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OZET

Sepsis, mikroorganizma veya toksinlerinin normalde steril olan dokulara ve kana
gecmesi ve viicudun bu invazyona verdigi yanittir. Bu caligmada Lipopolisakkarit (LPS)
ile sepsis modeli olusturulan ratlara verilen antioksidan 6zellige sahip S-Allil Sistein
(SAC)’in niikleer faktor kapa-B ile indiiklenen Transglutaminaz 2 aktivitesi lizerine
etkileri arastirildi. S-allylcysteine antioksidan 6zelliklere sahip bir sarimsak bilesigidir.
Ayn1 zamanda, oksidatif stres ile iligkili ¢esitli deneysel modellerde sarimsak
ekstresinin koruyucu etkisinden sorumlu aktif bilesiklerden biri oldugu gosterilmistir.
SAC’m antioksidan 6zelligi ve reaktif oksijen radikallerini kovucu etkisi bilinmesine

karsin literatiirlerde sepsisteki etkisi bilinmemektedir.

Calismamizda 32 adet 3-4 aylik erkek wistar albino cinsi ratlar kullanilarak
Kontrol, SAC, SEPSIS ve SEPSIS+SAC olmak iizere dort deneysel grup olusturuldu.
Tek doz LPS(5 mg/kg) ile sepsis modeli olusturulan ratlara sepsis olustuktan sonra 12
saatte bir 2 giin boyunca SAC(50mg/kg) gavaj yolu ile verildi. Ratlarin serumlarinda
ALT, AST, ALP, hsCRP, karaciger dokularinda ise Miyeloperoksidaz (MPO), DNA

Fragmantasyonu, Nitrik Oksit, Transglutaminaz 2 6l¢iildii.

Sepsis olusturulan grubun ALT , AST, ALP, hsCRP, DNA Fragmantasyonu ve
TG2 parametrelerinde kontrol grubuna gore artis gozlendi. Sepsis grubunun NO ve
MPOQO aktivitelerinde ise kontrol grubuna gore artis goriilmekle birlikte bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Tedavi amagli SAC verildiginde ise SAC’m
ALT, AST, ALP, hsCRP, DNA Fragmantasyonu iizerinde olumlu azaltic1 etkileri
oldugu gozlemlendi. TG2, NO ve MPO aktivitelerinde ise SAC’mn anlamli olmamasina

ragmen azaltici etkisi oldugu saptanda.



Calismamizda, ratlarin karaciger dokusunda LPS ile indiiklenen sepsis
modelinde 6zellikle DNA Fragmantasyonu ve TG2’yi arttirdigi, SAC’1n, ¢aligilan tim

parametreler lizerine olumlu azaltici etkileri oldugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, SAC, MPO, NO, Transglutaminaz 2
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SUMMARY

Sepsis is the body’s response to this invasion which micro-organisms or toxins
through normally sterile tissues and blood. In this experiment, the effects of the S-allyl
cysteine (SAC) which has the antioxidant properties, in LPS rats with sepsis model on
the activity of transglutaminase 2 is investigated. The S-allylcysteine is a garlic
compound which has an antioxidant properties. Also, a variety of experimental models
associated with oxidative stress responsible for the protective effect of garlic extracts
was shown to be one of the active compounds. SAC known for its antioxidant properties
and repellent effect on reactive oxygen radicals, but the effect on sepsis is not known in
the literature.

Four experiment groups that called ‘Control, SAC, Sepsis and Sepsis+SAC’
were created by using 32 male wistar albino rats in this experiment. Sepsis model is
created by given single dose LPS(5mg/kg) to rats and after the model is generated,
SAC(50mg/kg) was injected by gavaj method per 12 hours during 2 days. ALT, AST,
ALP, hsCRP in the rats’ blood and Myeloperoxidase, DNA fragmentation, Nitric Oxide,

Transglutaminase 2 in liver tissue were measured.

The increase was observed according to the control group in ALT, AST, ALP,
hsCRP, DNA fragmentation and TG2 parameters of the Sepsis groups. NO and MPO
activities in sepsis group according to the control group the differences were observed
in the graphs but there were no statistic differences observed in the parameters that were
mentioned. It is observed that SAC has a positive reducing effect on ALT, AST, ALP,
hsCRP, DNA fragmentation when it is given as a treatment. According to the graphs
SAC has a reducing effect in NO, MPO and TG2 activities but there is no statically

reducing effect.
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In this study, the liver tissue of rats with LPS-induced sepsis model in particular
DNA fragmentation and TG2 increase, SAC, reducing the positive effects on all the
parameters studied was observed.

Key Words: Sepsis, SAC, MPO, NO, Transglutaminaz 2
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1.GIRIS VE AMAC

Sepsis, “konagm infeksiyona karsi gosterdigi kontrolsiiz inflamatuar yanit”
olarak tanimlanmaktadir. Infeksiyona Kkarsi viicudun sistemik inflamatuar yamit1 ile
baslayan sepsis, ciddi sepsis, septik sok ve sonunda baslangigtaki hasar bdlgesinden
uzaktaki organlarda Once islev bozukluguna takiben de organ yetmezliklerinin
gelismesine yol acar ve hastanin kaybedilmesine neden olabilir (19,55). Sepsisin
ilerlemesi organizmadaki birgok organ ve sistemi (akciger, Kkaraciger, bdbrek,
kardiyovaskiiler, hematolojik, gastrointestinal, ndrolojik, endokrin ve immiin) etkiler
(13). Sepsisi tetikleyen molekiillerin basinda, gram negatif bakteri hiicre duvari
komponentlerinden endotoksin gelir.

Endotoksinin ortaya ¢ikardigi jeneralize yanit, proinflamatuar ve antiinflamatuar
mediyatorler (sitokinler, adezyon molekiilleri) ile birlikte hem hiicresel hem de hiimoral
yolu kapsar (100). Genellikle inflamatuar reaksiyonlar, sitokinler araciligiyla baslatilir
(63). Inflamasyon bolgesindeki 16kosit birikimi birgok asamay1 kapsayan ardisik olaylar
zinciridir. Bu kaskada, ¢6ziinmiis ve membrana bagl faktorler ile endotel hiicresi ve
l6kosit tizerindeki adezyon molekiilleri arasindaki iliski aracilik eder (37,100). Agir
sepsisin pek ¢ok belirti ve bulgusundan sorumlu olan da dolasimdaki tiimor nekrozis
faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) gibi inflamasyon
mediatorleridir (53,117). Bunlarin aktiflesmesi ile dokularda hasarlanma meydana gelir.
Sonug olarak sepsiste infeksiyonun kendisinden ¢ok, inflamatuar sonuglar1 daha biiyiik
bir sorun gibi gériinmektedir (100).

Nitrik oksit bir yar1 esansiyel aminoasit olan L-argininden sentezlenir. Endotel
hiicrelerinde damar diiz kas hiicrelerinde, makrofajlarda, notrofillerde endotoksin ve IL-
1, TNF-alfa gibi sitokinlerce indiiklenen nitrik oksit sentaz enzimi bulunmaktadir. Bu
enzim bir kez eksprese olduktan sonra uzun bir siire biiyiik miktarlarda nitrik oksit
yapimini saglar (26).

Reaktif oksijen tiirevleri, sepsiste, ¢capraz baglantili hiicresel proteinlerin ve lipit
membranmin peroksidasyonu sonucu DNA ve doku hasari meydana getirir. Lipit
peroksidasyonu sonucunda membran akiskanligi azalir, gecirgenligi artar, hiicre

biitiinliigli ve hayati hiicre fonksiyonlar1 bozulur. Sonu¢ olarak, sepsisli olgularda
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multiorgan yetmezligi gibi tablolarin ortaya ¢ikmasi bu mekanizmalar sonucunda olur
(30).

Miyeloperoksidaz enzimi ise inflamasyonda nétrofil infiltrasyonunun bir
gostergesi olup savunma sisteminin, hipoklordz asid (HOCI) iiretimini katalizlediginden

otiirt en 6nemli bakterisidial silahidir.

TG2, hiicre 6liimlerinde gorev alan, hiicre iskeleti yenileyen ve ekstraselluler
matrix stabilizasyonu yapan multifonksiyonel bir enzimdir. TG2, proteinlerin
posttranslasyon modifikasyonlarini, yani 6rnek olarak protein—protein kros baglari,
glutamin deamidasyonu ve aminlerin birlesmesini kataliz eden kalsiyum bagimli bir
enzimdir. TG2’nin anormal aktivasyonu ya da TG2 fonksiyonun deregulasyonu gesitli
hastaliklarda bulunur. Buna 6rnek olarak diabet ve romatoid artrit verilebilir. Ayni
zamanda sepsiste de TG2 ekspresyonunun bir¢ok doku ve organda LPS ile indiiklendigi

bildirilmistir (41,72,73,99,101,102).

S-Allilsistein (SAC) organo siilfiir yapida, suda ¢6ziinebilen, nontoksik dzellikte
sarmmsak bilesenidir. in-vitro ve in-vivo calismalarda antioksidan etkisi gosterilmistir.
Calismalarda S-Allilsistein’in O, OH, H,0, ve peroksinitrit radikallerini kovucu etKisi
oldugu ve H,0, indiiklii NF-kB aktivasyonunu baskiladig1 belirtilmistir. Yine iNOS

ekspresyonunu vasitasi ile NO salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (35).

Biitiin bu verilerin 15181 altinda, c¢alismamizda LPS ile sepsis modeli
olusturdugumuz ratlarin karaciger dokularinda SAC’1in TG2, DNA Fragmantasyonu,

NO, MPO aktiviteleri tizerine etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. SEPSIiS

Sepsis; yogun bakim iinitelerinde en sik karsilasilan 6liim nedenlerindendir.
Iskemi, yanik, major travma gibi konaga zarar veren infeksiydz veya noninfeksiydz bir
stire¢ baslatildiginda, konagi korumaya yonelik inflamatuar yanita neden olur. Normal
kosullarda inflamatuar yanit, konakta inflamasyonun zararl etkilerini inaktive etme
yetenegine sahip bazi antioksidan maddelerin salinimina sebep olur. Bu olayla; hem
konaga zarar veren hem de inflamatuar yanitla meydana gelen doku hasar1 6nlenmeye
calisitlir. ilk baslarda konagi korumaya yodnelik olan bu inflamatuar yamit ardindan
toksik oksijen radikallerinin ve proteolitik enzimlerin salinmasina yol acarak konaga
zarar verebilir. Inflamatuar yanit, konagin endojen yanitinin basa ¢ikamayacag1 kadar
siddetli ise yayilarak doku hasaria neden olur. Bu progresif inflamatuar yanitin klinik

akibeti ise multipl organ disfonksiyon sendromudur (MODS)(114).

Sepsis, sepsis sendromu ve septik sok aymi hastaligin devreleri olarak kabul
edilebilir. Inflamatuar cevabin ¢esitli ddnemlerini ortaya koymak iizere belli

tamimlamalar yapilmistir.(13,19)

Infeksiyon: Normal konakta, mikroorganizma invazyonu sonucunda ortaya c¢ikan
inflamatuvar yanittir.

Bakteriyemi: Kanda canli bakteri bulunma durumudur. Viriis (viremi), mantar
(fungemi), parazit (parazitemi) ve diger patojenlerin kanda bulunmasina benzer sekilde
ifade edilmektedir.
Sistemik inflamatuvar Yamt Sendromu (SIYS): Herhangi bir nedene bagl olarak
gelisen inflamatuvar yanit ile birlikte asagidaki bulgulardan en az iki veya daha
fazlasini igermesi durumudur.

- Viicut 1s1s1> 38 °C veya < 36 °C

+ Kalp hizi> 90 vurug/dakika

* Solunum hize> 20/dakika veya PaCO; < 32 mmHg

- Lokosit > 12000/mm? veya < 4000/mm? , > %10 band formasyonu



SIYS, infeksiyon disindan; yaniklar, iskemi, travma, doku yaralanmalar1 nedenli organ

hasarlar1 sonucunda da gelisebilmektedir.

Sepsis: Infeksiyona bagli gelisen inflamatuvar yanit ile birlikte asagidaki bulgulardan
en az iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile gerceklesir.

- Viicut 1s1s1> 38 °C veya < 36 °C

+ Kalp hizi> 90 vurus/dakika

* Solunum hiz> 20/dakika veya PaCO, < 32 mmHg

» Lokosit > 12000/mm? veya < 4000/mm? , > %10 band formasyonu
Septik sok: Yeterli sivi deste§ine ragmen hipotansiyonun mevcut oldugu durumdur;
sistolik kan basmcinin <90 mmHg olmas1 veya baslangi¢ degerinin 40 mmHg altina
diismesi s0z konusudur.

Multipl Organ Disfonksiyon Sendromu (MODS): Herhangi bir destek tedavisi

olmadan organ fonksiyonlarinin homeostazi koruyamadiklar1 durumdur.

2.1.1 EPIDEMIiYOLOJi

Sepsis olusan hastalarda genellikle altta yatan baska bir hastalik bulunur ve
klinik bulgular bu hastaliktan da kaynakli olabilecegi i¢in sepsisin tanismin konmasi

zordur. Bu yiizden insidansi tam olarak saptanamamaktadir (6).

Sepsis insidanst Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde her yil artmaktadir.
ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Center for Disease Control, CDC) énemli
mortalite ve morbidite nedenlerinden olan sepsisin bakteriyemi ve septisemi kodlarina
dayanarak, 1979’dan 1987’ye kadar insidansinda %139’luk artis bildirdi. Sepsis
ABD’de Ulusal Saglk istatistikleri Merkezi (National Center for Health Statistic)
verilerine gore 1996’da G6lim nedenleri arasinda ilk 10°da yer almaktadir. Buna ek

olarak koroner dis1 yogun bakim iinitelerinde en sik 6liim sebebi olarak bildirilmistir
(6,70).

ABD’de 1979-2000 yillarmi kapsayan 22 yillik periyodu icine alan bir
calismada sepsis insidansinin  82/100000°den 240/100000°e ¢iktig1 gdriilmiistiir.



Mortalite oran1 1979-1984 yillar1 arasinda %28 iken 1995-2000 yillar1 arasinda %18’e
diismiistiir. Ancak sepsisten dolay1 kaybedilen hasta sayisi artmaya devam etmektedir.
Tiirkiye’de bulunan bir yogun bakim {initesinde 1997 yilinda yapilan bir yil1 kapsayan
calismada nazokomiyal sepsis orani %33.1, 1999-2002 yillar1 arasmnda yapilan
calismalarda ise nazokomiyal bakteriyemi/sepsis orani, sirasiyla %12.4, %21.5, %16.7,

%17.1 olarak bulunmustur (11).

1983-1989 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi’nde hastanede yatan hastalar
iizerinde yapilan bir calismada gram negatif sepsis insidansi 4.2/1000 ve mortalitesi
%45 olarak bulunmustur. Bu oranin sadece gram negatif bakterilerden meydana gelen
sepsis oldugu distiniiliirse ve bir o kadarda gram pozitif bakterilerden meydana gelen

sepsis gelistigi varsayilirsa toplam oran yaklasik 8/1000 oldugu sdylenebilir (116).

Sepsis vakalarinin ¢ogu hastane ortaminda gelismektedir. Tan1 ve tedavi amagl
girisimsel teknikler dis ortama duyarli olan dokular i¢in zedeleyici ortam olusturmakta
ve sepsise zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle infeksiyon riski tasiyan her tiirlii girisim
sepsis riskide tagimaktadir. Yogun bakim {initelerinde yatan hastalarin en sik rastlanan

oliim nedenleri sepsis olarak bildirilmektedir (21,86).

ABD’de sepsis insidansi, erkeklerde kadinlara gore, beyaz olmayanlarin

beyazlara gore daha sik oldugu bildirilmistir (70).

2.1.2 ETYOLOJi

Sepsis tablosu bakteriler, viriisler, mantarlar, parazitlerden kaynaklanabildigi
gibi agir travma veya pankreatit gibi noninfeksiyoz olaylarla da geligebilir. Sepsis
olgularmimn yarisinda etken gdsterilmemesine ve bu grubun ¢ogunlugunun antibiyotik
tedavisine yanit vermesi bu hastalarda etkenin bakteri oldugunu diisiindiirmektedir.
Sepsise neden olan mikroorganizmlardan en sik karsilasilanlar Escherichia coli (%22),
Streptococcus pneumoniae (%16) ve Staphylacoccus aureus (%12) olarak saptanmustir.
1950°’1i yillarda hastane icinde sepsise neden olan mikroorganizmalar gram pozitif
bakteriler 6n sirada olup siklikla Streptococcus aureus ve Streptococcus pyogenes

olarak gozlenmistir. Antibiyotiklerin kullanima girmesi ile gram pozitif bakterilerin
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neden oldugu hastaliklar tedavi edilebilir hale gelmis ve 1960-1980°1i yillarda gram

negatif bakteriler sepsis olgularinin %50’sinden fazlasinda etken rol oynamistir (15).

1971-1990 yillar1 arasinda siklikla Streptococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli ve Klebsiella tiirleri baskin olarak goriilmiistiir. 1991-1995
yillar1 arasinda antibiyotige direngli gram negatif mikroorganizmalar Enterococcus
tiirleri, koagiilaz negatif Stafilokoklar, Pseudomonas aeruginosa ve Candida tiirleridir.
Bakteriyemili hastalarda 1970’lerden sonra antibiyotik tedavisinde Amoksisilin ve
Gentamisin kullanilmaya baslanmistir fakat 1980’lerin basinda bu antibiyotiklerin
yerini Sefalosporinler almistir. Sefalosporinlerin kullaniminin artmasi antibiyotige

direngli gram negatif organizmalarmn gériilmesini artirmstir (39).

Sepsisli hastalarda ¢ogunlukla kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH),

kronik bobrek yetmezligi, siroz ve diyabet gibi eslik eden bir hastalik, zemin hazirlayici

bir faktor olarak bulunmaktadir (70).

2.1.3 ENDOTOKSIN

Gram negatif bakterilerin hiicre duvari1 iki tabakadan olusmaktadir. Distaki
tabakada proteinlere ilave olarak lipopolisakkarit (LPS) yap1 iceren bir bolim
bulunmaktadir. Bu boliim, bakteriyemide toksisitenin asil sorumlusu olup polisakkarit O
antijeni, Core antijeni ve Lipid A olmak iizere ii¢ boliimden olusur. Bir polisakkarid yan
zincir olan O antijeni, core polisakkaridi araciligiyla bir fosfolipid olan lipid A’ya
baglanir. O antijeni gram negatif bakteri suslarina gore degisken yapidadir. Lipid A
bolgesi toksisitenin ana sorumlusu olarak goriilmektedir. Pek ¢ok deneysel ve klinik
calismada, lipopolisakkaridin enjeksiyonunun sitokin kaskadini baglatan ana sorumlu

oldugu ve sepsis sendromuna yol agtigi gosterilmistir (38,98).

Makrofajlar, LPS gibi bakteriyel toksinlerle ve proinflamatuar sitokinler ayni
zamanda da diger medyatorlerin salimimi ile de aktive olur. Portal vende LPS,

Lipopolisakkarit baglayici protein (LBP)’i baglar (14). LPS-LBP kompleksi karaciger



sinuzoidlerine ulasarak makrofaj ylizeyindeki LPS reseptorii olan CD14’e baglanir
(120). Hiicre i¢inde CD14 yoklugunda, LPS’ye karsi hiicresel yanit transmembranda
bulunan ‘Toll-like receptor’e (TLR) baghdiwr. TLR, sitokin ve diger medyatdrlerin
sentez ve salinimna onciiliik eden sinyal yollarini indiikler(79). TLR sitozol enzimlerini
aktive eder, ozellikle I-kappaB kinaz enzimi ki bu enzim, “nuclear factorkappaB” yi
(NF-xB) aktive eder. p50 ve p65 (NF-kB’nin 2 alt {initi) makrofajlarin niikleusuna
gecer. Boylece sitokin sentezi i¢in kopyalama baglamis olur.

NF-kB, Immiin yanitin diizenlenmesinde bir ¢ok duruma katilan bir B hiicre
immiinoglobulinidir, dogal ve edinilmis immiiniteye katilir. NF-kB inflamasyonda,
istlinliigli olan bir maddedir ve hem proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi olaylarina
hem de endotel hiicrelerinin masif aktivasyonuna katkida bulunur. Uyar1 sinyallerini
alinca niikleusa go¢ eder ve promoter alandaki DNA dizilerine baglanarak; sitokin,

antimikrobiyal ve antiapoptotik proteinlerin genlerinin aktivasyonunu saglar.
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Sekil 1: Gram-negatif bakterinin etki mekanizmasi (12)



2.1.4 PATOFIiZYOLOJIi

Sepsiste ilk basamak mononiikleer lokosite endotoksin baglanmasidir. Bu
baglanma niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve gesitli sitokinlerin salgilanmasina neden
olur (8). Erken proinflamatuar yanitta ilk rol oynayan primer hiicreler ise notrofillerdir.
Bu hiicreler, IL-1, TNF-a, kompleman fragmanlar1 (6rnegin C5a) veya makrofaj gibi
hiicrelerden, diger nétrofillerden, trombositlerden ve PAF (trombosit aktive edici
faktor), interferon (IFN-y), IL-8 ile aktive olurlar. Aktive olan nétrofiller hizla lokal
inflamasyon bdlgesine go¢ ederek yerlesirler. Bu notrofiller, fagositoz ve
degraniilasyonla patojenleri yok etmeye ¢aligirlar ancak bu sirada lokal doku hasarmada
yol agabilirler.

Notrofilin bakteri 6ldiirmesindeki asil etki mekanizmasi i¢indeki primer ve
sekonder graniillerdeki miyeloperoksidaz, lizozim, elastaz ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimini salgilamasidir. NADPH oksidaz, bir
reaktif oksijen radikali olan superoksidi lireterek mikroorganizmaya direkt 6ldiiriicii etki
olusturur. NADPH, molekiiler oksijen ve serbest elektronlardan siiperoksid {iretimini
katalizler. Olusan siiperoksidin organizmaya zarar vermemesi i¢in siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi tarafindan hidrojen perokside doniistiiriiliir. Miyeloperoksidaz da
hidrojen peroksiti giiglii bakteriyal etkili asidik yapida ajanlara ¢evirir. Siiperoksid
iiretim hiz1 ve notrofillerden salinan reaktif oksijen iirtinlerinin (ROS) miktar1t NADPH
oksidaz sistemi tarafindan regiile edilir. Uyarilan nétrofillerden fazla miktarda
salgilanan toksik oksijen metabolitleri, multipl organ sistemlerinde disfonksiyona yol
acan otoimmiin doku hasarma neden olur. Ayni zamanda aktive nétrofiller pozitif
feedback ile IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, makrofaj koloni stimiile eden faktér salinimini
artirir (90).

Komplemanin dolayli ve dolaysiz proinflamatuar etkileri bulunmaktadir.
Ornegin C5a dolasimdaki nétrofiller i¢in temel kemotaktik faktordiir ve endotele
adezyonlarinda rol alir. Notrofillerden reaktif oksijen tiirlerinin veya proteolitik
enzimlerin salinmasma yol agmaktadirlar.

Sitokinler, sepsis patofizyolojisinde anahtar rol oynayan baska sistemleri de
aktive eder. Normalde notrofiller, vaskiiler sistemde endotelle fazla temas etmeden

dolasirlar. Inflamatuar bir uyar1 gelistiginde nétrofiller inflamasyon bdlgesine gog eder,



endotelyal duvarda kiimelesir ve vaskiiler endotelyal hiicrelere yapisir. Notrofilin
vaskiiler endotele adhezyonunu saglayan integrin ve selektin gibi proteinler vardir.
Integrin, 16kositlerin tiim yiizeyinde lokalize olur ve endotelyal hiicre yiizeyine protein
(intraselliiler adezyon molekiili ICAM-1 ve ICAM-2) baglanmasini saglar. Sitokin
salimimin1 takiben ICAM-1 iiretimi artar. Selektin, 16kositlerde ve endotelyal hiicrelerde
bulunur ve aktive olduklarinda nétrofil ve trombosit adhezyonunu saglar. Notrofillerin
lokal adezyonu, konak savunmasmin bir pargast olmasina ragmen agir sepsiste
notrofillerin sistemik aktivasyonu ve adezyonuna neden olur. Ayrica hasar yaratan
oksidanlari, endotelyal hasar1 ve mikrovaskiiler permeabiliteyi artiran fosfolipaz ve
proteazlarm  salmimmi artirrr.  Organ  sistem  disfonksiyonuna neden olan
mekanizmalardan biri de budur (62).

Sistemik IL-1 ve TNF-a diiz kas damarlarinda dilatasyona neden olur ve
vaskiiler permeabiliteyi artirirlar. Dolasim sisteminde olusan kollaps ve genis dagiliml
mikrotrombozis, sepsiste ¢oklu organ yetmezligine neden olur. MODS un nedeni birgok
faktore baglh olsa da sepsis sendromunda ve organ yetmezliginde asil patoloji, 6zellikle
makrofajlardan sitokin saliniminin ger¢eklesmesidir. Son c¢aliSmalara gore hem
proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNF-a) hem de antiinflamatuar sitokinler (IL-

1ra, IL-10) MODS patogenezinde dnemli rol oynamaktadir (103).
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Sekil 2: Sepsiste organ yetmezligi gelisimi (22)



2.2 SEPSISTE NITRiK OKSITIN(NO) ROLU

L-Arginin aminoasitinden NOS (Nitrik Oksit Sentaz) katalizi ile L-sitriilin ve
nitrik oksit iiriinleri meydana gelir. Immiin sistemde belirgin etkileri olan Nitrik Oksit;

suda ¢oziilebilen, renksiz, soliisyonda yar1 dmrii 0.1-10 saniye olan bir gazdir (65).

NO reaksiyonunu katalizleyen NOS’un indiiklenebilir NOS (iNOS), endotelyal
NOS (eNOS) ve noronal NOS (nNOS) olmak iizere bilinen ii¢ tipi vardir. NNOS ve
eNOS birlikte constitutive NOS (cNOS) admi alir. NOS, NO iiretiminin yaninda
stiperoksit liretimini de saglar. L- arginin varhiginda sliperoksid iiretimi inhibe olur
yoklugunda ise artar (65). Endotoksin ve proinflamatuar sitokinlerin (baz1 interlokinler,
TNF-alfa) iNOS’ u indiikleyerek NO iiretimini artirdig1 gosterilmistir (80,106).

+HZN = H HiaN= :
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'ldH NOS | + NOS
C—NH>+ C——=N—OH //
| | . o NH.
HaN HaN 5
Arjinin N-w -Hidroksi- L-arginin Sutrallin

Sekil 3: Nitrik oksitin L-arginin aminoasitinden sentezi (49)

Vazodilatasyon, ekstravazasyon, vaskiiler permeabilite, 16kosit migrasyonu ve
aktivasyonundan sorumlu olan nitrik oksit inflamasyon esnasinda énemli bir rol oynar.
Makrofajlar tarafindan iNOS araciligi ile imminolojik uyari ile sentezlenen NO
protozoa ve tiimdr hiicrelerine karsi gelisen nonspesifik sitotoksisiteye neden olur.
Olusan sitotoksik aktivitenin mekanizmasi ag¢iklanamamistir. Ayni zamanda NO,
mitokondrial solunum zincirinde demir siilfidril grubunu baglayarak apopotoza neden

olur (65).

Serbest oksijen radikali olarak NO olduke¢a reaktiftir ve bir¢ok madde ile
etkilesebilir. NO kanda hemoglobinin hem grubu ile etkileserek hizli bir sekilde nitrit ve

nitrata metabolize olur. Kanda nitrat, NO’ in esas stabil biyoreaksiyon iriiniidiir.
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Hemoglobin olmayan doku kiiltliriinde esas {irlin nitrittir. NO ayrica proteinlerin ve
aminoasitlerin thiol (-SH) gruplar ile reaksiyona girer ve sonugta sabit nitrozothioller
olusabilir (80,106).
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Sekil 4: NO iiretimi ve endotel hasar olusumu (29)

2.3. SEPSISTE OKSIiDAN SISTEMLER
2.3.1 SERBEST RADIKALLER

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron iceren maddeye serbest radikal denir.
Icerdigi bu elektronlar, maddenin magnetik bir alana ¢ekilmesine yol agar ve bazen de
maddenin reaktif olmasina neden olur (24). Travma, 6dem gibi dokuda beslenme ve
dolasim bozuklugu meydana getirebilen durumlarda, oksijen; doku tarafindan iiretilen
baz1 metabolitlerle reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirlerini olusturmakta ve bu

serbest oksijen radikalleri dokuda hasar olusturabilmektedir (52).

Inflamatuar olaylar, serbest radikallerin hiicresel hasar yaptigi en iyi

orneklerdendir (24,52).
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2.3.1.1. OKSIJEN TUREVI SERBEST RADIKALLER
a) Siiperoksid Radikali

Molekiiler oksijene bir elektron baglanmasi ile siiperoksid serbest radikal
anyonu meydana gelir. Milisaniyelik yar1 6miirle zayif bir oksidan olan siiperoksid
radikali kendi basina 6nemli bir hiicre hasar1 olusturmaz fakat gii¢lii bir rediiktandir.
SOD enzimi organizmayi siiperoksid radikaline kars1 korur. Bu serbest radikalin asil
Oonemi; gegis metal iyonlarmi rediiklemesi, NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit

olusturmasi ve hidrojen peroksit kaynagi olmasidir (45,46,97).

b) Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksitin ge¢is metallerinin iyonlar1 varliginda parcalanmasiyla
meydana gelen hidroksil radikali, biyokimyasal sistemlerde bulunan en giiglii radikaldir.
Bu parcalanma reaksiyonu Fe'" Katalizli Habber-Weiss (fenton) reaksiyonu olarak

adlandirilmaktadir.
H,0,+Fe** ->OH+OH+Fe*

Hidroksil radikali, hemen hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen

reaktivitesi yliksek olan bir ajandir. Baslica etkileri; lipitler, proteinler ve niikleik asitler
tizerindedir (24,46,97).

c) Hidrojen Peroksit
Stiperoksidin dismutasyonu veya oksijenin indirgenmesinden meydana gelir.
202_+2H+—>02+H202 02+29_+2H+—> H,O,

H,0,, son derece giiclii bir oksitleyicidir. DNA’da zincir kirilmalar1 meydana
getirerek hasar olusturur. HO, ile olusturulan hasar katalaz ve glutatyon peroksidaz

enzimleri ile 6nlenmye ¢alisilir (24,46,50,97).
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d) Hipokloréz Asit (HOCI)

Aslinda bir radikal olmamasma ragmen SOR icinde yer almaktadir. HOCI,
fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde Onemli rol oynar. Aktive edilen
monositler, ndtrofiller ve tim makrofajlar O, iiretirler. Radikal iiretimi fagositik
hiicrelerin ~ bakterileri ~ dldiirmesinde  ¢ok  onemlidir.  Ozellikle  nétrofiller
miyeloperoksidaz enzimi ile O,’nin dismutasyonu sonucu olusan H;O, molekiiliinii,
kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’e doniistiiriir (51).

H202+Cl — HOCI+OH-

2.4. SEPSISTE TRANSGLUTAMINAZ 2

Transamidasyon rekasiyonu ilk kez 1957 yilinda Clarke ve Waelsch tarafindan
domuzlarm karacigerinde gozlendi. Daha sonra bu transamidasyonun enzimler
tarafindan, bir acil-transfer reaksiyonu yoluyla yapilan proteinlerin  ¢apraz bag
reaksiyonu oldugu ortaya ¢ikti. Bu bulgulardan bu yana ¢alismalar giderek artmis ve
transglutaminazin memelilerinde Otesinde, mikro-organizmalar, bitkiler, omurgasizlar,

baliklar, ve kuslarda da mevcut oldugunu gosterilmistir.

Transglutaminazlar (TG) tiyol ve Ca™ bagimli acil-transferaz olup bazi
proteinlerin y-glutamil ve e-lizil gruplar1 arasinda kovalent capraz baglanmayi kataliz
eder. Transglutaminaz 2 (TGase 2; E.C. 2.3.2.13) ayn1 zamanda proteinlere mono-veya

poliaminler dahil edebilmektedir (33).
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Sekil 5: TG2’nin katalizledigi reaksiyonlar (43)
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TG2 normalde bir¢ok farkli dokuda diisiik seviyelerde bulunurken ¢esitli
patolojik olaylarla artar. Ancak TG2’ nin hastaliklardaki etyolojisi agik degildir.
Inflamatuar olaylarda ve ¢olyak hastaliginda TG2 ekspresyonunun arttii rapor
edilmistir.

Karaciger hiicrelerinde TG2, TNF-alfa gibi inflamatuar sitokinlerce
indiiklenebilmesine karsin NF-kappa B aktivasyonu ile de dogrudan indiiklenebildigi

rapor edilmistir (72).
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Sekil 6: Sepsiste TG2yolag1 (72)

2.5. SEPSISTE MiYELOPEROKSIDAZ ENZiMi

Miyeloperoksidaz (MPO) fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzimdir.
Polimorfoniikleer 16kositlerin azurofil graniillerinde fazla miktarda bulunan
miyeloperoksidaz diger inflamatuar hiicreler olan monosit ve makrofajlarda ¢ok az
miktarda bulunur veya hi¢ bulunmaz. Bu nedenle notrofil sekestrasyonunun kantitatif
bir gostergesi olarak ol¢lilmesinde kullanilan ve duyarh bir gosterge olusturan MPO

aktivitesi giderek artan bir popiilarite kazanmaktadir (69).

MPO’mn gorevi notrofiller tarafindan fagosite edilen bakterileri sindirecek

tirtinleri olusturan bazi tepkimeleri katalizlemektir (105).
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MPO molekiiler agirligi 140 kDa olan bir kan proteinidir. Iki ¢ift alt birim iceren
bir enzimdir. Oldukga stabil bir yapisi vardir. Alt birimlerinden ikisi agir (55.000-
62.000 Da), ikisi de hafif (10.000-15.000 Da) alt birim olarak adlandirilir. Agir
olanlarmn her birine bir hem prostetik grubu ve bir de karbonhidrat grubu baglidir (5).

Notrofiller savunma sisteminin en dnemli bakterisidal silahidir. Bu etkileri
hipoklordz asit (HOCI) tliretimini katalize etmeleri sonucu ortaya ¢ikan hidrojen peroksit
ve klor iyonundan gelen gii¢lii bir antioksidan olmalarindan kaynaklidir. inflamasyon
durumunda MPO ekstraselliiler ortama salinir ve bunun 6l¢iimii nétrofil aktivasyonunun
bir gostergesi olarak kullanilir. Bir bagka deyisle dokulardaki nétrofillerin ¢oklugunun
bir gostergesi olarak MPO 6l¢iilmektedir (119).

Proinflamatuar yanitta nétrofiller, ilk rol oynayan primer hiicrelerdir. Aktive
olan nétrofiller inflamasyon bolgesine go¢ ederler ve yerlesirler, fagositoz yontemiyle
patojenleri yok etmeye calisirlar primer ve sekonder graniillerinden salgilanan NADPH
oksidaz, miyeloperoksidaz, lizozim ve elastaz enzimleri inflamasyon bélgesine yerlesen
notrofillerin bakteri 6ldiirmesindeki asil etki mekanizmasidir. Molekiiler oksijen ve
serbest elektronlardan bir reaktif oksijen radikali olan siiperoksid liretimini katalizleyen
NADPH oksidaz enzimi, konaga direk Oldiiriicii etki yaratir. Olusan siiperoksidin
organizmaya zarar vermemesi i¢in siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
hidrojen perokside donistiriiliir. Miyeloperoksidaz enzimi de hidrojen peroksid
radikalini giiclii bakteriyal etkili asidik yapida ajanlara ¢evirir. Uyarilan nétrofillerden
fazla miktarda salgilanan toksik oksijen metabolitleri de coklu organ yetmezligine

neden olur (90).

INTRASEIL.UIL.LER ERKSTRASEILUILLER

= =
NAIDOPIETL NADPH [ @ S
Oksida= 2K
s /

Sapcroksit dismuta=
H O, + O,

/\

O S,

NADP- + I

-

1 §A 1 Miyeloperoksidaz

ITOC + I 1.0O

Sekil 7: Aktive olmus nétrofillerden salinan miyeloperoksidaz enzimi(111)
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2.6. SEPSISTE DNA FRAGMANTASYONU
2.6.1 Sepsiste Apoptosis

Apoptosis de MODS’a giden patofizyolojik siirecte, son yillarda yerini
almaktadir. In vitro ve in vivo alanlarinda yapilan pek ¢ok ¢alisma sepsis modellerinde,
immiin ve parankimal hiicrelerde apoptotik diizensizliklerin meydana geldigini
gostermistir.  Apoptosis, evrimsel olarak muhafaza edilen, karmasik genetik
programlarin baslatilmas1 ve regiilasyonunu gerektiren, enerji bagimli, programlanmis
hiicre dliimii sekli olarak tanimlanir (74). Ik kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan tanmimlanmis ve organ homeostasisindeki rolii ortaya konmustur(64).
Apoptosis, organizmanin sayica fazla, hasarli veya daha fazla ihtiya¢ duyulmayan

hiicrelerden kontrollii bir sekilde kurtulmasina aracilik eden temel yoldur(74).

Apoptosisi baglatan iki biiylik yolak bulunmaktadir(104):

1- Reseptor baslangigl kaspaz-8 aracili yolak
2- Mitokondri baglangi¢ch kaspaz-9 aracili yolak

TNF-alfa ve Fas-Ligand “death” reseptorleriyle sinyal iletiyi baslatir ve kaspaz-
8’1 uyarir. Reaktif oksijen tiirevleri, radyasyon ve kemoterapdtik ajanlari igeren pek ¢ok
uyaran da kaspaz-9 aracili mitokondrial yolag1 aktive eder. Kaspaz-8 ve kaspaz-9, hiicre
Olimiiniin ortak yolunda bulunan kaspaz-3’ii aktive eder. Kaspaz-3 efektor
mekanizmalar1 devreye sokar; mitokondrial porlarin agilmasi, permeabilite
degisiklikleri ile Ca™ akimui ve sitokrom c’nin sitozole redistribiisyonu hiicreyi
apoptosise siiriikler (25).Yikim evresinde ise apoptosisin ayirict morfolojisi ortaya
cikar: hiicre biizligmesi, kromatin yogunlagsmasi, niikleer membran yikimi, DNA
parcalanmasi, sitoplazmik materyel igeren apoptotik cisimcikler, sitoskeletal

reorganizasyon(34).
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Sekil 8: Sepsiste apoptosis yolaklari(25)

2.7. SEPSISIN KARACIGER UZERINE ETKIiSi

Sepsiste olay1 basglatan mikroorganizmalar veya toksinler olsalar da, esas olan
organizmanin asir1 yanitt sonucu inflamasyon, coklu organ yetmezligi ve organ
yetersizlikleri gerceklesmesi olayidir. Sepsis seyrinde endotel disfonksiyon,
kardiyovaskiiler bozukluklar, hemostatik balans bozuklugu ve intraselliiler hemostazda

bozulma olaylar1 gergeklesmektedir (93).

Mikroorganizmalarin direk veya sitokinlerin indirek etkisine maruz kalan
endotel hiicrelerinden adezyon molekiillerinin etkinlgi artar, vazoaktif maddeler ve
inflamatuvar mediyatorler salinir. Asir1 aktive olan endotel hiicrelerden dolay1
mikrosirkiilasyonun bozulmasi, kapiler gecirgenligin artmasi, toksik oksijen radikalleri,

notrofillerden salinan siiperoksid ve proteazlar bir siire sonra konaga zarar verir (93).

Sepsiste karaciger; MODS’nun baslamasi ve ilerlemesinde 6nemli bir yere
sahiptir. Sepsisin olusumu ile indiiklenen karaciger hasar1 primer ve sekonder olmak

tizere ikiye ayrilir (77).
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Primer karaciger disfonksiyonu; sok ve resiisitasyon sonrasi gelisir ve sistemik
veya mikrosirkiilatuvar bozuklukla iligkili olarak ortaya ¢ikar. Hipoperfiizyon ve
endotoksemi primer karaciger hasarmma neden olur. Hepatositlerdeki akut hiicresel ve

mitokondrial hasar serum aminotransferaz enziminde artisla belli olur(77).

Sekonder karaciger disfonksiyonu ise endotoksinin tetikledigi inflamatuvar
sitokinlerin aktiflesmesi sonucu gelismektedir. Bakteriyemi ve sepsis olmadan da
makrofajlardan salinan sitokinler yoluyla kolestaz gelisebilir. Kupffer hiicreleri,
polimofoniikleer hiicreler ve endotel hiicrelerin agregasyonu siniizoid liimeninin
obstriiksiyonuna neden olur. Siniizoidlerde hipoperfiizyonuna neden olan bu durum,
disse araligin1 genisletir, kemotaktik faktorlere ek olarak lipopolisakkaritin indiiklemesi
ile hepatosit ve kupffer hiicrelerinden nétrofil kemotaksisine neden olan sitokinler
salgilanir. Bunun sonucunda nétrofil marjinasyonu ve adezyon gergeklesir. Bunu

takiben serbest oksijen radikallerindei proteazlarda artis ve hepatosit hasar1 olusur (77).

Sepsisli karacigerde en sik rastlanan bulgu intrahepatik kolestazdir. Ayrica
kupffer hiicre hiperplazisi, portal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1, fokal hepatosit
degisiklikleri ve steatoz goriiliir. Klinik tabloda karaciger tutulumu sik olup mortaliteyi

olumsuz yonde etkilemektedir (77).

Kanda artmis
~— " | endotoksin seviyesi

ROS retimi ] i

v 4
Mitokondride ROS birikimi ] Joeiachfcaktivasyom!
v v
Mitokondriden Sitckrom c Salinimi TNF-alfa Uretimi
v

| Kaspazlann aktivasyonu, kemokinlerin (IL-3) A;’"
ve adezyon molekillerinin dretimi

v
Apoptosis, organ hasar

Sekil 9: Serbest oksijen radikallerinin ve endotoksinin karacigerdeki apoptosis yolagi
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2.8. Aminotransferazlar (ALT ve AST)

Aminotransferazlar, Amino gruplarmmmn transferi yolu ile, Amino asitler ile 2-
okzo-asitlerin birbirine ¢evrilmesini gergeklestiren enzimlerdir. Aspartat ve alanin
transferazlar  klinikk Onem tasiyan aminotransferaz  Ornekleridir.  Aspartat
aminotransferaz; aspartat transaminaz, L-aspartat:2-okzoglutarat aminotransferaz, AST
olarak da bilinir. AST, onceleri glutamat oksaloasetat (GOT) olarak adlandirilmistir.
Alanin aminotarnsferaz; alanin transaminaz, L-alanin:2-okzoglutarat aminotransferaz,
ALT olarakta bilinir. Bu enzim Onceleri glutamat piruvat olarak (GPT) olarak

adlandirilmistir.

L-Aspartat + 2-Okzoglutarat _..' Okzaloasetat + L-Glutamat
AST

L-Alanin + 2-Okzoglutarat , Piruvat + L-Glutamat
ALT
Sekil 10: AST ve ALT reaksiyonlar1 (113)

Amino grubu transferlerinin  gergeklestirlidigi tim tepkimelerde 2-
okzoglutarat/L-glutamat ¢ifti, amino grubu alicis1 ve vericisi olarak kullanilir. Geri
doniisimlii olan AST ve ALT reaksiyonlarinda denge sirasiyla aspartat ve alanin
olusumu yoniindedir.

Transaminazlar hayvan dokularinda yaygm olarak bulunur. Insan plazmasi,
safrasi, beyin-omurilik sivis1 ve tiikriigiinde normal olarak bulunan ALT ve AST bobrek
lezyonu bulunmadik¢a idrarda goriilmez. Karacigerin biitiinliigiinii  etkileyen

hastaliklarda serum AST ve ALT diizeylerinin arttig1 goriiliir(113).

2.9. C-Reaktif Protein (hsCRP)

Tillet ve Francis adli iki arastrmacmm 1930 yilinda S.pnuemoniae’nin C
polisakkaridine baglanarak agglutinasyon yapan bir “etmen” saptadiklar1 ve buna C-

Reaktif protein (CRP) adin1 verdikleri bildirilmektedir. CRP karacigerden sentezlenen
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11800 dalton agihiginda bir proteindir. inflamasyonda IL-1, 1L-6, TNF-alfa gibi
sitokinlerce uyarilir.

hsCRP’nin diger fizyolojik rolii; makrofaj uyarimiyla tiimor inhibe edici aktivite
gostermesidir. hsCRP akut faz proteinleri iginde en g¢abuk yiikselen ve 48-72 saatte
maksimuma ulasan yapidir. Inflamatuar uyaranlari izleyen sekiz saat i¢inde hsCRP
hepatositler i¢inde gosterilir. hsCRP diizeyinin Ol¢iimii bakteriyel enfeksiyonlarin

saptanmasinin 6nem tasidigi sepsiste, 6zellikle nemlidir (76,115).

2.10. SARIMSAK

Eski caglardan beri bilinen sarimsak, hem baharat hem ila¢ olarak kullanilan,
kaynag1 Orta Asya olan bir bitkidir. Ozellikle salgm hstaliklar i¢in antiseptik, idrar
artirict ve istah acici olarak kullanilmistir (4,40). Igeriginde; %65 su, serbest
aminoasitler, fruktoz igeren karbonhidratlar, proteinler, c¢esitli mineraller, cesitli

vitaminler( B kompleks ile A ve C vitaminleri) ve siilfiir bilesikleri bulunur (40).

Sarimsagin, immiin bozukluk intestinal diizensizlik, arteroskleroz, kanser, artrit,
respiratuvar  infeksiyon, yaslanma karsiti, hipolipidemik, antihipertansif ve
antitrombolitik etkilerinin oldugu bildirilmektedir (4,9,121,125). Arastirmalarda kanser
olgularinin azalmasi ile sarimsak tiiketiminin artmasmin iliskili oldugu bulunmustur (9).
Ayrica sarimsak insanda; kolon, akciger ve deri kanserinde, kanserli hiicrelerin artigini
inhibe ettigi, lipid peroksidasyonunu azaltip antioksidan kapasiteyi arttirarak kimyasal

koruyucu bir rol oynadigi bildirilmistir (9).

Son yillarda bitkisel ila¢ sanayinin dnemli bir maddesi olan sarimsak tansiyonu

ve kolesterolii diistirmek i¢in tiiketildigi rapor edilmistir (9,40).

Sarimsagm en onemli biyokimyasal Ozelliklerinden birisi de ¢esitli patolojik
sireclere karsi savunmayi saglayan antioksidan etkisinin olmasidir. Sarimsak,
antioksidant etkisini reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek, lipid peroksit olusumunu ve
LDL oksidasyonunu inhibe ederek gerceklestirir (9,107).
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Kuru sarmmsak ekstrelerinin antioksidan aktivitesinden S-allil-sistein, alil-
merkapto-L-sistein ve N:( alfa )-fruktosil arginin gibi organosiilfiir bilesiklerinin
sorumlu oldugu bildirilmektedir (9).

Yapilan ¢aligmalarda siiperoksid radikallerini ve hidrojen peroksiti baskilayarak,
stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
aktivitelerini artirdig1 gosterilmistir (3).

Sener ve ark. Siiperoksid radikali {iretimini artiran nikotin toksisitesine karsi
sarimsagin notrofil infiltrasyonunu azalttigint ve lipid peroksidasyonunu engelledigini

rapor etmislerdir (107).

2.11. S-Allil Sistein (Deoksiallin,SAC)

S-allylcysteine (SAC), organo siilfiir yapida bir aminoasit olup, suda ¢oziilebilen
antioksidan Ozelliklere sahip bir sarmmsak bilesigidir. Sarimsagin igerisinde 30 pg/g
kadar SAC bulunmaktadir. Oksidatif stres ile iligkili ¢esitli deneysel modellerde
sarimsak ekstresinin koruyucu etkisinden sorumlu aktif bilesiklerden biri oldugu rapor

edilmistir (57,58,60,61, 66-89).

SAC’in antioksidan 6zelliklere sahip oldugu hem in vivo (88-81) hem de in
vitro (54-61,66,123) calismalarda gosterilmistir. In vivo c¢aligmalarda SAC, lipit
peroksidasyonun inhibisyon mekanizmasi ile iskemik rat beyninde 6dem olusumunu
azaltmis ve doksorubisin ile tedavi edilen farelerde kalp ve karaciger histolojik hasarini

engellemistir (81,88,89).

In vitro ¢aligsmalarda ise SAC, siiperoksit anyonunu, H,O, ve hidroksil radikalini
temizleyebildigi (66,59), ayrica H;O, radikaline bagli endotel hiicre hasarini, lipit
peroksidasyonunu ve disik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu Onledigi
bildirilmistir (54-59,60,123). NO endotel hiicrelerde artarken, SAC makrofajlarda nitrik

oksit sentazi inhibe ederek nitrik oksit (NO) tiretimini diizenler (66).
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SAC’in bilinen antioksidan, antikanserojen(109), norotrofik (87) ve
antihepatopatik(84,85) etkilerine karsin literatiirlerde sepsisteki etkinligi  ve
biyokimyasal yolaklar1 bilinmemektedir.

CHo

s
COOH

Sekil 11: SAC’in kimyasal yapis1 (32)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuari, Klinik Laboratuart ve Tibbi Cerrahi Arastirma
Merkezi Deney Hayvanlar1 laboratuarinda yapildi. Deney hayvanlart Tibbi Cerrahi

Arastirma Merkezi tarafindan saglandi. Calisma i¢in gerekli olan etik kurul onay1 alind1.

3.1 GERECLER

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda, 32 adet 3-4 aylik erkek Wistar tiirii rat kullanildi. Deney
hayvanlar1 deney siiresince 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik i1siklandirmasi olan,
ortalama 22+ 2 °C 1s1 ve %45- 50 nem kosullarinda bakildi. Hayvanlara standart rat
pellet yemi ve su verildi. Deney hayvanlar1 arasindan rastgele segimle her birinde n=8

rat olmak iizere toplam 4 grupta 32 adet rat kullanildi. Bu gruplar;
GRUP 1(n=8) Kontrol Grubu
GRUP 2(n=8) SAC Grubu (S-Allil-Sistein)
GRUP 3(n=8) Sepsis Grubu (LPS)

GRUP 4(n=8) Sepsis+SAC Grubu

Sepsis ve SepsistSAC gruplarma kKimyasal olarak tek doz LPS (5 mg/kg i.p 0.1 ml
NaCl) enjeksiyonu yapildi. E.coli enjeksiyonundan 6 saat sonra grup 2 ve 4’¢ 50 mg/kg
S-Allilsistein gavaj yolu ile 2 giin boyunca 12 saat arayla verildi (83). 48 saat sonra

kanlar alinip hayvanlara anestezi uygulanarak diseksiyon yapildi ve karaciger dokular1

alindi.
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Lipopolisakkarit (Sigma)
SAC (Sigma)
EDTA (Merck)
TRIS HCI (Sigma)
TRITON-X (Sigma)
Perklorid asid (Merck)
Difenilamin (Merck)
Asetikasit (Merck)
Asetaldehit (Sigma)
Potasyum Fosfat (Merck)
Guaiacol (Sigma)
KOH (Merck)
Hidrojen Peroksit (Merck)
Hexadecyltrimethyl ammonium Bromide (Merck)
Hidroksilamin (Sigma)
Karbobenzoksi-Z-Glutaminilglisin (Sigma)
Tris Asetat (Merck)
Siikroz (Sigma)
CaCl, (Sigma)
FeCls; (Merck)

24



TCA (Merck)

HCI (Sigma)

3.1.3 Kullamilan Aygit Ve Geregler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1238)
Sogutmali Santrifiij (Jouan MR-22)

Ph Metre (Hanna-HI-932)

Su Banyosu (Niive BM 402)

Derin Dondurucu (Thermo ULT 1386-5-V40)
Hassas Terazi (Sartorius BP 121S)
Homojenizatér (Janke&Kunkel, Ultra-Turrax T25)
+4 Soguk Oda (Carel Master Cella)

Plastik ve Cam Tiipler

Enjektorler

Otomatik Pipetler

Operasyon Takimi
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3.2 Yontemler

3.2.1 Maddelerin Uygulanmasi

Grup 1 (S.F i.p) (n=8): Bu grup deney hayvanlarina intraperitoneal olarak serum
fizyolojik verildi. Uygulamadan 2 giin sonra ketamine—xylazine anestezisi uygulanarak

diseksiyon yapildi.

Grup 2 (50 mg/kg S-allil-sistein) (n=8): Bu grup deney hayvanlarina intragastrik olarak
gavaj yontemi ile 50 mg/kg S-Allilsistein saf su igerisinde ¢oziilerek 2 giin boyunca, 12
saat arayla uygulandi. Uygulama sonunda ketamine—xylazine anestezisi uygulanarak

diseksiyon gergeklestirildi.

Grup 3 (5 mg/kg LPS i.p) (n=8): Bu grup deney hayvanlarina deney baslangicinda 1 doz
LPS 5 mg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. Uygulamadan 2 giin sonra ketamine—

xylazine anestezisi uygulanarak diseksiyon yapildu.

Grup 4 (5 mg/kg LPS i.p+50 mg/kg, S-allilsistein) (n=8): Bu grup deney hayvanlarina
deney baglangicinda 1 doz LPS 5 mg/kg intraperitoneal olarak uygulandiktan sonra,
intragastrik olarak gavaj yontemi ile 50 mg/kg S-Allilsistein saf su icerisinde
¢ozdiriilerek 2 giin boyunca 12 saat arayla uygulandi. Uygulama sonunda ketamine—

xylazine anestezisi uygulanarak diseksiyon gergeklestirildi(83).

Yaptigimiz deneysel sepsis ¢alismasinda 5 mg/kg LPS i.p. verilen gruplardaki
ratlarin hareketlerinde azalma, viicut sicakliklarini korumak i¢in bir arada toplanma,
tiylerde diklesme, disaridan gelen uyaranlara cevap vermekte giigsiizliik ve halsizlik
belirtileri gozlemlendi. Deneklerde, bu belirtilerinin  goriilmesi sepsis lehine

degisikliklerin oldugunun bir gostergesidir (Akin ve ark. 126).
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3.2.2. Kan ve Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Deney bitiminde kanlar hafif anestezi altinda biyokimya tiiplerine alind1.

Tiiplere alinan kanlar 3500g’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serumda
ALT, AST, ALP, hsCRP parametreleri 6lgiildii.

Deney hayvanlarindan alinan karaciger dokular1 3 kez serum fizyolojik ile yikandiktan

sonra MPO, TG2, NO, DNA Fragmantasyonu dl¢iimleri i¢in -80°C’de saklanda.

3.2.3 Karaciger Dokusu DNA Fragmentasyonu Ol¢iimii

DNA fragmantasyonu Olglimiinde spektrofotometrik bir 6lglim metoduna dayanan

difenilamin reaksiyonu kullaniimistir (10).

Ol¢iim Prensibi:
Temel olarak DNA‘nmn hidrolizi esasma dayanir. Ag¢iga ¢ikan 2-deoksi-riboz‘lar
dehidrasyonla aldehite doniistiigiinde ortama eklenen difenilamin ile mavi renkli

bilesikler olusur (10). DNA konsantrasyonu arttikca mavi renk koyulasir.

Ornek hazirlanmasi:
a.Doku homojenatinin hazirlanmasi

Dokular -80°C derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri 0,3 gram tartild:.
Uzerlerine 2.7 mL lizis buffer (5mM Tris-HCI, 20mM EDTA, %0,5 Triton X-100, pH
8) eklenerek homojenize edildi. Homojenat, +4 C*de, 26000 x g‘de 25 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant fragmante DNA iceren kisimdi, dikkatlice alind1 ve bagka bir tiipe
aktarildi. Pellet ise bozulmamig DNA iceren kisimdi. Siipernatantin ve pelletin DNA

icerikleri difenilamin reaksiyonu kullanilarak 6lgiildii (10).
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b.Cozeltiler
1. 0.5 N Perklorik asit: 43 pL perklorik asit alind1 ve distile su ile son hacim 1000
mL‘ye tamamlandi.

2. Soliisyon A: 1.5 gram difenilamin, 100mL glasiyel asetik asitte ¢oziildii. Uzerine 1,5
mL siilfiirik asit eklendi. Bu soliisyon karanlikta saklanir.

3. Soliisyon B: 50mL deiyonize su ile ImL asetaldehit karistirilarak hazirlandi. Bu

soliisyon taze kullanilir.

c.Spektrofotometrik ol¢iim

1. Siipernatantlarin DNA iceriginin ol¢iimii

Numaralandirilan 6rnek tiiplerine 1914 pL siipernatant alindi, {izerlerine 86 upL
konsantre perklorik asit eklendi. Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi. Kor ve 6rnek
tiipleri 90 °C‘de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 1500 rpm‘de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 0.75 mL alindi, 0.75 mL Soliisyon A ve 3.75 pL
Soliisyon B eklendi. Oda 1sisinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu silirenin sonunda

orneklerin absorbanslar1 600 nm‘de okundu (48).
2. Pelletlerin DNA iceriginin 6l¢iimii

Numaralandirilan Pelletlerin {izerine 6 mL 0.5 N perklorik asit eklendi. Kor olarak 0,5
N perklorik asit kullanildi. Kér ve pellet tiipleri 90 °C‘de 15 dakika inkiibasyona
birakild:. inkiibasyon sonras1 1500 rpm‘de 10 dakika santrifiij edildi. Pelletten 0.75 mL
alindi, 0.75 mL Soliisyon A ve 3.75 puL Soliisyon B eklendi. Oda i1sisinda 18 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda O6rneklerin absorbanslari 600 nm‘de kore

kars1 okundu (48).

d.Sonucun hesaplanmasi

Sonuglar yiizde siipernatant/pellet x100 olarak verildi.
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3.2.4 Karaciger Dokusu Nitrik Oksit Ol¢iimii

a. Olgiim Prensibi:

Giiniimiizde, 0rneklerdeki nitrit ve nitrat miktarlar1 iki asamali bir yontem ile
dlciilmektedir. Oncelikle nitrat enzimatik doniisiim veya metalik kadmiyum ile nitrite
indirgenir. Griess reaksiyonu nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(siilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor
renkli bir azo iriinii olusturmasi esasmna dayanmaktadir. Griess reaksiyonu, nitrit
iyonlarmma duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite indirgenmesi in vivo olarak

olusan NO’nun 6l¢iimiine olanak tanimaktadir (2,31).

b. NO ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

1. Cinko siilfat (.7H20), 75 mM

2. Sodyum Hidroksit, 55 mM

3. Glisin — NaOH Tamponu; pH:9,7

4, Siilfanilamit, 5 gr

5. N-(1-naftil) etilendiamin (NED), 50 mg
6. Bakir (IT) Siilfat (.5H20), 5 mM

7. Stok Sodyum Nitrit Standardi, 1 mM
8.Sodyum Tetraborat (.10H20), 10 mM
9. Siilfuirik Asit, 0,1 M

10. Kadmiyum Graniilleri

11. Hidroklorik Asit, 3 M

Cc. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve spektrofotometrik ol¢iim

Karaciger dokular1 1 mM fosfat tamponu (pH:7.4) i¢erisinde homojenize edildi.
12000 g’de 4 °C’de 15 dk santrifilij edilerek siipernatant dlgiim i¢in kullanildi.
Orneklerin deproteinizasyonu: 125 pL &rnek 500 uL ginko siilfat ve 625 pL sodyum
hidroksit ile muamele edildi. Daha sonra bu karisim 3500 g’de 5 dakika santrifiij
edilerek proteinlerin ¢okmesi saglandi. Santrifiij isleminden sonra iiste kalan

stipernatant kistmdan 250 pL alinarak tizerine 250 pL glisin — NaOH tamponu ilave
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edildi. Daha sonra tiim tiiplere yaklagik agirhigi 0.75 gr olan kadmiyum
graniillerinden atilarak oda 1sisnda 90 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
isleminden sonra numune tiiplerinden 500 pL alinarak 250 pL NED ve 250 upL
siilfanilamit ilave edildi. Absorbanslar 545 nm’de okundu.

d. Sonucun hesaplanmasi
Standartin konsantrasyonundan yararlanilarak ve diliisyon faktorii de goz Oniine

alinarak NO degerleri doku 6rnegi i¢in pmol/mg protein olarak hesaplandi (2,31).

3.2.5 Karaciger Dokusu Miyeloperoksidaz Aktivite Ol¢iimii:

a. Ol¢iim prensibi

Yontem, MPO’nun katalizledigi reaksiyonda guaiacol ve hidrojen peroksit’ten

olusan okside guaiacol’un 6l¢iimiine dayanmaktadir (36).

2 Guaiacol + H,0Q, -Meloperoxidaze », 5 (yidized Guaiacol + 2 H.0

b. Miyeloperoksidaz Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. 50 mM Potasyum Fosfat Buffer ( pH 7.0)
2.0.02 M EDTA

3. % 0.5 hekzadesiltrimetil amonyum bromit
4. 100 mM Guaiacol

5. 0.0017% (w/w) Hidrojen Peroksit

C. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve spektrofotometrik 6l¢iim

50 mM Potasyum Fosfat Buffer ile 100 mM Guaiacol ve 0.0017% (w/w)
Hidrojen Peroksit 100 mL deiyonize suda ¢oziilecek ve 25°C°de 1M KOH ile pH 7.0’a
ayarlandi. 300 mg doku, 5 ml 0.02 M EDTA tamponu igerisinde homojenizasyondan
sonra 20000°g de 15 dakika santrifiij edildi. Supernatant atilip pellet, es hacimdeki 0.5%
hexadecyltrimethyl ammonium bromide igerisinde resiispanse edildi ve ayni devirde
tekrar santriflij edildi. Supernatant, MPO 6lgiimii i¢in kullanildi. 470 nm de 1 dakika

boyunca olusan absorbansdaki degisim spektrofotometrede gozlendi. Sonuglar diliisyon
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faktoriide goz Oniine alimarak U/mg protein olarak hesaplandi. Siipernatantta total

protein dlgtimii Bradford metoduna gore yapildi (23,36).

3.2.6 Karaciger dokusu TG2 aktivite 6l¢ciimii

Olciim Prensibi:
TG2 aktivitesi kolorimetrik olarak 6lgiildii.
TG2
CBZ-GIn-Gly + Hidroksilamin ——»CBZ-GIn-Gly-Hidroksamat

Yontem, TG2 nin katalizledigi reaksiyonda Hidroksilamin ve karbobenzoksi-Z-
glutaminilglisin  (CBZ-GIn-Gly)’den olusan y-glutamilhidroksamat’in  6lgiimiine
dayanmaktadir(44).

Ornek hazirlanmasi:

a.Doku homojenatinin hazirlanmasi

0,25 M siikroz ¢dzeltisi hazirland1. Ornek tiiplerine 1 gram doku igin 2,5 mL siikroz
¢ozeltisi eklendi. Ornekler orta hizda 2 dakika homojenize edildi. Homojenatlar,
+4°C’de 105.000 x g’de lsaat santrifiij edildi. Siipernatant alinarak Olglim ig¢in
kullanildi.

b.Cozeltiler

1. Reaktif | (0,2 M Tris asetat icinde, pH:6, 37°C):
a. 30mM CBZ-GIn-Gly
b. 1mM EDTA
c. 5mM CacCl,
d. 0,1M Hidroksilamin

2. Ferrik klorid reaktifi(esit hacimlerde):
a. %15 TCA
b. %5 FeCls
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c. 2,5NHCI

c.Spektrofotometrik ol¢ciimii

Kor ve ornek tiipleri hazirlandi. Kor ve Ornek tiliplerine 0,4 mL reaktif I
pipetlendi. Tiipler su banyosunda 37°C’ye 1sitildi. Kor tiipiine 0,1 mL distile su, 6rnek
tiiplerine 0,1 mL siipernatant eklendi, karistirild1 ve 37°C’deki su banyosunda 10 dakika
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,5 mL ferrik klorid reaktifi eklendi.
10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dl¢iim igin kullanildi. Orneklerin
absorbanslart 525 nm’de kore karsi okundu.(124,125) Siipernatantlarin protein miktari

Bradford yontemiyle belirlendi. (23).
d.Sonucun hesaplanmasi

1. Bir U, bir dakikada 1 pmol vy-glutamilhidroksamat olusumunu
katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi. Sonuglar U/mg protein
olarak verildi.

2. Uriin i¢in 525 nm’deki absorbsiyon katsayis1 340 M cm™*dir.(44,112).
3.2.7. Karaciger Dokusu Protein Olciimii

Ol¢iim Prensibi:

Olgiim, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki protein
¢ozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasma dayanan Bradford
yontemine gore yapildi (23).

Ornek hazirlanmast:
a. Doku homojenatinin hazirlanmasi
MPO, TG2 ve NO olclimlerinde kullanilan homojenatlar kullanildi ve dlglimlerin

yapildig1 fraksiyonlarda protein degerleri belirlendi.
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b. Cozeltiler

Belirteg: 25 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 tartildi. 12.5 mL %95°lik etanolde
¢ozdiiriiliip lizerine 25 mL %85°‘lik H3PO4 eklendi. Son hacim distile su ile 250 mL‘ye
tamamlandi. Bu derisik ¢ozeltidir. Kullanilacagi zaman 5 kat sulandirildi. Whatman no 1

filtreden geg¢irildikten sonra kullanildi.

c. Spektrofotometrik ol¢iim

Kor, 6rnek ve standart tiipleri hazirlandi. Kor tiipine 0,1 mL distile su ve 5 mL belirteg
eklendi. Omek tiiplerine 0,1 mL homojenat ve 5 mL belirtec eklendi. Tiipler

vortekslendikten sonra 5 dakika beklendi ve 595 nm‘de absorbanslar1 kore karsi okundu.

3.2.8 Serum ALT, AST, ALP ve CRP Olgiimii

Serum ornekleri Roche D,P Module otoanalizoriinde ¢alisild.

3.2.8.1 ALT o6l¢iim prensibi:

ALT tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan piruvat, Laktat
Dehidrojenaz‘in (LDH) katalizledigi reaksiyon ile laktata doniisiitken NADH da

oksitlenerek NAD+‘ye doniisiir.
ATT

o-ketoglutarat + L-alanin - L-glutamat + pimvat

piruvat + NADH +H = = L-laktat +— MNATY
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Piruvatin olusum hiz1 ve dolayisiyla ALT aktivitesindeki artigla direkt orantili
olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak olgiiliir.

3.2.8.2 AST ol¢iim prensibi:

AST tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan oksaloasetat, Malat
Dehidrojenaz‘in (MDH) katalizledigi reaksiyon ile malata doniisiirken NADH da

oksitlenerek NAD+‘ye dontistir.
AST

a-ketoglutarat — L-aspartat <——> L-glutamat + oksaloasetat

NMNDH

oksaloasetat + NADH + H®W <——> L-malat+ NAD"

Oksaloasetatin olusum hizi ve dolayisiyla AST aktivitesindeki artigla direkt

orantil1 olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak olgiiliir.

3.2.8.3 ALP ol¢iim prensibi:

p-nitrofenil fosfat, magnezyum ve ¢inko iyonlar1 varliginda ALP tarafindan
hidrolize edilir ve triinler fosfat ile p-nitrofenildir. ALP aktivitesi ile orantili olarak

salman p-nitrofenil, kolorimetrik olarak ol¢iiliir.
ATP

p-nitrofenilfosfat + H,O <———> fosfat + p-nitrofenil

Mg’

3.2.8.4 hsCRP ol¢iim prensibi:

Partikiil ylizeyi genisletilmis immiiniitiirbidimetrik bir testtir. Lateks
mikropartikiillerine baglanmis anti-CRP antikorlar1 numune i¢indeki antijenle
reaksiyona girip, bir antijen/antikor kompleksi olugturmustur. Agliitinasyonun ardindan

bu tiirbidimetrik olarak ol¢tilmiistiir.
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3.2.9 istatistiksel Analiz

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali
tarafindan yapildi. Analizlerde SPSS for Windows 20,0 yazilim1 kullanildi.

Degiskenlere iliskin dagilim formlarmin belirlenmesinde normallik testlerinden
Shapiro Wilk’s testi uygulandi ve normal dagilan verilerin gruplar arasi
karsilastirilmasinda ANOVA testi, farkli gruplarm belirlenmesinde ise post hoc
testlerden tukey testi kullanildi. Normal dagilmayan verilerin gruplar arasi

karsilastirilmasinda ise Krusskal Wallis testi uygulandi .
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4. BULGULAR

Serum ALP aktiviteleri kontrol grubunda 581,88+47,35, S-Allilsistein grubunda
541,78+70,99, Sepsis Grubunda 698,13+107,47, Sepsis+SAC Grubunda 566,63+99,54
olarak bulundu. Serum ALP aktivitelerinde Kontrol grubuna goére Sepsis grubunda
anlamli derecede fark bulundu (p<0,05).
aktivitelerinde SAC ve SepsistSAC grublarinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p
>0,05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC grubu ALP aktivitelerinde arasinda anlamli

derecede fark bulundu(p<0,05).

Tablo 1: Serum ALP aktiviteleri (U/L)

Kontrol Grubuna goére serum ALP

GRUPLAR

KONTROL

SAC

SEPSIS

SEPSIS+SAC

581,88+47,35

541,78+70,99°

698,13+107,47°

566,63+99,54"¢

SERUM ALP AKTIVITELERI (U/L)

KONTROL

SAC

SPS

SPS+SAC

Grafik 1: Serum Alkalen Fosfataz (ALP) aktiviteleri (U/L)
a: Kontrol grubuna gore fark p< 0.05

b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05

c: SPS grubuna gore fark p< 0.05
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Serum AST aktiviteleri Kontrol grubunda 123,5, SAC grubunda 118, Sepsis Grubunda
162,5, Sepsis+SAC grubunda ise 120,5 olarak bulundu. Serum AST aktiviteleri kontrol
grubuna gore Sepsis grubunda anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). Kontrol
grubuna gore SAC ve SepsistSAC gruplarinin serum AST aktiviteleri arasinda fark
bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+tSAC grubunun AST aktiviteleri

arasinda anlamli derecede fark bulundu (p<0,05).

Tablo 2: Serum AST aktiviteleri (U/L)

KONTROL SAC SEPSIS SEPSiS+SAC
Median 123,5 118° 162,5° 120,5°
25% 113,5 112,75 154,5 115
75% 144 146,25 168 145

160,00 T a

AST (U/1)

120, 00

oooooo

0
5}
o}
0
it
0
0
g}
o}
0
n -
0
P
A

KONTROL

Grafik 2: Serum Aspartat amino trasferaz (AST) aktiviteleri (U/L)

a: Kontrol grubuna goére fark p< 0.05
b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
c: SPS grubuna gore fark p< 0.05
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Serum ALT aktiviteleri Kontrol grubunda 44, SAC Grubunda 44, Sepsis Grubunda
65,5, Sepsis+SAC 47,5 olarak bulundu. Serum ALT aktiviteleri kontrol grubuna gore
Sepsis grubunda anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). Kontrol grubuna gére SAC
ve Sepsis+tSAC grublarinin serum ALT aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC grubunun ALT aktiviteleri

arasinda anlamli derecede fark bulundu (p<0,05).

Tablo 3: Serum ALT aktiviteleri (U/L)

KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
Median 44 44° 65,5° 47,5°¢
25% 40,5 43 62 31,5
75% 49 45,75 68,5 52,5
70,00 T T
50,00 T T 610
14 b
—
gdo, 00 l *16
E 12

30,

20,

10,

[eXe)

[eXe)

[eXe)

T
KONTROL

Grafik 3: Serum Alanin aminotrasferaz (ALT) aktiviteleri (U/L).

a: Kontrol grubuna gore fark p< 0.05

b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05

c: SPS grubuna gore fark p< 0.05
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Serum hsCRP Diizeyleri Kontrol grubunda 0,95+0,23, SAC grubunda 0,96+0,29,
Sepsis grubunda 2,49+0,49, Sepsis grubunda 1,16+0,46 olarak bulundu. Serum hsCRP
diizeylerinde Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda ileri derecede yiiksek fark bulundu
(p<0,001). Kontrol grubuna goére SAC ve SepsistSAC grublarmin serum hsCRP
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore

Sepsis+SAC grubunun hsCRP diizeyleri arasinda ileri derecede fark bulundu (p<0,001).

Tablo 4: Serum hsCRP diizeyleri (mg/L)

GRUPLAR | KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
0,95+0,23 0,96+0,29° 2,49+0,49° 1,16+0,46°°
3,5 -
SERUM CRP DUZEYLERI (mg/L)
3 -
2,5 -
3 2
£
& 1,5 -
o
1 4
0,5 -
0 a
KONTROL SAC SPS SPS+SAC

Grafik 4: Serum C-reaktif protein (hsCRP) diizeyleri.

a: Kontrol grubuna gore fark p<0.001
b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
c: SPS grubuna gore fark p< 0.001
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MPO Aktivitesi Kontrol grubunda 0,0224, SAC grubunda 0,0224, Sepsis grubunda
0,0523, Sepsis+SAC grubunda 0,0374 olarak bulundu. Karaciger MPO diizeyleri
Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi(p>0.05).
Kontrol grubuna gére SAC ve SepsistSAC grublarinin karaciger MPO aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC
grubunun karaciger MPO aktivitesi arasinda istatistiksel olrak fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 5: Karaciger dokusu MPO aktivitesi (U/mg protein)

KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
Median 0,0224 0,0224° 0,0523° 0,0374°°
25% 0,0224 0,0224 0,0448 0,0224
75% 0,0411 0,0262 0,0523 0,0374

13

o
o
IS

10

MPO (U/mg protein)

o
o
W

T T T T
KONTROL sSAC SEPSIsS SEPSIS+SAC

Grafik 5: Karaciger dokusu MPO aktivitesi (U/mg protein).

a: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
b: SPS grubuna gore fark p>0.05
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NO diizeyleri kontrol grubu 0,085, SAC grubu 0,085, Sepsis grubu 0,124, Sepsis+SAC
grubu 0,09 olarak bulundu. . Karaciger NO diizeyleri kontrol grubuna gore Sepsis
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Kontrol grubuna gére SAC ve
SepsistSAC grublarimm karaciger NO aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore SepsistSAC grubunun karaciger NO

aktivitesi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 6: Karaciger doksu NO diizeyleri (umol/mg protein)

KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
Median 0,085 0,085° 0,124° 0,09°°
25% 0,06 0,076 0,089 0,0785
75% 0,12 0,0935 0,1615 0,1005

NO (pmol/mg protein)

KONTROL, sac sEPsSis

Grafik 6: Karaciger dokusu NO diizeyleri (umol/mg protein).

a: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
b: SPS grubuna gore fark p>0.05
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DNA Fragmantasyonu kontrol grubunda 0,94+0,06, SAC grubunda 0,94+0,07, Sepsis
grubunda 1,49+0,05, SepsistSAC grubunda 0,099+0,04 olarak bulundu. Karaciger
DNA Fragmantasyonu degerleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda ileri derecede
yiikksek bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna gére SAC ve SepsistSAC grublarmin
Karaciger DNA Fragmantasyonu degerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi
(p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC grubunun Karaciger DNA Fragmantasyonu

degerleri arasinda ileri derecede fark bulundu (p<0,001).

Tablo 7: Karaciger dokusu DNA Fragmantasyonu (% siipernatant/pellet )

GRUPLAR | KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
0,94+0,06 0,94+0,07° 1,49+0,05° 0,099+0,04"¢

KARACIGER DNA FRAGMANTASYONU DEGERLERI

: j I I I

KONTROL SEPSIS SEPSIS+SAC

o L
0 = N b O
I I I I I )

o
N
1

DNA Fragmantasyonu (oran)

o
N
I

o

Grafik 7: Karaciger dokusu DNA Fragmantasyonu diizeyleri.

a: Kontrol grubuna gore fark p<0.001
b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
¢: SPS grubuna gore fark p< 0.001
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Transglutaminaz 2 aktivitesi kontrol grubunda 0,067, SAC grubunda 0,069, Sepsis
grubunda 0,0845, Sepsis+SAC grubunda 0,0725 olarak bulundu. Karaciger TG2
degerleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0,05).Kontrol grubuna gore SAC ve SepsistSAC grublarinin Karaciger TG2
degerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore

SepsistSAC grubunun Karaciger TG2 degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmadi(p>0.05).

Tablo 8: Karaciger dokusu Transglutaminaz 2 aktivitesi (U/mg protein)

KONTROL SAC SEPSIS SEPSIS+SAC
Median 0,067 0,069° 0,0845° 0,0725°¢
25% 0,06 0,067 0,079 0,066
75% 0,08 0,078 0,101 0,0785

i o I

T6II (U/mg protein)

KONTROL sac sEPsSisS

Grafik 8: Karaciger dokusu TG2 aktiviteleri (U/mg protein).

a: Kontrol grubuna gore fark p< 0.05
b: Kontrol grubuna gore fark p>0.05
c: SPS grubuna gore fark p>0.05
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5.TARTISMA

Bu tez caligmasinda LPS ile sepsis modeli olusturulan ratlarin karaciger
dokusunda SAC’mm TG2, DNA Fragmantasyonu, NO, MPO ve serumda AST, ALP,
ALT, hsCRP parametreleri {izerine etkisi arastwrilmistir. Bu c¢aligma, LPS ile sepsis
modeli olusturulan ratlarda SAC’m ALT, AST, ALP, hsCRP, MPO, NO, DNA
Fragmantasyonu ve TG2 aktiviteleri tizerine yapilan ilk c¢alisma olarak 6zgiin
niteliktedir.

Calismamizda, LPS ile sepsis olusturulan ratlarda ALT, AST ve ALP degerleri

kontrol grubuna gore Sepsis grubunda anlamli derecede artmis olarak bulundu(p<0,05).

Karaciger bir yandan sepsise neden olan bakterilerin, endotoksinlerin, sepsis
sirasinda olusan vazoaktif maddelerin klirensini, detoksifikasyonunu saglamakta, diger
yandan da konak savunmasinda yer alan hiicrelerin aktivitelerini diizenlemektedir.
Sepsiste karacigerin i¢inde oldugu iki karsit durum vardir. Karaciger, hem enflamatuvar
mediyatorlerin kaynagi olup, hem de bu mediyatorlerden etkilenen hedef organ

olmaktadir.

Karacigerin bu ikili roliinii iki temel mekanizma agiklar. Birincisi, toplam
kardiyak debinin % 25’ ini alan karaciger kanlanmasidir. Ikincisi, Kupffer hiicreleri,
hepatositler ve endoteliyal sinlizoidal hiicrelerden olusan karacigerin heterojen hiicresel
yapisidir. Bu hiicrelerin hepsi bagisiklik, antienfeksiyoz ve metabolik rollere sahiptir.
Karaciger, agir enfeksiyona sistemik yanitta ¢cok onemli diizenleyici rol oynar, ¢linkii
yapisinda ¢ok sayida bulunan makrofajlar, endotoksin ve bakterileri kandan
temizleyebilir ve sistemik enflamatuvar yaniti1 baslatabilirler. Sepsisin indiikledigi
karaciger disfonksiyonu primer ve sekonder bozukluk olmak {iizere iki grupta
incelenebilir. Primer karacier disfonksiyonu sok ve resiisitasyon sonrasi gelisir ve
sistemik veya mikrosirkiilatuvar bozuklukla iligkili olarak ortaya ¢ikar. Primer karaciger
hasar1 dolasim bozuklugunun ilk saatlerinde baslar. Bunun sonucunda siklikla hepatik
laktat ve aminoasit klirensinde, glikoneogenezde ve glikojenolizde azalma ve bunlar1
izleyen hipoglisemi olusur. Hepatositlerdeki akut hiicresel ve mitokondriyal hasar,

serum aminotransferaz enzimlerinde artisla kendini belli eder.
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Sekonder karaciger fonksiyon bozuklugunun (kolestaz) ise bakteri veya
endotoksinin tetikledigi enflamatuvar sitokinlerin aktiflesmesi sonucunda gelistigi
diistiniilmektedir. Etiyolojiye bakmaksizin, enflamasyon aracili kolestaz tablosu,
endotoksinlerin ve/veya endotoksinlerin indiikledigi TNF-a ve cesitli IL’lerin kolestatik
etkilerine baghdir. Endotoksinler dolagima siklikla karaciger dis1 periferik enfeksiyon
bolgesinden gegerler. Hatta bakteremi ve sepsis olmadan da makrofajlardan sitokin

salimimi yoluyla kolestaz gelisebilir.

Lipopolisakkarid, kompleman, immiin kompleks ve bakteriler tarafindan uyarilan
Kupffer hiicrelerinden sitokin salinmasi (IL-1, IL-6, IL-12, TNF a) sonucu lokal sitokin
konsantrasyonu artar. Kupffer hiicrelerinden salman sitokinler yoluyla endoteliyal
hiicreler, polimorfoniikleer l6kositler, trombositler, lenfositler uyarilir ve sitokin
salinimina katkida bulunurlar. Lokal sitokin salinimina ayni zamanda hepatositler de
katilir. Salinan sitokinler ise hepatosit ve endoteliyal hiicre hasarina yol acgar.

Kupffer hiicreleri, polimorfoniikleer hiicreler, eozinofiller, trombositler ve
endotel hiicrelerinin agregasyonu sinlizoid kimeninin obstriiksiyonuna neden olur.
Siniizoidlerin hipoperfiizyonuna neden olan bu durum, Disse araligin1 genisletir. Diger
taraftan kemotaktik faktorlere ek olarak, LPS’in indiiklemesiyle hepatosit ve Kupffer
hiicrelerinden nétrofil kemotaksisine neden olan IL-8 saliimi olur. Bunun sonucunda
adezyon molekiillerinde artis yoluyla notrofil marjinasyonu ve adezyonu gergeklesir.
Bunu takiben serbest oksijen radikallerinde, proteazlarda artis ve hepatosit hasar

meydana gelir.

Ozetle, uyarilmis enflamatuvar sitokinler aracihiiyla gelisen yukarida belirtilen
stire¢ sonucunda, hepatosit dejenerasyonu ve/veya apoptozu, endotel hiicre hasar1 ve
sinlizoidal degisiklikler ortaya ¢ikar. Hepatositlerdeki islev bozukluguna bagl olarakta
ciddi sepsis hastalarinda alkalin fosfataz, bilirubin ve aminotransferaz diizeyleri siklikla

yliksek olarak saptanir (77).

Ahmed ve arkadaslar1 (1) LPS (10 mg/kg, i.p.) ile sepsis modeli olusturduklari
Sprague-Dawley (210-225 g) cinsi ratlardan aldiklar1 kan orneklerinde alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase enzimlerini kontrol

grubuna gore onemli derecede yiiksek bulmuslar ve bu aktivite artisninin LPS’nin
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karacigerde proteazlar ve serbest oksijen radikallerinin salinimini artirarak karaciger
hasar1 olusturmasmdan kaynakli oldugunu bildirmislerdir. Oter ve ark. (92) ise farelere
intraperitoneal E. coli vererek yaptiklari ¢aligmalarinda E. coli bakterisinin karaciger
harabiyati olusturdugunu rapor etmisler ve ALP, AST, ALT enzimlerini sepsis
grubunda kontrol gurubuna gore daha yiikksek bulmuslardir.

Deneyimiz, yapilan diger ¢aligmalarla korele olup LPS ile olusturulan sepsis
modelinde ratlarin serumlarinda ALT, AST ve ALP enzimleri kontrol grubuna gore
sepsis grubunda artmis olarak bulundu. Artisin sebebinin; LPS ile karaciger dokusunda
indiiklenen proteazlar ve serbest oksijen radikallerinin karaciger hasar1 meydana
getirdigi i¢in olabilecegi diistiniilmektedir.

Hsu ve ark. (56) yaptiklar1 deneyde farelere verilen SAC’in karaciger hasar1
engelleyici etkisinden dolayr ALT, AST, ALP aktivitelerini disiirdiigiini
gozlemlemislerdir. Bizim calismamizda da SAC ile tedavi edilen SEPSIS+SAC
grubunda SAC’m karaciger hasarmi engelleyici etkisinden(81,88,89) dolay1 ALT, AST

ve ALP diizeylerinin kontrol grubuna yakim bir hal aldigin1 diistinmekteyiz.

Cahsmamizda Serum hsCRP Diizeyleri Kontrol grubunda 0,95+0,23, SAC grubunda
0,96+0,29, Sepsis grubunda 2,49+0,49, Sepsis+SAC grubunda 1,16+0,46 olarak
bulundu. Serum hsCRP diizeyleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda ileri derecede
artrms bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna gére SAC ve Sepsis+tSAC grublarinin
serum hsCRP seviyeleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis
grubuna gore Sepsis+SAC grubunun hsCRP diizeyleri arasinda ileri derecede fark
bulundu (p<0,001).

Caliymamizda LPS ile indiiklenen sepsis modelinde, kontrol grubuna gore sepsis
grubunda artan hsCRP diizeyi; hsCRP’nin viicutta inflamatuar olaylara kars1 olusan bir
akut faz proteini olduguyla iligskilendirilmistir (95). Hsu ve ark. (56) yaptiklar1 deneysel
calismada SAC’in serum hsSCRP aktivitesini  disirdigiini gozlemlemislerdir. Bu
bulgular ¢aligmamizla uyumlu olup SEPSIS+SAC grubunda, SAC uygulandiginda
hsCRP diizeylerinin kontrol grubuna yakin bir hal almasi, inflamasyonda TNF-alfa ile
indiiklenen hsCRP diizeyinin, SAC’m TNF-alfa kovucu(56) etkisinden dolay1

olabilecegini diisiinmekteyiz.

46



Cahsmamizda MPO Aktivitesi Kontrol grubunda 0,0224, SAC grubunda
0,0224, Sepsis grubunda 0,0523, Sepsis+SAC grubunda 0,0374 olarak bulundu.
Karaciger MPO diizeyleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi(p>0.05). Kontrol grubuna gére SAC ve SepsistSAC grublarinin
karaciger MPO aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis
grubuna gore Sepsis+SAC grubunun karaciger MPO aktiviesi arasinda istatistiksel olrak
fark bulunmadi (p>0.05).

Sepsiste notrofil sekresyonunun kantitatif bir gostergesi olarak kullanilan MPO
aktivitesi fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzimdir (69).

Ahmed ve ark. (1), Sener ve ark. (110), Murat ve ark. (82) calismalarinda
karacigerde MPO aktivitesinin LPS ile olusturduklar1 sepsis modelinde kontrol grubuna
gore sepsis grubunda arttigini bildirmislerdir. Calismamizda LPS ile sepsis modeli
olusturulan ratlarin sepsis grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olararak MPO
aktivitelerinde fark bulunmadi. Fakat grafiklerde gozlenen farkin; inflamasyon
durumunda dokularda MPO’un ekstraselliiler ortama salinmasindan dolay1 olabilecegi
distinilmektedir (119). SAC verildiginde ise istatistiksel anlamda bir fark
bulunmamasma ragmen grafikte farklililk olmasmin sebebi SAC’in siiperoksit
anyonunu, hidroksil radikalini ve en 6nemlisi hidrojen peroksit radikalini kovucu

etkisinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (59, 66).

Cahsmamizda karaciger NO diizeyi kontrol grubu 0,085, SAC grubu 0,085, Sepsis
grubu 0,124, Sepsis+SAC grubu 0,09 olarak bulundu. . Karaciger NO seviyeleri Kontrol
grubuna gore Sepsis grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi(p>0.05). Kontrol
grubuna gore SAC ve SepsistSAC grublarinin karacier NO aktiviteleri arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC grubunun

karaciger NO aktivitesi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05).
NO, bir atom azot ile bir atom oksijenin g¢iftlenmemis elektron vererek
birlesmesinden olusmustur (50). Bir serbest radikal olan NO, kolaylikla biyokimyasal

reaksiyonlara giren ve biyolojik membranlar1 hizla gegebilen ¢ok kisa Omiirlii bir
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gazdir. Oksijen ve su tarafindan nitrat ve nitritlere doniistiiriiliir veya siliperoksit ile
birleserek peroksiti olusturur. NO {iretimini katalizleyen NOS’lar baslica, yapisal
(constitively) NOS (¢cNOS) ve uyarilabilen (inducible) NOS (iNOS) olarak iki gruba
ayrilir. iNOS lipopolisakkarid ile indiikklenmekte, ¢ok yiiksek ve toksik miktarda NO
sentezini katalizlemektedir (75).

Sepsisteki oksidatif stres gelismesindeki birinci basamak mitokondriyal
bozulmadir ve ilk adim nitrik oksitteki artigtir. NO, siiperoksitin olusumunu bu da
peroksinitrit olusumunu artirir (17). Inflamasyon sirasmnda NO 6nemli bir rol oynar.
Makrofajlar tarafindan sentezlenen NO, konak savunmasimin en onemli pargalarindan
biri olup protozoa ve tiimér hiicrelerine karsi gelisen nonspesifik sitotoksisiteye neden
olur (65).

Yoshimura ve ark. (124), Bergamini ve ark. (17), Murat ve ark. (82) LPS ile
indiiklenen sepsis modelinde karaciger NO diizeylerinin sepsis grublarinda kontrol
grubuna gore arttigimi bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismalarla korele olan ¢alismamizda
LPS ile olusturulan sepsis modelinde NO seviyeleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamasma karsin NO grafigine bakildiginda NO seviyesinin sepsis grubunda
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi makrofajlarda ve
damar diiz kaslarinda bulunan iNOS’m lipopolisakkarid ile indiiklenmesinden, ¢ok
yiksek ve toksik miktarda NO sentezini katalizlemesinden kaynaklanmaktadir(75).
Kleschyov ve ark. (67)’nin yaptig1 deneysel ¢alismada LPS verilmesini takiben damar
adventisyasinda iNOS’un aktive oldugu saptanmustir. Ki-mo ve ark (66) ise LPS ile
yaptiklari kiiltiir caligmasinda SAC’in NF-kB aktivasyonunun baskilanma yoluyla iNOS
ekspresyonunu inhibe ettigini saptamiglardir. Yaptigimiz deneysel sepsis ¢alismasinda
SAC ile tedavi edilen SEPSIS+SAC grubunda ise SAC’m makrofajlarda nitrik oksit
sentazi inhibe ederek NO firetimini diizenlemesinden(66) ve peroksinitriti kovucu

etkisinden dolay1 NO seviyesinin kontrol grubuna yaklastirdigin1 diisiinmekteyiz.

DNA Fragmantasyonu kontrol grubunda 0,94+0,06, SAC grubunda 0,94+0,07, Sepsis
grubunda 1,49+0,05, SepsistSAC grubunda 0,099+0,04 olarak bulundu. Karaciger

DNA Fragmantasyonu degerleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda ileri derecede
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yiiksek bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna goére SAC ve SepsistSAC gruplarmin
Karaciger DNA Fragmantasyonu degerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi
(p>0.05). Sepsis grubuna gore Sepsis+SAC grubunun Karaciger DNA Fragmantasyonu
degerleri arasinda ileri derecede fark bulundu (p<0,001).

Endotoksinle indiiklenen sepsis modellerinde olusan reaktif oksijen tiirleri
hiicresel komponentlerdeki protein, karbonhidrat, lipid ve niikleik asitlerde morfolojik
degisiklige yol agmaktadir (110). Serbest oksijen radikalleri DNA'da hasara, hiicresel
proteinlerde denatiirasyona ve membran lipidlerinde peroksidasyona yol agarak doku
hasarina neden olur (20,91). DNA’y1 etkileyen serbest radikaller tek ya da ¢ift dal
kiriklarina neden olurlar. DNA {izerinde yaptiklar1 etki ile hiicrede mutasyona ve ¢liime
yol agarlar. Aktive olmus nétrofillerden salinan H,O, membranlardan kolayca gecerek
ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilmektedir
(16).

Saglikli bireylere endotoksin enjeksiyonundan sonra 60-90 dakika iginde
yiikselen TNF-alfa’nin plazma ve serum diizeylerinin sepsisli hastalarda yiikseldigi ve
TNF-alfa diizeyiyle yasam orani arasinda ters bir iliski oldugu saptanmustir (78). Artan
TNF-alfa diizeylerinin TNFR1 reseptorii aracilig ile kaspaz 8’1 aktive ettigi ve kaspaz
8’in kaspaz 3 aktivasyonunun DNA fragmantasyonuna sebep oldugu gosterilmistir (34).

Ebach D.R. (122) ve arkadaslari, Ahmed ve arkadaslar1 (1) olusturduklar1 sepsis
modelinde TNFR1(TNF-alfa reseptor-1)’nin roliinii arastirmuslar ve farelerde TNFR1
yoklugunda yasam siiresinin uzadigini tesbit etmislerdir. TNFR1 yoklugunda yasam
sliresinin uzamasini, sepsiste TNF-alfa’nin apoptosis kaskadin1 baglatmasiyla
iliskilendirmislerdir. Bohlinger ve ark.(18) ise fareye endotoksinin enjeksiyonu ile
olusturduklart septik sok modelinde, endotoksin uygulamasmin karaciger, akciger,
bobrek ve barsakta TNF-alfa’nin aktivasyonunun ve serbest oksijen radikallerinin DNA
parcalanmalarina neden oldugunu gostermislerdir. Yapilan bu ¢aligmalarla uyumlu olan
calismamizda, LPS ile sepsis modeli olusturulan ratlarin sepsis grubunda kontrol
grubuna gore DNA Fragmantasyonunun ileri derecede yiiksek bulunmasmin sebebi
TNF-alfa’nin ve serbest oksijen radikallerinin apoptosisi tetiklemesinden (34) kaynakl
oldugunu diistinmekteyiz. Hsu ve ark. (56) fareler iizerinde yaptiklari ¢alismada TNF-
alfa diizeyinin SAC verildikten sonra azaldigmi gozlemlemislerdir. Bu bulgular 151ginda
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calismamizda Sepsis+SAC grubuna SAC verildiginde DNA fragmantasyonundaki
azalma SAC’m TNF-alfa azaltic1 etkisiyle iligkilendirilebilir(56) .

Cahsmamizda Transglutaminaz 2 aktivitesi kontrol grubunda 0,067, SAC grubunda
0,069, Sepsis grubunda 0,0845, Sepsis+SAC grubunda 0,0725 olarak bulundu.
Karaciger TG2 degerleri Kontrol grubuna gore Sepsis grubunda anlamli derecede
yiikksek bulundu (p<0,05).Kontrol grubuna gore SAC ve SepsistSAC grublarmin
Karaciger TG2 degerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Sepsis
grubuna gore Sepsis+SAC grubunun Karaciger TG2 degerleri arasinda fark bulunmadi
(p>0.05).

Transglutaminaz 2 (TGase 2; E.C. 23.2.13, protein-glutamine
glutamyltransferase) kalsiyum bagimli multi fonksiyonel bir enzimdir (108). Normal
olarak bircok doku tarafindan diisiik seviyelerde iiretilen TG2, c¢esitli patolojik
durumlarda aktive edilmektedir. Bununla birlikte transglutaminaz 2’nin hastaliklardaki
etiyolojisi heniiz acik degildir (91). Hiicre farklilasmasi, sinyal transdiiksiyonu,
apoptosis ve dis ve i¢ uyaranlar tarafindan olusturulan strese hiicrenin cevabi gibi ¢esitli
fizyoljik olaylarda transglutaminaz 2’nin upregiilasyonu ve aktivasyonu rapor edilmistir
(27). Inflamatuar hastaliklarda transglutaminaz 2 ekspresyonu artmaktadirr. TG2
ekspresyonun bircok organ ve dokuda LPS ile indiiklendigi rapor edilmistir. in-vitro
hiicre kiiltiirii c¢alismalar1 TG2’nin  NF-kB aktivasyonu ile baglantili oldugu
gosterilmistir. NF-kB’nin hem hayvan septik sok calismalarinda hem de sepsisli insan
orneklerinde her organda arttig1 gosterilmistir (42). Ayrica TG2 enziminin inhibisyonu
ile beyin hasari, alerjik konjuktivit ve akciger fibrozis modellerinde inflamatuar prosesi
tersine ¢evirdigi distiniilmektedir (28,108). Bunun yani sira, apoptosiste aktivitesi artan
transglutaminaz enzimi apoptotik hiicrelerin diger hiicrelerle baglantilar olusturabilme

yeteneginin bozulmasinda rol oynamaktadir (94).

Bu bilgilere ek olarak Geng ve ark. SAC’m H,O, ve TNF-alfa ile indiikklenen
niikleer faktor kappa B aktivasyonunu engelledigini yaptiklari calismada gostermislerdir
(47). Ayn1 zamanda yapilan hiicre kiiltiirii galismalarinda TG2 aktivitesindeki artig NF-
kB aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (102). Bu bilgiler 1513mda LPS ile sepsis modeli
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olusturdugumuz calismamizda sepsis grubunda kontrol grubuna gore TG2
aktivitesindeki yiikselisin diger ¢alismalarda da vurgulanan NF-kB ile alakali oldugunu
diisiinmekteyiz. SEPSIS+SAC grubunda ise TG2 aktivitesinde Sepsis grubuna gore
istatistiksel olarak fark bulunmamasina ragmen grafikte fark goriilmesinin sebebi

SAC’in TNF-alfa ve H,O; radikali kovucu etkisinden dolay1 olabilir (47,56,59).

Sonug olarak ¢alismamizda, SAC uygulanan sepsis grubunda ALT, AST, ALP,
hsCRP aktivitelerinde ve DNA Fragmantasyonunda azalma gozlendi. SAC ile tedavi
edilen sepsis grubunun MPO, NO ve TG2 enzim aktivitelerinde ise anlamli olmamakla
birlikte azalma saptandi. Literatiirlerde sepsiste SAC’m etkinligi arastirilmadigindan,
enzim aktivitelerindeki ve diger parametrelerdeki degisikliklerin biyokimyasal

mekanizmalarm anlasilmasi i¢in daha fazla arastirmaya yapmaya gerek vardir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda LPS ile sepsis modeli olusturdugumuz ratlarin karaciger
dokusunda SAC’in TG2 aktivitesi lizerine etkilerini arastirdik. Bununla birlikte
karaciger dokusunda DNA Fragmantasyonu, NO aktivitesi, MPO aktivitesi ve serum
ALT, AST, ALP, CRP enzimlerini 6lgtiik.

Sonug olarak;

1. Serum ALP, AST ve ALT aktiviteleri sepsis grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek bulundu. Tedavi amagli SAC verildiginde ise serum ALP, AST ve ALT

aktivitelerinde SAC’1n diisiiriicii etkisi gozlendi.

2. Serum hsCRP seviyeleri sepsis grubunda artarken, SAC uygulanan grupta sepsis

grubuna gore hsCRP diizeyleri azaldh.

3. Karaciger dokusu MPO enzim aktivitelerinde ve NO diizeylerinde, sepsis
grubunda kontrol grubuna gore grafiklerde artis gozlenmesine ragmen
istatistiksel bir farklilik bulunmadi. Ayni1 sekilde SAC uygulanan gruplarin MPO
aktivitelerinde ve NO diizeylerinde azalma gozlenmesine ragmen SAC’m bu

azaltici etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

4. Karaciger dokusu DNA Fragmantasyonu sepsis grubunda artarken, SAC

uygulanan grupta DNA Fragmantasyonu’nun azaldig1 gézlemlendi.

5. Karaciger dokusu TG2 enzim aktivitesi sepsis grubunda artarken, SAC
uygulanan grupta TG2 aktivitesinde azalma goézlenmesine ragmen bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, sepsisin karacigerde ALT, AST,
ALP, MPO, TG2 enzimlerinin aktivitelerini ve CRP, NO diizeylerini artirdig1 ve

bunun yaninda karaciger dokusunda DNA Fragmantasyonuna sebep oldugu
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belirlendi. SAC uygulamasinin sepsisin artirdigi enzim aktivitelerine ve DNA

Fragmantasyonuna olumlu etkileri saptandu.
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