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OZET

Amac: Cesitli organlarda iskemi reperfiizyon (i-R)
hasarina kars1 etkili olan curcuminin (CUR) intestinal
I-R modelinde etkilerini aragtirmak.

Yontemler: Calismada 24 adet Wistar-Albino tipi sican
kullanildi. Ug¢ grup olusturuldu. Sham grubunda
laparotomiyi takiben 105 dk gozlem sonrasi sakrifiye
edildiler. Kontrol grubuna 45 dakika iskemi, 60 dakika
reperfiizyon uygulandi. Caligma grubuna 100 mg/kg
dozunda CUR intraperitoneal verildi. Histopatolojik
inceleme ve doku malondialdehit (MDA), siiperoksid
dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) aktivitesi dl¢limii
icin ileum rezeksiyonu yapildiktan sonra laktat icin kan
ornegi alinarak sicanlar sakrifiye edildi.
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ABSTRACT

Objevtive: The use of curcumin that known the
protectional effect on such as brain, spinal cord, heart
etc. from ischemia and reperfusion injury as a
pharmacological agent in experimental intestinal ischemia
reperfusion model on rats and to investigate the effects
of it.

Methods: We used 24 Wistar-Albino rats. We composed
3 groups each containing 8 rats. Rats in sham group
were sacrified 105 minutes observation after laparotomy.
Sixty minutes reperfusion was performed following 45
minutes ischaemia in control group. We performed the
study group by administration of 100 mg/kg curcumin
intraperitoneally. We sacrified all of the rats by taking
blood samples to evaluate of the lactate after resection
of ileum for detecting tissue malondialdehid, superoxide
dismutase, glutatione activities and histopathological
evaluation.
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Bulgular: Serum laktat diizeyleri ve doku MDA
diizeylerinde sham grubunda kontrol ve calisma
gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulundu. Calisma
grubunda kontrol grubuna gore anlamh olarak diisiik
bulundu. SOD ve GSH aktivitelerinde sham grubunda
en yliksek degerler elde edilirken kontrol grubunda en
diisiik degerler elde edildi. Farklar istatistiksel olarak
anlamli idi. Histopatolojik olarak kontrol grubunda hiicre
hasar1 tespit edilirken; calisma grubunda bu hasarin
azalmis oldugu goriildii.

Sonug: CUR kullanimi ile ince barsaktaki I-R hasar1
azalmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi, Reperfiizyon, Curcumin,
Ince bagirsak

Girig

Iskemi-Reperfiizyon (I-R) hasari; tiim organ ve sistemleri
ilgilendiren, dokulara yeterli oksijen (O2) saglanamamasinin
tetikledigi hiicresel olaylar dizisidir. Dokulara yeterli
miktarda O2 ve diger metabolik gereksinimlerin
ulastirlamamasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikar.
Oksidatif stres ¢coklu organ yetmezligine kadar varan
ciddi klinik sonuglara neden olabilir.! Iskemi sonrasi
reperfiizyon, hasarli dokularin iyilesmesi i¢in bir 6nkosul
olmasina ragmen hasari daha da arttirabilmektedir.?
Klinik olarak I-R hasari; intestinal cerrahi, organ
transplantasyonu, travma cerrahisi ve vaskiiler cerrahide
onem kazanmaktadir.2 Reperfiizyon ile iskemik dokuda
olusan Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)nin, bu hasardan
sorumlu oldugu ortaya konulmus ve bazi farmakolojik
ajanlar ile olusan reperfiizyona bagli hasarin
azaltilabilecegi veya onlenebilecegi yine bir dizi deneysel
arastirmayla kanitlanmistir.* Curcumin (CUR); biyolojik
etkileri son zamanlarda bir ¢ok arastirmaci tarafindan
invivo ve invitro ¢aligmada gosterilmigtir.’ “Curcuma
longa” bitkisinin yumrusundan elde edilen, sar1 renkte
ve oldukga lipofilik bir pigmenttir.®7 Curcuminin
antioksidan 6zelliginin yan1 sira antiinflamatuvar,
immiinomodulatuvar, antitiimoral ve antipsoriatik
etkinligi oldugu bildirilmistir.® Curcuminin antioksidan
etkinligi ile bobrek, kalp, beyin dokusu, karaciger I-R
hasarinda oksidatif stresi ve doku hasarlanmasini azalttig1
gosterilmistir.” Bu ¢alismanin amaci, siganlarda
olusturulan deneysel ince barsak I-R hasarina CUR’un

Results: Lactate and MDA levels were significantly
higher in control and study groups than sham group
(P<0.001). These levels were significantly lower in study
groups. In Sham group SOD and GSH activities were
higher. In control group these activities were statistically
lower. Although definitive cell damage was determinated
in the control group, the damage in the study groups
observed lower in different levels.

Conclusion: Administration of curcumin reduced the
ischemia-reperfusion injury at small intestine.

Key words: Ischemia, Reperfusion, Curcumin, Small
intestine

etkisini aragtirmaktir.

Materyal ve Metod

Calisma Diizeni: Bu deneysel ¢alisma, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel
ve Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM) Temmuz-
Agustos 2008 tarihleri arasinda Etik Kurul onay1 ile
yapildi. Calismada agirliklar1 250-300 gram arasinda
degisen yirmi dort adet erkek Wistar-Albino tipi sican
kullanildi. Siganlar randomize olarak sham, kontrol ve
calisma gruplarina ayrildi.

Grup I. Sham grubu (n=8): Bu gruptaki deneklere
yukarida tarif edildigi sekilde sadece laparotomi yapilarak
yiiz beg dakika siireyle gdzlem yapildi.

Grup II. Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki deneklere
ise laparotomi sonrast SMA ’nin klemplenmsi vasitasiyla
kirk bes dakika iskemi ve klempin a¢ilmasiyla birlikte
altmig dakika reperfiizyon yapilarak I-R hasari
olusturuldu.®

Grup III. Calisma (CUR) grubu (n=8): Deneklere
kirk bes dakika iskemi uygulandiktan sonra 100 mg/kg
dozunda CUR (Sigma C7727) intraperitoneal uygulamasi
sonrasi altmig dakika reperfiizyon saglandi.!?
Cerrahi islem: Calisma 6ncesinde on iki saat a¢ birakilan
siganlarin tiimiinde cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan
orneklerinin alinmasi intraperitoneal 50 mg/kg ketamin
(Ketalar®, Pfizer-Istanbul) ve 10mg/kg xylazin anestezisi
(Rompun®, Bayer-istanbul) altinda yapildi. Karin cildi
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trag edildikten sonra povidon iyot ile temizlendi.
Ksifoidden itibaren yaklasik 6 cm’lik vertikal insizyon
ile laparotomi yapildi. Intestinal I-R modeli i¢in intestinal
yapilar retrakte edildikten sonra siiperior mezenterik
arter (SMA) aortadan ¢iktig1 yerden bulundu ve klempe
edildi. Caligma esnasinda mortalite olmadi. Sakrifikasyon;
doku ve plazma 6rneklemesi sonrast abdominal aort ve
vena cavaya yapilan transvers kesi ile olusan hemoraji
ile saglandi.

Sham grubunda yiiz bes dakikalik gbzlem, diger gruplarda
ise reperfiizyon sonrasi v.cava inferiordan 1 ml kan
heparinize enjektorlere alinarak eszamanli laktat calismasi
yapildi. Doku 6rneklemesi icin ileogekal valvin 10 cm
proksimalindeki yaklasik 3 cm’lik ileum segmenti rezeke
edildi.® Alinan ileum rezeksiyon materyalinden fekal
icerik %0.9 salin ile hafifce temizlendi. Alinan spesmenin
2 cm’i histopatolojik degerlendirme amaciyla %10’luk
formaldehit icerisinde saklandi. Geri kalan 1 cm’lik
kisim ise doku MDA, SOD ve GSH aktivitesi tayini i¢in
alimiinyum folyo icerisinde -80°C’de sakland1.

Calisilan parametreler

Serum laktat tayini: Deney giinii heparinize enjektorlere
alman kan ornekleri eszamanli olarak (Rapidlab865,
Bayer, Germany) kan gazi 6l¢tim cihazinda ¢aligildi.
Sonuglar mmol/L olarak birimlendirildi.

Doku MDA seviye tespiti: Dokular %1.15 lik KCl
tamponunda homojenize edildi (100mg/ml). Homojenizat
Okhawa ve ark. yontemine gore hazirlanarak pM/mg
olarak birimlendirildi.'! Doku SOD aktivite tayini: SOD
aktivite tayini i¢in dokular Sun metodu ile hazirlanarak

Tablo 1. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi.!#

Evre 0 | Normal mukoza

Evre 1 | Genellikle kapiller konjesyonla birlikte ve
viluslarin apeksinde subepitelyal
Guenhagen bosliiklarinin olusturulmasi

Evre 2 | Subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin
Lamina Propia’dan hafif derece ayrilmasi

Evre 3 | Villuslarn iist kisimlarinda yaygin
epitelyal ayrilma

Evre 4 | Lamina Propria ve villuslarda dokiilme,
kapiller dilatasyon, Lamina Propria’da
artmig seliilarite

Evre 5 | Lamina Propria’da sindirilme ve
biitiinliigiinde bozulma, kanama ve
ve iilserasyon
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ii/ml/g doku olarak birimlendirildi.!2 Doku GSH seviye
tespiti: Dokular Lindasy ve ark.!? yaptigi yontem ile
hazirlanarak nmol/ml/g olarak birimlendirildi.
Histopatolojik degerlendirme: %10’luk formol icinde
saklanan ileum ornekleri parafin bloklara gomiilerek bes
mikron kalinliginda kesitler alinarak H&E boyasi ile
boyandi. Boyanan preparatlar 1s1k mikroskobunda
degerlendirildi. Tiim histopatolojik degerlendirmelerde
bakilan preparatin hangi gruba ait oldugu patolog
tarafindan bilinmemekteydi. Iskemi reperfiizyon (I-R)
hasarina bagli ileumda olusan histopatolojik degisiklikler
Chiu ve arkadaslariin degerlendirmesine gore yapildi
(Tablo 1).

Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma (X+SD) ve/veya
median (min.-max.) olarak gosterildi. Veriler Sigmastat
3.5 istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-Wilk
Normallik testi ile bakildi. Normal dagilim gosteren
degiskenler i¢in gruplar arasi farkin olup olmadigina
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile bakildi. Fark
cikan gruplarda ¢oklu karsilastirmalar icin Tukey testi
ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Sonuglar

Laktat degerleri: Sham grubunda 1.29+0.12 mmol/L,
kontrol grubunda 2.21+0.28 mmol/L, CUR grubunda
1.55£0.15 mmol/L olarak bulundu. Sham grubunda
degerler diger iki gruba gore anlamli olarak diistiktii.
Kontrol grubundaki degerler ise CUR grubundaki
degerlere gore anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 1).

Laktat
4 #
3
2 - *
] | .
0 T
Sham Kontrol CUR

* p<0.001 Sham grubunun Kontrol ve CUR grubundan farkin1 gosterir.
# p<0.001 Kontrol grubunun CUR grubundan farkini gosterir

Sekil 1. Serum Laktat diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Doku MDA sonuglari: Sham grubunda 0.15£0.02
pM/mg, kontrol grubunda 0,38 + 0,05 pM/mg, CUR
grubunda ise 0.22+0.04 pM/mg olarak bulundu. Sham
grubunda degerler diger iki gruba gore anlamli olarak
diisiiktii. Kontrol grubundaki degerler ise CUR
grubundaki degerlere gore anlamli olarak yiiksekti
(p<0.001) (Sekil 2).

MDA
#
4 —_
3
2 n *
1 ] .
0 T
Sham Kontrol CUR

*p<0.001 Sham grubunun Kontrol ve CUR grubundan farkini gosterir.
# p<0.001 Kontrol grubunun CUR grubundan farkini gosterir

Sekil 2. MDA degerlerinin karsilagtirilmasi.

Doku SOD degerleri: Sham grubunda 5.13+£0.57 U/ml/g,
kontrol grubunda 2.70+£0.56 U/ml/g, CUR grubunda ise
3.940.37 U/ml/g olarak bulundu. Sham grubunda degerler
diger iki gruba gore anlaml olarak yiiksekti. Kontrol
grubundaki degerler ise CUR grubundaki degerlere gore
anlamli olarak diisiiktii (p<0.001) (Sekil3).

SOD
6 _ ES
4 1 #
2 |
0
Sham Kontrol CUR

*p<0.001 Sham grubunun Kontrol ve CUR grubundan farkini gosterir.
# p<0.001 Kontrol grubunun CUR grubundan farkini gosterir

Sekil 3. SOD degerlerinin karsilastirilmast.

Doku GSH degerleri: Sham grubunda 89.01£11.79
nmol/ml/g, kontrol grubunda 32.89+6.55 nmol/ml/g,
CUR grubunda ise 64.40+6.89 nmol/ml/g olarak bulundu.
Sham grubunda degerler diger iki gruba gore anlamli
olarak yiiksekti. Kontrol grubundaki degerler ise CUR

grubundaki degerlere gore anlamli olarak diisiiktii
(p<0.001) (Sekil 4).

GSH
ES
100
50 #
0
Sham Kontrol CUR

*p<0.001 Sham grubunun Kontrol ve CUR grubundan farkin1 gosterir.
# p<0.001 Kontrol grubunun CUR grubundan farkini gosterir

Sekil 4. GSH degerlerinin karsilastirilmas.

Histopatolojik degerlendirme: Sham grubunda intestinal
mukoza hasarinim olmadig: goriildii. Kontrol ve ¢alisma
gruplarinda I-R’dan sonra 6nemli histopatolojik
degisiklikler meydana geldi. Curcumin grubunda
subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin lamina
propia’dan hafif derece ayrildig1 goriildii. Ozellikle
kontrol grubunda lamina propria ve villuslarda dokiilme,
kapiller dilatasyon, lamina propria’da artmis seliilarite
izlendi. Iskemi reperfiizyon hasarinin neden oldugu
histopatolojik degisiklikler en fazla kontrol grubunda
gozlendi. Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi. Curcumin
grubundaki histopatolojik degisikliklerde, sham ve kontrol
grubuna gore anlamli fark oldugu goriildii (p<0.001).

Tartigsma

Ince bagirsaklarda emboli, tromboz veya ateroskleroza
bagli damar tikanikliklar1 veya volvulus, strangiilasyon,
invajinasyon gibi mekanik nedenlerle iskemik hasar
goriilebilmektedir.!316 Ince bagirsaklarda yirmi dakikadan
kisa siiren bir iskemi mukozada anlamli bir degisiklik
yapmazken iki saatten uzun siiren bir iskemi transmural
nekroza kadar giden kalic1 hasara neden olabilmektedir.”
Intestinal iskemide oksijen ve doku kanlanmasinin
azalmas1 ¢esitli serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi ve
temizlenememesi yoluyla doku hasarim baglatir. Iskemiyi
takiben gelisen reperfiizyon ise hasari daha da
siddetlendirme potansiyeline sahiptir.!5-18 Iskemi
reperfiizyon siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin fazla
miktarda olustugu ve bunlarm da 6zellikle reperfiizyonda
artti§1, bu nedenle intestinal doku hasarinin da
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reperfiizyonla agirlastig1 ileri siiriilmektedir.2? Iskemi
ve reperfiizyon siirecinde her iki asamada da oksidatif
mekanizmalarin devreye girmesi bu klinik problemin
¢oziimiinde antioksidan maddelerin kullanilabilecegini
diistindiirmiis ve konuyla ilgili bir¢cok deneysel ¢aligma
yapilmugtir, 1823

Sicanlarda deneysel intestinal i-R modelinde SMA’nin
obliterasyonu vasitasiyla iskemi ve obliterasyonun
giderilmesiyle reperfiizyon olusturma siireleri literatiirde
hala tartismali bir konudur. Mallick ve ark. deneysel
modellerinde bu siireleri iskemi icin otuz dakika,
reperfiizyon ic¢in ise yiiz yirmi dakika olarak
uygulamislardir.24 Bu calismada intestinal I-R modelinde
daha 6nce Hei ve arkadaslarinin kullandig1 ve reperfiizyon
hasarinin tiim asamalarinin histopatolojik olarak
gosterilebildigi kirk bes dakika iskemi, altmis dakika
reperfiizyon protokolii kullanildi.2> Bu prototokolde
antioksidan olarak ¢esitli hayvan modellerinde pek cok
dokuda etkinligi gosterilmis ama ince bagirsaklarda hic
¢aligtilmamig olan CUR kullanild.26-3!

Calismamizda elde etti§imiz sonuclar literatiirde bu
konuda diger dokularla yapilan ¢alismalarin sonuglartyla
paralellik gosterdi. Istatistiki olarak anlamli en yiiksek
MDA ve Laktat seviyeleri ile istatistiki olarak en diisiik
GSH ve SOD seviyeleri hep kontrol grubunda saptandi.
Curcumin verdigimiz tedavi grubunda MDA ve Laktat
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