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OZET

Amag: Deneysel olusturulan fikanma sarligrmodelinde kan nitrik oksit(NO) seviyeleri ve Antitrombin-Il|
uygulanmasinin etkisiniirdeledik.

Durum Degderlendiriimesi: Tikanma sarhidinda(Ts) Kupffer hiicre fonksiyonlannda bozukluklar ortaya
cikrnaktadir.Bunabagl olarak endotoksin ve dzellikle Lipopolisakkaridler(LPS) Kupffer htcreleritarafindan
termizienememekte proinflamatuarsitokinlerin sekresyonunda artis soz konusu olmaktadir. LPS kaynakl
sistemik endofoksemi ve proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile NO ekspresyonunda artis olabilecedi
belitiimektedir.Bu calismada sepsiste kullanim alani bulan ve LPS kaynakl endotoksemniyi azaltacag
dustntlen AT-llluygulanmasinin etkisiniinceledik.

Yéntem: Bu amagla 40 denekten olusan 4 grup olugfurduk, Grup 1:Kontrol grubu Grup 2:Kontrol+AT-lll
grubu,Grup 3: Tkanma Sarnhdi olusturulan grup. Grup 4TS+AT-Il grubu.Grup 2 ve 4 de 250 IU/kg AT-llI
perffonicine 5glinstire uyguland.2, grupta 1.glnden baslayarak verlirken 4.gruptakoledok baglandiktan
5 gun sonra veriimeye baslandiAlinan kan érnekleri Nitrik Oxide Colorometric Assay yontemi ile
degerlendirildi.

Cikanmlar: Kontrol grubunda NO dlzeyi 33.99umol/LKonfrol +AT-ll grubunda  32.26umol/L, TS
grubunda 46.33umol/LTS+AT-lll grubunda ise 34.7 Tumol/L olarak bulundu.TS grubunda bulunan NO
diizeyleriile diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamii fark saptandil.TS olugturulup AT-lll verilen
denek grubunda NO diizeyi TS grubuna goére anlamli derecede distk bulunurken kontrol grubundaki
deneklerin NO duzeyine yakin seviyeler sapfandi.

Sonuglar: Deneysel calisrnamizdatikanma sanidiolusturulan deneklerde kan NO seviyesinin endotoksermi
kaynakl olarak yikseldigini ve AT-lll veriimesi ile NO dizeylerinde diglsler oldugunu saptadik.

Anahtar kelimeler: Deneysel fikanma sarilidl, nitrik oksit, Antitrombin-|ll

SUMMARY

There is a very high incidence of morbidity and mortality in patients with cbstructive jaundice.The
absence of bile in the gastrointestinal tract stimulates bacterial overgrowth and bacterial
translocation.The increased concentrations of bacteria and endaotoxin in the portal blocd leads fo
systemic endotoxemia.lnresponse to endotoxin orin LPS-induced endotoxemia TNF-alfa, NO and other
mediators were released from endothelial and Kupffer cells, We investigated the effect of Antithrom-
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bin-lll that is a physiological inhibitor of thrombin and other proteases of the cloffing cascade AT-lll
prevents vascular injury by inhibiting leukocyte activation in LPS-induced endotoxemia.Forty male
Wistar-Albino rats weighing 200-250 gr. were divided into four groups.Controls (not operated
on.n=10);Confrol+AT-Il (AT-ll was given 2501U/kg for 5 days,n=10);Blle duct ligafion alone (for 5
days,n=10);Bile duct ligation+AT-lll (5 days affer bile duct ligation AT-IIl was given 250IU/kg for 5
days.n=10).Af the end of tenth day.rats were sacrified under Ketamine anesthesia and the serum
samples were obtainedfrom whole bloods.Nitric oxide levels were measured by Nitric oxide colorometric
Assay(Boehringer Mannheim,Cat.No. 175628 1.Mannheim,Germany).NO level was found 33 Q9urmcol/
LinGroup A, 32.26umol/Lin Group B, 46.33umol/Lin Group C,34.7 Tumol/Lin GroupD. Asaconclusion,n
ourexperimentalstudy . the increased level of NO in rats with induced obstructive jaundice Is thought
fo be related fo endotoxemia and a decrease in the level of NO was detected following AT-ll

application.

Keywords: Obstructive jaundice, Antithrombin-IIl, nitric oxide levels

Tikanmasariliginda morbidite ve mortalitenin
nedenleri arasinda akciger ve bobrek yetmezligi
on siralarda yer almaktadir(1).Ozellikle sarilikta
olusan endotoksemi ve sepsis bu tabloyu hazir-
lamaktadir.

Tikanma sarihgi olusturulan deneklerde re-
nal, pulmonerve sistemik vaskiiler endotel biitiin-
ligtntn bozuldugu ve noradrenalin, 5-Hidroksi
Triptamin gibi vazoaktif maddelere karsi vaskiiler
endotel cevabin azaldigi gésterilmistir (2).

Vaskilerendotel bir cok farmakolojik uyariya
goredamartonusununsaglanmasinda cok énemli
birrol oynamaktadir.Vaskilerendotel; gevsetici
(endotel kaynakh gevsetici faktdr = Nitrik oksit) ve
kontrakte edici maddelere gire kendisini ceviren
dizkaslari harekete gecirmektedir(3).

Tikanma sariliginda olusan endotoksemi ve
sepsisin nedenleri arasinda nitrik oksit (NO)
tretiminin artisininda rol oynadigi belirtilmektedir
(4). Tikanma sanihginda Kupffer hiicre fonk-
siyonlarinin bozulmast sonucu LPS kaynakli
endotoksemi ve inflamatuar sitokinlerde artislar
olabilecegibelirtiimektedir. Ozellikle LPS kaynakls
endotokseminin NO ekspresyonunda ve tiretimin-
de artisa yol acabilecegi diistintilmektedir. LPS
gucli bir inflamatuar stimulus olup konakgida
TNF-alfa, IL-1, PAF, kompleman, eikasonoidler,
opioidler, adezyon molekiilleri gibi bircok endojen
mediatérlerin salinimina yol acar. Dolayisi ile
LPS’ninetkisiile NO sentetazin sitokinlere bagli
artigi endotelyal harabiyete ve damar direncinin
azalmasina yol acmaktadir. Antitrombin 11l (AT-
) trombin ve diger proteazlarin fizyolojik bir
inhibitérii olup endotel hiicrelerinden prostasiklin
diizeyini artirmaktadir. AT-lll damar endotelinden
[okositaktivasyonunu énleyerek bircok inflamatuar
mediatdriin salinmasini baskilamakta ve nétrofil-

lerin endotel adezyonunuengellemektedir. Ayrica
LPS kaynakl endotoksemiyi azaltici etkisinin
olabilecegi distnilmektedir (5).
Dahaéncedeneysel tikanmasariligimodelinde
NOdizeylerine AT-IIl'in etkisini arastiran bir ga-
lismanin yapilmamis olmasi nedeniile bayle bir
deneysel calisma planladik.

GEREC ve YONTEM

Deneysel calismamizi Mersin Universitesi Tip
Fakiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezinde
gerceklestirdik.Calismamizdaagirliklar 200-250
gram arasindadegisen 40 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi.Bu amagla 4 deney grubu
olusturuldu.

Grup A :Kontrol (n=10)

Grup B :Kontrol +AT-ll (n=10)

Grup C :Tikanma Sarihg (n=10)

Grup D :Tikanma Sarihgi + AT-1ll (n=10)

Tim denekler standart labaratuar yemi ile
beslendi. Deneklerin anestezisi icin 50 mg/kg
Intramuskuler Ketamin ile yapildi.C ve D gru-
bundaki deneklere 4 cm lik orta hat kesisi ile
batina girildi.Karaciger sag lobu yukarrya, duode-
numagagi dogru cekilerek koledok bulundu.5/0
prolen ile koledok tist ve alt boliminden bag-
landi.Yeniden rekanalize olmamasi icin kesil-di.
Grup Bdekideneklere AT-1112501U/kg dozunda
5 glinsireile uygulandi. Grup D’deki deneklere
tikanma sariligi olusturduktan(koledok baglan-
diktan) 5 gtin sonra baglanacak sekilde 250 1U/kg
dozunda 5 giinsureile uygulandi. Ave B grubundaki
denekler5.cigiinde, Cve D grubundaki denekler
ise koledok baglandiktan 10 giin sonra sakrifiye
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TABLO 1: GRUPLARDAKi NiTRIK OKSIT DUZEYLERINE AiT iSTATISTIKSEL VERILER

GRUPLAR
KONTROL(N=10) 33.99+3.50
KONTROL+AT-I(N=10)  32.26+1.64
SARILIK(N=10) 46.3322.51
SARILIK+AT-II(N=10)  34.71+2.85
TOUM GRUPLAR(N=10) ~ 36.82%1.57

edildiler ve nitrik oksit diizeylerinin tespiti igin
kanlari alindt.

KAN NiTRiK OKSITDUZEY TAYiNLERI

Deneklerin serum érnekleri elde edildikten
sonra nitrik oksit diizeylerinin tespiti igin biyo-
kimyasal islemlere baglandi.Biyolojik sivilarda
Nitrik oksit ;nitritin nitrata oksidasyonu sonucunda
hizli bir sekilde deaktivasyona ugramaktadir.
Orneklerde olusan nitrat; nitrat rediktaz enzimi
ile nitrite indirgendi.Olugan nitrit; stlfanilamid
ve N-(1-naphtyl)-etilendiamin ile reaksiyona so-
kularak kirmizi menekse renginde diazo solusyonu
elde edildi.Bu solusyon gorilebilen 550nm ara-
Liginda absorbe olmasi prensibine dayanilarak
olciildi. (Nitric Oxide Colorometric Assay,
Boehringer Mannheim,Cat. No. 1756281,
Manheim,Germany).

ISTATISTIKSELANALIZ

istatistiksel analiz icin One Way Anova testi
ile Dunnett ttestleri uygulandi. P < 0.05 degerleri
istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.

SONUCLAR

Koledogun baglanmasi ile ttkanma sariligi
olusturulan deneklerde 3.cti glnden itibaren
belirgin bir sarilik ortaya ¢ikt.Grup 3’de Direk
bilirtbin dizeyi 10.2 mgr/dl,Grup 4'deise 10.8
mgr/dl olarak ortaya ciktr.

Nitric Oxide Colorometric Assay ile 6lciilen
kan NO diizeyleri:

Kontrol(1) grubunda 33.99 + 3.50mmol/L,
Kontrol + AT-111(2)grubunda 32.26 + 1.64mmol/L
Sarilik (3) grubunda 46.33 + 2.5Tmmol/L,
Sarilik + AT-111(4) grubunda 34.71 + 2.85mmol/L
olarak bulundu.
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ORTALAMA STANDART DEVIYASYON MIiNIMUM MAKSIMUM

11.07 26.06 41.91
5.20 28.54 35,99
7.94 40.64 52.01
9.01 28.26 41.15
9.97 33.63 40.01

ISTATISTIKSELSONUCLAR

Gruplardaki Nitrik oksitdiizeyleri Grafik 1'de
gruplar ile ilgili istatistiksel ortalama degerleri
Tablo 1'de gésterilmistir.

Kan NO diizeyleriarasindaGrup Tile Grup 2
arasinda istatistiksel acidan anlamh fark saptan-
madi(P>0.05).

NO diizeyleriarasinda Grup 1ile Grup 3 ara-
sinda istatistiksel acidan anlamli fark saptandi
(P<0.05).

NO diizeyleri arasinda Grup 1 ile Grup 4
arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptan-
madi (P>0.05).

NO duizeyleri arasinda Grup 2 ile Grup 3
arasinda istatistiksel acidan anlamli fark saptand
(P<0.05).

NO dizeyleri arasinda Grup 2 ile Grup 4
arasinda istatistiksel acidan anlamh bir fark
saptanmadi (P >0.05). .

NO diizeyleri arasinda Grup 3 ile Grup 4
arasinda istatistiksel acidan anlamli fark saptandh
(P<0.05).

Gruplararasindaki NO diizeylerininistatistiksel
anlamlilik degerlendirilmesi Tablo 2' de goste-
rilmigtir.

TARTISMA

Tikanmasarihgr; bircok klinik problemin ortaya
cikmasina yol agan ciddi bir klinikopatolojik
durumdur.Bshrek yetmezligi, sepsis, koagilasyon
bozuklugu, yaraiyilesmesinde gecikme, karaciger
yetmezligi tikanma sariligi sonucunda olusan
morbidite ve mortalitenin sebebleri arasinda sayil-
maktadir(6).

Tikanmasarilizinda olusan sistemik endotok-
seminin temelinde yatan sebeb; bakteriyel trans-
lokasyon sonrasi portal vene gegen LPS ve diger
endotoksinlerin karaciger kupffer hiicreleri tara-
findan temizlenememesidir.Safranin barsaga aka-
mamasi sonucu intestinal mukoza; safra tuzlari,
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50 s

1,00 2,00

Deneysel Tikanma Sarlidinda

3,00 4,00

Grup 1: Kontrol Grubu, Grup 2: Kontrol + Antitrombin-Iil (AT-I1) Grubu
Grup 3: Tikanma Sariligi Grubu Grup 4: Tikanma Sariligi + AT-Il Grubu

Sekil 1: Calisma gruplarinda ortalama nitrik oksit diizeyleri

safra pigmentleri ve fosfolipitlerden faydala-
namamaktadir.Bu bilesenlerin LPS ve diger
endotoksinlerinétralize etme ve ortadan kaldirma
etkisi azalmaktadir(7,8).

Tikanmasariliginda LPS antijenleri bakteriyel
translokasyon sonucukaracigere gelmektedir. TS'da
bozulan kupffer hiicre fonksiyonlar sonucu LPS
etkisiz hale getirilememekte ve septik sok benzeri
LPS kaynakli bir sistemik endotoksemi ortaya
¢ikmaktadir.Endotoksin bu etkilerini ortaya
cikarirken TNF-aove IL-1'i mediatérolarak kullan-
maktadir (9).

LPS kaynakli endotokseminin baslangicinda
kompleman sistemi, nétrofil, monositler, endotel

hiicreleri ve koagiilasyon kaskadlari aktive ol-
maktadir. Nétrofil, monositveendotel hiicrelerinin
uyarilmasiilebuhticrelerden proinflamatuar ya-
pida sitokinler salgilanmakta, sitokinlerde ayni
zamanda bu hiicreleri yeniden tetiklemektedir.
Buna bagli kompleman sisteminin aktive olmasi
ile kemotaksis olusmakta, serbest oksijen radikalleri
ve lizozomal enzimler artmaktadir. Nétrofil,
monosit ve endotel hiicrelerinin aktive olmasiile
ICAM, VICAM, eSelektin gibi adezyon mole-
killeri, PAF(Plateletaktive edici Faktor), Lokotren,
Arasidonikasitmetabolitleri gibi lipit mediatorleri,
Nitrik oksit gibi endotel kaynakli mediatorlerin
ekspresyonu ve Gretimi artmaktadir.Bu etkilerin

TABLO 2: GRUPLAR ARASINDAKI NiTRIK OKSIT DUZEYLERININ ISTATISTIKSEL ANALiZi

NO DUZEYi | P DEGERi
NO DUZEYI [KONTROL

NO DUZEYI |KONTROL+AT-1 0.969
NO DUZEYI [SARILIK 0.014
NO DUZEYD |SARILIK+ AT-I11 0.998

KONTROL [KONTROL+AT-HI| SARILIK | SARILIK+ AT-111

0.004
0.919 0.022
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sonucunda hiicresel adezyon, proteaz ve serbest
radikallerde artis, koagulasyon kaskadinda artis
olmakta, mikrosirkulasyon bozulmakta ve
multiorgan yetmezligine zemin olusturmaktadir
(10).

NOS(Nitrik oksit sentetaz) enzim ailesi tg
izoenzimden olusmaktadir.Buenzimler Néronal
NOS (nNOS,NOS1), inducible NOS (iNOS,
NOS2)veendotelyal NOS (ecNOS, NOS3) olarak
adlandirlmaktadir. Néronal NOS ve endotelyal
NOS, constitutive NOS (cNOS) olarak da
adlandinlmaktadir. iNOS endotoksin, TNF-alfa,
IL-1,IF-gammagibi sitokinlerin varliginda cevap
olarak salinmaktadir. NO’nun etkisi toksik ya da
koruyucu olabilir. inflamasyon ve endotoksemi
gibi pek cok patolojik durumda NO ve O, birlikte
dretilir. NO bazi durumlarda lipit peroksidasyonu
sonucuen toksik radikal olan peroksinitrit(ONOO)
olusturarak gésterir. Bazi durumlarda da O,'nin
toksik etkisini 6nleyici rol tistlenebilir. NO; TNF-
alfa, IL-8 salinimi prostoglandin ve siklooksijenaz
sentezini artirmaktadir. Bazi durumlarda ise NO
notrofillerdeki nikotinamid diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidazi inaktive ederek antiinflamatuar
etki gosterebilmektedir. Ancak calismamizda NO;
tikanmassariligi nedeniile endotoksemi kaynakli
artis gosteren inflamatuar yonu ile karsimiza
cikmaktadir. Nitrik oksit (NO) giiclii bir vaskiiler
diiz kas gevsetici faktor olup ven ve arterleri
etkilemektedir.NO guanilatsiklazi etkilemek sureti
ile Guanidin Trifosfatin siklik Guanizin mono-
fosfatadontisiimiin saglar.cGMP hiicre ici haberci
etkisimyozin hafif zincirinin defosforili-zasyonuna
yol agmaktadir.Sonucta damar diiz kaslarinda
gevsemeolusmaktadir. NO olusumu icin ortamda
L-arjinin bulunmasi 6nemlidir (11,12).

TS’da LPS kaynakli endotoksemi sonucunda
makrofaj,nétrofil ve endotel hiicrelerinden Nitrik
oksit sentetaz (NOS) ile NO dretiminin artacag)
belirtilmektedir. Tikanmasariliginda LPS kaynakls
endotoksemiye bagli olarak gelisebilecek hiicresel
hasar ve lipit peroksidasyonundaartis olabilecegi
diisiintilmektedir. Kawamura ve arkadaslari safra
yolu obstriiksiyonlarinda hepatik lipit peroksidas-
yonunda artislar oldugunu géstermislerdir(13).
Tikanma sariliginda makrofajlara ek olarak kara-
cigerkupffer hiicrelerinden de NO iiretiminde ar-
tisolabilecegi soylenmektedir (14,15).

Shiomi ve arkadaglari, sarilik olusturulan
ratlarda Nitrik oksit diizeylerinin artacagini ve
bunun mitokondriyal fonksiyonlardabozukluklara
yolagacagini, NOsupresyonuile diizelme saglana-
cagini belirtmektedirler (16).
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Nahavandivearkadaglarinin sarilik olusturulan
ratlarda NOS"1inhibe etmek sureti ile NO diizey-
lerinin dustrtldugiini ve bunun sonucunda eta-
nolebaglimide mukozal harabiyetinin azaltildigin
gostermislerdir (17).

Ozellikle TS'da LPS kaynakli endotokseminin
ileridonemlerinde sitokin ve endotoksin kaynakli
Nitrik Oksit Sentetazin ve buna bagh ortaya cikan
NO Uretiminin artisi periferik vaskiiler tonusta
azalma ve ciddi hipotansiyona yol acmakta,
mortaliteyi hizlandirmaktadir.

Topuzlu ve Stahl yaptiklan cok énemli bir
calismada deneklerde safra inflizyonunu takiben
hipovolemi, renal yetmezlik ve natritirezis gelis-
tigini gosterdiler(18). Tikanma sarihiginda atrial
natritiretik peptid denilen bir humoral mediatériin
arttigi natriiirezis, kalitrezis, periferik vazodila-
tasyon ve hipotansiyona yol actigi belirtil-
mektedir(19).Budegisimlerde NO mediatériiniin
etkisinin olabilecegi disiiniilmektedir. Son bir
calismadatikanmasariligi olusturulan deneklerde
olusacak hepatorenal bozukluklarin temelinde
nitrik oksit ve siklooksijenaz iirtinlerinin 6neml;
rol oynayacagi yoniinde goriisler bildirilmektedir.
Bu calismada sarihk olusturulan deneklerde
natritirezis, kalitirezis ve nitrit ekskresyonunda
artis saptanmistir (20).

Deneysel calismamizdasanlik olusturdugumuz
ratlardakan NOdiizeyidigergruplara gére anlamli
derecedediisiik bulunmustur.

Antitrombin-Ill (AT-1I) pihtilasma kaskadinda
rol oynayan trombin ve proteazlar icin inhibitér
etki gosteren bir maddedir. AT-IIl diizeylerinin
sepsis,major yaralanma ve tikanma sariliginda
azaldigi belirtilmektedir. AT-1ll endotel hiicre-
lerinden ve makrofajlardan TNF-a, IL-1, IL-6,
ICAM gibi proinflamatuar mediatérleri inhibe
etmektedir. Ayricanétrofil ve lékositlerin endotel-
yal hiicrelere adezyonunu azaltici etki gstermek-
tedir. AT-Ill, LPS kaynakli endotoksemide |6kosit
aktivasyonunu engelleyerek antiinflamatuar etki
gostermektedir(21,22,23).

AT-Ill doza bagl etki gostermekte olup, 50-
100 [U/kg dozlarinda koagulasyon kaskadinda
inhibe edici etki, 2501U/kg dozunda endotokse-
mide 6nleyici etkisi agir basmaktadir (24). Bu
nedenledeneysel calismamizdabuetkiyi saglamak
amaci ile 2501U/kg dozunda ilac kullanildi,

Opal ve arkadaslari AT-1I'tin LPS kaynakli
veyadigernedenlerle gelisebilen sepsis olgularinda
teropatik rasyonellige sahip bir preparat olarak
kullamim alani bulacagini diisiinmektedirler (25).

Calismamizda AT-Il uygulanan sarilikli
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deneklerde kan NO dizeylerinin sarilik olus-
turulup AT-lll verilmeyen deneklere gbre anlamli
derecede disik bulunmasini; AT-III uygulan-
masinin sarilikl deneklerde muhtemel LPS kay-
nakli endotoksemiyi azaltici etkisine bag-
ladik. Titkanmasariligi olusturulan deneklerde LPS
kaynakliendotokseminin etkilerinin ortaya gika-
bilmesi amaci ile bir sonraki deneysel calis-
mamizda disaridan LPS vererek endotoksemi
olusturmayi diisiinmekteyiz.

Sonuc olarak TS'da LPS kaynakli sistemik
endotoksemi, morbidite ve mortalitenin artmasina
zemin hazirlayan fizyopatolojik nedenlerin
basinda gelmektedir.Nitrik oksit olusan endo-
toksemi sonrasi ortaya ¢ikan énemli bir mediatér
olup; AT-lllile inhibisyonunun ttkanmasanligina
bagh ortaya ¢ikabilecek hasari azaltmada etkili
olacagi distintilmektedir.
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