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Tikanma Sarihginda Endotelinin Roli +
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OZET

Amag: Bugalismaninamaci sicanlarda olugturulan tikanma sariiginda Endotelinin rolinU belirlemektir. *
Durum Degerlendirmesi: Tikanma sarliginda (TS) ortaya ckan sistemik ve renal degdisikliklerde rol
oynayan mediatorierin rold fam bilinmemektedir.

véntem: Hayvaniar randomize olarak bes gruba ayrimighir. Grup 1 (n=3) sham olarak kullaniidi. Grup
2 (n=8) bu gruptaki hayvaniara ana safra kanal baglanmasi sonrasi yedi gun suresince agizdan 50
mg/kg/gun dozunda secici oimayan endotelin A ve B reseptér blokeri olan Bosentan verildi. Grup
3 (n=7) bu gruptaki hayvaniara agizdan 1 p gr/kg/gan dozunda Kaptopril (Anjiotensin dénsturact
enzim inhibitéra) verildi. Grup 4(n=7) bu gruptaki hayvanlaraher iki lag beraber verildi. Grup 5 (n=6)
kontrol grubu olup buradaki hayvaniara yalnizca fasyici olarak Arabic gum verildi. Yedinci gin
sonunda infra hepatik vena kavadan ET-1, bilirubin, kreatinin, protein oksidasyon aranleri, hyaluronik
asit, B-N-ose’ril—heksozominidoz (B-NAH) drnekleriicin kan alindi. Glutatyon seviyesiicin karaciger doku
&rnekleri alind,

Cikanmiar: ET-1, protein oksidasyon aranleri, hyaluronik asitf, biliribin ve kreatinin duzeyleri kontrol
grubunda sham grubuna gore anlambi olarak artti. Bosentan ET-1 yUkseligini anlamii olarak engelled
takat Bosentan kreafininve bilirGbin yukselisini engelleyemedi. Kaptopril, Bosentanile veya tek basina
sitoprotektif etki gostermesine ragmen yUuksek kreatinin dizeyini dugtremedi.

Sonug: Bu sonucglara gére ET-1"in fikanma sarhiginda ortaya ¢ikan sistemik ve renal hasarda rol
oynadigi gorimustar.

Anahtar kelimeler: Endotelin, fikanma sanlidt, renal yetmezlik

SUMMARY

Mediators responsible for renal changes in obstructive joundice are not specified. This study 1
designed to study fhe role of Endothelin-1 (ET-1) in obstructive jaundice in rats. Animals were
randomly placed intofive experimental groups. Group 1 (n=3)wasthe sham operated group. Group
2 (n=8) after cornmon bile duct (CBD) ligation, received Bosentan, whichisanonselective endothelin
receptor blocker, 50 mgr/kg/day for seven days. Group 3 (n=7) received 1 ugr/kg/day Captopril
Group 4 (n=7) were givenboth drugs orally for seven days. Group 5(n=6) after CBD ligation, received
Arabic Gum as the vehicle. Blood was faken fromthe infrahepatic vena cava for the determination
of ET-1, bilirubin, creatinine, protein oxidation products, hyaluronic acid,and B-N-oce‘ryi—hexosominose‘
(B-NAH). Liver fissue samples were obtained 10 determine glutathione levels. ET-1, protein oxidation
products, hyaluronic acid, bilirubin, and creatinine levels increased significantly in the conirol group
when compared with sham. Bosentan effectively prevented ET-1 elevation but could not reverse
creatinine or bilirubin elevation. Captopril with or without Bosentan was cytoprotective but did notf
reverse increased creatinine levels. It is concluded that increased ET-1 in obstructive jaundice mayg
be one of the contributing factors of renal damage.

Keywords: Endothelin, obstructive jaundice, renal insufficiency
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Sekil 1: Serum ET-1 seviyeleri

Tikanma Sarithg (TS) bircok sistemik kompli-
kasyona yol acan bir patolojidir. UzunsirenTS,
karaciger yetmezligi, portal hipertansiyon ve
siroza neden olabilir. Hastaligin erken dénem-
lerinde immiin sistemin baskilandigi gosteril-
mistir (1,2,3). TS ile olugan renal degisikliklerin
patofizyolojisi tam bilinmemekle beraber TS ye
eslik eden renal yetmezlik morbidite ve
mortaliteyi arttirabilmektedir (3,4).
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TS sirasinda olusan renal ve diger sistemik
degisikliklerden endotokseminin sorumlu
oldugu gosterilmistir (2). Buna ragmen bu
degisikliklerde rol oynayan mediatorlerin gorevi
yeterince belirlenmemistir.

Endotelinin (ET) en giigli vazokonstriktor
ajanlardan biri olmasi yaninda (5,6,7,8) birgok
patolojide de énemli mediatér roli oynadig
bilinmektedir (2,5%,7,8,9,10,11). Endotelin
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Sekil 2: Serum protein OKS seviyeleri
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Sekil 3: Serum GSH seviyeleri

serum seviyelerinin siroz, sklerozan kolanjit gibi
hastahiklarda viikseldigi gosterilmistir (9,10,11,
12,13). Endotelinler esas olarak A ve B adi
verilen iki ana reseptor tizerinden etkisini gosterir
veseciciveyasecici olmayan blokerlertarafindan
engellenirler (5,14).

Kaptopril anjiotensin donustiiriicti enzim
inhibitori olup ayni zamanda radikal oksijen
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tutucusu olarak gorev yapmaktadir. Kaptopril
bunu yapisindaki stilfhidril grubuna bor¢ludur.
Karaciger ve bobregi icine alan birgok caligmada
kaptoprilin koruyucu etkisi gosterilmistir (15,16,
17,18).

Hylaluronik asit (HA); esas olarak bag
dokusunda bulunur (19,20). HA karacigerde
sinusoidal endotel hicrelerinde hylaliironidaz
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Sekil 4: Serum B-NAH seviyeleri
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Sekil 5: Serum HA diizeyleri

enzimi tarafindan yikilir ve serum seviyelerinin
yukselmesi karaciger bozuklugusirasindaenzim
eksikligi nedeni ile HA'nin yikilamamasini ve
dolayisi ile hepatik sinosoidal endotel hiicre
hasarini yansitir (10,22). Beta N-asetil hek-
sozaminidaz (B-NAH), lizozomal birenzimolup
karacigerde Kuppfer hiicrelerinde bulunan 6zel
reseptorler ile dolasimdan alinir ve yikilirlar.
Serum seviyelerinin yikselmesi Kuppfer hiicre
bozuklugunu gosterir (23,24,25,26). HA ve p-

) NAH duzeylerinin TS ye bagh patolojilerde

yukseldigi cesitli ¢alismalarda gosterilmistir
(20,21,24).

Bu calisma TS ve buna bagh olusan renal
patolojilerde endotelinin 6énemini arastirmak
amaci ile planlanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu galisma Marmara Universitesi Lokal Etik

Komitesi onay! ve denetimi altinda gercekles-

tirilmistir. Calismada 180-300 gr arasi Sprague-
Dawley tipi erkek siganlar kullamldi. Hayvanlar
15t kontrollu tel kafeslerde 12 saatlik 151k ve
karanlik ortaminda korundular. Hayvanlar
standart sican yemi ve su ile beslendi. Grup 1
disindaki denekler oniki saatlik aclik sonrasi

) steril kosullar altinda eter anastezisi altinda orta

hat kesisi ile laparotomi yapildi ve safra kanali
(ASK) distal béliimden iki defa bagland:. Baglama
sonrasi hayvanlar tedavilerini yedi giin boyunca

her sabah orogastrik kanil vasitasi ile aldilar.
Hayvanlar randomize olarak bes gruba ayrildi.
Grup 1 (n=3) SHAM grubu olup bu grupta
yalnizca laparotomi yapilip ASK baglanmad..
Grup 2 (n=28) BOS grubu ASK ligasyonu sonrasi
7 giin boyunca oral olarak secici olmayan bir
Endotelin Ave B reseptor blokeri olan Bosentan'i
(Ro 46-2005) (Roche-Basel, isvicre) 50 mgr/kg/
giin dozunda almistir. Grup 3 (n=7) KPT grubu
1 pgr/kg/giin dozunda Kaptopril (Deva, istanbul)
almigtir. Grup 4 (n=7) BOS +KPT grubu her iki
ilaci yedi giin boyunca beraber almistir.

Grup 5 (n=6) KONTROL grubu ASK
baglanmasi sonrasi yalnizca %5 Arabic Gum
(Sigma, USA) ¢ozeltisi almistir. Arabic gum Bo-
sentan icin tasiyici vazifesi gormektedir.

Gahismanin besinci giiniinde 3 ve 4. grup-
lardan birer hayvan kafeslerinde 61t bulunduklar:
icin calisma disi birakildilar. Yedinci giin yapi-
lan relaparotomilerde butiin hayvanlarda ekstra
hepatik safra kanallarinin ileri derecede genis-
lemis oldugu, karacigerin ileri derecede biiyi-
digii ve kirli sar bir renk aldigi gézlendi. infra-
hepatik vena kavadan yaklasik 5cc venoz kan
toplanip, karaciger sol lobundan doku alinip ca-
lisma giinline kadar -70° C saklandi.

Serum Endothelin-1 seviyeleri Peninsula
Laboratories Inc., (Belmont, California) dan alinan
ET-1 kiti ile (RIK-6901) radioimmunoassay (RIA)
yontemi ile lguldi.

Serum B-NAH diizeyleri daha dnce anlatildigi
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Sekil 6: Serum T bilirubin seviyeleri

gibi saptandi (27). Serum HA seviyeleri
radiometrik ydntemle (Pharmacia, Uppsala Swe-
den) dlcildii. HA ve B-NAH gahismalari israil
Tel Aviv Univ. Gastroenteroloji-Hepatoloji
Laboratuarlarinda yapildi. Serum bilirubin ve
kreatinin duizeyleri kalorimetrik metod ile
otoanolizatorde saptandi. Doku Glutatyon
dizeyi icin Thiobarbiturik asit (TBA) reaksiyonu
ile modifiye Ellmann yontemi ile bakildi (28).
Protein oksidasyon diizeyleri literaturde belirtil-
digi gibi Lowry yontemi ile bakildi (29).

istatistiksel calisma igin "Tek yonli varyans
analizi" (ANOVA) testi kullanildi. Gruplar arasi
farkliliklar Tukey-Kramer testiile incelendi. Biitiin
degerler ortalama + standard sapma olarak
verildi.

SONUGLAR

Endothelin-1

ET-1 diizeyleri Sham, BOS, KPT, BOS+KPT
ve Kontrol gruplarinda sirasi ile 13.8 +4.4 pg/
ml, 26.2+8.4 pg/ml, 43.0+23.5 pg/ml,
30.7+7.5 pg/ml ve 50.5 + 19.2 pg/ml olmugtur
(Sekil 1). Gruplar arasi farkhiliklar anlamh
bulunmustur (p=0.0084). Kontrol grubundaki
ET-1 artisi SHAM'e gore anlamli olup Bosentan
bu artisi anlamli olarak azaltmistir (p<0.05).
Protein Oksidasyonu (PO)

PO diizeyleri Sham, BOS, KPT, BOS+KPT
ve Kontrol gruplarinda sirasi ile 774.5+196.9

A SHAM '
B BOS
J
Il
I

nmol/ml, 1270.6+198.6 nmol/ml, 12583
+166.8 nmol/ml, 937.7+214.4 nmol/ml ve
1407.3 +267.4 nmol/m! bulunmustur (Sekil 2).
Gruplar arasi farkhliklar ¢ok anlamhdir (p=
0.0004). PO diizeyi kontrol grubunda SHAM'e
gore anlamli olarak artmistir (p<0.01) ve
BOS + KPT grubundakontrole gére anlamli olarak
azdir (p<0.01). Diger tedavi gruplanndaki
farkliliklar kontrole gore anlamh degildir (p>
0.05).

Glutatyon (GSH)

GSH diizeyleri Sham, BOS, KPT, BOS + KPT
ve Kontrol gruplarinda sirasi ile 5.1+ 0.6 pmoll
gr, 4.8 +0.7 umol/gr, 3.8 + 0.8 umol/gr, 4.5+ 0.3
pmol/gr ve 2.7 + 0.3 umol/gr saptanmustir (Sekil
3). Gruplar arasi farkhiiklar ¢ok anlamlidif
(p=0.0001). GSH diizeyleri kontrol grubunda
SHAM'e gére anlamh olarak azalmistir (p<
0.001). GSH duizeyleri BOS, BOS + KPT ve KPT
ile korunmustur (p < 0.001,p< 0.001, p <0.05)

B-NAH

B-NAH diizeyleri SHAM, BOS, KPT,
BOS+KPT ve Kontrol gruplarinda sirasi ile
27.7.+8.3 U/L, 30.8+7.8 U/L, 25.7+6.8 U/L
26.1+2.5 U/L ve 38.8+7.5 U/L, olarak
olciilmistiir (Sekil 4). Gruplar arasi farkhiiklaf
anlamhdir (p=0.012). B-NAH diizeyleri kontrol
grubunda SHAM'e gore artmis olmasina ragme
farkhilik anlamli degildic (p>0.05). B-NAH
diizeyleri KPT ve BOS + KPT gruplarinda kontro
grubunagore anlamliolarak daha azdir (p < 0.05)
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Sekil 7: Serum\«‘Kreatinin seviyeleri

Hyaluronik Asit

HA dizeyleri SHAM, BOS, KPT, BOS + KPT
ve Kontrol gruplarinda sirasiile 111.6 + 25.1 pg/
L,267.2+75.1 pg/L, 178.5+ 74.9 pg/L, 209.3 +
62.6 pg/l ve 385.5+181.4 ng/L saptanmistir
(Sekil 5). Gruplar arasi farkliliklar cok anlamlidir
(p=0.0093). HA diizeyleri kontrol grubunda
SHAM'e gore anlamli olarak artmigtir (p < 0.05).
HA diizeyindeki artig Kaptopril ile tek bagina
veya Bosentan ile kombine edildigi gruplarda
engellenebilmistir (p <0.05).

Bilirubin '

Bilirubin diizeyleri SHAM, BOS, KPT, BOS +
KPT ve Kontrol gruplarinda sirasi ile 0.29+0.18
mg/dl, 1.18+0.3 mg/dl, 1.4+0.59 mg/dl,
1.14+ 0.4 mg/dl ve 1.51+0.6 mg/dl olarak
bulunmustur (Sekil 6). Gruplar arasi farkliliklar
anlamlidir (p=0.013). Bilirubin diizeyleri kontrol
grubunda SHAM'e gore anlamli olarak artmigtir
(p<0.01). Tedavi gruplarindaki degerler kontrol
grubundan farkl bulunmamustir (p>0.05).
Kreatinin ;

Kreatinin dizeyleri SHAM, BOS, KPT, BOS +
KPT ve Kontrol gruplarinda sirasi ile 1.9+0.3
mg/dl, 4.4+ 1.3mg/dl,3.7+0.9mg/dl, 4.1+ 1.1
mg/dl ve 4.2+ Tmg/dl bulunmustur (Sekil 7).
Gruplar arasi farkliliklar ¢cok anlamhdir (p=
0.0093). Kreatinin diizeyleri kontrol grubunda
SHAM'e gore anlamli olarak artmistir (p < 0.05).

Kreatinin dizeyindeki artiglar tedavi ile engel-
lenememistir (p>0.5).

TARTISMA ‘

Bu calismada yedi giinlik tikanma sarilig
sonrasi serum ET-1 duizeylerinin anlamli olarak
yikseldigi goruldi. Buyiikselmenin ET-Ave ET-
B blokeri olan Bosentan ile engellenebildigi
veya azaltildigi gosterildi. Bunun yaninda TS
sonucu yiikselen serum kreatinin diizeylerinin
agizdan verilen Bosentan ile diizeltilemedigi
anlagiidi.

Bu galismada TS sonucu sistemik etkilerin
olustugu gozlendi. Bu etkiler yiikselen protein
oksidasyon driinleri, tiiketilen doku glutatyon
dizeyleri ve yiksek serum HA diizeyleri ile
gosterildi. TS ile olusan sistemik etkilerin
endotoksemiye bagli gelistigi disinildi ve
endotokseminin engellenebilmesiile bu sistemik
etkilerin duzeltilecegi anlasild.

TS'yebagligelisen patolojilericinde klinisyeni
ilgilendiren Gnemli bir konu ise ortaya ¢ikan
renal yetmezliktir. TS olan hastalarda dolasim-
daki efektif kan hacminde azalma oldugu ve
boylelikle minér kanamalara ve hipotansiyona
daha hassas oldugu gérulmistir (30). Klinik
uygulamada renal degisikliklerin hastanin basitce
hidrate edilmesi ile 6nlenebildigi gosterilmistir




e TV VS MU R

(2).

Kaptopril bu calismada TS da ET-1'in
mekanizmasiniagiklayabilme amactile kullanil-
mistir.  Kaptoprilin deneysel hepatik, renal,
mezenterik iskemi-reperfliizyon calismalarinda
koruyucuroliioldugu gosterilmistir. Bu calisma-
larda ayricaolusan hasarda yitkselmis ET-1'in de
rol ovnadigi gosterilmistir (15,18). Kaptopril, bu
calismada protein oksidasyon urinlerini etkin
olarak geri dondirememesine ragmen doku
glutatyon diizevini korumustur. Kaptopril ayni
zamanda serum HA and [B-NAH duzeylerini
dugtirmesineragmenET-1, bilirubin ve kreatinin
dizeyleri Kaptoprilden etkilenmemistir.  Bu
sonuglara gore Kaptopril TS da reaktif oksijen
metabolitlerinin neden oldugu bazi sistemik
etkilerin Ustesinden gelebilmektedir. Bu arada
ET-1 salimimin TS'daki reaktif oksijen metabo-
litlerine bagh olmadigi goziukmektedir.

Selektif olmayan ET-A and ET-B reseptor
blokeri olan Bosentan etkin bir sekilde yiikselmis
olan ET-1 dizevlerini disirmustir. Fakat HA;
B-NAH, protein oksidasyon Grinleri, bilirubin,
kreatinin dizeyleri Bosentandan etkilenmemistir.
Bosentanin yalnizca reseptorleri bloke etmedigi
ayni zamanda ET-1 salinimini engelledigi de
goriilmektedir. Bubulgu baska reseptor blokerleri
ile vapilan calismalarda da gosterilmigtir (31).
Kaptopril ve Bosentan bir arada kullanildiginda
kreatinindizeyleri korunmamustir. Fakat muhte-
melen kaptoprilin doku prezervasyonu yapici
etkisi ile buna bagli olarak doku prezervasyonu
saglanmustir (15).

ET ninsiroz ve sklerozan kolanjitte yikseldigi
bilinmektedir (12,13). Moore ve ekibi (6) ET
dizeylerinin hepatorenal sendromda da yikseldi-
gini gostermislerdir.  Ayni caligmada bizim
calismamizda oldugu gibi ET-1, kreatinin ve
bilirubin diizeyleri arasinda baglanti kurulama-
mustir. Yitksek ET-1 duzeyleri her zaman vazo-
konstriksiiyon ile seyretmemektedir, cinkGET-1
degisik reseptorlere etki ederek veya nitrik oksit
salarak vazodilatasyona da neden olmaktadir
(7,8). Her ne kadar kan basinci ve hacmi bu
calismada élciilmese bile efektif kan hacminde
azalma ve hafif bir hipotansiyon TS ve eslik
etmektedir (1,3). Buna gore TS de yiikselen ET-
1 diizeylerinin vazokonstriksiiyondan ziyade
vazodilatasyon yaptigi dustndlebilir.

Calismamizda, HA diizeyleri anlamh ve B-
NAH diizeyleriise anlamli olmadan kontrol gru-
bunda yiikselmisolup bosentan ET-1 diizeylerini
dusiriirken bu enzimlere etki etmemistir. Bu
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enzimlerle ET-1 arasinda bir baglanti bulunma-
mistir.  B—NAH dizeylerinin Kuppfer hiicre
fonksiyonunun gosterdigi disunilirse, ET-1
yiiksekliginin TS daki baskilanmigimmin sistem
ile direkt baglantisi olmadigi da soylenebilir.
Sonug olarak, Endotelin dizeyinin deneysel
kolestaz modelinde doku hasari ile direkt orantil
olarak arttigi gortlmustir. Yine kolestaz ve
olusan karaciger hasarinda ROM larin kismi
etkisi oldugu saptanmistir. Tikanma sariliginda
diger sitokinlerin yaninda Endotelin de dnemli
bir mediyatérdiir. Bu calismada Endotelinin
ttkanma sarhigindaolusanimmiinolojik hasardan
sorumlu olabilecegi yonunde ipuclar elde
edilmistir. Renal hasar mekanizmasindaki roli
veterince aydinlanamamakla beraber rol alan
birkagc faktorden biri oldugu goriulmektedir.
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