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OZET

Giris: Peritonit, visseral ve/veya parietal peritonu i¢ine alan bir inflamasyondur. Peritonit
uygun tedavi edilmezse sistemik inflamatuar yanita ve sepsise neden olabilmektedir. Sepsis
morbiditesi ve mortalitesi yiliksek olan ciddi bir tablodur. TNF-a, IL-1 gibi proinflamatuar
sitokinlerin tiretimi ile karakterize sepsiste, sitokinler doku hasarinit smirlamak icin lokal
koagulasyonu aktive edici yararli inflamatuar yanit1 tetiklemektedirler. Ancak proinflamatuar
sitokinlerin asir1 liretimi, immiin yanitin normal diizenini bozmakta ve patolojik inflamatuar
bozukluk olusturmaktadir. Genellikle sepsisteki asir1 sitokin {iretiminin kapiller kagak, doku

hasar1 ve multiorgan yetmezligi ile sonuglanmakta oldugu bilinmektedir.

Etanercept, TNF-oa’nin kompetitif inhibitdrii olarak hiicre ylizeyi reseptorlerine

baglanmasini engelleyen ve biyolojik aktivitesini dnleyen bir ajandir.

Oksidatif stres, herhangi bir nedenle oksidan iiretiminde artis ve antioksidan savunma
mekanizmasinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin bozulmasi sonucunda olusan doku

hasarin1 gésteren bir parametredir.

Amag: Deneysel Peritonit olusturdugumuz ratlarda intraperitoneal etanercept
uygulamasinin oksidatif stres gostergeleri iizerine olan etkisini degerlendirerek doku
hasarlanmas1 tizerindeki etkisini gérmek ve gelecekte peritonit tedavisinde etanerceptin

kullanilabilirligini aragtirmaktr.

Materyal Metod: Calismamizda toplam 28 adet eriskin disi 200 — 250 gram agirliginda
olan Wistar Albino cinsi rattan olusan 7 serli 4 grup olusturuldu. Deney Gruplari: Kontrol
grubu( Herhangi bir madde enjeksiyonu yapilmadi), Peritonit grubu (Intraperitoneal E.Coli
siispansiyonu 1,5 ml (10’ CFU/ml) enjeksiyonu yapildi), Peritonit + Sefazolin Sodyum grubu
(E.Coli enjeksiyonundan 1 saat sonra 50 mg/kg dozunda intraperitoneal sefazolin sodyum
verildi), Peritonit + Sefazolin Sodyum + Etanercept grubu (E.Coli enjeksiyonundan 1 saat
sonra 50 mg/kg dozunda intraperitoneal sefazolin sodyum verildi.1 ve 4 saat sonra
intraperitoneal etanercept uygulandi). Etanercept uygulandiktan 24 saat sonra deney

sonlandirild1



Tim gruplardaki ratlardan histopatolojik ve biyokimyasal inceleme icin periton dokusu ve
kan ornekleri alind1. Oksidatif stres parametreleri olarak kanda ve dokuda: PON, MDA, NO,
TAK, TOS ve TNF-a calisild1.

Bulgular: Peritonit grubunda kontrol grubuna gore serum ve doku oksidatif parametreler
artmis, antioksidatif parametreler azalmisti. Peritonit olan ratlara Sefazol verildikten sonra
oksidatif parametrelerde azalma, antioksidatif parametrelerde artis gozlendi. Ratlarin Sefazol
tedavisinden fayda gordiigii gézlendi. Sefazol + Etanercept verilen grupta sonuglar sadece
sefazol verilen gruba gore daha olumluydu, oksidatif parametreler sefazol grubuna gore daha

fazla azald, antioksidan parametrelerde daha fazla artis gosterildi.

Histopatolojik olarak; kontrol grubuna ait kesitlerin inclenmesinde periton epiteli ve
lamina propriada herhangi bir degisiklige rastlanmadi. Periton grubunda epitelde dokiilme,
lamina propriada yaygin notrofil infiltrasyonu, 6dem ve kapiler damarlarda konjesyon izlendi.
Sefazol grubunda periton grubuna oranla lezyonlarin azaldig1 gézlendi. Sefazol + Etanercept
grubunda epiteldeki deskuamasyonun ortadan kalkmasi, notrofil infiltrasyonun oldukga

azalmasi, lamina propriada 6demin siddetinin azalmasi dikkat ¢ekiciydi.

Sonug¢: Yaptigimiz arastirma sonucunda, peritonit tedavisinde antibiyotik tedavisine ek
olarak verilen Etanercept’in, sadece antibiyotik ile tedavi edilen gruptan daha olumlu sonuglar
verdigini gordiik. Bu sonu¢ dogrultusunda Etanercept’in inflamasyonu baskilayarak, sepsise
gidisi azaltacagimi1 diisiinmekteyiz. Ancak peritonit tedavisinde kullanilabilirligi icin daha

kapsamli hayvan deneylerine ve insan ¢aliymalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel peritonit, Etanercept, Oksidatif Stress

xi



ABSTRACT

Introduction: Peritonitis is an inflammation which involves visceral and/or parietal
peritoneum. Without a proper treatment, peritonitis may cause a systemic inflammatory
response and sepsis. Sepsis is a serious situation which has high morbidity and mortality.
Cytokines trigger benefical inflammatory response to activate local coagulation to limit tissue
damage in sepsis which characterized by production of proinflammatory cytokines such as
TNF-a, IL — 1. However excessive production of proinflammatory cytokines break the layout
of the normal immune response and constitutes inflammatory disorder of the immune
response. Generally, excessive production of cytokines in sepsis results capillary leak, tissue

damage and multiorgan failure is well known.

Etanercept is an agent which blocks the TNF-a’s binding to its cellular surface receptors as

a competitive inhibitor and inhibits its biological activity.

Oxidative stress is a parameter indicating tissue damage as a result of deterioration of the

balance between antioxidant defense and oxidant production for any reason.

Aim: to evaluate effects of etanercept administration on oxidative stress parameters in rats
with induced peritonitis and to see effects on tissue injury and to investigate availability of

etanercept in peritonitis in future.

Matherials and Methods: In the study 28 adult female Wistar Albino rats which weights
200 - 250 grams were divided into 4 groups consisting 7 rats in each group. Experiment
Groups: Control Group (Any injection of a substance was made), Peritonitis group (1,5 ml
suspension of E.Coli (10’ CFU/ml) was injected intraperitoneal in order to create
experimental peritonitis), peritonitis + cefazolin sodium group (1 hour after injection of
E.Coli for experimental peritonitis, 50mg/kg dose of cefazolin sodium was injected
intraperitoneally), Peritonitis + cefazolin sodium + etanercept group (1 hour after injection of
E.Coli for experimental peritonitis, 50mg/kg dose of cefazolin sodium was injected
intraperitoneally. 8mg/kg/dose etanercept was injected intraperitoneal to rats with
experimental peritonitis after 1 hour and 4 hours after injection of E.Coli for experimental

peritonitis). 24 hours after etanercept injection experiement was ended.

xii



Peritoneal tissue samples and blood samples were taken from all groups of rats for
histopathological and biochemical examinations. As oxidative stress parameters in blood and
tissues: paraoxonase (PON), malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), total antioxidant
capacity (TAC), total oxidant stress (TOS), TNF-a were studied.

Results: Peritonitis group compared to the control group, oxidative parameters of serum
and tissue were increased, antioxidative parameters were decreased in peritonitis group. after
cefazolin injections to rats with peritonitis, reduction in oxidative parameters and increase in
antioxidative parameters were observed. sefazolin + etanercept group results were more
positive than the group given only cefazolin, oxidative parameters were decreased and
antioxidative parameters were increased in cefazolin + etanercept group according to the

cefazolin group.

Histopathological changes; there was no changes in the study of section of control group
peritoneal epithelium and lamina propria. In the section of peritonitis group epithelial
shedding, widely neutrophil infiltration in the lamina propria, edema and capillary vascular
congestion was viewed. In the cefazolin group lesions was observed to decrease according to
the peritonitis group. In the cefazolin + etanercept group, dissappearence of epithelial
desquamation, decrease of neutrophil infiltration and decrease of the severity of the edema in

the lamina propria was remarkable.

Conclusion: As a result of our research, we found that etanercept treatment in addition to
antibiotic treatment in peritonitis gave more positive results than treatment with antibiotics
alone. In accordance with these results, we consider that etanercept reduces the progression to
sepsis by supression of inflammation. However more comprehensive animal experiements

and human studies are needed for availability of Etanercept in treatment of pertonitis.

Keywords: Experimental peritonitis, Etanercept, Oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Peritonit, periton dokusunun inflamasyonudur. inflamasyona sebep olan bagirsak icerigi,
bakteriler, bakteri yikim {riinleri, polimorfoniikleer hiicreler ve makrofajlar periton
ylizeyinden ve diyafram altindaki porlardan hizla kan dolasimma karisarak sistemik
inflamatuar yanita ve sepsise neden olmaktadirlar. Peritoneal sepsis, yliksek morbidite ve

mortalitesi olan bir tablodur.

Peritonda meydana gelen inflamasyon, hiimoral ve hiicresel immiin yanitin aracilik ettigi
bir siirectir. Hiicresel immiinitede makrofajlar, mast hiicreleri, bazofiller, trombositler ve
lenfositler rol oynarken, hiimoral immiiniteyi immunglobulinler, kompleman sistemi,
lokotrienler ve akut faz reaktanlar1 olusturur. Konak¢min inflamasyona verdigi yantt,
inflamasyonun ortaya ¢iktig1 bdlgenin yani sira organizmanin tiim sistemlerine ait doku ve

hiicrelerini etkiler (1). Sepsis ve MODS’ a neden olabilir.

Sistemik inflamasyonun patofizyolojisinde sitokin kaskadinm yer aldigini bilmekteyiz.
TNF-a, IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi ile karakterize sepsiste, sitokinler doku
hasarmi sinirlamak i¢in lokal koagulasyonu aktive edici yararli inflamatuar yaniti
tetiklemektedir. Ancak proinflamatuar sitokinlerin asir1 iiretiminin, immiin yanitin normal
diizenini bozup, patolojik inflamatuar bozukluk olusturdugunu bilmekteyiz (2). Genellikle
sepsisteki asir1 sitokin iiretiminin kapiller kacak, doku hasar1 ve multiorgan yetmezligi ile

sonu¢lanmakta oldugu bilinmektedir.

Etanercept, TNF-a’nin kompetitif inhibitdrii olarak hiicre yilizeyi reseptorlerine
baglanmasini engelleyen ve biyolojik aktivitesini 6nleyen bir immiinsupresif ajandir. TNFa’y1
inhibe ederek inflamasyonu baskilamaktadir. Bu amagla tipta, romatoid artrit, aktif
poliartikiiler tip juvenil kronik artrit, psoriatik artrit, ankilozan spondilit, FMF, orta siddette
veya siddetli psoriazis vulgaris gibi inflamatuar hasarin s6z konusu oldugu hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir.

Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan iiretiminde artis ve antioksidan savunma
mekanizmasinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin bozulmasi sonucunda olusan doku
hasar1 olarak tanimlanmaktadir (3). UV ismlari, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik

reaksiyonlar, kronik inflamasyonlar, radyasyon, stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks



reaksiyonlar1 gibi pek ¢ok neden serbest radikal olusumunu arttirip oksidatif stresi
arttirmaktadir. Oksidatif stres, insandaki bircok patolojik durumun meydana gelmesinde,
ilerlemesinde ve komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli yere sahiptir. Tiim hiicrelerde
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler olusturarak hasara neden olabilir. Iyon dengesini, hiicre
redoks sistemini, hiicre i¢i haberlesmeyi ve gen transkripsiyonunu etkiler, sonug olarak, hiicre

dongiisiinii etkileyerek hiicrenin 6liimiine neden olur (4).

Biz de bu bilgilerden yola c¢ikarak enfeksiyona sekonder gelisen inflamasyonda
etanerceptin  etkisini gormek istedik. Deneysel peritonit olusturdugumuz ratlara,
antibiyoterapiye ek olarak etanercept vererek, asir1 immiin cevabi baskilayarak, oksidatif stres
gostergeleri ve doku hasar1 tizerine etkisini degerlendirerek, peritonit tedavisindeki etkinligini

gormeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.PERITON :

Batin duvarinin i¢ yiliziinii ve mezodermal kokenli batin i¢i organlar1 saran zara periton ad1
verilir. Batin duvarmin i¢ yiiziinii orten parietal, abdominal organlar1 saran ise visseral
peritondur. Parietal ve visseral periton birbirinin kesintisiz devami olup iki periton yapragi
arasinda periton boslugu yer alir (5). Bu boslukta ser6z bir sivi bulunur ve abdominal
organlarin rahatca hareket edebilmesi ic¢in siirtiinmesiz bir ortam saglar. Periton sivisi,
peritoneal seroza tarafindan salgilanan, yaklasik 75-100 ml miktarda, protein igerigi 3 g/dl
olan serdz vasifta lenf sivisidir. %80 diyafram tarafindan emilir ve santral dolagima torasik
lenfatikler yoluyla katilir. Biiylik molekiiller lakiina adi verilen diyaframa komsu peritoneal
mezoteldeki lenfatiklerden emilir. Peritonitte mevcut olan bakteri ve iirlinleri, bu yolla
sistemik dolasima gecer. Periton i¢cine verilen terapotik ajanlar da aynmi sekilde sistemik

dolasima gecerek etki ederler (6).

2.2.PERITONIT

Peritonit, peritonun bir kismi1 ya da tamaminin inflamasyonudur. Periton boslugu normalde
sterildir. Ancak herhangi bir kontaminasyon halinde inflamatuar yanit baslar ve peritoneal
makrofajlar ve mast hiicreleri sitokinleri ve vazoaktif maddeleri iiretmeye baslar. Bunlar da
periton sivismin kemotaksinler, opsoninler ve komplemanlar bakimindan zenginlesmesini
saglar. Ardindan biyokimyasal degisikliklerle birlikte periton ve subepitelyal bag dokusunda
masif sivi birikimi olur. Bakteriler, lenfatikler tarafindan hizlica uzaklastirilir ve sistemik

dolasima gecerek sistemik savunma mekanizmalari ile kars1 karstya kalirlar.

Erken inflamasyon doneminde, hasarlanan damar endotelinden plazma ve fibrin
eksiidasyonu olur. Yiizey prokoagulan aktivitesi araciligiyla peritoneal makrofajlar, fibrin
birikimini arttirip peritoneal yiizeye hiicre agregasyonu ve adherensini saglarlar. Enfeksiyon
ilerledik¢e olay perifere dogru ilerler ve makrofajlar ile fibrin birikimi, enfeksiyonu
sinirlamaya calisir. Piyojenik bir membran olusturarak abselesebilir. Doku hasar1 ve bakteri
yogunlugu, konak¢1 savunmasinin enfeksiyonu ortadan kaldirma kapasitesini astigi zaman,

abse olugmasi efektif savunma oldugunu gosterir (7).

Peritonitte, peritonda lokalize inflamatuar olay, iiglincii bosluklara sivi kaybi ile

hipovolemik soka neden olabilir. Paralitik ileus, bakteriyel asir1 ¢ogalma ve bunlarin



sonucunda gelisen bu translokasyon ile erken donemde endotoksinler sistemik dolagima
gecebilir. Bakteriyemi, endotoksemi ve sok ciddi sistemik inflamatuar cevabi aktive
edebilirler. Dolasimdaki serbest bakteriyel ekzotoksinler ve endotoksinler bir¢cok organ
fonksiyonunu olumsuz yonde etkiler. Sonugta sepsis ve multiorgan yetmezligi tablolar:

gelisebilir (7).

2.2.1. Sepsis

Sepsis, bircok sistemi tutan, hemodinamik degisikliklere yol agan organ fonksiyon
bozuklugu, organ yetmezligi ve soka kadar gidebilen 6liimciil bir enfeksiyon hastaligidir (8).
Cagimizdaki tiim gelismelere ragmen enfeksiyon, sepsis, sistemik enflamatuvar yanit
sendromu (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) ve agir sepsis tanimlar1 i¢in
1991 yilinda American College of Chest Physicians (ACCP) ve Society of Critical Care
Medicine (SCCM) cemiyetlerinin ortak diizenledikleri uzlas1 konferansindaki tanimlar
kullanilmaktadir (9). Bu tanimlar yapilirken amaglanan mortalitesi yiiksek olan bu klinik
tablonun tanimlanmasinda sz birligi olmasi, organ yetmezliklerinin erken taninmasi, erken
tedaviye baslanilmast ve mortalitenin azaltilmasi, ayrica yapilan calismalarin

standardizasyonunun saglanabilmesidir.

Bu wuzlasi konferansinda, uzlasilan tanimlardan biri de SIRS’ diwr. Adindan da
anlasilabilecegi gibi bu sendrom organizmanin tehditlere kars1 verdigi sistemik norohiimoral,
endokrin ve kardiyovaskiiler bir cevaptir. SIRS tanisi i¢in hastada su sartlardan en az ikisi

olmalidir:
-Ates (viicut 1s1s1 > 38.0 °C) veya hipotermi (viicut 1s1s1 < 36.0 °C),
-Tasikardi (kalp hiz1 > 90/dakika),
-Takipne (solunum sayis1 > 20/dakika) veya hipokarbi (pCO, < 32 mm/Hg),

-Lékositoz (I6kosit sayist > 12.000/mm’) veya lokopeni (I6kosit sayisi < 4.000/mm”’) veya

16kosit formiiliinde geng formlarin %10’ un tizerinde olmasu.

SIRS enfeksiyonlara ya da enfeksiyon disi olaylara bagli (yaniklar, travma, pankreatit,
pulmoner emboli vb.) gelisebilir. Bu uzlasi konferansinda enfeksiyona bagli gelisen SIRS
tablosu sepsis olarak tanimlanmistir. SIRS tanimi; 6zgiil olmamasi, SIRS kriterlerini
saglamayan hastalarda da benzeri mortalite oranlarmin goriilebilmesi, saglanan kriter

sayisinin artmasmin mortalite {izerinde etkisinin olmamasi1 nedenleriyle elestirildi (10,11).



Fakat tanim eksikliginin olmamasi, yatak basinda klinisyen tarafindan kolaylikla kriterlerin
kullanilabilmesi ve alternatif yoOntemlerin olmamasi1 nedeniyle halen gecerliligini

korumaktadir (12,13).

Daha oOnceleri sepsis tanisinda enfeksiyonun mikrobiyolojik olarak kanitlanmasi hatta
bakteriyemi sart kosulurken sepsis tanist i¢in mikrobiyolojik kanitin gerekli olmadig:
belirtilmistir (14). Anlasilmistir ki mikrobiyolojik bulgular, klinik bulgularla es zamanh
olarak ortaya ¢ikmamakta, mikrobiyolojik bulgular ile tedaviye baslamak o6nemli zaman
kaybina neden olmakta ve ¢esitli nedenlerle ¢cok sayida enfeksiyonda mikrobiyolojik kanita
ulasilamamaktadir. Fakat yine de sepsis hastalarinda mikrobiyolojik tani bircok yonden 6nem
tasimaktadir ve vazgecilmezdir. Sepsise hipotansiyon veya laktat yiliksekligi veya organ
yetmezligi eslik ederse klinik tablonun adi1 Agir Sepsis’tir. Agir sepsiste hipotansiyon sivi
tedavisi ile diizeltilemiyorsa klinik tablo septik sok, hastanin tansiyonunu saglamak i¢in bir
saatten uzun damar biiziicii (vazopressor) tedavi gereksinimi varsa tanim refrakter septik

soktur (Tablo 1).



Tablo 1: Sepsis Tanimlan

Sistemik Asagidakilerden en az 2’ sinin olmasi
Enflamatuvar 1. Ates > 38 °C yada<36°C
Yanit 2. Solunum say1s1 > 20/dak ya da hipokarbi (pCO, < 32mm/Hg)
(sz"l“;;;’m“ 3. Tagikardi (Kalp vurusu > 90/dak)
4. Lokositoz (I6kosit say1s1 > 12.000/mm’) veya lokopeni (1okosit
say1s1 < 4.000/mm’) veya l6kosit formiiliinde geng formlarmn %10’
un lizerinde olmasi
Sepsis SIRS varliginda kanitlanmis enfeksiyon ya da ciddi enfeksiyon
Stiphesi
Agir Sepsis Sepsis ve asagidakilerden en az birinin olmasi:
1. Kapiller geri dolum zamani > 3 sn
2. Cutis marmaratus
3. Idrar ¢ikis1 < 0.5 ml/kg (en az bir saat) ya da renal replasman
tedavisi ihtiyact ya da kreatinin degerinin > 0.5 mg/dl artis1
4. Laktat > 2 mmol/L
5. Mental durumda bozulma ya da anormal elektroensefalogram
6. Trombosit < 100.000/mm’ ya da Dissemine Intravaskiiler
Koagiilopati (DIiK)
7. Akut akciger hasar1 (ALI) (PaO,/Fi0, < 300)
8. Kardiyak disfonksiyon
9. Ileus
10. Hiperbiliriibinemi (total biliiribin > 4 mg/dl)
Septik Sok Agi1r sepsis ve
1. Ortalama arter basinc1 (OAB) < 60 mm-Hg (20- 30 ml/kg kolloid
siviya ya da 40- 60 ml/kg kristalloid’e ragmen ya da dlgiilen
pulmoner kapiller kama basici 12- 20 mm-Hg iken)
2. Hipertansif hastalarda OAB < 80 mm-Hg ya da bilinen sistolik
tansiyon degerinde 40 mm-Hg diisiis olmasi
3. Tansiyonu saglamak i¢in dopamin > 5 pg/kg/dak ya da
norepinefrin < 0.25 pg/kg/dak ihtiyaci
Refrakter OAB > 60 mm-Hg (hipertansiflerde > 80 mm-Hg) saglamak i¢in
Septik Sok dopamin > 15 pg/kg/dak ya da norepinefrin > 0.25 pg/kg/dak olmasi

(9,13) no’ lu referanslardan uyarlanmistir.




2.2.2. Multiple Organ Disfonksiyonu Sendromu:

Multiple organ disfonksiyonu sendromu (MODS), genellikle sepsis ve septik sokun ileri
donemlerinde karsilastigimiz, organ sistemlerinde homeostazin miidahale olmaksizin
stirdiiriilmesine imkan vermeyen bozukluklarin olmasiyla karakterize, mortalitesi ¢cok yliksek
bir klinik durumdur. ilk kez 1969 yilinda Shillman tarafindan yogun bakim hastalarinda

eroziv gastritten sonra gelisen, sepsis ve sarilikla karakterize bir tablo tarif edilmistir.

MODS tanist i¢in; 1989°da Knaus tarafindan ortaya konulan 5 organ/sisteme ait yetmezlik
bulgular1 sematize edilecek olursa, su bulgulardan en az ikisinin 24 saatten fazla bulunmasi
gereklidir (15)

Kardiovaksiiler sistem:

- Kalp hiz1 <54/dk.
- Ortalama arterial basin¢ <49 mmHg
- Ventrikiiler tasikardi veya fibrilasyon
Respiratuar sistem:
- Solunum hiz1 <5/dk. veya >49/dk
- pH <7,24 ve PaCO; >49 mmHg veya PaO, <50 mmHg

- Ventilatore bagimlilik

Renal sistem:
- Idrar ¢ikis1 <479 ml /24 h
- Serum BUN >100 mg/dl
- Serum kreatinin> 3,5 mg/dl
Hematolojik:
- Lokosit sayis1 <1000/mm’
-Trombosit sayisi <20000/mm’
- Het <%20
Norolojik:

- Glasgow koma skoru <6



2.2.3. Siniflama

Peritonitler primer, sekonder ve tersiyer olarak ii¢ grupta smiflandirilir. idiyopatik veya
spontan peritonit olarak adlandirilan primer peritonit, periton boslugunun karin igi
organlardan kaynaklanmayan bakteriyel enfeksiyonudur. Bakterilerin periton bosluguna
ulagmas1 %50 olguda kan, diger olgularda ise transdiyaframatik lenfatikler yoluyla, diyaliz
kateteri, ventrikiiloperitoneal santlar gibi yabanci cisimler, genital, iiriner ve sindirim
sisteminden translokasyonla veya direk yayilimla olur. Cogunlukla batin i¢i organlarin
inflamasyonu, perforasyonu veya delici karmn yaralanmalar1 sirasinda ortaya g¢ikan tablo
sekonder peritonittir (16). Tersiyer peritonit ise; peritonit ve sepsisi olan hastalarda, tedavide
cerrahi girisim uygulananlarda ve basarili antibiyotik tedavisi uygulananlarda gelisir. Konakg1
defans yetmezligi s6z konusudur. Bu hastalarda tanimlanmis bir enfeksiyon odagi olmaksizin
sepsisin klinik bulgusu vardir ve genellikle rekiirren veya rezidiiel enfekte sivilarin drenaji
icin gereksiz laparatomiler uygulanmistir. Siklikla hicbir patojen yoktur veya diisiik
patojenitesi olan koagulaz negatif stafilokok ve mantarlarin neden oldugu bir tablo s6z

konusudur ( 17).

Neden ne olursa olsun batin i¢i enfeksiyon periton, barsaklar ve onu takiben sekonder
endokrin, kardiak, respiratuar, renal ve metabolik olaylara yol agan sivi kompartmanimni
ilgilendiren lokal ve sistemik cevap olarak ortaya ¢ikar. Bu patofizyolojik cevap, klinik olarak

goriilen belirti ve bulgular1 agiklar.

2.2.4. Klinik ve Laboratuar Bulgulan

Klinikte genellikle karin agrist vardir. Baslangicta, agri otonom sinir sistemi irritasyonuna
bagl olarak 6zgiil olmayabilir ve ¢ogunlukla peritoneal inflamasyonun en fazla oldugu
bolgededir. Agr1 siddetinin zamanla azalmasi inflamatuar olayin lokalize oldugunu, artmasi
ise yaygin peritonit gelistigini diisiindiiriir. Hemen her zaman istahsizlik ve bulant1 vardir,
bazen kusma eslik eder. Susuzluk hissi, titreme ile yiikselen ates (38-40°C) vardir. Karin
agris1 nedeni ile ylizeyel solunum mevcuttur. Batin distansiyonu vardir. Batinda hassasiyet,
defans, rebaund mevcuttur. Erken donemde barsak sesleri duyulabilirken, inflamasyon
yayildik¢a paralitik ileus yerlesir ve barsak sesleri duyulamaz. Tasikardi ve zayif periferik

nabiz hipovolemiyi gosterir. Hipovolemi ilerledik¢e sok tablosu yerlesir.



Lokositoz sik  goriiliir, ancak masif peritoneal inflamasyon bdlgeye l6kosit
mobilizasyonuna yol acarak periferal 16kopeniye neden olabilir. Lékositozun 25000/mm’ iin

iizerinde veya lokopeninin 4000/mm’ {in altinda olmas: ile mortalite artar (17).

2.2.5. Tedavi

Tedavide ama¢ mortalite ve morbiditenin azaltilmasidir. Patojenlerin daha 1yi1
tanimlanmalari, bunlara etkin antimikrobiyal tedavinin kullanimi, erken cerrahi prensiplerinin
uygulanmasi ve cerrahi tekniklerindeki gelismeler ile mortalite son yillarda %30’un altina

inmistir. Erken cerrahi tedavi prensipleri;
a) Enfeksiyon kaynaginin kontrolii ve ortadan kaldirilmasi,

b) Bakteri, toksin ve nekrotik materyalin konsantrasyonunun azaltilmasi veya ortadan

kaldirilmasi,
c¢) Rezidiiel bakterilerin ilacla tedavisi,
d) Organ fonksiyon bozukluklarinin diizeltilmesi

Cerrahi tedavide ise amag, batin icindeki piiriilan ve nekrotik materyali temizlemek,

enfeksiyoz odagi ortadan kaldirmaktir (17).

2.3. INFLAMASYON

Organizmanin, hiicre hasar1 olusturacak uyaranlara karsi vaskiilarize konnektif dokuda
verdigi koruyucu yanittir. Amag, organizmayi hiicre hasar1 olusturan uyarandan ve bu hasarin
sonucunda olusan nekrotik materyal ve dokulardan temizlemektir. inflamatuar yanit konnektif
doku, plazma, dolasan hiicreler ve kan damarlarini igerir. iki tip inflamasyon mevcuttur. Akut
inflamasyon, nisbeten kisa siireli, birka¢ dakika ila birka¢ giin arasinda olup esas 6zellikleri
plazma protein ve sivisinin eksudasyonu, lokositlerin emigrasyonudur. Kronik inflamasyon
ise, daha uzun siirelidir ve histolojik olarak lenfositler ve makrofajlarin bulunusu, kan

damarlar1 proliferasyonu ve konnektif dokunun mevcudiyeti ile birliktedir (18).

2.3.1. Akut inflamasyon

Organizmanm hiicre hasar1 olusturacak uyarana karsi verdigi ani ve erken yamittir. Ug
major komponenti vardir. Kan akiginda artisa neden olan damar capindaki degisiklikler,
plazma protein ve lokositlerinin  sirkiilasyondan disar1 ¢ikmasmnma yol agan

mikrosirkiilasyondaki striktiirel degisiklikler, mikrosirkiilasyondan l6kositlerin emigrasyonu



ve hasar bolgesinde toplanmasi. Hasarli bolgede artan kan akis ile karakterize vaskiiler olay,
arteriolar dilatasyon ve kapiller yatagin agilmasiyla meydana gelir. Artan vaskiiler
permeabilite, proteinden zengin ekstravaskiiler sivi birikimine neden olur ve eksiiday:
meydana getirir. Plazma proteinleri, damarlar1 ya veniillerin genislemis intraendotelyal hiicre
bileskelerinden veya direk endotelyal hiicre hasarlanmasiyla terk eder. Baslica notrofiller
olmak tizere lokositler, o©Once adezyon molekiilleriyle endotele yapisir, sonra
mikrosirkiilasyonu terk eder ve kemotaktik ajanlarin etkisi ile hasarli bolgeye dogru gog
ederler. Bunu, hasar olusturan etkenin fagositozu takip eder ve bu da mikroorganizmanin
Olimiine yol agabilir. Kemotaksis ve fagositoz esnasinda aktive 16kositler toksik metabolitleri
ve proteazlar1 ekstraselliiler olarak aciga ¢ikarabilir ve bu da endotelyal ve doku hasarina yol

acabilir ( 18).
2.3.2. Kronik inflamasyon

Akut inflamasyonu takiben gelisebilir veya hasarlanmanin basindan itibaren kronik
olabilir. Akut inflamatuar yanit, hiicre hasar1 olusturan uyaranin devam etmesi halinde ya da
normal iyilesmedeki bazi bozukluklarda kronik hale gegebilir. Cogu durumlarda kronik
inflamasyon primer olay olarak baglar. Genellikle, akut inflamasyona yol agan uyaranlara
gore daha az toksik ajanlara maruziyet s6z konusudur. Diisiik toksisiteli intraselliiler
mikroorganizmalarla gelisen persistan enfeksiyonlar, parcalanamayan cansiz materyale (silika
inhalasyonu) uzun siire maruz kalma veya bazi otoimmiin reaksiyonlar kronik inflamasyona
yol acar. Kronik inflamasyon makrofaj, lenfosit ve plazma hiicrelerini, doku detruksiyonunu

ve fibrozisi i¢eren Ozellik tasir (18).

2.3.3. inflamasyonun Kimyasal Medyatorleri

Inflamasyonun vaskiiler ve seliiler yanitlari, plazma ve hiicrelerden ¢ikan ve inflamatuar
stimulusla meydana gelen kimyasal faktorlerle ortaya ¢ikmaktadir. Bu kimyasal medyatorler
ve sitokinler, bir arada veya sirayla etki yaparak inflamatuar yanit1 olustururlar. Medyatorler,
aktive edilince veya hiicreden salininca ¢cogu bozulur veya inaktive olur. Bu sekilde, medyator
etkilerinin ayarlanmasinda kontrol ve denge sistemi vardir. Hemen tiim medyatorler, hedef

hiicredeki spesifik reseptore baglanarak biyolojik aktivitelerini meydana getirirler (18).
2.3.3.1. Vazoaktif Aminler:

Histamin; konnektif dokuda yer alan mast hiicrelerinde, kanda bazofillerde ve

trombositlerde bulunur. Artan vaskiiler permeabilitenin ani fazinin baslica medyatoriidiir (18).
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2.3.3.2. Plazma Proteazlan:

Kinin sistemi aktivasyonu, bradikinin olusumuna yol acar. Bradikinin, arterioler
dilatasyona, endotel hiicre kontraksiyonu ile veniiler permeabilite artisina ve ekstraselliiler
diiz kas kontraksiyonuna neden olur. Kompleman sistemi hem immiinitede, hem de
inflamasyonda oOnemli rol oynayan bir dizi plazma proteini igerir. En kritik basamak,
kompleman C3’lin aktivasyonu olup diger tiim kompleman komponentleri, C3 ile
etkilesimleriyle ilgili olarak fonksiyonel iiniteler seklinde smiflandirilabilir. Bu gruplar da,
vaskiiler fenomen, kemotaksis ve fagositoz gibi inflamasyonun ¢esitli asamalarinda rol
oynarlar. Pihtilasma sistemi de bir seri plazma proteini olup Hageman faktorii ile aktive
edilebilir. Son basamakta, trombinin etkisiyle fibrinojenden fibrin olusumu esnasinda

meydana gelen fibrinopeptidler, vaskiiler gegirgenligi arttirir ve 10kositler i¢in kemotaktiktir

(18).
2.3.3.3. Arasidonik Asit Metabolitleri:

Arasidonik asit, poliansature bir yag asidi olup hiicre membranindaki fosfolipidlerde
bulunur. Arasidonik asit metabolizmast sonucunda, siklooksijenaz yoluyla olusan
prostoglandinler ve lipooksijenaz yoluyla olusan lokotrienler inflamasyonun hemen her

basamagini etkiler (18).
2.3.3.4. Trombosit Aktive Eden Faktor:

Trombosit stimiilasyonuna ilaveten vaskiiler permeabilite artigi, lokosit migrasyonu,

adezyonu, kemotaksis ve bir dizi sistemik hemodinamik degisikliklere neden olur (18).
2.3.3.5. Sitokinler:

Ozellikle aktive lenfosit ve makrofaj gibi birgok hiicreden salinan, degisik yapida bir grup

¢Oziinilir proteinden olusan polipeptitlerdir. Bazi1 karakteristik 6zellikleri vardir:
a)Cok diisiik konsantrasyonlarda (<10 'mol/L) aktif olan protein yapisinda hormonlardir.
b)Dogal ve spesifik immiinitenin efektor evresinde tiretilirler.

c)Diger polipeptit hormonlar gibi, hedef hiicredeki spesifik reseptorlere baglanarak etki

gosterirler.
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d)Konagin immiin ve inflamatuar yanitlarina aracilik ederler ve 6nemli otokrin, parakrin

ve endokrin etkileri vardir ( 19).

Sitokinlerin inflamasyondaki en onemli etkileri endotel lizerine olan lokal etkileri ile
sistemik olarak akut faz reaktanlar1 ve fibroblastlar {izerinedir. Endotelyal adezyon

molekiillerinin yiizey diizenlemesini saglar ve endotelin trombojenitesini arttirirlar (18).

2.4. OKSIDATIF STRES VE SERBEST RADIKALLER
2.4.1. Oksidatif stres

Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan iiretiminde artis ve antioksidan savunma
mekanizmasinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin bozulmasi sonucunda olusan doku

hasar1 olarak tanimlamaktadir (3).

Oksidatif stres insandaki bir¢cok patolojik durumun meydana gelmesinde, ilerlemesinde ve
komplikasyonlarmnin ortaya ¢ikmasinda Onemli yere sahiptir. Bu konuyla ilgili yapilan
calismalar ¢cogunlukla oksijenin indirgenmesiyle olusan serbest radikallerin organizmadaki
biyolojik ve kimyasal 6zelliklerine aittir. Oksijen, serbest radikallerin ana kaynaklarindan
birisi olup genel goriis, serbest radikallerin oksidan ozelliginin yapisindaki oksijenden

kaynaklandig1 yoniindedir.

Gergekte oksijen radikallerinin liretimi normal biyolojik fonksiyonlarin ayrilmaz bir
parcasidir. Serbest radikaller her zaman oksidan aktivite gostermez ve sadece oksidatif
stresten sorumlu degildirler. Serbest radikaller ve oksidasyon organizmada birgok
biyokimyasal reaksiyon ve hiicre iletim sisteminde rol almaktadirlar. Bazal kosullarda tiim
aerobik hiicrelerde; solunum, fagositoz, arasidonik asit metabolizmas1 gibi reaksiyonlarda bir
miktar serbest oksijen radikali olusur ve bunlar saglikli bir organizmada antioksidan savunma

mekanizmalar1 tarafindan hizla ortadan kaldirilir (20,21).

Oksidatif stres, tiim hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler olusturarak hasara
neden olabilir. Oksidatif stresin hiicredeki baslica bilinen hedefleri ¢coklu doymamis yaglar,
sekerler, proteinler ve niikleik asittir. Oksidatif stres, iyon dengesi hiicre redoks sistemini,
hiicre i¢i haberlesmeyi ve gen transkripsiyonunu etkiler, sonu¢ olarak, hiicre dongiisiini

etkileyerek hiicrenin 6liimiine neden olur (22).
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2.4.2. Serbest Radikaller ve Oksidanlar

Serbest radikaller; paylasilmamig bir veya birden fazla elektrona sahip molekiil veya
atomlar olup, paylasilmamis elektronun iizerinde oldugu oksijen molekiilleridirler (23).
Ortamda bulunan kimyasal veya fiziksel enerji kaynaklarmmin, kovalent baglarinda hemolize
sebep olarak iki farkli tiirde paylasilmamis olan elektron olusturmasi serbest radikal
olusumuna neden olur. Bir diger radikal olusturma yontemi de redoks reaksiyonudur. Bu
reaksiyonlarda bir elektronun kayb1 veya kazanilmasi s6z konusudur.

A —» e- + A+ (Oksidasyon)
B +e- — 5 B- (Rediiksiyon-indiiksiyon)

Her oksidasyon bir rediiksiyonla birliktedir. Boylece kiitle kuralina gore oksidatif streste
her iki reaksiyon da yer alir. Serbest radikallerin aktiviteleri farklilik gosterir. Hidroksil (HO")
gibi bazi radikaller yiiksek aktiviteye sahipken, E vitamininin oksidasyon {iriinii olan
tokoferoksil gibi bazi bilesiklerin aktiviteleri ¢ok onemli degildir. Serbest radikallerin hedef
molekiille kompleks olusturma reaksiyonlari; baslangig, ilerleme ve sonlanma olmak tizere ii¢
asamada meydana gelir. Serbest radikalin etkinligi substrata ve bulundugu fiziksel sartlara
gore farklilik gosterir. Ayni serbest radikal, ayn1 maddeyi oksidant veya rediiktant olarak
kullanabilir. Reaksiyonun olusma hizi; ortamin 1sisina, pH'sina ve ortamdaki katalizorlere

baghdir (24).
2.4.3. Serbest Radikal Reaksiyonlarn

Oksijen radikalleri i¢cinde, siiperoksit anyonu (O;’), oksijenin bir elektron almasiyla olusan
ilk iirtin olup, en kolay ve en fazla olusan serbest radikaldir. Canlilarda diger radikallerin
olusumu siklikla O, nin birikimine baglidir. O, radikalinin ana kaynagi ise molekiiler
oksijenin metabolize edildigi, mitokondriyal elektron transport zinciridir. Elektron transport
zincirinde molekiiler oksijenin biyolojik oksidasyonu, organizmaya enerji kazandiran ve
yasamin devamini saglayan bir siire¢ olup, bu zincirin ara basamaklarinda O, olusur ve
normal sartlarda olusan O, ler organizmadan dismutasyon denilen bir dizi reaksiyon

vasitastyla uzaklastirilir (23).

Bu reaksiyonlar hidrojen peroksit (H,O,) ve perhidroksi (OH;") radikallerinin meydana
gelmesi ile sonuclanir. Bu dismutasyon reaksiyonlar1 kendiliginden meydana gelebilecegi gibi

stiperoksid dismutaz (SOD) tarafindan da katalizlenebilir.
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Olusan H,0,, SOD gibi antioksidan enzim sistemlerinden olan katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSHPx) ile suya doniistiiriiliir.

Oksijen radikalleri i¢inde en fazla reaktif olan hidroksil (OH") radikalidir ve hemen her
molekiil ile reaksiyona girebilme 6zelligine sahip olup invivo olusumu i¢in Haber Weis
reaksiyonuna gereksinim vardir. Bu tepkimede O," ve H,O; etkilesir ve sonugta OH™ radikali

meydana gelir.
0, +tH,0, —» OH + OH +0O,

2.4.4. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen 8 atom numaral kararsiz bir element olup dogada dioksijen (O») halinde bulunur.

Bu durum, enerji diizeylerindeki elektronlarinin yapisiyla iligkilidir (25).

Oksijen molekiiliindeki ayn1 yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali dnemlidir ve bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gectiginde veya farkli
yonde dondiiglinde "singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters doniislii iki elektron veya

ikisine ters doniislii iki elektron daha eklenirse "oksijen radikali " meydana gelir.

Serbest oksijen radikalleri, biyoaktif lipitler Orne§in arasidonik asitler, lipit
oksidasyonunun alt triinleri, aldehitler-alkenaller, hiicre i¢i enzimler ve metalleri lokal ve

sistemik olarak etkileyerek doku hasar1 meydana getirirler (26).

Tablo 2: Oksijen Tiirevi Bilesikler

Radikal olanlar Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen Peroksit (H,0,)
Alkoksil (RO") Singlet Oksijen (O,)
Peroksil (ROO) Ozon(03)

Superoksit (O,) Hipoklorid (HOCI)

Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit(LOOH)
Azot dioksit (NO3) Peroksinitrit (ONOO")

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle dengesiz olup hizla ortamdan kaybolur.
Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon) ya da bir
baska molekiilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta radikal

olmayan yap1yi1 radikal sekle doniistiirebilirler (25).
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2.4.4.1. Siiperoksit Radikalleri (Oy)

Stiperoksit radikalleri (O;"), hiicrelerde rediikte elektron tastyicilariin otooksidasyonu ile
olugsmaktadirlar. O, olusumu; elektron tastyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki oksijen

derisimine baghdir.

Zay1f bir oksidan olan O, kendi basma 6nemli hiicre hasarina yol agmasi olagan degildir,
ancak oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyonu tetikleyebilir (27). Bu reaksiyonlarin en
onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonu olup, O, ve H,O, demir varliginda etkileserek

oldukg¢a reaktif olan HO™ radikalini olustururlar.
O, +e —» Oy
H,O,+ O —— HO + OH + Oy

Uretilen bu OH" oldukga reaktif olup DNA gibi énemli yapilarla reaksiyona girerek énemli

hasarlar olusturabilmektedirler (28).

O, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbestlestirir ve serbest haldeki demir iyonu
Haber-Weiss gibi reaksiyonlarda veya diger serbest radikal aracilikli hiicre hasarinda rol
alabilir. Superoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip olup dismutasyon ile H,O, ve
oksijen olustururlar. Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak meydana gelir ve SOD enzimi

ile katalizlenir.

0O, O, +2H L H,O,+ 0O,

2.4.4.2. Hidroksil Radikalleri (OH)

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerdeki en potent serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢cindeki su tarafindan absorblanir ve
radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonucta biri hidrojen (H'),

digeri OH" olan iki radikal meydana gelir.
H-O-H—— H + OH”

Hidrojen peroksitin (H,0,) Fe™ veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de OH radikali
meydana gelmektedir. H,O, toksisitesinin biiylik ¢ogunlugunun temelinde olusan OH™ radikali
oldugu diisiiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve

gilinlimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.
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Fe'? + H,0, » Fe™ +OH +OH

Cu" +H,0, ——— » Cu™?+OH +OH"

OH", basta lipid, protein ve niikleik asitler olmak {izere hemen hemen biitlin hiicresel
molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH™, DNA da bulunan deoksiriboz molekiiliine
etki ederek cesitli iirlinler olusturur ve bu olusan iirinlerin bazilar1 mutajeniktir. Yine OH
aromatik halkaya katilma 6zelligine sahip olduklarindan DNA ve RNA'da bulunan piirin ve
pirimidin bazlarma katilarak radikal olusumuna yol agarlar. Bdyle bir dizi reaksiyona
katilabilen OH’, DNA'min baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA'da iplik
kalmalar1 meydana getirir, ancak biiylik hasarlar hiicresel koruyucu sistemler tarafindan

onarilamayabilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri goriiliir (27,28).

OH™, DNA'nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yanisira tiol grubu igeren
biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilme 06zelligindedir. Sonugta olusan siilfiir
radikallerinin ilging kimyasal ozellikleri olup, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir
radikallerini meydana getirir. RSO, ve RSO gibi bunlarin birgogu da biyolojik molekiillerde
hasar olustururlar. OH'in sebep oldugu en iyi bilinen biyolojik hasar lipid peroksidasyonudur.
OH, 6zellikle aragidonik asit gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden -C atomunun birinden
H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu ile sonuglandigi reaksiyonlarda oldugu gibi membran

fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine hiicum eder.
-C-+OH ——— -C-+H0

Bu reaksiyon sonunda membranda kalan - C - radikali oksijen ile kombine olarak peroksil

radikalini olusturur.

Peroksil radikalleri aktif olup yakmindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine
saldirir; boylece bircok yag asidinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere doniistiiriir ve
membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi de membran fonksiyonunda bozulmaya neden
olur. Peroksil radikalleri ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi hasar

olustururlar ve membrana bagli bazi enzim ve reseptorleri inaktive ederler (29,30,31).

2.4.4.3. Hidrojen Peroksit (H,0)

Hidrojen peroksit (H,O,) eslesmemis elektronu bulunmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Siiperoksit anyonunun (O;) hidrojenle yaptig1 reaksiyona dismutasyon reaksiyonu

denir ve reaksiyon hizi asidik pH degerlerinde fazladir (30).
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Reaksiyon su sekilde ifade edilir; 20,” + 2H+ ——» H,0, + O5~

Bazi1 enzimler ile tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron eklenmesi

katalize edilerek O, veya H,O; olugmasi1 saglanir.
NADPH +20,” — 2NADP +2 O,
R - CHQOH + 02_ — R -CHO - H202

2.4.4.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklorik asit (HOCI), radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri (ROT) i¢inde
smiflandirilir. Bakterilerin fagositik hiicreler tarafindan oldiiriilmesinde rol oynar. Radikal
dretiminin fagositik hiicrelerde bakteri Oldiiriilmesinde Onemi biiyiiktiir. Aktive olan
notrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller tarafindan siiperoksit radikalleri (O;)
retilir ve 6zellikle notrofillerde miyeloperoksidaz enzimi araciligiyla 6nce O olusturulur ve
daha sonra bunun dismutasyonuyla olusan H,O, kloriir iyonuyla birlestirilerek potent bir

antibakteriyel olan HOCI meydana getirilir.
H,0, + HCI —/ HOCI + H,O
2.4.4.5. Singlet O,

Bu molekiil de yapisinda eslesmemis elektron bulundurmadigindan serbest radikal degil
fakat serbest radikal reaksiyonlarini baslattigindan serbest radikal olarak kabul edilmistir. O, ,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniiS yoniiniin tersi
yoniinde bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi O,'nin dismutasyonu ve
H>O;'nin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir. Deri ve retina gibi giin

1s1g1ma maruz kalan bolgelerde sikc¢a olustugu saptanmastir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil (ROO’), alkoksil (RO’), tiol radikalleri
(RS) veya karbon merkezli radikaller (R") meydana gelebilir. Bu radikallerin tekrar oksijenle

reaksiyonu sonucu yeni serbest radikaller ortaya ¢ikabilir (32).
2.4.4.6. Ozon (03)

Ozon, giines 1s1inlarna kars1 onemli bir stratosferik koruyucudur, ancak yeryiiziinde toksik
ve istenmeyen, oksidan bir ajandir. Bazi1 bilimsel cihazlarla, fotokopi makinelerinde kullanilan
151k kaynaklan tarafindan olusturulur ve kirli sehir havasinda bulunur. Akcigerlere zararli

olup, DNA, lipid ve proteinleri kolayca okside etme yetenegine sahiptir (33).
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2.4.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO*, NO")
(bkzNitrik Oksit)
2.4.6. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklan

Serbest radikaller organizmada normal hiicre metabolizmas1 sirasinda meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olusabildigi gibi cesitli dis kaynakli
nedenlerle de olusabilir. Hiicre organellerinin her birinde farkli miktarda radikal olusur.
Bununla birlikte stres, radyasyon ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
iretimini arttirabilirler. Mitokondrial elektron transport sistemi (METS), sitokrom P-450,
sitokrom b-5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz,
hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu, iskemi, travma ve entoksikasyon gibi
durumlar, molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin ve antibiyotik gibi
molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olusturabilirler (32,34). Serbest radikal

olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak iizere iki gruba ayrilabilir.
2.4.6.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Normal sartlar altinda metabolizmada, bircok biyokimyasal reaksiyonun cesitli
basamaklarinda serbest radikaller olusmaktadir. Bu serbest radikal yapisina sahip maddelerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in

olugmalar1 kaginilmazdir.
2.4.6.1.1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi (METS)

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilir ve tiiketilen oksijenin %
1-5 kadar1 siiperoksit ile sonlanir. METS deki radikal olusumunun nedeni NADH
dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene olan elektron kagagidir.
Fizyolojik kosullarda reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla normal kosullar altinda METS serbest radikal iiretiminin en

onemli kaynagidir (35).
2.4.6.1.2. Endoplazmik Retikulum (ER)

ER da bulunan sitokrum P-450 sistemi molekiiler oksijeni kullanarak bir¢ok substrati
oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanirken, diger atomu su olusturur. Bu

reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak isimlendirilir.
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Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en 6nemli mekanizmalari, mikrozomal
sitokrom P-450 sistemi aktivasyonudur ve bu sistemde molekiiller ya indirgenerek ya da
oksitlenerek serbest radikal olusturulur. Son durumda bir elektron eksikligi mevcuttur ve
elektrofilik bir bilesik olusur ve bu bilesik de bir niikleofil ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik
bilesigi ¢ceken en onemli molekiil sistein kalintilari {izerindeki tiyol (-SH) grubudur. -SH
grubu ise bir cok endojen makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler, vb) bulundugu i¢in reaktif

ara tirtinler bu molekiillerle kovalent baglanarak toksik etki gdsterebilirler (36).
2.4.6.1.3. Redoks Dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla olmayip,
menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi ilave bir c¢iftlenmemis elektron kazanma
egilimindeki bilesikler alternatif bir redoks siklusu olustururlar. Bu ajanlardan olusan
radikaller, tekrar ana bilesige doniismek icin oksijenle kolayca oksitlenir ve siiperoksit

radikalini meydana getirirler (37).

Olusan ksenobiyotik ve siliperoksit radikalleri hiicrei¢i ferritin depolarindan demiri
serbestlestirir ve sitozole salinan demir, Fenton reaksiyonunda katalitik rol alarak reaktif bir

serbest radikal olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin olusumunu saglar (27).
2.4.6.1.4. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarindaki prostaglandin i¢in en Onemli doymamis yag asidi kaynagi
arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimma neden olur ve arasidonik asidin
siklooksijenaz 1ile katalizlenen oksidasyonu sonucu prostaglandinler, lipooksijenaz ile
katalizlenen oksidasyonu ile de lokotrienler olusur ve bu tepkimeler sirasinda serbest

radikaller meydana gelir (38).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin ikisi de aktiviteleri icin peroksitlere
gereksinim duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi i¢inde
gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonucglanirken, lipooksijenaz lipit peroksitler
iizerinden lokotrienlerin olusumunu katalizler. Ayrica bu swrada bazi ksenobiyotiklerden

olusan reaktif ara iirlinler hedef molekiillerle etkileserek toksisite gosterirler (38).
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2.4.6.1.5. Fagositoz

Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar (Tablo 2) ve bu serbest
radikaller patojenlerle savasta 6nemlidirler. Ksenobiyotikler, radyasyon ve stres aktive olmusg

fagositlerde serbest radikal iiretimini arttirirlar.
Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan tirtinler:

Trombositler H,0,,0, ,OH"

Notrofiller H,0,,0,7, OH", HOCI1
Eozinofiller H,0,,0,7, OH", HOCI,
Makrofajlar H,0,,0,", OH", HOCIL, NO~

Doku makrofajlar1 (kupffer hiicreleri, alveolar makrofajlar), kan monositleri gibi fagositik
hiicreler ve nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler immunolojik veya 6zel bir
uyartyla uyarildiklarinda lizozomlarii disar1 vermeye baslarlar. Reaktif oksijen olusumunun
yanisira, mitokondri disindaki oksijen Ttretiminde bir patlama (solunumsal patlama;
respiratory brust) goriiliir. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlarca oldiiriiliir ve bu
oksidanlar solunumsal patlama ile saglanir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri 6ldiirmenin
yanisira myeloperoksidaz sistemi iizerine de etkilidir. H,O, ve hipoklorit kombinasyonu
myeloperoksidaz sistemine de etkiyerek giiclii bir antimikrobiyal etkinlik gostermektedir. Bu
radikaller memeli bakteri ve parazitlerine kars1 sitotoksik etkiye sahip oksidanlardir.
Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna
yol agip membrani biitiinliigiinii bozabilir ve DNA'y1 okside ederek pargalayabilir. Fagositik

kaynakl1 oksidanlar; ototoksik, immunosupresif ve mutajenik etki gosterebilirler (38).
2.4.6.1.6. Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil olmayip,
normal sartlar altinda metabolizmada az ya da c¢ok otooksidasyona ugrarlar. Kolayca
otookside olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece onemli bilesenleridirler.
Hemoglobin gibi metalloproteinler, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri bunlara

ornek olarak gosterilebilirler (39-41).

Biitiin otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive oksijen

tiirleri de tiretilerek viicudun radikal kaynaklara katki saglanmis olur.
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2.4.6.1.7. Oksidan Enzim Reaksiyonlan

Aerobik organizmalarda oksijenin katildigi bir¢cok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli
indirgenmesiyle siiperoksid anyonu olusabilir. Glikojen oksidaz, ksantin oksidaz, NADPH

oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir.

Uzerinde en ¢ok calisilan enzim olan ksantin oksidaz (XOD) aslinda ksantin dehidrogenaz
(XDH) olarak sentezlenir ve dokularda bu sekilde bulunmaktadir ve elektronlarin1 molekiiler
oksijene degil NAD'ye verir ve sliperoksit anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD siilfidril
oksidasyonu ya da sinirl proteolizis ile dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir.

XOD molekiiler oksijeni kullanarak H,O, ve O, olusturmaktadir (42).

2.4.6.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani, zehirli
gazlar, ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler bilinen en 6nemli ekzojen serbest radikal

iretim kaynaklaridir (43).
2.4.7. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri
2.4.7.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipit peroksidasyonu olarak adlandirilan lipitler
iizerindeki etkileridir (44,45). Lipit peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle reaksiyonu ile yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit anyon
radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir ve siiperoksit anyon radikali hidroksil
radikaline donlismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksitin de hidroksil radikaline
doniistiigli bilinmektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonu hidroksil radikali tarafindan

baslatilmaktadir (44).

Hidrojen atomunun uzaklasmasiyla meydana gelen serbest yag asidi radikali molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur, olusan peroksit radikali ytliksek
reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ve
yeni bir yag asidi radikali olusturur ve bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile etkileserek
RH'dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasini saglar. Bu zincir reaksiyon olusan yeni
radikallerin de etkisiyle devamli olarak artan bir hizla devam eder (44). Bu sekilde olusan lipit

peroksit bir¢cok reaksiyonda RO™ ve OH" verecek sekilde parcalanir ve bu olusan radikaller
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hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarin1 baglatacak olan R’
Radikallerini meydana getirirler ve bu sekilde olusan bir radikal siirekli olarak yeni

radikallerin olusmasina yol agar (45).

Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya c¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) 6l¢iilmesi lipid

peroksit seviyelerinin indikatdrii olarak kullanilir.

Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin 6nemli bir bileseni olup Fe, Cu gibi gecis metallerinin
varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini olustururlar. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlar lipit
peroksidasyonunu hizlandirirlar. Sonucta hiicre zarinin akiskanligini ve gegirgenligini bozarak
membran biitiinliigiiniin bozulmasina yol agarlar. Lizozomal membranlarda olusan hasar
hidrolitik enzimlerin salinmasina ve hiicre i¢i sindirime yol acar. Biriken hidroperoksitler
direkt olarak toksik etki gostermenin yanisira duyarli aminoasit kalintilarini da (sistein, histin,

methionin, lizin) okside edebilir veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri

inaktive edebilirler (38,46).

Paraoksonaz lipid peroksitlerini, kolesterol linoleatlari, hidroperoksitleri ve hidrojen
peroksitlerle olan LDL-K oksidasyonunu inhibe eder (47). HDL-K metabolizmas1 ve revers
kolesterol transportunu etkileyen en onemli faktorler HDL-K ile iliskili enzimler olan
paraoksonaz (PON) ve lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) enzimleridir. Yani PON
HDL-K’nun oksidasyonunu da énler ve HDL-K’nun revers kolesterol transport kapasitesinin

korunmasina yardime1 olur.
2.4.7.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Bu etki proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir. Protein molekiilleri lizerindeki
siilthidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu proteinlerde {i¢ ¢esit
yapisal degisiklik goriiliir; 1) Aminoasitlerin modifikasyonu, 2) Proteinlerin fragmantasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya c¢apraz baglanmalari (48).

Aromatik aminoasitler (fenilalanin, tirozin, triptofan), doymamis yapilarindan dolay1
oksidatif etkiye cok hassastirlar. Siilflirlii amino asitler (sistein ve sistin) de serbest radikal
etkisine hassas amino asitlerdendirler. Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesinde

degisiklige ve proteolize duyarli hale gelmesine neden olabilir. Radikaller, membran
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proteinleri ile reaksiyona girebilir ve enzim, norotransmitter ve reseptOr proteinlerinin

fonksiyonlarinda bozulmaya yol agabilirler (49).

Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit bagir bulunduran
proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 zarar goriir ve normal fonksiyonlarmi yerine getiremezler.
Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gdren proteinlerden olup,

ozellikle oksihemoglobin O, veya H,0, ile reaksiyona girerek methemoglobin olusturur (50).

2.4.7.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara EtKileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile hidrojen peroksid, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelirler. Bunlar diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar gibi patolojik
siireclerde dnemlidirler. Inflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gegen PML'lerden
extraselliiler stviya salman H>O, ve O, buradaki hyaliiranoik asidi parcalarlar, ayrica goziin
vitroz sivisindaki hyaliironik asitin oksidatif hasar1 da katarakt olusumuna katkida bulunur

(49).

2.4.7.4. Serbest Radikallerin DNA'ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA'ya etkileri, mutasyonlara ve hiicre oliimlerine yol agmaktadir.
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girerken hidrojen peroksit
ise membranlardan kolayca gegebildiginden hiicre c¢ekirdegindeki DNA'ya ulagarak hiicrede

disfonksiyona hatta 6liime yol acabilir. Bundan dolay1 DNA kolay etkilenen bir molekiildiir.

ROT ve RNT ile olusan DNA hasarlarinin ¢ok az bir kism1 dogal olarak olugsmaktadir (51).
Oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlari DNA hasarlarinin
olusumunda yer alan endojen reaksiyonlardir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,),
peroksinitrit (ONOQ"), dinitrojen trioksid (N,O3) ve nitrik asid (HNO;) gibi reaktif iirtinler
nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterebilirler. Farkl
ROT'leri farkli yollardan DNA hasarlarma neden olurlar (52). Ornegin O, ve H,0O, higbir
zaman bazlarla reaksiyona girmez, ancak OH, DNA'daki dort bazdan herhangi birine
baglanarak farkli reaktif iirlinlerin olusmasma yol acabilmektedir (53). Singlet oksijen ise
guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (54). Hidroksil radikali piirin bazlar1 ile C4, C5 ve
C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek sirasiyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin
radikallerini olusturur ve C4-OH- ve C5-OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside
plirin radikallerini olugtururlar. C8-OH-piirin radikallerinin bir elektronlarmin oksidasyonu ve

bir elektronlarinin rediiksiyonu ile sirasiyla 8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi-8-oxo-piiriinler)
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ve formamidopirimidinler olusur (54). Indirgeyici ajanlar formamidopirimidinlerin
olusumunu arttirrken 8-OH-pirimidinlerin olugmas1 i¢in oksijenli ortam gerekmektedir.
8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar iirlinii oldugundan oksidatif
DNA hasarlarinin 6lgiilmesinde hasar indeksi olarak kullanilmaktadir. Cogunlukla 8-

hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti seklinde dl¢iilmektedir (55).

Timinin alil radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetilurasil ve 5-furmilurasil meydana
gelmektedir. Dehidrasyon ve deaminasyon reaksiyonlarma yalnizca sitozin katilabilmekte ve
boylece sitozin; glikol dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5-hidroksi urasil (5-OH-
Ura), dehidrasyon ve deaminasyon ile de 5-hidroksisitozini (5-OH-Cyt) meydana
getirmektedir (25).

Hidroksil radikalinin DNA'daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon atomunun herhangi
birinden bir H atomunun c¢ikarilmasiyla olmaktadir (43). Seker radikalleri bir¢cok farklh
reaksiyonla olusmaktadir. Oksijensiz sistemlerde C4 ' merkezli radikaller par¢alanmaya ugrar
ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve degisiklige ugramis seker serbest kalir. Cl merkezli
radikallerin oksidasyonu ile de seker laktonu olusumu ve saglam bazin salinimi gergeklesir.
Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu olan seker grubundan H atomu alarak
seker radikallerini olustururlar ve sonucta zincir kirilmalarma neden olurken, oksijenli
ortamda karbon merkezli seker radikaline molekiiler oksijenin eklenmesi sonucu peroksil
radikalleri olusur ve seker peroksil radikallerinin en karakteristik 6zelligi de karbonkarbon
bagimi kirarak alkali bolge olusturmalaridir. C5° merkezli peroksil radikali oksil radikaline
dontistiiriilerek parcalanma ile DNA zincirinin kirilmasina, saglam bazin ve degismis sekerin
serbest kalmasina yol agmaktadir (56). DNA'daki degisiklige ugramis seker gruplari zincirden
ayrilabilir ya da fosfat baglartyla DN A'ya bagli kalabilir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlar1 sonucunda degisik modifiye baz ve sekerler,

kontrolsiiz baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DN A-protein ¢apraz baglar1 meydana gelirler.

Oksidatif DNA hasar1 denilen bu tip hasarlar sonucu yaslanma, mutasyonlar ve kanserler
ortaya ¢ikabilir (57).
2.5.ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

SOR'nin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek igin viicut "antioksidan
savunma sistemi" adi verilen bir¢ok savunma mekanizmasina sahiptir. Biitiin hiicrelerin

oksidatif strese kars1 gii¢lii savunma sistemleri vardir. Bu savunma sistemlerini serbest radikal
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tutucular ve bazi enzimler olusturmaktadir. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi

etkilidir (57).
2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonu reaksiyonunu katalizler.

0O, +0y + 2I{Jr &b H,O,+ O,

SOD, glutatyon peroksidaz (GPx) ve CAT oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi
baslica enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile O, 'nin dismutasyonu ile H,O, olusumu
hiicre i¢cin biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O, ¢ikarilmasi i¢in SOD; CAT ve GPx
enzimleri ile birlikte ¢aligmaktadir (57,58).

2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz yapisinda igerdigi hem grubundan dolayr hemoprotein olarak kabul edilmektedir
(59). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miik6z membranda yiiksek konsantrasyonda olup,
H,0; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle (tepkime 1), H,O,
olusum hizinm yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen

peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir (39).

H,O,+ AH2 —» 2H,0 + A (tepkime 1)

H,O,+ H,0, = 2H,0 + O, (tepkime 2)
2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, hidrojenperoksidlerin indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik yapida ve 4
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli enzim sistemi olan
GSH-Px ve glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) glutatyon harcayarak H,O, 'nin rediiksiyonunu
katalizlerler (57).

H,0, + 2GSH OSH-Px

— GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH "X _, GSSG + ROH + H,0

Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH'a doniistir.
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Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da molekiil agirligi 20.000
dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzim olup membran
fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirgemektedir. Membrana bagli en O6nemli
antioksidan olan vitamin E yetersizliginde, PLGSH-Px membranin peroksidasyona karsi

korunmasini saglar.

GSH-Px'in, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardwr. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu ile fagositik
hiicrelerde olusabilecek zarar1 6nler. GSH-Px eritrositlerde de oksidatif strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit artis1 ve siddetli hiicre hasan

ile sonuglanir.
2.5.1.4. Glutation-S-Transferazlar (GST)

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok Onemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahip olup, son yillara kadar katalizledikleri reaksiyonlara gore
smiflandinlmaktaydilar (aril transferaz, alkil transferaz, epoksit transferaz ve alken transferaz
gibi). Daha sonra yapilan caligmalarda bu enzimlerin s6z konusu reaksiyonlarin herhangi
birine 6zgiil olmadigy, i¢ ice gegmis substrat 6zgiilliigiine sahip oldugu gosterilerek 'glutatyon-
S-transferaz ' adi altinda toplanmistir. Gliniimiizde ise tiire bagimsiz bir siniflama yapildiginda
GSTlar geleneksel olarak ii¢ sitozolik bir de mikrozomal olmak iizere dort ana grupta

toplanirlar.

GST’lar, basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak tizere lipid
peroksidlerine karsi Selenyum-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir savunma

mekanizmasi olustururlar.

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tiim canl tiirlerinde
bulunmasi bunlarin 6nemini gostermektedir. Bu enzimlerin katalitik ve katalitik olmayan
bircok fonksiyonlar1 vardir. Hem detoksifikasyon hem de hiicre i¢i baglayict ve tasiyici rolleri
vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)'daki sisteine ait -SH grubu ile
baglayarak onlarm elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve {iriiniin daha fazla hidrofilik
hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 bu yolla organizmadan uzaklastirilabilir
veya daha ileri metabolize olurlar. Bu GST"larin mutajen, kanserojen ve diger zararlh

kimyasallarin intraselliiler detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gosterir.
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Metabolize edilemeyen lipofilik - hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglamalar1 ise bu
enzimlerin depo ve tasima roliinii gosterir. Bir¢ok pigment (bilirubin, hematin,
bromsiilfoftalein, indosiyanin green gibi), kolik asitler, steroid hormonlar, polisilik aromatik

hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tasinabilen maddelerdir.

2.5.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla siiperoksidi

detoksifiye eden bir enzimdir.
40, +4H + 4¢ — 2H,0

Bu reaksiyon, normal kosullarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu yolla
yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve enerji iiretimi saglanir. Ancak, siiperoksid
iiretimi cogu zaman bu enzimin kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidan enzimler

devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerini engellerler.
2.5.1.6. Tiyoller (SH)

Tiyol veya siilthidril terimi, SH gruplarin1 ifade etmektedir ve biyolojik tiyoller, siilfiir
metabolizmas1 trlinleridir. S-H bagmm fiziksel Ozellikleri, reaktivitesine ve kimyasal
ozelliklerini yonlendirir. Biyolojik agidan; pK, redoks potansiyeli ve serbest radikal olusturma
kapasitesi, tiyol biyokimyasinin énemli noktalaridir. Tiyoller (R-SH), H,O'dan tiireyen ¢esitli
alkoller (R-OH) ile baz1 kimyasal 6zellikleri paylasirlar ancak fiziksel olarak S-H ve O-H
baglar1 farklilik gosterirler. O-H bagi S-H bagma gore daha kisa olup, daha kuvvetlidir.
Oksijen ile karsilastirildiginda, siilfiiriin daha diisiik elektronegativitesine karsm, S-H bagmin
dissosiyasyon enerjisi ve asiditesi alkollere gore daha az olmaktadir. Tiyoller RS olarak
reaksiyona girdiklerinde, reaksiyon hizi, pH ve tiyol reaktivitesi arasindaki bu iligki
sonucunda, tiyol pK's1 reaktivite indikatorii olarak kullanilmaktadir. pK ve rekativite
arasindaki bu iliski, tiyolat iyonlarmin niikleofilik oluslar1 ve yiiksek pK'ya sahip zayif
asidlerin tiyolat anyonlarmin elektronlarini, reaksiyonu hizlandirmak i¢in kolayca
vermeleriyle aciklanabilir. Ozellikle sistein iizerindeki karboksil gruplarmin tiyol pK si

iizerine negatif etkisi vardir.

Zayif olan S-H bagmin oksidasyonu O-H bagina gore daha kolaydir. Boylece, tiyoller ve
alkoller oksidan ajanlara karsi farkli davranirlar. Karbonun oksidasyon seviyesinin arttigi

alkol oksidasyonuna karsi, tiyol oksidasyonu siilfiiriin oksidasyonu iizerinden olmaktadir.
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Tiyoller once disulfidlere (RSSR) oksitlenir, daha kuvvetli oksidasyon durumlarinda ise
siilfenik (RSOH), siilfinik (RSOOH) ve siilfonik (RSOOOH) aside oksitlenirler. Biyolojik
sistemlerde tiyol-disiilfid redoksu 6nem arzeder. Biyolojik amino tiyollerin ve disiilfidlerin
redoks potansiyelleri benzerdir. Tam olmayan bir reaksiyonda, tiyol-disiilfid degisimi

potansiyeli-0.2--0.4voltkadardir(60).
2RS—> 2RSSR +2¢”

Tiyoller, flavoproteinler, sitokromlar, askorbat, reaktif oksijen tiirleri, amino asitler gibi
hiicreici molekiillerle reaksiyon sonucu disiilfidlere oksitlenirken, amino tiyollerin
otooksidasyonu ise bir metal katalizore ihtiya¢c duymakta ve kararsiz tiyol radikallerini (RS")
meydana getirmektedir. RS, soliisyonda serbest olan veya metaller ile kompleks yapan bir

elektron kaybetmistir (60).

Normal sartlarda, alkil ve aril halidlerle olan reaksiyonda, halidlerin yerini alarak siilfidleri
olusturur (RSR). Tiyollerin alkilasyonu, alkenlerin (-C=C) eklenmesi sonucunda da meydana
gelmektedir. Biyolojik olarak bu reaksiyonun karsiligi; RS-"nin alfa beta doymamis karbonil
gruplarma (-C=C-C=0) beta pozisyonunda niikleofilik eklenmesi reaksiyonudur. Tiyoller ile
vit K ve norepinefrin arasindaki reaksiyon bu reaksiyona ornektir. Tiyollerin izole karbon-
karbon ¢ift bagma eklenmesi, serbest radikal mekanizmasi agisindan fazla 6nemli degildir.
Tiyoller siyanatlardaki cift bag (C=N) ile de reaksiyona girerek tiyokarbonatlar1 (NH,-CO-
SR) olusturabilirler (60).

Biyolojik amino tiyollerin karbonil (-C=O) gruplar1 ile olan reaksiyonlar1 sonucu olusan
iirtinler, alkollerle olan reaksiyon sonucu olusan iiriinlerden farklilik géstermektedir. Tiyoller
karbonil gruplar1 ile etkileserek tiyazolidinleri olustururlar. Serbest amino grubu, siilfidril
grubundan ne kadar uzaklasirsa, kararl halka tiirevlerinin olusumu o kadar zorlasir. Glutatyon
ornegi distiniiliirse karbonil gruplarinin eklenmesi ile hemimerkaptal meydana gelmektedir.
Baz1 piridoksal fosfata bagimli enzimlerin inhibisyonu biyokimyasal olarak tiyazolidin
olusumu ile koreledir. Diger taraftan izomerizasyon, dehidrojenasyon ve hidrasyon
reaksiyonlarinda, glutatyonun kofaktér rolii, hemimerkaptal olusturma mekanizmasina

baghdir (60,61).

Alifatik amino tiyoller, nitrojen dioksid (NO;), dinitrojen trioksid (N,Os3) ve dinitrojen
tetraoksid (N,O4) gibi nitrojen oksidlerle (NOy) olan reaksiyonlarinda degisiklik gosterirler.
Ayn1 oOzellik, tiyollerin hem proteinleri gibi metal-nitrozil kompleksleri (M-NO) ile
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gerceklestirdigi reaksiyonlar i¢in de sozkonusudur. Bu NOy bilesiklerinin  kimyasi,
elektrondan zengin bazlarin eklenmesi ve ¢ikarilmasi reaksiyonlar1 ile karakterizedir. Bu
bilesikler NO™'yu niikleofilik substatlara transfer ederler. Sonugta S-nitrozotiyol (RS-NO)
veya tiyonitrit olusur. Bu bilesikler guanilat siklazi aktive ederek endotel kaynakli gevsetici
faktor (EDRF) metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. EDRF'nin vazodilator ve antiplatelet
fonksiyonlarmi rediikte tiyollerle gerceklestirmesi bu goriisii dogrulamaktir. Tiyonitrit

dekompozisyonu, diger metal veya tiyol iceren enzim aktivitelerini de etkileyebilir (62).

Metal igeren enzimlerin aktiviteleri ya NO-metal baglanmas1 veya S-metal baglanmasi ile
metal iyonlarinin asit-kararl selatdor komplekslerini olusturmalar1 ile degisebilir. Tiyol iceren
enzim aktiviteleri ise, RS-NO nun proteinlerin aktif veya allosterik tiyol bolgeleri ile
transnitrozilasyon reaksiyonuna katilarak NO' transferi yapmasi ile olusur. Gercekte bu
sekilde RS-NO dekompozisyonunun heterolitik yolla, NO'nun homolitik salinimindan daha

iistiin olmakta ve birgok metabolik aktivitede rol almaktadir (62).

Tiyol gruplan tokoferil radikalleriyle reaksiyona girerek tokoferolii tekrar meydana
getirirler ve tokoferoller de, thiyl radikalleriyle birleserek tiyolleri olustururlar. Hiicre iginde
diisiik molekiil agirlikli en 6nemli tiyol GSH'dir. Dihidrolipoat gibi lipid ¢oziinen, giiglii
rediiktan non-GSH tiyollerde mikrozomal peroksidasyonu inhibe eder ve tokoferolii korurlar

ancak tripsinizasyon veya 1sitilma sonrasinda kaybolmazlar (60-62).

GSH, fosfolipid hidroperoksitleri indirgeyen membran bagimli GSH-Px lizerinden etki
eder ve eksikliginde hidroperoksitler hizli ve geri doniissiiz zincir reaksiyonlar1 ile hizla
birikirler. Tokoferol daha fazla zincir reaksiyonlarinin olugmasini engelleyerek hidroperoksil
olusturur ve peroksidazin azalmasinin Oniine geger ve tokoferoliin sisteinil veya diger
radikaller tarafindan kullanilmasi halinde lipidlerin otokatalitik peroksidasyonuna karsi
koruma potansiyeli azalir. Protein tiyol gruplannin oksidasyonu, mikrozomlarda tokoferol

kaybia paralel olarak meydana gelir (60).

Hiicrede bir¢ok biyolojik, farmakolojik ve toksik reaksiyon, sinyal iletimi ile iligkili olan
tiyol-redoks degisiklikleri araciligiyla gerceklesmektedir. N-asetil sistein, penisilamin,
merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve kaptopril gibi gelistirilen bazi1 farmakolojik reaktif
ajanlarin baz1 spesifik Ozellikleri goézlenmistir. Bazi siilfiir iceren ajanlar, antioksidan
ozellikleri tedavide tercih nedenidir. Tiyoller, doku hasarim1 Onlemek icin proteinaz
inhibitorlerinin oksidasyonunun baskilanmasinda kullanilmaktadir ve okside olduklarinda

stilfidril gruplar1 kalsiyum salinimina neden olurlar (61).
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2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.5.2.1. Askorbik Asit

Askorbik asit, suda c¢oziinme Ozelligi gosteren bir vitamin olmasma karsin lipit
peroksidasyonunu baglatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.
Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasmi engeller. E vitaminin
rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar ve
boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde engeller. Ayrica fagositoz
icin de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi artirdigi saptanmis; oksidatif patlama
sirasinda ¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekiillerin antibakterisidal etkisini hiicre i¢i

konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan, zarar verici etkilerini 6nledigi gézlemlenmistir.

Askorbik asit, antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri demiri
ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit radikalinin
iretimine neden olur ve bu etkisi sebebiyle askorbik asit ayni1 zamanda pro-oksidan olarak
kabul edilmektedir; fakat bu etkisi sadece diisikk konsantrasyonlarda olup, yiiksek

konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidandir (63).
2.5.2.2. B-Karoten (Vitamin A 6n maddesi)

B-karoten yagda coziinen bir antioksidan olarak serbest radikalleri biyolojik hedeflerle
reaksiyona girmeden direkt olarak onlar1 yakalayabilir. Aym1 zamanda zincir kiran bir

antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikallerin olusumunu engeller (64).
2.5.2.3. Vitamin E (a-Tokoferol)

a-Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kirict bir antioksidan olup en 6nemli gorevi oksijen
serbest radikallerine karsi membran lipidlerindeki yag asitlerini korumaktir. Mitokondrsi,
endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin a-tokoferole affinitesi c¢ok
yiiksektir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni peroksidasyona ugramis bir doymamis yag
asidindeki serbest peroksit radikaline aktararak serbest radikal zincir reaksiyonlar1 kirilmasini

saglarlar (37).

ROO™ + Toc-OH — ROOH + Toc-O

ROO™ + TocO — ROOH + Serbest olmayan radikal
(Toc-OH = TOKOFEROL)
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Olusan serbest o-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikaliyle
reaksiyona girer. Boylece a-tokoferol kolay geri doniislii oksidasyona ugramaz. Kroman
halkas1 ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal {iriiniine okside olur ve bu {iriin ikinci
konumundaki hidroksil grubu tizerinden glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra ile
atilir (65).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda fazla oldugundan en
yiiksek oksijene maruz kalan lipit yapilarinda Orne§in eritrosit ve solunum sistemi

membranlarinda etkileri belirgindir (66).
2.5.2.4. Polifenoller

Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir, cilinkii bu
bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir, bu nedenle diger radikallere

gore etkin degillerdir.
2.5.2.5. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonlarma

katilimini durdurarak veya yavaglatarak etkili olurlar.
2.5.2.6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin dnemli bir kismini akut faz proteini olan seruloplazmin

e oksitler.

kaynaklidir. Seruloplazmin oksijen radikal ara iiriinleri salinmaksizin Fe™'yi Fe
Seruloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe eder. Daha az Gnemli

olmakla birlikte siiperoksit radikali ile de reaksiyona girer.
2.5.2.7. Albiimin

Albiimin bakir1 kuvvetli sekilde baglarken, demiri zayif olarak baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Albumine baglh bakir, Fenton reaksiyonuna katilabilir fakat
albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenerek radikalin
serbestlemesine izin vermez. Ayni1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan HOCI't

hizl1 bir sekilde temizler.
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2.5.2.8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi olan 6nemli bir antioksidandir. Ayrica

lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gorevi vardir.
2.5.2.9. Bilirubin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagl olarak tasinan bir safra pigmenti

olup yag asitlerini peroksidasyona karsi1 korur.

Plazmada antioksidanlar birbiri ile etkilesim i¢inde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarmna yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki yaparak total antioksidan kapasiteyi olusturur. Bu
sinerjizme Ornek glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoliin yeniden aktiflesmesini
saglamas1 gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse
edilebilmektedir. Total antioksidan kapasitenin (TAK) ve Total oksidatif stres (TOS) 6l¢timii,
oksidanlarin ve antioksidanlarin tek tek Olgiimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu
ylizden kanin antioksidan durumunu saptamada toplam antioksidan degerini veren toplam

antioksidan kapasite 6l¢iimii giderek yayginlagsmaktadir (67,68,69).
2.6. MALONDIALDEHIT

En Onemli {i¢ serbest oksijen radikali; siiperoksit (O;’), hidrojen peroksit (H,O,), ve
hidroksil iyonlariddir (OH’). Serbest oksijen radikalleri araciligiyla olusan lipid
peroksidasyonu, hiicre membran hasarinin 6nemli bir nedenidir, membran gegirgenligini
etkileyerek hiicre iginde asir1 Ca™ birikimine yol agar (70). Hiicre membrani disfonksiyonu
da, hiicre sismesi ve hiicre Olimii ile sonuclanir. Malondialdehit (MDA), lipid
peroksidasyonunda bir son lriindiir ve oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilir (71-

73).
2.7. NITRIK OKSIT

Nitrik Oksit (NO), Lipofilik 6zellikte ve oksijensiz ortamda oldukg¢a kararhdir. Diistik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi kararliligmi koruyabilen NO,
biyoaktif memeli hiicresinin bilinen en diisiik molekiil agirhikli triinidiir (74-76). Diger
radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik olmayip, hatta fizyolojik olarak ¢cok dnemli
fonksiyonlan vardir (74). NO’; bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron

vererek birlesmesinden olustugundan radikal tanimina uyar (77). Vaskiiler endotel
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hiicrelerinde, bircok izoformu tanimlanmis olan, Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi
aracilifiyla L-arjininden sentezlenir. NO'in yar1 émrii 10-20 saniye gibi ¢ok kisa bir
zamandir. Kolayca diiz kas hiicresine girerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin "hem" demirine
baglanir ve ¢cGMP sentezini uyararak vazodilatasyonu saglar. NO, ayni zamanda tiyol
gruplarmi S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarini da etkiler. Fe-S
kiimelerine afinite gosterdigi i¢in bu gruplari iceren ve hiicre i¢i demir trafigini kontrol eden
akonitaz enzimine de baglanir ve bu enzime mRNA baglanmasii artirarak enzimin

aktivitesini inhibe eder.
NO', molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksit (NO,) olusturarak metabolize olur:
2NO + 0O, —» 2 NO;

NO' in reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan
peroksinitriti (ONOOH) olusturdugu ve bunun da iler1 dekompozisyonla OH radikalinin

olusumunu sagladig1 belirtilmektedir:
NO + 0O, —» ONOO™
ONOO™ + H+ —— ONOOH
ONOOH — NO,+ OH”

Olusan OH™ ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin gibi
fenolik aminoasitleri nitrolayarak toksik nitro tiirevlerini (nitrotirozin) meydana getirmektedir.
Sonugta NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve bununla iligkili olan DM, hipertansiyon,

ateroskleroz gibi bazi1 6nemli hastaliklarda etkili olabilmektedir.
2.8. PARAOKSONAZ

Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olan paraoksonaz (PON), hem
arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip bir enzimdir(87). Paraoksonaz gen ailesi,
insanlarda 7q 21.3-22.1 kromozomunun uzun kolunda, birbiriyle baglantili PON1, PON2 ve
PON3 seklinde ii¢ iiyeden olugmaktadir. PON1, hidrolize ettigi organofosfat substratlarina
geri doniisiimlii olarak baglanir. PON1, dolasima giren organofosfatlarin nérotoksisitesinden
sinir sistemini koruyucu bir ajandir (78). /n vitro ¢alismalar, PON1 ve PON3’iin LDL’nin
lipid oksidasyonunu inhibe ettigini, boylece aterosklerozu baglatan ve ilerleten okside lipid

seviyelerini azalttigini1 gostermistir (79). PON’lar igin bildirilen fizyolojik roller arasinda;
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platelet-aktive edici faktor hidrolizi(80), lipid oksidasyonu (81), aterosklerotik vaskiiler
hastalik icin risk faktorii olarak bilinen homosistein tiyolakton hidroliz ve inaktivasyonu (82)
yer almaktadiwr. PONI1, makrofaj kolesterol biyosentezini inhibe eder ve makrofajlara
kolesterol akismni stimiile eder (83-84). PON1 aym1 zamanda kolesterol esterlerinin
peroksitlerini metabolize eder(85). PON’larin antiaterosklerotik aktivitesi HDL partikiilleri
iizerindeki lokalizasyonlar: ile yakindan iligkili olup; kolesterol (aterosklerotik lezyonlarda
koptk hiicrelerinden) akisina aracilik eder ve LDL’nin lipid oksidasyonunda sinirlama roliine
sahiptir. PON1, HDL’nin glikasyon ve homosisteinilasyon yatkilhiginda modiilatér etkiye
sahiptir (86). PONI1’in LDL oksidasyonunun engellemesinde, Lesitin Kolesterol
Aciltransferaz (LCAT) ve Apo Al iizerinden etkili oldugu deneysel olarak kanitlanmistir(87).

2.9. TUMOR NEKROZIS FAKTOR - alfa (TNF-a)

Solid tiimérlerde tanimlanmus sitolitik bir peptittir( 88). Ik kez 1893°de Newyork’lu cerrah
William Coley tarafindan, erizipelden alman inokulasyon materyali icinde, malign tiimdrlerin
nekrozuna yol acan bir toksin tanimlanmistir (89) ve 1975°de Carwell ve arkadaslar
tarafindan ilk kez “Timor Nekrozis Faktor” terimi kullanilmistir (90). TNF-a , 233
aminoasitli bir prohormondan bir seri proteolitik reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan, 157
aminoasitli bir polipeptiddir (91). Bu sitokin, bir¢ok degisik hiicrede mevcut olan 6zgiil bir
reseptorle etkilesime girer (92,93,94) ve bu reseptorlerin sadece %35’ ini tutarak bir biyolojik
yanit olusturabilir( 94). Parazitemi, serebral malarya, transplantasyonda doku reddi, septik sok
gibi bir¢cok inflamatuar reaksiyonda gozlenen hasardan TNF-o’nin asir1 yapimi sorumlu
tutulmaktadir(88). Degisik etkilerinden c¢ogunu, hiicresel etkilesimlerle (parakrin etki)
olusturur( 95). Bir¢ok hiicreden salimmakla birlikte asil kaynagi, aktive olmus mononiikleer
fagositlerdir. Lokal olarak notrofil aktivitesini ve noétrofillerin endotele adherensini arttirir.

Patojenlerin hizli eliminasyonunu indiikler (88).

TNF-q, inflamasyonun erken sitokin yanitlarindandir (116). Inflamasyonun baslamasima
neden olan herhangi bir uyaridan sonraki dakikalar i¢ginde TNF-a salinim1 baslar, 1 saatte pik
yapar ve 3-4 saat sonra salinim durur (2). TNF-a diizeylerindeki kisa siireli yiikselme, ardigik
sekonder reaksiyonlara yol agar ve bunlarin etkileri, TNF-a serumdan kaybolduktan uzun siire
sonra da devam eder. Bu sekonder etkilerin ¢cogu, muhtemelen TNF-a ile sinerjistik etkisi

olan diger sitokinlerin salinimma baglidir (96,97,98,99).

Inflamatuar siirecin medyatérleri iizerine yapilan arastirmalar sonucunda sitokinlerin

sayilar1 giderek artmaktadir. Ancak bu kadar cok sayidaki sitokinden hangilerinin klinik
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olarak anlam tasidigi tam olarak aydnlatilamamistir (100). Bu konudaki istisnalardan birisi

TNF-o’dir. TNF-a hakkinda edinilen bilgiler temelinde bazi noktalar kesinlesmistir:

1- Kritik enfektif hastaliklarin baslangicinda kan dolasiminda saptanabilir. Dolasimda
TNF-a’nin belirmesi kisa stireli olup semptomlarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte seviyesi hizla
diismektedir. Degisik etyolojiye sahip enfektif hastaliklarin prodrom doneminde ve hastaligin
baslangicinda dolagimdaki TNF-o kanitlanmistir. Bazi se¢ilmis enfeksiyonlarda TNF-a
konsantrasyonlar1 hastaligin prognozu hakkinda dikkat cekici bir dogrulukla onceden bilgi
vermektedir (101,102).

2- TNF-a uygulanmasi, bakteriyel invazyonu takiben olusanlardan ayirt edilemeyecek
degisiklikler baglatir. Memelilerde rekombinant TNF-a verilmesi dolasim kollapsi, bobrek
yetmezligi ve dissemine intravaskiiler koagulasyona bagli 6liime neden olur. Otopsi bulgulari
ciddi gram-negatif septisemi sonrasi gdzlenenlerin aynisidir (103). Kopeklerde subletal
dozlarda TNF-a infilizyonu, sepsiste goriilen karakteristik hormonal ve metabolik bozukluklar1

baslatmistir (104).

3- TNF-a, letal sistemik inflamasyonda ortaya ¢ikan ilk medyatdrdiir. Olmekte olan
konagm dolasiminda birgok medyatdr bulunmakla birlikte, deneysel ve klinik arastirmalarda
kan akiminda ilk saptanan medyatdriin TNF-a oldugu gdsterilmistir.in vitro olarak TNF-o’nin
diger medyator ve yolaklarin cogunu uyardigi bilindigi i¢in, letal sistemik inflamasyonda ilk

sinyal olduguna iliskin olduk¢a giiclenen bir goriis mevcuttur.
4- TNF-o’nin notralizasyonu, sistemik inflamasyonu takip eden 6liimden korur ( 105,106)

TNF-a’nin septik siirecin en Onemli medyatdrlerinden biri olduguna inanilmaktadir.
Inflamasyonda konagin cevabimi diizenleyen ilk sitokin oldugu hipotezini destekleyen birgok
bulgu vardir (107): Ilk olarak, septik soktaki hayvanlarin serumlarinda saptanmistir. Ikinci
bulgu, genetik bir defektten dolayr TNF-a {iretemeyen hayvanlarin letal endotoksin
uygulamalarina direncli olmasi ya da hasta hayvanlardan farmakolojik yontemlerle TNF-a
¢ikarilmasmm sagkalimda belirgin diizelmeye neden olmasidir. Ugiinciisii ise, saglikli
hayvanlara TNF-a verilmesi ile sepsise benzer klinik tablo goriilmesidir (116). Ornegin ratlara
yiiksek konsantrasyonda TNF-a inflizyonu laktik asidoz, hipotansiyon ve 6liime yol agmustir.
Bu hayvanlarin postmortem incelemesinde adrenal nekroz, pulmoner konjesyon, ¢ekum
nekrozu, intestinal iskemi, pankreatik infarkt, pulmoner inflamasyon ve aniiri saptanmistir

(100-112).
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TNF-a’nin letal sistemik inflamasyonun patogenezinde 6nemli rolii oldugunu diisiindiiren
bu deneysel bulgular, daha sonra serum TNF-a diizeyleri ile hastaligin ciddiyeti ve septik
soka bagli mortalite arasinda korelasyon oldugunu gdsteren bir¢ok klinik ¢alismayla
dogrulanmistir (113,114,115). Calandra ve arkadaslari, septik sokta hayatta kalanlarda TNF-a
diizeylerinde progresif bir diisme oldugunu, kaybedilen hastalarda ise ilk tan1 ve tedavi

stiresince TNF-a diizeylerinin yliksek kaldigini bildirmislerdir ( 114).

TNF-o’nin sistemik inflamasyon ve bunun sonucunda gelisen septik sok ve multiorgan
yetmezligi olusum mekanizmalarindaki 6nemli rolii anlasildigindan beri, tedavide TNF-a ve
diger inflamatuar medyatorler {izerine etkili olacak, bunlarin olusum ya da etkilerini
baskilayacak modaliteler iizerinde durulmaya baslanmistir. Konagin bu yikici yanitini
diizenlemeye yonelik cabalar, yeni tedavilerin gelisimine yol agmistir. Bu tedavi yontemleri,
direk endotoksini nétralize etmek, hiicrelerden sitokin salinimini inhibe etmek, asir1 sitokin
salinimmin sonuglarindan korunmak i¢in endojen medyatorlerin etkilerini direk bloke etme

amacimni giiden tedavilerdir (19).
2.10. ETANERCEPT
2.10.1. Farmakolojik Ozellikleri

Etanercept, rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmis, insan tiimor nekrotize edici faktor
reseptor p75 (TNFR2/p75) ve insan IgGl-Fc proteininin birlestirilmesi ile elde edilen bir

insan timor nekrotize edici faktor reseptor p75 -Fc flizyon proteinidir.

Timor nekrotize edici faktor (TNF), romatoid artrite bagli inflamasyonda dominant sitokin
islevini goriir. Psoriatik artritli hastalarin sinovyalarimda ve psoriatik plaklarinda da TNF
miktarlar ylikselir. Ankilozan spondilitli hastalarin sinovyal dokularinda ve serumlarinda da
TNF miktarlar1 yiikselir. Psoriazis plaklarinda, psoriatik lezyon goriilmeyen derideki
seviyelerle kiyaslandiginda T-hiicreleri de dahil inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu, psoriatik

lezyonlarda TNF seviyelerinin yilikselmesine sebep olur.

Etanercept, TNF'in kompetitif inhibitorii olarak hiicre yiizeyi reseptdrlerine baglanmasini

engeller ve biyolojik aktivitesini Onler.

Romatoid artritte ve ankilozan spondilitte eklem patolojisi ve psoOriazis vulgaris'te deri
patolojisi, biiyiik oranda TNF tarafindan kontrol edilen pro-inflamatuar molekiiller

araciligiyla diizenlenir. Etanercept etkisini, TNFmnin hiicre yiizeyindeki TNFR'lere
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baglanmasini kompetitif olarak inhibe ederek, biyolojik aktivitelerini yok edip, TNF'e bagh
gelisen hiicresel yanitlarini onleyerek gostermektedir. Ayrica etanercept, TNF'nin diizenledigi
veya diger molekiillerin (6rnegin, sitokinler, adhezyon molekiilleri veya proteinazlar) kontrol

ettigi biyolojik yanitlar1 da degistirebilmektedir.

Etanercept, subkutan (s.c) enjeksiyonundan sonra yavas absorbe olur, tek dozda 48 saat
icinde maksimum konsantrasyona ulasir. Mutlak biyoyararlanimi %76 dir. Haftada iki defa

alinan dozda beklenen sabit konsantrasyonlar1 tek doz aliminda gozlenenden iki kat fazla olur.

Etanercept viicuttan yavas yavas itrah edilir. Yarilanma Omrii, yaklasik 80 saattir.
Karaciger ve bobrek yetersizliklerinde 6zel bir doz ayar1 yapilmasina gerek yoktur.
Farmakokinetik agidan kadin ve erkek arasinda bir fark yoktur. Yasl hastalarda, Etanercept'in
klirens ve serum konsantrasyonlar1 agisindan 65-87 yas grubu ile 65 yasin altindaki hastalar
arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Etanercept 4 yasindan kiigiik ¢ocuklarda

calisilmamustir.
2.10.2. Endikasyonlar

Etanercept, yetiskinlerde metotreksat dahil (kontrendike degil ise), hastalig1 modifiye edici
antiromatizmal ilaglara yeterli cevap alinamayan durumlarda tek basma veya metotreksat ile
birlikte aktif romatoid artrit kontroliinde kullanilir. Etanercept, 6nceden metotreksat ile tedavi

edilmemis yetiskinlerde ciddi, aktif ve ilerleyen romatoid artrit kontroliinde kullanilir.

Etanercept ayrica, metotreksata yeterli cevap alinamayan veya metotreksati tolere
edemeyen 4-17 yas arast ¢ocuklarda aktif poliartikiiler tip juvenil kronik artrit tedavisinde

endikedir.

Etanercept, yetiskinlerde hastaligi modifiye edici antiromatizmal ilaclara yeterli cevap

almamayan durumlarda aktif ve ilerleyen psoriatik artrit tedavisi i¢cin kullanilir.

Etanercept, eriskinlerde konvansiyel tedaviye yeterli cevap almamayan agmr aktif

ankilozan spondilitin tedavisinde endikedir.

Etanercept, yetiskinlerde siklosporin, metotreksat veya PUVA gibi sistemik tedaviler ile
cevap alinamayan, bu ilaclarin kontrendike oldugu, veya bu tedavileri tolere edemeyen

hastalarda, orta siddette veya siddetli psoriazis vulgaris tedavisinde kullanilir.
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2.10.3. Kontrendikasyonlar

[lacin etken maddesine veya i¢indeki diger maddelere asir1 hassasiyet ile sepsis veya sepsis
riskinin bulundugu durumlarda kullanilmamalidir. Aktif tiiberkiiloz, kronik veya lokalize
enfeksiyonlar dahil olmak {izere aktif enfeksiyonu bulunan hastalarda Etanercept tedavisine

baslanmamalidir.
2.10.4. Uyanlar/Onlemler

Enfeksiyonlar: Etanercept kullanimi ile 6liim dahil, ciddi enfeksiyon olaylar1 ve sepsis
rapor edilmistir. Etanercept dahil TNF antagonistleriyle tedavi edilen hastalarda ender olarak
tiiberkiiloz gozlenmistir. Etanercept ile tedavi goren hastalar, yeni bir enfeksiyon ortaya
¢tkmas1 durumunda yakindan takip edilmelidir. Hastada ciddi diizeyde enfeksiyon veya sepsis
gozlenirse etanercept uygulamasi derhal durdurulmalidir. Kronik veya lokalize enfeksiyonlar
dahil aktif enfeksiyonu olan hastalarda etanercept tedavisi uygulanmamalidir. Sik sik
tekrarlayan veya kronik enfeksiyon Oykiisii olan hastalar ile, diyabet gibi hastanin
enfeksiyonlara direncini azaltan durumlarda etanercept kullanimi diisiiniiliiyorsa azami dikkat

gostermelidir.

Allerjik reaksiyonlar: Etanercept kullanimi ile ilgili allerjik reaksiyonlar rapor edilmistir.
Ciddi allerjik veya anafilaktik reaksiyonlar goriilmesi durumunda etanercept kullanimina

derhal son verilmelidir.

Immiinosupresyon: TNF'nin inflamasyona aracilik etmesi ve hiicresel bagisiklik sistemini
diizenlemesi nedeniyle, etanercept dahil anti-TNF tedavileri, viicudun enfeksiyonlara ve
kanser gelismesine karsi savunmalarmi etkileyebilir. Pazarlama sonrasi donemde degisik
viicut bolgelerinde kanser gelisimi bildirimleri olmustur (Bkz.Yan Etkiler/Advers Etkiler).
Etanercept tedavisinin kanser gelisimi ile, aktif ve/veya kronik enfeksiyonlar lizerindeki

etkileri heniiz bilinmemektedir.

TNF antagonistleri ile yapilan klinik caligsmalarin kontrollii boliimlerinde, TNF antagonisti
alan hastalar arasinda, kontrol hastalari ile karsilastirildiginda, lenfoma sikliginda artis
gozlenmistir. Ancak, lenfoma olusumu ender olarak goriilmiistiir ve plasebo hastalarmin takip
periyodu TNF antagonisti tedavisi uygulanan hastalarinkinden kisadir. Ayrica, uzun siireli,

yiiksek aktiviteli, inflamatuar hastali§i olan romatoid artrit hastalarinda lenfoma riskinin
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artmasi risk tahminini zorlastirmaktadir. Giincel bilgiye gore TNF antagonisti ile tedavi goren

hastalarda lenfoma veya diger malinite olusumu muhtemel riski g6z ardi edilemez.

Hematolojik Reaksiyonlar: Etanercept kullanan hastalarda, bazilari 6liim ile sonuglanan

nadir olarak pansitopeni ve ¢ok nadir olarak aplastik anemi rapor edilmistir.

Geg¢miginde kan diskrazisi bulgular1 olup etanercept tedavisi gormekte olan hastalara
dikkat edilmelidir. Etanercept kullanmakta olan tiim hastalar kan diskrazisi veya
enfeksiyonlarin (stirekli ates, bogaz agrisi, cliriik, kanama, solukluk) muhtemel belirti ve
semptomlarinin gelisimine kars1 uyarilmali ve derhal medikal yardim istenmelidir. Bu tip
hastalar acil olarak tiim kan sayimlari dahil incelenmeli; eger kan diskrazisi tespit edilir ise

etanercept kullanimi durdurulmalidir.

Otoantikor olusumlari: Etanercept ile tedavi, otoimmun antikorlarin olugsmasma neden

olabilir.

Asilar: Etanercept kullanan psoriatik artrit hastalarmin ¢ogunlugu, polisakkarid pnomokok
asilarina etkili B-hiicre bagisiklik yanit1 verebilmektedir, fakat toplam antikor titreleri oldukca
disiiktiir ve Etanercept kullanmayan hastalar ile kiyaslandiginda az sayida hastada antikor
diizeyinde iki kat artig goriilmiistiir. Bu durumun klinik a¢idan 6nemi bilinmemektedir. Canli
asilar, etanercept ile birlikte verilmemelidir. Etanercept tedavisine baglamadan 6nce, miimkiin
oldugu oranda pediatrik hastalarmn gecerli lokal bagisiklama takvimine uygun olarak tiim

asilarin tamamlanmas1 onerilmektedir.

Santral Sinir Sistemi (SSS) Hastaliklar1: Miiltipl skleroz hastalarinda etanercept tedavisini
degerlendiren klinik calismalar yapilmamasmma ragmen, bu hastalarda diger TNF
antagonistleri ile yapilan klinik caligmalar hastaligin aktivitesinde artis gostermistir.
Etanercept ile tedavi goren hastalarda nadir olarak SSS'nde demyelinizan hastaliklar rapor
edilmistir; etanercept ile bu vakalar arasmndaki iliski heniiz aciklanmis degildir. Onceden
varolan veya yeni ortaya ¢ikmis demyelinizan SSS hastali§1 bulunan veya bu tiir riskleri olan
hastalara etanercept tedavisi Onerilirken norolojik inceleme dahil risk/yarar degerlendirimi

dikkatli bir sekilde yapilmalidir.

Kardiyak Hastaliklar: Etanercept kullanan, tanimlanmamais presipitasyon faktorleri bulunan
ya da bulunmayan hastalarda, konjestif kalp yetmezliginin kotiilestigine dair raporlar

bildirilmistir. Konjestif kalp yetmezliginde etanercept kullanimmin degerlendirildigi iki
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biiylik klinik calismadan birinin verileri, etanercept grubundaki hastalarda konjestif kalp
yetmezliginin kotiilesmesine dogru bir egilim oldugu ihtimalini diigiindiirmtistiir. Hekimler,

konjestif kalp yetmezligi bulunan hastalarda etanercept'i kullanirken dikkatli olmalidirlar.

Enfeksiyonlar: Hastalar, etanercept'in ortalama eliminasyon yar1 dmriiniin 80 saat oldugu
da dikkate alinarak (28 saatlik standart sapma; 7 ila 300 saat arasinda) Etanercept ile

tedaviden Once, tedavi sirasinda ve sonrasinda enfeksiyonlar agisindan degerlendirilmelidir

Tiiberkiiloz: Etanercept ile tedaviye baslamadan 6nce TB ag¢isindan yiiksek risk altindaki
her hasta aktif ya da latent enfeksiyon agisindan degerlendirilmelidir. Latent TB
enfeksiyonunun profilaksisi Etanercept ile tedaviden once baglatilmalidir. Uygun lokal
kilavuzlar dikkate alinmalidir. RA bulunan hastalar yiiksek bir TB enfeksiyonu oranma sahip

gibi goriinmektedirler. Etanercept tedavisinin bu riski arttirip arttirmadig: bilinmemektedir.

Hepatit B viriisii reaktivasyonu: Etanercept de dahil olmak iizere anti-TNF ajanlar alan
kronik virlis tastyicis1 hastalarda hepatit B viriisiiniin (HBV) yeniden aktive oldugu
bildirilmistir. Bu bildirimlerin ¢ogu, eszamanl olarak immiin sistemi baskilayan ve HBV
reaktivasyonuna neden oldugu bilinen baska ilaclar1 kullanmakta olan hastalarda ortaya
cikmistir. HBV enfeksiyonu riski altinda olan hastalar, anti-TNF tedavisine baglamadan 6nce

HBYV enfeksiyonu kanit1 agisindan degerlendirilmelidir.

Etanercept ile nedensel bir iliski ortaya konmamis olsa da, HBV tasiyicis1 oldugu
saptanmis hastalarda etanercept uygulamasi sirasinda dikkatli olunmalidir. Eger HBV
tastyicilarinda etanercept kullanilirsa, hastalar aktif HBV enfeksiyonunun belirti ve

semptomlar1 agisindan takip edilmelidir.

Hepatit C'nin kotiilesmesi: Etanercept ile nedensel bir iliski ortaya konmamis olsa da,

etanercept alan hastalarda hepatit C kotiilesmesi bildirimleri yapilmastir.
2.10.5. Yan Etkiler

Enjeksiyon bolgesinde reaksiyon
Enfeksiyonlar

Kanser Geligimi

Otoantikor Olusumu

Diger istenmeyen etkiler:

Kan ve lenfatik sistem hastaliklar1

40



Sik olmayan: Trombositopeni

Nadir: Anemi, 16kopeni, nétropeni, pansitopeni

Cok nadir: Aplastik anemi
Bagisiklik sistem hastaliklari

Sik: Alerjik reaksiyonlar, otoantikor olusumu

Nadir: Ciddi alerjik/anafilaktik reaksiyonlar (anjiyoddem, bronkospazm dahil)
Genel hastaliklar ve uygulama bolgesi durumlari

Sik: Ates
Sinir sistemi hastaliklar1

Nadir: Nobet, multipl skleroz veya optik norit ve transvers myelit gibi lokalize

demyeline edici durumlar dahil SSS demyelinizan olaylar.

Solunum, torasik ve mediastinal hastaliklar

Sik olmayan: Intertisyel akciger hastalig1 (pulmoner fibrozis ve pndmonitis dahil)
Deri ve subkutan doku hastaliklar1

Sik: Kasimt1

Sik olmayan: Dokiinti, lrtiker

Nadir: Kutandzvaskulit (16kositoklastik vaskiilit dahil)
Kas-iskelet, bag dokusu ve kemik hastaliklar1

Nadir: Subakut deri lupus eritematozus, diskoid lupus eritematozus, lupus benzeri

sendrom

Kardiyak hastaliklar

Nadir: Konjestif kalp yetmezliginin kotiilestigine dair bildiriler vardir.
Hepato-biliyer bozukluk

Nadir: Karaciger enzimlerinde yiikselme, otoimmiin hepatit
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3. MATERYAL METOD

Bu ¢alisma Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin PAYZIN Saghk Bilimler Arastirma ve
Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun (DUHADEK) onay: ile Dicle
Universitesi Prof. Dr. Sabahattin PAYZIN Saglik Bilimler Arastrma ve Uygulama
Merkezinde (DUSAM) yapilmistir. Biyokimyasal analizler Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Ana Bilim Dali Merkez Laboratuvarinda, histopatolojik incelemeler ise Dicle
Universitesi  Veteriner ~ Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ~ Anabilim Dali  Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Deneysel arastrmamiz Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigiince (Proje No:13-TF-34) desteklenmistir.

3.1. DENEY PROTOKOLU

Calisma toplam 28 adet erigkin disi 200-250 gram agirhiginda olan Wistar Albino cinsi rat

ile yapildi. Deney Oncesi tiim hayvanlar standart yem ve su ile beslendi.
Deney Gruplari:
1.Grup: (Kontrol grubu) Herhangi bir madde enjeksiyonu yapilmadi.

2.Grup: (Peritonit grubu) Deneysel peritonit olusturmak amaciyla Intraperitoneal E.Coli
siispansiyonu 1,5 ml (10’ CFU/ml) enjeksiyonu yapildi. (Peritonit modeli olarak Yiicel ve
arkadaslarinin yaptig1 gibi E.Coli enjeksiyonu ile olusturulan deneysel peritonit modelini

tercih ettik. )

3.Grup: (Peritonit + Sefazolin Sodyum grubu) Deneysel peritonit olusturulan bu gruba
E.Coli enjeksiyonundan 1 saat sonra 50 mg/kg dozunda intraperitoneal sefazolin sodyum

verildi.

4.Grup: (Peritonit + Sefazolin Sodyum + Etanercept grubu) Deneysel peritonit olusturulan
bu gruba E.Coli enjeksiyonundan 1 saat sonra 50 mg/kg dozunda intraperitoneal sefazolin
sodyum verildi.1 ve 4 saat sonra intraperitoneal (i.p.) etanercept uygulandi (Tustas Ay ve
arkadaslar1 gibi 8 mg/kg/doz etanercept verildi). Etanercept uygulandiktan 24 saat sonra

deney sonlandirildi.

Cerrahi islem Oncesi ratlarin anestezisini saglamak amaciyla 70mg/kg ketamin hidroklortir
(Ketalar) (Eczacibasi ilag Sanayi, istanbul, TURKIYE) intramuskuler (i.m.) uygulandi. Ratlar

anestezi altinda supin pozisyonda yatirilip tespit edildi. Tim gruplardaki ratlardan
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histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in karm On duvari orta hattan kesi yapildi
Histopatolojik inceleme amaci ile karin 6n duvari orta hattinin sol yarisindan, biyokimyasal
inceleme amaci ile sag yarisindan deri hari¢ 1 cm uzunlukta ve 3 mm kalinlikta tam kat doku
alindi. Histopatolojik degerlendirme yapilacak olan doku 6rnekleri %10°luk notral formalinde
fikse edildi. Biyokimyasal degerlendirme yapilacak olan doku Ornekleri ise aliiminyum
folyolar i¢ine alind1. Daha sonra yapilan sternotomi ile kalpden biyokimyasal inceleme i¢in 5

ml kan 6rnegi alindi. Bu uygulama ile ayn1 zamanda hayvanin 6ldiiriilmesi saglandi.

Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler:
-Etanercept (Enbrel) Wyeth ilaglar1 A.§ USA
-Sefazolin Sodyum (Sefazol flk — Mustafa Nevzat )

3.2. Biyokimyasal Analizler
3.2.1. Kan ve Doku Orneklerinin Hazirlanmas:
Kan orneklerinin biyokimyasal 6l¢iimii icin Ornekler 5000 rpm devirde 8 dakika ve

+4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant ¢aligma i¢in alindi.

Doku oOrnekleri homojenize edilinceye kadar  -20°C’de dolapta saklandi. Doku
homojenizasyonu Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Laboratuarindaki bigakli doku
homojenizatdriiyle yapildi. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarinda

biyokimyasal ¢caligmas1 yapildu.

Biyokimyasal olarak, doku homojenizasyonu yapildiktan sonra doku ornekleri ve kanda
oksidatif stress parametreleri olarak ;
-Paraoksonaz (PON)
-Malondialdehit (MDA),
-Nitrik oksit (NO),
-Total antioksidan kapasite (TAK),
-Total oksidan stress (TOS),

-TNF-a ¢alisild1
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3.2.2. Paraoksonaz ol¢iimii:

Tam otomatik RLO031 Rel Assay” Diagnostics Paraoxonase (Gaziantep-Tiirkiye) marka
Paraoxonase Assay kit kullanilarak Abbott Architect® c16000 otoanalizérde cahsildi Tris
tamponu icerisinde kalsiyum iyonu ile aktive edilen PON enzimi paroksonu p-nitrofenole
(diethyl-p-nitrophenylphosphate) parcalamaktadir. P-nitrofenoliin molar absorbitivitesi 18.290
M-1 cm-1 ve bir {inite paraoksonaz aktivitesi 37 °C'de dakikada olusan 1 mol iiriine esit
olmaktadir. Absorbanttaki artis 412 nm de kaydedilmektedir. Yontemin CVs %1.7 ortam
pH:8.0'dir (117).

3.2.3. Malondialdehit Ol¢iimii:

Northwest Life Science Specialties marka NWLSS Malondialdehyde Assay kit kullanildi.
Tiipler hasta sirasma gére dizilir. ik bes tiipe calibratdr 0,1,2,3,4,5 (calibratdr) olarak 250 pL
konuldu. Diger tiiplere 250 pL 6rnek birakildi. Bunlarin tizerine 10 pL BHT Reagent, 250 pL
Acid Reagent ve 250 uL TBA Reagent eklenir ve vortexlendi. 60 °C’de 60 dakika inkiibe
edildikten sonra 10.000 devirde 2-3 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant pleytlere

sirastyla konularak Dynex tam otomatik microelisa cihazinda 450 nm’de okutuldu.

3.2.4. Nitrik Oksit Ol¢iimii

Cayman Chemical Company 780001 Nitrite Colorimetric Assay kit kullanildi. Bos pleyte
sirastyla 80 pL ornek birakildi. 200 pL blank olarak Assay buffer pleytin ilk kuyucuguna
birakild. Ikinci kuyucuguna Assay buffer ile diliie edilmis 80 uL standartlar eklendi. Blank’e
hi¢bir reagant eklenmedi. Blank hari¢ hepsine 10 pL. Enzyme cofactor mixture iizerine 10 pL
Nitrate rediictase mixtiire eklendi. Oda sicakliginda bir saat inkiibasyona birakildi. Pleytteki
kuyucuklara 50 pL Griess Reagant R1 ve 50 pL Griess Reagant R2 birakilarak oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Dynex tam otomatik microelisa cihazinda 540 nm-550 nm

aras1 okuma yapild.

3.2.5. Total Antioksidan Kapasite (TAK) ol¢iimii:

Tam otomatik RL0017 Rel Assay” Diagnostics (Gaziantep-Tiirkiye) marka (TAS) Assay
kit kullanilarak Abbott Architect® ¢16000 otoanalizérde calisildi. Erel tarafindan gelistirilen
bu otomatik kolorimetrik 6lglim yonteminde antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS'nin
renk kaybina neden olur. Bu renk degisimi 660 nm de kaydedilir. Yontemin CVs <%3 diir.

Sonuglar mmol troloks equiv / litre olarak verilir (117).
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3.2.6. Total Oksidan Stres (TOS) ol¢iimii:

Tam otomatik RL0024 Rel Assay” Diagnostics (Gaziantep-Tiirkiye) marka (TOS) Assay
kit kullanilarak Abbott Architect®c16000 otoanalizérde calisildi. Erel tarafindan gelistirilen
bu otomatik kolorimetrik 6l¢iim yonteminde ferr6z iyon-demir kompleksinin ferrik iyona
okside olmasi temeline dayanir. Asidik ortamda ferrik demir renkli bilesik olusturur.
Spektrofotometrik olarak Olglilen renk yogunlugu numunede mevcut olan total oksidan
molekiil miktar1 ile iligkilidir. Hidrojen peroksit ile kalibre edilir. Sonuglar pmol H,O,

Equiv./L olarak verilir (117).

3.2.7. Serum TNF-a Ol¢iimii:

Serumda TNF-a diizeyleri “Biosource Rat TNF-a kit; lot. no: KRC3011°”ile solid faz
sandovi¢ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile o6lciildii. Tabak
icindeki kuyucuklar, TNF-a i¢cin spesifik antikorlar ile kaplandi. Standartlar, kontroller ve
ornekler kuyucuklara eklendikten sonra iizerlerine biotinlenmis ikinci bir antikor eklendi.
Birinci inkiibasyon swrasinda TNF-a antijenleri, immobilize antikorlara ve biyotinlenmis
antikorlara baglandi. Ortamdaki fazla antikorlarmn yikama ile uzaklastirilmalarindan sonra
streptavidin-peroksidaz enzimi eklendi. ikinci inkiibasyon ve yikama sonrasinda baglanmayan
enzimler ortamdan uzaklastirild. Uzerlerine, enzime baglanarak renk olusturan substrat
solusyonu eklendi. Olusan rengin absorbansi, ornekte bulunan TNF-a konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Sonuclar standartlardan olusturulan konsantrasyon-absorbans egrisinden

pg/ml olarak hesaplandi.

3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik olarak, rutin doku takipleriyle elde edilen parafin bloklardan
rotarymikrotom yardimiyla 4-5 mikrometre kalinliginda parafin kesitler alindi. Parafin
kesitler Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanarak Nikon Eclipse 400 dijital fotograf makinasi
(NikonDSR1) atagmanli arastirma mikroskobunda degerlendirildi. Histopatolojik olarak
Periton epitelinde dokiilme (Desquamasyon) ,Lamina propriada konjesyon, Lamina propriada

notrofil infiltrasyonu, Lamina propriada 6dem degerlendildi. O dan 4 e kadar skorlandu.
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4. BULGULAR
4.1. BiYOKIMYASAL BULGULAR:
4.1.1. Paraoksonaz Seviyeleri:

Serum Ol¢iimlerinde Paraoksonaz Seviyeleri: Kontrol Grubu: 197.03+37.63 (U/L),
Peritonit Grubu: 124.61£15.81(U/L), Sefazol Grubu: 145.67+7.75(U/L), Sefazol+Etanercept
Grubu: 157.70+10.25 (U/L) 6lgtildii.

Doku Olgiimlerinde Paraoksonaz Seviyeleri: Kontrol Grubu: 12.74+3.32(U/L) , Peritonit
Grubu: 1.83+2.54(U/L), Sefazol Grubu: 4.82+1.37 (U/L), Sefazol+Etanercept Grubu:
8.34+1.14 (U/L) olgiildii.

4.1.2. Malondialdehit Seviyeleri:

Serum Olciimlerinde Malondialdehit Seviyeleri: Kontrol Grubu: 0.73+0.17(mmol/ml),
Peritonit ~ Grubu: 1.67£0.32  (mmol/ml),  Sefazol = Grubu:1.28+0.21(mmol/ml),
Sefazol+Etanercept Grubu: 0.904+0.26 (mmol/ml) 6l¢iildii.

Doku Olgiimlerinde Malondialdehit Seviyeleri: Kontrol Grubu: 0.12+0.25(mmol/ml),
Peritonit  Grubu:  1.31£0.41 (mmol/ml), Sefazol Grubu: 0.59+0.35(mmol/ml),
Sefazol+Etanercept Grubu: 0.124+0.07(mmol/ml) 6l¢iildi.

4.1.3. Nitrik Oksit Seviyeleri:

Serum Olctimlerinde Nitrik Oksit Seviyeleri: Kontrol Grubu: 4.85+0.39 (uM/L), Peritonit
Grubu: 5.80+0.46 (uM/L), Sefazol Grubu: 5.41+0.32 (uM/L), Sefazol+Etanercept Grubu:
4.90+0.32 (uM/L) olgiildi.

Doku 6lgtimlerinde Nitrik Oksit Seviyeleri: Kontrol Grubu: 3.954+0.87 (uM/L), Peritonit
Grubu: 6.65+1.36 (uM/L), Sefazol Grubu: 6.00+0.52 (uM/L), Sefazol+Etanercept Grubu:
5.294+0.22 (uM/L) dlgiildii.

4.1.4. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyeleri:

Serum Olglimlerinde Total Antioksidan Kapasite(TAK) Seviyeleri: Kontrol Grubu:
1.3240.10  (mmol/L),  Peritonit =~ Grubu:  0.87+0.30(mmol/L), = Sefazol  Grubu:
1.18+0.10(mmol/L), Sefazol+Etanercept Grubu: 1.56+0.11(mmol/L) 6l¢iildii.
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Doku oOlciimlerinde Total Antioksidan Kapasite(TAK) Seviyeleri: Kontrol Grubu:
0.80+£0.11 (mmol/L), Peritonit Grubu: 0.34+0.08 (mmol/L), Sefazol Grubu: 0.47+0.064
(mmol/L), Sefazol+Etanercept Grubu: 0.66+0.14 (mmol/L) 6l¢iildii.

4.1.5. Total Oksidan Stress (TOS) Seviyeleri:

Serum o6l¢iimlerinde Total Oksidan Stress (TOS) Seviyeleri: Kontrol Grubu: 33.59+11.23
(umol /L), Peritonit Grubu: 80.30+£11.26 (umol /L), Sefazol Grubu: 52.73+12.48 (umol /L)
Sefazol+Etanercept Grubu: 39.07+£7.07 (umol /L) dl¢iildii.

Doku o6lgiimlerinde Total Oksidan Stress (TOS) Seviyeleri: Kontrol Grubu: 7.16+3.53
(umol /L), Peritonit Grubu: 45.904+26.57 (umol /L) , Sefazol Grubu: 14.18+4.58 (umol /L),
Sefazol+Etanercept Grubu: 8.774+4.11 (umol /L) dl¢iildii.

4.1.6. TNF-a Seviyeleri:

Serum Olclimlerinde TNF-o Seviyeleri: Kontrol Grubu: 2.72+1.45 (pg/ml), Peritonit
Grubu: 18.50£10.01(pg/ml), Sefazol Grubu: 9.01+2.06(pg/ml), Sefazol+Etanercept Grubu:
5.77+2.34 (pg/ml) dlgiildii.

Doku dlgiimlerinde TNF-a Seviyeleri: Kontrol Grubu: 116.39+42.36 (pg/ml), Peritonit
Grubu: 487.214+238.44(pg/ml), Sefazol Grubu: 265.22+52.74 (pg/ml), Sefazol+Etanercept
Grubu: 136.83+24.26 (pg/ml) olgtildii.
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4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Tablo-3 Histolojik Skorlama (Skorlama 0 dan 4. Dereceye kadar yapildi. +: ratlar1 temsil

etmektedir)
1-Kontrol Grubu

Skor

0

Periton epitelinde dokiilme
(Deskuamasyon)

At

Lamina proprida konjesyon

At

Lamina propriada notrofil
infiltrasyonu

At

Lamina propriada 6dem

At

2-Peritonit Grubu

Skor

Periton epitelinde dokiilme
(Deskuamasyon)

++

Attt

Lamina propriada konjesyon

ot

Lamina propriada notrofil
infiltrasyonu

Attt

Lamina propriada 6dem

++

Attt

3- Sefazol Grubu

Skor

Periton epitelinde dokiilme
(Deskuamasyon)

++

Attt

Lamina propriada konjesyon

++

et

Lamina propriada notrofil
infiltrasyonu

Attt

++

Lamina propriada 6dem

++

et

4- Sefazol + Etanercept Grubu

Skor

Periton epitelinde dokiilme
(Deskuamasyon)

Attt

Lamina propriada konjesyon

Attt

++

Lamina propriada notrofil
infiltrasyonu

Attt

Lamina propriada 6dem

Attt
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4

TN -— 0% et

Resim 1 : Kontrol ve Deney gruplarinin parietal peritonitlerinin mikrofotografileri.
1-Kontrol grubu, 2-Peritonit grubu, 3-Sefazol grubu, 4-Sefazol + Etanercept grubu.
Ok: pariyetal peritona ait epitelyum, ok basi: lamina propriada nétrofil infiltrasyonu.

Boyama: Hematoksilen-Eozin (H-E), Biiyiitme: X400.

Kontrol grubuna ait kesitlerin inclenmesinde periton epiteli ve lamina propriada herhangi
bir degisiklige rastlanmadi. Periton grubunda epitelde dokiilme, laminapropriada yaygin
notrofil infiltrasyonu, 6dem ve kapiler damarlarda konjesyon izlendi. Sefazol grubunda
periton grubuna oranla lezyonlarin azaldigi gozlendi. Sefazol + Etanercept grubunda
epiteldeki deskuamasyonun ortadan kalkmasi, notrofil infiltrasyonun oldukg¢a azalmasi,

lamina propriada 6demin siddetinin azalmas1 dikkat ¢ekiciydi (Resim-1).
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5. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Istatistiksel analizler SPSS 16.0 PC ortaminda yapildi. Iki gruplu karsilastirmalarda Mann-

whitney U testi, ¢coklu karsilastrmada Oneway Anova Bonferroni testi kullanildi. Veriler

ortalama + SD olarak gosterildi. p<0,05 anlaml1 kabul edildi.

Tablo 4: Serum oksidan ve antioksidan parametrelerinin karsilastiriimasi

Parametreler Kontrol Peritonit Grubu p'? Sefazol P> Sefazol+Etanercept p> p
Grubu Grubu Grubu
MDA(mmol/ml) 0.73+0.17 1.67+0.32 <0.001 1.28+0.21 0.024 0.90+0.26 <0.001 | 0.011
NO(uM/L) 4.85+0.39 5.80+0.46 0.001 5.41+0.32 0.090 4.90+0.32 0.001 0.012
TNF- a (pg/ml) 2.72+1.45 18.50+10.01 0.001 9.01+2.06 0.030 5.77+2.34 0.007 0.018
TAK (mmol /L) 1.3240.10 0.87+0.30 0.003 1.18+0.10 0.024 1.56+0.11 <0.001 | <0.001
TOS(umol /L) 33.59+11.23 80.30+11.26 <0.001 52.73£12.48 | 0.001 39.07+7.07 <0.001 | 0.027
Paraoksonaz 197.03+37.63 | 124.61+15.81 0.001 145.67+7.75 | 0.008 157.70+10.25 0.001 0.029
f\(/IJI;IA):Manndialdehid, NO:Nitrik oksit, TNFa:Timor Nekrozis Faktor alfa, TAK: Total Antioksidan Kapasite, TOS:Total Oksidan Kapasite
Tablo 5: Doku oksidan ve antioksidan parametrelerinin karsilastirilmasi
Parametreler Kontrol Peritonit p'? Sefazol P> Sefazol+Etanercept | P>* p
Grubu Grubu Grubu Grubu
MDA(mmol/ml) 0.12+0.25 1.31+0.41 <0.001 | 0.59+0.35 0.005 0.12+0.07 <0.001 | 0.004
NO(uM/L) 3.95+0.87 6.65+1.36 0.001 6.00+0.52 0.264 5.29+0.22 0.023 0.006
TNF- a (pg/ml) 116.39+42.36 | 487.21+238.44 | 0.002 265.22+52.74 | 0.033 136.83+24.26 0.002 <0.001
TAK (mmol /L) 0.80+0.11 0.34+0.08 <0.001 | 0.47+0.064 0.006 0.66+0.14 <0.001 | 0.011
TOS(umol /L) 7.16+3.53 45.90+26.57 0.002 14.18+4.58 0.009 8.774+4.11 0.003 0.038
Paraoksonaz(U/L) 12.7443.32 1.83+2.54 <0.001 | 4.82+1.37 0.018 8.34+1.14 <0.001 | <0.001
Tablo 6: Gruplarin histopatolojik karsilastirilmasi
Parametre Kontrol Peritonit p'? Sefazol p*’ Sefazol+Etanercept | P** p**
Grubu Grubu Grubu Grubu
Histopatolojik | 0.00+0.00 22.00+2,30 | <0.001 11.2542.98 | <0.001 5.50+0.57 <0.001 0.007
skor
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6. TARTISMA

Peritonit, visseral ve/veya parietal peritonun inflamasyonudur. Uygun tedavi edilmezse
sistemik inflamatuar yanita ve sepsise neden olabilmektedir. Bununla beraber tedavi edici
yontemler, yogun bakim sartlar1 ve cihazlar1 ne kadar gelisirse geligsin halen tiim diinyada
onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir. Peritonitte basit bir enfeksiyon siireci
disinda enflamasyon ve immunolojik disregulasyonun farkli mekanizmalar1 devreye girer ve
sepsise neden olarak ¢oklu organ hasarma yol agabilir. Dolayisiyla peritonit ¢coklu organ
hasarma yol agabilen 6nemli bir klinik tablodur. Bu nedenle olaym peritonit agamasinda
sinirlandirilmast oldukca 6nemlidir. Ancak bu siirecte heniiz aydinlatilamamis patogenetik

mekanizmalar oldugu sanilmaktadir ve bu ylizden deneysel modellere ihtiyag¢ vardir.

Periton zari yar1 gecirgen bir membrandir. Ileri derecede sekresyon ve absorbsiyon
yetenegine sahiptir. Periton bosluguna iire, elektrolitli sivilar, ilaglar ve enfektif materyal
verildiginde absorbsiyonla hizla sistemik dolagima gecer (118). Bu nedenle deneysel hayvan
calismalarinda peritonit modelleri sepsis olusturmada degerlidir ve bu modeller insan

sepsisine en yakin dizaynlardir.

Enflamasyon, sepsis olusumunda 6nemli bir yer alir. TNF-a, IL-1 gibi proinflamatuar
sitokinler doku hasarini smirlamak i¢in salinir (2). Ancak proinflamatuar sitokinlerin asiri
iiretimi, immiin yanitin normal diizenini bozup patolojik bir inflamatuar yanita sebep olabilir
(2). Bu durum kapiller kacak, doku hasar1 ve multiorgan yetmezligi ile sonuc¢lanir (119).
TNF-a, enflamasyon siirecinde Onemli bir rol oynar ve hatta enflamasyonun erken
donemlerinde siireci yoneten temel mediatoér olarak tanimlanmaktadir (119). Guo Z ve ark
lipopolisakkarit enjekte ederek olusturduklari septik soklu rat modelinde TNF-a’y1 enjeksiyon
sonras1 erken donemde 0.5 ila 1 saat icerisinde en yiiksek degerinde gormiislerdir(120). TNF-a

enflamasyonun erken doneminde 6nemli bir moderatdr gibi durmaktadir.

Etanercept ise TNF-a’ nm kompetitif inhibitérii olarak hiicre yiizeyi reseptdrlerine
baglanmasini engelleyen ve biyolojik aktivitesini onleyen bir ajandir. Asir1 bir immun yanitta
TNF-a’nin etanercept ile baskilanmasi enflamasyonu sinirlamada 6nemli rol oynayabilir
(121). Karabacak ve ark ongordiikleri gibi Etanercept septik sokta klinik fayda gosterebilir
(122). Surveyi artirabilir (120).

Enfeksiyoz ve immiinolojik nedenlerin sonucu olarak reaktif oksijen partikiillerinin

salmimi hiicrelerde lipid, protein ve DNA yapisin1 bozarak hiicre hasarlanmasina ve 6liimiine
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yol acar (123-126). Bununla beraber oksidanlarin zararl etkilerine karst koruyucu olarak
antioksidanlarmn salinimi olur. Antioksidanlarin yeterli/dengeli salmimi oksidatif strese karsi
onemli bir koruyucudur. Bu dengenin enfeksiydz durumlarda artan inflamatuar mediatorler

vasitastyla bozulmasi organizma iizerinde zararlh olur (127).

Biz, bu bilgiler dogrultusunda deneysel peritonit olusturdugumuz ratlarda intraperitoneal
etanercept kullanarak, enflamasyonu baskilayarak bu durumun oksidan ve antioksidan
parametreler lizerindeki etkisini gérmeyi amacladik. Etanercept kullanarak peritonit ve sepsis
kliniginde oksidatif stress vasitasiyla olusacak hasar1 engelleyip engelleyemeyecegimizi
arastirdik. 1,5 ml (10" CFU/ml) E.Coli siispansiyonu enjeksiyonu ile peritonit
olusturdugumuz ratlar1 dort gruba ayirdik. 1. grubu kontrol grubu, 2. grubu peritonit grubu, 3.
grubu peritonit + sefazolin sodyum grubu ve 4. grubu peritonit + sefazolin sodyum +

etanercept grubu olarak smiflandirdik.

Enfektif peritonitin tedavisini esas olarak antibiyotikler olusturur. Bu amagla bir¢ok
arastirmact peritonitte ¢esitli antibiyotiklerin etkinliklerini karsilastrmiglardir (128,129).
Calismamizda antibiyotik olarak peritonit tedavisinde etkili olan sefazolin sodyum kullanmay1
tercih ettik (128). 3. ve 4. gruba E.Coli enjeksiyonundan 1 saat sonra 50 mg/kg dozunda
intraperitoneal sefazolin sodyum verdik. Peritonit klinigini sinirlamada antibiyotik tedavisinin
yani sira antibiyotiklerle kombine edilmis bir¢ok ajanla yapilmis ¢alisma bulunmaktadir.
Ornegin, antibiyotik tedavisi ile birlikte Shrivastava ve arkadaslar: gii¢lii bir antioksidan olan
vit E (130), Yiicel ve arkadaslar1 normobarik oksijen (131), Gokgdz ve arkadaslar1 serbest

oksijen radikal gidericilerini (132) kullanmiglardir.

Literatiirii taradigimizda etanerceptin, romatoid artrit (133), ankilozan spondilit (134),
psoriatik artrit (135), psoriazis vulgaris (136) gibi otoimmiin hastaliklarda inflamasyonu
baskilamak icin kullanildigini goérdiikk. Bunun yani sira etanerceptin otoimmiin kokenli
olmayan inflamatuar hadiselerde de deneysel calismalarda kullanildigimi gordiik (137, 138,
139, 140). Ye J ve arkadaslarinin ¢alismasinda etanerceptin noro-inflamasyonu (137), Mei
Yang ve arkadaslarmin calismasinda ise oksidatif stresi azaltarak miyokardial iskemi
reperflizyon hasarini azalttig1 (138) bilinmektedir. Biz de ¢calismamizda , sefazolin sodyuma
ek olarak verilen etanerceptin , peritonitte erken donemdeki oksidan ve antioksidan
parametreler iizerindeki etkisini ve histopatolojik delillerle enflamasyon iizerindeki etkisini

arastirdik.
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TNF-a’nin inflamasyonun erken yanitlarindan sorumlu oldugu, inflamatuar uyaridan sonra
dakikalar igerisinde salinmaya basladigi, 1. saate pik yapip 3-4 saat sonra saliniminin durdugu
bilinmektedir (2, 116). Bundan dolay1 biz de Tustas Ay ve arkadaslarnm yaptigi gibi
etanercepti, TNF-o’nin pik yaptigi 1. saatte ve salinimmin durdugu 4. saatte enjekte ettik.
Ilaci, toksik olmayan ancak TNF-a’y1 bloke edebildigi 8 mg/kg dozunda verdik (141, 142).
Temel olarak bu iki tedavi yontemini; MDA, NO, TNF-a, TOS, TAK ve Paraoksonazin doku
ve serum diizeylerine bakarak karsilastirdik. Biitliin gruplarin dokulardaki histopatolojik

bulgularini degerlendirdik.

MDA, TNF-a ve TOS diizeylerinin artis1 oksidasyonun , TAK ve Paraoksonaz
diizeylerinin artis1 ise antioksidasyonun gostergesidir. Bununla beraber yapilan calismalar
incelendiginde NO’in diger parametrelerden farkli olarak diisiik seviyelerde sitoprotektif,

yiiksek seviyelerde sitotoksik oldugu goriilmektedir (143).

Calisma sonuglarmi kisaca 6zetlemek gerekirse histopatolojik olarak grup 1° de periton
epiteli ve lamina propriada herhangi bir patolojik degisiklige rastlanmadi. Grup 2’de ise
periton epitelinde dokiilme, lamina propriada yaygin nétrofil infiltrasyonu, 6dem ve kapiller
damarlarda konjesyon vardi. Grup 3’te, Grup 2’ye gore periton epitelinde sefazolin sodyumun
etkisi olarak daha az desquamasyon, lamina propriada daha az 6dem, konjesyon ve lokosit
infiltrasyonu gozlendi. Etanerceptin kullanildig1 grup 4’ te ise hem 2. hem de 3. gruba gore
periton epitelinde deskuamasyon , lamina propriada 6dem, konjesyon ve l6kosit infiltrasyonu
anlaml olarak azalmisti. Gruplarin histopatolojik sonuglari istatistiksel olarak anlamliydi

(p'?<0.001, p**<0.001, p **<0.001, p **0.007).

Resim-1 : Kontrol ve Deney gruplarinin parietal peritonitlerinin mikrofotografileri
1 : Kontrol grubu , 2 : Peritonit grubu, 3 : Sefazol grubu, 4 : Sefazol + Etanercept grubu
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Bulgulari; oksidan ve antioksidan parametrelerle karsilastirdigimizda grup 1 ile grup 2
arasinda serum ve periton dokusundaki oksidatif parametrelerde istatistiksel olarak anlamli
artig, antioksidanlarda ise azalma vardi. 2. grubu, 3. grupla karsilastirdigimizda sefazolin
sodyum tedavisi ile birlikte 3. grupta serum ve periton dokusunda MDA, TNF-a ,TOS
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma, TAK ve Paraoksonaz seviyelerinde ise
artig gozlendi. Ancak NO degerleri ayni gruplar arasinda, serum (p=0.090) ve periton
dokusunda (p=0.264) istatistiksel olarak anlamli fark gostermiyordu. Calismamizda
etanercept etkinligi acisindan esas olarak gormek istedigimiz grup 3 ile grup 4 arasindaki
serum ve periton dokusundaki oksidan parametreler olan MDA, TNF-a ,TOS, NO’da
istatistiksel olarak anlamli azalma, antioksidan olan TAK ve Paraoksanaz seviyelerinde ise

artis gozlendi.

Oksidan Parametrelerde Degiskenlik

1,8

1,6

1,4

1,2 -

= Kontrol Grubu
B Peritonit Grubu

m Sefazol Grubu

mmol/ml)

=08 -

a

= 0,6 -
0,4 -

u Sefazol+Etanercept Grubu

0,2 -

MDA (serum) MDA (doku)

Sekil 1- MDA'nin serum ve doku degerleri
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® Kontrol Grubu
H Peritonit Grubu

m Sefazol Grubu

" Sefazol+Etanercept Grubu

TOS (serum) TOS (doku)

Sekil 2- TOS'un serum ve doku degerleri

Antioksidan parametrelerde degiskenlik

250

200
S
% 150 u Kontrol Grubu
g H Peritonit Grubu
v
—§ 100 - m Sefazol Grubu
E i Sefazol+Etanercept Grubu

50 -
0 - - ...eew

Paraoksonaz (serum) Paraoksonaz(doku)

Sekil 3- Paraoksonaz'm serum ve doku degerleri
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1.8

1,6

1,4
51,2
% - E Kontrol Grubu
S B Peritonit Grubu
%0’8 1 Sefazol Grubu

= 0,6 - Sefazol+Etanercept Grubu

0,4 -

TAK (serum) TAK (doku)

Sekil 4- TAK'in serum ve doku degerleri

Histopatolojik bulgularla korele olan serum ve periton dokusundaki oksidan ve antioksidan
degiskenligi gostermektedir ki peritonit varhiginda sefazolin sodyuma erken donemlerde
eklenen etanercept, peritonit klinigini sinirlamada faydali olabilir. Etanercept ile elde edilen

bu sonuglarin artan TNF-a baskilanmasi ile iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Literatiire baktigimizda Chen YH ve arkadaslarmin subakut peritonitli ratlarda saglam
gruba gore azalan antioksidan diizeyini biz de ¢alismamizda gérmekteyiz (144). Di Paola ve
arkadaslarinin yaptig1 bir baska ¢alismada ratlarda enfekte dokuda (Periodontitisli) saglam
gruba gore artan TNF-a diizeyini (139) biz de saglam ve peritonitli gruplar arasinda gordiik
(Grup 1:116.39£42.36pg/ml, Grup 2: 487.21£238.44pg/ml, P= 0.002). Aymi c¢aligmada
etanercept kullanilarak elde edilen TNF-a’daki diislisti bizde calismamizda grup 4’te gordik
(TNF-a: 136.83+24.26). D1 Paola’nin ¢alismasinda, lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
MDA diizeyinde Etanercept verildiginde azalma gorilmiis (139). Calismamizda 2. ve
4.gruplar arasinda serum (p<0.001) ve doku (p<0.001) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmaktaydi. Etanercept verilerek saglanan TNF-o ve MDA diisiisi

histopatolojik diizelme ile birliktelik gostermektedir.
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600

500
@ 400
= ® Kontrol Grubu
%" 300 H Peritonit Grubu
%' = Sefazol Grubu
= 200 = Sefazol+Etanercept Grubu
100
0 I

TNF- o (serum) TNF- o (doku)

Sekil 5- TNF-a'nin serum ve doku degerleri

Oudenhoven ve arkadaslar1 sigan peritonuna S.Enteritis lipopolisakkaridi vererek sagladigi
peritonit modelinde (145) oldugu gibi bizde peritonitli grubumuzda saglam gruba gore artan
NO degerlerini gordiik. Grup 1 ve grup 2 arasindaki doku (p= 0.001) ve serum (p= 0.001) NO
degerleri istatistiksel olarak anlamli fark gosteriyordu. Calismamizda diger takip
parametrelerinden farkli olarak NO, grup 3' te istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma

gostermisken, grup 4' te istatistiksel olarak anlamli azalma gostermisti.

7

6

5 .
Q 4 - u Kontrol Grubu
%_ H Peritonit Grubu
% 3 - = Sefazol Grubu

i Sefazol+Etanercept Grubu

2 .

1 .

0 .

NO (serum) NO (doku)

Sekil 6- NO'in serum ve doku degerleri
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Gli¢lii bir antioksidan olan paraoksonaz enfeksiyon varliginda azalmaktadir (146, 147).
Calismamizda saglikli grup 1 ratlar ve peritonitli grup 2 ratlarda serum ( p=0.001) ve doku
(p<0.001) paraoksonaz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark vardi. Peritonitli ratlarda
paraoksonaz periton dokusu (1.834£2.54) ve serumda (124.61+15.81 (U/L) azalmisti.
Paraoksonaz degeri grup 3 ve grup 4 te artmaktaydi. Artis grup 4’te istatistiksel olarak
anlamli, serum ( p=0.029 ) ve periton dokusunda (p<0.001) daha fazlaydu.

Deneysel peritonit modeli olusturulan ratlarda, sefazolin sodyum yani sira erken donemde
verilen etanercept ile serumdaki ve dokudaki oksidan ve antioksidan parametrelerde ve
periton dokusunda histopatolojik degisiklikleri gordiik. Literatiir ile uyumlu olarak
enfeksiyonla beraber degisen serum ve dokulardaki artan oksidan ve azalan antioksidan
diizeyleri, etanercept ile degismekte oksidan parametreler azalmakta, antioksidanlar
artmaktadir. Daha 6nemli bir bulgu olarak da istatistiksel olarak anlamli olan peritonun
lamina propria’sindaki 6dem ve konjesyonda ve nétrofil infiltrasyonunda azalma olmaktadir.
Goriinen o ki erken donemde baskilanan TNF-a, organizmanin harabiyetiyle sonuglanan asir1

immun yanit1 azaltabilir.
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7. SONUC

Sonug olarak antibiyotik tedavisine ek olarak erken donemde verilen TNF-a inhibitorii
olan etanerceptin peritonit tedavisinde, sadece antibiyotik alanlara gore daha olumlu sonuglar
verebilecegini ve sepsise gidisi azaltacagini diislinmekteyiz. Ancak etanerceptin peritonit

tedavisinde kullanilabilmesi i¢cin daha kapsamli deneysel ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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