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ARASTIRMA YAZISI

N-asetilsistein sicanlarda ttkanma sariligina baglh
karaciger hasarini azaltabilir

N-acetylcysteine can attenuate liver injury in obstructive jaundice in rats

H.Hakan Mersin*, Murat Akbaba*, Emel Baskan*, Ugur Berberoglu*

Amag: Tikanma sarilikli sicanlarda N-Asetilsisteinin (NAS) plazma tlimér nekrozis faktor alfa (TNF-o,) diizeyleri
lizerine ve karaciger parenkim hasarina etkisini arastirmak.

Gereg ve Yontem: Agiriiklari 250-300 g arasinda degisen 36 adet Wistar-Albino cinsi sigan sham operasyonu
yapilan (sham grubu), koledok kanali baglanarak NAS tedavisi verilen (tedavi grubu) ve koledok kanali bagla-
nan ama tedavi verilmeyen (kontrol grubu) olmak tizere 12’serli lic gruba ayrildi. Tedavi ve kontrol grubundaki
sicanlara ameliyat sonrasi 10 glin stiresince sirasiyla NAS veya serum fizyolojik uygulandi. On glinliik tedaviyi
takiben parenkim hasarini degerlendirmek igin tlim siganlarin karaciger fonksiyon testleri ve plazma TNF-a

dlizeyleri élcdld(i.

Bulgular: Tedavi grubunda parenkim hasarinin kontrol grubuna gére anlamli olarak daha az oldugu ve plazma
TNF-a diizeylerinin de anlamli él¢tide dligtik oldugu saptandl.

Sonugc: NAS deneysel tikanma sariliginda plazma TNF-o. diizeylerinin baskilanmasi ve karaciger parenkim

hasarinin azaltimasinda faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Tikanma sariligi, n-asetilsistein, tiimér nekrozis faktér-alfa

GiRIiS

Tikanma sarilig1, safra yollarinin herhangi bir se-
viyesinde, degisik hastaliklarda ortaya ¢ikan kis-
mi veya tam tikanma sonucu safra akimimin en-
gellenmesi ile gelisir. Tikanma sarilikli hastalarda
cerrahi morbidite ve mortalitenin en 6nde gelen
nedeni sepsis gibi infeksiydz komplikasyonlarin
gelisimidir (1,2).

Safra tuzlarmin barsak bakterilerinin cogalmasini
onledigi ve endojen barsak florasinin diizenlen-
mesine katkida bulundugu bilinmektedir. Tikan-
ma sariliginda, safra tuzlarimin barsaga ulasama-
masi asir1 bakteriyel cogalmaya ve barsak muko-
zal bariyer fonksiyonunun bozulmasina (bakteri-
yel translokasyon) neden olur. Ayrica tikanma
sarthiginda Kupffer hiicre fonksiyonlarmin azal-
mast da bakteri ve endotoksinlerin portal venden
sistemik dolasima kacisina neden olur. Boylece
tikanma sariliginda sistemik endotoksemi gelisir,
bu da septik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasin-
da anahtar rol oynar (3-5).

Diger taraftan safra yollarinin titkanmasi, sonun-
da siroza kadar ilerleyebilen, karaciger parenkim
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hasarina da neden olabilir (6). Hepatosit hasari-
nin nedeni net degilse de ttkanma sariiginda yo-
gun oksidatif stresin tetiklendigi, bu stresin de
kolestatik karaciger hasarmin patogenezinde
onemli bir faktor oldugu konusunda giderek ar-
tan kantlar vardir (6,7).

N-Asetilsistein (NAS) hiicre ici oksidan-antioksi-
dan dengesinin bozuldugu klinik durumlar te-
davi etmek i¢in kullanilan bir serbest radikal tu-
tucudur. NAS'1n bir diger faydal etkisi de sitokin
salmimini, niiklear faktor kappa B (NF-«B) ve ad-
hezyon molekiil iiretimini baskilayarak gosterdi-
gi antiinflamatuvar etkidir (8-10). Dolayisiyla
NAS'1n antioksidan ve antiinflamatuvar fonksi-
yonlart ile kolestatik karaciger hasarmni engelleye-
bilecegi bildirilmektedir (11,12). NAS, tizerinde
genis arastirmalar yapilan bir ajan olmakla birlik-
te tikanma sariliginda, 6zellikle de antiinflamatu-
var etkileri ile ilgili calismalar smirlidir. Bu ne-
denle NAS'in tikanma sariliginda gelisen infla-
masyona ve kolestatik karaciger hasarina etkileri-
ni arastirmak amaciyla bu ¢alisma planlanmustir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Yerel Hayvan Etik Kurul
onay1 alindiktan sonra Ankara Onkoloji
hastanesinde gerceklestirildi. Calismada
agirliklart 250-300 g arasinda degisen
Wistar-Albino cinsi 36 adet sican kulla-
nild1. Deney hayvanlar: tabani ve yanlar1
plastik, tistii tel 6rgiilti kafeslere ikili ola-
rak yerlestirildi, standart sican yemi ve
su ile beslenerek uygun oda 1sis1 ve 151k
ortaminda barindirildi. Deneyden 12 saat
once yem alimi durdurulan sicanlara 50
mg/kg dozda kas igine ketamin (Keta-
lar®, Eczacibasi, Istanbul) verilerek anes-
tezi saglandi. Insizyonun uygulanacag
karmn orta bolgesi tiras edildikten ve %10
polivinilprolidon iyot antiseptik soliisyo-
nu ile temizlendikten sonra 3 cm’lik orta
hat kesisi ile karmn bosluguna girildi.

Sicanlar her biri 12 hayvan igeren 3 gruba
ayrildt. Tedavi ve kontrol gruplarindaki
sicanlarin supraduodenal koledok kanalt
belirlenip, cevre dokulardan serbestlen-
dikten sonra proksimali ¢ift, distali tek
olacak sekilde 5/0 ipekle baglanarak ke-
sildi ve ttkanma sarilig1 olusturuldu. Te-
davi grubundaki sicanlara intraperitone-
al olarak 150 mg/kg NAS, kontrol gru-
bundakilere ise ayn1 hacimde serum fiz-
yolojik, ameliyat sonras1 1.giinden basla-
yarak 10. gtine kadar her giin uygulandz.
Sham grubundaki si¢canlarin supraduo-
denal koledok kanali belirlenip, cevre
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dokulardan serbestlendikten sonra 5/0
ipekle altindan gecildi, fakat ipek baglan-
madan cikarildi. islem sonras: tiim sican-
larmn karin insizyonu 3/0 ipek kullanila-
rak kapatildi. Tim denekler cerrahi giri-
simden 10 gtin sonra kan 6rnekleri alina-
rak sakrifiye edildi. Karaciger hasarmin
gostergesi olarak plazma aspartat ami-
notransferaz (AST), alanin aminotransfe-
raz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), gama
glutamil transferaz (GGT), total ve direkt
bilirubin diizeyleri standart tani kitleri
kullanilarak belirlendi. Plazma tiimor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) diizeyleri ti-
cari olarak bulunan ELISA (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) sican TNF-a
kiti (Biosource, California, USA) kullani-
larak ol¢tildii.

istatistiksel degerlendirme

Verilerin analizi SPSS 10.0 paket progra-
mi (SSPS Inc., Chicago, USA) ile yapildi.
Gruplar aras farki degerlendirmek tize-
re t-testi ve tek yonlii varyans analizi
(ANOVA); varyans analizinin anlaml
ciktigr durumlarda ise LSD coklu karsi-
lagtirma testi kullanildi. Analizlerde
p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sini-
r1 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Tum hayvanlar deney siiresince saglikli
bir sekilde yasamlarini stirdtirdii. Kole-
dok kanali baglanan siganlarda 3 giin ice-
risinde klinik olarak sarilik fark edilmeye

p=0.001
——

NAS KONTROL

Gruplar
Hata barlar: +/- 1 SE

Sekil 1. Gruplardaki plazma TNF-alfa duzeyleri (Ortalama + SE).

baslandi. Koledok kanali baglanarak ti-
kanma sarilig1 yaratilan deneklerde (te-
davi ve kontrol grubu) plazma total bili-
rubin, direkt bilirubin dtizeylerinin yani
sira plazma ALT, AST, AP, GGT diizey-
lerinin de sham grubundakilere gore be-
lirgin olarak yiikseldigi saptandi. Sham
grubundaki sicanlarin direkt bilirubin
degerleri 6l¢tilemeyecek kadar diistiktii.
NAS ile tedavi edilen sicanlarda ALT,
AST, AP, GGT diizeyleri kontrol grubu-
na gore istatistiksel olarak anlamlr sekil-
de daha diisiik bulundu (Tablo 1).

Benzer sekilde plazma TNF-a diizeyleri
NAS ile tedavi edilen grupta kontrol gru-
buna gore anlamli olarak daha azdi (Se-
kil 1).

TARTISMA

Tikanma sariiginda gelisen kolestatik
karaciger hasarmin mekanizmasi tam
olarak bilinmiyorsa da, safra yollarinda
gelisen tikanma sonucu safra asitlerinin
retansiyonu ve hepatosit i¢cinde birikme-
sinin karaciger hiicre hasarinda 6nemli
bir rol oynadigina inanilmaktadir. Tok-
sik, hidrofobik safra asitleri inflamatuvar
sitokin tiretimini arttirir ve hem apopto-
zu hem de nekrozu tetikleyerek hepato-
sit hasarma neden olur (13). Kolestatik
karaciger hasarinin patogenezinde rol
oynayan dnemli bir faktoriin de oksidatif
stres oldugu belirtilmektedir (6,7,14-18).
Bu nedenle, deneysel tikanma sariligi
modellerinde inflamasyonu ve oksidatif
travmay1 azaltacak tedavi stratejileri ilgi
odag1 olmaktadir. Bu ¢alismada da anti-
inflamatuvar ve antioksidan etkileri olan
NAS'm tikanma sariliginda tedavi edici
etkisi arastirilmistir.

Calismamizda kullanilan deneysel mo-
del akut tikanma sarilig1 klinigi ile uyum-
ludur. 10 giinliik stire, ttkanma sariligina
bagli gelisecek barsak bariyer fonksiyon
bozuklugu ve sistemik endotoksemi gibi
yiiksek morbidite ve mortalite olasiligini
arttiran faktorlerin gelisimi icin yeterli-
dir. Ayrica oksidatif stres gostergelerinin
ortaya ¢tkmasi icin de 10 giiniin yeterli
oldugu gosterilmistir (19).

Calismamizda koledok kanali baglanan
sicanlarda, karaciger parenkim hasarina
bagli olarak karaciger fonksiyon testle-
rinde belirgin yiikselme ve TNF-a dii-
zeylerinde artis saptanmasi diger calis-
malarla uyumludur (6,20,21). Tikanma
sarilig1 gelistikten sonra 7 giin icerisinde
hepatik makrofaj fonksiyonlar: artmakta
(22,23) ve gelisen endotokseminin uyari-
miyla Kuppfer hiicrelerinden TNF-a sali-
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Tablo 1. Gruplardaki plazma total bilirubin, direkt bilirubin, ALT, AST, AP, GGT

dizeyleri (Ortalama = SE).

NAS Kontrol Sham p
AST? 324.33 + 29.06 632.08 + 41.60 135.92 + 8.34 <0.001*
ALT? 100.67 + 6.09 163.42 + 6.67 42.92 + 1.05 <0.001*
GGT® 46.17 = 1.80 54.50 = 3.45 6.42 = 0.83 <0.001*
ALP?2 363.33 + 15.87 640.08 + 29.99 243.92 + 14.57 <0.001*
Total bilirubin®  6.90 + 0.34 8.99 + 0.27 0.28 = 0.02 <0.001*
Direkt bilirubin® 5.64 + 0.34 7.68 = 0.23 <0.001**
* Tek yonll varyans analizi (ANOVA)
sk t testi
LSD ile yapilan ¢oklu karsilastirmalardaki p degerleri
a
NAS vs Kontrol: p=0.001 NAS vs Kontrol: p<0.05
NAS vs Sham: p=0.001 NAS vs Sham: p=0.001
Kontrol vs Sham: p=0.001 Kontrol vs Sham: p=0.001

niminda belirgin artis olmaktadir (24).
Artmis TNF-a diizeylerinin de tikanma
sariigindaki organ hasarinda ve coklu
organ fonksiyon bozuklugunun patoge-
nezinde katkisi olabilecegi bildirilmekte-
dir (3). Bu nedenle tikanma sariliginda
Kuppfer hiicrelerinin bloke edilmesinin
ve asirt TNF-a iiretiminin azaltilmasimnin
tedavide faydali olabilecegi ve endotok-
semi ile iligkili komplikasyonlar1 ve 8lim
riskini azaltabilecegi bildirilmistir (24).
Tikanma sariliginda gelisen endotokse-
mi, sadece Kuppfer hticrelerinden TNF-a
salmimini uyarmakla kalmaz, ayni za-
manda karaciger ve barsakta oksidatif
travmaya da neden olur (25).

Oksidatif travma, radikal olusumu ile ra-
dikal temizlenmesi arasindaki dengenin
olusum lehine bozulmasi ile gelisir. So-
nug¢ olarak, belli oksidasyon tiriinlerinin
tiretimi artar. Tikanma sariliginda kara-
cigerin lipid peroksidasyonu ile iligkili
oksidatif travmaya maruz kaldigimna dair
kanitlar vardir (6,7). Bu travmanin po-
tansiyel mekanizmalar1 arasinda endo-
toksemi ve neden oldugu inflamatuvar
yanut, safra asitlerinin diizeyinin artmasi,

antioksidan enzim diizeylerinin azalma-
st sonucu superoksit radikali (O,) ve hid-
rojen peroksit (H,0,) gibi reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) tiiretiminin art-
mast da bulunur (6,13,25). Koledok kana-
I1 baglanmis sicanlarda degisik antioksi-
dan tedavilerin belirgin koruyucu etkisi
gosterilmistir (12,26).

Bu calismada tikanma sariliginin tedavi-
sinde tercih edilen NAS, thiol grubu ice-
ren serbest oksijen radikali temizleyicisi
ve glutatyonun 6n maddesidir ve degisik
patolojilerde antioksidan etkisi nedeniy-
le kullanilmaktadir (26,27). NAS'1n anti-
oksidan 6zelliklerinin yani sira antiinfla-
matuvar etkisi de vardir (28).

Bu calisma NAS'mn koledok kanal1 bag-
lanmus sicanlarda olusan karaciger hasa-
rinda belirgin koruyucu etkisi oldugunu
gostermektedir. Koledok kanali baglan-
diktan sonra NAS verilen grupta, ALT,
AST, GGT, ALP ve bilirubin diizeylerin-
deki belirgin azalma ile kanitlandig gibi,
karaciger hasar1 daha az olmaktadir.
Bunda NAS'1n antioksidan etkisi ile ka-
racigerde gelisen oksidatif travmay1 on-

lemesinin etkisi olabilir. Ayrica NAS ile
tedavi edilen hayvanlarda TNF-a salin-
minin da azalmasi, barsak bariyer fonksi-
yonunun desteklenmesi sonucu endo-
tokseminin azalmasi ile iliskili olabilir.
TNF-a diizeylerindeki azalmanin bir di-
ger olasi nedeni de NF-«B aktivasyonu-
nun engellenmesi olabilir, ¢tinkii tikan-
ma sariliginda ROM'un asir1 tiretimi he-
patik dokuda NF-kB'nin aktivasyonuna
neden olur ki, bu da TNF-q, interlokin
(IL)-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sito-
kinlerin salgisini arttirir. Bu sitokinler de
oksidatif travmay1 arttiracak ROM'un
tiretimini arttirir. Oksidatif travma hem
karaciger hiicrelerine direkt etkiyle hasar
olustururken hem de NF-«B aktivasyonu
yoluyla sitokin tiretimini arttirarak kara-
ciger hasarmi devamli hale getirir (6).
NAS bu kisir dongtiyii kirarak karaciger
parenkim hasarimi azaltiyor olabilir.

Bu calismanin smirlamasi NAS gibi anti-
oksidan etkisi de olan bir tedavi kullanil-
masina ragmen gruplarimn oksidatif travma
belirtecleri agisindan karsilastirilmamasi-
dir. Bu calismada tedavi ile parenkim ha-
sarimin ve inflamasyon stirecinin azaldig1
gosterilmis olmasina ve inflamasyon stire-
ci ile oksidatif hasar arasinda yakin iligki-
nin de bilinmesine ragmen antioksidatif
etkinin mekanizmas1 tam aydinlatilama-
mugtir. Calismanin bir bagka kisitlamasi da
histopatolojik degisikliklerin arastirilma-
masidir. Biyokimyasal parametrelerdeki
diizelmenin histopatolojik bulgularla ne
kadar ortiisttigti bilinmemektedir.

Sonug olarak, bu calisma deneysel tikan-
ma sariliginda NAS'in plazma TNF-a
dtizeylerini baskiladigini, karaciger ha-
sarmi azaltabildigini ve karaciger hiicre
biittinliginiin - korunmasmnda faydal
olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak
klinik uygulama igin daha ayrmntili klinik
calismalara gereksinim vardir.

SUMMARY

N-acetylcysteine may attenuate liver injury in obstructive jaun-
dice in rats

Purpose: To investigate the effect of N-acetylcysteine (NAC) on the
level of tumor necrosis factor-a (TNF-o) and liver parenchyma injury
in an experimental rat model of obstructive jaundice.

Patients and Methods: Thirty-six Wistar-Albino rats weighing 250-
300 g were randomly divided into three groups of 12 animals in
each, as sham-operated, bile duct ligated plus NAC-treated (treat-
ment), bile duct ligated plus saline administered (control). After the
operation, the rats in treatment and control groups were adminis-
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tered NAC and saline, respectively. After 10 days of treatment, liver
function tests were performed and plasma TNF-a levels were deter-
mined in all rats to assess the parenchymal damage.

Results: Parenchymal damage and plasma TNF-a levels were sig-
nificantly lower in the treatment group, compared with the control
group.

Conclusion: NAC can be useful in decreasing the paranchymal

damage in the liver and suppress the plasma TNF-o levels in ex-
perimental obstructive jaundice.

Key Words: Obstructive jaundice, n-acetylcysteine, tumor necrosis
factor-alpha
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