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Summary

Bu deneysel ¢alismada; intraperitoneal olarak endotok-
semi yaratilan ratlarda, major antioksidan olan glutatyonun
eksikligi durumunda, karacigerde olusan patolojik ve fonksiy-
onel bozukluklar arastirildi. Sadece endotoksemi yaratilan rat-
lara gore, farkly derecede glutatyon eksikligi ile beraber endo-
tokseminin olusturdugu hasar patolojik ve biyokimyasal olarak
incelendi. Biyokimyasal incelemeler iki agamalr olarak yapildh.
Medikasyon dncesi ve sonrasi serum SGOT, SGPT, ALP, LDH,
GGT, Total biliriibin ve Direkt biliriibin diizeyleri gruplar arast
ve her denek igin istatistiksel karsilastirmalar yapilarak deger-
lendirildi. Biyokimyasal olarak doku rediikte, okside, total glu-
tatyon, laktik asit, hipoksantin ve lipid peroksidasyon diizeyleri
gruplar arasinda tek yonlii varyans analizi, Duncan testi,
Paired T testi, Khi kare testi ve korelasyon analizi ile
karsilagtirddi. Tiim patolojik ve biyokimyasal incelemeler tek
kor olarak yapudi. Sonugta glutatyon eksikliginin endotokse-
minin yarattig hiicresel hasari, biyokimyasal ve patolojik ek-
sikligin derecesi ile iliskili artirdigi; aswri glutatyon eksikligi
yaratilan deneklerde hiicre hasart ve iskeminin géstergeleri
olan lipid peroksidasyon, hipoksantin ve laktik asit diizey-
lerinde istatistiksel olarak belirgin yiikselme oldugu saptand.
Bu ¢alisma ile serbest oksijen radikallerinin yarattigi hiicresel
hasarin énlenmesi, hiicresel biitiinliigiin devami ve metaboliz-
mann siirdiiriilmesi icin, glutatyonun endotoksemide klinik
onemi patolojik ve biyokimyasal sonuglarla desteklenerek
kanitlanmaya ¢alisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endotoksemi, Glutatyon eksikligi,
Serbest oksijen radikalleri
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In this experimental study; pathological and functional
disorders occured in liver are inspected at rats at which in-
traperitoneally endotoxemia created in deficiency of major an-
tioxidant of glutathione. The harmfull effect of different level
of glutathione deficiency with endotoxemia is observed patho-
logically and biochemically according to endotoxemia created
rats. Biochemical observations are done in two stages. Serum
SGOT, SGPT, ALP. LDH, GGT, total bilirubin and direct
bilirubin between groups and individuals are statistically com-
pared and evaluated before and after medication. Tissue re-
ducted, oxidized, total glutathione; lactic acid, hypoxhantine
and lipid peroxidation levels compared between groups utiliz-
ing one way anova, Duncan's test, paired T test, khi square test.
All pathological and biochemical observations are done by one
blind method. As a result deficiency of glutathione increases
the cellular injury created by endotoxemia proportional with
the level of absence biochemically and pathologically. Lipid
peroxidation, lactic acid and hypoxhantine levels are the indi-
cators of cellular injury and ischemia at rats with glutathione
deficiency are observed to have a statistically significant in-
crease. The clinical importance of glutathione in endotoxemia
for preventing the cellular injury created by free oxygene rad-
icals; for the maintenance of cellular integrity and metabolism
are proved by the supporting results of pathological and bio-
chemical in this study.
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Serbest oksijen radikalleri, pekcok hastalikta
doku harabiyetinde ve doku fonksiyonlariin
bozulmasinda, O6zellikle sok sonrasi ve iskemi
reperfiizyonunda rol oynayan oOnemli nedensel
ajanlardir (1-3).
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Glutatyon ise, bu serbest radikal hasarina karsi
dokuyu koruyan ve regiilasyonu saglayan endojen
major antioksidandir (1,4-12).

Bu calismada; deneysel olarak endotoksemi
olusturulan ratlarda, major selliiler antioksidan olan
glutatyon diizeyinin g¢esitli seviyelerde azaltil-
masiyla; endotoksemi olusturulan deneklerde glu-
tatyon diizeyinin karaciger histolojisi ve fonksiyon-
larim1  endotoksemide ne derecede -etkiledigi
arasgtirilacaktir. Genel cerrahide siklikla karsilagila-
bilen ve ¢ogunlukla barsak bakterileri, 6zellikle de
Escherichia coli (E.coli) endotoksemisi sonucu
olusan septik olaylarin fizyoloji ve patolojisini an-
lamaya ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesine
katkida bulunmak amaglanmuistir.

Gere¢ ve Yontem

Ankara Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarinda
yapilan bu c¢alisma icin adult erkek, Wistar albino
ratlar kullanildi. Denekler ortalama 200 gr agir-
liginda (150-350 gr) idi.

Deney i¢in 10 ratlik 4 grup kullanildi. Tiim rat-
lar deney Oncesi ve deney sirasinda standart rat ye-
mi ve su ile beslendi. Tiim ratlardan medikasyon
oncesi serum SGOT, SGPT, LDH, ALP, GGT, Total
biliriibin, direkt biliriibin diizeyleri i¢in 22 G igne
ile kardiak kan alind1 ve ratlar tartilarak numara-
landi.

Grup I (Sham Grup): Bu gruptaki deneklere
hi¢bir medikasyon uygulanmadi.

Grup II (Kontrol Grubu): 0. Saatte intraperi-
toneal olarak insiilin enjektorii ile 2 cc serum fizy-
olojik verildi. 2. Saatte intraperitoneal olarak in-
siilin enjektorii ile 1 pg/gr E. Coli 026:B6 (Sigma
Chemical Company St. Louis L -8274 ) piirifiye en-
dotoksini intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup III: 0. Saatte 1 mg/gr Diethyl Maleate*
(DEM) ve

2. saatte Img/gr E. Coli 026:B6 endotoksini in-
traperitoneal olarak uygulandi.

Grup IV: 0. Saatte 2 mg/gr DEM* ve

2. saatte Img/gr E. Coli 026:B6 endotoksini in-
traperitoneal olarak uygulandi.

*Bu dozda DEM karaciger tizerine toksik etki yaratmamaktadir.
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Tiim denekler 24 saat sonra servikal dislokas-
yonla sakrifiye edildi ve tekrar serum SGOT, SGPT,
LDH, ALP, GGT, Total biliriibin, direkt biliriibin
diizeyleri i¢in 22 G igne ile kardiak kan alind.
Biyokimyasal olarak serum diizeylerini saptamak
iizere alinan kanlar 3000 devirde 10 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve Olympus
otoanalizatorde serum SGOT, SGPT, LDH, ALP,
GGT, Total biliriibin, direkt biliriibin diizeyleri sap-
tandu.

Servikal dislokasyonla sakrifiye edilen denek-
lere otopsi yapilarak patolojik ve biyokimyasal in-
celeme igin karaciger (Kc.) doku 6rnekleri alinarak
doku lipid peroksidasyon, laktik asit, hipoksantin,
rediikte, okside ve total glutatyon diizeyleri
arastirild.

Patolojik inceleme

Patolojik inceleme icin alinan karaciger doku-
lar1 %96’lik alkolde fikse edildi. Dokulardan alinan
kesitler parafinde bloklandi. 5 m kalinlikta kesitler
alindi. Hazirlanan preparatlar hematoksilen eozinle
boyanarak 151k mikroskobunda incelendi. Tiim pa-
tolojik degerlendirmeler Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Pataloji Laboratuvari’inda
ayni patolog tarafindan tek kor metodla yapildi.

Biyokimyasal inceleme
Tiim biyokimyasal degerlendirmeler Hacette-
pe Universitesi Biyokimya Anabilim Dalinda tek
kor metodla yapildi.

Biyokimyasal inceleme ic¢in alinan karaciger
doku oOrnekleri cam siseler i¢inde etiketlenerek
-20°C derecede derin dondurucuda dondurularak
saklandi.

Dokunun Homojenizasyonu
150 mM soguk KCI ile cam teflon homoje-
nizor kullanilarak karaciger dokularindan %10°luk
homojenatlar hazirlandi. Bu homojenattan hemen 2
ml pipetle 2 ml soguk (v/v) HCIO, igeren tiipe kon-
du ve karisim vortekslenerek, santrifiij edilene
kadar sogukta saklandi.

Lipid Peroksit Tayini
Doku lipid peroksit diizeyleri Uchiama ve Mi-
hara metoduyla saptandi. 3 ml %1°lik H,PO, (fos-
forik asit) ve %0.6’lik 1 ml TBA (Thiobarbituric
acid) soliisyonu %10’luk 0.5 ml doku homojenati
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ile karistirildi. Karisim 45 dakika stireyle kaynar su
banyosunda tutuldu. Cesme suyunda sogutuldu. 4
ml n-butanol eklendi. Vortekslendi. Absorbans
A:532°de butanole karsi (e=1.56 x 10° M-1 cm)
okundu. Lipid peroksitlerin miktari, tiobarbiitirik a-
sit reaktif tirlinleri olarak 6l¢iildii ve nanomol/gram
yas doku cinsinden ifade edildi (13-16).

Laktik Asit Tayini

Dokudaki laktat konstrasyonu enzimatik olarak
laktat dehidrogenaz ve nikotinamid adenin diniik-
leotid kullanilarak saptandi. Laktat standardi olarak
lityum-laktat kullanildi. %8’lik HCIO, iizerine, 1:1
(v/v) homojenat eklendi. Vortekslenip santrifiijlen-
dikten sonra, siipernatan direkt olarak kullanildi.
Reaksiyon ortami 500 pl tampon, (Tris 79 mM,
Hirozin 400 mM pH : 9,6) 400 ml 6rnek, 100 pl 1:5
oraninda seyreltilmis LDH eklendikten sonra yak-
lasik 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve
tekrar okundu. Doku laktat miktarlari gram yas doku
basina mmol cinsinden hesaplandi (15-17).

Hipoksantin Tayini

Hipoksantin tayini i¢in 0.1 ml deproteinize
edilmis siipernatan, 0,5 ml K;PO, (0.7 M) ile no-
tralize edildi. Tiipler 0°C derecede saklandi ve
KCIO, ¢oktiiriildii ve santrifiijle ayrildi. 0.5 ml
"aliquot clear" siipernatan, 2 ml 0,1 M Tris-HCl ile
karigtirildi (pH: 7.4), 3 mM EDTA ile tamponlandi.
Son karigimin absorbansi 37°C derecede 293 nm’de
okundu. Daha sonra 0.04 iinite ksantin oksidaz 20
ul voliime eklendi (enzimin katkida bulundugu ab-
sorbans 0.200’diir). Tiipler 37°C derecede 10 daki-
ka inkiibe edildi ve absorbans tekrar 293 nm’ de
okundu. Hipoksantinin 5-6 dakika da tamamen {irik
asite donustiigii izlendi. Absorbans degisiklikleri,
iirik asitin molar absorbtivitesi 12200 M-1 cm!
kabul edilerek hipoksantin konsantrasyonunu he-
saplamada kullanildi. Dokudaki hipoksantin kon-
santrasyonu standart olarak hipoksantin kullanila-
rakta saptanabilir. Standartlar hizlanir ve aymi sart-
lar altinda ¢alisir. Tki metodda ayn1 sonuglari verir.
Dokulardaki hipoksanin seviyeleri, gram yas doku
basina nanomol olarak verildi (13,15-17).

Rediikte Glutatyon Tayini
Glutatyon i¢in 2 ml %8’lik soguk HCIO, ige-
ren tiipler hazirlandi. 2 ml homojenat eklenerek vor-
tekslendi. Soguk odada 10-15 dakika santrifiijlendi.
(1000 g’de) 1.5 ml siipernatan, 0.9 ml 0.7 M K,PO,
eklenerek noétralize edildi. 5-10 dakika icinde
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KClO, tamamen ¢oker (Bu ¢okmeyi saglamak i¢in
soguga da konabilir). Siipernetan kullanildi. Glutat-
yon i¢in reaksiyon ortamt; 0.5 ml 100 mM tampon
Tris-HCI’ye 3 mM EDTA (pH:7,8) eklendi. 0.5 ml
siipernatan ve 0.1 ml 2 mM DTNB (Dithrobis nit-
robenzoic acid) eklendi ve A:412’de yaklasik 5
dakika sonra okundu. Gram yas doku bagina mmol
olarak ifade edilmek {izere hesapland1 (18).

Total Glutatyon Tayini

Glutatyon i¢in oldugu gibi deproteinize edilip,
notralize edilmis homojenat kullanildi. 100 ml ho-
mojenat, 500 ml tampon (Tris 200 mM, EDTA 3
mM pH:7.5) 50 pul NADP (2 mM) (Sigma
Chemical Company St. Louis SN-1630-3.25 mg),
10 ul glutatyon rediiktaz (Sigma Chemical
Company St. Louis Kod:G-4751 1000 Unite) (1:5)
ile reaksiyon ortaminda yaklagik 15 dakika 37°C
derecede inkiibe edildi. Daha sonra 100 ul 1.25
mM DTNB eklenir ve yaklasik 5 dakika sonra A
412’de okundu. Sonug hesaplanarak gram yas doku
basina mmol olarak ifade edildi (18,19).

*Okside Glutatyon Tayini
Total glutatyon — rediikte glutatyon formuliiyle hesaplandi.
2

(Okside glutatyon molekiiliinde iki glutatyon bir-
lesmistir.)

Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel Degerlendirmeler Ankara Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik kiirsiisiinde "SPSS
for windows " istatistik paket programi kullanilarak
yapildi. Verilerin istatistiksel olarak degerlendiril-
mesinde; tek yonlii varyans analizi ve ve buna baglh
olarak Duncan testi, Paired T testi, Khi kare testi ve
korelasyon analizi kullanilda.

Sonugclar
Histopatolojik Degerlendirme
Grup I'in (Sham Grubu) histopatolojik
degerlendirme sonuglari

Bu gruptaki deneklerin histopatolojisi diizenli
olarak degerlendirildi.

Grup 11’ nin histopatolojik degerlendirme
sonuclart
Sadece endotoksemi yaratilan bu grupta, 4 de-
nekte karacigerin histopatolojisi normal olarak
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Sekil 1. Karaciger parankimi ig¢inde graniillom yapilar
(H.E.X100)

degerlendirildi. Diger deneklerde; mononiikleer il-
tahabi hiicre kiimelerini cevreleyen biiylik he-
patositler ve bu hiicre kiimelerinin yer aldig1 artmis
reaktif bag dokusu alanlari "graniilom" olarak
degerlendirildi. Saptanan bu graniilomlar endotok-
semi i¢in tipikti ve ve parankim i¢inde degisik say1-
da idi (Sekil 1). 1 denekte ise parankimde mono-
niikleer iltahabi hiicre kiimeleri saptandi.

Grup l1’iin histopatolojik degerlendirme
sonuglar

Diisiik doz glutatyon eksikligi ve standart en-
dotoksemi olusturulan bu grupta saptanan ortak pa-
tolojik 6zellikler; portal damarlarda ve "vena cen-
tralis" lerde genisleme, hafif derecede aktif hipere-
mi, hafif derecede "Kupffer" hiicre hiperplazisi,
perivaskiiler hafif derecede mononiikleer hiicre in-
filtrasyonudur. Bu grupta bir denekte akut hepato-
toksisite igin tipik olan "Counsillman" cisimcikleri
ve bir denekte de intrasitoplazmik mikrosteatozis
saptandi.

Grup 1V’ iin histopatolojik degerlendirme
sonuclart

Yiiksek doz DEM verilerek glutatyon eksikligi
ve standart endotoksemi olusturulan bu gruptaki
deneklerin ortak histopatolojik 6zellikleri; sinu-
soidal dilatasyon, hepatositlerde daha bazofilik
boyanan, diizensiz yapida (biiytikliik ve sekillerde
farklilik), rejeneratif goriiniimde niikleuslar, intra-
parankimal ve siniisoidal daginik yaygin mononiik-
leer iltahabi hiicre infiltrasyonu, "Kupffer" hiicre
hiperplazisi, intrasitoplazmik graniillerde belirgin-
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intrasitoplazmik graniillerde belirginlesme ve artma, intrasito-
plazmik vakuolizasyon (H.E.X40)

lesme ve artma idi. Bu grupta 3 denekte intrasito-
plazmik mikrosteatozis (vakuolizasyon) izlendi. 2
denekte yogun intraparankimal iltahabi hiicre odak-
lari, iki denekte fokal nekroz goriildii (Sekil 2).

Mortalitenin Degerlendirilmesi

Grup IV’ de mortalite II ve III nolu gruplardan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir
(x>=14.15) (Tablo 1).

Biyokimyasal Degerlendirme Sonuclar:

Lipid peroksidasyon diizeyleri Grup IV’ de
diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli dere-
cede yiiksektir (p<0.001). Sayisal olarak Grup III,
Grup I ve II’den yiiksek diizeyde lipid peroksidas-
yon gostermesine ragmen istatistiksel olarak an-
laml1 fark saptanamamistir (p>0.05) (Tablo 2).

Laktik asit diizeyleri Grup III ve IV’de Grup 1
ve II’den istatistiksel olarak anlamli derecede
kiigiiktiir (p<0.001) (Tablo 2).

Hipoksantin diizeyleri Grup II, III ve IV’de
Grup I’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (p<0.001). Grup III ve IV de hipoksantin

Tablo 1. Mortalitenin degerlendirilmesi

Gruplar SagDenck  Olii Denek  Toplam Denek
Grup II 11 2 13
Grup I 11 12 23
Grup IV 9 27 36
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Tablo 2. Lipid peroksit, laktik asit ve hipoksantin diizeylerinin degerlendirmesi

RATLARDA OLUSTURULAN ENDOTOKSEMIDE GLUTATYON EKSIKLIGININ...

Lipid Peroksidasyon Laktik Asit Hipoksantin
(nmol/gr yas doku) (umol/gr yas doku) (umol/gr yas doku)
Gruplar Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD
Grup I 93.2024 £49.7710 6.6848 £ 1.1694 0.4616 +0.2392
Grup II 93.8379 +23.5808 7.0746 +1.7557 1.1974 £0.2923
Grup IIT 134.9435 + 47.5350 3.6456 + 0.6695 1.4731 £0.1151
Grup IV 184.8993 + 56.2892 3.7011 + 1.5819 1.6470 £0.1924

Tablo 3. Rediikte, okside ve total glutatyon degerlerinin incelemesi

Reditkte Glutatyon (nmol/gr yas Okside Glutatyon Total Glutatyen
doku) ( umol/gr vag doku ) { umel/gr vas doku )
Gruplar Ortalama £ SD Ortalama = 8D Ortalama = 8D
Girup | 101650+ 14137 20.4552 £ 0.7457 510760 4 0.4057
Grup 11 42876+ 0.6337 16.6566 £ 5.9678 42.0065 £ 10,4544
Grup 111 52551 £ 16266 16,6316 +5.7336 412073 £12. 7270
Grop 1V 31741 +£1.2974 20.9154 + 143975 34.1435 4 10.5127
Tablo 4. Medikasyon uygulanan t¢ grubun birbiriyle karsilagtirnlmasi
SGOT | SGPT T ALP
Griuplai Ortalama = 5D Ortalama & SD Ortalama + SD
Girup 11 259.2000 = 24,2187 56.2000 = 10,1412 [23.2000 = _'-:_3.,'1‘3{\[!
Crrup L] 2512000 = 26,1568 S1.0000 4 8 4591 [38.2000 + 38,0023
Grup 1V 237.5000 = 85.1042 422000 £ 16,8180 [14.7000 + 45,6632

Grup II’den istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (p<0.001) (Tablo 2).

Rediikte glutayon diizeyleri (GSH) Grup I’de
(Sham Grubu) diger gruplardan istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir (p<0.001). Grup III’de
rediikte glutatyon diizeyi Grup IV’ den istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0.001) (Tablo
3). Okside glutatyon diizeyleri 4 grup arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli fark gostermemektedir
(p>0.05) (Tablo 3). Total glutatyon diizeyi istatis-
tiksel olarak anlamli derecede Grup IV’de Grup
I’den daha diisiiktiir (p<<0.05) (Tablo 3).

Serum Biyokimyasal Analizinin
Degerlendirilmesi

Bu degerlendirmede sham grup sonugclar1 ver-
ilmemistir, ¢iinkii bu gruptaki deneklere higbir
medikasyon uygulanmadan sakrifiye edildik-
lerinden, sakrifikasyon oncesi ve sonrasi arasinda
biyokimyasal bir fark saptanmamaistir.
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Grup II, III ve IV arasinda deneye baslarken
serum biyokimyasal analizlerinde istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo 4 ve 5).

Grup II, III ve IV arasinda SGOT 2 deger-
lerinde istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir
(p<0.001) (Tablo 6). SGOT fark degerleri ince-
lendiginde Grup III’ de SGOT’ deki azalma istatis-
tiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
diizeydedir (p<0.001) (Tablo 6).

SGPT 2 diizeyleri Grup IV’ de istatistiksel
olarak anlamli derecede Grup II ve III’ den daha
yiiksektir (p<0.001) (Tablo 6). Grup II ve III arasin-
da istatstiksel fark saptanamamistir (p>0.05). SG-
PT fark diizeyleri incelendiginde de SGPT’ deki
artis fark miktar1 Grup IV’ de diger gruplardan ista-
tistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
diizeydedir (p<0.001) (Tablo 6).

ALP 2 diizeyleri Grup IV’ de Grup III’den is-
tatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir
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Tablo 5. Medikasyon uygulanan ii¢ grubun birbiriyle karsilagtiriimasi

LDH 1 Total Biliriibin 1 Direkt Biliriibin 1
Gruplar Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD
Grup II 2053.3000 +205.2868 9.3000 +2.4967 8.1200 £2.1353
Grup IIT 2132.2000 + 143.0950 9.3500 + 1.8265 8.1000 + 1.6786
Grup IV 1918.9000 + 694.8650 8.3000 +3.4010 6.8600 +2.7953

Tablo 6. Sakrifikasyonu izleyerek alinan kan 6rneklerinin serum biyokimyasal analizinin degerlen-

dirilmesi
SGOT Fark SGPT Fark
SGOT 2 SGOT2 - SGOT1 SGPT 2 SGPT2 — SGPT1
Gruplar Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD
Grup 11 56.60 +29.2050 -205.3 £43.5662 172.2 £25.0768 116.0 +43.5431
Grup 111 160.90+25.9077 -90.3 +£26.1196 150.2 £25.0768 99.2 +£21.0175
Grup IV 5.10 +2.8848 -232.4 £ 83.7247 234.7 + 87.3385 192.5 +72.7603

Tablo 7. Sakrifikasyonu izleyerek alman kan Orneklerinin serum biyokimyasal analizinin degerlen-

dirilmesi
ALP Fark LDH Fark
ALP2 ALP2—-ALP 1 LDH2 LDH2-LDH 1
Gruplar Ortalama + SD Ortalama+ SD Ortalama + SD Ortalama + SD
Grup I 167.80£52.7169 44.60 +49.8023 23.9630+163.6134 343.00+158.9913
Grup III 105.20 +55.6333 33.00 +82.8305 2664.80 +189.8080 532.60+118.3537
Grup IV 2454+103.5613 130.7+73.4182 3053.8 +1140.7516 1134.9 £585.5965

Tablo 8. Sakrifikasyonu izleyerek alinan kan orneklerinin serum biyokimyasal analizinin degerlen-

dirilmesi
Total Bil. Fark Direkt Bil. Fark
Total Bil. 2 T.Bil2-TBill Direkt Bil. 2 DBi2-DBill GGT2
Gruplar Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama+ SD
Grup II 209 +10.2464 11.60+£9.1433 13.66 +£6.7014 5.54£5.5650 3.00+14142
Grup I 354+9.8342 26.05+9.4176 33.24+10.2043 25.14+9.831 8.60+£2.7162
Grup IV 61.7+£22.9252 534+20.3645 59.28 £22.2243 5242 +£20.1236 12.2+59029

(p<0.001) (Tablo 7). ALP fark degerleri tiim grup-
lar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark goster-
mektedir (p<0.001) (Tablo 7).

LDH 2 diizeyleri Grup IV’ de grup II” den ista-
tistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
diizeydedir (p<0.05) (Tablo 7). LDH fark diizeyleri
Grup 1V’ de grup II ve III’den istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiiksek diizeydedir
(p<0.001) (Tablo 7).
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GGT 2 diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gostermektedir (p<0.001)
(Tablo 8).

Total biliriibin 2 diizeyleri {i¢ grup arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli fark gostermektedir
(p<0.001) (Tablo 8). Total biliriibin fark diizeyleri
lic grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gostermektedir (p<0.001) (Tablo 8).
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Direkt bilirtibin 2 diizeyleri {i¢ grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gostermektedir
(p<0.001) (Tablo 8). Direkt biliriibin fark degerleri
iic grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gostermektedir (p<0.001) (Tablo 8).

Medikasyon Oncesi ve Sakrifikasyon Sonrasi
Serum Biyokimyasal Analiz Degerlerinin
Karsilastirilmasi:

Grup Il i¢cin

SGOT, SGPT, ALP, LDH, Total biliriibin ve
Direkt biliriibin degerlerinde istatistiksel olarak an-
lamh artma vardir. SGOT, SGPT ve LDH ig¢in
p<0.001; ALP ve direkt biliriibin i¢in p<0.05; Total
biliriibin i¢gin p<0.01 diizeyindedir.

Grup 11 igin

SGPT, LDH, Total biliriibin ve direkt biliriibin
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli derecede
artma; SGOT degerinde azalma vardir (p<0.001);
ALP diizeyinde medikasyon oncesi ve sakrifikas-
yon sonrasi serum degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli artma yoktur (p>0.05).

Grup 1V igin

SGPT, LDH, ALP, Total biliriibin ve direkt
biliriibin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
derecede artma, SGOT degerinde azalma vardir
(p<0.001). Serum LDH diizeylerindeki yiikselme
ile doku laktik asit diizeyleri arasinda her {i¢ grup
icinde istatistiksel olarak korelasyon buluna-
mamustir. Grup 1II r=0.056, p>0.05; Grup III r=
-0.32, p>0.05; Grup IV r=0.37, p>0.05.

Tartisma

Normal insan intestinal traktiisiinde, ¢ok genis
sayida aerobik ve anaerobik bakteri kolonizedir. Bu
bakteri konsantrasyonu duodenumdan kolona
dogru artar. Bakterilerin veya tiriinlerinin, iskemide
mukozal hasarda rol oynadiklar1 goriisii yeni
degildir (20). Endotoksin (Lipopolisakkarid : LPS),
gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda yer alan,
polisakkarid zinciri, ¢ekirdek bolgesi lipid A’ dan
olusan heterojen bir molekiildiir ve gram negatif
enfeksiyonun pek cok etkisinden sorumludur
(21,22). Endotoksemi klinik olarak belirgin gram
negatif bakteri yoklugunda da olusabilir ve sepsise
neden olabilir.

Hayvan deneylerinde ve goniillii insanlarla
yapilan calismalarda tek doz endotoksinin, ciddi
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bakteriyel enfeksiyonlarda gozlenen pek cok fiz-
yolojik cevaba yol actigi gdosterilmistir (23).
Endotoksinler intravaskiiler koagiilasyonu indiik-
ler. Ilk 6nce hiperkoagiilabilite, bunu izleyerek
birkag saat iginde hipokoagiilabilite durumu gelisir.
Plazma fibrinojeni azalir ve trombositopeni geligir
(21,24). Insanlara ve cesitli laboratuvar hayvanlari-
na endotoksin verilmesini izleyerek ates ortaya
cikar (21,24). Intravendz enjeksiyondan hemen
sonra graniilositopeni goriiliir ve 3-6 saat devam
eder. Bunu izleyerek belirgin 16kositoz ortaya ¢ikar
(24). Hipotansiyon goriiliir (25). Bizim g¢aligma-
mizda, deneklere intraperitoneal endotoksin enjek-
siyonunu izleyerek ratlarin hareketlerinde yavasla-
ma, tagipne titreme ve ¢evreye olan ilgilerinde azal-
ma meydana geldi. Bu durum olusan endotoksemi-
nin yarattig1r ates ve hipotansiyona bagli olarak
aciklanabilir. Ayrica endotoksemide histamin sali-
m1 ile hepatik venlerde konstriikksiyon meydana
gelmesi sonucu, kan portal sistemde gollenir, kalbe
vendz doniis azalir. Sadece endotoksemi olusturu-
lan Grup II’deki ratlarda histopatolojik incelemede
saptadigimiz, portal venlerde genisleme ve aktif
hiperemi muhtemelen bu mekanizmayla ortaya ¢ik-
maktadir. Deneklerde gozlenen tasipne doku kan
akiminin dagiliminda bozukluk sonucu, kom-
pansasyon nedeniyle olabilir (25).

Hayvan deneyleri LPS’ in direkt ve/veya indi-
rekt etki ile ilerleyici karaciger hasarinda rol oy-
nayabilen bir hepatotoksin oldugunu gostermistir
(26). LPS normal sartlar altinda karaciger "Kupffer"
hiicreleri tarafindan temizlenir (17,20,24,27-31).
Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda endotoksinin
hepatotoksik etkisinin "Kupffer" hiicre sisteminin
depresyonuyla artirildigi kanitlanmistir (26-29).
Bizim deneysel ¢calismamizda da histopatolojik in-
celemede saptanan "Kupffer" hiicre hiperplazisi
intraperitoneal olarak verilen endotoksini temizle-
me amactyla olabilir ve fagositik aktivitede artmay1
diistindiirmektedir.

Yapisal ve fonksiyonel selliiler bozukluk olus-
turan, tek yiiksek doz LPS belirgin hepatik hiicre
harabiyeti yapmaz. LPS’ lerin hiicresel harabiyet
yapici etkisi doz bagimlidir ve/veya baska faktor-
lerle indiiklenebilir (22,26,29,31-33). Bizim c¢alis-
mamizda verilen endotoksin miktari, endotoksemi
olusturmak icin yeterli diizeydedir (34) ve bu mik-
tarda endotoksinin olusturdugu karakteristik asiri
mononiikleer infiltrasyon ve graniilomlar (34) bi-
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zim modelimizde sadece endotoksemi yaratilan
Grup II’deki deneklerin bir kisminda da goriilmek-
tedir.

Iskemik ATP katabolizmasinin en belirgin ve
en 6onemli iirlinli hipoksantindir. Olugan hipoksan-
tin miktari, iskemi-reperfiizyon ve aciga c¢ikan
serbest oksijen radikalleri ile iliskilidir. Bizim ¢alig-
mamizda, endotoksemi olusturulan kontrol grubun-
da olusan hipoksantin sham grubuna gore istatistik-
sel olarak anlamli artma gostermistir (p<0.001). Bu
endotokseminin dokuda iskemi olusturucu ve
hasar1 baslatici etkisini agiklar. Glutatyon eksikligi
yaratilan Grup III ve IV’de ise hipoksantin diizeyi
sadece endotoksemi yaratilan Grup II’den anlaml
derecede yiiksektir (p<<0.001). Bu, hipoksantin me-
tabolizmas1 sirasinda agiga c¢ikan serbest oksijen
radikallerinin ortadan kaldirilmasinda, glutatyonun
ne kadar kuvvetli bir antioksidan oldugunu goster-
mesi bakimindan 6nemlidir.

Oksidatif hasarin iyi bilinen sonuglarindan biri
de lipid peroksidasyondur ve serbest radikallerin
hiicre duvarinda yarattigi hasar nedeniyle olusan
hiicre 6liimiinii gosterir. Bu calismada da yiiksek
dozda DEM ile glutatyon eksikligi yaratilan grupta
endotoksemide, lipid peroksidasyon diger tiim gru-
plardan anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu
gruptaki deneklerde mortalite de anlamli derecede
hiicre hasart ile iliskili olarak yiiksek bulunmustur.
Bu grupta histopatolojik incelemede saptanan daha
yaygin mononiikleer infiltrasyon ve hiicre nuk-
leuslarinda goriilen rejeneratif degisiklikler, yer yer
mikrosteatozis, yogun intraparankimal iltahabi
hiicre odaklar1 ve fokal nekroz odaklar1 lipid per-
oksidasyonla saptanan hiicre hasarmi dogrulamak-
tadir. Grup IV’de oOlen deneklerin karacigerleri
histopatolojik olarak incelendiginde, sag kalan
deneklere gore, ¢ok daha asir1 hiicresel nekroz ve
harabiyet saptanmistir ve bu, deneklerde 6liime yol
acmugtir. Cassini ve arkadaglar1 da (35) glutatyon
diizeyi azaltilmis hayvanlarda, lipid peroksidasyon-
da artma saptamislardir.Glutatyon hiicre mem-
branimin, peroksidatif destriiksiyonuna karst ko-
ruyucudur. Hem H,0O, gibi aktive oksijen {iriinleri-
ni detoksifiye eder, hem de lipid peroksidleri azaltir
(5,9,35,36). Grup III’ de ortaya ¢ikan harabiyet ve
lipid peroksidasyon diizeyi istatistiksel olarak an-
lamli olmamakla beraber, grup II’den belirgin dere-
cede yiiksektir (Tablo 2).
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Reaktif oksijen ara iirlinlerinin direkt hasarina
maruz kalan primer alanlardan biride siniisoidal
epiteldir.  Siniisoidal kan akimindaki degisiklik,
karaciger iskemisi ve sekonder hepatoselliiler
hasara yol agabilir (29). Bu, Grup IV’de goriilen
siniisoidal dilatasyonu aciklar goriinmektedir.
Ancak bunu destekleyen direkt kanit yoktur.

Doku hipoksisinin giivenilir indikatdrlerinden
biri de laktik asittir (13,15-17). Laktik asit mole-
kiilii hiicre membranin1 kolaylikla gecer, ayrica
hasarli hiicreden de kolay bir sekilde ekstraselliiler
alana salimir. Deneyde Grup III ve IV’de dokuda
olusan hasarla iligkili olarak anlamli derecede lak-
tik asit, ekstraselliiler alana birakilmis ve doku
diizeyleri diigmiistiir (Tablo 2). Bu glutatyon eksik-
liginde Grup III ve IV’de olusan harabiyetin, Grup
II’den istatistiksel olarak anlamli derecede fazla
oldugunu gosterir. Bunu klinik olarakta saptaya-
bilmek i¢in, laktik asit diizeyindeki bu diisme ile
serum LDH yiiksekligi arasinda korelasyon aradik,
ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Ancak hiicre harabiyetinin fazla olarak saptandigi
Grup IV’ de LDH diizeyinin anlamli derecede yiik-
seldigi ve bu yiikseklik farkinin diger gruplardan
anlamli olarak fazla oldugu goriilmektedir (p<<0.001)
(Tablo 7). Klebanoff ve arkadaglar1 (38) yaptiklar
caligmada, sitoplazmik bir belirleyici olarak kabul
edilen LDH salinimindaki artmanin hiicrede litik
etkiyi yansittigina dikkat ¢gekmislerdir. Bu anlamda
LDH artis1 hiicredeki hasarin bir gostergesidir.

Tablo 3 incelendiginde dencklerde, rediikte glu-
tatyonda yeterli diizeyde diisme oldugu goriilmek-
tedir. Hasarin yiiksek oldugu Grup III ve IV’de
kontrol ve sham grubuna gdre anlamli derecede
diisme olmasi, serbest oksijen radikallerinin detok-
sifikasyonu igin, yeterli glutatyon kalmamasi ne-
deniyle olusan, hasarin biiyiikliigiinii aciklar. Keller
ve arkadaslar1 da (37) septik sokta glutatyon
diizeyinin diistiiglinii gostermislerdir. Bu, Grup
II’de de gozlenen rediikte glutatyon diizeyindeki
diislisiin endotokseminin yarattig1 oksidatif strese
bagl oldugu goriisiinii destekler (Tablo 3).

DEM tiol grubu iizerinden hepatik glutatyonu
baglayarak etki eden bir ajandir (35,36). SGOT de-
gerlerinde doz bagimli diisme, muhtemelen DEM’-
in bu enzim lizerindeki inhibitor etkisine baglidir
(Tablo 6). SGOT degerlerinde gruplar arasinda an-
lamli diisme olmasi, DEM’in artan dozuyla in-
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hibisyonunun artmasinin kaniti olabilir. Ancak ayni
etki SGPT’de olugsmamigtir. Bizim ¢alismamizda
serbest radikal hasarinin en fazla oldugu Grup
IV’de SGPT degerlerindeki yiikseklik istatistiksel
olarak anlamlidir (p<<0.001) ve bu yiikseklik serbest
radikallerin ylikselmesi ile iligkili olarak hasardaki
fazlalik nedeniyle olabilir.

Alkalen fosfataz (ALP) degerleri ince-
lendiginde, tiim gruplarda baslangi¢c degerine gore
anlamli artma gozlenmis, ayn1 zamanda bu artis
doku hasarinin en fazla oldugu Grup IV’de diger
gruplara gore daha fazla bulunmustur (p<0.001)
(Tablo 7). Ayrica serum GGT, total biliriibin ve di-
rekt bilirlibin degerleri incelenirse (Tablo 8) her ii¢
degerde de gruplar arasi hasarin farkliligiyla iliskili
olarak anlamli derecede yiikselme saptanmistir
(p<0.001).

Tiim gruplarda, her denek icin serum biyokim-
yasal analizleri yapilan parametrelerin medikasyon
sonrast degerlerinde yiikselme saptanmasinin,
hiicre harabiyetini gostermesi bakimindan 6nemli
oldugu diisliniilmiistiir.

Sonug olarak; endotoksemik ratlarda glutatyon
eksikliginde saptanan hiicresel harabiyet, endotok-
seminin olusturdugu hiicresel hasardan daha fazla
diizeydedir. Doku glutatyon diizey disiikliigi ile
endotoksemik hasarin arttig1, doku lipid peroksid
ve hipoksantin diizeylerinin artiginin gosterilme-
siyle desteklenmistir. Bu serbest radikal hasarin 6n-
lenmesinde, karacigerde glutatyonun hiicre i¢in ne
kadar 6nemli bir antioksidan oldugunu gostermesi
bakimindan onemlidir. Boylece endotoksemik
hastalarda, glutatyon diizeyinin yeterli seviyede tu-
tulabilmesi i¢in, glutatyon prekiirsorlerinin zengin
oldugu bir beslenme rejimi uygulanmasi, ya da bu
hastalarda ortaya c¢ikan starvasyonun oOnlenerek
hasarin 6niine gegmek icin 6nlem alinmasinin ne
kadar 6nemli oldugu diisiiniilebilir. Sonugta bu ¢a-
lisma ile serbest oksijen radikallerinin yarattig
hiicresel hasarin 6nlenmesi, hiicresel biitiinligiin
devami ve metabolizmanin siirdiiriilmesi i¢in glu-
tatyonun endotoksemide klinik énemi biyokimya-
sal ve patolojik sonuglarla desteklenerek kanit-
land1g1 diistinilmektedir.
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