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1.GIRIS

Tikanma sarilig1 (TS) operatif teknikler ve etkin antibiyotiklerdeki gelismelere
karsin, pek c¢ok sisteme olumsuz yonde etkileri olmasi, sik goriilmesi, yiiksek
morbidite ve mortalite oranlar1 olmasi1 nedeniyle Genel Cerrahi ve Gastroenteroloji’
nin en Onemli problemlerinden biridir. Kardiyovaskiiler disfonksiyon, periferik
vazokonstriksiyon, gastrointestinal kanama, koagiilopati, renal ve hepatik
disfonksiyon ve sepsis bu morbidite ve mortaliteye etki eden major
komplikasyonlardandir (1).

Mortaliteye etki eden Onemli faktorlerden biri olusan Sistemik inflamatuar
yamt sendromu (SIYS)' dur. Ayrica olusan sitokin firtinas1 ve sepsisin olusturdugu
organ hasar1 bu siirece etki eder. SIYS' de etkili olan; ilk olarak salgilanan ve en
etkin olan madde TNF-alfa dir, ayrica IL-1 dir. Uzak organ hasarina sebep olan
mediatorler ise IL-6 ve IL-8 dir. Olusan sitokin firtinasi, bakteriyel translokasyona ve
sepsise neden olur. Sepsisin olusturdugu organ disfonksiyonu da (bu organlar
bobrek, akciger, karaciger ve kalp olabilir) ¢coklu organ yetmezligine ve 6liime neden
olur. Deneysel olarak tikanma sariligi modeli, deney hayvaninin ana safra kanali
baglanip kesilerek olusturulabilir.

Yapilan caligmalarda tikanma sarilikli  hastalarda olusan postoperatif
komplikasyonlar; portal ve sistemik endotoksemi, bakteriyel translokasyon ve sepsis
sendromuna neden olan inflamatuar kaskatin aktivasyonuyla iliskili bulunmustur (2).

Tikanma sariligindaki fizyopatolojik degisikliklerin olusmasinda onderlik eden
endotoksemi; monositler, makrofajlar gibi immiin cevapta etkili hiicreleri ve
endotelyal hiicreleri aktive ederek bir ¢ok sitokinlerin {iretimini arttirir. Boylece
kontrol edilemeyen inflamatuar siirece, multiorgan disfonksiyonuna, respiratuar
distress sendromuna ve 6liime neden olur (3, 4, 5).

Endotokseminin de TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salimimina
neden oldugu bilinmektedir. Dolasimdaki bu sitokinler ROS’ un asir1 {iretilmesine
duyarhdir.

Tsan-Zon Liu ve arkadaslarinin yaptifi bir c¢alismada tikanma sariliginda
dolagimdaki proinflamatuar sitokinlerden TNF- a, IL-6, IL-1’in arttif1 gosterilmigtir
(6).



Tikanma sarilikli hastalarda doku hasar1 patogeneziyle lipid peroksidasyonu
iligkili bulunmustur. Lipid peroksidasyonu hiicre membranindaki oksidatif hasarin ve
hiicre 6liimiiniin 6nemli bir nedeni olarak bilinmektedir. Doku hasar1 olusumunda
ROS (Serbest O2 radikalleri) ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik
ana nedendir (7).

Serbest oksijen radikalleri bu patolojide rol oynar goéziikmektedir. Serbest
oksijen radikal temizleyicileri tikanma sarilikli ratlarda azalir. Boylece oksijen
radikallerinin yaptig1 organ hasarina duyarlilik artar. Glutatyon, oksijen radikallerine
kars1 hiicresel savunmada biiyiik rol oynar. Glutatyonun azalmasinda direkt olarak
glutatyon peroksidaz enzimi rol alir. MDA lipid peroksidasyonunun son Uriiniidiir.
Oksidatif stres ic¢in iyi bir belirtectir. Lipid peroksidasyonuyla hasarlanan dokuda
MDA, MPO diizeyleri artar (6, 8).

Ana safra kanali baglanmis deney hayvanlarinda serbest oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastiran glutatyon, katalaz ve superoksit dismutaz gibi enzimlerin
aktivitesi azalir, boylece serbest oksijen radikallerinin olusturacagi doku hasarina
duyarlhilik artar (9).

Rahman ve MacNee’ ye gore aktive olmus ve kiiciik hava yollarinda birikmis
olan inflamatuar hiicreler reaktif oksijen radikallerinin olusmasim arttirirken bu
radikallerin ortamdan uzaklastirilmasim1 saglayan faktorleri de azaltir. Boylece
akciger hasarini ve fibrozisini gerceklestirir (10).

Erigkin tipi solunum zorlugu sendromunda (ARDS) alveolar epitel hasari,
mikrosirkiilatuvar hasar ve alveolar interstisyel 6dem ©onemli Ozelliklerdir. Erken
donemde notrofil ge¢ donemde mononiikleer hiicre infiltrasyonu sonucunda bu
hiicrelerden agiga ¢ikan serbest oksijen radikalleri ARDS’ den sorumlu tutulmaktadir
(11).

Infliximab spesifik olarak tiimor nekroz faktorii alfayr (TNF o) hedef alan bir
simerik IgG, monoklonal antikorudur (12).

Kurt ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir ¢alismada infliximabin, anti-TNF-a
etkinligi ve ROS olusumunu azaltmasi yoluyla karbon tetraklorid kaynakli akciger

hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugunu belirtmislerdir (13).



Gilizel ve ark.” nin c¢alismasinda ise infliximabin, anti-inflamatuar ve
antioksidan etkileri sayesinde intestinal iskemi/reperfiizyon modelinde gelisen
akciger hasarina kars1 koruyucu etkilerinin olabilecegini saptamislardir (14).

Infliximab, anti-TNF-alfa etkinligi bilinen ve klinikte Ulseratif Kolit, Crohn,
Romatoid Artrit, Ankilozan Spondilit, Psoriazis, Hepatosplenik T-Cell Lenfoma gibi
durumlarda kullanilan bir ajandir. Anti TNF-alfa etkinligi ile sitokin cevabinin
engellenebilmesi, bakteriyel translokasyon, organ hasar1 ve c¢oklu organ
yetmezliginin Oniine gegerek sistemik inflamasyonun kontroliinii saglayabilir.

Anti-TNF-alfa etkinligi kanitlanmis olan infliximabin, si¢anlarda deneysel
olarak olusturulmus tikanma sarilig1 modelinde, sitokin cevabini azaltabilecegi buna
ilintili olarak da bakteriyel translokasyon ve sepsisi Onleyebilecegi hipoteziyle,
mortaliteye etkili olan akciger hasarin1 azaltip azaltmayacaginin arastirilmasi

amaclanarak bu ¢alisma planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1- Safra Fizyolojisi ve Safra Asitlerinin Olusumu:

Bilirubin, toksik bir maddedir ve safra yolu ile atilmasi karacigerin en 6nemli
fonksiyonlarindandir. Giinliik total safra sekresyonu 700-1400 ml dir. Giinde
yaklasik 4 mg/kg bilirubin yapilir. Bunun %80-85' i yaslanmis eritrosit hiicresi
icindeki hemoglobulininin hem grubunun katabolizmasindan kaynaklanir.
Bilirubinin %15-20" si de kemik iliginde olgunlagsmakta olan eritrosit hiicrelerinin
yikimindan ve sitokrom P-450 ve sitokrom-C gibi eritrosit kokenli hemoproteinlerin
hem gruplarindan olusur (15). Hemoglobin ilk olarak globin ve hem’e ayrilir. Hem
halkas1 agilarak serbest demir kanda transferinle taginir, dort pirol ¢ekirdegi diiz bir
zincir yaparak safra pigmentlerini olusturur. Olusan safra pigmentlerinden ilki olan
yesil pigment, biliverdindir. Biliverdin indirgenerek sari-kirmizi renkteki bilirubini
olusturur. Bilirubin plazmada hafifce ¢oziiniir ve albumine kovalent olmayan
baglarla baglanarak karacigere tasinir. Karaciger hiicre membraninca absorbe edilen
bilirubin, plazma membranindan ayrilarak, karaciger hiicrelerindeki Y ve Z
proteinleri ad1 verilen iki proteinden biri ile birlesir. Ancak, hemen sonra bilirubin bu
proteinden ayrilir ve yaklasik %80’ 1 glukuronik asit ile birleserek bilirubin
glukuronat, %10’ u siilfat ile birleserek bilirubin siilfati yapar, %10’ u ise ¢esitli
maddelerle birlesir.

Nonkonjuge bilirubin yagda eriyebilir, toksiktir ve albumine siki bir sekilde
baglanarak yiiksek kan diizeylerinde bile idrarla atilmayan bir form olusturur.
Yiiksek kan diizeylerinde dokulara oOzellikle insanlarda beyine girebilir ve toksik
hasara neden olur (15).

Konjuge bilirubin suda eriyebilir, toksik degildir ve sadece gevsek olarak
albumine baglidir. Plazmada normalden yiiksek oranda bulundugunda (titkanma
sartliklarinda oldugu gibi) idrarla atilabilir. Bilirubin bu bilesikler halinde aktif
transportla safra kanalciklarina ¢ikarilir (15).

Bagirsaklara gecen bilirubinin yaklasik yarisi bakteriler tarafindan suda kolay
eriyen iirobilinojene cevrilir. Urobilinojenin bir kismi bagirsaktan geri emilerek
portal dolasima gecer ve bobrege gelerek burada sar1 renkli iirobiline cevrilir. idrara

rengini bu madde verir. Digkidaki iirobilinojenin ¢ogu bagirsak bakterileri tarafindan



okside edilerek sterkobiline doner ve digkinin tipik rengini verir (15).

Safranin kuru icerigi kolesterol, safra asitleri, bilirubin ve fosfolipidden
olusmaktadir. Safra asitleri hepatositlerde kolesterolden sentezlenen steroid
molekiillerdir. Taurin ve glisin ile konjuge edilerek safra yollarina itrah edilirler.

Safrada primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere 3 tip safra asidi
bulunmaktadir.

Primer safra asitleri: Kolik asit, Kenodeoksikolik asit

Sekonder safra asitleri: Deoksikolik asit, Litokolik asit, 7-ketokolik asit

Tersiyer safra asitleri: Ursodeoksikolik asit

Primer safra asitleri, bagirsakta anaerop bakteriler tarafindan sekonder safra
asitlerine doniistiiriilmektedir. Insanda safra asitlerinin % 38-54’ ii kenodeoksikolik
asit, % 26-39° u kolik asit ve % 16-33’ ii deoksikolik asitten olusmaktadir.
Ursodeoksikolik asit ve litodeoksikolik asit % 0.1-5 gibi daha az oranlarda bulunur.
Safra asitlerinin, kolesteroliin tasinmasi ve tas olusumlarinin engellenmesinin
yaninda, yaglarin emiliminde de katkilar1 olmaktadir. Safra asitleri bagirsak i¢indeki
endotoksinleri ve bakterileri deterjan etki ile baglamakta, emilimlerini ve bakterilerin

asir1 iiremesini engellemektedir (16).
2.2- Tikanma Sariig::

Ikter (sar1lik) teriminin anlami viicut dokularinin sartya boyanmasidir. Boylece
deri ve derin dokular sararir. Normalde serbest ve bilesik sekilleri iceren plazma
bilirubin konsantrasyonu 0.5 mg/100 ml kadardir. Deri, bilirubin konsantrasyonu
normalin {i¢ katina yani, 2 mg/100 ml’ye ¢iktig1 zaman sararmaya baglar. Sariligin en
cok rastlanan iki tipi hemolitik nedenli olan ve obstriiktif nedenli olandir. Tikanma
ikteri, safra kanallarimin tikanmasi veya karaciger hiicrelerinin haraplanmasiyla
normal miktardaki bilirubinin bile gastrointestinal sisteme ¢ikarilamamasidir (17).

Karacigerde safra once hepatositler tarafindan iiretilir ve hepatik hiicrelerin
arasindaki kiiciik safra kanalikiillerine salgilanir, daha sonra, interlobiiler septumlara
dogru akar. Burada kanalikiiller terminal safra kanallarina dokiiliir ve daha sonra
giderek daha biiyiik kanallara dokiilerek sonunda hepatik kanal ve koledok kanalina
ulagir. Buradan da ya dogrudan duodenuma ya da sistik kanal yoluyla safra kesesine

yonelir (18).



Karacigerin safra sekretuar basinci 120-250 mm H2O’ dur. Safra kesesi
kontraksiyonu oldugunda bu basing 300 mm H2O’ e kadar yiikselir. Bu basin¢ 300
mm H2O {izerine ¢iktiginda karacigerden safra salgisi inhibe olur. Basing yiikselince
basta kolesterol olmak iizere safra tuzlar1 ve fosfolipidlerin karacigerden salinimi
azalir. Normal bir safra akiminin olabilmesi icin ekstrahepatik safra yolu basincinin
10-15 cm H20 olmasi gerekir (19).

Ekstrahepatik safra yollarinin bir nedenle tikanmasi sonucu ortaya ¢ikan,
hiperbilirubinemi ve bagirsakta safra asitlerinin yokluguyla karakterize olan tikanma

saritliginda safra yollari cerrahisi yliksek mortalite ve morbidite riski tagir (17, 20).

2.2.1- Tikanma Sariiginda; Bakteriyel Translokasyon, Endotoksemi ve
Akciger Hasarn

Tikanma sarili§i olan hastalarda morbidite ve mortaliteden sorumlu olan
endotoksemi baslica 2 ana faktdr sonucu olugsmaktadir. Bunlardan birincisi, bagirsak
bariyer fonksiyonunda bozukluk, bunun sonucu bakteri ve toksinlerinin portal
dolasima geg¢meleri; ikincisi de mononiikleer fagositik fonksiyonda bozukluktur (21).

Retikiiloendotelyal sistem, doku makrofajlar1 olarak tanimlanir. Baslica KC,
dalak, akciger ve kemik iliginde bulunurlar. Bakteri, endotoksin, immun kompleks
ve hiicre debrisleri gibi partikiiler materyallerin temizlenmesinden sorumludurlar
(22).

KC’ deki Kupffer hiicreleri retikiiloendotelyal sistem aktivitesinin %80-90’
indan sorumludur. RES fonksiyonu obstiiktif sarilik, travma, cerrahi ve sepsis gibi
durumlarda deprese olur. RES fonksiyonunun bozulmasi bagirsaktan endotoksin
absorbsiyonunun artmasi ile sonuglanir (22).

Safra tuzlarinin luminal akimi antibakteriyel etki ve endotoksinler iizerinde
direkt deterjan etkisine sahiptir (23). Deneysel ve klinik calismalarda sarilikli hayvan
ve insanlarda oral safra tuzlari verilmesinin endotoksin absorbsiyonunu azaltarak
postop renal yetmezlikten korudugu gosterilmistir (24, 25). Intraluminal safra
akiminin olmamasi bagirsakta degisikliklere ve mukozal hasara yol agmaktadir.
Yapilan calismalarda enterositlerin bakterilerce invazyonuna karsi safranin inhibitor

etkisi oldugu gosterilmistir.



Sekretuar IgA eksternal viicut sivilarindaki predominant Ig’ dir. IgA selektif
olarak safra i¢ine verilir (26). Tikanma sanligr olan hastalarda endotokseminin
nedenlerinden biri de bu fonksiyonun bozulmasidir (21).

Safra yolu tikaniklig1 olan hastalarda kan-safra bariyeri bozulmustur. Bu da
safrada gram(-) bakterisi olan hastalarda endotoksemiye neden olabilmektedir. (4).

Tikanma sariligt modeli, bir sepsis modelidir ve multiple organ hasar ile
sonuclanmaktadir. Tikanma sarilifi, ratlarda pulmoner intravaskiiler fagositozu ve
endotoksin sensitivitesini arttirir. Chang ve Ohara’nin yaptigl bir calismada tikanma
sarthi@1 olan ratlarin akciger parankiminde pulmoner kapillerlerde latex partikiilii
iceren biiyilk mononiikleer makrofaj benzeri hiicreler saptanmistir. Tikanma sarilig1
olan bu ratlarda pulmoner inravaskiiler fagositozun arttifi, akciger ddemine neden
oldugu, bunun da sarilikli hastalarda sepsis ve ARDS ye yatkinliga sebep oldugu
bildirilmektedir (27).

Yapilan caligmalarda tikanma sarilikli hastalarda bulunan notrofillerde
oksidatif cevabin arttig1r ve buna bagli olarak dolasimdaki IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a
gibi uyarici sitokinlerin arttig1 gosterilmistir (28, 29).

Kaya ve ark.” nin yaptig1 bir calismada; deneysel tikanma ikteri modelinde L-
karnitin’ in, meydana gelen akciger hasarim azalttigi saptanmistir (30). Gul ve ark.’
nin c¢alismasinda deneysel tikanma sariligi modelinde meydana gelen akciger
hasarina karsi ellagic asidin koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (31).

Ozdiilger ve ark.’nin yaptig1 bir calismada; cekum ligasyonu ve ponksiyonu
sonrast sepsis modelinde meydana gelen akciger apopitotik hasarinda, bir
antioksidan olan NAC (N-Asetil Sistein)’in koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu amagla
akciger dokusunda MPO ve MDA seviyeleri nitrit /nitrat seviyeleri Ol¢iilmiistiir.
Sonug olarak antioksidan olan NAC’ 1n endotoksemi ve sepsisli ratlarda akciger
dokusunda lipid peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi, akciger
histopatolojisini korudugu tespit edilmistir (32). Bu calismalar ve digerleri rehber
alinarak deneysel TS modelinde; Infliximab’ 1 antiinflamatuar ve antioksidan
ozelliklerinden dolay1 serbest oksijen radikallerine ve endotoksinlere bagli olusan
akciger hasari iizerine etkinliginin arastirilmasi icin akciger dokusunda ve kanda
(serumda); TAS (Total Antioxidant Status), TOS (Total Oxidant Status), OSI
(Oksidatif Stress Index), IL-6, IL-8 ve TNF-a bakilmasi planlandi.



2.3- infliximab

Infliximab spesifik olarak tiimor nekroz faktorii alfayr (TNF-o) hedef alan bir
simerik IgG, monoklonal antikorudur ve %75 insan %25 murin proteininden olusur.
Murin bolimii TNF-o’ya baglanma bolgesini tasir, insan kismi ise efektor
fonksiyonlardan sorumludur. infliximab eriyik haldeki ve membrana bagli TNF-o’
ya baglanir ve TNF-a’ nin genis bir alana yayili biyolojik aktivitelerini inhibe eder.
Genetik yontemlerle olusturulan bu antikor, insan TNF-o’ sina yiiksek bir afinite,
kuvvet ve spesifite ile baglanir. Yiiksek spesifite, diger yollar {izerinde non-spesifik

etkilerde bulunma potansiyelini azaltir (Sekil 1) (12).

Infliksimab

Fare

TNFa ‘baglandigi kisim - ,
insan (IgG1) \ z P

Simerik (Fare/insan) IgG1
TNFa‘ya yuksek affinite ve 6zellikte baglanabilmektedir

Sekil 1. Infliximab Molekiil Ozellikleri

2.3.1-Molekiil Ozellikleri

Murin-insan (simerik) monoklonal antikoru infliximab, insan TNF spesifik
murin monoklonal antikorunun antijen baglayan farkli bolgeleri (A2 olarak
bicimlendirilen) ile insan IgGlk immiinglobulinin sabit bdolgelerinin biraraya

gelmesiyle olusmustur. Infliximabin yaklasik molekiil agirligi 149,000 daltondur.



Murin monoklonal antikor A2 TNF icin yiiksek afinite ve spesifite nedeniyle
secilmistir.

Infliximab hem dogal hem de rekombinan insan TNF-a’ nimn sitotoksik
etkilerini notralize eder. Infliksimabin TNF-a. icin spesifitesi lenfotoksinin sitotoksik
etkilerini notralize edememesiyle dogrulanmustir. Infliksimab ve rekombinan insan
TNF’in baglanma Ol¢timlerinden, infliximabin afinite sabitinin 1010 M-1 oldugu
hesaplanmistir. Benzer afinite sabiti, infliximabin transmembran6z TNF’e

baglanmasina dayanarak yapilan 6l¢iimlerden de saglanmustir (33).

2.3.2- Etki Mekanizmasi

Infliximab transmembran TNF-o’ y1 ve yamsira ¢ozelti icindeki, eriyik halde
bulunan TNF-a’y1 yiiksek afiniteyle spesifik olarak baglar ve TNF-o’ nin
reseptorleriyle etkilesimini bloke ederek TNF-a’ nin biyolojik aktivitesini notralize
eder. Ek olarak infliximabin kompleman fiksasyonu ya da antikorbagimli
sitotoksisite (ADCC) yoluyla, TNF-a iireten hiicrelerin lizisine neden oldugu, in
vitro caligmalarda gosterilmistir. Infliximab TNF-oa’ min fonksiyonel aktivitesini
insan fibroblastlarinin, endotel hiicrelerinin, notrofillerin, B ve T lenfositlerin ve

epitel hiicrelerinin kullanildig ¢esitli in vitro biyo 6l¢timlerde inhibe etmektedir (34).

2.4- Tikanma Sariiginda inflamatuar Siirecte Yer Alan Sitokinler, Akut

Faz Proteinleri ve Antioksidanlar

Tikanma sariligindaki fizyopatolojik degisikliklerin olusmasinda onderlik eden
endotoksemi; monositler, makrofajlar gibi immiin cevapta etkili hiicreleri ve
endotelyal hiicreleri aktive ederek bir ¢ok sitokinlerin iiretimini arttirir. Tikanma
sarilikli hastalarda bulunan notrofillerde oksidatif cevabin arttig1 ve buna bagl olarak
dolasimdaki IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a gibi uyarici sitokinlerin arttig1 yapilan bircok
caligmada gosterilmistir.

Kompleman fragmanlari, radikal 6zellikli bilesikler ve sitokinler gibi uyarici
ajanlarla aktive olan noétrofillerden; MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve
katyonik proteinler gibi enzimler hiicre disina salinir. Bu enzimlerin olumlu
etkilerinin yaninda doku hasarini arttirict ve serbest radikal olusturucu etkileride

bulunmaktadir.
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Ana safra kanali1 baglanmis deney hayvanlarinda serbest oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastiran glutatyon peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz gibi
enzimlerin aktivitesi azalir, boylece serbest oksijen radikallerinin olusturacagi doku

hasarina duyarlilik artar.

2.4.1- Serbest Radikal Olusumunu Onleyen Antioksidanlar
Siiperoksid Dismutaz, siiperoksid serbest radikalini, iki hidrojen iyonu ile

reaksiyona sokarak hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriir (35).

B +
02"+ 02 +2H SOD H202 + O2

Katalaz, hiicre icinde, peroksizomlar icinde yer alan bir antioksidan enzimdir.

Hidrojen peroksidi, su ve oksijene doniistiiren reaksiyonu katalizler (36).

2H202 | CAT ) 2H20 + O2

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu

enzimdir. Intraselluler lipidleri ve membran lipidlerini peroksidasyondan koruyan en
onemli enzimdir. Tepkime sonucunda okside glutatyon (GSSG) olugmaktadir.

Olusan okside glutatyon, glutatyon reduktazin (GSSG-R) etkisi ile tekrar glutatyona

doniisiir (37).
H202+2GSH | GSH-Px ) GSSG + H20
GSSG + NADPH+H GSSG-R ) 2GSH + NADP*

2.4.2- Sitokinler ve Akut Faz Proteinleri

Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a), sitokin ailesi i¢erisinde yer alan polipeptid
molekiillerdir. inflamasyon siirecinde mononiikleer fagositlerden ve T lenfositlerden

sentez edilmektedir. Makrofajlardan sentezlenmesinde en kuvvetli uyaran
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lipopolisakkaritlerdir (LPS). T lenfositler ve dogal oldiiriici (NK) hiicreler,
interferon gama (IFN-y) salgilayarak TNF-o salmimini arttirirlar.  TNF-a,
inflamasyon bolgesine fagositer hiicreleri ¢eker ve IL-1 salintmini artirir. Endotel
hiicrelerinden adezyon molekiilii sentezini artirir ve kemokin salinimini diizenler.
Yarilanma Omrii 15-20 dk’ dir. Koagulan mekanizmalar1 aktive edici etkisi
mevcuttur. Eikozanoidlerin ve PAF 1n salinimim artirir (38).

IL-6, mononiikleer fagositer hiicreler, vaskiiler endotelial hiicreler,
fibroblastlar ve daha bircok hiicre tarafindan sentezlenir. IL-1 ve TNF- o’ nin etkisi
ile salgilanir ve bu sitokinlerle sinerjistik etkilere sahiptir. IL.6, inflamasyon
stirecinde PMNL aktivasyonunu artirir ve PMNL aktivasyonuna sekonder uzak
organ hasarim artirir (38).

IL-8, giiclii bir kemokin ajandir. Baslica notrofilleri aktive eder. IL-1 ve TNF-
o’ ya cevap olarak aktive olmus makrofajlardan, endotelden ve fibroblastlardan

salinir (38).

2.4.3-Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye, Oksidatif Stres
Indeksi

2.4.3.1- Total Antioksidan Seviye/Status (TAS)

Total antioksidan kapasiteyi gosterir. Normal kosullarda organizma, endojen
ve eksojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicutta olusan oksidan
durumlarin tamponize edilmesinde kan cok ©Onemli bir rol oynamaktadir. Kan,
antioksidanlarin tiim viicuda dagitilmasini saglar (39).

TAS’a en biiyilk katki plazmada bulunan antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada serbest Fe’ yi toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi
proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici antioksidanlar da
bulunmaktadir. Albiimin, {iirikasit ve askorbik asit insan plazmasindaki total
antioksidan kapasitenin % 85’ inden fazlasimi olusturur. Bu fark kanda bilirubin,
indirgenmis glutation (GSH), flavanoidler, alfa-tokoferol ve beta-karoten gibi
antioksidan maddelerin miktarimin albiimin, iirik asit ve askorbik asit miktarindan az

olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim icindedir. Bu
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etkilesimden dolay:1 bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha
fazla bir antioksidan etki olusmaktadir. Bu sinerjik etkiye ornek olarak; glutationun
askorbati, askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir.

Total antioksidan seviyesinin Ol¢iimii, antioksidanlarin tek tek seviyelerinin
Olciimiinden daha degerli bilgiler verir. Bu yiizden kanin antioksidan diizeyi
durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan

degerini veren toplam antioksidan kapasite Olctimii yayginlasmaktadir (40, 41).

2.4.3.2- Total Oksidan Seviye/Status (TOS)

Oksidatif stres; viicudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif ~dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif
stresin toplam degeri; total oksidatif stres veya total oksidan status/seviye (TOS)
olarak ifade edilir. Bu fenomen, asir1 reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin
tiretimi veya antioksidan tampon mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif
oksijen ve nitrojen iiriinleri toksiktir ve hiicrenin lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerine zarar verir. Damar endoteli de bu durumdan kismen

etkilenmektedir (42).

2.4.3.3- Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total oksidanlarin  seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine
boliinmesiyle elde edilen oransal bir indekstir ve OSI degerinin yiiksek olmasi

oksidatif stresin arttig1 durumlarda ortaya cikar (43, 44).

TOS (umol H202 Eq/L)
TAS (umol Trolox Eq/L)

0Si (arbitrary unit) = x 100 (45)
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3.MATERYAL VE METOD

3.1- Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Sogutmali santrifiij (Niive NF 1200R)

Derin dondurucu (Indesit, -20°C)

Hassas terazi (Shimadzu AY220)

Vorteks (Velp Scientifica ZX Classic)

Otomatik pipetler (Brand transferpette)

Isitmali manyetik karistiric1 (Labart SH-5)
Homojenizator (ika ultra turrax t25)

Sonikator (Bandelin Sonopuls)

Microplate reader (Rayto RT 6000 microplate reader)
Otomatik mikroplate yikayici (Bio-tek Instruments, Inc., ELx50)
IL-8 rat elisa kiti (Fine Test)

IL-6 rat elisa kiti (Fine Test)

TNF-a rat elisa kiti (Fine Test)

Total Antioxidant Status Assay Kit (Sunred)

Total Oxidant Status Assay Kit (Sunred)

3.2- Caliymanin Yiiriitiildiigii Laboratuvarlar ve Proje Destegi

Bu calismada TS modelinin olusturulmasi, Infliximab uygulamasi ve
hayvanlarin barindirilmasi Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Deney Hayvanlari
ve Tip Arastirmalart Arastirma ve Uygulama Merkezi (DEHATAM)’ nde
gerceklestirildi. Diger deneysel uygulamalar ise SDU Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yiiriitiildii. Calismamiz
SDU Bilimsel Arastirma Koordinasyon Birimi tarafindan 4727-TU2-16 proje

numarasi ile desteklendi.

3.3- Deney Hayvanlarimin Temini ve Secimi

Deneysel calismamizda 7-10 aylik, 250-350 gram agirliginda, 57 adet, saglikli,

erkek, Sprague-Dawley cinsi sicanlar kullanildi. Tiim deney hayvanlari, SDU
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DEHATAM’ dan temin edildi. Bu calisma SDU Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ nun
07.01.2016 tarihli ve 04 sayil1 karari ile kabul edilmigtir.

3.4- Deney Hayvanlarimin Bulundugu Ortam Kosullar:

Calismamizdaki tim deney gruplarindaki hayvanlar 22+2°C sicakliginda,
rolatif nemi % 55 olan, 12 saat giindiiz - 12 saat gece dongiisiiniin uygulandigi

kontrollii odaya alindi. Cesme suyu ve standart pellet yem (ad libitum) ile beslendi.

3.5- Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 arasindan rastgele secimle ii¢ farkli grup asagidaki sekilde

olusturuldu.

Grup 1: Laparatomi Kontrol (K) Grubu (SHAM Grubu) (n= 11); 11 adet
rattan olusan kontrol grubu. Laparatomi yapilarak ana safra kanali ortaya konulup

batin kapatildi.

Grup 2: Tikanma Sarihig1 (T) Grubu (n=23); 23 adet rattan olusan TS
olusturulan grup. Laparotomi yapilarak ana safra kanali ortaya konup 4/0 ipekle

baglanip kesilerek TS olusturuldu ve batin kapatildi.

Grup 3: Tikanma Sarihg + Infliximab (T+iB) Grubu (n=23); 23 adet rattan

olusan ve TS olusturup 10 mg/kg/giin kuyruk veninden (i.v.) Infliximab verilen grup.

3.6- Anestezi ve Cerrahi Islem

Her ii¢ gruba da yapilacak biitiin cerrahi islemler Oncesi genel anestezi
olusturmak amaciyla sag arka bacaklarindan intramuskuler olarak 50 mg/kg ketamin
HCL ve 15 mg/kg ksilazin HCL uygulandi. Anestezik etki basladiktan sonra tiim
hayvanlarin batin bolgesindeki killar1 tirag edildi. Ratlar supin pozisyona getirildi ve
ekstremiteler ile boynun iist kismi hari¢ tutulmak sartiyla tamamen % 10 povidon
iyot ile boyanarak dezenfekte edildi. Steril Ortiiler batin orta hatti acikta kalacak
sekilde ortiilerek cerrahiye hazirlik tamamlandi.

Batinda ksifoid ¢ikintidan asagiya dogru uzanan yaklasik 2- 2,5 cm’lik bir orta

hat kesisi yapildi. Mide ve pilor takip edilerek duodenum bulundu. Duodenum
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hafifce one ve asagi ¢ekilerek karaciger hilusundan duodenuma dogru uzanan ve ince
bir tubuler yap1 olarak izlenen ana safra kanali goriildii. Ana safra kanali,
cevresindeki yagl dokulardan tutularak asildi ve ucu ince olan bir disektor ile diseke

edilerek ortaya kondu. (Resim 1)

SR il "“"-'I'h.

Resim 1.Ana safra kanalinin diseksiyonu ve baglanmasi.

K grubundaki ratlarda ana safra kanali ortaya konduktan sonra batinlari
kapatildi. T grubunda ve Infliximab grubunda ise disektorle ana safra kanal izole
edildi ve 4/0 ipekle baglamp kesilerek TS olusturuldu. Islemler tamamlandiktan
sonra her ii¢ grupta da batin katlar1 uygun olarak 3/0 prolenle kapatildi.

3.7- Tedavi

Biitiin gruplarin 6rnekleme islemine kadar istedikleri kadar standart fare yemi
ve ¢esme suyu almalarina izin verildi. Kontrol grubuna ve tikanma sariligi grubuna
herhangi bir tedavi uygulanmadi. Diger tikanma sarilifi olusturulan gruba,
operasyondan sonra 7 giin siire ile giinde bir kez, sabahlar, 10 mg/kg dozunda

Infliximab kuyruk veninden paranteral yoldan verildi.
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3.8- Akciger Dokusunun ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Her ii¢ gruba da ¢alismanin 1. ve 7. giiniinde olacak sekilde iki kere laparotomi

uygulandi.

Resim 2.Calismanin 7. giiniinde dilate ana safra kanali.

Calismanin 7.giiniinde her li¢ gruptan; histopatolojik ve biyokimyasal analizler
icin akciger dokulari, biyokimyasal analizler i¢in ise vena kava inferiordan kan

ornekleri alindi. Bu islemleri takiben hayvanlar sakrifiye edildi.

3.9- Biyokimyasal Analizler

3.9.1- Doku Homojenat1 ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

SDU Tip Fakiiltesi Biyokimya A.D. laboratuvarinda postoperatif 7. giiniinde
alinan kan ornekleri jelli biyokimya tiiplerine alinarak soguk ortamda laboratuvara
transfer edildi. Laboratuvarda pithtilasmasi tamamlanan kanlar, sogutmali santrifiij
cihazinda (Niive NF1200R, Tiirkiye) 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Boylece
elde edilen serumlar her numuneden 4 porsiyon olacak sekilde porsiyonlanarak

calisma giiniine kadar -20°C’ de saklandi.
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Ratlar sakrifiye edildikten sonra akciger dokular1 cam tiiplere alinarak
tizerlerine 10 mMpH 7.4 olan fosfat tamponu eklendi. Soguk ortamda laboratuvara
transfer edilen akciger dokular1 soguk fosfat tamponu ile yikanarak dokularin kan vb.
artiklardan temizlenmesi saglandi. Daha sonra hassas terazi ile agirliklar tartildi ve
10 kat 10 mMph 7,4 fosfat tamponu eklenerek homojenizasyon islemine baslandi.
Homojenizasyon isleminde dokular dnce doku parcalayict ile (Janke&Kunkel IKA
Ultra Turrax T25, Almanya) parcalandi, daha sonra ultrasonic homojenizator ile
(Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya) 30 sn sonike edildi. Elde edilen doku
homojenatlari, 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi (Niive NF1200R, Tiirkiye), daha
sonra siipernatantlar1 eppendorf tiiplerine her numuneden 4 ornek olacak sekilde

porsiyonlanarak caligma giiniine kadar -20°C’ de saklandi.

3.9.2- TAS (Total AntioxidantStatus) ve TOS (Total OxidantStatus)

Diizeylerinin Analizi

Serum ve doku orneklerinin TAS ve TOS diizeyleri RelAssayDiagnostics
Marka kitlerle otoanalizorde (Beckman Coulter AU 680, Japonya) spektrofotometrik
olarak calisildi.

TAS diizeyi calisilirken numunede bulunan antioksidan maddeler, kit i¢indeki
reaktiflerden biri olan koyu mavi-yesil renkteki ABST radikal soliisyonunu renksiz
forma rediiklemistir ve reaksiyon karistminin 660 nm deki absorbans degisimi
Olciilmiistiir. Absorbans degisimi, numunede bulunan TAS diizeyi ile dogru
orantilidir. Yontem, stabil antioksidan standart soliisyonu (E vitamini analogu)
Trolox Equivalent ile kalibre edilmistir.

TOS diizeyi Ol¢iimii i¢in numunede bulunan oksidan maddeler, ferroz iyon
selator kompleksini ferrik iyon haline okside etmistir. Ferrik iyon formu, asidik
ortamda kromojen ile renkli bir kompleks meydana getirmistir. Renk olusumu;
numunedeki oksidan molekiillerin miktar1 ile dogru orantili oldugundan,
spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiis ve TOS degeri elde edilmistir. Yontem, hidrojen

peroksit ile kalibre edilmistir.

Elde edilen TAS ve TOS degerleri kullanilarak OSi (Oxidative Stress Index)

degerleri hesaplanmustir.
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OSi (arbitrary unit) =TOS (umol H202 Eq/L) / TAS (umolTroloxEq/L) x 100
(45)

3.9.3- TNF a, IL-6 ve IL-8 Diizeylerinin Analizi

Serum ve akciger drneklerinin TNF a, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin analizi ELISA
yontemi ile, ‘Fine Test’ marka ticari kitler kullanilarak ol¢iildii (Wuhan Fine
Biological Technology Co., Ltd., C6-323 Biolake, No.666 Gaoxin AVE. Eastlake
High-tech Development District, Wuhan, China). Mikroplate 2 okutma i¢in Rayto
RT 6000 Microplate Reader (Cin) kullanildi. Her bir parametre i¢in 7 standart
soliisyonu kullanilmistir. Standart-absorbans grafigi elde edilmis, her bir parametre
icin numunelerin konsantrasyonu bu grafik kullanilarak saptanmistir. Standartlar ve
numuneler duplike calisilmistir. TNF o, IL-6 ve IL-8 icin hassasiyet sinirlari

sirastyla; <9.375 pg/ml, <37.5pg/ml ve <9.375 pg/ml’dir.

3.10-Patolojik Degerlendirme

Formaldehid soliisyonunda fikse edilen akcigere ait doku 6rnekleri 5 mm’ lik
parcalara boliinerek histopatolojik inceleme icin, standart laboratuar takiplerinden
sonra parafine gomiilerek 5 mikrometre kalinhiginda kesitler hazirland1 ve
hemotoksilen-eozin ile boyandi. Dokularin histopatolojik incelemesi, Orneklerin
hangi gruba ait oldugunu bilmeyen tek bir patolog tarafindan yapildi. Gerek kontrol
gerekse tikanma sariligina ait preparatlar 151k mikroskopi ile incelenerek akciger
dokusunda histopatolojik degerlendirme icin Ozdiilger ve ark’ nin yayminda
belirtilmis oldugu sekilde doku hasar1 degerlendirme o6lgegi kullanilmistir. Bu
Olgekte:

Grade 1: Normal akciger histolojisi

Grade 2: Hafif derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu

Grade 3: Orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem
formasyonu, akciger yapisinda kismi destriiksiyon

Grade 4: Yogun notrofil 16kosit infiltrasyonu, pulmoner yapida tam

destriiksiyonu tanimlar.
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3.11- istatistiksel Analizler

Gruplardaki denek sayilarinin belirlenmesinde Gii¢ Analizi (Power Analysis)
kullamldi. Istatistiksel analizler SPSS 22 programi kullanilarak yapilmis olup,
calismada kullanilan degiskenler olan TNF-a serum, TNF-a doku, IL-6 serum, IL-6
doku, IL-8 serum, IL-8 doku, TAS serum, TAS doku, TOS serum, TOS doku, OSI
serum ve OSI doku degerlerinin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
testi ile incelendi ve normal dagilima uymadiklar1 (Kolmogorov-Smirnov testi
p<0,05) goriildii. Grup sayilari n<30 oldugundan parametrik testlerin 6n sartlari
saglanamamistir. Bu nedenle analizlerde parametrik olmayan testler kullanilmistir.
Bagimsiz ii¢ grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-
Wallis testi sonucunda gruplar arasinda farklilik belirlenmesi halinde Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak iki grup arasindaki farklar incelenmis
ve farkin hangi gruptan kaynaklandigi belirlenmistir. Bonferroni diizeltmesinde
istatistiksel anlamlilik degeri p, karsilastirma sayisina (3) boliinerek belirlenmis ve
p<0,016 olan degerler anlamli farkli kabul edilmistir. Patolojik evrenin gruplara gore
farkli olup olmadig1 Ki-Kare (Chi-Square) testi ile analiz edilmistir ve istatistiksel
anlamlilik degeri p<0,05 kabul edilmistir. Non-parametrik testler, ortanca (median)
tizerinden analiz yaptiklarindan degerlerin dagilim olgiitii olarak ortanca (median)
(En kiiciik deger [min]-En biiyiik deger [maks]) olarak sunulmustur. p degerinin
0,001’ den kii¢iik oldugu durumlar p<0,001 olarak verilmistir.



4.BULGULAR

4.1- Biyokimyasal Bulgular
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Tablo 1’ de biyokimyasal parametrelerin median degerleri goriilmektedir.

Tablo 1. Verilerin gruplara gore median (min-maks) degerleri.

Tablo-1

Grup 1 (Kontrol
Grubu) (n=11)
Median (Min-Maks)

Grup 2 (Tikanma
Grubu) (n=23)
Median (Min-Maks)

Grup 3 (Infliximab
Grubu) (n=23)
Median (Min-Maks)

TNF-o (Serum)

47,9 (25,2-67,1)

56,7 (24,5-165,8)

42,6 (23,6-92,8)

TNF-a (Doku)

104,1 (65,4-199,9)

96,5 (49,6-140,1)

98 (63,6-196,6)

IL-6 (Serum) | 257.5 (227,3-348,4) | 274,5 (214,2-531,6) | 295,4 (214,2-521)
IL-6 (Doku) 885 (685,5-1568,7) | 840,1 (287,9-1310,3) | 1000 (631,3-1285,7)
IL-8 (Serum) | 60 (18,2-122.5) 87,3 (17,3-248,6) 42,7 (1,2-100,8)
IL-8 (Doku) 78 (43,9-177.9) 63,4 (30,9-139,8) 79 (49,4-176.5)
TAS (Serum) | 2,3 (1,2-3.2) 1,6 (12-2,4) 2,1(1,2-2.8)

TAS (Doku) 1,3(1,1-1,4) 1,1 (1-1,4) 1,1 (0,8-1,4)

TOS (Serum) | 21 (9,9-42.4) 11,2 (5,9-113,9) 23,4 (8,8-225.8)
TOS (Doku) 30,1 (13,8-49,1) 23,7 (11,9-34,8) 26,4 (16,6-41,1)
OSI (Serum) 0,8 (0,4-1,9) 0,8 (0,3-5) 1,6 (0,5-14,3)

OSI (Doku) 2.4 (1,1-3,9) 2,1 (0,9-3) 2,5 (1,7-3)

Tiim gruplar arasindaki fark Kruskal-Wallis testi ile

calisildi  (p<0,05).

Gruplarin kendi arasindaki istatistiksel degerlendirme ise Mann-Whitney U testi ile

yapildr (p<0,016). Bu karsilastirmalar ve p degerleri tablo 2’ de gosterilmistir. Bu
sonuglara baktigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T Grubu) arasinda TAS
(Serum) acisindan, Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (infliximab Grubu) arasinda TAS
(Doku), OSI (Serum) agisindan, Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu)

arasinda IL-6 (Doku),

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii.

IL-8 (Serum), TOS (Serum), OSI (Doku) agisindan




Tablo 2. Gruplarin birbirleriyle karsilagtirilmalar1 ve p degerleri.
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Tim gruplar

Grup 1-2 arasi

Grup 1-3 aras1

Grup 2-3 arasi

Tablo 2 arasi fark fark fark fark
Kruskal- Mann-Whitney | Mann-Whitney | Mann-Whitney
Wallis U U U
p p p p

TNF-a (Serum) | 0,086 0,084 0,971 0,052
TNF-a (Doku) | 0,503 0,445 0,214 0,818
IL-6 (Serum) 0,327 0,403 0,143 0,461
IL-6 (Doku) 0,055 0,424 0,383 0,014
IL-8 (Serum) 0,012 0,084 0,537 0,004
IL-8 (Doku) 0,077 0,153 1000 0,029
TAS (Serum) 0,007 0,005 0,243 0,018
TAS (Doku) 0,015 0,038 0,007 0,141
TOS (Serum) 0,012 0,214 0,143 0,004
TOS (Doku) 0,279 0,326 0,744 0,121
OSI (Serum) 0,021 0,885 0,015 0,019
OSI (Doku) 0,026 0,637 0,424 0,003

(Kruskal-Wallis testi i¢in p<0,05 olan degerler, Mann-Whitney U testi i¢in p<0,016 olan
degerler anlaml farkli kabul edilmistir)

4.1.1- TNF-0 (Serum)

TNF-a (Serum) sonuglarini karsilagtirdigimizda her 3 grup arasinda anlamli

fark bulunamamuastir. (Tablo 2, Grafik 1)
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Grafik 1. TNF-o (Serum) median degerlerinin gruplar arasi dagilima.
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4.1.2- TNF-a (Doku)

TNF-a (Doku) sonuglarini karsilastirdigimizda her 3 grup arasinda anlaml fark

bulunamamustir. (Tablo 2, Grafik 2)
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Grafik 2. TNF-a (Doku) median degerlerinin gruplar arast dagilimi.

4.1.3- IL-6 (Serum)
IL-6 (Serum) sonuglarini karsilagtirdigimizda her 3 grup arasinda anlamli fark

bulunamamustir. (Tablo 2, Grafik 3)
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Grafik 3. IL-6 (Serum) median degerlerinin gruplar aras1 dagilimi.
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4.1.4- IL-6 (Doku)

IL-6 (Doku) sonuglarini karsilagtirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T
Grubu) arasinda ve Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamadik. Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (inflliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 4).

9
o]

1500,00

34525
1250,00-] 32 —|_

1000,00

S |

500,00 =S

il6doku

250,00

grup

Grafik 4. IL-6 (Doku) median degerlerinin gruplar aras1 dagilima.

4.1.5- IL-8 (Serum)

IL-8 (Serum) sonuclarim karsilastirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T
Grubu) arasinda ve Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamadik. Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (inflliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 5).
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Grafik 5. IL-8 (Serum) median degerlerinin gruplar aras1 dagilimi.

4.1.6- IL-8 (Doku)
IL-8 (Doku) sonuglarin1 karsilastirdigimizda her 3 grup arasinda anlamli fark

bulunamamustir. (Tablo 2, Grafik 6)
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Grafik 6. IL-8 (Doku) median degerlerinin gruplar aras1 dagilima.

4.1.7- TAS (Serum)
TAS (Serum) sonuglarinin karsilastirilmasinda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T

Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulduk. Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3
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(Infliximab Grubu) arasinda ve Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (infliximab Grubu)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (Tablo 2, Grafik 7).
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Grafik 7. TAS (Serum) median degerlerinin gruplar arast dagilimi.

4.1.8- TAS (Doku)

TAS (Doku) sonuclarini karsilastirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T
Grubu) arasinda ve Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulamadik. Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 8).
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Grafik 8. TAS (Doku) median degerlerinin gruplar arasi dagilima.

4.1.9- TOS (Serum)

TOS (Serum) sonuclarini karsilastirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T
Grubu) arasinda ve Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulamadik. Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (inflliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 9).
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Grafik 9. TOS (Serum) median degerlerinin gruplar arast dagilimi.
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4.1.10- TOS (Doku)

TOS (Doku) sonuclarini karsilastirdigimizda her 3 grup arasinda anlamli fark

bulunamamustir. (Tablo 2, Grafik 10)
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Grafik 10. TOS (Doku) median degerlerinin gruplar arasi dagilimu.

4.1.11- OSI (Serum)
OSI (Serum) sonuglarini karsilastirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T

Grubu) arasinda ve Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulamadik. Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 11).
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Grafik 11. OSI (Serum) median degerlerinin gruplar aras: dagilimu.

4.1.12- OSI (Doku)

OSI (Doku) sonuglarint karsilastirdigimizda Grup 1 (K Grubu) ile Grup 2 (T
Grubu) arasinda ve Grup 1 (K Grubu) ile Grup 3 (Infliximab Grubu) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamadik. Grup 2 (T Grubu) ile Grup 3 (inflliximab
Grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulduk (Tablo 2, Grafik 12).
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Grafik 12. OSI (Doku) median degerlerinin gruplar aras: dagilimu.
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4.2- Histopatolojik Bulgular

AC histopatolojik degerlendirme icin Ozdiilger ve ark.” nmn (32) yayminda
belirtmis oldugu sekilde doku hasar1 degerlendirme 6l¢egi kullanilmistir. Bu dlgekte:

Grade 1; Normal akciger histolojisi

Grade 2; Hafif derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu

Grade 3; Orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem
formasyonu, akciger yapisinda kismi destriiksiyon

Grade 4; Yogun notrofil 16kosit infiltrasyonu, pulmoner yapida tam
destriiksiyonu tanimlar.

Her ii¢ grupta ratlarin akciger dokular1 histopatolojik inceleme sonucunda:

Kontrol grubunun 8’ inde (% 72,7) akciger histopatolojisi grade 1 (normal
akciger histolojisi), 3’ iinde (% 27,3) akciger histopatolojisi grade 2 (hafif derecede
alveolar notrofil 16kosit infiltrasyonu) olarak degerlendirildi.

Tikanma sarilig1r grubunun 14’ iinde (% 60,9) akciger histopatolojisi grade 2
(hafif derecede alveolar notrofil 16kosit infiltrasyonu), 3’ iinde (% 13) akciger
histopatolojisi grade 3 (orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler
0dem formasyonu, akciger yapisinda kismi destriiksiyon), 6’ sinda (% 26,1) akciger
histopatolojisi grade 4 (yogun notrofil 16kosit infiltrasyonu, pulmoner yapida tam
destriiksiyon) olarak degerlendirildi.

Infliximab verilen tikanma sarilifi grubunda 5° inde (% 21,7) akciger
histopatolojisi grade 1 (normal akciger histolojisi), 11’ inde (% 47,8) akciger
histopatolojisi grade 2 (hafif derecede alveolar nétrofil 16kosit infiltrasyonu), 4’ tinde
(% 17,4) akciger histopatolojisi grade 3 (orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu,
perivaskiiler 6dem formasyonu, akciger yapisinda kismi destriiksiyon), 3’ iinde (%
13) akciger histopatolojisi grade 4 (yogun notrofil 16kosit infiltrasyonu, pulmoner

yapida tam destriiksiyon) olarak degerlendirildi.



Tablo 3. Gruplarin histopatolojik bulgularinin vaka sayilarina gore degerlendirilmesi.
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Tablo 3 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Total

Grup 1 8 (% 72,7) 3 (% 27,3) 0 (% 0,0) 0(% 0,0) 11 (% 100)
glr_ui)l% 0 (% 0,0) 14 (% 60,9) | 3 (% 13) 6 (% 26,1) 23 (% 100)
((ler:u?f)‘a 5 (% 21,7) 11(%47,8) |4(%174) 3 (% 13) 23 (% 100)
El{loztil?)) 13 (% 22,8) |28 (%49,1) | 7(%123) 9 (% 15,8) 57 (% 100)

Kontrol grubu ile tikanma ikteri olusturulan her iki grup karsilastirildiginda

notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem formasyonu, akciger yapisinda

destritkksiyonun tikanma ikteri gruplarinda belirgin sekilde arttigi gozlendi. Bu

sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi. Tikanma sarilii olusturulan iki grup birbiri

ile karsilagtirildiginda infliximab verilen grubun histopatolojik degerlendirmesinde

diger gruba gore, notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem formasyonu,

akciger yapisinda destriikksiyonun daha az gelistigi gozlemlendi. Ancak iki grup

arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4. Histopatolojik bulgularin istatistiksel karsilagtirilmasi (Gruplar arasi patolojik evre farki

tablosu, p<0,05)

Tablo 4 Ki-Kare (X°) degeri p degeri
Grup 1-2 22,711 0,001
Grup 1-3 9,171 0,027
Grup 2-3 6,503 0,090
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Resim 3. Normal akciger parankimine ait morfolojik goriinim (HEx400)

Resim 4. Alveol duvarlarinda ve liimeninde seyrek notrofil 16kosit infitrasyonu (HEx400)
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Resim 5. Alveol duvarlarinda ve liimeninde orta derecede nétrofil 16kosit infitrasyonu ve parankimde
kismi destriiksiyon (HEx400)

Resim 6. Akciger parankiminde tam destriiksiyon, yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu, abse olusumu
(HEx400)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar gostermistir ki; tikanma sariligt AC hasarina
neden olmaktadir, Infliximab olusan bu AC hasarim1 histopatolojik olarak
diizeltmektedir. Tikanma sariliginda gelisen akciger hasarini énlemede antioksidan
ve antiinflamatuvar ozelligi olan Infliximab’ 1 bazi biyokimyasal parametreler
acisindan etkinligi vardir, fakat istatistiksel olarak degerlendirildiginde bu etkinlik
gosterilememistir. Histopatolojik etkinligi de gozlenmesine ragmen bu fark

istatistiksel olarak gosterilememistir.

Tikanma sariligindaki fizyopatolojik degisikliklerin olusmasinda 6nderlik eden
endotoksemi; monositler, makrofajlar gibi immiin cevapta etkili hiicreleri ve
endotelyal hiicreleri aktive ederek bir ¢ok sitokinlerin iiretimini artirir. Papakostas ve
ark. (3) tavsanlarda yaptiklar1 bir ¢calismada, tikanma sarilig1 olan tavsanlarda yiiksek
siklikla portal ve sistemik endotoksinemiyi, GIS’ e safra tuzu akisinin olmamasi
nedeniyle artmis endotoksinin bagirsak liimeninden portal ve sistemik dolasima
gecmesini kolaylastirdigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda TS olan ratlarin
akciger histopatolojisinde TS olmayan ratlara oranla artmis notrofil 16kosit
infiltrasyonu tespit ettik. Infliximab, artms nétrofil infiltrasyonunu azaltarak

olusmus AC hasarin1 azaltmaktadir.

Jiang ve arkadaslar1 ttkanma sarilikli hastalarla yaptiklart klinik bir calismada
dolasimdaki notrofillerin oksidatif cevaplarini 6lgmiisler ve oksidatif cevabin kontrol
grubuna gore sarilikli hastalarda arttigini bulmuslardir. Kanda IL-6, IL-8, TNF-a gibi
uyarici sitokinler yiiksek bulunmus ve bu sitokinler araciligiyla notrofillerin oksidatif
cevabinin arttigr distintilmiistiir (28). Endotokseminin  TNF-a, IL-6, IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimina neden oldugu yapilan bircok arastirma
sonucunda bilinmektedir. Bu nedenle c¢alismamizda TNF-a, IL-6, IL-8 gibi
inflamasyon siddetini gosteren sitokinlerin serum ve doku diizeylerinin gruplar
arasinda istatistiksel olarak karsilastirmasi yapildi. Calismamizda; TNF- o serum
Olctimlerinde; her iic grup arasinda sayisal farklilik olsa da istatistiksel olarak
anlamhi fark saptamadik. Bu durum Infliximab’in anti-TNF-alfa etkinligini
gostermekle beraber istatistiksel anlamli fark olusmamasi, gruplarin Orneklem

biiytikliiklerinin  istatistiksel anlamli fark olusturacak boyutta olmamasina
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baglanabilir. Doku diizeyinde ise hem rakamsal hem de istatistiksel fark
olusmamistir. Bu ise, ttkanma sariliginin (deneyde 7 giin) doku diizeyinde TNF alfa

diizeyini yiikseltecek kadar bir siire olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

IL-6 serum diizeylerinde anlamli fark olusmamasi da, gruplarin orneklem
biiytikliiklerinin  istatistiksel anlamli fark olusturacak boyutta olmamasina

baglanabilir.

IL-6 doku olciimlerinde; grup 2 (T grubu) ile grup 3 (infliximab grubu)
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi, Grup 2 ile grup 3 arasindaki
istatistiksel farki olusturan IL-6 (doku) degerleri bekledigimizin tersine grup 3’ te
daha yiiksek bulundu. Oysa ki infliximab’ 1 etkinligi sonucu grup 3’ te IL-6 (doku)
diizeylerinin grup 2’ ye gore daha diisiik olmasini beklerdik. Bu sonucu bilimsel

olarak yorumlayabilme olanagi yoktur.

IL-8 serum oOlciimleri dikkate alindiginda, grup 2 (T grubu) ile grup 3
(Infliximab grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi, Infliximab
verilen Grup 3’ teki median IL-8 (serum) degeri, ilag almayan grup 2’ deki median
degerden diisiik bulundu. Bu da infliximab’ 1n etkinligini destekleyen bir sonug
olarak karsimiza cikti. Yani, infliximab, IL-8 diizeyini azaltarak antisitokin etkinligi

ile organ hasarini azaltmaktadir.

IL-8 doku diizeylerinde anlamli fark olugmamasi, yukarida belirtildigi gibi,
tikanma sariliginin (deneyde 7 giin) doku diizeyinde IL-8 diizeyini yiikseltecek kadar

bir siire olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

Karako¢ ve arkadagslari, ankilozan spondilitli hastalarda yaptiklar1 bir klinik
arastirmada serum total oksidan ve antioksidan seviyelerini, oksidatif stres
indekslerini Ol¢miisler ve ankilozan spondilitli hastalarda kontrol grubuna gore
serum TOS ve OSI degerlerinin daha yiiksek, TAS degerlerinin ise daha diisiik
oldugunu gostermislerdir. Bunu da; artmis oksidan seviyeleri ve azalmis antioksidan
seviyelerinin, yogun oksidatif strese maruziyetin bir sonucu oldugunun kaniti olarak
degerlendirmislerdir (46).

Calismamizda TAS Serum ol¢iimlerinde; grup 1 (Kontrol grubu) ile grup 2 (T
grubu) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu. Grup 1’ de grup 2’ ye gore

TAS Serum degerleri bekledigimiz gibi daha yiiksek bulundu, fark istatistiksel olarak
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da anlamliyd:. Infliximab verilen grup 3’ teki degerlerin ila¢c almayan grup 2’ den
yiiksek oldugunu gozlemledik. Infliximab, istatistiksel olarak gosterilememis olsa da,

serum TAS seviyesini artirarak, antioksidan etkinlik gostermektedir.

TAS Doku &l¢iimlerinde; grup 1 (Kontrol grubu) ile grup 3 (Infliximab grubu)
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Grup 1’ de en yiiksek TAS (doku)
degerlerinin olmasi bekledigimiz bir durumdu, fakat grup 3’ teki TAS (doku)
degerlerinin grup 2’ den yiiksek olmasin1 bekliyorduk ki bu gerceklesmedi. Bunu da;
deneyimizdeki tikanma sariligi siiresinin, TAS (doku) diizeyini yiikseltecek kadar

yeterli bir siire olmadig1 seklinde yorumladik.

TOS Serum olciimlerinde; grup 2 (T grubu) ile grup 3 (infliximab grubu)
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi, Saptanan istatistiksel farki
olusturan degerler bekledigimiz dogrultuda degil; tam tersine TOS (serum) degeri en
yiikksek grup 2’ de olmasi gerekirken, aksine en diisiik degerler bu grupta saptandi.

Bu sonucu bilimsel olarak yorumlayabilme olanag: yoktur.

TOS Doku diizeylerinde anlamli fark olusmamasi da; deneyimizdeki tikanma
sarilig1 siiresinin, TOS (doku) diizeyini yiikseltecek kadar yeterli bir siire olmadigi

seklinde yorumlanabilir.

OSI serum ve doku ol¢iimlerinde; Grup 2’ de yiiksek bulmayr bekledigimiz
OSI serum ve doku degerleri en diisiik bu grupta saptandi. Grup 3° te ise en yiiksek
degerler saptandi. Ila¢ verilen grup 3’ te, ilac verilmeyen grup 2’ ye nazaran daha
diisiik degerler bulmay1 beklerken bu sonuca ulasamadik. Bu sonucu da bilimsel

olarak yorumlayabilme olanag: yoktur.

Yapilan bir¢ok ¢alismada tikanma sariligi modelinin bir sepsis modeli oldugu
ve multiple organ hasar1 ile sonuclandigi bilinmektedir (3, 4, 5). Calismamizda
Infliximab’ 1n tikanma sariliginda akciger hasarina etkisini, histopatolojik olarak da
degerlendirdik. Akciger dokusunda histopatolojik degerlendirme icin Ozdiilger ve
ark. ‘min yayminda belirtmis oldugu sekilde doku hasar1 degerlendirme oOlcegi
kullanild1 (32). Kurt ve arkadaslarinin, infliximabin metotreksata bagli akciger hasari
tizerine koruyucu etkisi konulu calismalarinda metotreksata bagli akciger hasari
meydana getirilen iki grup arasinda infliximab verilen grubun histopatolojik

bulgularinin, ila¢ verilmeyen gruba gore daha iyi oldugu, daha az hasar gozlendigi



36

belirtilmistir (47). Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglara gore tikanma sarilig1
olusturulan iki grupta infliximab verilen grubun histopatolojik grade dagiliminin ilag
verilmeyen gruba gore cok az fark olmak iizere daha iyi oldugunu soylemek
miimkiin olsa da bu farki istatistiksel olarak anlamli bulmak miimkiin olmamuistir.
Bunu da s0yle aciklamak miimkiindiir ki; istatistiksel anlam olugsmamasi, gruplarin
orneklem biiyiikliiklerinin istatistiksel anlam olusturacak boyutta olmamasina

baglanabilir.
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6. SONUCLAR

Tikanma sarihiginda infliksimab’ 1n akciger hasar iizerine olan etkinliginin

arastirildigi bu calismada varilan sonuclar soyle 6zetlenebilir;

1.
2.

Tikanma sariligina bagh akciger hasar1 olugsmaktadir.

Bu akciger hasarinin gelismesinde; lipid peroksidasyonu, oksidatif stres ve
notrofil migrasyonu etkilidir.

Infliximab, TS ile artmis TNF-alfa serum degerini azaltarak, antisitokin
etkinlik gostermektedir. BoOylece antinflamatuar etki gostererek AC
hasarini azaltmaktadir.

Infliximab, serum IL-8 diizeylerini azaltarak AC hasarini azaltici etki
gostermektedir.

Infliximab, istatistiksel olarak gosterilememis olsa da, serum TAS
seviyesini artirarak, antioksidan etkinlik gostermektedir.

Infliximab, istatistiksel olarak gosterilememis olsa da, TS ile olusan akciger
hasarini azaltmada histopatolojik diizeyde etkindir.

Kan ve doku diizeyinde biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmelerde,
istatistiksel anlam olusturmayan degisimler goriilmiis olup, bu konuda
yapilacak calismalarda Orneklem biiyiikliigli daha genis denek gruplari
olusturulmasi1 gerekliligini ve TS siiresinin de daha uzun tutulmasi

gerekliligini ortaya koymustur.
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OZET

Deneysel Tikanma Sarihg Modelinde Infliximab’ in Akciger Hasar1 Uzerine

Olan Etkinligi

Tikanma sarilig1, mortalitesi yiiksek olan bir klinik durumdur. Mortaliteye etki
eden 6nemli faktorlerden biri olusan Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIYS)'
dur. Ayrica olusan sitokin firtinast ve sepsisin olusturdugu organ hasari bu siirece
etki eder. SIYS' de etkili olan; ilk olarak salgilanan ve en etkin olan madde TNF-alfa
dir, ayrica IL-1 dir. Uzak organ hasarina sebep olan mediatorler ise IL-6 ve IL-8 dir.
Olusan sitokin firtinasi, bakteriyel translokasyona ve sepsise neden olur. Sepsisin
olusturdugu organ disfonksiyonu da ¢coklu organ yetmezligine ve 6liime neden olur.

Infliximab, anti-TNF-alfa etkinligi bilinen ve klinikte Ulseratif Kolit, Crohn,
Romatoid Artrit, Ankilozan Spondilit, Psoriazis, Hepatosplenik T-Cell Lenfoma gibi
durumlarda kullanilan bir ajandir. Anti-TNF-alfa etkinligi kanitlanmis olan
infliximabin, sicanlarda deneysel olarak olusturulmus tikanma sariligi modelinde,
sitokin cevabini azaltabilecegi buna ilintili olarak da bakteriyel translokasyon ve
sepsisi Onleyebilecegi hipoteziyle, mortaliteye etkili olan akciger hasarim1 azaltip
azaltmayaca@inin arastirilmasi amaglanarak bu calisma planlanmustir.

Elli yedi adet Sprague-Dawley rat, laparatomi kontrol (n=11), tikanma sarilig1
(n=23) ve tikanma sarihig1 + Infliximab (n=23) grubu olmak iizere iice ayrildilar. L.
gruba sadece laparatomi uygulandi. II. gruba ana safra kanali ligasyonu yapildi. III.
gruba ise ana safra kanali ligasyonu yapildi ve giinde 1 kez, 10 mg/kg dozunda
Infliximab 7 giin boyunca i.v. verildi. Sakrifikasyon sirasinda inceleme icin kan ve
akciger dokusu alindi.

Kanda (serumda) ve akciger dokusunda TNF-a, IL-6, IL-8, TAS. (Total
Antioksidan Seviye), TOS (Total Oksidan Seviye) ve OSI (Oksidatif Stres Indeksi)
calisildi.

Tikanma sariligina bagli akciger hasar1 olugsmaktadir. Bu akciger hasarinin
gelismesinde; lipid peroksidasyonu, oksidatif stres ve notrofil migrasyonu etkilidir.
Infliximab, tikanma sarihigi ile artmis serum TNF-alfa ve IL-8 serum degerlerini
azaltarak, antisitokin etkinlik gostermektedir. Boylece antinflamatuar etki gostererek
akciger hasarin1 azaltmaktadir. Ayrica, serum TAS seviyesini artirarak, antioksidan
etkinlik gostermektedir. Infliximab, tikanma sarihigi ile olusan akcifer hasarini
azaltmada histopatolojik diizeyde etkin bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tikanma sarili8i, infliximab, akciger hasari, oksidatif stres.
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SUMMARY

The Effects of Infliximab on The Lung Injury in Experimental Obstructive
Jaundice Model

Obstructive jaundice is a clinical condition with a high mortality rate. Systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) is one of the important factors affecting
mortality. In addition, the cytokine storm and the organ damage caused by sepsis
affect this process. The first secreted and most effective substance in SIRS is TNF-
alpha and also IL-1 is effective. The mediators that cause distant organ damage are
IL-6 and IL-8. The cytokine storm causes to bacterial translocation and sepsis. The
organ dysfunction that produced by sepsis also causes multiple organ failure and
death.

Infliximab is an agent known for its anti-TNF-alpha activity and used clinically
in cases such as Ulcerative Colitis, Crohn's Disease, Rheumatoid Arthritis,
Ankylosing Spondylitis, Psoriasis, Hepatosplenic T-Cell Lymphoma. This study was
planned to investigate whether infliximab, has a proven anti-TNF-alpha activity,
would reduce mortality-effective lung injury in the experimental obstructive jaundice
model in rats based on the hypothesis that infliximab may reduce the response to
cytokines and that it may prevent bacterial translocation and sepsis.

Fifty-seven Sprague-Dawley rats were divided into three groups as laparotomy
control (n=11), occlusion (n=23), and occlusion + infliximab (n=23). Only
laparotomy was performed to Group I. The main bile duct ligation was done in
Group II. The main bile duct ligation was done and i.v. infliximab was given at a
dose of 10 mg / kg once a day for 7 days to Group III. Blood and lung tissue were
taken for examination during sacrification.

TNF-a, IL-6, IL-8, TAS (Total Antioxidant Status), TOS (Total Oxidant
Status) and OSI (Oxidative Stress Index) were studied in blood (serum) and lung
tissue.

Lung injury occurs due to obstructive jaundice. Lipid peroxidation, oxidative
stress, and neutrophil migration are effective in the development of this lung damage.
Infliximab shows anticytokine activity by decreasing TNF-alpha serum and IL-8
serum levels which increased by obstructive jaundice. Thus, it reduces lung damage
by anti-inflammatory effect. Infliximab was found effective in reducing lung damage
caused by obstructive jaundice at the histopathological level.

Key Words: Obstructive jaundice, infliximab, lung injury, oxidative stress.
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