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OZET
Demirtas, Z. tikanma ikteri olusturulan ratlarda gelisen oksidatif streste
riluzole Kkullanmmimin Kkaraciger ve ince barsak iizerine fonksiyonel ve
histopatolojik etkisi. Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dah Tipta Uzmanlik Tezi , Eskisehir, 2010. Tikanma ikteri olusturulmus
ratlarda glutamat salinim inhibitorii riluzol’tin karaciger ve ince barsak hasarinda
antioksidan o6zelligi ile diizeltici etkisinin incelenmesi amaciyla cinsiyet farki
gozetilmeden agirliklar1 200-250 gr. arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi 50 adet
rat kullanildi. 10’ ar adet rattan olusan sham grubu, koledok ligasyon grubu, koledok
ligasyon+dimetilsiilfoksid grubu, koledok ligasyon+riluzol(ligasyon sonrasi) grubu
ve koledok ligasyon+riluzol (ikter sonrasi) grubu olmak iizere bes gruba ayrildi.
Sham grubuna sadece laparatomi yapildi. Diger gruplardaki tiim ratlara laparatomi
sonrasi1 koledok ligasyonu yapildi. Koledok ligasyon+riluzol(ligasyon sonrasi) gruba
laparatomi sonrasinda baslamak {izere 7 giin, koledok ligasyon-+riluzol(ikter sonrasi)
grubuna ise postoperatif 3. giinde ikter gelisimini takiben 5 giin siireyle 10
mg/kg/glin riluzol intraperitoneal uygulandi. 7. giiniin sonunda ratlardan Aspartat
transaminaz (AST), Alanin transaminaz (ALT), Alkalen fosfataz (ALP),
Gamaglutamil transferaz (GGT), total ve direkt bilirlibin i¢in kan 6rnekleri, glutatyon
(GSH) ve malondialdehid (MDA) i¢in karaciger doku ornekleri, histopatolojik
inceleme icin karaciger ve terminal ileum doku 6rnekleri alindi. Tedavi gruplarinda
direkt biliriibin degerlerinde anlamli azalma goriiliirken AST, ALT, ALP, GGT, total
biliriibin degerlerinde anlamli olmasa da azalma saptanmigtir. MDA degerleri tedavi
gruplarinda anlamli azalma gostermezken, GSH degerlerinde tedavi gruplarinda
anlamli olmasa da artis saptanmistir. Karaciger ve terminal ileumdaki yapisal
degisiklikler agisindan tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli diizelmeler
saptanmistir. Riluzol, biyokimyasal parametrelerde kismi diizelmelere yol agsa da
karaciger ve terminal ileumda yapisal degisikliklere olumlu etkileri géz Oniine
alindiginda tikanma sariliginin  beraberinde getirdigi komplikasyonlarda ve

mortalitede azalmaya yol acabilecegi diisiiniildi.

Anahtar Kelimeler: Tikanma ikteri, riluzol, oksidatif stres
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ABSTRACT

Demirtas, Z. The functional and histopathological effects of riluzole on the liver
and small intestine of oxidative stress induced rats due to obstructive jaundice.
Eskisehir Osmangazi University, School of Medicine, Department of General
Surgery, thesis for specialization in medicine, Eskigehir 2010. The protective effects
of riluzole, a glutamate releasing inhibitor, which has antioxidative properties, on the
liver and small intestine of obstructive jaundice induced rats. For this reason, 50
Sprague-Dawley rats of either sex, weighing 200-250 g, were used in the present
study. Rats were divided evenly into 5 groups, which were sham group, choledochus
ligation group, choledochus ligation+dimethylsulfoxide administered group,
choledochus ligation+riluzole treatment group (following ligation) and choledochus
ligation+riluzole treatment group (following inducing jaundice). In the sham group,
laparotomy was carried out without any manupulation.. In the group of choledochus
ligation+riluzole treatment group (following ligation) for 7 days after the laparotomy
and in the group of choledochus ligation+riluzole treatment group (following
inducing jaundice) starting on the postoperative 3rd day, following jaundice, for 5
days riluzole (10mg/kg/day) was administered. On the 7th day, blood samples were
obtained to study aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT),
alcalene phosphatase (ALP), gamaglutamile transferase (GGT), total and direct
bilirubine levels and liver tissue samples were collected to study glutatyon (GSH)
and malondialdehyde (MDA) levels. Both the liver and the terminal ileal tissue
samples were taken for the histopathological assessment. While there was no
difference in the levels of MDA between the groups, the levels of GSH were higher
in the treatment groups but not significantly. Histopathologically, there were
significant improvements on the structural alterations of liver and terminal ileal
tissues. Even if riluzole only partially corrects the biochemical parameters, regarding
on our observation of the improvements on the liver and terminal ileum, riluzole may
be used to correct the coexisting complications and to decrease the mortality rates in

the patients with obstructive jaundice.

Key Words: Obstructive jaundice, riluzole, oxidative stres
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1.GIRIS

Tikanma ikteri basta karaciger olmak iizere pek ¢ok organ sistemine dogrudan
etkileri olan yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden bir hastaliktir. Bu durumda
gerekebilecek safra yollar1 cerrahisi ise operasyon tekniklerinde ve tibbi tedavideki
yeni gelismelere ragmen halen yiliksek oranda postoperatif komplikasyonlarla ve
hatta mortalite ile seyreder.(1,2). Kolestatik karaciger hastaligi safra akiminin
engellenmesi sonucunda safranin karacigerde birikmesiyle karakterizedir. Obstriiktif,
inflamatuar ve genetik siiregler gibi ¢esitli patolojiler karacigerde kolestazla sonuglanir.
Sitotoksik safra asitleri karacigerde nekroz ve fibroza yol agmaktadir (3). Karaciger
fibrozunun etyopatogenezinde serbest radikallerce olusturulan oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunda artis etkili bulunmustur (4,5). Oksidatif stres ve lipid
peroksidasyon  iiriinleri  stellat  hiicrelerini uyararak kollajen  sentezini
arttirabilmektedir (6). Ayrica lipid peroksidasyonunun hiicre kiiltiiriinde kollajen gen
transkripsiyonunu stimiile ettigi ve oksidatif stresin karaciger fibrozunu stellat hiicre
aktivasyonu ile arttirdigi in vitro ve in vivo olarak ta gosterilmistir (7). Lipid
peroksidasyonunun son iirlinii olan malondialdehidin (MDA) stellat hiicreleri aktive
ettigi ve bu aktivasyonun antioksidan ajan etkisiyle bloke edildigi gosterilmistir (8).

Barsaga safra gecisinin azalmasi veya olmamasi safra ile atilan maddelerin
kanda birikmesine neden olur. Bunun sonucunda da organizmada bazi patolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Retikiiloendotelyal sistem fonksiyonlarinda
bozulma, immun sistemin baskilanmasi, intestinal mukozanin yap1 ve
fonksiyonlarinda degisiklikler, barsak duvarinda oksidatif hasar, safra tuzlarmnin
enterohepatik dolagiminin bozulmasi dolayisiyla antibakteriyel ve deterjan etkisinin
engellenmesi, bakteriyemi ve endotoksemi bunlardan baslicalaridir (9,10).

Sepsis ve ¢oklu organ yetmezligine, gastrointestinal sistemden transloke olan
bakteri ve endotoksinlerin yol a¢ti1 diisiiniilmektedir (11). Intestinal floradaki
ekolojik dengenin, intestinal mukozal biitiinliiglin ve konak¢r immiin sistemin
bozulmasi, bakteriyel translokasyon (BT) olusumunun temel mekanizmasini
olusturur. Safra asitlerinin intestinal bakteri artisin1 inhibe ettigi ; tikanma sariliginda
ise gastrointestinal sisteme safra akisinin durmasi ile BT gelistigi gosterilmistir.(12).
Serbest radikal hasarlarin1 degerlendirmede oksidan ve antioksidan parametreler

calisilarak ajanlarla elde edilen etkinliklerin iliskileri degerlendirilebilmektedir.



Serbest radikaller doku hasarinin bir gostergesi olmasi yaninda, stellat hiicrelerin
uyarimi ile de kollajen sentezini artirarak patolojik siirece aracilik ederler (13).

Sicanlarda koledok ligasyonu ile indiiklenen karaciger fibrozu, insandaki
primer veya sekonder olarak gelisen bilyer siroza uygunlugu ve ¢abuk olusmasi
sebebiyle son zamanlardaki bilimsel ¢alismalarda ilgi duyulan bir fibroz modeli
olmaktadir. (4).

Riluzol bir glutamat salinim inhibitoriidiir. Psikoterapik, antikonviilzan,
hipnotik, anestetik ve ndroprotektif etkileri oldugu gosterilmistir. Etkisini glutamat
salimimin1 ve GABA (gamaaminobutirik asit) uptake’ini inhibe ederek, voltaj bagimli
sodyum ve kalsiyum kanallarmi bloke, potasyum kanallarin1 ise aktive ederek
gosterir. Agirlikli olarak albumin ve lipoproteinler olmak {izere plazma proteinlerine
yiiksek oranda (%96) baglanir. Metabolizmasi agirlikli olarak karacigerde sitokrom
P450(CYP1A2) bagiml hidroksilasyon ve glukronidasyon ile olusur. Eliminasyon
yart omrii 9 ila 15 saattir. Yapilan ¢alismalarda glutamat antagonistlerinin sepsis,
iskemi ve travma modellerinde yararlh etkileri oldugu gosterilmistir. Riluzoliin
ratlarda olusturulan sepsis ve travma modellerinde oksidatif strese bagli olusan
organ hasarinda antioksidan olarak lipit peroksidasyonunu onleyerek yararlt etkileri
oldugu saptanmistir (14,15).

Bu tez caligmasindaki amag, deneysel tikanma sarili§i olusturulan ratlarda
riluzoliin  oksidatif stres, hepatik ve ince barsak hasar1 lizerine olan etkinliginin

histolojik ve biyokimyasal verilerle arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Karaciger Anatomi ve Histolojisi

Karaciger, 1200-1600 gr arasinda degisen agirligi ile viicudun en biiyiik organidir
ve viicut agirliginin yaklagik % 2 sini olusturmaktadir. Sag hipokondrium ve
epigastriumdan sol hipokondriuma dogru uzanim gésterir. Ust yiizii diafragma alt
yliziine uymakta, alt yiizii ise batin iist boliimiindeki organlarin iizerinde yer
almaktadir. Karaciger alt yiizii sagda duodenum, kolon, sag bobrek ve siirrenal ile;
solda 6zofagus ve mide ile komsudur. Arka yiizii v.kava inferior’a bitisik ve
diafragmaya dogrudan temas halinde bulunan bir alan disinda (area nuda) tamamen
periton ile kaplanmistir. Klasik olarak karacigerin 4 lobu vardir. Bunlar sag, sol,
kaudat ve quadrat loblardir. Fakat geleneksel olmus bu tanimlama karacigerin gercek
segmental anatomisini agiklamaktan wuzaktir. Karaciger portal triadin dallan
tarafindan kanlanan segmentlere ayrilir ve hepatik venler ile drene olur. 1957 yilinda
Couinaud tarafindan tanimlanan bu anatomik ayirimda sol ve sag loblar arasindaki
anatomik boliinme safra kesesi yataginin medial kenarindan arkada vena kavaya olan
hatt1 takip eder. Bu simiflamaya gore iic segmentli sol lob; sol medial segment
(segment IV) ve sol lateral segmentleri (segment II ve III) igerir. Sag lob portal ven
ve hepatik arterin dallarina gore dort segmente ayrilir. Anterior-inferior (segment V),
posterior-inferior (segment VI), posterior-superior (segment VII) ve anteriorsuperior
(segment VIII). Kaudat lob (segment I) arkada sag ve sol hepatik loblar arasinda ayr1
vaskiiler yapilar ile yerlesmistir. Segmentler arasinda ii¢ ana hepatik ven karacigerin
iist kisminda vena kavaya acilir(16). (Sekil 2.1-2.2)(17,18).

A hepatika kommunis, turunkus ¢6liakus’dan ¢ikar, hepatoduodenal ligament
boyunca yiikselir ve hilusta sag ve sol dallarina ayrilmadan once a. gastrika dekstra
ve a.gastroduodenalis’i verir ve daha sonra karacigere girer. Bir dakikada karacigere
gelen 1500 ml kanin % 251 a.hepatika ile % 75’ 1 ise v. porta ile gelir. V. porta i¢inde
kapak bulunmayan bir damardir. Mide, ince ve kalin barsaklar, pankreas ve dalaktan
gelen kani karacigere tasir. V.mezenterika siiperior ile v. lienalis’in birlesmesinden
olusur. V. mezenterika inferior genellikle v. lienalis’e drene olur. Karaciger
lobiillerindeki santral venlerin son ortak yollar1 hepatik venlerdir. Sol, sag ve orta
olmak iizere {i¢ ana hepatik ven vardir. Orta hepatik ven, ana lobar fissiir iizerindedir

ve sol lobun medial segmenti ile sag lobun anterior segmentinin alt kisimlarin1 drene



eder. Sol hepatik ven, sol lobun lateral segmentini, sag hepatik ven ise sag lobun

posterior segmentini ve anterior segmentinin biiyiik bir kismini drene eder.

Sag Paramediyan
Sol Paramediyan

sektor
Sag g sektor
Sag lateral anteromediyal : Sol 6n pedikiil
sektor
Sag Posterolateral Sol lateral
pedikul sektor
Sol arka pedikiil

/

Sag kesim hatt:

Sag hepatik ven e
Ana kesim hatt1
Orta hepatik ven

\ Sol kesim hatt

Sol hepatik ven

Sag karaciger Sol karaciger

Sekil 2.1. Karaciger segmenter anatomisi.

-

Sekil 2.2. Karaciger segmentleri.



Orta hepatik ven, sol ve sag hepatik ven ile birlesir ve v.kava inferior’a dokiiliir.
Yiizeyel lenfatikler lobiillerin yiizeyel kisimlarindan baglayip kapsiiliin altindan
gecerek diafragma ve karacigerin asici ligamentleri yoluyla posterior mediastene
girer. Lobiillerin derin kisimlarindan kaynaklanan lenfatikler hepatik venleri takip
ederek v. kava inferior boyunca ilerler veya portal venlerle birlikte porta hepatise
ulasarak sisterna siliye oradan da duktus torasikus’a drene olur. Karaciger medulla
spinalis’in T9-L1 segmentlerinden gelen sempatik; sag ve sol vagustan gelen
parasempatik liflerle innerve olur(17,18).

Karaciger, elastik ve kollajen dokulardan yapili kalin bir kapsiil ile ortiiliidiir.
Glisson kapsiilii adiyla bilinen bu kapsiil, tabakalar halinde siralanmis olan ve
aralarinda siniizoid adiyla bilinen karmagik bir kilcal sistemin yer aldig1 siingerimsi
hiicre kitlesini orter. Siniizoidler, i¢ yiizlerini 6rten endotelin Kupffer hiicresi adiyla
bilinen 06zel fagositlerle dosenmis olmast ve makromolekiillere karsi daha fazla
gecirgenlik gostermesi nedeniyle sistemik kilcal damarlardan ayrilir. Karaciger hiicre
tabakalar1 besin maddeleri ve metabolizma iirlinlerinin rahatga aligverisini
saglayacak sekilde siniizoidlerle iliski halindedir. Mikroskopik incelemede karaciger
parankimasi, sinirlart tam belirli olmayan lobiiller halinde goriiliir. Her lobiiliin
merkezinde karacigerden kalbe kan tasiyan karaciger disi kan akim sisteminin bir
dal1 olan santral ven yer alir. Bu santral venler giderek genisleyen sublobuler venlerle
infrahepatik venlere drene olur ve en sonunda v.kava inferior’a katilan v.hepatika’y1
olustururlar. Periferde bir¢ok lobiil arasinda yer alan bir bag dokusu toplulugu vardir.
Portal traktus veya portal triad adiyla bilinen bu doku toplulugu icinde v. porta,
a.hepatika ve safra kanalikiilleri yer alir. V.porta ve a. hepatika’nin dallar1 bir seri
boliinmeden sonra daha kii¢iik dallara ayrilarak dogrudan siniizoidlere dokiiliir. Safra
yollar1 sistemi, hiicre zarinin bir boliimiinii olusturan ince safra kanalikiilleri olarak
baslar. Safra hepatositler tarafindan bu kanalikiillere drene olur. Safra kanalikiilleri
yoluyla intralobiiler duktuslara ve daha sonrada portal traktus i¢indeki biiylik safra

kanallarina dokiiliir (19).

2.2. Safra Yollar1 Anatomi ve Histolojisi

Ekstrahepatik safra yollari, sag ve sol hepatik kanallar, ana hepatik kanal, safra kesesi,

sistik kanal ve koledogu igerir. (Sekil 2.3) (20).



Sekil 2.3. Safra yollar anatomisi. a) sag hepatik kanal b) sol hepatik kanal
c) ana hepatik kanal d) sistik kanal e) safra kesesi f) koledok

Safra kesesi, karacigerin alt yiiziinde sag ve sol loblar1 ayiran olukta
yerlesmistir. 4-14 cm. uzunlugunda (ortalama 8,5 cm.) ve 3 cm. genisligindedir.
Ortalama kapasitesi 30-50 mililitredir. Fundusu ve goévdenin 2/3’i peritonla
cevrelenmistir ve goriilebilir. Safra kesesi boyun kisminin konfigiirasyonuna gore
varyasyonlar gosterebilir. Boyun kism1 uzunsa , safra kesesi tiibiiler bir yapidadir.
Boyun kismi kisa ve genisse, sakkiiler veya sferik sekildedir. Karaciger yatagindaki
yerlesimine gore 3’e ayrilabilir:

I-Safra kesesi karaciger yataginda s1g yerlesimlidir ve 3/4°1i periton ile ortiliidiir.
II- Safra kesesi karaciger yataginda derin yerlesimlidir ve 1/3’1i periton ile ortiiliidir.
III- Pendilous safra kesesi:Kese tamamen periton ile ortiiliidiir.

Safra kesesi degisik varyasyonlarda olabilir. Retroperitoneal, transvers,
suprahepatik yerlesimli olmasi, ‘vesica divisa’ denen ¢ift safra kesesi, aksesuar safra
kesesi, Rokitansky-Aschoff Siniis’ii  denilen psddodivertikiilim, genislemis
intramural uzanti seklinde olan ‘Luschka’ kanali, safra kesesi ve sistik kanalin
konjenital yoklugu bunlar arasinda sayilabilir.

Sistik kanal, 3-5 cm. uzunlugunda, 2,4-4 mm. genisligindedir. Pars spiralis
denilen baglangi¢c kismi dar, mukoza kivrintis1 gibidir. Sonraki kisim siniizoid egim
olarak tanimlanir ve ana hepatik kanalla birleserek ana safra kanalini olusturur.

Insanlarn % 75’inde sistik kanal, sag lateralden, duodenum ile hepatik hilusun



arasinda, safra kanalinin orta segmentinde, dorsal veya ventralden, 40° ac1 ile agilir.
Sistik kanalin ana hepatik kanali 6nden veya arkadan caprazlayarak soldan giris
yapmasi anormal varyasyonlardir. Ana hepatik kanal 6,5 cm. uzunlugunda ve 6,5
mm. genisligindedir. Sag ve sol hepatik kanallarin porta hepatitse birlesmesiyle
olusur.

Sistik kanal ile ana hepatik kanal birleserek ana safra kanalini (koledok)
olusturur. Ana safra kanali, 6-8 cm. uzunlugunda, ortalama 7,6 mm. genisligindedir.
Cap yagla artarak 11 mm.ye kadar ¢ikabilir. 4 segmente ayrilir(Sekil 2.4):

1- Supraduodenal segment: 2-5 cm. uzunlugundadir.
2- Retroduodenal segment: 1-3,5 cm. uzunlugundadir.
3- Intrapankreatik veya retropankreatik segment: 1-2,5 cm. uzunlugundadar.

4- Intramural veya intraduodenal segment: 6-22 mm. uzunlugundadir.

Sufrakeses Saf ve sol hepatik knnnlor
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Sekil 2.4. Karaciger dis1 safra yollar1 ve koledok kanalinin dort boliimii.

Ana safra kanali, pankreas basma 5-7 mm’lik genisce bir liimen seklinde
acilir. Bu kismin genisligi yasla artarak (13 mm’ye kadar ¢ikar) sakkuler dilatasyon
gosterir. Kanalin ¢apindaki ani diisme sonucu (2,9-4,4 mm’e) koledok sfinkteri
olusur. Duodenuma gecisi saglayan dar liimenli kisim isthmus veya pars

preampullaris olarak adlandirilir. Burada safra ve pankreas kanali ince bir mukozal



septumla ayrilir. Hepatopankreatik ampulladan gegen safra kanali duodenumun 2.
kismindaki papiller ostiuma agilir. Sistik arter, sag hepatik arterden ayrilir ve safra
kesesini besler. Karaciger, ana hepatik kanal ve sistik kanalin sinirladigi Callot’un
sistik ticgeni i¢inde bulunur. Karaciger dis1 safra yollarinin vendz drenaj1 v. porta’ya
olmaktadir. Safra yollar1 sisteminin inervasyonu karacigerinki gibidir. Vagusun
uyarilmasi safra kesesinin kasilmasina, sempatik uyari ise gevsemesine sebep olur
.Sempatik sinirler i¢indeki afferent lifler, safra koligi agrisini iletir(21).

Safra kanallar1 silendirik epitel ile ortiiliidiir ve mukus glandlar1 ihtiva eder.
Safra kesesi duvart silendirik epitelden olusan mukoza, muskiiler tabaka, subseroza
ve serozadan olusmustur. Mukus glandlar1 sadece safra kesesinin boyun kisminda

bulunur (19).

2.3. Safra Fizyolojisi

Karaciger hiicrelerinde yapilan safra, ekstrahepatik safra yollar1 ile safra kesesine
gelir ve burada konsantrasyonu arttirilarak gerektiginde barsaga verilir. Safra
kanalikiillerine salgilanan safra, konjuge safra asidi tuzlari, safra pigmentleri, kolesterol,
lesitin, inorganik elektrolitler, az miktarda yag asidi ve protein, su ve karaciger
metabolizmasinin ¢esitli {riinlerinin sudaki eriyigidir. Safra tuzlar1 karacigerde
kolesterolden sentez edilir. Ana safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asit,
glisin ve taurin ile konjuge edilerek suda eriyik hale getirilebilir.

Deoksikolik asit ve litokolik asit ise kolik asit ve kenodeoksikolik asitten barsak
bakterileri tarafindan olusturulur. Litokolik asit suda erimez ve diski ile atilir. Diger safra
tuzlar1 emilerek tekrar safraya katilir. Safra tuzlarinin barsaklarda iki ana goérevi vardir.
flk olarak besinlerdeki yag partikiilleri iizerinde deterjan etkisi yaparlar. Partikiillerin
ylizey gerilimlerini azaltarak, kiiciik yag damlaciklarina pargalanmasina ve karigsmasina
yardim ederler. Ikinci olarak ise, yag asitleri, monogliserid, kolesterol ve diger lipidlerin
intestinal kanalda emilmelerine yardim ederler.

Karaciger tarafindan siirekli salgilanan safra, safra kesesinde depo edilerek
gerektiginde duodenuma akitilir. Giinliik toplam safra sekresyonu 700-1400 ml. , safra
kesesinin normal hacmi ise 30-60 mililitre kadardir. Bununla birlikte 12 saatlik safra
salgis1 safra kesesinde depo edilebilir. Safra kesesinin bosalmasi igin iki temel kosul
gereklidir.

1- Safranin koledoktan duodenuma akabilmesi i¢in Oddi sfinkterinin gevsemesi.



2- Safra kesesinin kasilarak safranin koledok kanalina itilmesi.

Yemeklerden, 6zellikle de yag igerigi yiiksek bir yemekten sonra ince barsagin ilk
boliimlerinden kolesistokinin denilen bir hormon salinir. Kolesistokinin safra kesesinde
kontraksiyonlara neden olur, safra kesesinin kasilmasi tizerine Oddi sfinkteri inhibe olur,
duodenumda besin bulunmasi1 peristaltik dalgalarin siddetini arttirir. Bu  Oddi
sfinkterinde anlik gevsemeye neden olur ve safranin barsaga akmasi saglanir.

Safranin normal salinma basinci 120-250 mmH2O arasindadir. Bu basing safra
akiminin hareketini saglar. 300 mmH?2O iizerindeki safra yollar1 basincinda karacigerden
safra salinim1 inhibe olur. Safra kanallarindaki basincin yiikselmesi safra karisimini da
etkiler. Basing yiikseldikge en basta kolesterol olmak {izere safra tuzlanyla,
fosfolipidlerin karacigerden salgisi azalir ve rolatif olarak safranin litojenik o6zelligi
azalir. Safra yollarinda akimin olmasi igin extrahepatik safra yollar1 basincinin
intrahepatik safra yollar1 basincindan diisiik olmasi gereklidir ve bu basing normalde

100-150 mmH20"dur (9,21).

2.4. Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubinin {iretiminin en Onemli kaynagi eritrosit katabolizmasidir. Bu
tretimin %80-85'1 retikuloendotelyal sistemdeki (RES) kirmizi kan hiicrelerinin
yikimiyla olur. Dolagimdaki eritrositlerin ortalama 6miirleri 100-120 giindiir. Bu siire
sonunda eritrositler retikuloendotelyal sistemde mononiikleer fagositer hiicreler
tarafindan yikilirlar. Bu yikim sirasinda globin, hemoglobinden hidroliz yoluyla
ayrilir ve bilirubin yapiminda kullanilan ‘hem’ ortaya ¢ikar. Bilirubin iiretiminde
kullanilan hem’in % 15-20 ‘lik kism1 da kemik iliginde gelisim asamasinda eritrosit
yikimi (inefektif eritropoez) ve karacigerde hem igeren nonhemoglobin protein
yapida olan myoglobin ve sitokromlarin yikilmasiyla elde edilmektedir. Hem
katabolizmas1  mikrozomal okside edici sistemde devam eder. Hem,
retikuloendotelyal sistemde hem oksijenaz ile biliverdine, biliverdin de biliverdin
reduktaz ile bilirubine doniisiir (Sekil 2.5) (22).

Erigkin bir insanda ortalama kan hacmi 5000 ml ve ortalama hemoglobin
konsantrasyonu % 15'dir. Matur eritrositlerin her giin % 1'1 yikilmaktadir ve 7.5 gr
hemoglobin aciga ¢ikmaktadir. 1 gr hemoglobinden 34 mg bilirubin olusmaktadir.
Bu nedenle giinliik bilirubin yapimi 250-300 mg' dir. Sitozolde biliverdin rediiktaz
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ile olusan indirekt (konjuge olmamais) bilirubin, yagda ¢oziinebilir formdadir ve suda
coziinemez. Bu nedenle indirekt bilirubin plazmada albumine bagli olarak tasinir.
Indirekt bilirubin ile albumin arasinda olan bag reversibl ve kovalent olmayan bag

seklindedir ve bu baglanma dokular1 bilirubinin potansiyel toksik etkilerinden korur.
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Sekil 2.5. Bilirubin olusumu.

Bilirubin albumin kompleksi karacigerin sinuzoidal dolasimina portal ve
hepatik arteryal sistemlerle ulasir. Karacigerin sinuzoidal dolasimia alinan
bilirubinin hepatik metabolizmasi {i¢ asamada gerceklesir (23):

1. Hepatosit i¢ine alinma
2. Konjugasyon
3. Safraya atilim

Indirekt bilirubin albuminden hepatositlerin plazma membraninda ayrilir.
Bilirubinin hepatositlere giris sekli net olarak bilinmemekle birlikte bu siirecin
protein Y ve Z'min de icinde bulunduklar1 bir tasiyici sistemle gergeklestigi
diistiniilmektedir. Hepatosit stoplazmasina tasiyici proteinlerle aktarilan unkonjuge
bilirubin, hiicre i¢inde, ligandine baglanarak, diiz endoplazmik retikuluma taginir.
Burada ilk basamakta UDP-glukuronil transferaz, bilirubini glukronik asitle konjuge
ederek suda ¢oziiniir form olan bilirubin monoglukuronid (%15) ve diglukuronide
(%85) katalizler (24). Daha sonra ayni enzim ya da plazma membran

transglukronidazi olusan bilirubin monoglukuronidi bilirubin diglukuronide ¢evirir.
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Hem bilirubin monoglukuronid (% 15) hem de bilirubin diglukuronid (%85) safra
kanallarina tagmarak safra yoluyla atilirlar. Bdylece safra, aktif transportla safra
yollarina, safra kesesine ve buradan da duodenuma suda ¢oziinebilir direk formda
(konjuge bilirubin) ulagir. Safranin eksresyon asamasi bilirubin metabolizmasinda
hiz sinirlayict basamak olarak adlandirilir (24).

Bilirubin metabolizmasinin 6nemli bir boélimii de ince barsaklarda
gerceklesir. Distal ince barsaklarda ve kolonda bulunan bakteriler, direk bilirubini
tirobilinojen olarak isimlendirilen bir dizi bilesige doniistiiriirler. Bu islem sirasinda
olusan ara irlinler mezobilirubinojen ve sterkobilirubinojendir. Bu renksiz iiriinler
daha sonra sterkobiline doniistiiriiliirler. Digkiya 6zel rengini veren bilesik
sterkobilindir. Urobilinojenin az bir kismi (% 10-15) terminal ileumdan ve kolondan
geri emilerek bobrekten atilir. Idrarda artmis miktarda iirobilinojen olmasi bilirubin
liretiminin arttigin, idrarda {iirobilinojen olmamast da biliyer obstruksiyonun
gbstergesi olabilir. Urobilinojen, sterkobiline doniisemediginde akolik gaita olusur
(21,22).

Indirekt bilirubin plazmada albumine bagli olarak tasinir ve bu nedenle
bobreklerden atilamaz; ancak direkt bilirubin suda ¢oziinebilir oldugundan
glomeriillerden filtre olur ve bobreklerden atilir. Direkt bilirubinin seviyesi arttikca
renal bilirubin atilimi 220 mg/giin'e ulasir. Karacigerde safra pigment yapimi 250
mg/giin oldugundan plazma bilirubin konsantrasyonunun 30 mg/dl'den daha fazla
olmasi beklenmez.

Normal bilirubin metabolizmas1 su basamaklarla 6zetlenebilir;
A)Uretim
B)Hepatosit tarafindan tutulum
C)Konjugasyon
D)Safra yollarina eksresyon
E)Gastrointestinal sisteme atilim

Bu asamalardan herhangi birisindeki defekt sarilikla sonuglanacaktir.



Hiperbiliriibinemi nedenleri:
I-Non-konjuge (indirekt) Hiperbiliriibinemi:
A-Agsiri biliriibin yapimi

1-Hemolitik anemiler

2-Biiyiik internal hemorajilerden kanin resorpsiyonu
3-Inefektif eritropoez

B-Azalmis hepatik alim

1-ilaglar (Rifampin, kontrast maddeler)

2-Muhtemel bazi Gilbert sendromu vakalari
C-Biliriibin konjugasyonunda bozulma

1-Gilbert sendromu

2-Crigler-Najjar sendromu I ve II

3-Yenidoganin fizyolojik sarilig1

4-Diffiiz hepatoselliiler hastalik (siroz,hepatit)
II-Konjuge (direkt) hiperbiliriibinemi (kolestatik sarilik)

A-Biliriibinin intrahepatik atiliminda azalma

1-Dubin-Johnson sendromu

2-Rotor sendromu

3-Ilaglar (oral kontraseptifler)

4-Hepatoselliiler hastalik (viral hepatitler)

5-Primer bilyer siroz

6-Sklerozan kolanjit

7-Sepsis

B-Extrahepatik bilyer tikanma

1-Safra taglar

2-Pankreas basi, extrahepatik safra kanallar1 ve ampulla vateri tm.
3-Safra yolu darliklar (safra yolu operasyonlari, sklerozan kolanjit)

4-Extrahepatik bilyer atrezi (25).

12
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Sekil 2.6. Bilirubin olusumu, metabolizmas1 ve atilma yolu.

2.5. Tikanma Sarihig:

Sarilik safra yollar1 ve karaciger hastaliklarinda en sik karsilasilan bulgulardan
birisidir ve serum bilirubin seviyesinin yiikselmesine bagli olarak deri, mukoza ve
skleralarin sar1 renk almas1 durumudur. Uzun siireli safra yolu tikanikliginda safranin
intestinal sisteme salinamamasi, sistemik toksik etkileri olan safra tuzlan ve
biliriibinin birikmesine yol agarak sistemik ve hepatik fonksiyonlarda birtakim
degisiklikler meydana getirir (26).

Normal serum bilirubin seviyesi 0.2-1.0mg/dl'dir. Serum bilirubin seviyesi 2.5
mg/dl lizerine ¢iktiginda, sarilik klinik olarak belirgin hale gelir. Skleral elastinin
bilirubine yiiksek oranda baglanma kapasitesi nedeni ile klinikte sariligin ilk belirgin
hale geldigi yer skleralardir (27,28).

Ekstrahepatik kolestaz veya biliyer obstruksiyona bagli olusan sariliga, cerrahi
sarthik veya tikanma sariligi denir. Safra akisinin hepatosit membranindan, safra
kanalinin duodenuma giris yerine dek herhangi bir yerde tikanmasidir. En 6nemli

belirtisi sariliktir.
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2.6. Kolestaza Bagh Konjuge Hiperbilirubinemi Nedenleri

* Hepatit sarihigl, hastaligin baslangicinda indirek bilirubinin, safra kanalikullerinin
tikanmasi sonrasinda direkt bilirubinin artmasiyla karakterizedir. Total bilirubinin %
65’1ni direkt, %35 ini indirekt bilirubin olusturur.

* Kolestatik sarihk, safra kanalikullerinden ve safra kanallarindan atilim
bozukluguna bagli olarak ortaya c¢ikar. Sik olarak hiperbilirubinemi ile birlikte
hiperlipidemi de vardir.

* Safra taslarina bagh tikanma sarihgi, artip azalan hiperbilirubinemi ile
karakterizedir. %10 mg’a kadar yiikselen hiperbilirubinemi olabilir.

* Tiimore bagh sarilik, siirekli artan hiperbilirubinemi ile karakterizedir. Genellikle

%20 mg’dan yiiksek hiperbilirubinemi saptanir.
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Sekil 2.7. Sarilik olusum mekanizmalari.

2.7. Tikanma Sariiginda Karaciger, Safra Yollar1 Ve Ince Barsaklardaki
Degisiklikler

Tikanma sariliginda safra kanallarinda biriken bilirubin, safra tuzlar ve
kolesterol, hepatik fonksiyonlar1 bozan lokal etkiler yaparken, genis sistemik etkiler
de yapar. Sarilikli hastada artmis hepatik disfonksiyon, renal hasar, kardiyovaskuler
hasar, kanama, enfeksiyon, yara komplikasyonlari, cerrahiden sonra 6liim riski gibi

sorunlar vardir.(29).
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Normal safra yollar1 basinct 5-10 cm H20’dur. Tikanma ikterinde olusan
obstruksiyonda biliyer basing 30 cm H2O’ya kadar ulasabilir. Tikanma sariliginda
safra yollarindaki basing artisiyla birlikte, safra kanalikuliinde dilatasyon ve
mikrovilluslarda dejenerasyon goriiliir. Karacigerde safra pigmenti c¢oker ve
kolesterol ve safra tuzu birikimine bagli olarak safra kanali epiteli bozulur. Epitelin
firgamsi kenar1 deforme olur veya tamamen yok olur. Sonugta kanalikuler motiliteyi
de kapsayan hiicre fonksiyonu bozulur. Biliyer obstruksiyonda ayrica hepatositlerin
sekresyon ve metabolik fonksiyonlar1 bozulur. Buna bagli olarak ilk 48 saatte fokal
nekroz olusur.

Uzun siiren tikanma sariliginda safra kanalikiillerinde proliferasyon goriiliir.
Safra yollarindaki kolestaza bagli intrahepatik ve ekstrahepatik dilatasyon, safra
kanali ¢evresinde PMNL (Polimorfoniikleer 16kosit) infiltrasyonuna neden olur ve
kan akimindaki bakteriyel translokasyon olasiligini artirir. Bu inflamatuvar siire¢
fibrozis ile sonlanir. Biliyer basing 20 cm H20O ‘yu gectigi zaman hepatik safra
ekresyonu da bozulur. Artan safra asitleri mitokondriyal sitokrom p450 enzim
sistemini inhibe eder. Sonugta karacigerde oksidatif metabolizma azalir.

Tikanma sarilifi uzadik¢a hepatositte atrofi ve fibrozis artar. Karaciger
makroskopik olarak sari-yesil renkte, sismis ve yuvarlak bir sekildedir. Safra
birikimine bagli olarak portal bolgelerde fokal nekroz gelisir. Sonugta tikanma
ikterine bagli sekonder biliyer siroz gelisebilir (30,31,32).

Yapilan deneysel ¢alismalar safra yolu tikanmasini takiben retikiiloendotelyal
sistemin fonksiyonunun bozuldugunu gostermistir (33,34). Biliyer obstruksiyonda
portal kan akimindaki artisa ragmen total karaciger kan akimi azalir. Bu azalma
RES’de ortaya ¢ikan fonksiyon degisikliklerinden sorumlu tutulmaktadir.
Retikiiloendotelyal sistem, doku makrofajlar1 olarak tanimlanir. Baslica karaciger,
dalak, akciger ve kemik iliginde bulunurlar. Bakteri, endotoksin, immun kompleks
ve hiicre debrisleri gibi partikiiler materyallerin temizlenmesinden sorumludurlar
(35). RES’de kupffer hiicreleri, doku makrofajlari dominant hiicre tipleridir.
Dolasimdaki infeksiyoz ajanlar, hasarli kan hiicreleri, endotoksinler Kupffer
hiicreleri tarafindan temizlenir. Ancak tikanma ikterinde Kupffer hiicre
fonksiyonunda belirgin azalma oldugu gosterilmistir (36). Deneysel tikanma ikteri

olusturulan ratlarda goriilen yama tarzi karaciger nekrozunun nedeni bu Kupffer
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hiicre harabiyeti olabilir (37). Karacigerdeki Kupffer hiicreleri retikiiloendotelyal
sistem aktivitesinin %80-90’indan sorumludur. RES fonksiyonu obstiiktif sarilik,
travma, cerrahi ve sepsis gibi durumlarda deprese olur. RES fonksiyonunun
bozulmasi barsaktan endotoksin absorbsiyonunun artmasi ile sonuglanir (38).
Tikanma sariligi olan hastalarda morbidite ve mortaliteden sorumlu olan
endotoksemi baslica 2 ana faktoér sonucu olugsmaktadir. Bunlardan birincisi, barsak
bariyer fonksiyonunda bozukluk, bunun sonucu bakteri ve toksinlerinin portal
dolasima gec¢meleri; ikincisi de mononiikleer fagositik fonksiyonda bozukluktur
(39,40). Endotoksin absorbsiyonundaki artisin incebarsakta safra tuzlarinin yoklugu
ile de iligkili oldugu ileri siiriilmistir (41). Safra tuzlarinin luminal akimi
antibakteriyel etki ve endotoksinler lizerinde direkt deterjan etkisine sahiptir (42).
Deneysel ve klinik caligmalarda sarilikli hayvan ve insanlarda oral safra tuzlar
verilmesinin endotoksin absorbsiyonunu azaltarak postoperatif renal yetmezlikten
korudugu gosterilmistir (43,44). Intraluminal safra akiminin olmamasi barsakta
degisikliklere ve mukozal hasara yol agmaktadir. Safranin farkli komponentlerinin,
safra asitleri, IgA, fosfolipidler ve bilirubinin ayri ayr1 rolii vardir. Yapilan
calismalarda enterositlerin bakterilerce invazyonuna karsi safranin inhibitor etkisi
oldugu gosterilmistir. Sekretuar IgA eksternal viicut sivilarindaki predominant
immiinglobin’dir. IgA selektif olarak safra icine verilir (45). Tikanma sarili§1 olan
hastalarda endotokseminin nedenlerinden biri de bu fonksiyonun bozulmasidir.
Tikanma sarilig1 ve sirozda intestinal mukozada yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
olmaktadir. Bunlarin sonucunda bakterilere ve makromolekiillere kars1 permeabilite
artar. Aynca safra yolu tikaniklig1 olan hastalarda kan-safra bariyeri bozulmustur. Bu
da safrada gram(-) bakterisi olan hastalarda endotoksemiye neden olabilmektedir.
Barsak duvarindaki oksidatif hasar, sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve
nitrik oksit (NO) gibi {iriinlerin artis1 intestinal motilite bozukluguna neden olur.
Ayrica incebarsak transit zamaninda gecikme gibi, barsagin motor fonksiyonunda
bozulma da bakteriyel asir1 ¢ogalmaya neden olur. Tikanma sariliginda ve sirozda
immun savunma mekanizmasi bozuktur ve bakteriyel translokasyonda bariz artis
goriiliir. Bunun sonucunda da enterik bakteriler ve onlarin endotoksin gibi iiriinleri

kana geger (46).
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Sonug olarak kolestazli hastalarda:
-Retikiiloendotelyal sistem fonksiyonlar1 bozulmakta
-Bakteriyemi ve endotoksemi gelismekte
-Intestinal mukozanin yap1 ve fonksiyonunda degisiklikler olmakta
-Serum opsonin aktivitesi ve bakteriyostatik kapasitede azalma olmakta
-Barsak duvarinda oksidatif hasar olugsmakta
-Safra tuzlarinin luminal akim1 engellenmekte
-Immiin sistemin fonksiyonlar1 bozulmaktadir.
Biitlin bunlarin sonucunda da safra kanali tikaniklig1 olan hastalarda barsak bariyeri

bozularak bakteriyel translokasyon meydana gelmektedir.

2.8. Tikanma Sarihig1 Ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, stellat hiicre aktivasyonu ile kollajen sentezini arttirarak
karaciger fibrozu gelisiminde etkili olmaktadir. Oksidatif stres, serbest radikallerin
artmasi veya antioksidan defans mekanizmalarinin zayiflamasi ile olugsabilmektedir.
Serbest radikaller hepatobiliyer hastaliklarin énemli bir kisminin patogenezinde rol
almaktadir (47).

Serbest radikaller, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran ve
bu yilizden de oldukga reaktif kimyasal pargalardir. Solunan oksijen canlilarda hayati
idame ettirmekle birlikte, aliman miktarin % 5’nin serbest oksijen radikallerine
donlisimii  sonucu, antioksidan defans zayifligit durumlarinda zararh da
olabilmektedir. Tek bir elektronun oksijene ilave olmasiyla siiperoksit anyon radikal
olugsmaktadir. Bu radikal wviicutta siliperoksit dismutaz ile hidrojen peroksite
dontstiirilmektedir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde yiiksek
konsantrasyonlarda 6liimciil olabilir ve daha da 6nemlisi en toksik oksijen radikali
olan hidroksil (OH) radikaline doniisebilir. Lipid peroksidasyonu serbest oksijen
radikalleri tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir. Bu kimyasal olay organizmada olusan
kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki doymamis yag asiti zincirindeki o-
metilen gruplarindaki hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir.
Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali

oldugu ve bununla birlikte lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili
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radikalin hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikal etkisiyle yag
asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklastirilmasi yag asidi zincirinin radikal
niteligi kazanmasma neden olur. Lipid peroksidasyonunun zar lipid yapisindaki
degisiklikler nedeniyle zar islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler
ve diger hiicre bilesenlerinin iizerine etkisi, son iirlinler olan aldehidlerin sitotoksik
etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden oldugu diistiniilmektedir.
Malondialdehid (MDA), oksidatif stress sonucu gelisen lipidlerin peroksidasyon

hasarmin son iiriinii olarak lipid hasarlar1 gdstergesi olarak kullanilmaktadir (48,49).

2.9. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin lipidler iizerinde meydana getirdigi en Onemli olay
lipidlerin radikal aracilig1 ile peroksidasyonudur. Poliansature yag asitlerinin serbest
radikaller ile oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin etkisiyle
membran yapisindaki poliansature yag asit zincirindeki alfa-metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu
radikalin stiperoksit ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipid
peroksidasyonu, reaktif oksijen metabolitleri ile yag asitlerinin etkilesmesi sonucu
baslar. Yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi sonucu zincir
radikal niteligini kazanir. Bunun sonucunda olusan radikal alkil radikalidir.
Bagslangi¢ (initiation) agsamasi: Alkil radikali dayaniksiz bir tiirevdir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Ozellikle molekiil ici ¢ift bag aktarilmasi ile dien konjugatlar1 ve
daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesimi sonucunda lipid peroksi
radikali olusur. Lipid peroksi radikali zar yapisindaki diger poliansature yag asitlerini
etkileyerek hidroperoksit ve yeni bir alkil radikali olusturur.
Yayilma (propagation) asamasi: Peroksidasyon bu asamada kendi kendini
katalizleyerek siirer.
Sonlanma (termination) asamasi: Lipid peroksidasyonu; iki radikalin birleserek

radikal olmayan bir bilesik olusturmasi ile sonlanabilir.
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2.10. Malondialdehit (MDA)

Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
malondialdehid (MDA) olusur. Yag asidi peroksidasyonu MDA' in asil kaynagini
olusturmakla birlikte hemoglobin (Hb) ve miyoglobinin H202 ile etkilesmesi ile de
olusum gerceklesebilir (50). Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin
kaybina, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi
gecirgenligin  artisina ve  sonugta hiicrenin  hasarima ve hiicre igeriginin
serbestlesmesine neden olur. Peroksidasyon sonucu olusan MDA membran
bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina neden olur. Bu durum
hiicre yiizeyinin durumunu, enzim aktivitesini ve iyon transportunu etkileyebilir.
MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii oldugundan lipid peroksidasyonunu ve

serbest oksijen radikal olusumunu MDA 'y1 6l¢erek izlemek miimkiindiir (51).

2.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta oksidan ve antioksidan savunma sistemleri bir denge halinde
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidasyon lehine donmesi ile oksidatif hasar olusabilir.
Serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirmak i¢in organizmada bulunan sistemler
antioksidan sistemler olarak adlandirilir. Antioksidan sistemler primer, sekonder ve
tersiyer olarak 3 gruptur.

Primer antioksidan sistemler, serbest radikal olusumunu engelleyerek etkili
olan sistemlerdir. Serbest radikalleri biyolojik 6nemi olan daha zararli molekiillere
doniismeden etkisiz hale getirirler. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz, ferritin ve seruloplazmin gibi enzimler bu grupta yer alir.

Vitamin E ve C, P-karoten, iirik asit, bilirubin ve albumin sekonder
antioksidanlardandir. Bunlar serbest oksijen radikallerini yakalayarak olusabilecek
zincir reaksiyonlarini engellerler (52,53).

Tersiyer antioksidanlar etkilerini serbest radikallerin neden oldugu
biyomolekiiler hasar1 onararak gosterirler. DNA onarim enzimleri (Glikozilaz,
endoniikleaz,  ekzoniikleaz) ve  metiyonin  siilfoksit rediiktaz  tersiyer
antioksidanlardir. Antioksidan savunmanin en Onemli elemanlar1 siiperoksit ve
hidrojen peroksidi (H202) temizleyen siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleridir. SOD molekiil agirligi 32000 dalton olan
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mitokondri ve stoplazmada bulunan ve siiperoksitin hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalize eden bakir ve ¢inko igeren bir metalloenzimdir. Siiperoksit
radikallerin daha toksik substratlar olusturmasi SOD tarafindan 6nlenir. Olusan H202
katalaz ve glutatyon peroksidazla suya dontstiiriiliir. Katalaz dokularda ¢ok yaygin
olarak bulunan ve yiiksek seviyelerdeki hidrojen peroksidi (H202) metabolize eden
bir enzimdir (54).

Glutatyon (GSH), glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan intraselliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir antioksidan ve indirgeyici
olan GSH hiicreyi ekzojen ve endojen oksidazlarin zararli etkilerinden korur. GSH
viicutta bulunan ana antioksidan maddedir. Glutatyon sentezi, gama-glutamilsistein
sentetaz ve GSH sentetaz adl1 enzimlerin katildig1 2 basamaktan olusur. 11k reaksiyon
hiz kisitlayict basamaktir ve aktif olarak GSH tarafindan inhibe edilir. Ikinci
basamak GSH ile inhibe olmaz. Glutatyon peroksidaz (Gpx), glutatyonu kullanarak
diisiik seviyedeki H202 gibi serbest radikalleri indirger (55). Gpx GSH’yi
indirgeyerek reaksiyonlar1 katalizler ve GSSH ve H20 olusur. Iskemi reperfuzyon
hasarinda da hiicre i¢i glutatyon diizeyi ne kadar yliksekse hiicre hasar1 o kadar diisiik
olmaktadir (56). Glutatyonun indirgeyici rolii, 6zellikle eritrositlerin yiiksek okside
edici ortamlarinda 6nemlidir. GSH'n siilfidril grubu oksijen transportu sirasinda
olusan peroksitleri azaltmada yararlidir. Glutatyon indirgenmis glutatyon (GSH) ve
okside glutatyon (GSSG) olarak iki sekilde bulunur. GSH zararli oksi radikaller
tarafindan kullanildig1 zaman bu feedback inhibisyon kaybolur. En yiiksek oranda
karacigerde bulunur. Okside olmus E ve C vitamininin tekrar yapilandirilmasinda
gorevlidir. GSSG/GSH oran1 oksidatif stresin onemli bir gostergesidir. Oksidatif

streste bu oran artar.(57).

2.12. Transaminazlar

Transaminazlar, bir amino grubunun, alfa-amino asitin, alfa keto aside
transferini katalize eden bir grup enzim toplulugudur. Bunlar mitokondrial
enzimlerdir. Transaminazlarin bulundugu dokular akut bir yaralanma veya
par¢alanmaya ugrarlarsa bu enzimler sistemik dolasima katilirlar ve bu durumlarda
serum aktivitelerinde artma goriiliir. Transaminazlarin iki onemli tipi klinikte

kullanilmaktadir. Bunlar, serum aspartat amino transferaz (AST) ve serum alanin
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amino transferazdir. (ALT). Bu enzimlerin degerleri Karmen iinitesi olarak
Ol¢iilmektedir. Enzimlerin normal degerleri 0-40 arasinda olmalidir. Bu enzimler
biitiin viicut dokularinda bulunur kalp, karaciger ve iskelet kasinda daha fazla vardir.
Karacigerde daha cok ALT bulunmaktadir. Bu enzimler normal popiilasyonun %2-6
oraninda yiiksek degerlere cikabilmektedir. Yapilan bir ¢ok deneysel c¢aligmada
serum enzim diizeyleri yliksekligi ile karaciger yaralanmasi arasinda parelellik
saptanmistir. Akut karaciger hasarinda serum enzim diizeyleri ¢ok yiiksek degerlere
kadar ¢ikabilmektedir. Bilinmesi gereken diger onemli bir indeks de ALT-AST
oranidir. Bu oranin ikiden yiikksek olmasi hepatoselliiler disfonksiyonu
yansitmaktadir. Akut karaciger yaralanmasinin olmadigi kronik karaciger
hastaliklarinda ise, 6rnegin siroz olgularinda bu enzimler normalin 1-1,5 misli
ylikselebilmektedir. Tikanma ve kolestatik sariliklarda da ALT ve AST 200-300
tiniteye kadar c¢ikmaktadir. Enzim diizeylerinin ¢ok yiiksek olmasi ile prognoz
arasinda bir iliski saptanmamuigtir. Fulminan hepatitlerde karacigerde ¢ok fazla hiicre
kayb1 olmasina ragmen enzimler ¢ok yiiksek degildir, fakat prognoz ¢ok kotiidiir. Bu
olgularda enzimlerin yiikselmesine neden olacak parankim hiicresi kalmamistir. Akut
viral hepatitte ALT, AST den, akut alkolik hepatitlerde ise AST, ALT den daha
yiiksektir (9).

Gama Glutamil Transpeptidaz(GGT): Bu enzim karaciger hastaliklarinda oldukga
spesifik ve duyarli bir enzimdir. Hepatobiliyer fonksiyon bozuklugunu cok iyi
yansitmaktadir. Gama glutamil transpeptidaz karaciger ve bobrekte yiiksek
konsantrasyonda ~ bulunur.  Hepatoseliller = hasarlanmalarda, safra  yolu
malignensilerinde, kolanjit olgularinda GGT diizeyleri yliksek seyreder (9).

Alkalen Fosfataz(ALP): Bu enzim organizmada bircok dokuda, 6zellikle kemik,
barsak, karciger, plasenta ve bobrekte bulunur. Normal popiilasyonda %2-5 arasinda
alkalen fosfataz yiiksek bulunabilir. Yaglilarda bu oran %20 ye kadar
cikabilmektedir. Alkalen fosfataz bir enzim degil izoenzim toplulugudur. Normal
serumda bulunan alkalen fosfataz karaciger kaynaklidir. Kemik ve barsak
fraksiyonunun artmasi bu dokularda yapimin arttigim1 gostermektedir. Kolestatik
sariliklarda, hepatoselliiler yetmezlik olgularindan daha da yiiksek diizeylere
ulagabilmektedir. Primer karaciger tiimdrlerinde de malign potansiyeli olan hiicreler

alkalen fosfataz sentez edebilirler. Fizyolojik kosullarda da alkalen fosfataz
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yiikselebilmektedir. Gelisme cagindaki ¢ocuklarda, bu enzim aktivitesi artar ve
pliberteden sonra normale doner. Plasental izoenzim aktivitesi de hamilelik
doéneminde yiikselir. Izole alkalen fosfataz yiiksekligi olan olgularda gama glutamil
transpeptidaz normal diizeylerde ise alkalen fosfatazin kaynaginin kesin saptanmasi
icin 5’°- niikleotidaza bakilmasi gereklidir (9).

Kolestazda ozetle;

Biyokimyasal degerlerde, serum total bilirubini artar, total bilirubin diizeyi 3 mg/dL
izerine ¢iktig1 zaman klinik olarak ikter belirir. Total bilirubinin %60’dan fazlasini
direkt bilirubin olusturur. Malign tikanikliklarda bilirubin progresif olarak artar.
Serum transaminazlar1 aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz
(ALT) normalin 2-3 kati artarken, alkalen fosfataz (ALP) normalin 10 kat1 artar.
Uzamis ekstrahepatik tikanmalarda ALP’nin normal olmasi nadirdir. Gama Glutamil

transpeptidaz bunlara paralel olarak normalin 2-4 kat1 artis gosterir(58).

2.13. Dimetil Siilfoksid (DMSQO)

Suda ¢oziinemeyen bir ¢ok ilag igin baska coziiciilere gereksinim vardir.
Yapisal ozelliklerinden dolay1 dimetilsiilfoksid (DMSO) bir ¢ok kimyasal maddenin
¢oziiciisii olarak kullanilan bir ajandir. Farmakolojik ¢alismalarda DMSO ile ilgili
olarak, membran transportu ve bag dokusu {iizerine etkileri, inflamasyon, diger
ilaglarin etkisini arttirma veya azaltma yoniindeki etkileri bildirilmistir.(59). Riluzol
etken madde olarak solid halde bulunmaktadir. Deneysel caligmalarda kullaniminda

DMSO igerisinde ¢oziilerek kullanilmaktadir.

2.14. Riluzole

Riluzol voltaj bagimli Na+ kanallarin1 bloke ederek glutamat saliverilmesini
inhibe eden ndron koruyucu bir ajandir (60,61). Riluzol glutamaterjik néronlarda
presinaptik olarak glutamat salinimini inhibe etmesinin yanisira  striatal
sinaptozomlarda GABA geri-alinimini inhibe eder (62,63). Glutamat saliverilmesini
inhibe ettigi ve néron koruyucu etkisi oldugu i¢in, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)
hastaliginda goriilen motor ndron hasarmin ilerlemesini azaltmaktadir (64). ALS
tedavisi i¢in 1996’da FDA tarafindan kullanimi onaylanmis ilk ve tek ilagtir.
Ulkemizde de yaklasik 10 yildir kullanilmaktadir. Daha énce yapilmis calismalarda
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riluzoliin myorelaksan, psikotropik, antikonviilsan, sedatif, hipnotik, anestezik,
hipotermik, global iskemi modellerinde iskemik hasara kars1 koruyucu ve anoksi ya
da ekzitotoksik hasara karsi néron koruyucu etkileri gosterilmistir (65). Siganlarda
olusturulan beyin travmasi modellerinde lezyonlarin yani sira ndrolojik motor ve
kognitif bozuklugu diizeltmektedir (66).

Oral verilen riluzoliin absorbsiyonu olduk¢a iyidir (yaklasik %90). Riluzoliin
mutlak biyoyaralanimi ortalama %60’dir. 12 saatte bir uygulandiginda 25-100 mg
arasi dozlarda lineer farmakokinetik 6zellik gosterir. Yagh besinler emilimini azaltir.
Dolayistyla a¢ karnina alinmasi gerekir. Tekrarlayan dozlarda ortalama yar1 dmrii 12
saattir. Plazma proteinlerine, 6zellikle albumin ve lipoproteine yiiksek oranda (%96)

baglanir.

Y/ NH»

Sekil 2.8. Riluzol’iin (2-amino-6-(trifluoromethoxy) benzothiazole) kimyasal yapisi.

Riluzoliin 6 ana metaboliti vardir. Bunlardan bazilar1 da aktiftir. Daha fazla
oranda karacigerde sitokrom P-450 enzimlerinden CYP1A2 araciligiyla N-
hidroksilasyona ugrar ve glukronidasyon ile metabolize olur. Bunun disinda
CYP2D6, CYP 2C19, CYP3A4 ve CYP2EI1 enzimleri de riluzol metabolizmasinda
gorev almaktadir.

Tek sefer 150 mg dozda uygulanan 14C-riluzol radyoaktivitesinin %901
idrarda, %35°1 diskida 7 glinden fazla siireyle gozlenmistir. Glukronitler idrardaki
metabolitlerinin %85’ini olusturur. Yalnizca %2’si idrarla degismeden atilir.

Fare ve sicanlar i¢in kullanilan deneysel dozlar1 1-15 mg/kg arasinda degisir.
15 mg/kg’n iizerindeki dozlarda dogrulma refleksinin kaybolmasimna yol acar;
anestezik etki gosterir. 4 mg/kg ip doz i¢in Emax 40 dakikadir. Etkisi yaklasik 3 saat
devam eder (62).
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Riluzoliin baslica etki mekanizmasi glutamaterjik impuls asirimint bloke
etmesidir. Riluzol sinir hiicrelerinde hem bazal, hem de ndronal aktivasyon sonucu
olusan glutamik asit salimiminm1 da presinaptik etkiyle ve yine pertussis toksine
duyarli bir mekanizmayla inhibe eder (63). Bunun yanisira striatal sinaptozomlarda
GABA geri almimim inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica farelerin beyin dokusunda
amino asitlerle uyarilan nérotransmiter salinimini da inhibe ettigi ileri siiriilmektedir
(67). Noron koruyucu etkide glutamat salinimimin azaltilmasinin yanisira voltaja
bagimli iyon kanallarinin modiilasyonu da énemli rol oynadig1 ileri siiriilmektedir
(68). Riluzoliin, sican serebellar graniiler hiicre kiiltiiriinde postsinaptik olarak
glutamat ve NMDA reseptorlerinin uyarilmasina bagli olarak olusan Ca2+
mobilizasyonunu yiiksek dozlarda G proteinlerini inaktive eden pertussis toksine
duyarl bir mekanizmayla bloke ettigi gosterilmistir (69).

Riluzol glutamatin saliverilmesini 6nlemektedir. Ancak Urenjak ve ark.
Riluzoliin fizyolojik durumdaki glutamatin vezikiiler eksitozunu degil, enerji
deplesyonunda Na+ ve Ca+ kanallar1 aktive olmasiyla goriilen glutamatin sitozolik
efluksunu inhibe ettigi one siirmiiglerdir (70). Na+ ve Ca+ kanallarinm1 bloke eden
ilaclarin global serebral iskemi ve diger modellerde ndron hasarmi azalttigi
gosterilmigstir. Ayrica K+ kanallarinin aktivasyonu ve Cl- kanallarinin blokajinin da
bu etkilerine aracilik ettigi one siiriilmektedir (71).

Riluzol hasar tehdidi durumlarinda hiicrenin direncini artirarak gosterdigi
ndron koruyucu etkilerin yanisira, onarim mekanizmalarim1 da devreye sokarak
rejenerasyonu artirmaktadir (72). Farkli travma modellerinde ilk yarim saat i¢inde
uygulanan riluzoliin beyin 6demini ve lezyon olusumunu azalttig1 gosterilmistir (73).
Riluzoliin eksitoksisiteye bagli olarak ortaya c¢ikan oksidan hasar1 6nlemesinin
yanisira in vitro bir calismada da kortikal néron hiicre kiiltiiriinde glutamat
antagonistlerinin varliginda FeCl3 ile olusturulan nonekzitotoksik oksidatif hasari
dogrudan onledigi gosterilmistir (74). Bir baska caligmada da riluzoliin sicanlarda
MPP (metil fenil piridinyum) ile olusturulan parkinson modelinde indirekt olarak
ATP tiiketimini ve Fe-III ile olusan lipid peroksidasyonunu azalttigi, dopaminerjik
ndronlart oksidan hasara karsi korudugu gosterilmistir (75). Noneksitotoksik oksidan

hasardaki koruyucu etkilerinde PLA2 inhibisyonu ile arasidonik asit ve
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metabolitlerinin olusumunu azaltmasinin yanisira, etkin bir PKC inhibisyonu
yapmasinin da rolii oldugu gosterilmistir (14,76).

Tiim bu bilgiler dogrultusunda c¢alismamizda tikanma ikteri olusturulan
ratlarda gelisen oksidatif hasarda, antioksidan ve néron koruyucu etkili bir ilag olan
riluzoliin oksidan hasar ve karaciger ve ince barsak morfolojisi tizerindeki olasi

koruyucu etkilerinin arastiritlmasi amag¢lanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Deney Hayvanlari

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 16.06.2009 tarih ve 115 sayili onayi
alinarak, ESOGU Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) laboratuarinda
yapilmistir.

Calismada, agirliklar1 200-250 gr. arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi 50
adet rat kullanildi. Deney hayvanlar1 standart laboratuar kosullarinda, rat yemi ve

cesme suyuyla beslendiler. Cinsiyet farki gozetilmedi.

3.2. Calisma Gruplan

Deney hayvanlari randomize olarak;

1-Sham Opere Kontrol grubu ( Grup SK)) (n:10)
2-Koledok Ligasyonu grubu (Grup KL) (n:10)
3-Koledok Ligasyonu + DMSO grubu ( Grup KL+DMSO) (n:10)
4- Koledok Ligasyonu + Riluzol (Ligasyon sonrasi) grubu(Grup KL+RLS ) (n:10)
5-Koledok Ligasyonu + Riluzol (ikter sonrasi) grubu(Grup KL+RIS ) (n:10)

olmak tizere 5 gruba ayrildi.

3.2.1. Cerrahi Prosediir ve Tedavi

Tiim ratlara 8 saatlik aclik sonrasinda, subkutan olarak 50 mg/kg Sodyum
Pentotal (Pental Sodyum, I.E Ulagay, Tiirkiye) anestezisi verildi. Anestezinin
ardindan ratlar supin pozisyonda yatirilarak %10’luk povidon iodin (Isosol, Merkez
Lab, Tiirkiye) ile bolge temizligi yapilarak geleneksel asepsi ve antisepsi kurallarina
uyuldu (Sekil 3.1). Orta hat insizyon ile laparotomi yapildi. Karaciger loblar1 ve
duodenum arasinda koledok bulunarak diseke edildi ve ortaya konuldu (Sekil 3.2-
3.3). Ardindan koledogun proksimalinden ve distalinden olmak tizere 4/0 ipek
stitiirlerle koledok bagland: ligate edildi ve bdylece eksrahepatik kolestaz saglandi
(Sekil 3.4-3.5). Karin duvart ve cilt 3/0 ipek siitiirler kullanilarak ayri tabakalar
halinde kapatildr (Sekil 3.6). Islem sonunda denek gruplar1 ayr1 kafeslere konuldular.
Boylece sicanlarda karacigerde sekonder bilyer darlik koledok ligasyonu ile

olusturularak karaciger ve ince barsak patolojik degisiklikleri indiiklenmis oldu.



Sekil 3.1. Rat’in Hazirlanmasi.

Sekil 3.2. Koledok hazirlanmasi ve ortaya konulmasi.
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Sekil 3.4. Koledok baglanmasi ve ligasyonu.
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Sekil 3.5. Extrahepatik kolestaz.

Sekil 3.6. Karin duvari kapatilmasi.

Ratlar randomize olarak 5 esit gruba ayrildi.

1.Grup SK : Sham Grubu laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya konup batin
kapatildi ve bunu takiben hayvanlara 7 giin siire ile standart yem ve su verildi.

2.Grup KL : Kontrol Grubu laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya konup 4/0
ipek ile baglanan hayvanlara operasyon sonrasindaki 7 giin siire ile standart yem ve su

verildi.
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3.Grup KL+DMSO: Riluzol ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’ nun deneye
etkisini ortaya koymak amaciyla laparatomi sonrasi koledok 4/0 ipekle baglanan
ratlara baglama sonrasi baslamak {izere intraperitoneal 7 giin siireyle 10 mg/kg/giin
DMSO, standart yem ve su verildi.

4.Grup KL+RLS : Laparatomi sonrasi koledok 4/0 ipekle baglandi. Baglama
sonras1 baglamak iizere intraperitoneal 7 giin siireyle 10 mg/kg/giin dozunda
Riluzol(Sigma Chemical), standart yem ve su verildi.

5.GrupKL+RIS: Laparatomi sonras1 koledok 4/0 ipekle baglandi. Postoperatif
3.giin ikter gelisimi gozlendi. Ikter gelisimi sonras1 baglamak iizere intraperitoneal 5
giin stireyle 10 mg/kg/glin dozunda Riluzol(Sigma Chemical), standart yem ve su
verildi.

Gruplara gore islemler tamamlandiktan sonra ratlar ayr1 kafeslere konularak,
postoperatif 12 saat sonra oral beslenmeye alindilar. Standart rat yemi ve ¢esme
suyuyla beslendiler.

Tiim ratlara postoperatif 7’nci gilinde yine tarif edilen anestezi metodu altinda
relaparatomi yapilarak kardiak ponksiyon ile kan ornekleri, karaciger ve terminal

ileumdan doku 6rnekleri alindi.

3.3. Biyokimyasal Inceleme

Biyokimyasal degerlendirmeler Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Ana Bilim Dalinda yapildi. Kan 6rnekleri silikonlu tiiplere alindi. 5
dakika 6500 devirde santrifiij sonras1 serumlar ayrildi. Orneklerden; AST, ALT,
ALP, GGT, Total Bilirubin, Direkt Bilirubin diizeyleri ticari Kkitlerle c¢alisildi.
Biyokimyasal parametreler ¢alisildiktan sonra plazma, GSH ve MDA daha sonra

calisilmak iizere -20 °C'de saklandi. MDA ve GSH ticari kitlerle ¢alisildi.

3.3.1. Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi

Alinan karaciger numuneleri homojenize oluncaya kadar buz igerisinde
tutuldu. Dokular serum fizyolojik i¢inde homojenize edildi, sonrasinda 4,000 g’de 15
dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlar bu ¢alismada kullanildi. Tiim bu
prosediirler deney boyunca 4°C’de gerceklestirildi. Siipernatantlarin protein

seviyeleri Lowry’s methodu ile ¢alisildi. Siipernatantlarin malondialdehit (MDA)
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seviyeleri (nmol/mg) olgiildii. MDA seviyeleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde
metoduyla 6l¢iildii. Numuneler oda 1sisinda 1 saatligine balik yagi ve ksantin-oksidaz
ile muamele edildikten sonra, MDA seviyeleri belirlendi. GSH seviyeleri de aym
metod ile belirlendi. Bu 6l¢iimlerde dokunun nmol/g birimi kullanild.

MDA 6l¢iimii amaciyla karaciger dokular1 TCA(trikloroasetik asit) ile (% 10
v/v) olacak sekilde homojenize edilerek, santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar
% 0,067 TBA (tiobarbitiirik asit) ile kaynatildi. Olgiimler spektrofotometrede 532 nm
dalga boyunda okutuldu. Sonug¢lar nmol/g doku olarak ifade edildi (77). Glutatyon
Olclimii amaciyla karaciger dokular1 TCA (trikloraasetik asit) ile (% 10 v/v) olacak
sekilde homojenize edilerek, santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarin iizerine
Na2HpO4 ¢ozeltisi ile ditiyobis nitro benzoik asit iceren Elman ayiraci eklendi ve
412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol GSH/ g
doku olarak ifade edildi (78).

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik analizler, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana
Bilim Dalinda yapildi. Karacigerden ve ince barsagin terminal ileum kismindan
alman doku ornekleri %10’luk tamponlanmis formalinde 3 saat fikse edildi. Alkol;
ksilen ve parafin islemlerinden sonra bloklandi. Bloklardan 4 mikronluk kesitler
alinarak Hematoksilen-Eozin boyasi ile boyandi. Preparatlar Olympus BX50 151k
mikroskobunda 10X ve 40X biiyilitme ile degerlendirildi. Mikroskoba bagli olan
Nikon Eclipse 80 i marka fotograf makinasi ile fotograflandi.

Karacigerde portal alan ekspansiyonu, portal inflamasyon, duktular
proliferasyon, fokal duktular kolestaz ile on portal alandaki duktus sayisi
degerlendirildi. Benzer sekilde terminal ileumda, lamina propriada inflamasyon
varlig1 ve inflamatuar hiicre tipi, intraepitelyal lenfosit infiltrasyonu, tam kat duvar
kalinligi, mukoza  kalinhigt  ve  villus-kript  oranlar1  degerlendirildi.
Karacigerdeki yapisal degisikliklerden, duktuler proliferasyon degerlendirilirken
yok: 0, skor 1(portal alanda sinirli olarak hafif dereceli duktular proliferasyon): 1,
skor 2 (porta-portal kopriiler olusmus duktular proliferasyon): 2, portal inflamasyon
derecesi hafif, orta, siddetli olarak derecelendirildi. Portal alandaki duktus sayisi
Olympus BX50 151k mikroskobunda 40X biiyiitmede on portal alandaki duktuslar

sayilarak hesaplandi.
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Ince barsaktaki yapisal degisikliklerden, tam kat duvar kalinligi, mukoza
kalinlig1, villus uzunlugu ve kript uzunlugu Nikon Eclipse 80 i marka mikroskopta
10 luk biiyiitmede mikronmetre olarak o6lgiildii. Buna gore villus — kript oranlari
hesaplandi. Lamina propriada mononiikleer hiicre, eozinofil ve notrofil artis1 hafif,
orta, siddetli olarak skorlandi. Villuslarda intraepitelyal lenfosit sayisi ise Olympus
BX50 151k mikroskobunda 40X biiylitmede yiiz enterosit alaninda lenfositler

sayilarak hesaplandi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel ~degerlendirmeler, Osmangazi Universitesi Tip fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi. Verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde
Calismada SPSS13.0 ve Sigma Stat 3.1 paket programlar kullanilmistir. MDA, GSH,
ALP, AST, ALT, Total Biliriibin, Direkt Biliriibin diizeyleri i¢in tek yonlii varyans
analizi (One-way ANOVA) uygulanmis olup, bu testin ¢oklu karsilagtirmalarinda ise
Tukey HDS metodundan yararlanilmistir. Histopatolojik bulgular i¢in skor
degerlerinden olusan on parametremizin degerlendirilmesinde niceliksel verilerin
karsilagtirlmasinda normal dagilim gosteren parametrelerin  gruplar arasi
karsilagtirmalarinda Oneway Anova testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde
Tukey HDS testi kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastiriimasinda ise Ki-Kare testi
kullanildi. Sonuglar % 95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Sonuclar
Tablo 4.1. Serum AST Degerleri (U/L).
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Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 155.90£11.59 95 222
KL 720.70£112.80 280 1194
KL+DMSO 717.00+103.28 334 1278
KL+RLS 695.60+£103.60 371 1230
KL+RIS 952.10+£147.55 391 1929
1000
800 OsK
600 1 1 BKL
400 OKL+DMSO
200 I I OKL+RLS
0 B KL+RIS

SK KL KL+DMSO KL+RLS KL+RIiS

Sekil 4.1. AST diizeyleri.

AST diizeyleri acgisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu AST diizeyi KL
grubu ve KL+DMSO gruplarindan diisiik bulundu(p>0.05). KL+RIS grubu AST
diizeyi tim gruplardan yiiksek bulunmasina karsin gruplar arasinda istatistiksel

acidan anlamli fark saptanmadi(p>0.05).

Tablo 4.2. Serum ALT Degerleri (U/L).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 51.00+2.86 38 66
KL 163.90+£24.71 87 332
KL+DMSO 164.50+19.98 62 246
KL+RLS 143.40+24.80 61 304
KL+RIS 148.504+20.96 38 277
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200

OsK

@KL
OKL+DMSO
50 OKL+RLS
BKL+RIS

150

100

SK KL KL+DMSO  KL+RLS KL+RIiS

Sekil 4.2. ALT Diizeyleri.
ALT diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu ALT diizeyi SK
grubundan yiiksek (p<0.001), KL, KL+DMSO, KL+RIS gruplarindan diisiik izlendi.
Istatistiksel olarak farklilik saptanmadi(p>0.05).

Tablo 4.3. Serum ALP Degerleri (U/L).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 262.70+13.68 192 335
KL 755.60+32.45 544 878
KL+DMSO 837.60+67.47 602 1228
KL+RLS 629.00+60.06 412 950
KL+RIS 661.80+73.75 363 1197
900,
8001
7001
6001 osK
500 BKL
400+ OKL+DMSO
3001 OKL+RLS
200¢ BKL+RIS
1007
0 . .
SK KL KL+DMSO KL+RLS KL+RIiS

Sekil 4.3. ALP diizeyleri.

ALP diizeyleri acisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu ve KL+RIS grubu
ALP diizeyi SK grubundan yiiksek (p<0.001), kontrol gruplarindan diisiik
bulunmustur (p<0.001). KL+RLS grubu ile KL+RIS grubu arasinda istatistiksel
acidan anlamli fark saptanmadi (p>0.05).



Tablo 4.4. Serum GGT Degerleri (U/L).
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Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 6.7+£1.02 1 11
KL 40.60+6.12 19 74
KL+DMSO 44.70+9.97 16 100
KL+RLS 19.20+4.44 10 42
KL+RIS 37.10+4.21 10 50
45;
40
35;
301 osK
25; BKL
20 OKL+DMSO
15 OKL+RLS
101 BKL+RIiS
5y
0+
sK KL KL+DMSO KL+RLS  KL+RIiS

Sekil 4.4. GGT diizeyleri.
GGT diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu GGT diizeyi SK

grubundan yiiksek (p<0.001), KL ve KL+DMSO gruplarindan anlamli derecede
diisik saptand1 (p<0.03). KL+RIS grubu GGT diizeyi KL+SF ve KL+DMSO

gruplarindan diisiik izlendi ancak bu gruplarla arasinda istatistiksel a¢idan anlamli

fark saptanmadi(p>0.05).

Tablo 4.5. Serum Total Biliriibin Degerleri (mg/dL).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 0.092+0.006 0.04 0.10
KL 12.90+1.15 6.44 17.34
KL+DMSO 11.99+1.78 3.26 20.22
KL+RLS 9.73£1.98 2.7 14.35
KL+RIS 10.56+1.05 2.87 17.74
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14,

12

101 osK
8 BKL
6. OKL+DMSO
4l OKL+RLS
N BKL+RIS
0+

SK KL KL+DMSO KL+RLS KL+RiS

Sekil 4.5. Total Biliriibin diizeyleri.
Total Biliriibin diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu ve
KL+RIS grubu total biliriibin diizeyi SK grubundan yiiksek (p<0.001) , KL ve
KL+DMSO gruplarindan diisiik izlendi. Isatatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi

(p>0.05).

Tablo 4.6. Serum Direkt Biliriibin Degerleri (mg/dL).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 0.072+0.06 0.01 0.64
KL 10.15+0.89 5.14 13.39
KL+DMSO 9.44+1.55 2.58 16.95
KL+RLS 5.59+0.75 2.35 8.38
KL+RIiS 7.36+1.80 2.71 16.62
12;
101
. OSsK
BKL
61 OKL+DMSO
44 OKL+RLS
2] BKL+RIiS
0.4
SK KL KL+DMSO  KL+RLS KL+RiS

Sekil 4.6. Direkt Biliriibin diizeyleri.

Direkt Biliriibin diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; SK grubu direkt
biliriibin diizeyi diger gruplardan diisiik (p<0.001 ), KL+RLS grubu ve KL+RIS
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grubu direkt biliriibin diizeyi KL, KL+DMSO grubundan diisiik izlendi(p<0.05).
KL+RLS grubu ile KL+RIS grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
saptanmadi (p>0.05). Bulgular, KL+RLS grubu ile KL ve KL+DMSO gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001).

4.2. Oksidatif Stres Parametreleri
Tablo 4.7. Karaciger MDA Degerleri (nmol/g doku).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 1.73+0.14 1.17 2.41
KL 1.68+0.14 0.84 2.33
KL+DMSO 2.00+0.15 1.57 2.88
KL+RLS 2.59+0.25 1.48 3.57
KL+RIS 2.61+0.10 2.01 3.00
3
2,51
). osK
BKL
157 OKL+DMSO
11 OKL+RLS
0,5+ BKL+RIS
° SK KL  KL+DMSO KL+RLS  KL+RiS

Sekil 4.7. Karaciger MDA diizeyleri.
MDA diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu ve KL+RIS
grubu MDA diizeyi diger guplardan yiiksek saptand1 (p<0.05). KL+RLS ve KL+RIS

gruplar1 arasinda ve diger gruplar ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.8. Karaciger GSH Degerleri (nmol/g doku).

Grup Ortalamaz Minimum Maksimum
Standart Sapma
SK 21.09+1.61 11.46 28.11
KL 18.62+2.02 12.94 29.81
KL+DMSO 20.29+1.64 13.23 27.99
KL+RLS 21.79+1.79 14.22 29.12
KL+RIS 21.29+1.36 14.38 26.82
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22- —

214
osK

—

201 BKL

191 OKL+DMSO
OKL+RLS

1841 BKL+RIS

17 7 7 . : .

SK KL KL+DMSO KL+RLS KL+RIiS

Sekil 4.8. Karaciger GSH diizeyleri.
GSH diizeyleri acisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu GSH diizeyi diger
gruplardan yiiksek izlendi. Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p>0.05).

4.3. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Deney gruplarina yapilan otopsilerde karaciger dokularinda SK grubunda
normal makroskopik goriinlim mevcut olup diger gruplarda karaciger frajil, yer yer
gri yesil renk degisim alanlari ve koledok dilate goriiniimde izlenmistir. Ince

barsaklarda SK grubu diginda diger gruplarda hafif dilate goriinimde gozlenmistir.

4.3.1. Karaciger Histopatoloji Sonuclari

Karacigerden yapilan Orneklemelerden elde edilen kesitlerin histopatolojik
olarak incelenmesi sonucunda portal alan ekspansiyonu ag¢isindan bakildiginda grup
SK disindaki kontrol gruplar1 olan KL ve KL+DMSO gruplarinda belirgin sekilde
ekspansiyon izlenmistir. Tedavi gruplari olan KL+RLS ve KL+RIS ¢ de portal alan
ekspansiyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmistiir (p<0.05). Grup
KLA+RLS ile grup KL+RIS Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p>0.05).

Duktular proliferasyon incelendiginde tedavi grubunda kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli azalma mevcut iken (p<0.05), grup KL+RLS ile grup

KL+RIS arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 9).
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Tablo 4.9. Duktular proliferasyon skorlama sonugclari.

Grup 0 1 2 Toplam
SK 10 0 0 10
KL 0 5 5 10
KL+DMSO 0 2 8 10
KL+RLS 0 8 2 10
KL+RIS 0 8 2 10

Kontrol ve tedavi gruplarindan higbirinde fokal duktular kolestaz tespit
edilmemistir. Portal inflamasyon incelendiginde, grup SK’ da tabloya portal
inflamatuar infiltratta lenfosit, ndtrofil ve plazma hiicrelerinin hakim oldugu, KL ve
KL+DMSO, KL+RLS, KL+RIS gruplarinda ise inflamasyona eozinofil ve
histiositlerin eklendigi gériilmiistiir. Inflamasyonu olusturan hiicre tipleri agisindan
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilk saptanmamistir
(p>0.05). Tedavi gruplari olan KL+RLS ve KL+RIS’ de ise eozinofil ve
histiositlerde istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmiistiir (p<0.05). Inflamasyon
derecesi agisindan degerlendirildiginde bu bulgulara paralel olarak tedavi gruplarinda
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma gorilmiistiir (p<0.05).
Tedavi gruplarinin kendi aralarindaki karsilastirmalarinda ise portal inflamasyonu
olusturan hiicre tipleri ile inflamasyon derecesi agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmamigtir (p>0.05). On portal alandaki duktus sayis1 incelendiginde tiim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p<<0.05). Duktus sayis1
grup KL’ de en fazla iken grup SK disinda grup KL+RIS de en az sayida
gdzlenmistir. Grup KL+RLS ile grup KL+RIS arasinda ise on portal alandaki duktus
say1s1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 10).

Tablo 4.10. Gruplarda 10 portal alandaki duktus sayilari.

Grup N Ortalama Standart Sapma
SK 10 24.70 4.08
KL 10 176.70 12.33
KL+DMSO 10 133.30 12.07
KL+RLS 10 106.00 13.88
KL+RIS 10 89.40 13.00
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180
160
140 —
1201 osK
1004 B KL
80- OKL+DMSO
60+ OKL+RLS
401 BKL+RIS
20+
0

SK KL KL+DMSO KL+RLS KL+RiS

Sekil 4.9. Gruplarda 10 portal alandaki duktus sayisal diizeyleri.

4.3.2. ince Barsak Histopatoloji Sonuclar

Terminal ileumdan hazirlanan kesitlerin  histopatolojik  incelenmesi
sonucunda, tam kat duvar kalinligi ve mukoza kalinliklar1 agisindan bakildiginda
grup KL+RIS’ de tam kat duvar kalnhiginin istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig1 goriilmiistiir (p<0.05), diger gruplarin kendi aralarindaki karsilastirmalarinda
ise istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0.05). Mukoza kalinliklar1 agisindan
bakildiginda ise, tedavi gruplar1 olan KL+RLS ve KL+RIS’ de grup KL ve grup
KL+DMSQO’ya gore mukoza kalmliginda artis gdzlenmis ve grup SK’ya yakin
degerler gorilmiis olup, gruplar arasinda istatistiksel anlamda farklilik

saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 11).

Tablo 4.11. Terminal ileum tam kat duvar kalmhigt ve mukoza

kalinliklari(mikronmetre).

Grup Tam Kat Duvar Kalinlig1 Mukoza Kalinlig1
Ortalama SS Ortalama SS
SK 759.82 113.78 497.70 77.30
KL 733.27 96.43 464.42 54.88
KL+DMSO 702.42 37.59 456.86 71.98
KL+RLS 705.78 58.20 473.45 43.21
KL+RIS 647.93 68.18 475.65 51.74
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Sekil 4.10. Karaciger kesitlerinin histolojik goriintimleri. a)Grup SK, b)Grup KL,
¢)Grup KL+DMSO, d)Grup KL+RLS, ¢)Grup KL+RIS. ( HE x 100)
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Terminal ileum kesitlerinde villuslarin kript uzunluguna oranina bakildiginda;
KL ve KL+DMSO gruplarinda grup SK’ya gore istatistiksel olarak anlamli azalma
goriilmiistiir (p<0.05). Tedavi gruplar1 olan KL+RLS ve KL+RIS’ de kontrol
gruplarina gore villus-kript oranlarinda artis goriilmiistiir (p<0.05). Tedavi
gruplarmin = kendi  aralarindaki  karsilastirmada ve  kontrol  gruplariyla
karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05)

(Tablo12).

Tablo 4.12. Villus / Kript Oranlari.

Grup N Ortalama SS
SK 10 1.69 0.387
KL 10 1.12 0.330
KL+DMSO 10 1.13 0.218
KL+RLS 10 1.38 0.171
KL+RIS 10 1.21 0.353

Lamina propriadaki inflamatuar hiicrelerin tiplerine goére ( mononiikleer
hiicre, eozinofilik PMNL, noétrofilik PMNL) artis acisindan degerlendirildiginde,
hafif, orta, siddetli olarak belirlenen diizeyler acisindan; tiim gruplarda hafif diizeyde
mononiikleer hiicre artis1 ve seyrek olarak nétrofilik PMNL  goriilmiistiir (p>0.05).
Bu acidan yapilan karsilastirmada gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliik  goriilmemistir  (p>0.05).  Eozinofilik PMNL artis1  agisindan
karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir (p<0.05). KL grubuna gére KL+DMSO, KL+RLS ve KL+RIS gruplar:
arasinda eozinofilik PMNL artis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli azalma
goriilmiistlir (p<0.05). Tedavi gruplariin aralarindaki karsilastirmada ise istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05)(Tablo 13).




Tablo 4.13. Gruplarda lamina propriadaki eozinofilik PMNL artisi.
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Lamina
Propriada SK KL KL+DMSO | KL+RLS KL+RIS
Eozinofil
Hafif 10 0 6 9 9
Orta 0 9 4 1 1
Siddetli 0 1 0 0 0

Villuslarda intraepitelyal lenfosit sayist agisindan bakildiginda tedavi gruplari

olan KL+RLS ve KL+RIS gruplarinda kontrol gruplarmna gore istatistiksel olarak

anlamli azalma goriiliirken (p<0.05), tedavi gruplarinin aralarindaki karsilastirmada

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0.05) (Tablo 14).

Tablo 14. Villuslarda intraepitelyal lenfosit sayisi.

Grup N Ortalama SS
SK 10 % 38 0.102
KL 10 % 39 0.075
KL+DMSO 10 % 32 0.058
KL+RLS 10 % 22 0.042
KL+RIS 10 % 24 0.046
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Sekil 4.11. Terminal ileum kesitlerinin histolojik goriintimleri. a)Grup SK, b)Grup
KL, ¢)Grup KL+DMSO, d)Grup KL+RLS, ¢)Grup KL+RIS. (HEx 100)
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S.TARTISMA

Kolestaz, ekstrahepatik ya da intrahepatik biliyer basincin artmasi ve safra
tuzlarimin karaciger icinde birikimi ile karakterize patofizyolojik bir durumdur. Safra
tuzlar1 deterjan etkisi gostererek hiicre Oliimiine, oksidatif hasara, glutatyon
diizeylerinin diismesine ve lipit peroksidasyonuna, patolojik olarak ise safra duktus
hiicreleri proliferasyonuna, portal traktiis degisikliklerine ve uzun siirede peri duktal
bag dokusu artis1 ve fibrozisin gelisimi ile sonuglanan bir tabloya neden olur (79).
Safra yolu tikanmalarinda artmis biliyer basing ve safra stazi karacigerde ¢esitli
histopatolojik degisikliklere neden olur. Kolestazda Ozetle, serum total biliriibini
artar, total bilirlibin degeri 3 mg/L’nin iizerine ¢iktig1 zaman klinik olarak ikter
ortaya cikar. Total biliriibinin % 60’dan fazlasin1 direkt biliriibin meydana getirir.
Bununla beraber serum transaminazlari olan AST ve ALT degerleri normalin 2-3 kati
artarken, ALP degerleri normalin 10 kati artar. Uzamis extrahepatik tikanmalarda
ALP’nin normal olmasi nadirdir. GGT ise buna paralel olarak normalin 2-4 kat1 artis
gosterir (80). Karacigerin yani sira, renal sistem, kardiovaskuler sistem, koagulasyon
kaskadi, immunolojik sistem ve solunum sistemi gibi pek ¢ok organ sisteminde
harabiyete yol acan, yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden 6nemli bir hastaliktir
(81,82).

Kolestatik karaciger hastalig1 hepatotoksik maddelerin birikimi, mitokondriyal
disfonksiyon ve karaciger antioksidan savunma sisteminin bozulmasiyla
karakterizedir (27). Tikanma ikterinde ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerine veya
antioksidan sistemlerin yetersiz kalmasina bagli olarak hepatotoksisite goriiliir.
Tikanma ikterinde ortaya ¢ikan endotoksemi de direk yolla doku hasarina ve serbest
oksijen radikallerinin artmasina neden olmaktadir (28).

Normal hiicre fizyolojisinin siirdiiriilmesi sirasinda meydana gelen bazi
reaksiyonlarda ortaya c¢ikan serbest oksijen radikalleri, sistemik pek cok hastalik
patofizyolojisinde dnemli rol oynayan molekiillerdir. Halen ¢esitli organ sistemleri
tizerinde olusturduklar1 etkiler arastirllmaktadir. Normal sartlarda bazal seviyede
olusan serbest radikaller, antioksidan savunma sistemleri ile ortadan
kaldirilabilmektedirler. Ancak tikanma ikteri gibi serbest oksijen radikali olusumunu
artirdigt bilinen bir hastalik durumunda antioksidan savunma sistemleri yetersiz

kalmaktadir (30). Serbest oksijen radikallerinin hiicrede olusturdugu temel hasarlar,
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protein denaturasyonu, DNA baz ciftlerinde mutasyonlar ve lipit peroksidasyonudur.
Tiim bunlarin sonucu olarak hiicre i¢i enerji olusum basamaklarinda aksamalar
olmakta, hiicre membran stabilitesi bozulmakta ve hiicre olusumu ger¢eklesmektedir
(83). Tikanma ikterinde dokuda artan serbest oksijen radikalleri hiicre membraninda
bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipit
peroksidasyonu sonucu MDA (malondialdehit) olusur. MDA olusumu lipit
peroksidasyonunun onemli bir gostergesidir. Tikanma ikterinde karacigerde
MDA nin arttig1 deneysel caligmalarla gosterilmistir (84).

Yapilan calismalarda tikanma sariliginda karaciger dokusunda ve dolasimda
redukte (indirgenmis) glutatyon’un (GSH) azaldig1 gosterilmistir. GSH hiicre i¢inde
serbest oksijen radikallerini azaltan 6nemli bir antioksidan maddedir. Tikanma
ikterinde glutatyon okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Dokuda okside glutatyon
konsantrasyonu artarken GSH oran1 azalmaktadir. Dolayisiyla karacigerde
GSH/GSSG oraninda diisme olur. Bu oran tikanma ikterinde oksidatif stresin 6nemli
gostergelerindendir.(56).

Riluzoliin baslica etki mekanizmasi glutamaterjik impuls asirimini bloke
etmesidir. Riluzol sinir hiicrelerinde hem bazal, hem de ndronal aktivasyon sonucu
olusan glutamik asit salinimin1 da presinaptik etkiyle ve yine pertussis toksine
duyarl bir mekanizmayla inhibe eder. Riluzol voltaj bagimli Na+ kanallarin1 bloke
ederek glutamat saliverilmesini inhibe eden néron koruyucu bir ajandir. Riluzol hasar
tehdidi durumlarinda hiicrenin direncini artirarak gosterdigi néron koruyucu etkilerin
yanisira, onarim mekanizmalarini da devreye sokarak rejenerasyonu artirmaktadir
(85). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda riluzoliin oksidan hasara kars1 koruyucu etkileri
oldugu gosterilmistir (74, 75, 86). Calismamizda kullandigimiz riluzoliin kolestatik
sariliktaki hasar lizerine etkisini arastiran ¢alisma mevcut degildir. Deneysel tikanma
ikterinde olusturulan obstruktif sarilik modeli ratlarda ortak safra kanalinin
bulunmasini takiben, 1/3 orta kisimdan koledok ligasyonunu i¢cermektedir. Bu model
daha oOnce deneysel tikanma ikteri calismalarinda kullanilmis, etkinligi ve
giivenilirligi tam olan deneysel bir modeldir. Bu deneysel tikanma ikteri modelinde,
obstruktif sarilik varliginda karaciger ve ince barsak hiicre hasar1 ve serbest oksijen

radikalleri lizerine riluzoliin etkisinin arastirilmast amaglanmaistir.
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Kolestatik karaciger hasarinda bilyer dekompresyon mutlaka yapilmalidir.
Bununla beraber flebotomi, antiviral tedaviler, kortikosteroidler, prostoglandinler ve
kolsisin tedavide giliniimiizde kullanilan ajanlardir. Ayrica retinoidler, gama
interferon, TGF beta, sitokin reseptor antagonistleri de tedavi amaciyla denenen
maddelerdir. Giiniimiizde hepatik hasarin 6nlenmesinde ¢esitli antioksidan ajanlarin
etkin olup olmadig1 da genis bigimde arastirilmaktadir.

Bizim ¢alismamizda bilirubin degerleri ortak safra kanali ligasyonuna bagh
olarak olusan akut kolestaz sonucunda kontrol grubu disindaki tiim gruplarda
artmistir. Bu durum deney modelimizin etkin oldugunun kamtidir. Kitani ve
arkadaslarinin yaptigi1 calismada tikanma sariligt olusturulan hayvan grubuna
Ursodeoksikolik asit verilmesini takiben hepatositlerde goriilen mikrovezikiiler
yaglanma da onemli azalma buna bagli olarak AST, ALT ve GGT degerlerinde
diisme oldugunu gostermistir(87). Calismamizda tikanma sariligi olusturdugumuz
ratlarda AST, ALT, GGT, ALP, T.Bilirubin ve D.Bilirubin seviyelerinde artis
oldugunu saptadik. Riluzol verilen gruplar ile diger gruplar arasinda D.Bilirubin
diizeylerinde anlamli o6lgiide (p<0.001) azalma saptarken, total biliriibin ve GGT
seviyelerinin ligasyon sonrasi riluzol verilen grupta diger gruplara gore daha az
yiikseldigi, ikter sonrasi riluzol verilen grubta, kontrol gruplarina yakin ancak daha
az yikseldigini gosterdik. Buna gore riluzol’iin karaciger fonksiyon testleri lizerinde
ve D.Bilirubin diizeylerinde azaltic1 etki yarattigini diisiinmekteyiz.

Antioksidan ajanlarin karaciger {izerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir.
Harrison S. ve ark. yaptiklar1 ¢alismada nonalkolik hepatik hasarin 6nlenmesinde
vitamin E ve vitamin C tedavisi ile 6zellikle serum ALT seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli farklar bulmuslardir (88). Bizim ¢alismamizda, serum ALT seviyeleri
bakimindan riluzol verilen gruplarda kontrol gruplarina gore diisiik diizeylerde
saptanmig ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Kilicoglu ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, ana safra kanali baglanmasindan
itibaren 7 gilin siire ile bal verilen ratlarda karaciger MDA ve GSH degerleri
acisindan anlamli fark saptanirken plazma MDA ve GSH degerlerinde anlamhi bir
fark saptanmadigini, hepatositlerde genisleme, dejenerasyon, siniizoidal genisleme
ve 6demin 6nemli derecede geriledigini bu etkinin balin antioksidan ve sitoprotektif

etkisine bagli olabilecegi gozlenmistir.(89). Biz de c¢alismamizda daha onceki



48

calismalara benzer olarak serum GSH diizeyleri tikanma ikteri gruplarinda
azalmistir. Koledok ligasyonu sonrasi riluzol uygulanan tikanma ikteri grubundaki
serum GSH diizeyleri, ikter sonrasi riluzol uygulanan gruba ve diger gruplara oranla
kontrol grubu degerlerine daha yakindir. Buna karsin riluzol uygulanan gruplardaki
MDA degerleri diger gruplara oranla kontrol grubu degerlerinden yiiksek saptandi.
Bu durum, riluzoliin tikanma ikterinde ortaya ¢ikan oksidatif hasar iizerine olumlu
etkisinin anlamli olmadigi, ancak antioksidan yapimmi artirdig1 seklinde
yorumlanabilir.

Alkalen fosfataz (ALP), hepatosit plazma membranin bir ektoenzimidir.
Bir¢ok diger patolojide de yiiksek saptanabilir fakat genellikle serum ALP'deki artis
karaciger hiicre membranindaki hasar ile iliskilidir. Calismamizda olusan safra
stazina bagli hepatosit hasarina uygun olarak ALP seviyeleri anlamli artis gostermis
ve bu artis riluzol uygulanan gruplarda kontrol gruplarina oranla daha az olarak
gbzlenmistir. Bu durum riluzoliin olusan hepatosit hasari tizerine olumlu etkisinin
olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Karaciger dis1 safra yolu tikanikligit modelinde amag tikanikligin cerrahi ya da
girisimsel yoOntemlerle diizeltilmesine kadar gecen siirede inflamatuar ve proliferatif
degisiklikleri durdurmak veya diizeltilemeyen durumlarda ise hafifletmektir. Slott ve ark.
tam safra kanali ligasyonu ya da safra yolu tikanmasindan sonra safra kanali basincinin
% 60 oraninda yiikseldigini ve bunun sonucunda 6 saat gibi kisa bir siirede DNA
sentezinin arttigin1 ve safra kanali epitel hiicrelerinde proliferasyonun basladigini
gostermislerdir (90). Assimakopoulos ve ark. yaptiklar1 ¢alismada deneysel tikanma
sariliginda  N-Asetil sistein, allopurinol ve alfa tokoferol kombine antioksidan
tedavinin kolestatik karaciger hasari, barsak bariyer fonksiyonu iizerine olumlu
etkilerinin goriildiigi, lipid peroksidasyonu ve ALT diizeylerini anlamli olarak
azalttig1 gosterilmistir (91, 92). Calismamizda yapilan c¢alismalara benzer olarak
tikanma ikteri olusturulan gruplarda portal alan ekspansiyonu, duktular
proliferasyon, portal inflamasyon ve on portal alandaki duktus sayisinda artis
goriildii. Riluzol verilen tedavi gruplarinda, kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde portal alan ekspansiyonunda ve portal inflamasyonda azalma,
duktular proliferasyon ve portal alandaki duktus sayisinda diisme goriildii. Tikanma
ikteri olusturulan gruplarin hi¢birinde fokal duktular kolestaz saptanmadi. Bu durum

deney siiresinin duktular kolestaz icin kisa olabilecegi seklinde yorumlandi. Bu
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bulgulara gore antioksidan ajanlarla tedavi edilen deneysel tikanma ikteri
calismalarindaki sonuglara paralel olarak ¢aligmamizda kullanilan riluzoliin karaciger
hasar1 {izerinde olumlu etkilerinin olabilecegini diisiinmekteyiz.

Safra kanali tikanikligi sonrast olusan kolestazda, barsak bariyer
fonksiyonunda bozulma, immiin sistemde baskilanma ve mononiikleer fagositik
fonksiyonda hasarlanma bakteriyel translokasyona neden olmaktadir (38, 93, 94).
Parks ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir c¢alismada, safra kanali tikaniklig
olusturulduktan 1 hafta sonra alinan kan, MLN, karaciger ve dalak kiiltiirlerinde
bakteriyel translokasyonun kontrol grubuna gore arttigi ve terminal ileum
mukozasinda morfolojik degisikliklerin meydana geldigi gosterilmistir (41).
Kordzaya ve arkadaglari, tikanma sariligi olusturduklar1 ratlarin ince barsak
epitelyum hiicrelerinde subendotelial 6dem gelistigini, villuslarin tahrip oldugunu ve
villus atrofisi gelistigini gdstermisglerdir (95).

Yaptigimiz calismada da, literatliirdeki caligmalara paralel olarak kontrol
gruplarinda terminal ileum mukoza kalinliklarinin azaldigi, villus - kript oranlarinin
distiigi, lamina propriada eozinofilik PMNL artis1 ve intraepitelyal lenfosit
sayisinda artis oldugu goriilmiistiir. Riluzol verilen gruplarda, mukoza kalinliklarinda
sham grubuna yakin degerler ve kontrol gruplarina gore artis goriildii. Benzer sekilde
riluzol verilen gruplarda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
villus — kript oranlarinda artma ve intraepitelyal lenfosit sayisinda azalma goriildii.
Buna gore riluzoliin tikanma ikterindeki olusan ince barsak hasarinda yararl etkileri
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel ¢alismada tikanma sariliginda karacigerde
ve ince barsakta meydana gelen oksidatif hasarin riluzol verilmesi ile biyokimyasal
parametreler acgisindan anlamli olmasa da azalttigini, histopatolojik olarak ise
anlaml olarak azalttigini saptadik. Riluzol’in bu amagla klinik olarak kullanilmasi
icin ise daha genis karsilagtirmali ve daha uzun siireli deneysel ve klinik ¢alismalara

ihtiyac oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmamizda tikanma ikteri olusturulan ratlarda gelisen oksidatif strese
bagl karaciger ve ince barsak hasarinda riluzoliin etkisini arastirdik. Bu amacla,
biyokimyasal parametre olarak AST, ALT, ALP, Total biliriibin, Direkt biliriibin,
GGT, MDA, GSH diizeyi Olglip, karaciger ve terminal ileum kesitlerinden
histopatolojik degerlendirme yaptik.

Sonug olarak;

1) KL+RLS grubu AST diizeyi KL grubu ve KL+DMSO gruplarindan diisiik
bulundu(p>0.05).

2) KL+RIS grubu AST diizeyi tiim gruplardan yiiksek bulunmasima karsi
gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptanmadi(p>0.05).

3) KL+RLS grubu ALT diizeyi SK grubundan yiiksek (p<0.001), KL,
KL+DMSO, KL+RIS gruplarindan diisiik izlendi. Istatistiksel olarak farklilik
saptanmadi(p>0.05).

4) KL+RLS grubu ve KL+RIS grubu ALP diizeyi SK grubundan yiiksek
(p<0.001), kontrol gruplarindan diisiik bulunmustur (p<0.001).

5) KL+RLS grubu ile KL+RIS grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
saptanmadi (p>0.05).

6) KL+RLS grubu GGT diizeyi SK grubundan yiiksek (p<0.001), KL ve
KL+DMSO gruplarindan anlamli derecede diisiik saptandi (p<0.03).

7) KL+RIS grubu GGT diizeyi KL+SF ve KL+DMSO gruplarindan diisiik
izlendi ancak bu gruplarla arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli fark
saptanmadi(p>0.05).

8) KL+RLS grubu ve KL+RIS grubu total biliriibin diizeyi SK grubundan
yiiksek (p<0.001) , KL ve KL+DMSO gruplarindan diisiik izlendi. Isatatistiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (p>0.05).

9) SK grubu direkt biliriibin diizeyi diger gruplardan diisiik (p<0.001 ),
KL+RLS grubu ve KLA4RIS grubu direkt biliriibin diizeyi KL, KL+DMSO
grubundan diistik izlendi(p<0.05).

10) KL+RLS grubu ile KL+RIS grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli
fark saptanmadi (p>0.05). Bulgular, KL+RLS grubu ile KL ve KL+DMSO gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001).
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11) MDA diizeyleri agisindan gruplar arasinda ; KL+RLS grubu ve KL+RIS
grubu MDA diizeyi diger guplardan yiiksek saptandi (p<<0.05).

12) KL+RLS ve KL+RIS gruplar1 arasinda ve diger gruplar ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

13) KL+RLS grubu GSH diizeyi diger gruplardan yiiksek izlendi. Tim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

14) Grup SK disindaki kontrol gruplari olan KL ve KL+DMSO gruplarinda
belirgin sekilde portal alan ekspansiyonu izlenmistir (p<0.05).

15) Tedavi gruplart olan KL+RLS ve KL+RIS’ de portal alan
ekspansiyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmistiir (p<0.05). Grup
KLA4RLS ile grup KL+RIS karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p>0.05).

16) Grup KL+RLS ve grup KL+RIS’ nin duktular proliferasyon skorlar:
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma mevcut iken (p<0.05),
grup KL+RLS ile grup KL+RIS arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
saptanmamustir (p>0.05).

17) Kontrol ve tedavi gruplarindan higbirinde fokal duktular kolestaz tespit
edilmemistir.

18) Grup SK’ da tabloya portal inflamatuar infiltratta lenfosit, notrofil ve
plazma hiicrelerinin hakim oldugu, KL ve KL+DMSO, KL+RLS, KL+RIS
gruplarinda ise inflamasyona eozinofil ve histiositlerin eklendigi goriilmiistiir.

19) KL ve KL+DMSO arasinda inflamasyonu olusturan hiicre tipleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).

20) KL+RLS ve KL+RIS’ de inflamasyonu olusturan hiicre tipleri agisindan;
eozinofil ve histiositlerde istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmistiir (p<0.05).

21) Grup KL+RLS ve grup KL+RiS’nin inflamasyon dereceleri KL ve
KL+DMSO gruplarindan diistiktii (p<0.05).

22) KL+RLS ile KL+RIS arasinda portal inflamasyonu olusturan hiicre tipleri
ile inflamasyon derecesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05).

23) On portal alandaki duktus sayis1 grup KL’ de en fazla iken grup SK
disinda grup KL+RIS de en az sayida gdzlenmistir (p<0.05).
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24) Grup KL+RLS ile grup KL+RIS arasinda ise on portal alandaki duktus
sayist acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

25) Grup KL+RIS’ de terminal ileum tam kat duvar kalinliginin istatistiksel
olarak anlaml sekilde azaldig1 goriilmiistiir (p<<0.05).

26) Grup SK, KL, KL+DMSO, KL+RLS nin terminal ileum tam kat duvar
kalinklar1 arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0.05).

27) Grup KL+RLS ve KL+RIS’ de terminal ileum mukoza kalinliklarinda
grup KL ve grup KL+DMSO’ya gore artis gézlenmis ve grup SK’ya yakin degerler
goriilmiis olup, gruplar arasinda istatistiksel anlamda farklilik saptanmamigtir
(p>0.05).

28) Terminal ileum kesitlerinde villuslarin kript uzunluguna oranina
bakildiginda; KL ve KL+DMSO gruplarinda grup SK’ya gore istatistiksel olarak
anlamli azalma goriilmiistiir (p<0.05).

29) Tedavi gruplar1 olan KL+RLS ve KL+RIS’ de kontrol gruplarina goére
terminal ileum villus-kript oranlarinda artig gériilmiistiir (p<0.05). Tedavi gruplarinin
kendi aralarindaki karsilastirmada ve kontrol gruplariyla karsilagtirmalarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0.05).

30) Tim gruplarda hafif diizeyde mononiikleer hiicre artis1 ve seyrek olarak
noétrofilik PMNL goriilmiistiir (p>0.05).

31) KL grubuna gére KL+DMSO, KL+RLS ve KL+RIS gruplari arasinda
eozinofilik PMNL artis1 acisindan istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmiistiir
(p<0.05).

32) Grup KL+RLS ile grup KL+RIS de eozinofilik PMNL artis1 KL ve
KL+DMSO gruplarindakindan diisiiktii (p<0.05).

33) Grup KL+RLS ile grup KL+RIS arasinda eozinofilik PMNL artist
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (p>0.05).

34) Grup KL+RLS ve grup KL+RIS’ de villuslarda intraepitelyal lenfosit
sayist KL ve KL+DMSO gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma
goriiliirken (p<0.05), tedavi gruplarinin aralarindaki karsilastirmada istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmamuistir (p>0.05).

Bu c¢alisma tikanma sariliginda karacigerde ve ince barsakta meydana gelen

oksidatif hasarmn riluzol verilmesi ile biyokimyasal parametreler agisindan anlamli
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olmasa da azalttigini, histopatolojik olarak ise anlamli olarak azalttigini saptamistir.
Riluzol’lin bu amagla klinik olarak kullanilmasi i¢in ise daha genis karsilastirmali ve

daha uzun siireli deneysel ve klinik ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.
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