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OZET

Amag: Kronik tikanma sarilifi modelinde karaciger glutatyon rezervleri ve mannitol uygulamasinin buna olan et-
kilerini arastirmak.

Durum Degerlendirmesi: Karaciger, tikanma sariliginda en ok zarar géren organlardan biridir ve glutatyon re-
zervleri olumsuz etkilenmektedir. Tikanma sariliginda karacigerin oksidatif kapasitesini ve durumunu saptamak
icin invazif olmayan bir yontem mevcut degildir.

Yontem: 29 albino Wistar erkek rat randomize olarak dért gruba ayrildi. Grup 1 kontrol grubu, Grup 2 Sham ope-
rasyonu grubu idi. Grup 3 ve 4'te ise kronik kolestaz ana safra kanali ¢ift baglanip kesilerek saglandi. Postopera-
tif donemde 21 giin beklenerek sekonder bilier siroz bulgulari olusturuldu. 4. gruba sariligin 14. gintinden itiba-
ren yedi giin stireyle intraperitoneal mannitol tedavisi uygulandi. Tiim deneklere 21. giin Tc™™ ile isaretli glutat-
yon enjekte edildikten sonra tiim viicut sintigrafileri ve karacigerler total olarak cikarildiktan sonra karaciger sin-
tigrafileri yapildi. Sariligin karaciger tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla serum bilirubin, alkalen fosfa-
taz 6lciimi ve karaciger dokularinda histopatolojik inceleme yapildi.

Cikarimlar: Sanlik olusturulduktan sonra kontrol ve Sham operasyonu gruplari harig tiim deneklerde serum bili-
rubin, alkalen fosfataz diizeylerinde artis (P<0.001) ve karacigerde sekonder bilier siroza ait bulgular (p<0.01)
gozlendi. Mannitol tedavisi histopatolojik hasar tizerine olumlu bir etki géstermemesine ragmen karaciger glutat-
yon tutulumunu artirdi (P<0.05).

Sonuglar: Sonuclarimiz deneysel tikanma sariligi modelinde mannitol uygulamasinin karaciger glutatyon rezerv-
lerine olumlu etkisi olabilecegini dustindtirmektedir.

Anahtar kelimeler: tkanma sariligi, glutatyon, mannitol
SUMMARY

The effects of mannitol on liver glutathione reserves in an obstructive jaundice model with or without glutathione
treatment were investigated. Twenty-nine wistar alhino rats were randomized into four groups. Groups 3 and 4
underwent common bile duct ligation while group 1 was reserved as the native control group and group Il as the
sham operation group. Mannitol was administered to group 4 intraperitoneally for 7 days after 14" day of the
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established jaundice. All rats had a follow up period of 21 days. After Tc 99" signed gluthatione injection all
subjects underwent whole body scintigraphy and after hepatectomy was carried out all underwent a liver
scintigraphy. To evaluate the effect of jaundice on the liver, samples were collected from blood and bilirubin and
alkaline phosphatase levels were assessed. Liver tissue was asssessed histopathologically. After obstructive
jaundice was formed, all subjects, except group 1 and 2, were observed having increased serum bilirubin and
alkaline phosphatase levels (p<0.001) and having changes according secondary biliary chirrosis (p<0.01).
Although mannitol treatment has not revealed any positive effect histopathologically, the liver has increased the
glutathione up-take (p<0.05). The data of this study on the effect of mannitol injection on liver glutathione reserves
in an obstructive jaundice model was confirmed to be affirmative.

Key words: obstructive jaundice, glutathione, mannitol

Ana safra kanali ligasyonu karaciger parenkim ha-
sari ve sekonder bilier siroz gelisimi ile sonuclan-
maktadir. Ayni zamanda hiicre ici kalsiyum ho-
meostazi bozulmakta, mitokondriyal hasar ve ATP
dizeylerinde azalma olmaktadir. Agiga cikan ser-
best oksijen radikalleri de karaciger parenkim ha-
sarina katkida bulunmaktadir.” Karaciger, glutat-
yonun vicutta en ¢ok bulundugu organlardan bi-
ridir ve daha cok periportal hepatositlerde bulu-
nur.” Tikanma sariligi antioksidan enzim aktivite-
lerinin azalmasi ile de sonuglanmaktadir. Karaci-
ger okside/rediikte glutatyon (GSSG/GSH) orani
artmaktadir.”

Mannitoliin hentiz prospektif calismalarla yarari
kanitlanmamis olmasina ragmen tkanma sarilikli
olgularda preoperatif ve intraoperatif kullaniminin
postoperatif renal fonksiyonlari koruyucu etkisi ol-
dugu dastinilmektedir.*” Mannitol ayrica iskemi
reperfizyon hasarini azaltici etkiye sahiptir. Bunu
da hiperozmolar etkisiyle tdemi cozerek ve ser-
best oksijen radikallerini indirgeyerek lipit peroksi-
dasyonunu azaltarak saglamaktadir.™”

Halen tikanma sarihginda karacigerin oksidatif
kapasitesini ve durumunu saptamak icin invazif
olmayan bir yontem mevcut degildir. Bu calisma-
da ratlarda tikanma sarihgi modelinde karaciger
glutatyon rezervlerini ve mannitoliin karaciger
glutatyon rezervlerine olan etkisini sintigrafik ola-
rak arastirmayr amacladik.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, De-
neysel Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestiril-
di. Agirliklari 100-150 gram arasinda degisen 29
adet erkek albino Wistar rat kullanild.

Denekler 4 gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol (n=7),

Grup 2: Sham operasyonu (n=7),

Grup 3: Tikanma sanhgi (n=8),

Grup 4: Tikanma sarligi + mannitol tedavisi
(n=7) seklindeydi.

Kontrol grubuna hicbir miidahale yapilmazken,
Sham operasyonu grubuna sadece laparotomi ve
ana safra kanal eksplorasyonu, tikanma sarilig
gruplarina da koledok eksplorasyonu ve ligasyonu
uygulandi. 4. gruba postoperatif 14. giinden itiba-
ren 7 giin sireyle mannitol 2 ml/giin intraperitone-
al olarak uygulandi.

Tum cerrahi girisimler steril olmayan, ancak te-
miz sartlarda ve eter anestezisi altinda gerceklesti-
rildi. Laparotomiler orta hat kesisi ile vapildi. Ana
safra kanal ligasyonu 5/0 ipekle, batin kapamalari
ise 3/0 ipeklerle yapildi. Denekler postoperatif 2.
saatten itibaren 21 giin boyunca standart yem ve
su ile beslendiler,

Sintigrafik calisma:

Glutatyon, USA Sigma firmasindan temin edil-
di. 20 mg glutatyon 2 ml distile su icinde eritildi.
Buna 0.3 mg SnCl,H,0 (Kalay kloriir-hidrojen pe-
roksit) (0.3 ml su icinde) eklendi. 0.5 molar NaOH
ile pH 5 olacak sekilde ayarlandi. Karisim 0.22 mm
membran filtresinden steril vial igine siiziildd. 500
Mbgq Tc™" perteknetat olarak 1-2 ml bu viale eklen-
di. Karisim birkag saniye calkalandi ve deneklere
uygulandi. Postoperatif 21. giin Tc™™ ile isaretli
glutatyon ortalama 1-1.5 mCi dozunda tiim denek-
lere intrakardiyak olarak enjekte edildi. 1 saat son-
ra aktivite dagilimini degerlendirmek icin tim vii-
cut sintigrafileri yapildi. Glutatyonun karaciger ta-
rafindan up take’i icin 6 saat beklendi ve relaparo-
tomiler yapildi. Karacigerler total olarak cikartild)
ve tartildi. Gamma kamera ile her karacigerdeki
aktivite tutulumu sayildi. Count olarak gésterildi.
Denekler arasindaki agirliktan dogan farklari ekar-
te etmek amaciyla karacigerde tutulan aktivite, ve-
rilen aktivitenin %’si olarak hesaplandi:
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Karaciger aklivite tutus %=Karaciger glutatyon
uptake’i / verilen net aktivite x100x2*

(*Tc”™™ glutatyonun yari émrii 6 saat oldugu icin
bulunan deger 2 ile carpildi).

Karacigerler arasi agirlik farkini ekarte etmek
icin de bulunan deger karaciger agirhgna bolu-
nerek 1 g karaciger dokusu tarafindan tutulan ak-
tivite hesaplandi: Karaciger aktivite tutulug %/Ka-
raciger agirhgi= % aktivite tutug/1 g karaciger do-
kusu.

Biyokimyasal analiz:

Denekler eter anestezisi altinda tiim kanlari kar-
diyak ponksiyon ile alinarak sakrifiye edildiler.
Kan ornekleri 3000 devir/dak ile 10 dakika santri-
fiij edilerek serumlari ayrildi. Rutin alkalen fosfataz
(U/L) ve total bilirubin (%mg) dtizeyleri cahsildi.

Histopatolojik degerlendirme:

Karacigerler rutin doku incelemesine tabi tutul-
dular. Kesitler hematoksilen eozin ile boyandi.
Safra kanali proliferasyonu, bilier piece meal nek-
rozu ve bridging nekrozu arastinldi ve asagidaki
sekilde derecelendirildi:

-Yok: 0
-Tuim portal alanlarin %25‘inden az ise:  +
-Tum portal alanlarin %25-50'si ise: ++
-Tiim portal alanlarin %50-75i ise: +++

-Tiim portal alanlarin %75'inden fazla ise: ++++

istatistiki analiz:

Karaciger glutatyon tutulum seviyeleri, serum
alkalen fosfataz ve bilirubin diizeyleri agisindan
gruplar arasi tek yonlii varyans analizi ve grupla-
rin ikili karsilastirilmasi ise Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi ile yapildi. Histopatolojik deger-
lendirme sonuclari ise gruplar arasi Kruskal-Wal-
lis, gruplarin ikili karsilastirilmasi Dunn goklu
karsilastirma testi ile yapildi. Tum testlerde p de-
gerinin 0.05ten kiigtik olmasi anlaml olarak ka-
bul edildi.

SONUCLAR

Total bilirubin ve alkalen fosfataz ve degerleri
kronik tikanma sariligi gruplarinda, kontrol grupla-
rina gore daha yiiksek bulundu (p<0.001), (Grafik
1; 2

Glutatyon tutulumu (% aktivite tutus /1 g kara-
ciger dokusu) degerleri agisindan mannitol tedavi-
si uygulanan 4. grupta, 1. gruba (kontrol) ve 3.
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Grafik 1. Serum total bilirubin seviyeleri.
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Grafik 2. Serum alkalen fosfataz seviyeleri.
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Grafik 3. Ortalama karaciger Tc™™ tutulum degerleri

(%/1 g karaciger dokusu).

gruba (kronik tikanma ikteri) gore anlamli derece-
de artma saptadik {p<0.05), (Grafik 3).
Histopatolojik degerlendirmede ise kontrol ve
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Sham operasyonu gruplari tamamen normal iken,
safra kanali proliferasyonu, bilier piece meal nek-
rozu ve bridging nekrozu son iki grupta anlaml
derecede fazla idi (p<0.01), (Tablo 1).

Mannitol tedavisinin karaciger fonksiyon testle-
ri ve histopatolojik hasar iizerine herhangi bir et-
kisi saptanmadi (p>0.05).

TARTISMA

Hiicresel glutatyon sitozol ve mitokondri olmak
tizere birbirinden metabolik olarak bagimsiz iki ha-
vuzda bulunmaktadir."” Mitokondri katalaz icer-
mediginden antioksidasyon islemi biyik 6lciide
glutatyon-glutatyon peroksidaz sistemine baghdir.
Mitokondriyal glutatyon havuzu énemli bir serbest
radikal indirgeyici sistemdir ve mitokondriyi oksi-
datif stresten korumaktadir."" Ancak mitokondride
glutatyon sentezi icin gerekli enzimler yoktur ve
glutatyonu ATP'ye bagimli bir mekanizma ile sito-
zolden almak zorundadir."” Sonuc olarak mito-
kondriyal glutatyon havuzu mitokondriyal ve hepa-
toseltler fonksiyon ile yakindan iliskilidir.

Tikanma sarihiginin tedavisinde karaciger glu-
tatyon metabolizmasi ile ilgili olarak yapilan aras-
tirmalarda degisik sonuglar elde edilmistir. Singh
ve arkadaglari tikanma sariliinda karaciger vita-
min E ve glutatyon diizeylerinin azaldigini géster-
mislerdir ve ana safra kanali ligasyonu antioksi-
dan/prooksidan dengenin serbest radikallerin arti-

Ratlarda Deneysel Tikanma Sarilig1 Modelinde Mannitol

sl yoniine kaymasi ile sonuclanmaktadir,™ Benzer
sekilde katalaz, sitozolik ve mitokondriyal supe-
roksit dismutaz, glutatyon S-transferaz, sitozolik
ve mitokondriyal glutatyon peroksidaz seviyeleri
azalmakta, lipit peroksidasyonu artmaktadir. N-
asetilsistein kullanimi lipit peroksidasyonunu
azaltmaktadir ve anticksidan enzim seviyelerini
yeterli diizeyde tutmaktachr, ™

Baron ve arkadaslari da tikanma sarilikli rat-
larda karacigerde lipit peroksidasyonunun belir-
gin olarak arttigini, vitamin E ve troloksun bunu
belirgin derecede azalttigini gostermislerdir. Bu-
nun sonucu olarak okside glutatyon orani, kara-
cier ve kan total glutatyon diizeyleri artmakta-
dir. Arastiricilar bunun glutatyonun de novo sen-
tezindeki artisa bagli olarak gerceklestigini belirt-
mektedir."” Tikanma sarihkl hastalarda eritrosit-
lerin oksidatif kapasitesi azalmakta, 6zellikle
eritrosit glutatyon, superokside dismutaz katalaz
seviyelerinde belirgin diisme gériilmektedir. Bu
bulgular sarihgin tedavisi ile normale dénmekte-
dir."® Benzer sekilde karaciger glutatyon diizey-
lerinin saptanmasi da tikanma sarihginin karaci-
gerde yapmis oldugu oksidatif hasari géstermek
bakimindan yararh olabilir.

Ancak yukaridakilere zit olarak, Hirota ve arka-
daglari ise deneysel geriye donuslii bilier obstriik-
siyon modelinde koledok ligasyonu ile plazma bi-
lirubin seviyelerindeki artisa paralel olarak karaci-
ger glutatyon diizeylerinde artis oldugunu, sarilik

Tablo 1. Tikanma sariligr gruplarinda histopatolojik bulgular

*Safra kanal *Piece meal *Bridging

proliferasyonu nekrozu nekrozu
Denek TS TS+M TS TS+M TS TS+M
1 ++++ ++++ +++ 4+ ++ +++
2 +++ ++++ + +++ + +++
3 ++++ ++++ +++ +++ +++ +++
4 e+t e+ +++ +++ ++ +++
5 ++ +++ + +++ + ++
6 ++++ +++ +++ ++ +++ ++
7 +H++ ++++ +++ +++ +++ +++
8 ++++ +++ +++

TS: Tikanma sarihigi, TS+M: Tikanma sarihgi+Mannitol
* Kontrol gruplariyla kargilastirma p<0.01
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rekanalize edildiginde ise glutatyon diizeylerinin
once azaldigini, sonra normale déndigund goster-
mislerdir. Yine intravendz olarak bilirubin enjeksi-
yonu yapildiginda doza bagimh olarak karaciger
glutatyon seviyelerinde artis olmaktadir. Bunu, art-
mis bilirubin diizeylerinin glutatyonun hepatik
sekresyonunu azaltmasina baglamislardir.™”

Bizim calismamizda karaciger glutatyon dizey-
lerinin kantitatif olarak olgtilmemesine ragmen
histopatolojik olarak karacigerde belirgin parenki-
mal hasar varligi gosterilmistir. Buna bagli olarak
karaciger glutatyon seviyelerinin azalmis olmasi
gerektigini distiniiyoruz. Calismamizda herhangi
bir tedavi uygulamadigimiz 3. grupta Tc™" ile isa-
retli glutatyonun karaciger tarafindan tutulmasin-
da azalma saptamis olmamiza ragmen bu istatis-
tiksel olarak anlamli degildi.

Mannitol ézellikle iskelet kasi ve karacigerde
iskemi reperfiizyon hasarini azaltuci rol oynamak-
tacdir.”™ Mannitoliin deneysel tikanma sariliginda
karaciger Kuppfer hiicre fonksiyonlarini da olum-
lu etkiledigi ve karaciger parenkimindeki anti-
ddem etkisiyle tikanma sariligindaki hiicresel ha-
sara olumlu etkisi oldugu gésterilmistir."™ Tikan-
ma sarhginda karaciger hiicre mitokondrilerinde
odem ve kristalarda distorsiyon olmaktadir. Ayni
zamanda serbest oksijen radikallerinden hidroksil
radikali tiretimi de artmaktadir. Mannitol tedavisi
mitokondrilerdeki édemi azaltarak hidroksil radi-
kali olusumunu belirgin derecede 6nlemektedir.™
Biz de mannitol tedavisi uyguladigimiz grupta
Tc™™ ile isaretli glutatyonun karaciger tarafindan
tutulmasinda anlamh bir artis saptadik. Bunun da
mannitoliin 6demi ve serbest oksijen radikalleri
olusumunu azaltici etkisi sonucu oldugunu dast-
niyoruz.

Butiin bu calismalarda tikanma sarihginda ka-
raciger glutatyon dizeylerinin azaldigi, lipit
peroksidasyonunun ve mitokondriyal oksidatif
stresin arttigl, karaciger glutatyon duzeyleri direkt
olarak doku homojenizatlarinda calisilarak goste-
rilmistir. Bu yontemin hastalarda uygulanmasi tek-
nik acidan oldukca zor oldugundan, biz bu calis-

. mada klinikte uygulanabilirligi agisindan glutatyo-
nu Tc™™ ile isaretleyerek karaciger glutatyon meta-
bolizmasini arastirmayr amacladik. Calismamizda
karacigerdeki tikanma sarihigina bagli bulgulan
histopatolojik olarak kanitladik. Basit obstriiksiyon
grubunda glutatyon up take’inde hafif bir azalma
oldugunu gosterdik. Mannitol uygulanan obstriik-
siyon grubunda glutatyon up take diizeyleri kont-
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rol ve tikanma sarihig gruplarina gére anlamli de-
recede yiiksek bulundu (p<0.05).

Mannitol tedavisinin de karaciger hiicrelerinde
odem ve oksidatif hasar azaltilmasi sonucunda
glutatyon rezervlerini artirarak yararli oldugu kani-
sindayiz.
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