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CIZELGELER DiZiNi

Tablo 1. Sakrifikasyon giinii gruplarin mortalite sayis1 ve survi oranlari (%)

Tablo 2. Gruplara gore serum amonyak, AST ve ALT diizeylerinin ortalama + SD
degerleri.

Tablo 3. Gruplara gore serum, karaciger ve barsak tiyobarbiturik asit-reaktif
substanslar1 (TBARS) diizeylerinin ortalama + SD degerleri.

Tablo 4. Gruplara gore ileal aspiratta tireyen Eschericia coli sayis1 (x103 CFU/ml
olarak) ve bakteriyel translokasyon siklig1.

Tablo 5. Gruplara gore karaciger nekroz ve inflamasyon skorlarinin ortalama + SD
degerleri.

Tablo 6. Gruplara gore barsak mukozal {inite, 6dem, lamina propriada inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve vazodilatasyon skorlarinin ortalama + SD degerleri.
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SEKILLER DiZiNi

Figiir 1. Gruplara gore serum amonyak diizeyi

Figiir 2. Gruplara gore karaciger TBARS diizeyleri

Figiir 3. Gruplara gore barsak TBARS diizeyleri

Figiir 4. Gruplara gore ileal aspiratta iireyen E.coli sayis1 (x103 CFU/ml)

Figiir 5. Kontrol grubu (a), TAA grubu (b), TAA+GB grubu (c), TAA+ Vitamin E
grubu (d) ve TAA+ melatonin (e) grubunda karaciger histolojisi.

Figiir 6. Kontrol grubu (a), TAA grubu (b), TAA+GB grubu (c), TAA+ Vitamin E
grubu (d) ve TAA+ melatonin (e) grubunda barsak histolojisi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

FKY: Fulminan karaciger yetmezligi



MOYS: Multiorgan yetmezlik sendromu
BT: Bakteriyel translokasyon

ROS: Reaktif oksijen species

IBO: intestinal bakteriyel overgrowth
PAF: Platelet-aktivator faktor

GB: Gingko biloba

Vit E: Vitamin E

Vit C: Vitamin C

Mel: Melatonin

AT: Alfa-tokoferol

RNS: Reaktif nitrojen species

TAA: Tiyoasetamit

TBARS: Tiyobarbiturik asit-reaktif substans
H202: Hidrojen peroksit

-OH: Hidroksil radikali

TCA: Trikarboksilik asit

TMOP: Tetramethoxypropane

TBA: Tiyobarbiturik asit

EMB: Eosin Methylene Blue

CFU: Colony-forming units

AST: Aspartat transaminaz

ALT: Alanin transaminaz
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GIRIS

Fulminan karaciger yetmezligi (FKY) nedeniyle takip edilen hastalarda

infeksiyonlar mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biridir. Bu tabloda goriilen
infeksiyon etkenleri genellikle gram negatif bakterilerdir ve hastanin kendi barsak
florasindan koken almaktadir (1-3). Yogun bakim hastalarinda siklikla bakteriyemiye
yol acacak herhangi bir infeksiyon odagi tespit edilememektedir (4). Bir calismada
sepsis gelisen hastalarin %34’linde herhangi bir septik odak bulunamadig: bildirilmistir
(5). Normal sartlarda barsak mukozasi lokal defans bariyeri olarak fonksiyon goriir (6).
Bakteriyel translokasyon (BT), barsaktan ekstraintestinal alanlara bakteri ve {irlinlerinin
pasaji olarak tanimlanmaktadir. FK'Y de barsaktan artmig BT mevcuttur (7-9).
Deneysel siroz, intestinal iskemi/reperfiizyon ve yanik modellerinde intestinal
oksidatif stresin BT gelisiminde 6nemli rol oynadigi ileri siirtilmektedir (10-12). Yanik,
cerrahi stres ve multiorgan yetmezlik sendromu (MOYS) gibi klinik tablolarda ortak
ozellik intestinal hipoperfiizyondur. intestinal hipoperfiizyon barsakta reaktif oksijen
species (ROS)’lerin iiretimini artirarak direkt lipid peroksidasyonuna ve barsak
duvarinda l6kosit infiltrasyonuna yol agan proinflamatuar sitokinlerin salinimina yol
acmaktadir. Tiim bu etkiler intestinal bariyer disfonksiyonuna neden olur (4,13-15).
Intestinal hasarin intestinal bariyeri bozarak bakteriyel translokasyona katkida
bulundugu siroz gibi bir¢ok deneysel portal hipertansiyon modelinde gosterilmistir
(10,16,17). Barsakta artmis oksidatif stresin bir diger sonucu intestinal dismotilitedir.
Intestinal dismotilitenin sirozda artmis bakteriyel translokasyonda énemli rol oynayan
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intestinal bakteriyel overgowth (IBO)’a neden oldugu bildirilmistir (10).
Antioksidanlarin BT 1 azalttig1 gosterilmistir (9-11). Intestinal hasarda rol oynayan bir
diger faktor platelet-aktivator faktor (PAF) diir. Karaciger ve barsak dokusundaki
calismalarda PAF’1n inflamasyonda dnemli bir mediatr oldugu ve bu inflamasyonun
PAF antagonistleriyle azaltilabilecegi gosterilmistir (18,19). Akut pankreatit ve
intestinal iskemi/reperflizyon modellerinde PAF antagonistlerinin BT 1 azalttig1
gosterilmistir (20,21).

Gingko biloba (GB) antioksidan ve PAF antagonistik etkilere sahip bitkisel bir
ekstrakttir (22-24). Antioksidan etkisiyle bir¢ok dokuda doku hasarini azalttig1
bildirilmistir (25-30). Ayrica hepatotoksisite modellerinde lipid peroksidasyonunu
azaltarak karaciger hasarini diizelttigi bildirilmektedir (31-33). Ratlarda intestinal
iskemi/reperfiizyon ve duodenal {ilser modellerinde intestinal oksidatif hasar1 6nledigi
bildirilmistir (34-35).

Giglii bir antioksidan olan Vitamin E (Vit E) preparatlarindaki hakim form a-
izoformu (Alfa - tokoferol) dur. Alfa-tokoferol (AT), ROS ve reaktif nitrojen species
(RNS)’lerinin ¢ok gii¢lii bir scavengeri (siipiiriiciisii) olarak fonksiyon goriir (36). Vit
E’nin 6zellikle a formu inflamasyonu 6nler (37). Vit E’nin bir¢ok intestinal hasar
modelinde intestinal oksidatif hasar1 6nledigi gosterilmistir (38-42). Vit E’nin
tiyoasetamit (TAA) ile olusturulmus hepatotoksisite modellerinde karacigerde oksidatif
stresi azalttig1 bildirilmistir (43,44). Vit E’nin ratlarda intestinal obstriiksiyon modelinde
intestinal mukozada protektif etki gosterdigi ve BT 1 istatistiksel olarak anlamli
olmayacak sekilde azalttig1 bildirilmistir (45).

Direkt ve indirekt antioksidan etkileri bulunan melatonin viicutta bir¢ok

fizyolojik, immiinolojik ve biyokimyasal islemde rol almaktadir (46-48). Farkli
karaciger hasar modellerinde koruyucu etki gdsterdigi bildirilmistir (49-55). Deneysel
kolit modellerinde melatoninin koruyucu etkileri gosterilmistir (56-59). Tiyoasetamitle
olusturulmus karaciger hasar modellerinde melatoninin koruyucu etkiler gosterdigini
bildiren bircok ¢alisma vardir (60-62). Intestinal iskemi reperfiizyon hasar1 ve major
karaciger rezeksiyonu modellerinde de melatoninin bakteriyel translokasyonu azalttigi
bildirilmistir (63,64).

Hiicreleri serbest radikallerin olusturdugu hasardan korumak i¢in organizma

baz1 savunma mekanizmalari gelistirir. Serbest radikaller ve antioksidan savunma
sistemleri arasinda denge oksidan lehine degisirse oksidatif stres olarak isimlendirilen
tablo olusur (65). Lipidler, oksidatif stresin en ¢ok hedef aldig1 hiicre komponentidir
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(66). Tiyobarbiturik asit-reaktif substanslari (TBARS) lipid peroksidasyon progesinin
son uriinleridir ve oksidatif stresi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (67).
Tiyoasetamit ratlarda FKY modelini olusturmak i¢in sik kullanilan bir
hepatotoksindir (68). TAA ROS artis1 ve direkt membran lipitlerinin peroksidasyonuyla
doku hasarina neden olur (69,70).

Bu ¢alismada Gingko biloba, Vit E ve melatoninin TAA ile olusturulmus

karaciger yetmezlik modelinde BT iizerine etkileri arastirildi. BT bir¢ok ciddi klinik
tabloda mortalitenin 6nemli sebebi olan infeksiyon gelisiminde suglanmaktadir. Bu
nedenle antioksidan 6zellikleri bulunan bu maddelerin BT u azalttiginin gosterilmesi
klinikte faydali olabilir.

Calismamizin amaglari



1. Gingko biloba, Vit E ve melatoninin TAA ile olusturulmus karaciger

yetmezlik modelinde intestinal oksidatif hasar, IBO ve BT iizerine etkilerini
arastirmakti.

2. Intestinal oksidatif stresin BT gelisimindeki roliinii arastirmakti.

3. Intestinal bakteriyel overgowth’un BT gelisimindeki roliinii arastirmaktr.
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GENEL BIiLGILER

Fulminan karaciger yetmezligi, yanik, travma, major cerrahi operasyon, sepsis

ve multiorgan yetmezligi gibi sebeplerle yogun bakimda takip edilen hastalarda
infeksiyonlar mortalitenin en 6nemli sebeplerinden biridir. Bu tablolarda goriilen
infeksiyon etkenleri genellikle gram negatif bakterilerdir ve hastanin kendi barsak
florasindan koken almaktadir (1-3).

Klinik pratikte, kritik yogun bakim hastalarinda bakteriyemi, sepsis veya MOY'S
siklikla gozlenmektedir ve bu hastalarda bakteriyemiye yol agacak herhangi bir
infeksiyon odag: tespit edilememektedir (4). Goris ve arkadaglart sepsis ve MOY'S
gelisen bakteriyemili hastalarin %34 iinde herhangi bir septik odak bulamadiklarini
bildirmislerdir (5). Bu, barsagin barsak liimeninden kan, mezenter lenf nodlar1 ve
ekstraintestinal organlara kagabilen bakteri ve bakteri iirlinleri (endotoksin, ekzotoksin
ve hiicre duvar1 fragmanlari) i¢in bir rezervuar oldugu goriisiiyle uyumludur. Yogun
bakim hastalarinda barsagin sadece hedef organ degil, ayn1 zamanda bakteriyemi ve
sepsis gelisimine katkida bulunan inflamatuar mediatdrlerin olusumundan sorumlu
olduguna inanilmaktadir. Enterik bakterilerle olusan infeksiyon riski kardiyopulmoner
by-pass, hemorajik sok, intestinal obstriiksiyon, immiinsupresif hastalar ve alkolik
sirozlu hastalarda yiiksektir (4).

Normal sartlarda barsak mukozasi liimeninde halihazirda bulunan bakteri ve

bakteri tirlinlerinin barsak disina kacisini 6nleyen lokal defans bariyeri olarak fonksiyon
goriir. Bu defans mekanizmasini mikrobiyolojik (mikroorganizmalarla temasin
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onlenmesi ve kolonizasyona direng), mekanik (mukus tabakasi, peristaltizm ve epitelyal
bariyer), immunolojik (immiinglobulin sekresyonu, lokal makrofaj sistemi) ve barsakkaraciger
aks1 (retikiiloendotelyal sistem ve safra tuzlari) olmak tizere dort faktor

olusturur (6).

Bakteriyel translokasyon, barsaktan mezenter lenf nodlar1 ve/veya

ekstraintestinal alanlara bakteri ve iirtinlerinin pasaj1 olarak tanimlanmaktadir. Toksik
nedenler ve major cerrahi operasyonlardan sonra gelisen FKY’de barsaktan artmis BT
mevcuttur (7-9). Barsaktan bakteri ve bakteri iirlinlerinin barsak disina translokasyonu
aralarinda FKY nin de bulundugu birgok ciddi klinik tabloda gdriilen enfeksiy6z
komplikasyonlar1 agiklayabilir. Deneysel siroz (10), intestinal iskemi/reperfiizyon (11)
ve yanik modellerinde (12) oksidatif stresin intestinal mukozada hasar olusturarak
bakteriyel translokasyonun gelisiminde 6nemli rol oynadig ileri siiren birgok ¢alisma
vardir.

Yanik, cerrahi stres ve MOY'S gibi klinik tablolarda ortak 6zellik intestinal
hipoperfiizyondur. Intestinal hipoperfiizyon barsakta ROS’lerin iiretimini artirmakatdur.
Artan ROS nitrik oksit liretimini artirmakta, direkt lipid peroksidasyonuna ve barsak
duvarinda I6kosit infiltrasyonuna yol agan proinflamatuar sitokinlerin salinimina yol
acmaktadir. Tiim bu etkiler barsakta hasar olusturarak intestinal bariyer
disfonksiyonuna neden olmaktadir (4,13-15).



Intestinal hipoperfiizyon ve hipoksiye sekonder olarak gelisen intestinal mukozal
oksidatif hasarin intestinal bariyeri bozarak bakteriyel translokasyona katkida
bulundugu siroz gibi bir¢ok deneysel portal hipertansiyon modelinde gosterilmistir
(10,16,17). Barsakta artmis oksidatif stresin bir diger sonucu intestinal motilite {izerine
olan olumsuz etkileridir. Intestinal motilideki bozulmanin sirozda artmis bakteriyel
translokasyonda énemli rol oynayan IBO’a neden oldugu gésterilmistir (10).
Antioksidanlarin BT 1 azalttig1 gdsterilmistir (9-11). Intestinal inflamasyon ve hasarda
rol oynayan bir diger faktor PAF’dir. Karaciger ve barsak dokusundaki ¢aligmalarda
PAF’1n inflamasyon ve doku hasarinda 6nemli bir mediator oldugu ve bu
inflamasyonun PAF antagonistleriyle azaltilabilecegi gosterilmistir (18,19). Akut
pankreatit ve intestinal iskemi/reperfiizyon modellerinde PAF antagonistlerinin
intestinal bariyer disfonksiyonunu 6nleyerek BT 1 azalttig1 gosterilmistir (20,21).

GB geleneksel Cin tibbinda kullanilan bitkisel bir ekstrakttir. Antioksidan ve

PAF antagonistik etkilere sahiptir ve iyi tolere edilmektedir. Demans, makula
dejenarasyonu ve tinnitus gibi norolojik sorunlarin tedavisinde endikedir (22-24). GB

6

%24 oraninda flavonoid ve %6 oraninda terpenoid (gingkoloid ve bilobalid)
icermektedir. Flavanoid igerigi lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen radikallerinin
hasarina kars1 koruyucu fonksiyonu gérmekte (25), terpenoid igerigi ise PAF antagonist
etkisiyle (24) iligkilidir. Antioksidan etkisiyle bir¢ok dokuda GB’nin doku hasarin
azalttig1 bildirilmistir (25-30). Ayrica farkli hepatotoksisite modellerinde lipid
peroksidasyonunu azaltarak karaciger hasarini diizelttigi bildirilmektedir (31-33).
Ratlarda intestinal iskemi/reperfiizyon (34) ve diiodenal iilser (35) modellerinde
intestinal oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir.

Vitamin E her biri kromanol halkaya eklenmis bir alifatik yan zinciri olan sekiz
molekiil igeren bir gruba verilen isimdir. Yan zincirinin doymus ve doymamis olmasi
temeline gore tokoferol ve tokotrienol olmak iizere 2 gruba ayrilir. Her grup iginde
kromanol halkasinin 5, 7 ve 8.pozisyonlarindaki spesifik metil grubunun yerlesmesine
gore isimlendirilen a, B, y ve 6 olmak lizere 4 form bulunur. Vit E preparatlarindaki
hakim form a-izoformu (Alfa - tokoferol) dur. AT, ROS ve RNS’lerinin ¢ok gii¢lii bir
scavengeri (slpiiriiclisil) olarak fonksiyon goriir (36). Vit E’nin 6zellikle o formu IL 1-6
ve TNF gibi proinflamatuar sitokinleri, endotele monosit adezyonunu, C-reaktif protein
diizeylerini, PGE2 sentezini ve trombosit agregasyonunu azaltarak inflamasyonu onler
(37). Vit E’nin ratlarda trinitrobenzenesulfonik asit ile olusturulmus kolit modelinde
inflamasyonla birlikte olan oksidatif stresten kolonu korudugu saptanmistir (38). Vit E
suplementasyonunun demir replasmani sirasinda gastrointestinal sistemde meydana
gelen oksidatif hasar1 azalttig1 gozlenmistir (39). Vit E radyasyon ile olusturulan
intestinal hasar modelinde intestinal oksidatif parametreleri ve histolojiyi diizeltigi
gosterilmistir (40). Vit E’nin ileal posit modelinde de intestinal oksidatif hasar1 azalttig1
gosterilmistir (41). Intestinal iskemi/reperfiizyon modelinde Vit E + Vit C + allopurinol
kombinasyonu intestin TBARS diizeylerini ve histolojiyi diizelttigi gosterilmistir (42).
Vit E’nin TAA ile olusturulmus hepatotoksisite modellerinde karacigerde oksidatif
stresi azalttig1 bildirilmistir (43,44). Vit E’nin ratlarda intestinal obstriiksiyon modelinde
intestinal mukozada protektif etki gosterdigi ve BT 1 istatistiksel olarak anlamli
olmayacak sekilde azalttig1 bildirilmistir (45). Kronik ve portal hipertansif ve koledogu
baglanmis ratlarda Vit E ve vit C kombinasyonunun ileal mukozal lipid peroksidasyonu
ve BT’1 azalttig1 bildirilmistir (16).



Melatonin pineal bez ve diger organlarda sentezlenen ve viicutta bir¢ok

fizyolojik, immiinolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara sahip bir hormondur (46).
Triptofandan sentezlenir ve sirkadyan ritm fizyolojisinde 6nemli rol oynar (47). Serbest
7

radikalleri direkt scavenger etkisinin yani sira glutatyon peroksidaz, siiperoksit
dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri aktive etmek suretiyle indirekt antioksidan
aktiviteye sahiptir (46). Ayrica nitrik oksit sentaz ve lipoksijenaz gibi prooksidan
enzimlerin sentezini azaltarak antioksidan etkiler gosterir (48). Melatonin degisik
karaciger hasar modellerinde koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (49-55). Deneysel
kolit modellerinde melatoninin koruyucu etkileri gosterilmistir (56-59). Tiyoasetamitle
olusturulmus karaciger hasar modellerinde melatoninin koruyucu etkiler gosterdigini
bildiren bircok ¢alisma vardir (43,49,60-62). Intestinal iskemi reperfiizyon hasari (63)
ve major karaciger rezeksiyonu modellerinde (64) melatoninin bakteriyel
translokasyonu azalttig1 bildirilmistir.

Normal metabolizma sirasinda oksijenin kullanimi hiicre ve dokulara ¢ok toksik

etki gosterebilen ROS olusumuna neden olur. Olusan bu radikallerden hiicre ve
dokulara en ¢ok hasar veren, hidrojen peroksitten (H202) Fenton reaksiyonu ile olusan
hidroksil (-OH) radikalidir. Serbest radikaller ve -OH radikali canli hiicredeki her
molekiil (lipitler, aminoasitler, niikleotidler, sekerler) ile reaksiyona girer ve sonugta
kanser, nérodejenerasyon ve otoimmiin hastaliklar gibi tablolara yol acan hasara neden
olur. Hiicreleri serbest radikallerin olusturdugu hasardan korumak ve hiicre icinden
ROS’u hizli bir sekilde elimine etmek i¢in organizma bazi savunma mekanizmalar1
gelistirir. Serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemleri arasinda denge oksidan
lehine degisirse oksidatif stres olarak isimlendirilen tablo olusur. Direktt ortadan
kaldirilamayan veya metabolize edilemeyen oksidan maddeler hiicre komponentlerine
zarar vererek hiicre 6liimiine dek gidebilen olaylara neden olabilir (65). Lipidler,
oksidatif stresin en ¢cok hedef aldig1 hiicre komponentidir. Lipid oksidasyonu sonucunda
bir¢ok sekonder liriin ortaya ¢ikar (66). Bu sekonder iiriinlerin serum ve dokularda
oOl¢iilmesi, oksidatif stres varlig1 ve derecesini arastirmada yaygin olarak
kullanilmaktadir. TBARS lipid peroksidasyon progesinin son iirlinleridir ve oksidatif
stresi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (67). Calismamizda oksidatif stresin
diizeyini degerlendirmek icin serum, karaciger ve barsak dokusunda TBARS diizeyleri
olgiildii.

Tiyoasetamit ratlarda FK'Y modelini olusturmak i¢in sik kullanilan bir

hepatotoksindir (68). TAA ROS artis1 ve bunun sonucunda gelisen direkt membran
lipitlerinin peroksidasyonuyla doku hasarina neden olur (69,70).

Simdiye kadar, TAA ile olusturulmus karaciger yetmezlik modelinde GB, Vit E

ve melatoninin BT lizerine etkileriyle ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin
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amaci1 GB, melatonin ve Vit E’nin TAA ile olusturulmus karaciger yetmezlik modelinde
BT ve intestinal oksidatif hasar lizerine etkilerini arastirmakti.
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GEREC VE YONTEM

1. Calismamin Hipotezleri:

1. Ratlarda fulminan karaciger yetmezlik modelinde antioksidan etkileri olan

GB, Vit E ve melatoninin intestinal oksidatif hasar ve BT iizerindeki etkileri

2. BT gelisiminde oksidatif stres ve IBO’un roliiniin arastirilmasi.



2. Arastirmanin Tipi:

Aragtirma ratlarda yapilan deneysel bir ¢aligmadir.

3. Arastirmanin Insan Giicii:

Bu calismanin deney asamasinda I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1 gretim iiyesi Dr.

M. M. Murat Harputluoglu ve I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali arastirma gorevlisi Dr.
Dogu Karahan, biyokimyasal incelemelerde Fatma Ozyalin ve Biyokimya Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Dr. Ismail Temel, histolojik incelemelerde Patoloji Anabilim Dali
Ogretim liyesi Dr. Nese Karadag, mikrobiyolojik incelemelerde Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 6gretim tiyesi Dr.Mehmet Bayraktar gérev almustir.

4. Hayvanlar

Calismada 200-250 g agirliginda saglikli erkek Wistar ratlar kullanildi.

Hayvanlar 12 saatlik aydinlik/karanlik sikluslar ve 24 + 1 °C’de sabit 1s1s1 olan ortamda,
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su ve rat yemine ulasabilecekleri kafeslerde barindirildi. Calisma protokolii hayvan
aragtirmalar1 kilavuzlarina uygundu ve hastanemiz etik kurulu tarafindan onaylandi.

5. Fulminan karaciger yetmezIliginin olusturulmasi

Fulminan karaciger yetmezligi daha 6nce tanimlandig1 gibi 3 giin boyunca 350
mg/kg/glin intraperitoneal tiyoasetamit (Merck, Germany) verilerek olusturuldu (62).
Kilo kayb1, hipoglisemi ve bobrek yetmezliginden kaginmak i¢in potasyum(20 mEq/1)
iceren %0.9 NaCl ve %5 dekstroz soliisyonu 25 ml/kg dozunda 6 saat arayla
destekleyici tedavi olarak subkiitan verildi (62).

6. Deneyin tasarimi

Toplam 42 erkek Wistar rat 5 gruba ayrildi. Grup 1 (n=8) kontrol grubuydu. Bu

gruba 5 gilin boyunca intraperitoneal 0,1 ml/giin % 0.9 NaCl verildi. Grup 2 (n=10)
TAA grubuydu. Bu gruptaki ratlara 24 saatlik periyodlarla 3 giin boyunca
intraperitoneal 350 mg/kg TAA verildi. Grup 3(n=8) TAA+GB grubuydu. Bu gruba ilk
TAA dozundan 2 giin 6nce 100 mg/kg kuru toz halindeki GB (TriPharma Drug
Company, Tiirkiye) ekstrakti sulandirilarak oral baglandi ve 5 giin devam edildi. GB
dozu ve siiresi GB ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalara gore belirlendi(30, 25). Grup
4(n=8) TAA+ Vit E grubuydu. Bu gruba ilk TAA dozundan 2 giin 6nce 24 saat arayla
200 mg/kg Vit E (a-tocophferyl acetate; Sigma Chemicals) oral bagland1 ve 5 giin
boyunca devam edildi (44). Grup5 (n=8) TAA+Melatonin grubuydu. Bu gruba ilk TAA
dozundan 2 giin 6nce 3 mg/kg Melatonine (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
%S5 etanol ve serum fizyolojik ile ¢éziildiikten sonra intraperitoneal verildi ve 5 giin
boyunca devam edildi (61,62).

7. Orneklerin alinmasi

Calismanin 6. giiniinde 50 mg/kg Ketamin (Ketolar, Parke-Davis) ve Xylazine

HCI (10 mg/kg; Alfazyne %2 Alfasan, Netherland) ile anestezi yapildi. Deri tras edilip
ve iodine ile temizlendikten sonra siki steril sartlar altinda laparotomi yapildi. Abdomen
genisce acildi. Ileocekal bolge mezenter lenf nodlar1 ve dalak aseptik olarak disseke
edildi, alindi, tartild1 ve bakteriyel kiiltiir i¢in steril saline konuldu. Karaciger aseptik
olarak disseke edildi ve sol lob bakteriyel kiiltiirler i¢in kullanildi. Karaciger sag lobu
histopatolojik ve biyokimyasal dl¢iimler icin eksize edildi. Intestinal bakteriyel asir1
cogalmay1 degerlendirmek i¢in steril enjektdrle 0,1 ml ileal s1v1 aspire edildi ve uygun
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vasatlara ekim yapildi. Amonyak, aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz
(ALT) ve TBARS 6lgiimleri i¢in sag ventrikiilden kan alind1. [leum histopatolojik ve



biyokimyasal 6l¢timler i¢gin alindu.

8. Karaciger ve barsak histolojisi

Karacigerin histopatolojik incelemeleri i¢in sag loblarinin yarisi 151k

mikroskobunda degerlendirilmek iizere islendi. Bu islem i¢in alinan sag loblar %5
ndtral formol soliisyonunda fikse edildi. Parafin i¢cine gdmiildii, 5 pm kalinliginda
dilimlendi ve hematoksilen-eosin ile boyandi. Doku preparatlar1 6rneklerin hangi gruba
ait oldugunu bilmeyen iki deneyimli patolog tarafindan incelendi ve skorlandi. Nekroz
ve inflamasyonun derecesi her preparatin 10 farkli alanindaki bulgularin 0-3 (0:normal,
1:hafif, 2:orta, 3: siddetli) aras1 siniflandirilmis bir skala ile degerlendirilip ortalamalar1
olarak ifade edildi (71).

fleum 6rnekleri 24 saat boyunca %5 nétral formol iginde fikse edildi. Barsak
segmentleri 0,5 x 0,5 x 0,5 cm’lik parcalara boliindii ve inceleme i¢in islendi. Her
hayvanin incelenen barsak doku 6rnekleri farkli bloklardan elde edildi. Her doku
orneginden alinan 6-7 mm uzunlugundaki doku pargalar1 151k mikroskobunda incelendi.
Intestinal histopatolojik inceleme i¢in O(hafif)’dan 3(siddetli)’e degisen skorlama
sistemi kullanildi. Mukozal biitiinliik, 6dem, lamina propriada inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve damarlardaki vazodilatasyonun siddetine gore skorlama yapildi (64).
9. Biyokimyasal analizler

a. Doku homojenatlarinin ve serumun hazirlanmasi

Her rattan yaklasik 4 ml kan alindi. Her kan 6rneginin 1 ml’si direktt

deproteinizasyon islemi amaciyla 1 ml %10 trikarboksilik asit (TCA) iceren santrifiij
tiiplerine nakledildi ve karistirma igleminini takiben 10 dakika 3000 devirde santrifiije
edildi. Daha sonra tiipiin istiindeki temiz siipernatant amonyak analizi i¢in kullanildi.
Geriye kalan 3 ml kan 6rnekleri daha 6nce isaretlenmis bos santrifiij tiiplerine
serumlarinin ayrilmasi i¢in nakledildi. Bu 6rnekler oda 1sisinda yarim saat bekletildi ve
10 dakika 3000 devirde santrifiije edildi. Bu yolla elde edilen serum 6rnekleri
biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere analiz gilintine kadar -20 °C’de depolandi.
Sakrifikasyonu takiben alinan karaciger ve ileum dokular1 3 kez soguk %0.9 NaCl
sollisyonu ile yikandi. Daha sonra tartild1 ve yas agirliklar kaydedildi. Dokular kabaca
0,5-1 gramlik pargalara ayrildi, aliiminyum folyolara sarilarak daha dnce isaretlenmis
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kapakli plastik kaplara yerlestirilerek analiz giiniine kadar derin dondurucuda (-20
°C’de) saklandi. Analiz giinii 6rnekler derin dondurucudan ¢ikarildi, uygun 1sida
cozlindiikten sonra tartild1 ve 6rneklerin agirliginin 10 kati agirliginda soguk KCL
(150mM) eklendikten sonra 2 dakika 5000 r/min cam-teflon homojenizator (Tempest
Virtishear, Model 278069;The Virtis, Gardiner, NY)’de homojenize edildi.
Homojenatlar ayni giin TBARS 6l¢itimii i¢in kullanildi.

b. Kan amonyak analizi

Kan amonyak diizeyleri kolorimetrik Berthelot (indophenol) reaksiyonu(73)
kullanilarak 6l¢iildii. Bu reaksiyonda 6rneklerdeki daha dnce deproteinize edilen serbest
amonyak i¢inde fenol ve hipoklorid bulunan alkali ortamda TBARS sodyum
nitroprusside ile reaksiyona girerek mavi renkli indofenol molekiilii olusturur.
Kromojenin spektrofotometrede 625 nm dalgaboyunda koyu renkli 6rneklere karsi
ol¢iilen absorbansi direktt olarak amonyagin konsantrasyonuyla orantili olarak artar.
Deneyin sonuglari i¢inde standart sekilde (NH4)2SO4 kullanilan pg amonyak nitrojen/dl
olarak ifade edildi.

c. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi



Oksidatif stresin gostergesi olan TBARS ve diger lipid peroksidasyon

tirtinlerinin analizi Buege ve Aust tarafindan 1978’de tanimlanan TBARS metoduna
gore yapildi (73). Kisaca, 250 pl doku ve serum homojenati, 500 pul TBA reaktifi (0,25
mol/l HCI asid i¢inde ¢6ziilmiis 3,7 g/l tiyobarbitiirik asid) ve %15 TCA’in 1,5 ml’si
yaklasik 10 ml lik vida kapakli pyreks santrifiij tiiplerine eklendi, karistirildi ve sonra
tiipler 95 -C’deki sicak su banyosuna yerlestirildi. Tiipler 30 dakika sicak su banyosunda
bekletildi ve sonra hizlica suda sogutuldu. Tiiplere 3 ml n-butanol eklendi ve karistirildi
ve pembe renkli ajan butanol faza gecebildi. Renkli organik faz absorbansi
spektrofotometrede 535 nm de koyu renge karsi okundu. Serum ve doku TBARS
diizeyleri ig¢inde kalibrator olarak 1,1,3,3-tetramethoxypropane(TMOP) kullanilan farkli
TMOP konsantrasyon diyagramlar1 kullanilarak belirlendi. Serum diizeyleri nmol/l ve
doku diizeyleri nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

d. Serum AST, ALT diizeyleri

Serum AST ve ALT diizeyleri International Federation of Clinical Chemistry
tarafindan tanimlanan ve piridoksal fosfat ve NADH 1n kofaktor olarak kullanildig:
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kinetik UV metodu kullanilarak 6l¢iildii. Her iki analiz i¢in Turgut Ozal Tip
Merkezi nin rutin Biyokimya Laboratuarlarinda kullanilan Olympus auto-analyzer ve
ayn1 firmanin ticari kitleri kullanildi. AST ve ALT diizeyleri Unite/L olarak ifade edildi
10. Mikrobiyolojik ¢calismalar

a. Bakteriyel translokasyon

Bakteriyel translokasyon mezenterik lenf nodlari, karaciger ya da dalak

kiiltiirlerinin pozitifligi olarak tanimlanir. Her gruptan 1 gr 6rnek (karaciger, dalak,
mezenterik lenf nodlar1) 1 ml steril normal salinde homojenize edildi. 100 pl aspire
edildi ve Kanli agar, Eosin Methylene Blue (EMB) agar ve Sabouraud agar’a ekildi ve
24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Takib eden giin bakteriyel ¢ogalma kontrol edildi ve
koloni sayimi yapildi. Her koloni i¢in gram boyama yapildi. Gram boyama sonuglarina
gore katalaz, oksidaz, koagiilaz, indol, sitrat indirgenme, iireaz, {li¢lii seker demir agarda
seker fermentasyonu gibi spesifik biyokimyasal testler primer olarak izole edilen
bakterilerin tanimlanmasi i¢in uygulandi. Api 20 E test (bio-Merieux, Marcy L’Etoile,
France) bakteri tanimlanmasinin dogrulanmasi i¢in kullanildi. Mantar ¢ogalmasi i¢in
Remel Rapid ™ Yeast plus System 8311007 (Remel Inc. 12076 Santa Fe dr. Lenex KS
66215 USA) kullanildi

b. intestinal Bakteriyel Overgrowth (IBO)’un degerlendirilmesi

Spesifik bir organizmanin IBO’u, normal rat ileal aspiratindaki ayn

organizmanin lireyen sayisinin ortalamasi art1 + 2 standart sapmanin iistiindeki degerler
olarak tanimlanmaktadir. [leum aspiratinin 0,1 ml’si Kanl1 agar, EMB agar, Sabouraud
agara ekildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Takib eden giin bakteriyel ¢ogalma
kontrol edildi ve koloni sayrmi yapilds. Ileal aspirat koloni sayis1 x103 colony-forming
units (CFU)/ml olarak belirtildi(74).

11. Survi oranlar

flk TAA dozundan sonra gruplardaki mortalite say1s1 giinliik kaydedildi.

Sonuglar sakrifikasyon giinii tiim gruplardaki yasayan rat sayisina gore belirlendi.
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12. Istatistik

Sonuglar ortalama + Standart Deviasyon olarak ifade edildi. Analizler SPSS 11.0
istatistik programu ile yapildi. Gruplar arasindaki kantitatif degiskenlerin



karsilastirilmast one-way ANOVA veya gerektiginde onun karsiligi olan nonparametrik
(Kruskal-Wallis) testi ile yapildi. Post-hoc karsilastirma LSD test ile yapildi. Oran
karsilastirmalari y2 veya Fisher test kullanilarak yapildi. Karsilagtirmalarda p<0.05 olan
degerler istatistiksel anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

1. Mortalite ve survi oranlar

TAA, TAA+GB ve TAA+Vit E gruplarinda survi orani kontrol grubundan

diistiktii ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). TAA+Mel grubunda
survi oran1 TAA grubundan yiiksekti ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05).

Tablo 1.Sakrifikasyon giinii gruplarin mortalite sayis1 ve survi oranlar1 (%)

Grup Mortalite sayist Survi oranlart %

Kontrol(n=8) 0/8 100

TAA (n=10) 1/10 90

TAA+GB (n=8) 1/8 87,5

TAA+Vit E (n=8) 1/8 87,5

TAA+ Mel (n=8) 0/8 100
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2. Karaciger enzimleri

Gruplarin serum amonyak, AST ve ALT diizeyleri istatistiksel olarak anlamli

sekilde farkliydi (sirastyla p<0.001, <0.001 ve <0.001) (Tablo 2). TAA grubundaki
serum amonyak, AST ve ALT diizeyleri kontrol grubundan anlaml sekilde yiiksekti
(strasiyla p<0.001, <0.001 ve <0.001). TAA+GB grubunda serum amonyak (Figiir 1),
AST ve ALT diizeyleri TAA grubundan istatistiksel olarak anlaml sekilde duisiiktii
(strasiyla, p<0.001, p<0.001 ve p<0.001) .TAA+Vit E ve TAA+Mel gruplarinda serum
amonyak, AST ve ALT diizeyleri ile TAA grubu arasinda anlamli fark bulunmad:
(p>0.05).

Tablo 2. Gruplara gore serum amonyak, AST ve ALT diizeylerinin ortalama + SD
degerleri.

1Amonyak g amonyak nitrojen/dl olarak belirtildi.

2AST ve ALT Units/l olarak belirtildi.

akontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.001

» TAA grubuyla karsilastirildiginda p<0.001.

Grup Amonyaki AST2 ALT>

Kontrol (n=8) 21,75+6,02 150,75+40,93 58,00£12,05

TAA (n=9) 145,22+14,49.1767,44+174,9121165,67+167,40a

TAA+GB(n=7) 87,57+12,035 1018,57+201,816 687,00+153,480

TAA+ Vit E(n=7) 137,29+15,83 1602,714£295,73 1065,86+60,42

TAA+Mel (n=8) 135,13+12,23 1601,88+227,68 1068,38+121,36
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3. Oksidatif stres sonuclari

Serum, karaciger ve barsak TBARS diizeylerinde gruplar arasinda anlaml fark

vardi (sirastyla p<0.001, <0.001 ve <0.001) (Tablo 3). TAA grubundaki serum,
karaciger ve barsak TBARS diizeyleri kontrolden anlamli sekilde yiiksekti (sirastyla
p<0.001, <0.001 ve <0.001). TAA+GB grubunda serum ve karaciger TBARS diizeyleri
(Figiir 2) TAA grubundan anlamli sekilde diisiikken (p<0.001 ve <0.001), barsak
TBARS diizeyi anlamli degismedi (p>0.05). TAA+Vit E ve TAA+Mel gruplarindaki



serum, karaciger ve barsak TBARS diizeyi TAA grubundan anlamli farkli degildi
(p>0.05) (Figtir 3).

Tablo 3. Gruplara gore serum, karaciger ve barsak tiyobarbiturik asit-reaktif
substanslar1 (TBARS) diizeylerinin ortalama + SD degerleri.

1Serum TBARS diizeyi (STBARS) nmol/L, > karaciger TBARS diizeyi (kcTBARS) ve barsak TBARS
diizeyi (b TBARS) nmol/g yas doku olarak belirtildi.

akontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.001,

b TAA grubuyla karsilastirildiginda p<0.001.

Grup sTBARS: kcTBARS2bTBARS:?

Kontrol (n=8) 21,0043,42 24,75+4,62 41,38+9,53

TAA (n=9) 76,56+19,93a114,78+18,46a127,33+16,49a

TAA+GB(n=7) 27,00+2,16 70,43+7,80 117,86+11,00

TAA+ Vit E(n=7) 68,71+7,29 102,29+9,19 122,86+11,53

TAA+Mel (n=8) 68,13+8,70 103,00+£22,67 122,88+10,42

18

4.1BO ve BT

Ileal aspirattaki iireyen E.coli sayis1t TAA grubunda kontrolden yiiksekti

(p<0.001) (Tablo 4) (Figiir 4). Diger gruplarla TAA arasinda ileal aspirattaki {ireyen
E.coli sayis1 agisindan anlaml fark yoktu (p>0.05).

2 testi ile yapilan karsilastirmada TAA grubunda BT siklig1 kontrolden anlamli
sekilde yiiksekti (p<0.001). TAA grubunda BT sikligi TAA+GB’den yiiksekti ancak
fark anlamli degildi (p>0.05). TAA grubu ile Vit E grubu arasinda BT sikliginda fark
yoktu (p>0.05). TAA grubunda BT sikligi TAA+Mel’den yiiksekti ancak fark anlamli
degildi (p>0.05). Tim gruplarda transloke olan bakterinin E. Coli oldugu goriildii.
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Tablo 4. Gruplara gore ileal aspiratta lireyen Eschericia coli sayisi1 (x103 CFU/ml
olarak) ve bakteriyel translokasyon siklig1.

Grup Eschericia coli sayis1 BT siklig1 (%)

Kontrol(n=8) 9,06%2,52 0 (%0)

TAA (n=9) 177,77+44,09:9 (%100)a

TAA+GB (n=7) 164,28+47,55 5 (%71.4)

TAA+Vit B (n=7) 171,42439,33 7 (%100)

TAA+Mel (n=8) 168,75+26,42 6 (%75)

akontrol grubuyla karsilagtirildiginda p<0.001.

20

5. Karaciger ve barsak histolojisi

TAA grubunda karaciger nekroz ve inflamasyon skorlar1 kontrolden anlamli

sekilde yiiksekti (p<0.001 ve <0.001) (Tablo 5). Karaciger nekroz ve inflamasyon
skorlart TAA+GB grubunda TAA grubundan anlamli sekilde diisiiktii (p<0.001 ve
<0.001). TAA+Vit E ve TAA+Mel gruplarinda bu skorlar agisindan TAA grubu ile
karsilastirildiginda fark yoktu (p>0.05). Figiir 5 gruplara gore karaciger histolojisini
gostermektedir. Figlir S¢’de goriildiigi gibi TAA+GB grubunda karaciger histolojisinde
belirgin diizelme mevcuttu.

Tablo 5. Gruplara gore karaciger nekroz ve inflamasyon skorlarinin ortalama + SD

degerleri.
akontrol ile karsilagtirildiginda p<0.001,
vTAA grubuyla karsilastirildiginda p<0.001.

Grup Nekroz Inflamasyon



Kontrol (n=8) 0,00+0,00 0,00+0,00

TAA (n=9) 2,78+0,4422,78+0,44a

TAA+GB (n=7) 1,57£0,53v 1,570,530

TAA+ Vit E (n=7) 2,43+0,53 2,29+0,48

TAA+Mel (n=8) 2,50+0,53 2,38+0,51
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Figiir 5. Kontrol grubu (a), TAA grubu (b), TAA+GB grubu (c), TAA+ Vit E

grubu (d) ve TAA+ melatonin (e) grubunda karaciger histolojisi.

Barsagin histolojik incelemesinde; mukozal {inite, 6dem, lamina propriada

inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve damarlarda vazodilatasyon skorlart TAA grubunda
kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksekti sirasiyla p<0.001, <0.001 ve <0.001) (Tablo
6). Diger gruplarla TAA grubu arasinda bu skorlar agisindan anlamli fark bulunmadi
(p>0.05). Figiir 6 gruplara gore barsak histolojisini gdstermektedir.
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Tablo 6. Gruplara gore barsak mukozal {inite, 6dem, lamina propriada inflamatuar hiicre

infiltrasyonu ve vazodilatasyon skorlarinin ortalama + SD degerleri.
MU: Mukozal iinite, INF: Lamina propriada inflamatuar hiicre infiltrasyonu,

VD: damarlardaki vazodilatasyon.

akontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.001.

Figiir 6. Kontrol grubu (a), TAA grubu (b), TAA+GB grubu (c), TAA+ Vit E grubu (d)
ve TAA+ melatonin (e) grubunda barsak histolojisi.

Grup MU Odem INF VD

Kontrol (n=8) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00

TAA (n=9) 2,67+0,5022,8940,3322,89+0,3322,67+0,50a

TAA+GB (n=7) 2,57+0,53 2,57+£053 2,71%0,48 2,43+0,78

TAA+ Vit E (n=7) 2,43+0,53 2,86+0,37 2,71+0,48 2,29+0,48

TAA+Mel (n=8) 2,50+0,53 2,75+0,46 2,75+0,46 2,38+0,51
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TARTISMA

Calismamizda karaciger yetmezligi 3 giin 350 mg/kg/giin dozunda

intraperitoneal TAA verilmesiyle basariyla olusturuldu. TAA grubunda karaciger ve
barsakta yliksek TBARS diizeyleriyle kendini gdsteren ciddi oksidatif doku hasar1 vardi.
Buna yiiksek BT oranlar1 eslik ediyordu. GB verilmesi karacigerde histolojik ve
biyokimyasal parametreleri anlamli sekilde diizeltti. Barsakta histolojik ve biyokimyasal
parametreler iizerine ne GB ne Vit E ne de melatonin diizelme saglamadi. Her {i¢ grupta
da siddetli intestinal oksidatif hasara TAA grubunda oldugu gibi yiiksek bakteriyel
translokasyon oranlar1 eslik etmekteydi.

Saglikli kisilerde normalde barsak kokenli bakteriyemi ve sepsis goriilmez.

Ciinkii konak barsakta bakteri ve iirtinlerinin barsak dis1 dokulara yayilmasini 6nlemek
icin bircok defans mekanizmasi gelistirmektedir. Normal kosullar altinda intestinal
mukoza intestinal liimendeki bakteri ve bakteri {irlinlerinin liimen disina ¢ikmasini
onlemek tizere lokal defans bariyeri olarak fonksiyon gormektedir. Ancak bazi deneysel
ve klinik durumlarda bu intestinal bariyer fonksiyonu bozulur ve sonugta bakteri ve
bakteri liriinleri mezenterik lenf nodlar1 ve sistemik dokulara gecer. Bu proges
bakteriyel translokasyon olarak tanimlanir (6). Yanik, cerrahi stres, sepsis ve multiorgan
yetmezlik gibi ciddi klinik tablolarda normal intestinal bariyer fonksiyonunun
bozuldugu ve bakterilerin barsaktan barsak dis1 bolgelere gectigi bildirilmistir (6,13-15).
Intestinal bariyer fonksiyonunun bozulmasinda mukozal hipoksi, oksidatif stres,



mukozal asidoz, ATP azalmasi, nitrik oksit ve sitokinler su¢lanmaktadir (75).
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Normal metabolizma sirasinda oksijenin kullanimi hiicre ve dokulara ¢ok toksik

etki gdsterebilen ROS olusumuna neden olur. ROS canli hiicredeki her molekiil (lipitler,
aminoasitler, niikleotidler, sekerler) ile reaksiyona girer. Hiicreleri ROS’un olusturdugu
hasardan korumak ve hiicre igcinden ROS’u hizli bir sekilde elimine etmek i¢in
organizma bazi savunma mekanizmalari gelistirir. ROS ve antioksidan savunma
sistemleri arasinda denge ROS lehine degisirse oksidatif stres olarak isimlendirilen
tablo olusur (65). Artan ROS nitrik oksit (NO) {iretimini artirir, direkt lipit
peroksidasyonuna ve barsakta 16kosit infiltrasyonuna yol agan bir¢cok proinflamatuar
sitokinlerin salinimina neden olur (4). Oksidatif stres sodyum-hidrojen iyon degisimi
gibi 6nemli hiicresel progesleri inhibe ederek hiicresel homeostazisi bozar. Ayrica
ATP’nin hiicre i¢i diizeylerini azaltarak hiicresel mitokondrial fonksiyonlar1 bozar (76-
79). Biitiin bu etkiler sonugta barsakta hasar olusturarak barsak epitelinin
permeabilitesini artirir ve intestinal bariyer disfonksiyonuna neden olur. Caligmamizda
TAA verilmesiyle siddetli intestinal mukozal oksidatif hasar gelisti. TAA grubunda
yiiksek BT oranlarinin goriilmesi, BT progesinde intestinal oksidatif hasarin 6nemli rol
oynadigin bildiren daha 6nceki ¢caligmalarla uyumludur (10,12).

Bu ¢aligmada 100 mg/kg/giin dozunda GB verilmesi TAA grubuyla
karsilastirildiginda BT sikligin1 %100°den %71.4’e diisiirdii ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Vit E ve melatonin tedavilerinin aksine GB tedavisiyle
karacigerde morfolojik bulgularda belirgin diizelme (Figiir 5a) ve oksidatif streste
anlamli azalma gozlendi. Ancak bu olumlu etkileri barsakta gostermedi. GB flavone
glikozit ve terpenoidleri i¢erdiginden dolay1 antioksidan ve PAF antagonistik etkilere
sahip iyi tolere edilen bitkisel bir maddedir (80). Karaciger, barsak, beyin ve pankreas
gibi bircok dokuda antioksidan 6zelligiyle oksidatif doku hasarini 6nledigi bildirilmistir
(26,30,31,34). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak, calismamizda da GB verilmesiyle TAA
ile olusturulan FKY’de karaciger hasarinin ve karaciger TBARS yiiksekliginin anlamli
azalmas1 GB’nin hepatoprotektif etkisinde antioksidan etkisinin 6nemli rol oynadigin
gostermektedir. Bu ¢alismada GB’nin secilmesinin en 6nemli sebebi antioksidan
ozelligine ilave olarak PAF antagonist etkiye sahip olmastydi. Ger¢ekten PAF
kemotaksi, agregasyon, sliperoksit salinimi ve degraniilasyona yol acgarak notrofil
aktivasyonunu saglayan bir mediatordiir ve akut inflamasyonda hayati bir rol
oynamaktadir (81).

PAF ayrica major hepatektomi sonrasi akut karaciger hasari, siroz, letal hepatit,
intestinal inflamasyon ve karacigerin iskemi/reperfiizyon hasarinda da rol oynar (82).
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Karacigerde PAF antagonistlerinin doku hasarini 6nledigi gosterilmistir (83). Bu
calismada karaciger yetmezligi olusturmak i¢in kullanilan TAA, ROS artist ve bunun
sonucunda gelisen direkt membran lipitlerinin peroksidasyonuyla doku hasarina neden
olur (69,70). Ancak TAA hepatotoksisitesinde dokuya eozinofil ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu sonucu ileri derecede artmig myleoperoksidaz aktivitesi sonrasinda olusan
ROS ve RNS’lerinin de doku hasarinda énemli rol oynadigi bildirilmistir (49).
Calismamizda GB’nin PAF antagonistik etkisinin diizeyini direkt degerlendirecek
herhangi bir parametre kullanilmadi. Bununla birlikte diger iki antioksidan maddenin
aksine GB grubunda karacigerde azalmis oksidatif stresle birlikte inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun azalmasi gozlendi. Bu bulgu, GB’nin hepatoprotektif etkisinde



antioksidan aktivitesine ek olarak PAF antagonistik etkisinin 6nemli katki sagladigini
diistindiirmektedir.

Antioksidan ve PAF antagonistlerinin barsakta doku hasarini azalttigini bildiren
caligmalar olmasina ragmen (84) GB uygulanan dozda karacigerin aksine barsakta
oksidatif doku hasarin1 6nleyemedi. Daha 6nce karaciger, beyin, mide ve myokard
dokusunda yapilan ¢alismalarda GB’nin protektif etkilerini doz bagimli sekilde
gosterdigi bildirilmistir (85-88). GB’nin barsaktaki oksidatif hasar1 nleyememesinin
sebebi bu ¢alismalarda oldugu gibi antioksidan etkisini doz bagiml sekilde
gostermesine bagli olabilir. Obstriiktif sarilik, pankreatit, intestinal iskemi/reperflizyon
modellerinde PAF antagonistlerinin BT 1 azalttig1 gosterilmis olmasina ragmen,
karaciger yetmezlik modelinde PAF antagonsitlerinin BT iizerine etkisiyle ilgili yaymn
bulunmamaktadir (20,21,89,90). GB’nin BT sikligin1 azaltamamasinin sebebi
uygulanan dozda intestinal oksidatif hasarin azalmamasina bagl diistintildii.
Calismamizda TAA o6ncesi 200 mg/kg/giin oral Vit E verilmesi bakteriyel
translokasyonu azaltmadi. Bunun en 6nemli sebebi bu grupta barsakta oksidatif hasarin
anlamli sekilde 6nlenememesi olabilir. Vitamin E serbest radikalleri siipiirebilen,
membran biitiinliigiinii koruyabilen ve yagda eriyen antioksidan bir maddedir. Lipid
peroksidasyon iiriinlerini azaltarak hiicreleri ve hiicresel yapilar1 oksidatif stresten korur
(36). Vit E ‘nin antioksidan 6zelligiyle bir¢ok deneysel modelde barsak (38,39)
dokusunda gelisen oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir. Vit E’nin ratlarda intestinal
obstriiksiyon modelinde intestinal mukozada protektif etki gosterdigi ve BT 1 istatiksel
anlamli olmayacak sekilde azalttig bildirilmistir (45). Kronik ve portal hipertansif ve
koledogu baglanmis ratlarda Vit E ve vit C kombinasyonunun ileal mukozal lipid
peroksidasyonu ve BT 1 azalttig1 bildirilmistir (16). TAA ile olusturulmus karaciger
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yetmezlik modelinde Vit E’nin intestinal oksidatif hasar ve BT {izerine etkileriyle ilgili
calisma bulunmamaktadir. Ancak Tunez ve ark. (150 mg/kg tek dozda TAA ve 20
mg/kg Vit E), Sarkar ve ark. (150 mg/kg tek dozda TAA ve 200 mg/kg Vit E) ve Shin
ve ark. (200 mg/kg tek dozda TAA ve 200 mg/kg Vit E) olusturduklar1 hepatotoksisite
modellerinde Vit E’nin karacigerde oksidatif hasar1 azalttigini bildirdi. Calismamizda 3
giin 350 mg/kg/glin dozunda TAA verilmesiyle olusturulan karaciger yetmezligi
modelinde 200 mg/kg Vit E tedavisi ne karacigerde ne de barsakta oksidatif hasari
onleyemedi. Vit E’nin karaciger ve barsaktaki yetersiz koruyucu etkisini verilen TAA
dozunun fazla olmasi agiklayabilir. Vitamin E’nin antioksidan etkisiyle bir¢ok deneysel
modelde karaciger dokusunda gelisen oksidatif hasar1 dnledigi bildirilmistir (91,92).
Tiyoasetamitle olusturulmus hepatotoksisite modellerinde Vit E’nin karacigerde
histolojiyi ve oksidatif parametreleri diizelttigi gosterilmesine ragmen bizim
modelimizde etki etmemesi kullandigimiz TAA dozuyla iliskili olabilir. Biz bu
caligmada 3 giin 350 mg/kg/gilin dozunda kullandik. Bu diger modellerden daha fazla
toksisite olusturmus olabilir ve Vit E relatif olarak yeterli antioksidan etkinlik
gbstermemis olabilir.

Calismamizda TAA oncesi melatonin verilmesi bakteriyel translokasyon

sikligin1 azaltmadi. Bu grupta Vit E grubunda oldugu gibi yiiksek BT oranlarina
karaciger ve barsakta siddetli oksidatif doku hasari1 eslik ediyordu. Melatonin (NAcetyl-
5-methoxytryptamine) pineal bezin ana sekretuar tiriinlerinden birisidir ve

viicutta birgok organda iiretilerek salindigi bilinmektedir (93). Serbest radikal
scavengeri olarak direktt ve bircok antioksidan enzimi aktive ederek indirektt



antioksidan etkilere sahiptir. Kii¢lik boyutu ve yiiksek lipofilik 6zelliginden dolay1
biyolojik bariyerleri kolayca gecer hiicrenin biitiin komponentlerine ulasir (94). Bircok
calismada karaciger (49-55) dokusunda oksidatif hasar1 antioksidan 6zelligiyle dnledigi
bildirilmistir. Tunez ve arkadaslar1 yaptiklari iki ayr1 calismada TAA ile olusturulan
karaciger yetmezliginde melatonin (3 mg/kg) verilmesinin oksidatif stresi ve hepatik
hasar1 6nledigini bildirdi (61,95). Cruz ve arkadaslar1 TAA vererek olusturduklari
deneysel karaciger siroz modelinde melatonin (1 mg/kg) tedavisiyle oksidatif stres,
hiicre hasar1 ve karaciger fibrozisinin azaldigini bildirmistir (60). Bruck ve arkadaslari
ratlarda TAA ile olusturulan karaciger hasar modelinde melatonin (3 mg/kg/giin)
tedavisiyle nuclear factor kappa B aktivasyonunu inhibe ederek oksidatif stresi ve
karaciger hasarini azalttig1 ve surviyi diizelttigini gdstermistir (62). Yukarida
bahsedildigi gibi tiyoasetamit ve diger hepatotoksisite modellerinde melatoninin
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oksidatif stresi ve hepatik hasar1 miikemmel bir sekilde 6nledigi bildirilmesine ragmen,
Karabay ve arkadaglar1 TAA (2 giin 200 mg/kg/giin) ile olusturduklar1 karaciger hasar
modelinde 10 mg/kg/giin dozunda melatonin tedavisinin oksidatif stres parametrelerini
(hepatik malondialdehit ve indirgenmis glutatyon diizeyleri ve hepatik katalaz
aktivitesi) degistirmedigini ve karaciger hasarini1 6nleyemedigini bildirmistir.
Melatoninin lipit peroksidasyonunu engelleyememesinin sebebini melatoninin ROS ve
RNS {iriinlerini doz bagimli sekilde scavenge etmesine ve uyguladiklar1 dozda dokuda
biriken inflamatuar hiicrelerce ROS ve RNS {irlinlerinin asir1 iiretilmesine bagl
olabilecegini bildirdiler. Ayrica reaktif TAA iiriinlerinin de bu hasara katkida bulunmus
olabilecegini bildirdiler (49). Bizim ¢alismamizda da melatonin tedavisi (3 mg/kg/giin)
TAA (3 giin 350 mg/kg/giin) ile olusan karaciger hasarini ve yiiksek TBARS
diizeylerini azaltmadi. Figiir Se’de goriilebilecegi gibi melatonin verilen grupta
karacigerde siddetli inflamasyon vardi. Karabay ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismayla
karsilastirildiginda ¢aligmamizda oksidan madde olan TAA dozunun daha yiiksek ve
antioksidan madde olan melatoninin daha diisiik dozda kullanildig1 goriilecektir.
Calismamizda melatoninin karacigerde lipit peroksidasyonunu 6nleyememesinin
sebepleri Karabay ve arkadaglari tarafindan ileri siirtildiigii gibi; 1)melatonin antioksidan
etkilerini doz bagimli sekilde gostermesi, ii)inflamatuar hiicrelerce melatoninin
antioksidan kapasitesini agacak sekilde ROS ve RNS iirlinlerinin asir1 iretilmesi, ii1)
yiiksek TAA dozuna bagli olarak daha fazla reaktif TAA {iriinlerinin olugmasi, olabilir.
Calismamizda melatonin tedavisi barsakta doku hasar1 ve yiiksek barsak TBARS
diizeylerini azaltmadi. Melatoninin intestinal oksidatif hasar1 6nledigini bildiren bir¢ok
caligma vardir (56-59). Sileri ve arkadaslar1 intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde
melatoninin intestinal doku hasarini ve BT 1 azalttigin1 bildirmistir (63). TAA ile
olusturulan FKY’de melatoninin intestinal oksidatif hasar ve BT iizerine etkileriyle
ilgili ¢alisma bulunmamasina ragmen, Cetinkaya ve arkadaslar1 major karaciger
rezeksiyonu ile olusturduklar1 karaciger yetmezlik modelinde melatoninin barsakta
histopatolojik degisiklikler tizerine protektif etki gdstermeden bakteriyel translokasyonu
azalttig1 bildirmistir. Bu modelde melatoninin BT u azaltma mekanizmasinin
aciklanamadig belirtilmistir (64). Calismamizda intestinal histolojik degerlendirmeye
ek olarak intestinal oksidatif stres degerlendirildi. Melatonin verilen grupta yiiksek BT
oranlarina barsakta intestinal oksidatif hasarin eslik ettiginin gosterilmesi (Figiir 6¢)
TAA ile olusturulan FKY’de BT da intestinal oksidatif hasarin 6nemli rol oynadigini
diistindiirmektedir. Melatoninin intestinal oksidatif hasar1 karacigerde oldugu gibi doz



28

bagimli sekilde azalttigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (96,97). Melatonin
grubunda karacigerde oldugu gibi barsak dokusunda da siddetli inflamasyon izlendi. Bu
bulgular melatoninin uygulanan dozda yukarda karacigerdeki yetersiz antioksidan
aktivitesinin sebebi olarak ileri siiriilen faktorlerin barsaktaki yetersiz antioksidan
aktivitesini agiklamak i¢in de gecerli olabilecegini diislindiirmektedir.

Ratlarda siroz, cerrahi karaciger yetmezligi ve TAA ile olusturulmus karaciger
yetmezlik modellerinde IBO nun BT da énemli rol oynadigi gosterilmistir (74,98,99).
Calismamizda TAA grubunda ileal aspiratta tireyen E. coli sayis1 kontrolden anlamli
sekilde yiiksekti (p<0.001). TAA grubunda BT oraninin %100 olmas1 ve mezenter lenf
nodu, karaciger ve dalaga transloke olan bakteri tiiriiniin E. coli oldugunun saptanmasi
yukardaki ¢alismalarla uyumlu olarak IBO’un BT progesinde énemli rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Intestinal oksidatif hasarin deneysel modellerde intestinal motiliteyi
azalttig1 bildirilmistir. Bozulmus intestinal motilite sirozda IBO’nun ana
mekanizmalarindan biridir. Chiva ve arkadagslar1 deneysel siroz modelinde
antioksidanlarin (C vitamini ve glutamat) intestinal oksidatif stresi azaltarak ileum ve
cekumda Enterobakter ve Enterokok sayilarini azalttigin1 ve BT u 6nledigini
bildirmesine ragmen (10) calismamizda antioksidan verilen ii¢ grupta da (GB, Vit E ve
melatonin) E. coli sayilarinda ve BT oranlarinda azalma olmadi. Bu ¢alismada intestinal
motiliteyi degerlendirmedik. Ancak bu hepatotoksiste modelinde ortaya ¢ikan intestinal
oksidatif hasarin antioksidan tedavilerle azalmamasi, intestinal oksidatif hasarin siroz
modellerinde oldugu gibi intestinal motiliteyi degistirerek IBO’a ve yiiksek BT
oranlarina katkida bulundugu diisiiniilebilir.

Sonug olarak GB, Vit E ve melatonin tedavileri TAA ile olusturulan FKY

modelinde artmus intestinal oksidatif hasar, IBO ve yiiksek BT oranlarin1 azaltmadi. Bu
sonuglar intestinal oksidatif hasarin, barsagin bariyer fonksiyonunu bozarak ve
mekanizmasi net agiklanamasa da enterik bakteri sayisini arttirarak BT un gelismesinde
major bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Intestinal oksidatif hasar1 dnleyerek
intestinal mukoza bariyer fonksiyonunu koruyacak tedavi modalitelerinin gelistirilmesi
aralarinda FKY ’nin de bulundug1 bir¢ok ciddi klinik tabloda mortalitenin 6nemli nedeni
olan infeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nemli katkilar saglayabilir.
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SONUC VE ONERILER

1. TAA verilmesiyle FKY basariyla olusturuldu.

2. TAA verilmesiyle olusturulan FKY 'ne karaciger ve barsakta siddetli oksidatif
hasarin eslik ettigi gozlendi.

3. TAA verilmesi IBO ve BT sikligimi artirdi.

4. Gingko biloba karacigerde oksidatif hasar1 belirgin diizeltti.

5. GB, Vit E ve melatonin tedavileri intestinal oksidatif hasar1 diizeltmedi.

6. GB, Vit E ve melatonin tedavileri IBO ve BT sikligin1 anlaml1 sekilde

azaltmadi.

7. TAA verilen grupta artmis BT sikligina intestinal oksidatif hasar ve IBO’nun

eslik etmesi bu iki faktoriin BT gelisiminde 6nemli rol oynadigini bildiren daha

onceki calismalar1 desteklemektedir.
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OZET

RATLARDA TIYOASETAMIT ILE OLUSTURULAN FULMINAN HEPATIK



YETMEZLIKTE GINGKO BILOBA, VITAMIN E VE MELATONININ
BAKTERIYEL TRANSLOKASYON UZERINE ETKILERI

Amag: Bakteriyel translokasyon (BT), fulminan karaciger yetmezligi (FKYY) gibi bircok
ciddi klinik durumda infeksiy6z komplikasyonlarin gelisiminde yerlesmistir.

Biz ratlarda tiyoasetamit (TAA) ile olusturulan FK'Y’de Gingko biloba (GB), vitamin E
(Vit E) ve melatoninin intestinal oksidatif hasar ve bakteriyel translokasyon {lizerine
etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Gereg ve Yontem: Toplam 42 rat 5 gruba ayrildi. Grupl (n=8) kontrol grubuydu. Grup
2 (n=10) TAA grubuydu ve bu grupatki ratlar 3 giin boyunca intraperitoneal (ip) olarak
350 mg/k/glin TAA ald1. Grup 3 (n=8)’e oral 100mg/kg/giin GB, grup 4 (n=8)’e oral
200 mg/kg/giin Vit E, grup5 (n=8)’e intraperitoneal 3 mg/kg/giin melatonin tedavisi ilk
TAA dozundan 48 saat 6nce baslandi ve devam eden 5 giin boyunca siirdiriildii.
Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda TAA grubunda ciddi hepatik ve
intestinal oksidatif hasar, ileal aspiratlarda artmig Escherichia coli sayilar1 ve yiiksek
BT sikliklar1 gozlendi (tiim p degerleri <0.001). Sadece GB tedavisi hepatik oksidatif
hasar1 azaltt1 (p<0.001). Intestinal oksidatif hasar, ileal aspiratlardaki E. coli sayilari ve
BT sikliklarinda TAA ve diger antioksidan tedavi gruplari arasinda fark yoktu (p>0.05).
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Sonug: Sonuglarimiz intestinal oksidatif hasarin intestinal mukozanin bariyer
fonksiyonunu bozarak BT gelismesinde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Bakteriyel translokasyon, fulminan karaciger yetmezligi, oksidatif
stres, tiyoasetamit, antioksidanlar, Platelet-aktivator faktor.
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SUMMARY

THE EFFECTS OF GINGKO BILOBA, VITAMIN E AND MELATONIN ON
BACTERIAL TRANSLOCATION IN THIOACETAMIDE-INDUCED FULMINANT
HEPATIC FAILURE IN RATS.

Aim: Bacterial translocation (BT) has been implicated in the development of infectious
complications in many serious clinical conditions such as fulminant hepatic failure
(FHF). We aimed to investigate the effects of Gingko biloba (GB), Vit E (Vit E) and
melatonin on intestinal oxidative damage and BT in thioacetamide (TAA)-induced FHF
in rats.

Materials and methods: A total of 42 rats were divided into five groups. Group 1 (n=8)
was the control group. Group 2 (n=10) was the TAA group, in which rats received 350
mg/kg TAA daily by the intraperitoneal (ip) route for 3 days. Oral 100 mg/kg GB per
day was administered to group 3 (n=8), oral 200 mg/kg Vit E per day to group 4 (n=8)
and ip 3 mg/kg melatonin per day to group 5 (n=8) 48 h prior to the first TAA injection
and was continued for 5 consecutive days.

Results: When compared with the control group, serious hepatic and intestinal oxidative
damage, increased Escherichia coli counts in ileal aspirates and high BT frequencies
were observed in the TAA group (all p<0.001). Only GB treatment attenuated hepatic
oxidative damage (p<0.001). There was no difference in intestinal oxidative damage, E.
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coli counts in ileal aspirates and BT frequency between TAA and the other antioxidant
treatment groups (p>0.05).

Conclusion: Our results suggest that intestinal oxidative damage plays a major role in
the development of BT by disrupting the barrier function of intestinal mucosa.



Keywords: Bacterial translocation, fulminant hepatic failure, oxidative stress,
thioacetamide, antioxidants, Platelet-activating factor.
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