldugu sonucuna ulastik. Sepsis patogenezinin kompleks bir siireg

olmasi nedeniyle iyi tasarlanmig daha fazla sayida ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: astaksantin, sepsis, deksametazon, antienflamatuar, karaciger
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ABSTRACT

Cobaner, N. Investigation of anti-inflammatory effects of astaxanthin in rat
liver tissue in LPS induced sepsis. Eskisehir Osmangazi University Medical
School, Department of Anesthesiology, Medical specialization thesis, Eskisehir,
2017. We aimed to investigate antiinflamatory effect of astaxanthin (AST) in sepsis
and compare with dexamethasone (DEX) which antiinflamatory efficiency was
proved. After local ethics commitee permitted the study was carried out at TICAM
labarotory dividing 40 rats in five groups. In first group only dimetil sulphoksit
(DMSO) was injected, in second group lipopolysakkarid (LPS) was injected, in third
group AST was injected, in fourth group LPS and AST were injected, in fifth group
LPS and DEKS were injected simultaneous to rats. At twenty forth hour, liver tissue
samples were taken under anesthesia by laparotomy and blood samples were taken.
GrapPad Prism6 programme was used for statistical analysis. In AST and
DEKS+LPS groups plasma TNF-alfa levels were found significantly low comparing
with DMSO group. TNF-alfa levels of DEKS+LPS group decreased more
comparing with the AST+LPS group. Tissue TNF-alfa levels were found
significantly high in LPS group comparing with the DMSO group, in AST+LPS and
DEKS+LPS groups tissue TNF-alfa levels were found significanty low comparing
with the LPS group but no significant difference was found between DEKS+LPS
and AST+LPS groups. Tissue nuclear factor-kappa B levels were found
significantly low in AST+LPS and DEX+LPS groups. But no significant difference
found between two groups. Apoptotic cell percent of liver tissue was found
significantly low in AST+LPS and DEKS+LPS groups comparing with the LPS
group. Positive results of plasma and liver tissue cytocin levels were obtained in
AST group. By the way, comparing with the DEX group there were some
differences but we found similar resultsWhen the percent of cells which apopitosis
seen was assesed; we found out that AST was significantly effective. Because of the
complicated sepsis pathogenesis process, well designed more studies have to be

done.

Key Words: astaxanthin, sepsis, dexomethasone, antienflamatory, liver
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AST Astaksantin
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mmol Milimol
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NF-kB Niikleer faktor-kappa B

O, Oksijen

Ort Ortalama

PCR Polymerize chain reaction (polimerize zincir reaksiyonu)
SE Standart error (standart hata)

SEM Standart error mean (standart hata ortalamasi)
SS Standart sapma

TICAM Tibbi ve cerrahi deneysel arastirma merkezi
TLRs Toll like receptors (6rnek tanima reseptorleri)

TNF Tumor nekroz faktor
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1. GIRIS

Sepsis diinyada yogun bakim {initelerine en sik kabul edilme nedenleri
arasindadir. Son 20 yilda ABD’de sepsis insidansi 3 kat artmistir ve 6liim nedenleri
arasinda 10. siradadir (1,2). Tibbi teknoloji alanindaki ilerlemeler, immiinstipressif
ilaglarin artan kullanimi ve populasyon yasinin ilerlemesi, sepsis insidansindaki bu
hizli artisa katkida bulunmaktadir (1,2). Septik hastalarin hastanede kalis siireleri
genellikle uzamistir, yogun bakim iinitelerinden nadiren 2-3 haftadan once ayrilirlar.
Bu nedenle sepsis, tiim diinyada saglik sistemi i¢in 6nemli bir yiik olmaktadir (2).

Hiicre duvari bilesenleri ve salgilanan proteinler dogmalik immiin sistemi
aktive eden en Onemli mikroorganizma kaynakli iiriinlerdir. Gram-negatif hiicre
duvarinin biiylik ¢ogunlugunu olusturan ve sepsiste ortaya ¢ikan en onemli bakteri
tirtinleri lipopolisakkarit (LPS) veya bakteri endotoksinidir (3). Hiicre duvari
yapisinda bulunan lipid bilesenlerinden Lipid A dogmalik immiin sistemin gesitli
yolaklarini aktive eder (4). Bu yiizden LPS, sepsis modelli hayvan ¢alismalarinda sik
kullanilan bir ajandir.

Septik hastalarda, tiimér nekrotizan faktor (TNF-alfa) ilk salinan
proinflamatuar sitokindir ve bunu interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve
interlokin-8 (IL-8) salinimi izler. TNF-alfa ve IL-1 en 6nemli proinflamatuar
sitokinlerdir, biyolojik olarak yakin iliskilidirler, sinerjik hareket ederler ve sepsisin
klinik bulgularindan biiyiik oranda sorumludurlar (3). Bu nedenle sepsis
caligmalarinda parametre olarak sikga tercih edilirler.

Astaksantin (AST) ve deksametazon (DEKS) antienflamatuar etkinlikleri
nedeniyle bu c¢aligmada yer almis maddelerdir. DEKS’un antienflamatuar 6zelligi
onceki caligmalarla ispatlanmistir ve AST nin etkinligini karsilastirmak amaciyla
kullanilmistir.

Literatiir incelendiginde AST’nin antienflamatuar etkinligini gosteren ¢ok
sayida calisma mevcuttur fakat sepsis modelinde karaciger dokusunda
antienflamatuar etkinlikle ilgili ¢alismalar sinirlidir.

Bu calismanin amaci sepsiste astaksantinin antienflamatuar etkinliginin
arastirilmast ve antienflamatuar etkinligi kanitlanmis olan deksametazon ile

etkinliklerinin karsilagtirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sepsis

2.1.1. Tamim

Sepsis, Yunanca’da “cilirime, kokusma” anlamina gelen “sepsin” kokiinden
gelir (5) ve son giincellemelerden sonra enfeksiyona karsi bozulmus konak yanitinin

neden oldugu hayati tehdit eden organ disfonksiyonu olarak tanimlanmustir (6).

Sepsis patojen ve konak faktorleri ile sekillenen (cinsiyet, yas, komorbidite,
genetik, ¢evre vb) bir sendromdur; bozulmus konak cevabi ve organ disfonksiyonu

varligiyla enfeksiyondan ayrilir (6).

Altta yatan dolasimsal ve hiicresel/metabolik anormalliklerin mortaliteyi
onemli Ol¢iide arttiracak kadar ciddi oldugu septik sok sepsisin bir alt kiimesidir.
Yeni tanimlamaya gore septik soklu hastalar ortalama arter basincini 65 mmHg
basincin iizerinde tutabilmek i¢in vazopressor gereksinimi olan inat¢i hipotansiyon
ve yeterli voliim resiisitasyonuna ragmen serum laktat diizeyinin >2 mmol/L (18
mg/dl) olmasi ile belirlenmektedir. Bu kriterler varliginda hastane mortalitesinin
%40’1n lizerinde oldugu bildirilmektedir (6).

2.1.2. Epidemiyoloji

Sepsis insidans1 her y1l %1,5 oraninda artis gostermektedir (2). insidanstaki
bu artis populasyonun yaslanmasina baglanmaktadir. Ciinkii populasyonun
yaglanmasi; zayiflayan immiin sisteme sahip, direngli patojenlerle maruz kalan,
cerrahi girisimleri uzun siiren ve yiiksek riskli olan hasta sayisinin artmasi anlamina
gelmektedir (1). Organ yetmezligiyle seyreden sepsis ileri yasta, erkek cinsiyette ve
siyah irkta daha sik goriilmektedir (1,2). Viicutta enfeksiyonun en yaygin oldugu
yerler solunum sistemi, dolasim sistemi ve genitotiriner sistemdir (5). 1980’li
yillardan 6nce gram-negatif bakteri en sik etken olmasina ragmen yillar gectikce

gram-pozitif bakteriler lehine bir artis bildirilmektedir ve bugiin gram-pozitif



bakteriler baskin olan patojenlerdir. Fungal patojenlerin sebep oldugu oldugu sepsis
insidans1 1990’11 yillardan itibaren artis gostermektedir (1).

Mortalite yasla ve sorunlu organ sayisiyla orantili sekilde bir artis
gostermektedir. Zamanla, sepsisli hastalarda hastanede kalis siiresi azalmis ve
taburcu etme sayist artmistir. Yiiksek mortalite ve morbiditeye sebep olmasina ek

olarak, sepsisin kayda deger bir ekonomik kayiba da neden oldugu goriilmektedir (1).

2.1.3. Patofizyoloji

Cok sayida mikrobiyal ve konakg¢i faktorii arasinda etkilesim igeren sepsis,
patogenezi ¢ok karmasik bir olaydir (3). Sepsisin erken fazindaki konak yanitinin
onemli komponentleri immiin sistem, enflamatuar kaskat aktivasyonu ve
hemostazdaki degisikliklerdir. Sepsisin daha ge¢ fazinda ise organ yetmezligi,
immiinsiipresyon ve apoptozis onemli patofizyolojik rollere sahiptir. Konaga ait
siddetli sepsis riskindeki artis viriilan faktorler, yiiksek enfektif yik ve
antibiyotiklere  direngle iliskilidir.  Literatiirde konak yamitinin  genetik
polimorfizmden etkilenebildigi one stiriilmektedir. Boylece ni¢in bazi hastalarin
belirli  bir patojenle sepsise yakalandigt ve digerlerinin yakalanmadig
aciklanabilmektedir (5).

Sepsisin Erken Fazinda iImmiin Sistemin Rolii

Enfeksiyona immiin yanit iki yolun aktivasyonuyla ger¢eklesmektedir:
dogmalik immiin sistem ve kazanilmig immiin sistem. Dogmalik immiin sistemin
amaci enfeksiydz bir karsilasma sonrasinda ilk dakikalardan saatlere kadar korunma
saglamaktir. Baslangigta spesifik olmayan bir yanit oldugu diisiiniilmesine ragmen,
aragtirmalar dogustan immiin sistemin Ornek tanima reseptorleriyle (Toll-like
receptors, TLRS) patojenleri  ayirt  ettigini  ispatlamistir. ~ TLRs’in
mikroorganizmalarda baglandigi korunumlu yapilar organizmalarin genel gruplarini
gosterir ve  saptanmaktan kagmak i¢in mikroorganizmalarca kolaylikla
degistirelememektedir (7). TLRs’in mikroorganizmalar tarafindan aktivasyonu; hem
TNF-alfa, IL-1beta ve niikleer faktor kB (NF-kB) gibi proenflamatuar sitokinlerin



hem de IL-10 gibi antienflamatuar sitokinlerin iiretimini arttiran sinyal yolaklarini
uyarmaktadir (7,8). TLR aktivasyonu reaktif nitrojen iiretimi gibi mikrobiyal
oldiriicii mekanizmalarin artisiyla da sonu¢lanmaktadir (9). TLRs dogmalik immiin
cevabin baslamasinda merkezi bir rol oynamakta ve kazanilmis immiin cevabin da
onemli bir diizenleyicisi olmaktadir. Bu proteinlerin ve fonksiyonlarinin taninmasi
sepsis patofizyolojisiyle ilgili bilgilerimizi genisletmis ve terapotik miidahalelerde

yeni bir hedef saglamistir (10).

Kazanilmig immiin sistem, dogmalik immiin sistem tarafindan baglatilan
cevabr daha spesifik olacak sekilde arttirmaktadir. Iki tip lenfosit, B hiicre ve T
hiicre, kazanilmig immiin cevapta dnemli bir rol oynamaktadir. Kazanilmis immiin
sistem cevaplart T ve B hafiza lenfositleri araciligiyla kaydedilir ve ayn1 patojene
tekrar maruz kalma durumunda cevabin daha hizli olmasini saglamaktadir. Yardimci
T hiicreleri ise 2 tiptir: tip 1 yardimci T hiicreleri ve tip 2 yardime1 T hiicreleri. Genel
olarak, tip 1 yardimc1 T hiicreleri proenflamatuar sitokinleri (TNF-alfa ve IL-1beta),
tip 2 yardimci T hiicreleri antienflamatuar sitokinleri (IL-4 ve IL-10) salgilamaktadir
(11). B lenfositler immiinglobulinlerin salinmasindan sorumlu olmaktadir. Bu
immiinglobulinler spesifik antijenlere baglanarak onlar1 tanir ve diger immiin
hiicrelerce (dogal dldiiriicii hiicreler ve nétrofiller) imhayir edilmesini kolaylastirir.

Diger bir¢ok hiicre tipi de kazanilmis immiin cevapta gorev almaktadir (5).

Enflamasyonun Rolii

Sepsis yillarca kontrol edilemeyen enflamatuar cevabin bir sonucu olarak
kabul gormiistiir. Bu yaklasim insandaki hastaligi tam olarak yansitmayan
enflamasyon modelli genis ¢apli hayvan deneylerine dayandirilmistir (5). Bununla
birlikte, insanda sepsis gozlemlerinde ¢cogu hasta proenflamatuar ve antienflamatuar
kaskatlarin her ikisinin de aktivasyonunu igeren kompleks bir konakg¢i cevabina
sahiptir. Siddetli enflamasyondan erken 6liim bir kural degildir ve 6len ¢ogu hastada
hastalik siirecinde immiinsiipresyon, apopitoz, ¢oklu organ yetmezligine bagh
komplikasyonlar gelismektedir. Proenflamatuar sitokinler, antienflamatuar sitokinler
ve sitokin inhibitorleri arasindaki etkilesim; konagin sepsise cevabini etkileyen

dinamik bir siirectir. TNF-alfa ve IL-1beta gibi proenflamatuar sitokinler sepsisin



erken doneminde artar ve enflamatuar kaskatta sinerjistik etkilere sahiptir (12).
Proenflamatuar sitokinler monosit, makrofaj ve notrofilleri aktive eder; nétrofil
marjinasyonunu stimiile etmekte ve glukoneogenezisi arttirmaktadir. Ayrica ates,
hipotansiyon, azalmis intravaskiiler voliimle seyreden kapiller kagak ve miyokardiyal
depresyon gibi klinik anormalliklerin gelisiminde Onemli bir role sahiptir (5).
Antienflamatuar sitokinlerin sepsisteki rolii heniiz tam olarak anlasilmamastir.
Giincel bilgiler antienflamatuar fenotipte bir degisikligin ve temel immiin hiicrelerin
apopitozun sepsis nedenli ¢oklu organ yetmezligi ve 6liime neden olabilecegini ileri

stirmektedir (13,14).

Enflamasyon konagin sepsise cevabinda Onemli bir rol oynamaktadir.
Spesifik proenflamatuar sitokinleri engelleyen temel terapétik stratejilerin bu yaniti
diizenlemede yetersiz oldugu ortadadir. Proenflamatuar ve antienflamatuar cevaplar
arasindaki karmagik iliskiyle ilgili bilgiler arttikga, hastalarin sonuglarinin

degerlendirilmesi ve diizenlenmesi konusunda daha basarili olunabilecektir (5).

Sepsis ve Apopitoz

Sepsis patogenezinde hiicre dliimlerinde apopitozun énemli bir rol oynadigini
gosteren bulgular giderek artmaktadir (15). Deneysel sepsis modellerinde, LPS ve
TNF-alfa gibi pek ¢ok proenflamatuar mediatoriin endotel ve diger cesitli hiicre
tiplerinde apopitoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica c¢oklu organ yetmezligi
nedeniyle kaybedilen hastalarda, lenfositler ve intestinal epitel hiicrelerinde de

yaygin apopitoz oldugu bildirilmistir (16,17).

Bagisiklik sistemi hiicrelerinin kaybi ile beraber apopitozun artisi, sepsis

sirasindaki immiinsiipreyonun apopitoz sebepli olabilecegini diisiindiirmiistiir (18).

2.1.4. Organ Tutulumu

Sepsisin yaygin bir komplikasyonu olan ¢oklu organ disfonksiyonu sendromu
(CODS); sepsisteki bir hastada sirayla ya da ayni anda iki ya da daha fazla organ

sisteminin yetmezlige girmesiyle meydana gelmektedir. Sepsisli hastalarda beyin,



kalp, akciger, bobrek ve karaciger gibi bir¢ok organ etkilenebilmektedir. Bu organlar
siklikla primer hasar yerinden uzaktadir ve organ yetmezliginin gelisimi komplike
etkilesimlere ve patofizyolojik olaylara cevap olarak meydana gelmektedir. CODS
onemli Olglide mortalite artisina katkida bulunmaktadir. Calismalar sepsisli
hastalardaki mortalite artisiyla organ yetmezliginin siddet ve sayisinin paralel

oldugunu gostermektedir (5).

Erken donemdeki organ disfonksiyonunun teshisi son derece oOnemlidir.
Cilinkii erken miidahale sonuglari etkileyebilir. CODS igin tedavinin kose taslar altta
yatan nedene yoOnelik uygun tedaviye ve organa spesifik erken donem destek
tedavisine dayanmaktadir. Enfeksiyon Kkontroliine yonelik tedavilerin erken
uygulanmasi, hemodinamik destek ve konak cevabinin diizenlenmesi organ

disfonksiyonunun gelisiminde kilit noktalardir (19).

Karaciger Disfonksiyonu

Karaciger portal dolasim i¢in hem mekanik hem de immiinolojik bir filtredir
ve major bir sitokin kaynagi olarak da kabul edilebilmektedir. Aminotransferaz ve
bilirubin seviyelerindeki bir artisa sikga rastlanmakta fakat hepatik yetmezlik nadir
goriilmektedir. Son zamanlarda, subklinik karaciger hasar1 tehlikeli hastaliklar iginde

tamimlanmustir (20).

Karaciger siniizoidlerindeki = mikrosirkulatuar  degisiklikler,  nétrofil
sekestrasyonu, platelet aktivasyon ve adezyonu bilinen hepatik disfonksiyon
parametrelerinin baglica tetikleyicileri oldugu ileri stiriilmiistiir. Kolestazis, steatozis,
hepatoselliiler hasar, bozulmus hiicresel yenilenme ve bozulmus hepatik
mitokondriyal solunum klinik septik hepatik disfonksiyona dahil edilen faktorlerdir
(20).



2.1.5. Tedavi

Sepsisli hastalarin tedavisi i¢in mevcut olan strateji enfeksiyon kaynagini
tedavi etmeye veya ortadan kaldirmaya, antimikrobiyal ilaglarin zamaninda ve uygun
kullanimina, hemodinamik optimizasyona ve diger organ destekleyici fizyolojik
Oonlemlere dayanmaktadir. Spesifik proenflamatuar medyatorlere karsi gelistirilen
yeni ilaglarla proinflamatuar yanitin baskilanmasina yonelik girisimler basarisizlikla
sonu¢lanmigtir. Ancak aktive protein C ve glukokortikoidler (1limhi dozda) gibi
immiinmodiilatorlerin ~ siddetli  sepsisteki hastalarin  sonuglarmi  iyilestirdigi

gosterilmistir (3).

Sepsisli hastalarda erken tan1 ve tedavi ardisik organ yetersizligini azaltmakta
ve sag kalimi arttirmaktadir (3,19). Giincel klavuzlar sepsisteki hastaya yaklasimda

zamanlamanin énemini vurgular nitelikte 6nerilerde bulunmustur (21,22).
Bagvuruyu takip eden ilk 3 saatte yapilmasi gerekenler sunlardir (21,22):

e Serum laktat dl¢iimleri

e Antibiyotik uygulanmasi oncesi kan kiiltiirlerinin alinmast

e Genis spektrumlu antibiyotik baglanmast

e Hipotansiyon ya da laktat yiiksekligi (>4mmol/L) varliginda 30 ml/kg
kristalloid baslamak

Bagvuruyu takip eden ilk 6 saatte yapilmasi gerekenler sunlardir (21,22):

e Sivi tedavisinine cevap vermeyen hipotansiyon varliginda 65 mmHg
ve lizerinde bir ortalama arteriyel basing saglamak i¢in vazopressor
baslamak

e Sivi tedavisine direncli hipotansiyonda veya laktat yiiksekliginde (>4
mmol/L) hacim durumunu ve doku perfiizyonunu yeniden
degerlendirmek (fizik muayene, santral vendz basing 6l¢limii, yatak
bas1 kardiyak ultrason, pasif bacak kaldirmaya cevap)

e Yiikselis varsa tekrarlayan laktat Sl¢ctimleri



Enfeksiyon Kaynaginin Saptanmasi ve Ortadan Kaldirilmasi

Miimkiin olan en kisa siirede enfeksiyon kaynaginin saptanmasi ve ortadan
kaldirilmas1 sepsisin 6nemli ama bir o kadar da zorlayici oOzelliklerindendir.
Hastalarin biiyiikk c¢ogunlugu enfeksiyon kaynagi olarak genellikle pulmoner,
genitoliriner, intraabdominal veya intravendz bir katatere sahiptir. Hastalarin %
75’inden etyolojik bir ajanin izole edilebildigi son c¢aligmalarla gosterilmistir ve

dagilim Gram-pozitif ve Gram-negatif organizmalar arasinda esittir (3).

Kaynagin ortadan kaldirilmasi enfekte kataterlerin ¢ekilmesi, intraabdominal

enfeksiyonlarda gerekirse cerrahi kontrol veya perkiitan direnajla miimkiindiir (3).

Antimikrobiyal Tedavi

Sepsiste enfeksiyon yeri ve etken organizmanin belirlenemedigi zamanlar
siktir. Boyle durumlarda antimikrobiyal tedavi enfeksiyonun en yogun oldugu bolge
ve en sik olast etken dikkate alinarak ampirik olarak baslanmalidir. Ampirik
antimikrobiyal tedaviye baslamadan Once kiiltiir 6rnekleri alinmis ve duyarlilik
testleri yapilmis olmalidir. Gozlemsel ¢aligmalarda hastaneye bagvurudan sonraki ilk
4-8 saat icinde antimikrobiyal tedaviye baslamanin mortaliteyi azalltig1 gosterilmistir

(23).

Hemodinamik Destek

Hemodinamik destek genel olarak iki sekilde saglanir: sivi tedavisi

(intravaskiiler hacmin arttirtlmasi) ve vazopressor tedavi (3, 23).

Sepsiste sivi tedavisinin ilk amaci intravaskiiler sivi a¢iginin kapatilmasidir
(23). Bu agigin kapatilmasi kardiyak fonksiyonlarda ve sistemik oksijen sunumunda

belirgin diizelme saglayarak doku perfiizyonunu arttirir (3).

Verilen sivi miktarinin ortalama arteryel kan basinci, kalp hiz1 ve idrar debisi

gibi klinik gozlemler dikkate alinarak titre edilmesi Onerilir (24), fakat verilmesi



gereken sivi, kristalloid veya kolloid segimi halen tartismali bir konudur (23). Ilk
tercih  kristalloidlerdir, en sik kullamlan da normal salindir. Ancak asir
yiiklenmelerde salin infiizyonunun hiperkloremik metabolik asidoza neden olugu
goriilmistiir. Kolloid sivilar diger bir secenektir. Bu soliisyonlar biiylik oranda
intravaskiiler alanda kalirlar ve transfiizyondan sonra uzun bir siire ozmotik gradienti
korurlar (3). Yiiksek miktarda kristalloid ihtiyact olan hastalarda albiimin de
onerilmektedir (22).

Sivi tedavisi devam ederken normal hemodinaminin ve perfiizyonun
saglanamadigl durumlarda vazopressor tedavi ihtiyact dogabilir. Gilinlimiizde ilk
tercih edilen ajan norepinefrindir (22). Dopaminin pozitif inotrop ve kronotrop
etkileri nedeniyle miyokard oksijen ihtiyacini arttirmasi, onu daha az tercih edilen bir
ajan kilmistir. Goz 6niinde bulundurulmasi gereken diger ajanlar ise dobutamin (kotii
sol ventrikiil kontraktilitesi ve diisiik kalp debisi) ve vazopressindir (direncgli

hipotansiyon) (3,22).

Destekleyici Tedaviler

Sepsis tedavisinde sonuglar1 iyilestirmek i¢in ¢esitli ilave tedaviler

Onerilmistir fakat bu konuda bir fikir birligi bulunmamaktadir (23).

Steroidler: Kortikosteroid tedavisi mortalite konusundaki siipheli yararlari
olmakla birlikte 50 yili askin siiredir ¢esitli dozlarda kullanilmaktadir (25). Bu
sebeple sepsiste steroid baslanmasi hep tartismali bir konu olmustur. Giincel
klavuzlar yeterli sivi tedavisine ragmen vazopressor tedavi ihtiyaci olan sepsisli

hastalarda intravenoz kortikosteroid kullanimini 6nermektedir (22).

Kan glukozu kontrolii: Sepsisli hastalarda hiperglisemi sikliginin %40’ 1n
istiinde oldugu tahmin edilmektedir. Bu durumun zayif immiin cevap, artmis
kardiyovaskiiler olaylar, trombozis, ge¢ kalinmis tedavi gibi olumsuz durumlarin
artistyla iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. Yogun insiilin tedavisi olarak tanimlanan kan
glukoz diizeyinin 80-110 mg/dL arasinda olmasinin mortaliteyi, enfeksiyon hizini,

hastanede kalis siiresini ya da renal replasman ihtiyacini azalttigina dair kanit
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bulunmamaktadir. Ustelik hipoglisemi riskinde artis sz konusu olmaktadir. Kritik

hastalarda son giinlerde onerilen kan glukoz diizeyi 140-200 mg/dL arasidir (26).

Kan iiriinleri destegi: Doku hipoperfiizyonu diizeltilmisse ve miyokardial
iskemi, siddetli hipoksemi, akut kanama ya da iskemik koroner arter hastalig1 gibi
problemler yoksa kan transfiizyonu i¢in hemoglobin konsantrasyonu 7 g/dL’nin
altina diisiinceye kadar beklenmelidir (hedef hemoglobin degeri: 7-9 g/dL). Platelet
destegi belirgin kanama yoksa < 10 000/mm?, ciddi kanama riski sz konusu ise < 20
000/mm?® oldugu durumunda uygulanmalidir. Aktif kanama, cerrahi veya invaziv

girisimlerde >50 000/mm? platelet sayisi gerekmektedir (22).

Derin ven trombozu icin profilaksi: Siddetli sepsisteki hastalarda giinde iki
kez diisiik molekiil agirlikli heparin kullanilarak derin ven trombozu profilaksisi
onerilmektedir (22).

Ekstrakorporeal kan temizleme teknikleri: Kan temizleme tekniklerinin
kritik hastalardaki ¢oklu kullanimlar1 “goklu organ destegi tedavisi” olarak
adlandirilan yeni tedavi stratejilerinin gelisimini miimkiin kilmistir. Henliz yiiksek
voliim hemofiltrasyonun yararli etkilerini gosteren genis, cok merkezli, randomize,
kontrollii calismalar olmasa bile insanlardaki 6n calismalar ve preklinik hayvan
calismalart verileri bu girisimi desteklemektedir. Birlesik plazma filtrasyon
adsorbsiyonu, polimiksin-B hemoperfiizyonu ve yiiksek gecirgenli membranlar

sepsiste kullanilan diger destekleyici tedavi yontemlerindendir. (27)

Koruyucu akciger stratejileri, ECCO,R ve ECMO: Diisiik tidal hacimli
ventilasyon (plato basinct < 30 cmH,0, 6 mL/kg) genel olarak iyi tolere edilir ve
ventilator iliskili akciger hasarmma karst koruma saglayabilmektedir. Koruyucu
akciger stratejileri basarisiz oldugu zaman ekstrakorporeal CO; uzaklastirma
(ECCO2R) ve veno-vendz ekstrakorporeal membran oksijenasyonu (ECMO) gibi

cesitli teknolojiler kaydadeger gecici gelismeler gostermektedir. (28)
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2.2. Astaksantin

Karotenoidler 700°den fazla yagda ¢6ziinen pigment ¢esidinin olusturdugu bir
ailedir ve sadece fitoplankton, alg, bitkiler ve sinirli sayida mantar ve bakteri
tarafindan iretilir. Astaksantin en yaygin karotenoidlerden biridir ve kabuklu deniz
canlilarinin, somon baliginin kirmizi pigmentinde bulunur (29). Antioksidan,
antitimor, antienflamatuar, antidiyabetik, hepatoprotektif ve immiinmodiilator
etkileri iceren cesitli farmakolojik ozellikler sergilemektedir (29,30,31). Ustelik
karakteristik ozelliklerinden birisi yiiksek derecede giivenli olmasidir (30). AST’in
kimyasal yapis1 sekil 2.1°de goriilmektedir.

Sekil 2.1. Astaksantinin kimyasal yapisi (32).

Yapilan ¢aligmalar astaksantinin reaktif oksijen radikallerinin uyardigi NF-kB
aktivasyonunun inhibisyonuyla enflamasyonu azalttigini gostermistir (33). AST
ayrica Ozel kiiltirlerde iretilen mononiikleer hiicreleri LPS’nin uyardigi

enflamasyondan ve oksidatif stresten koruyan terapétik dzelliklere de sahiptir (34).

2.3. Deksametazon

Glukokortikoidler septik sok da dahil bir ¢ok enflamatuar hastaligin
tedavisinde antienflamatuar bir ilag olarak kullanilmustir. Sitokin, kemokin ve
adezyon molekiilleri gibi bir ¢ok proenflamatuar medyatdr ekspresyonunu
baskilamak i¢in spesifik glukokortikoid reseptorleriyle etkilesime girmektedir
(35,36,37). Bu etkiler ozellikle proenflamatuar molekiillerin transkripsiyonunun

durdurulmasi (NF-kB iizerinden transdiiksiyon inhibisyonuna bagli) ve anneksin-1,
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IL-10 ve NF-kB inhibitdrii gibi antienflamatuar medyatorlerin gen ekspresyonlarinin

uyarilmasi gibi ¢esitli mekanizmalar tarafindan gergeklestirilmektedir (35).

Deksametazon immiinsiipresif ve antienflamatuar bir ajan olarak yaygin
kullanilan sentetik bir glukokortikoiddir. Son zamanlarda, bircok arastirmaci
deksametazonun NF-kB aktivasyonunu baskilayabildigini kanitlamistir. Bununla
birlikte, bu ¢alismalar makrofaj ve lenfosit gibi enflamatuar hiicrelerle simirh

kalmaktadir (38).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 15.06.2016 tarih 409-2 kayit numarali onayr sonrasinda baslandi.
Calisgmamizda kullanilan deney hayvanlar1 Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden (TICAM) temin edildi. Ortalama agirliklar1 260-320 gram olan 40 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek sican randomize olarak esit sayida (n = 8) 5 gruba
ayrildi. Sicanlar deney siiresince 12’°ser saatlik aydinlik-karanlik 1siklandirmasi olan
1s1s1 (20-22 °C) ve nemi (% 45-% 50) otomatik olarak ayarlanan odalarda yasatilds.
Bu siirecte tiim siganlar seffaf kafeslerde tutuldu, standart sican yemi (pellet yemi) ve

¢esme suyu ile beslendi.

3.1. Deneklerin Hazirlanmasi ve Operasyon Teknigi

Denekler arastirma baslangicina kadar; en az 3 giin siireyle, 12 saat aydinlik-
12 saat karanlik ortamda barindirilarak ortama adaptasyonlar1 saglandi, standart gida
ile beslendi ve su kisitlamasi uygulanmadi. Tiim denekler deneyden 12 saat 6nce ag
birakildi ve sadece su igmelerine izin verildi.

Calismaya alinan denekler dimetil siilfoksit (DMSO) grubu (n = 8), LPS
grubu (n = 8), AST grubu (n = 8), AST+LPS grubu (n = 8) ve DEKS+LPS grubu (n
= 8) olarak bes gruba ayrildi. ilk giin DMSO grubuna intraperitoneal olarak 0,2 ml
dimetil stilfoksit; LPS grubuna intradermal olarak 200 pg/0,2 ml dozunda Salmonella
typhimurium lipopolisakkariti; ASTgrubuna intraperitoneal olarak 0,2 ml hacimde
100 mg/kg dozunda, dimetil siilfoksit i¢inde ¢oziinmiis olarak astaksantin; AST+LPS
grubuna diger gruplarla ayn1 sekilde astaksantin ve lipopolisakkarit; DEKS+LPS
grubuna intraperitoneal olarak 0,2 ml hacimde 1 mg/kg dozunda deksametazon
verildi.

Yirmi dordiincii saatin sonunda intraperitoneal olarak 50 mg/kg tiyopental
sodyum ile anestezi saglandiktan sonra supin pozisyonda laparotomi yapildi.
Ornekleme icin karaciger sag lob ve 2 mL intrakardiyak kan alindi. Islem sonrasinda

dekapitasyon yoluyla 6tenazi uygulandi.
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Almman doku oOrneklerinin bir kismi immiinohistokimyasal analizler i¢in
%10’luk formaldehit soliisyonu igerisinde saklandi, bir kismi da polimerize zincir
reaksiyonu (PCR) ve Western blot analizleri i¢in once sivi azot igerisinde sok

donduruldu, sonra - 80 derecede uzun donem muhafaza edildi.

3.2. Biyokimyasal Analizler

Plazmada TNF-alfa 6l¢iimii eBioscience marka Human TNF-alpha Platinum
Elisa kiti ile yapildi (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). Absorbans
okumasi ChemWell 2910 marka elisa okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness

Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA). Sonuglar pg/ml olarak verildi.

3.3. PCR Analizleri

Karaciger dokusundan izole edilen total mRNA’lardan hedef mRNA’lar olan
TNF-alfa, IL-6, NF-kB mRNA’larinin relatif rakamsal degerlerini tespit etmek igin
ger¢ek zamanl reverse-transkriptaz PCR teknigi kullanildi.

Tripiire icinde saklanan dokulardan total RNA kloroform ydntemiyle izole
edilmistir. RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla izole edilen bu total
RNA’dan 1,5 pl Nanodrop kullanilarak (Thermo Scientific, USA) 260 nm dalga
boyunda optik dansite olciilerek hesaplandi.

Calismanin sonuglar1 LightCycler® Nano Software’den alinan degerler relatif

kuantifikasyon yontemiyle degerlendirildi.

3.4. Western Blot Analizleri

Tiim gruplardan alinan karaciger 6rnekleri, 1L-1alfa ekspresyonuna Western
blot yontemi ile Olgiildii. Karaciger ornekleri kiiclik parcalara ayrildi ve 2,5 kati
kadar lizis tamponu eklenip oda sicakliginda 5 dakika beklendi. Daha sonra 6rnekler
homojenizatére kondu, 4°C'de 14000 g'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonucunda sitozolik proteinlerin bulundugu {istteki silipernatan alindi, daha sonra
nandropta (Thermo) protein konsantrasyonu 6l¢iildii. 30 pg protein % 10'Tuk SDS jel

igerisine elektroforez yontemi ile ayrilmasi i¢in kondu, ardindan PVDF membrana
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transfer edildi. Membranlar % 5'lik BSA (Bovine serum albiimin) olan bloklama
tamponu ile oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklandi. Daha sonra gece boyunca 4
°C'de uygun primer antikorlar ile inkiibe edildi. Membranlar 10 dakika boyunca 3
kez yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra uygun sekonder antikorlar ile
inkiibasyon yapildi, immiinreaktif bantlardaki proteinlerin ekspresyon seviyeleri
goriintlileme sistemiyle gozlenir hale getirildi. Goriintii sonug¢larinin analizleri Image

J 1.49v ile yapildi.

3.5. Karaciger Dokularinin immiinohistokimyasal Incelenmesi

Sicanlardan alinan karaciger dokular1 48 saat siireyle %10’luk formaldehit
soliisyonunda bekletildi. Fiksasyon isleminden sonra uygun takip islemleri yapilarak
parafin bloklar hazirlandi. Her bir gruba ait parafin bloktan 4 um kalinhiginda 6’sar
kesit alindi. Kesitlerdeki apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla “terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick and labelling” (TUNEL) yontemi
uygulandi. Kesitler, gruplarin dagilimi ile ilgili bilgisi olmayan tek bir histolog
tarafindan degerlendirildi. Her Kkesitten rastgele 10 farkli alan incelendi. Incelenen
her alandaki apoptotik hiicrelerin sayisi bilgisayar ile desteklenmis Olympus BX51
mikroskobu ve BAB Bs200pro software ile degerlendirildi.

Karacigerden alinan doku d6rneklerine DNA kiriklarinin olugmasiyla meydana
gelen apoptotik hiicreleri incelemek amaciyla TUNEL yontemi uygulandi. Rastgele
secilip degerlendirilen alanlardaki apoptotik hiicre sayis1 ve reaksiyon siddeti yiizde

(%) olarak belirlendi.

3.6. Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme i¢in GrapPad Prism6 programi kullanildi. Gruplar
once Shapiro-Wilk Normality Test kullanilarak normal dagilim gosterip
gostermedigine gore analiz edildi. Normal dagilim gosteren veriler tek yonli
ANOVA testi ile degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farklar Tukey testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal-Wallis testi ile

degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farkliliklar Dunn testi ile degerlendirildi.
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P degeri 0.05’den kiigiik olanlar anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama (%),
+standart hata (+=SE) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

Sepsis modeli olusturularak 24. saatin sonunda kan ve doku ornekleri alinan

40 siganin ¢aligma sonuglari asagidadir:

4.1. ELISA Bulgular

TNF-alfa Diizeyleri

TNF-alfa diizeyi agisindan gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde; LPS
grubu ile karsilagtirlldiginda DEKS+LPS grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
diistis goriilmiistiir (p<0,05); diger tedavi grubu olan AST+LPS grubunda da bir
diisiis saglanmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05). Tedavi gruplari,
AST+LPS ve DEKS+LPS gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda DEKS+LPS
grubundaki diisiiste anlaml bir fark bulunmustur. (p < 0,05)

Tablo 4.1.Tim gruplarda TNF-alfa 6lgiimlerinin ortalama, standart Sapma ve

standart hata degerleri.

X (ort+ss) SEM

DMSO 35,47+4,53 2,02
LPS 38,44+7,95 3,24
AST 24,42+1,72 0,77
AST+LPS 33,96+4,39 1,66
DEKS+LPS 25,05+4,24 1,60
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Tablo 4.2. Gruplarin kendi aralarinda TNF-alfa {izerinden karsilastirilmasi (p degeri).

Gruplar p degeri
DMSO vs LPS 0,8642
DMSO vs AST 0,0150
DMSO vs AST+LPS 0,9853
DMSO vs DEKS+LPS 0,0129
LPS vs AST 0,0009
LPS vs AST+LPS 0,5112
LPS vs DEKS+LPS 0,0006
AST vs AST+LPS 0,0259
AST vs DEKS+LPS 0,9995
AST+LPS vs DEKS+LPS 0,0219

4 .2. PCR Bulgular:

TNF-alfa Diizeyleri

TNF-alfa diizeyi acisindan gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde; LPS

grubu ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinin her ikisinde de, AST+LPS ve

DEKS+LPS, istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir (p<0,05). Tedavi

gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamustir. (p > 0,05)

Tablo 4.3. Tiim gruplarda TNF-alfa 6l¢imlerinin ortalama, standart sapma ve

standart hata degerleri.

X (ortxss) SEM

DMSO 1,25+1,18 0,48
LPS 13,33+7,65 3,82
AST 0,94+0,54 0,22
AST+LPS 5,99+4,92 2,01
DEKS+LPS 2,64+1,89 0,66
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Tablo 4.4. Gruplarin kendi aralarinda TNF-alfa {izerinden karsilastirilmasi (p degeri).

Gruplar p degeri
DMSO vs LPS 0,0002
DMSO vs AST 0,9999
DMSO vs AST+LPS 0,1930
DMSO vs DEKS+LPS 0,9525
LPS vs AST 0,0002
LPS vs AST+LPS 0,0330
LPS vs DEKS+LPS 0,0006
AST vs AST+LPS 0,1473
AST vs DEKS+LPS 0,9058
AST+LPS vs DEKS+LPS 0,4511

Interlokin-6 Diizeyleri

Interlokin-6 diizeyi agisindan gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde
anlaml bir fark bulunmamistir. LPS grubu ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinin
her ikisinde de, AST+LPS ve DEKS+LPS, bir diisis goriilmiis fakat istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Tedavi gruplari kendi arasinda

karsilastirildiginda da anlamli bir fark bulunmamustir. (p > 0,05)

Tablo 4.5. Tiim gruplarda IL-6 6l¢iimlerinin ortalama, standart sapma ve standart

hata degerleri.

X (ortxss) SEM

DMSO 0,33+0,19 0,09
LPS 0,29+0,15 0,06
AST 0,22+0,19 0,06
AST+LPS 0,10+0,06 0,02
DEKS+LPS 0,017+0,21 0,08




Tablo 4.6. Gruplarin kendi aralarinda IL-6 iizerinden karsilastirilmasi (p degeri).
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Gruplar p degeri
DMSO vs LPS 0,9970
DMSO vs AST 0,8636
DMSO vs AST+LPS 0,2912
DMSO vs DEKS+LPS 0,5897
LPS vs AST 0,9650
LPS vs AST+LPS 0,4142
LPS vs DEKS+LPS 0,7582
AST vs AST+LPS 0,6970
AST vs DEX+LPS 0,9692
AST+LPS vs DEKS+LPS 0,9605

NF-kB Diizeyleri

NF-kB diizeyi agisindan gruplar kendi iglerinde degerlendirildiginde; LPS

grubu ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinin her ikisinde de, AST+LPS ve

DEKS+LPS, istatistiksel olarak anlamli bir diislis goriilmistiir (p<0,05). Tedavi

gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamastir. (p > 0,05)

Tablo 4.7. Tim gruplarda NF-kB 6l¢iimlerinin ortalama, standart sapma ve standart

hata degerleri.

X (orttss) SEM

DMSO 1,03+0,27 0,09
LPS 1,03+0,27 0,11
AST 0,50+0,08 0,02
AST+LPS 0,02+0,01 0,005
DEKS+LPS 0,024+0,023 0,008
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Tablo 4.8. Gruplarin kendi aralarinda NF-kB tizerinden karsilastirilmasi (p degeri).

Gruplar p degeri
DMSO vs LPS >0,9999
DMSO vs AST <0,0001
DMSO vs AST+LPS <0,0001
DMSO vs DEKS+LPS <0,0001
LPS vs AST <0,0001
LPS vs AST+LPS <0,0001
LPS vs DEKS+LPS <0,0001
AST vs AST+LPS <0,0001
AST vs DEKS+LPS <0,0001
AST+LPS vs DEKS+LPS >0,9999

4.3. Western Blot Bulgular

IL-1 Alfa Diizeyleri

IL-1 alfa’nin Western blot sonuglarina bakildiginda LPS grubunda DMSO
grubuna gore IL-1 alfa ekspresyonunun arttifi gozlemlenmistir. AST+LPS
uygulanan grupta, DMSO grubuna gore IL-1 alfa seviyesinde herhangi bir diisiise
neden olmamasi, AST’nin LPS’nin neden oldugu sepsiste etkin olamadigini
gostermistir. DEKS+LPS grubunda ise IL-1 alfa ekspresyonu diismiistiir.

- B ¢ 33 kDa

A B C D SE

Sekil 4.1. Western blot bulgulari: A: DMSO grubu, B: LPS grubu, C: AST
grubu, D: AST+LPS grubu, E: DEKS+LPS grubu
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Sekil 4.2. IL-1 alfa antikoru Western Blot ekspresyon grafigi

4.4, immiinohistokimyasal Bulgular

DMSO grubuna ait doku 6rneklerinde TUNEL negatif reaksiyon goriiliirken

LPS grubunda pozitif reaksiyon veren apoptotik hiicreler gézlenmistir. AST+LPS ve

DEKS+LPS gruplarinda ise apoptotik hiicre ve reaksiyon siddeti LPS grubuna gore

belirgin diislis gdstermektedir. AST grubunda ise apoptotik hiicreye rastlanmamustir.

Tablo 4.9. Gruplardaki apoptotik reaksiyonlarin ylizde olarak karsilastiriimasi

DMSO

LPS

AST

AST+LPS

DEKS+LPS

Apoptotik
hiicre yiizdesi
(%)

36,32

12,10

9,36




Sekil 4.3. TUNEL reaksiyonu ile belirlenmis apoptotik hiicreler (400X, — )
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5. TARTISMA

Diinya niifusunun gittikce yaslandigi bugiinlerde 6liim nedenleri arasinda 10.
sirada olan sepsis c¢esitli risk faktorlerinin artmasi nedeniyle muhtemelen ilerleyen
yillarda daha oncelikli 6liim nedenlerinden biri olacaktir. Tedavisi konusunda her ne
kadar kanita dayali tibbi yaklasimlar ¢ercevesinde klavuzlar isiginda protokoller
gelistirilmis olsa da kiiratif bir yaklasim bulunmamaktadir. Giiniimiiz tedavi
yontemlerinin ¢ogu destek ve semptomatik yaklagim yontemleridir. Sepsisin birgok
faktorden olusan birbirini tetikleyen fizyopatolojik yolaginda herhangi bir basamagi
engelleyerek siirecin ilerlemesine miidahale edilebilir. Bu fizyopatolojik siireglerdeki
degisikliklere yonelik deneysel calismalar siirmektedir. Biz de, bu siire¢lerden bir
kismina dahil olan enflamatuar sitokinler {iizerinden antienflamatuar etkisi
olabilecegini  disiindiigiimiiz ~ astaksantin  maddesinin  etkilerini  arastirmay1

amagladik.

Sepsis siirecinin incelendigi bir¢ok ¢aligmada artigi tespit edilen sitokinlerden
biri olan TNF-alfa calismamizda degerlendirildi. Plazma TNF-alfa diizeylerini
ELISA yontemiyle, karaciger hiicrelerindeki TNF-alfa diizeylerini ise polimerize
zincir reaksiyonu (PCR) ile degerlendirdik. Kontrol grubu olarak kabul edilen
DMSO grubuna gore AST ve DEKS+LPS gruplarinda plazma TNF-alfa diizeyleri
anlaml disik bulundu. Benzer sonuglari bulunan Zhou ve arkadaslarinin (39)
yaptig1 c¢aligmada sepsis modeli olusturulan sicanlarda ¢oklu organ hasarma karsi
astaksantinin koruyucu etkilerini incelemisler ve astaksantini peritonit modeli olmasi
icin uygulanan c¢ekal ligasyon ve yaralama cerrahisi oncesi 7 glin boyunca oral
yoldan vermislerdir. Caligsmalarinin sonucunda peritonit olusturulan grupta 1. saatte
TNF-alfa diizeyi artip 3. saatte maksimum olurken, astaksantin verildikten sonra
peritonit olusturulan grupta daha az yiikseklik olmustur. Calismamizdaki gruplardan
olan DEKS+LPS grubundaki TNF-alfa diizeyleri AST+LPS grubundaki degerlere
gore anlaml olarak daha fazla diismiistir. Astaksantinin LPS varliginda TNF-alfa
diizeylerini diisiirme etkisi deksametazon kadar etkili bulunmamustir. Intradermal
LPS enjeksiyon yonteminin kullanildigi Ohgami ve arkadaslarinin (29) yaptigi
caligmada LPS ile indiiklenen humor akéz igerisindeki TNF-alfa diizeyleri

astaksantin eklenen gruplarda astaksantin dozuna bagimli olarak diisme egiliminde
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bulunmustur. Hatta antienflamatuar etkinligi kanitlanmis olan prednizolonun
uygulandigi gruptaki TNF-alfa diizeyleri ile ayn1 sonuglara intravendz 100 mg/kg
astaksantin uygulanan grupta ulasilmistir. Karacigerde PCR yOntemiyle
degerlendirdigimiz TNF-alfa diizeyleri incelendiginde LPS grubunda DMSO
grubuna gore anlamli yiikseklik bulunmustur. AST+LPS ve DEKS+LPS
gruplarindaki TNF-alfa diizeyleri LPS grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Ancak DEKS+LPS grubu ve AST+LPS grubu arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Plazmada iki grup arasinda anlamli fark varken karacigerde
deksametazon ve astaksantin etkinligi LPS verilen si¢anlarda benzer bulunmustur.
Protein sentezinin ilk olarak gerceklestigi organin karaciger oldugu diisiintiliirse
astaksantin etkinliginin 24 saatten daha uzun bir siirede karacigerdekine benzer

sekilde plazmada da deksametazonla benzer diizeye ulasabilecegi diisiiniilebilir.

Karacigerde enflamatuar siiregte etkin oldugu bilinen IL-1 alfa diizeyini
calismamizda western blot yontemiyle degerlendirdik. DEKS+LPS grubunda IL-1
alfa diizeyi LPS grubuna gore az da olsa bir diisiis gostermistir. Ancak AST+LPS
grubunda diisiis goriilmemistir. Bu baglamda deksametazonun astaksantine gore
sepsis modelinde IL-1 alfa iizerinde daha etkin oldugunu sdyleyebiliriz. IL-1’in
subgruplar1 olan IL-1 alfa ve IL-1 beta farkli ¢alismalarda degisik yontemlerle
degerlendirilmistir. Baz1 ¢alismalarda plazmada IL-1 beta diizeyi ELISA yontemiyle
degerlendirilmistir. Zhou ve arkadaslarimin (39) yaptigi ¢alismada serum IL-1 beta
diizeyleri ELISA yontemi ile degerlendirilmis olup peritonit olusturulan ve
astaksantin tedavisi uygulanan grupta peritonit olusturulan fakat tedavi edilmeyen
gruba gore anlamli olarak daha az yiikselmistir. Ayrica bu calismada IL-6

konsantrasyonlarinda da anlamli diisiik sonug¢lar bulunmustur.

Bazi kaynaklarda bir antienflamatuar sitokin olarak kabul edilen IL-6
notrofillerden elastaz salinimini arttirarak nétrofillerin  sitotoksik potansiyelini
arttirdigr i¢in daha ¢ok enflamatuar bir sitokin olarak kabul goriir (40). PCR
teknigiyle karaciger dokusunda degerlendirdigimiz IL-6 diizeyleri agisindan higbir
grupta anlamli bir fark bulunmadi. Nagai ve arkadaslarimin (41) koroidal
neovaskiilarizasyonu Onleyici olarak astaksantinin antienflamatuar etkilerini
aragtirdiklar1 c¢aligmalarinda astaksantin verilen grupta IL-6 diizeyleri endotelyal

hiicrelerde azaldig1 sonucuna ulagmislardir.
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NF-kB heterodimer veya homodimerlerden olusmus bir transkripsiyon
faktoridiir ve sitoplazmada inhibitér kB proteinlerine bagli olarak sekestre halde
bulunur. TNF-alfa, IL-1 ve daha bir¢ok sitokin NF-kB sentezini indiikleyerek kendi
kaskatlarini baslatirlar ve siirdiiriirler (42). Suzuki ve arkadaslarinin (42) yaptigi
caligmada immiinhistokimyasal olarak yaptiklart incelemede goziin cesitli
bolgelerinden alinan kesitlerdeki NF-kB (+) hiicrelerin sayisini karsilastirmislardir.
Astaksantinle tedavi edilen grupta LPS enjekte edilmis olan ancak tedavi edilmeyen
gruba gore NF-kB (+) hiicre oran1 anlamli oranda diisiiktiir. Ayrica bu ¢alisma
astaksantinin in vivo olarak NF-kB sentezini suprese ettigini gosteren ilk ¢aligmadir.
Bu ¢aligmanin 1518inda astaksantinin NF-kB diizeylerini diisiirerek TNF-alfa ve IL-1
beta diizeyini de diisiirdiigli sonucuna ulasilabilir. Nagai ve arkadaslarinin (41)
yaptig1 ¢alismada in vivo ve in vitro olarak astaksantinin etkilerini incelerken NF-kB
diizeylerinin astaksantin uygulanan in vivo c¢alismada daha disik oldugunu
bulmuglardir. Bizim c¢alismamizda da karaciger hiicrelerinde PCR yOntemiyle
bakilan NF-kB diizeyleri AST+LPS ve DEX+LPS gruplarinda anlamli olarak diisiik
bulundu. Ancak iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Bu sonuglar
dogrultusunda astaksantin ve deksametazonun NF-kB diizeyleri iizerinde benzer

etkinligi oldugu soylenebilir.

Sepsis stirecinde bagisiklik sistemi hiicrelerinde kayip ve apopitozda artis
oldugu bilinmektedir (18). Calismamizda TUNEL boyama yontemiyle incelenen
karaciger 6rneklerinde DMSO ve AST gruplarinda negatif reaksiyon goriiliirken LPS
grubunda pozitif reaksiyon veren apoptotik hiicreler gozlenmistir. AST+LPS ve
DEKS+LPS gruplarinda ise apoptotik hiicre ve reaksiyon siddeti LPS grubuna gore
belirgin diisiis gostermektedir. Bu bulgular gostermistir ki deksametazon ve
astaksantin apopitozu anlamli dl¢iide azaltmaktir. In vivo bir ¢alisma olmasi
sebebiyle klinik pratikte anlamli sonuglar1 olabilecegi seklinde umut verici bir sonug
olarak degerlendirilebilir. Otsuka ve arkadaslarinin (30) yaptigi c¢alismada
astaksantin verildikten sonra asir1 15181n hasar olusturdugu retinal hiicrelerde TUNEL
yontemiyle apopitoz degerlendirilmis olup %28 gibi bir oranda daha az apopitoz
oldugu gorilmiistiir. Astaksantinin intraserebroventrikiiler uygulandigi subaraknoid

hemoraji olusturulan ve erken beyin hasari {izerine etkilerinin incelendigi Zhang ve
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arkadaglarinin (43) calismasinda da TUNEL yoOntemiyle apopitoz degerlendirme

sonuglarinda degisik dozlara cevaben azalmis apopitoz orani tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sepsiste terapotik etkinligi olabilecegini  diisiindiigiimiiz  astaksantinin
antienflamatuar etkinligini inceledigimiz c¢alismamizda LPS ile sepsis modeli
olusturdugumuz ¢alismada sicanlarin karaciger dokusunda ve plazmada c¢esitli
enflamatuar sitokin diizeylerini ve apopitozu degerlendirdik. Plazma TNF-alfa ve
karaciger dokusunda degerlendirilen IL-1 alfa, IL-6, TNF-alfa, NF-kB diizeylerinde
astaksantin uygulamasinin olumlu sonuglarmi elde ettik. Ayn1 zamanda
deksametazon uygulamasi ile karsilastirildiginda farkliliklar olmakla birlikte benzer
Ol¢iim degerleri de elde ettik. Apopitoz goriilen hiicre oranlar1 degerlendirildiginde
anlamli olarak astaksantinin etkin oldugu sonucuna ulastik. Sonug olarak sepsis
siirecinde antienflamatuar etkinligin degerlendirilebilmesi i¢in farkli dozlarda
astaksantin uygulamalar1 yapilmasi gerektigi, 24. saatle birlikte farkli zamanlarda
degerlendirme yapilmasi gerektigi kanaatine ulastik. Sepsis patogenezinde rol alan
enflamatuar ve antienflamatuar etkenlerin kompleks bir etkilesimi olmast nedeniyle
bu siirecte etkili olabilecegi diisiiniilen molekiillerin saglikli  bir sekilde
degerlendirilebilmesi icin ¢ok fazla faktoriin kayitlarinin tutulabildigi iyi standardize

edilmis caligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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