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OZET

Deneysel Sepsis Olusturulan Sicanlarda L-Theaninin Karaciger Dokusu Uzerine

Etkilerinin incelenmesi

Sepsis, bakteriyel enfeksiyon sonrasi bir¢cok sistemi tutan, hemodinamik
degisikliklere, sok gelisimine, organ fonksiyon bozuklugu veya yetmezligine yol agan
ciddi bir enfeksiyon hastaligidir. Sepsis patofizyolojisinde, inflamatuvar yanitin sitokinler
ile asirt induklenmesi ve serbest oksijen radikallerinin Gretimi 6nemli rol oynar. L-theanin
(LT), yesil ve siyah caylarda bol miktarda bulunan 6¢zel bir amino asittir ve antikanser,
antimutajenik,  kolesterol dlsurucu, antitrombotik, noroprotektif, antibakteriyel,
antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu ¢alismada LT’ nin Cekal Ligasyon
ve Perforasyon (CLP) ile sepsis olusturulan sicanlarin karaciger dokulari (zerine
etkilerinin incelenmesi amaclandi. Bu amacla 35 adet erkek Sprague Dawley (200-3009)
tird sican kullanildi ve her birinde 7 sigan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna
laporatomiden hemen sonra ve 12. saatte serum fizyolojik (SF) intraperitonal (i.p.) olarak
verildi. CLP grubuna SF, CLP+LT1 grubuna 0.25 g/kg LT, CLP+LT2 grubuna 0.50 g/kg
LT ve CLP+LT3 grubuna 0.75 g/kg LT i.p. olarak CLP isleminden hemen sonra ve 12.
saatte uygulandi. Doku ve plazmada oksidatif stres ve inflamasyon parametreleri olarak
TBARS ve ileri protein oksidasyon trini (AOPP) seviyeleri ile miyeloperoksidaz (MPO)
aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle belirlendi.  Ayrica, karaciger dokular
histopatolojik olarak degerlendirildi. LT gruplart tedavi edilmemis CLP grubuyla
karsilastirildiginda, plazma TBARS seviyeleri ve MPO aktivitelerinde anlamli farklilik
bulunamazken (p>0.05), AOPP seviyelerinde anlamli dusiklik tespit edildi (p<0.05).
Diger taraftan, doku AOPP seviyeleri ve MPO aktivitelerinde anlamli bir farklilik yokken
(p>0.05), TBARS seviyeleri LT gruplarinda CLP grubuna gore daha dusukti (p<0.05). LT
gruplart kendi icerisinde anlamli farklihk gostermedi (p>0.05). LT’ nin koruyucu etkisi
histopatolojik bulgularla desteklendi. Sonug¢ olarak, LT, CLP ile sepsis olusturulan
siganlarda doza bagimli olmaksizin, oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltarak karaciger

dokularinda koruyucu etki gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: inflamasyon, L-theanin, Oksidatif stres, Sepsis
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ABSTRACT

Investigation of The Effects of L-Theanine on Liver Tissue in Rats with Experimental

Sepsis

Sepsis is a serious inflammatory disease which holds many systems after bacterial
infection, leads to hemodynamic changes, shock development, organ dysfunction or
failure. The over-induction of the inflammatory response with cytokines and the
production of free oxygen radicals play important roles in sepsis pathophysiology. L-
theanine (LT) is a special amino acid found abundantly in green and black teas and has
anticancer, antimutagenic, cholesterol lowering, antithrombotic, neuroprotective,
antibacterial, antiinflammatory and antioxidant properties. In this study, it was aimed to
investigate the effects of LT on the liver tissues in rats with sepsis induced by Cecal
Ligation and Perforation (CLP). For this purpose, 35 Sprague Dawley (200-300 g) male
rats were used and divided into 5 groups each contain 7 rats. Saline was given
intraperitonally (i.p.) to control group immediately and at 12" hour after the laparotomy.
Saline was applied to CLP group, 0.25 g/kg to the CLP+LT1 group, 0.50 g/kg to the
CLP+LT2 group and 0.75 g/kg LT to CLP+LT3 group immediately and at 12" hour after
the CLP method. The levels of TBARS and advanced protein oxidation product (AOPP)
and myeloperoxidase (MPO) activities as oxidative stress and inflammatory parameters in
tissues and plasmas were detected by spectrophotometric methods. In addition liver tissues
were evaluated as histopathologically. While no significant differences plasma TBARS
levels and MPO activities was found in LT goups when compared to untreated CLP group
(p>0.05), a significant decrease in AOPP levels was determined (p<0.05). On the other
hand, while tissue AOPP levels and MPO activities were not significantly different
(p>0.05), TBARS levels were lower in LT groups than CLP group (p<0.05). LT groups did
not show any significant difference within themselves. (p>0.05). Protective effects of LT
was supported by histopathologic findings. In conclucion, LT may show protective effects
on liver tissues by decreasing oxidative stress and inflammation in rats with sepsis induced
by CLP but not dose-dependent of LT.

Keywords: Inflammation, L-theanine, Oxidative stress, Sepsis



1. GIRIS ve AMAC

Sepsis, bakteriyel enfeksiyon sonucu gelisen, organizmanin dlizensiz inflamatuvar
yanti ile etkisi artan ve ¢oklu organ yetmezligi ile sonuclanan agir bir tablodur. Sepsis
kardiyovaskuler, ndronal, hormonal, biyoenerjetik, metabolik ve pihtilasma gibi
immunolojik olmayan yolaklarda blyuk degisikliklere neden olur (1). Proinflamatuvar
cevap ile antiinflamatuar cevap arasindaki dengesizlik sepsisde kotu prognoza neden
olabilir (2). Proinflamatuvar sitokinler inflamasyon baslangicinda salinir; immdiin cevabin
baslamasi ve devam edilmesinde ©6nemli rol oynarlar. Antiinflamatuvar sitokinler
inflamasyonun daha sonraki evrelerinde salinir; sistemik inflamatuar yanit sendromu,
septik sok, coklu organ yetmezlik sendromu ve o6lime kadar giden asiri sistemik
inflamasyonun doguracagi kot sonuglart 6nlemek icin fonksiyon gorirler (3). Sepsis ve
septik sokda asiri inflamatuvar yamta bagli olarak reaktif oksijen turleri (ROT) de
artmaktadir (4). Sepsiste notrofillerin aktive olmasi ile salinan MPO enziminin etkisiyle
serbest radikaller olusur (5) ve bu radikaller DNA’da hiicresel proteinlerde ve membran

lipidlerinde hasara yol acarak doku harabiyetine neden olurlar (6)

LT (diger adlari: L-y-glutamiletilamid, 5-N-etilamin, y-glutamil L-etilamid, p-
etilamino-L-glutamik asit ve y-L-glutamiletilamid) protein yapisina katilmayan bir amino
asit olup yesil ve siyah cayin dretildigi Camellia sinensis bitkisi yapraklarinin kuru
agirhginin %21-2’sini, toplam serbest amino asitlerin %50°’sini olusturmaktadir. LT’in
rahatlama, 6grenme kabiliyetini gelistirme, noroprotektif etki, kan basincinin distrilmesi,
vaskiler hastaliklart 6nleme, antiobezite, antioksidan, antiinflamatuvar, antitimor,
hepatoprotektif etkileri oldugu yapilan galismalarla gosterilmistir (7-11). Ancak sepsis

uzerine etkilerine yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir.

Bu calismada tlkemizde yaygin olarak tiketilen yesil ve siyah ¢ayda bol bulunan
LT’in, yaygin kullanilan sepsis olusturma modeli olan, CLP ile sepsis olusturulmus
sicanlarda inflamasyon ve oksidatif strese karsi etkisi incelendi. Sicanlarin karaciger
dokularinda ve plazmalarinda oksidatif stres belirtecleri olarak lipid peroksidasyon
gostergesi MDA ve protein oksidasyonu gostergesi AOPP ve inflamasyon belirteci olarak
MPO seviyeleri belirlendi. Biyokimyasal veriler histopatolojik verilerle karsilastirilarak

degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sepsis

Hipokrat tarafindan ilk olarak belirtilen sepsis ifadesi Yunanca sipsis yani ¢iriime
anlamindan gelmektedir (12). Sepsis inflamasyon ve enfeksiyona karsi verilen bir yanittir.
Her yil kalp krizi veya akciger, meme ve prostat kanserlerinin toplamindan daha fazla
olumun gergeklestigi sepsis tablosu, mekanizmalar: tam olarak bilinmeyen, sok ve organ
yetmezligi nedeniyle acil tedavi edilmesi gereken sistemik bir hastaliktir (13). Sepsis ile
ilgili 2001 yilinda yapilan uluslararas: toplantida sepsis, bir mikroorganizmanin sebep
oldugu patolojik surec ile beraber bir¢cok degiskenin bir arada bulunmasi durumu olarak
tanimlanmastir (14). Sepsis icin tan: kriterleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Sepsis igin tanimlayici kriterler (Schorr’dan, 15)

Genel Degiskenler

Ates (Sicaklik > 38.3 °C)
Hipotermi (Sicaklik < 36°C)
Kalp atis hizinda artis ( > 90 atis/ dk)
Takipne

Mental Durum Degiskenleri
Hiperglisemi (plazma glukoz seviyesi >120 mg/dL [6.7mmol/L] diyabet yoklugunda

Inflamatuar Degiskenler

Lokopeni (beyaz kan hiicrelerin sayis1 < 4000/mm?)
Normal beyaz kan hicre sayist ( > %10 olgunlagmamus)
Artmis plazma CRP konsantrasyonu (yas i¢in uygun (st sinirin Gzerinde)

Hemodinamik Degiskenler

Arteriyal hipotansiyon (sistolik basing < 90 mmHg; arteriyal basing < 70 mmHg)
Artmis karisik ventz oksijen satiirasyonu (> %70)
Artmis kardiyak indeks (> 3.5 L/dakika/m? viicut ylizey alant )

Doku Perfuzyon Degiskenleri

Hiperlaktatemi (laktat >1 mmol/L )
Azalmis kapiller doluluk

Organ Fonksiyon Bozuklugu Degiskenleri

Avrteriyal hipoksemi
Akut oligodiri (iire ¢ikist, < 0.5 mL/kg/saat ya da 45 mL/saat)
Kreatinin degerinde artis (> 0.5 mg/dL (>44 umol/L)
Trombositopeni
Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin > 4 mg/dL [68 umol/L]




2.1.1. Sepsis Tle Tlgili Tammlamalar

Sistemik Inflamatuvar Yamt Sendromu (SIYS): Organizmanin farkl klinik
etkilere bagh uyarildig1 genel inflamatuvar yamt: tanimlar. SIYS’i tammlarken asagidaki

durumlardan iki ya da daha fazlasinin gerceklesmesi beklenir (16).
1. Vicut 1s181 > 38 °C,
2. Kalp hiz1 > 90 atim/dakika,
3. Dakikada 20'den fazla solunum hizi veya 32 mmHg'den disiuk PaCOa,
4. Anormal ya da olgunlasmamis I6kosit miktar: (I6kopeni, l6kositoz),

5. Periferik yaymada: > %210 bant nétrofil olusumu.

Travina
BAKTERI

N

. Fungus * junl . Yamk

ENFEKSIYON g N SIYS

Parazit E

Viriis W Pankreatit

Diger Diger

Sekil 1. Sepsis ve SIYS arasindaki iliski (Bone’dan, 17)

SiYS’da tanimlanan durumlar disinda travma, yamk ve pankreatit durumlarinda da
SIYS gelisebilir (Sekil 1).

Siddetli Sepsis: Sepsis ile birlikte bir veya daha fazla organ veya sistemde

fonksiyon bozuklugu, hipoperfiizyon ve hipotansiyonun eslik ettigi durumdur (18).

Septik Sok: Yeterli sivi verilmesine ragmen sepsis sonucu arteriyal hipotansiyona

eslik eden hipoperfiizyon durumudur (18).



Refrakter Septik Sok: Bir saatten fazla devam eden ve intravendz sivi
uygulamasina ragmen vazopressor gibi tedavilere cevap verilmedigi septik sok durumudur
(19).

Coklu Organ Yetmezligi Sendromu (COYS): Sepsisin ilerleyen evrelerinde
karsimiza cikan ve mortalitesi ¢cok yiksek olan COYS, normal organlarin islevlerini
strdiremeyecek duruma gelmesi ve hemodinamik bozukluklarin ortaya ¢ikmasi
durumudur (18).

2.1.2. Sepsis Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Sepsis, ciddi bir saglik sorunu olusturan yaygin ve yikici bir durumdur. Tanimlayici
kriterlerin tutarsiz olarak uygulanmas: ve altta yatan baska hastalik nedenleri yuzinden
sepsis sikligi hakkinda fikir 6ne stirmek oldukca zordur (20). Amerika Birlesik Devletleri
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi 1979’dan 1987°ye bakteremi ve septisemi
durumunda %139’luk artis oldugunu ve mortalite oraninin %35 oldugunu raporlamslardir
(21).

2002 yilinda 24 Avrupa Ulkesinde, 198 yogun bakim (nitesini igine alan bir
calismada, 2001 yilinda yapilan konferans kriterleri kullanilarak sepsis sikligr %37.4
olarak bulunmustur. En ¢ok hasar alan organlar % 68 oran ile akcigerler, % 22 abdomen,
%20 kan ve %214 (riner sistem olarak belirlenmistir. Siddetli sepsiste mortalite %32.2,

septik sokta ise %54.1 olarak saptanmistir (22).

Bakteriler, virusler ve mantar gibi infeksiydz ajanlar sepsise neden olabildigi gibi
agir travma veya pankreatit, yanik gibi noninfeksiy6z olaylarla da sepsis gelisimine neden
olmaktadir. Sepsis olgularinin ¢gogunda antibiyotik tedavisine yanit verilmesi durumunda
etkenin bakteri oldugu distnilmektedir. Sepsis durumunda en c¢ok Kkarsilasilan
mikroorganizmalar Escherichia coli (%22), Streptococcus pneumoniae (%16) ve
Staphylacoccus aureus (%12) olarak ifade edilmektedir (23). Bu bakterilerin gortilme oran
sepsis evresiyle degismekte olup sepsiste %17, siddetli sepsiste %25 ve septik sokta ise
%69 olarak bulunmustur (24).



2.1.3. Sepsis Patofizyolojisi

Viicudumuz mikroorganizma istilasina yanit olarak hipotermi, tasikardi, periferik
I6kosit sayiminda bir artis veya azalma gibi inflamatuvar medyatérlerin ve semptomlarin
uretilmesi gibi reaksiyonlar gosterirler ve sonu¢ olarak sepsis ve COYS tablosu gelisir

(25). Sekil 2°de bu olaylar sematize edilmistir.
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Sekil 2. Sepsis Patofizyolojisi (Cohen’den, 26)

Gram (-) bakteri hiicre duvarindaki lipopolisakkarid (LPS) sepsis patogenezinde
onemli olup, LPS’in toksik kismi olan lipid A, septik sirecin baslamasinda ve
ilerlemesinde merkezi bir rol oynar (26). LPS yapisindaki endotoksin, bakteriyel lizis ile
aciga cikar ve 0Ozel plazma proteinleri ile baglanip, makrofajlarin ve monositlerin
membranindaki CD14 reseptori ile etkilesir (27). Hicre icinde CD14 eksikliginde, LPS’ye



kars1 hiicresel yanit transmembranda bulunan toll-like reseptorler (TLR) ile saglanir (28).
TLR’ler mikroorganizmalarin epitoplarina baglanarak sitozolik nikleer faktor kappa B
(NFkB)’nin aktivasyonunu saglar. Aktive olan NFKB proinflamatuvar &zellikteki
sitokinlerin  transkripsiyonunu baslatmak (zere sitoplazmadan
(29, 30).

inflamasyonun baslangicinda salinip, immun cevabin baslamas: ve surdirulmesinde

nikleusa giderek

transkripsiyonu baslatan bodlgelere  baglanir Proinflamatuar  sitokinler
onemli olurken antiinflamatuvar sitokinler inflamasyonun daha sonraki evrelerinde salinir
ve SIYS, COYS, sok ve 6lime kadar giden asir1 sistemik inflamasyonun kotii sonuglarin:
Onlemek icin devreye girerler (3). Sepsiste IL-10 gibi antiinflamatuvar etkiye sahip
sitokinlerin asir1 salinmas: immiinstipresyona neden olabilir. immiinsupresyon durumu ise

daha sonra ortaya ¢ikabilecek organ yetersizliginin gelisimine de neden olabilir (31).

LPS ile olusturulan sepsis sonucunda arasidonik asit metabolitlerinin sentezi
aktive olur ve siklooksijenaz yoluyla prostoglandinler ve tromboksan A2, lipoksijenaz
yoluyla ise lokotrienler olusur Bu medyatorler sepsiste; kemotaktik ajan, vaskuler tonus
gecirgenligini arttirma, vazokonstriksiyona neden olma gibi islevler gorurler (32). Sepsiste
bir diger medyat6r olan kemokinler ise interlokin-8 (IL-8), makrofaj yangisal protein-lo
(MIP-a), prostoglandinler, l6kotrienler ile T hiicre alt gruplarinin farklilasmasin tetikler
(17). IL-1 ve interlokin-6 (IL-6) T hucrelerini aktive ederek y-interferon, interlokin-2,
interlokin-4, grantlosit monosit koloni stimulan faktorlerin salgilanmasini saglar (26).

Sekil 3’de sepsisde salinan mediyatorlerin etkisi gorilmektedir.
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Sekil 3. Sepsiste medyatorlerin etkisi (Karaali ve Tabak’dan, 33)



Sepsiste endotoksin etkisi ile kompleman sistemide aktive olmaktadir.
Komplemanlarin direkt veya indirekt proinflamatuvar etkileri bulunmaktadir. Ornegin;
kompleman Cb5a dolasimdaki nétrofiller icin temel kemotaktik faktérdir ve endotel
adezyonlarinda rol alir. Komplemanlar noétrofillerden reaktif oksijen tlrlerinin veya
proteolitik enzimlerin salinmasina yol acarlar (34). Sepsis fizyopatolojisinde koagulasyon
faktorlerinin etkisi buydktir. LPS gibi bakteriyel toksinler ile etkilenen monositler,
koagulasyon faktorlerini aktive eder. Bu faktorlerden doku faktorl, daha sonra bir dizi
proteolitik sireci aktive eder. Bu olaylar zinciri sonunda tromboz olusumu, doku
perfizyonunun bozulmas: ve ¢oklu organ yetmezligi gibi klinik tablolar gelisir (28, 34,
35). Sepsis patogenezinde apopitozun da 6nemli bir rol oynadig: belirtilmektedir (36).
Sepsis modellerinde, LPS ve TNF-a gibi proinflamatuar medyatorlerin apoptoza neden
oldugu gosterilmistir. Ayrica COYS nedeniyle kaybedilen hastalarin, lenfosit ve intestinal

epitel hicrelerinde apoptoz oldugu bildirilmistir (37).
2.1.4. Sepsisin Organlar Uzerine EtKisi

Bagisiklik sistemi hiicreleri genel olarak faydali olsa da, asir1 ve diizenli olmayan
inflamatuvar yanit ciddi organ hasarina neden olur. Sepsis sirasinda, sistemik hipotansiyon,
mikrosirkilasyonun bozulmus perflizyonu gibi durumlar doku toksisitesine yol acar ve
organ yetmezligine katkida bulunur (38). COYS, sepsis gorilen hastalarda organ islevinin
bozulmasidir ve mortalitenin en 6nemli nedenidir (39). Her bir organ yetmezligi icin 6lim
riski %15-20 oraninda artmaktadir. Solunum yetmezligi sepsiste erken dénemde gorilen
organ yetmezliklerinden birisidir. Ayrica koagulasyon sistemi, karaciger, santral sinir
sistemi, gastrointestinal sistem ve bobreklerin yetmezligi sepsiste sik gorulebilen ve
mortaliteyi arttiran sorunlardir (40). Sepsiste meydana gelen ciddi patogenezlerden biride
akut akciger hasar ve akut solunum sikintist sendromudur. Son epidemiyolojik ¢alismalar

sepsis ve septik soklu hastalarda akut akciger hasarini %40.2 oraninda gostermistir (25).

Karaciger fonksiyon bozuklugu, hepatoseliler fonksiyonlarin degismesinden
kaynaklanir ve siklikla erken sepsiste goruliir. Ornegin karaciger fonksiyon bozuklugu,
CLP sonrast 1.5 saat icinde olusur. Klinik ve deneysel veriler, karaciger fonksiyon
bozuklugunun sepsisin erken belirtisi oldugunu ve sepsisli hastalarda hepatik
disfonksiyonun bir risk faktori oldugunu ileri stirmektedir. (41). Sepsis sonucu gelisen
karaciger fonksiyon bozuklugu primer ve sekonder olarak ayrilabilir. Primer karaciger

fonksiyon bozuklugu septik sok ve resusitasyondan sonra gelisir ve sistemik mikrodolasim



bozukluklaryla iligkilendirilir. Ayrica sepsiste karaciger hipoperfuzyonu gelisir ve
endotoksemi ile beraber primer karaciger hasarina neden olur. Sekonder karaciger
fonksiyon bozuklugu ise endotoksinin sebep oldugu inflamatuvar yanitin sitokinleri
aktiflestirmesi sonucu gelismektedir. Karacigerde kupffer hiicrelerinden notrofil
aktivasyonuna neden olan sitokinler salgilanir. Notrofillerin gogl sonucu salgiladiklar:
proteazlar ve serbest radikaller ise hepatosit hasarina yol acar (42, 43).

Akut bobrek yetmezligi (ABY) yogun bakimda, 6zellikle yaslilarda sepsisin sik ve
ciddi bir sonucudur. Ayrica kritik hastalarda sepsis ve septik sokun ABY'nin en dnemli
nedenleri olduguna, yogun bakim unitelerinde ABY vakalarinin %50'sinden fazlasin
olusturduguna ve cok yiksek bir mortaliteye neden olduguna dair gucli kanitlar
bulunmaktadir (44). Sepsis ve ABY kombinasyonu olan hastalarda pulmoner 6dem,
hipoksi, mekanik ventilasyon gereksinimi, akut solunum sikintis1 sendromu ve COYS gibi

sistemik arteryel vazodilatasyonun baz: etkileri gozlenmektedir (45).
2.2. Oksidan-Antioksidan Denge
2.2.1. Oksidatif Stres

ROT ve reaktif nitrojen turleri (RNT); sitokin transkripsiyonu, imminmodilasyon,
Iyon tasinimi ve apoptoz gibi hiicre olaylar: igin gereklidir (46). Hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda hiicrelerde ROT ve RNT olusur. Enzimatik
reaksiyonlar sonucu solunum zincirinde, fagositoz aktivitesiyle, sitokrom P-450
sisteminde, endotelyal hiicrelerin aktivitesiyle; non enzimatik olarak da oksijenin organik

bilesiklerle reaksiyonu sonucu reaktif molekuller olusur (47).
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Sekil 4. Serbest radikallerin olusumu ve etkileri (Lachance’den, 48)
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Canlt vicudundaki normal temel metabolik sireglere ilaveten; ekzojen etkenler
olan X-isinlarina maruz kalma, ozon, sigara kullanimi, hava Kirleticileri ve endustriyel
kimyasallar da reaktif turlerin olusumuna neden olur. Reaktif tlrlerin kontrolstiz Uretimi
ise oksidatif strese neden olur (47, 49) (Sekil 4).

Reaktif tirler serbest radikaller olarak ifade edilir ve bu radikaller dis orbitallerinde
eslenmemis elektron tasiyan, yiksek enerjili atom ya da molekdllerdir. Serbest radikaller
eslenmemis elektronlardan dolay:r baska molekdllerle kolayhikla reaksiyona girebilirler
(50). Membran lipidlerine, proteinlere ve nikleik asitlere etki ederek yap: ve fonksiyonlari
uzerinde degisikliklere yol acarlar (51). Serbest radikallerin etkisiyle monosakkaritler
otooksidasyona ugrarlar ve bunun sonucunda hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehid
gibi Urlinler meydana getirirler (52, 53).

Sonug olarak serbest radikallerin asir1 Gretimi ve bu radikal Uretimini engelleyen
veya azaltan antioksidan sistemlerin yetersizliginde oksidan-antioksidan sistem dengesi
serbest radikaller lehine kayarak oksidatif stres meydana gelmekte ve biyolojik sistemdeki
molekdiller etkilenerek patolojik olaylar gerceklesmektedir (Sekil 5) (46, 51).
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Sekil 5. Oksidatif dengenin bozulmas: (Ozcan’dan, 53)

2.2.1.1. Lipid Peroksidasyonu

ROT miktarindaki artigin lipidlere dogrudan hasar verdigi bilinmektedir. Lipidleri
onemli derecede etkileyebilen en yaygin radikaller; cogunlukla hidroksil radikali ve

hidroperoksildir (54). Coklu doymamis yag asitleri bulunduran lipidler serbest radikal
9



tarafindan baslatilan oksidasyona karsi hassastirlar ve biyomolekdillere zarar veren zincir
reaksiyonlarina katilabilirler. Genellikle lipid hidroperoksit olusumuna yol agan lipid
peroksidasyonu, oksidatif strese cevap olarak ortaya c¢ikar (55). Lipid peroksidasyonu
sonunda konjudienler veya lipid hidroperoksitler gibi birincil oksidasyon Urtnleri, MDA,
4-hidroksinonenal, F2-isoprostan, pentan, etan veya heksan dahil olmak Uzere sekonder
urinler meydana gelir (56). Son yillarda, MDA 6nemli bir lipid peroksidasyon gostergesi
olarak kabul edilmistir. MDA iyon alisverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina neden olur ve iyon gecirgenligini bozar. Bu yuzden MDA 6&l¢limi

patolojik durumlarda ¢cok 6énemlidir (50, 57).
2.2.1.2. Protein Oksidasyonu

Doymamis ve sulfiir iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, metiyonin, sistein gibi
amino asitleri iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla -etkilenirler (58).
Proteinlerde oksidasyon sonucu aromatik gruplarin ve alifatik amino asitlerin yan
zincirlerinde hidroksilasyon, nitrolanma, sulfoksitlenme, klorlanma, c¢apraz bagh
proteinlerin olusumu gibi olaylar gerceklesir (59). Son zamanlarda protein oksidasyonunun
bir belirteci olarak ileri oksidasyon protein Urtnleri (AOPP) tayini dikkat cekmeye
baslamistir. AOPP, ditirozin igeren ¢apraz baglh protein drinleri olarak ifade edilmektedir
(60). Yapilan bir galismada, AOPP duzeylerinin plazma ditirozin ve ileri glikasyon riinu
olan pentozidin diizeyleri ile orantili oldugu raporlanmustir (61).

2.2.1.3. Miyeloperoksidaz

Lokositler tarafindan salinan bir HEM proteini olan MPO enzimi, inflamasyon ve
hicresel oksidatif stresde onemli bir rol oynayan molekdller arasinda en ¢ok calisilan
parametrelerden birisidir (62). inflamasyon varliginda MPO’nun hiicre disina salinmas: ve

bunun 6lgtlmesi notrofil aktivasyonunun bir gostergesidir (63).

Notrofillerde bulunan MPO enzimi fagosite edilmis bakterilerin 6ldirtlmesinde rol
alir (64). Notrofiller, fagositoz sirasinda solunum patlamas: olarak adlandirilan bir sireg
gecirirler. Bu solunum patlamasi, stperoksit, hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen
tdrevlerinin tretimine neden olup, salinan granul icerikleri patojenleri ortadan kaldirir (22,
65). MPO, hidrojen peroksit ve klorir iyonlarini substrat olarak kullanarak hidrojen
peroksitten daha fazla mikrobiyal 6ldurme gicine sahip olan hipoklordz asit (HOCI)

olusumunu katalizlemektedir (66). HOCI ayrica peroksinitrit, hidroksil radikali, singlet

10



oksijen ve ozon, monokloraminleri olusturmak tzere NHz ve diger radikaller ile etkilesime

girerek patolojik etkiler gosterebilir (67).
2.2.2. Antioksidan Sistemler

Insan viicudunun serbest radikaller tarafindan ortaya ¢ikan oksidatif stresi ortadan
kaldirmak igin en 6nemli gl¢ kaynag: antioksidanlardir. Antioksidanlar, nispeten kigik
konsantrasyonlarda bile oksidasyon surecini inhibe edebilirler ve vicutta farkh fizyolojik

roller oynarlar (49, 68). Antioksidanlar ¢esitli aktivitelerle etkilerini gosterirler:

e Serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona girerek onlara bir hidrojen aktarir ve bu
da radikallerin aktivitelerinde azalmaya ve inaktiflestirmeye yol acar (Bastirici
Etki).

e Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarint kirar ve islevlerini

engeller (Zincir kirici Etki).
e Serbest radikallerin zararl etkilerini onarir (Onarici Etki).

e Serbest oksijen radikallerini daha etkisiz yeni bir molekdle cevirir (Toparlayici
Etki) (69).

Vicudumuzda yer alan antioksidanlar dogal ve sentetik olmak uzere ikiye ayrilirlar.
Dogal antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunmakla birlikte endojen ya da
ekzojen olarak viicuda alinabilmektedir (Sekil 6). ROT’larin diizeyini kontrol eden ve stres
kosullar1 altinda hucreleri koruyan memeli dokulari, katalaz (KAT), stperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon
reduktaz (GSH) gibi ROT’ lar1 temizleyen cesitli enzimler icerir (68, 70). Antioksidanlar
icerisinde GSH hticre ici en onemli antioksidanlardan birisidir. GSH, y-L-glutamil-L-
sisteinil-glisin amino asitlerinden olusan tripeptittir ve glutamattan y-glutamilsistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri ile sentezlenmektedir Hicrenin yukseltgenme-
indirgenme dengesini koruyarak oksidatif hasara kars1 koruyucu etki gostermektedir (71).
Reaktif oksijen turlerinin ve toksik bilesenlerin detoksifikasyonunda gérev alan GPx, GST
gibi enzimlerin koenzimi olmasi agisindan GSH seviyeleri biyik bir 6neme sahiptir (72,
73).
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Sekil 6. Antioksidanlarin siniflandiriimas: (Kara’dan, 74)

Organizmanmin dogal antioksidan dretimi yas ilerledikce azaldigindan bu agigin
kapatilabilmesi icin dogal Urtinlerin iyi bir takviye olabilecegi ileri strtlmektedir (70).
Tibbi bitkiler ve diger dogal Uriinler hastaliklar: iyilestirmek icin tek veya birlikte hareket
edebilen farkli kimyasal bilesikler ihtiva etmektedirler. Bu nedenle dogal Griin olarak
alinan gida bilesenlerinin ayr1 ayridan ziyade sinerjik etkilerinin incelenmesi énem arz
etmektedir. Dogal Griinlerde amino asitler, polifenolik asitler, flavonoidler, vitaminler gibi
bilesenler antioksidan olarak fonksiyon gorirler (75). Flavonoidler, serbest radikallerin yol
actigi hasari reaktif oksijen tirlerini dogrudan temizleyerek, antioksidan enzimlerin
aktivasyonunu saglayarak, metal selatlama etkinligi, a-tokoferil radikallerinin
indirgenmesi, oksidazlarin inhibisyonu, nitrik oksitten kaynaklanan oksidatif stresin
azaltilmasi, Urik asit seviyelerinde artis, disuk molekdllii antioksidanlarin antioksidan

Ozelliklerinde artis saglayarak onleyebilirler (76).

Dogal urunlerde bulunan sistein, histidin, triptofan, lizin, arjinin, glutamin ve 16sin
gibi aminoasitler ve bunlarin tirevleri antioksidan 6zellik gosterebilmektedir. Aromatik
aminoasitlerin ve kukirt iceren aminoasitlerin antioksidan 6zelliklerinin serbest radikallere

proton vermesiyle alakali oldugu, lizin ve arjinin gibi asidik aminoasitlerin antioksidan
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aktivitelerinin ise metal iyonlar: ile selat olusturmalarindan kaynaklandig: soylenmektedir.
(77, 78). Arjininin antioksidan molekul olan nitrik asit (NO) yapisina katilmasi, glutamat,
sistein ve glisinin ise Onemli antioksidan molekullerden olan glutatyonun yapisina
katilmasi antioksidan sistemi guclendirmede 6nemli rol oynamaktadir (71, 79). Ayrica
yesil cayda bulunan LT gibi turev amino asitlerde oksidan-antioksidan dengeyi
antioksidanlar lehine kaydirici 6zellik gostermektedir (80).

2.3. Sepsis ve Oksidan-Antioksidan Denge

Sepsis ve septik sok olgular ile ilgili hipotezler; inflamatuvar yanita bagh olarak
ROT ve RNT’nin artis1 ile birlikte inflamatuvar sitokinlerin tretiminin de arttigint ileri
stirmektedir (81). Endotel hasari, zayiflamis doku ve bozulmus vicut solunumu, GSH
tikenmesi, mitokondriyal solunum yetmezligi, ATP ve oksijen tiketiminin azalmasi ile
birlikte sistemik hasar meydana gelmektedir. ROT 0zellikle bagisiklik hicrelerinin
islevleri icin gerekli olmasina ragmen asir1 Uretiminde oksidatif stres meydana gelmektedir
(4). Sepsisde oksidatif stres belirtecleri, hiicrelerde gorilen disik GSH dlzeyleri, artmis
MDA seviyeleri, artmis protein karbonil gruplar: ve artmis SOD/KAT oran: igerir. ROT
cesitli kaynaklardan kaynaklanmasina ragmen, solunum patlamasinin sepsisde oksidanlarin

en 6nemli Greticisi olduguna inanilmaktadir (82).

Notrofillerin kullandig: radikal olusumunda rol alan MPO, polimorfonukleer
notrofillerin ve makrofajlarin azurofilik grandllerinde depolanip, inflamatuvar siirecte
hiicre dis1 siviya salinir (66). Sepsiste aktive notrofiller, NADPH oksidaz yoluyla
superoksit olusturabilir. Noétrofillerin MPO aktivitesi ile olusturduklari ROT ve RNT’ler
lipid peroksidasyonuna sebep olup, hiicre membran hasarina yol acarlar (83, 84). Notrofil
aktivasyonu ile olusan stiperoksit zayif bir ROT olmasina ragmen, NFKB translokasyonu,
endotelyal apoptoz, endotelyal nitrik oksit sentaz baskilanmasi, artmis doku faktori
ekspresyonu ve inflamatuvar sirecin aktivasyonunda rol alir. Ayrica NO ile reaksiyona

girer ve ¢ok zararl radikal olan peroksinitriti tretebilir (84).

LPS uygulamas: indirgenmis GSH duzeylerinde azalmaya neden olurken GSSG
dizeylerinde artmaya neden olmaktadir. Bu da antioksidan savunma sistemini zayiflatarak
doku hasarina neden olmaktadir (85). Sepsiste GSH seviyesi degisimine bagl olarak GSH
metabolizmasinda rol alan antioksidan bir enzim olan GSH-Px aktivitesinin dustigi rapor
edilmistir (86).
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Sepsiste oksidatif stresin artis1 inflamasyonu veya inflamasyonun artis1 da sepsisi
tetikleyerek birbirine bagli zincir reaksiyonlari meydana getirir ve sepsisin ciddi
komplikasyonlar: ortaya ¢ikar (87).

2.4. L-Theanin
2.4.1. L-Theaninin Ozellikleri

LT, glutamatin etilamid turevi olan protein yapisina dahil olmayan bir amino asit
olup y-glutamiletilamid, p-L-glutamiletilamid, y-glutamil L-etilamid, p-etilamino-L-
glutamik asit ve 5-N-etilamin olarak da adlandirnniimaktadir (88). Yap1 olarak
norotransmitter glutamat ya da y-aminobutirik asit (GABA)’ya benzerlik gosterir (Sekil 7).
LT, glutamik asidin karboksilik uglarindan birinin farkli bir amin grubu ve sonrasinda bir

etil grubu ile modifikasyonu sonucu olusabilmektedir (89).

a S H NH 0
y c. N CH, U, / :
NN\ v MNH
HOOC C (If C / \ / \ HO 2
0 HOOC C CO0OH
L-Theanin Glutamik Asit GABA

Sekil 7. L-theanin, glutamik asit ve GABA’nin kimyasal yapisi (Yamama’dan 90,
Boonstra’dan 91)

LT’in molekul agirhgr 174.2 g/mol ve kimyasal formulii C7H14N2Os’dir. Erime
noktasi 214-216°C’dir (92). Suda ¢ozunebilme 6zelligine sahiptir. Metanol ve kloroform
gibi organik ¢ozucdler icindeki ¢oziinmezligiyle kafein ve katesin gibi yapilardan farklilik
gosterir (93). LT’in L ve D olmak (zere iki enantiomeri olup D-LT’in ortalama seviyesi
toplam LT’in vyaklasik %1.85'ini olusturmaktadir ve agirlikli L-(S) enantiomeri
gorilmektedir (80, 94-96). ilk defa 1949 yilinda Sakato tarafindan yesil cay yapraklarindan
izole edilmistir (97). LT en fazla Camellia sinensis bitki yapraklarinda olmak (izere
Camellia, Camellia japonica ve Camellia sasanqua gibi c¢ay tirlerinde de bulunmaktadir
(92). Bunlarin disinda bir cesit mantar olan Xerocomus badius tiriinde de disik

miktarlarda bulunmaktadir (98). Turkiye’de Camellia sinensis bitki yapraklarinin farklh
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islemlere maruz kalmas ile yesil, siyah, beyaz ve oolong gaylari uretilmektedir (88). Yesil
cayin kuru yapraklari birgok mineral, amino asit ve organik madde barindirmaktadir (99).
Cay yapraklarinin toplam kuru agirhginin %1-2’si (100, 101), toplam serbest amino
asitlerin ise yaklasik %50'si LT dir (80, 102). Caydaki miktar1 gunes isinlarina maruz
kalma suresiyle de ters orantihdir. LT oram yiksek olan cgaylar daha kaliteli olarak
degerlendirilmektedir (80, 92). 2 dakika boyunca 80 ° C'de demlenmis 200 mL standart bir
fincan (yaklasik 500 mg) yesil ve siyah ¢ayda sirasiyla 7.9 ve 24.2 mg LT bulundugu rapor
edilmistir (103).

LT, cesitli islenmis yiyeceklerin ve igeceklerin tadin: iyilestirme 6zelligine sahiptir.
Umami ya da “5. tat” denilen tat etkisi vermektedir (104). Umami tat reseptorleri olan tat
reseptori Tipl ailel (T1R1) ve aile 3 (T1R3) lzerinde LT’in etkileri arastirilmis ve LT’in
T1R1 + T1R3 reseptor hucrelerinin ekspresyonunu aktive ettigi gozlenmistir (105). Ayrica
LT ile inozin 5-monofosfat (IMP) arasinda umami tat icin sinerji olup olmadig:
arastirilmigtir ve LT nin IMP ile etkilestiginde umami tatda artis oldugu agiga ¢ikarilmistir
(106).

2.4.2. L-Theaninin Sentezi
2.4.2.1. Camellia Bitki Turlerinde Sentezi

Camellia bitki tirlerinde, glutamik asit ve etilamin theaninin sentezindeki baslica
oncillerdir. LT, L-glutamik asit ve etilaminden (L-alaninden L-alanin dekarboksilaz
vasitasiyla sentezlenen) LT sentetaz (L-glutamat: etilamin ligaz, EC 6.3.1.6) ile sentezlenir
(Sekil 8) (7, 9).

Deng ve ark. (9) tarafindan yapilan arastirmada LT sentezinin hem kok hem de
strglinde gerceklestigi ve LT sentetaz birikiminin tuz ilavesinden olumlu etkilendigi, LT
ve toplam serbest amino asit konsantrasyonunun koklerde kademeli olarak arttigi, 8. gtinde

maksimuma ulastigi bildirilmistir (107).

LT sentezlendikten sonra; ksilem yoluyla strgunlere dagilir, daha sonra orada
konsantre olur ya da LT hidrolaz ile yikim drinlerine ayrilir. (108). Magnezyumun da,
koklerde LT sentezini ve cay bitkilerinin surglnlerinde LT birikimini sagladigi

g6zlenmistir (109).
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L-Alanin
dekarboksilaz

o, L% ATP ADP + F'[ NH;
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L-Glutamil: asit Etilamin L-Theanin

Sekil 8. L-theaninin caydan izole edilmesi (Deng’den, 9)

2.4.2.2. Endustriyel Sentezi

1942'de Lichenstein tarafindan pirolidon-5-karboksilik asidin sulu bir etilamin ile
35°C'de muamele edilmesi sonucu LT’nin endlstriyel olarak kimyasal sentezi
gerceklestirilmistir (Sekil 9) (110). Ayrica L-glutamik asitin pirolidon karboksilik asite
dehidrasyonu sonrasi etilamin ile reaksiyonu sonucu LT nin sentezlendigi iki basamakli bir
yontem rapor edilmistir (111). LT dretmek icin bu yol basit ve uygun maliyetli bir
yaklasim sunsa da, bazi sinirlamalari mevcuttur. Baslica sinirlamalardan biri, sentetik

urlinlin, L ve D enantiyomerlerin rasemik bir karisimi olmasidir (80, 112).

NH, H
[Bw e HO N
H 0 0
L-Piroglutamik asit Etilamin L-Theanin

Sekil 9. L-theaninin endustriyel kimyasal sentezi (Lichenstein’den, 110)
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LT nin kimyasal sentezi karmasik ve uzun bir islem gerektirmektedir. Cay
bitkilerinden izole edilmesi de zaman alict ve zahmetlidir. Bu nedenle LT’in biyolojik
Uretimi Uzerinde durulmaktadir (7). LT’in endistriyel olarak biyolojik Gretimi icin L-
glutamin sentetaz (GS), y-glutamilmetilamid sentetaz, y-glutamil transpeptidaz (GGT) gibi
enzimler kullanilmaktadir (108). L-glutamat, amonyum klorir ve ATP kullanilarak
bakteriyel GS enzimi vasitasiyla LT sentezlenmektedir. Tachiki ve ark. (113) Micrococcus
glutamicus bakterisinden elde edilen GS enzimini kullanarak amonyagin etilamin ile
reaksiyonu sonucu LT Uretebilmistir. Shuai ve ark. (114) B. subtilis susundan elde ettikleri

GGT enzimini kullanarak LT’in verimli bir sekilde sentezlenebildigini ifade etmislerdir.
2.4.3. L-Theaninin Absorbsiyonu ve Metabolizmasi

LT nin barsaktan emiliminin Na* aracilikli tasiyicilar vasitasiyla oldugu ileri
strilmektedir (115). LT (25-100 mg) insanlara ¢ay ile beraber verildiginde plazma
konsantrasyonunun oral alimdan sonra yaklasik 50 dakika i¢inde maksimuma ulastigi ve
yarilanma 6mriinun insanda 15-65 dakika arasinda degistigi belirtilmistir (116). 200 mg LT
oral olarak sicanlara verildiginde plazmada 0.5-2 saat sonra etilamin ve glutamik asit
miktarinda artig oldugu bildirilmistir (117). Siganlarda oral alimdan 1 saat sonra serumda,
karacigerde ve beyinde LT diizeylerinde anlamli artis oldugu ancak 24 saatte tamamen
kayboldugu ifade edilmistir. Ayrica serumda etilamin, glutamik asit ve aspartik asit,
karacigerde etilamin, glisin, glutamin ve fenilalanin, beyinde ise etilamin ve glutamin
seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir (118). LT’nin etilamine ve glutamik aside
hidrolizi bobrekte fosfat bagimsiz glutaminaz tarafindan gerceklestigi ve bu yolla atildig:
ifade edilmektedir (119).

2.4.4. L-Theaninin Biyolojik Etkileri

LT ile ilgili yapilan calismalar sonucunda saglik Uzerine olumlu etkilere sahip
oldugu ortaya cikarilmstir (Sekil 10) (7, 80, 88, 108, 112).
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Sekil 10. L-theaninin biyolojik etkileri (7, 80, 88, 108, 112)

LT beyinde cesitli modilator etkiler gostermektedir (112). Standart dozlarda (50-
250 mg) LT aliminin saghkli kisilerde rahatlatict 6zelliklere sahip olan alfa beyin
dalgalarinin etkinligini arttirdigir tespit edilmistir (120). LT’nin beyinde serotonin,
dopamin, GABA dizeylerini arttirdigi ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik
asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri gibi glutamat reseptorleri
uzerinde koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (121). LT nin, glutamat reseptdrlerinin
inhibisyonu yoluyla noroprotektif etkiler gosterdigi ve bu nedenle Alzheimer hastaliginin
etkili profilaksisi ve tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (122). LT nin zararh
nitrik oksit Uretimi ve striatumda ndrotransmitterlerin  seviyelerinin  degismesini
engelleyerek beyinde koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (123). Ayrica LT nin ylksek
dozlarinin, kafeinin beyindeki uyarici etkisini inhibe ettigi, kafein kaynakli uyku
bozukluguna negatif yonde etki ettigi ve bu nedenle de kafeininin antagonisti olabilecegi

ileri surulmastar (124).

LT’nin yesil cay ve bilesenlerinin gosterdigi gibi obezite karsiti bir etki gosterdigi
calismalarla belirlenmistir (125). LT nin, hormon seviyelerini degistirerek gida alimin
etkiledigi, Ozellikle beyinde dopamin ve serotonin norotransmitterlerinin seviyelerini
degistirerek bunu gerceklestirdigi ileri strtlmustir (126). Sicanlarda oral yoldan LT

verildiginde gida aliniminin baskilandigi, serum glukoz seviyesinin kontrolle ayni oldugu,
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kortikosterol konsantrasyonunun arttigi ve insulin seviyesinin azaldigi tespit edilmistir
(127).

LT nin vaskiler sistemde kanin vizkozitesi, vaskiler diren¢c ve kanin periferal
direnci gibi faktorler Uzerinden kan basincina etki ettigi disunulmektedir (120).
Hipertansif sicanlara 0-2000 mg/kg LT enjekte edildiginde kan basincini dustrdigu,
beyinde kan basinci ve 5-hidroksiindol seviyesini azalttigi belirtilmektedir (128, 129).
Ayrica LT’nin serum kolesteroli, NO Uretimi ve arter vazodilatasyonu (zerinde etkili
oldugu ileri surtlmistar. Serum kolesterol dizeylerini dustrerek koroner kalp hastalig:
riskini azalttigi buna bagl olarak abdominal adipoz, karaciger kolesterol, serum notr yag
ve kolesterol seviyelerini 6nemli 6lglide azalttig1 dustintlmektedir (130).

Yapilan calismalar LT’nin organizmalara karsi ve hastaliklara karsi bizi
guclendirdigini ileri stirmektedir. LT metabolitlerinden biri olan etilamin (peptid-disi
antijen), sitokin salgilamak icin gelismis bir kapasiteye sahip olan bagisiklik sistemi
eleman olan y-delta T hucresini aktive ettigi belirlenmistir (131). Atletlere oral yol ile LT
ve sistin birlikte verildiginde yogun egzersiz suresinde immin fonksiyonun zayiflamasini
engelledikleri, enfeksiyon ve bununla iliskili semptomlar: azalttiklart gézlenmistir (132).
Baska bir calismada karacigerdeki toplam GSH duzeylerini belirgin sekilde arttirdigi ve T
yardimct hiicre aracili yanitlarin arttirillmas: yoluyla antijen spesifik immunoglobulin G
uretimini arttirdigr bildirilmistir (133). Karaciger hiicrelerinde LT’nin doku buyime
faktori-beta ve bag doku buyume faktorunun etkisini azaltarak ve matriks
metaloproteinazin  aktivasyonunu uyararak antifibrotik  0Ozellik sergiledigi ileri
strilmektedir. Ayrica LT’in NFKkB yolagini inaktive ederek proinflamatuvar sitokinlerin
salintmint inhibe ettigi ve antiinflamatuvar Ozellikteki sitokinlerin diizeylerini artirarak

antiinflamatuvar ve antinekrotik 0zellik sergiledigi belirtilmektedir (134).

LT nin, etanol ile hasar olusturulan fare karacigerinde ROT ve MDA Uretimini
engelledigi  bildirilmistir.  Ayrica hepatositlerin  antioksidan kapasitelerinin  geri
kazanilmasint sagladigi ve GSH'n seviyesini arttircig: ifade edilmistir (135). Diger
calismada LT nin, bakir ile uyarilan LDL oksidasyonunu inhibe ettigi ancak bunu cay

polifenollerine gore daha az etki ile yaptigi belirlenmistir (136).

LT doksorubisin ile karaciger hasar1 olusturulmus sicanlarin serum alanin
transferaz (ALT), aspartat transferaz (AST), hepatik kaspaz-3 seviyelerini ve hepatik
proapoptotik protein ekspresyonu duizeylerini duzelttigi bildirilmistir (137). LT’nin
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kanserli hiicrelerde glutamat tasinimini engelledigi ve hiicre i¢i GSH seviyelerini azalttig
ancak normal hucrelerde glutamat reseptorlerine baglanip antikanser ilaglarin akiskanligin:

arttirdig: ve bu sekilde koruyucu etki gosterdigi ileri strilmustir (138).

LT nin nefrotoksisite Uzerine koruyucu etkinlik gosterdigi, bobrek dokusunda

dehidratasyonu engelledigi ile ilgili bulgularda mevcuttur (130, 140).
2.4.5. L-Theanin Toksisitesi

LT’ nin gida katki maddesi olarak kullanilmas: 1964 yilinda Japonya Saglik
Bakanlig: tarafindan onaylanmistir. ABD'de LT bir besin takviyesi olarak satilmakta olup,
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi LTyi “genellikle gtivenli kabul edilen” ve “toksik olmayan
bilesik™ olarak kabul etmistir (7, 80). LT erkek ve disi sicanlara 13 hafta sireyle yiksek
dozda 4000 mg/kg/giin seklinde verilerek toksikokinetigi incelenmis, morbidite, mortalite,
vucut agirhgs, klinik kimya, hematoloji ve idrar tahlili yonunden herhangi bir olumsuzluk
veya yan etki goOzlenmemistir (141). Ayrica deneklerde meydana gelen bdbrek
lezyonlarinin toksik etkiden ziyade genetik cokuntt ile iligkili olabilecegi belirtilmistir
(141). Akut ve subakut toksisite ve mutajenite testleri sonucunda Japon Gida Katki
Maddeleri Birligi tarafindan LT’nin sentetik Uriinu olan Suntheanin®’in gtvenilir oldugu
kabul edilmistir. 2 hafta boyunca 6500 mg/kg ve 28 giin boyunca 2000 mg/kg
Suntheanin®oral aliminin toksik etkiye neden olmadig: raporlanmistir (142)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismamizda kullanilan cihazlar Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve Uretici firmalari

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firmalan

Biyokimya Tpleri

Derin Dondurucu (-80 °C)
Etlv

Hassas analitik terazi
Homojenizator

Isik Mikroskobu

Kamera

Magnetik Karistiric
Mikrotom

Otoanalizor

Otomatik pipet,10-100 pL
Otomatikpipet, 100-1000 uL
pH metre

Santrifuj

Santrifuj Tupleri
Sogutmali santrifdj
Sonikasyon cihazi
Vorteks

BD Vacutainer

Forma ULT Freezer
Gallenkamp

Mettler Toledo AB204-S
IKA-ultra turrax T18

Olympus BX-51, Olympus
Olympus DP 71, Olympus
Ikamag RH

Leica RM 2255, Leica Instrument
Roche, Simens

Socorex

Socorex

Hanna Instruments, HI 9321
Eppendorf Centrifuge 5810
ISOLAB

Beckman-Coulter

Sonics & Material Inc VCX 130
IKA Vortex Genius 3

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’de verilmistir.



Tablo 3. Kullanilan kimyasal malzemeler, Gretici firma ve kodlarn

Kullanmlan Kimyasal Malzemeler

Uretici Firma ve Kodlari

Asetik asit (%100)

Di potasyum hidrojen fosfat

Di sodyum hidrojen fosfat dihidrat
Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)
Fosforik Asit (HsPOa)
Hekzadesiltrimetilamonyumbromir
Kloramin-T standarti

L-theanin

O-dianisin dihidroklortr

Potasyum di hidrojen fosfat
Potasyum Klortr (KCI)

Sodyum di hidrojen fosfat

Sodyum Klorir (NaCl)

Sulfirik Asit (H2S0.)
Tiyobarbutirik Asit (TBA)

Triton X-100 (> %95)

TEK KiM, 64-19-7, (Turkiye)
Merck, A70000 546, (Almanya)
Merck, K16290176 139, (Almanya)
Sigma, E5134, (Amerika)

Merck, K3093963 637, (Almanya)
Sigma, H-9151, (Amerika)

Sigma, 857319, (Amerika)
Chem-Impex, 504-17-6

Sigma, D-3252, (Amerika)

Merck, A15371 646, (Almanya)
Sigma, P9333, (Amerika)

Merck, K1305445 541, (Almanya)
Merck, K363600 515, (Almanya)
Merck, K39098713 833, (Almanya)
Merck, 504-17-6, (Almanya)
Merck, K2351869 (Almanya)

3.2. Deneyin Planlanmasi ve Cahsma Gruplarimin Olusturulmasi

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda, “CLP yontemi ile sepsis olusturulan ratlarda L-Theaninin
etkilerinin arastirilmasi” isimli, T.C. Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi destekli arastirma projesi (Proje No: TSA-2017-7013) ile
desteklenerek yiritildi. Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Baskanlhigi’ndan 06.06.2017 tarihinde 2017/24 protokol numarali onay

alindiktan sonra ¢alisma baslatildi.

Calismada kullanilan sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi, Cerrahi Uygulama
ve Arastirma Merkezinden temin edilip yine aym: yerde deneyler igin oda sicaklhiginda
(21£2°C) 12 saat karanhk, 12 saat aydinlik ortam saglanarak barindirilip beslendi.

Calismada 35 adet Sprague Dawley erkek sigan kullanildi. Deneysel sepsis modeli olarak
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CLP yontemi segildi. Bu ¢alisma igin siganlar 8-12 haftalik, 200-300 g agirliginda, yem ve
su adlibitum olarak, tum gruplara standart sican yemi ve icme suyu verildi 7 gunluk
standart beslenme ve bakimin ardindan operasyon 0Oncesi 12 saat siiresince sadece su
almalarina izin verildi. Sicanlar rastgele 5 gruba ayrilarak calisma gruplari olusturuldu
(Tablo 4).

Tablo 4. Deney gruplar

Grup Uygulama

Kontrol (n=7) Anestezi ile sadece laparotomi yapilarak CLP islemi

yapilmadan batin kapatildi, 12 saat ara ile iki kez SF i.p.

olarak verildi.

CLP (n=7) CLP isleminde hemen sonra ve 12. saatte SF i.p. olarak
verildi.

CLP+LT1 (n=7) CLP isleminden hemen sonra ve 12. saatte 0.25 g/kg LT

iki doz seklinde i.p.olarak verildi.

CLP+LT2 (n=7) CLP isleminden hemen sonra ve 12. saatte 0.50 g/kg LT
iki doz seklinde i.p. olarak verildi.

CLP+LT3 (n=7) CLP isleminden hemen sonra ve 12. saatte 0.75 g/kg LT

iki doz seklinde i.p. olarak verildi.

3.3. Siganlarda Sepsis Modelinin Olusturulmasi

Sicanlarda sepsis olusturmak icin yaygin kullanilan bir islem olan CLP modeli
kullanildi. Rittirsch ve ark. (143) tarafindan ifade edilen yontemde kiiglik modifikasyonlar
yapildi. 50 mg/kg ketamin hidroklorir ve 10 mg/kg ksilazin i.p. olarak verilerek aneztezi

uyguland: ve Tablo 5°de belirtilen islemler sirasiyla yapildi.
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Tablo 5. Sepsis modelinin olusturulma asamalar:

Uygulama

1 Karin trasi yapilarak dezenfeksiyon
uygulandi.

2 Sicanlara sonra laparotomi yapildi.

Abdominal bélge orta hattan acilarak
batina ulasildu.

3 Cekum izole edildi.

4 Cekum gaita ile doldurulduktan sonra
ileogekal valfin altindan baglandi ve
igne ile delindi.

5 Kicik bir kesik atilarak barsak
iceriginin  karin  bosluguna  akist
go6zlendi.

6 Gekum delindikten ve fekal igerik
peritona bulastirildiktan sonra ¢ekum
tekrar batina yerlestirildi.

7 Operasyon sonrasinda 1 mL steril SF
subkiitan yoldan enjekte ederek sivi
replasman saglandi.
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3.4. Doku ve Kan Numunelerinin Toplanmasi

Operasyondan 24 saat sonra siganlara tekrar anestezi uygulanarak karaciger
dokular1 ve aort kanlari alindi. Alinan dokular %0.9’luk NaCl cozeltisi ile yikanarak
dokularin bir kismi biyokimyasal analizlerinin yapilmas: icin -20 °C’de donduruldu diger
kism ise histopatolojik ¢alismalar igin kullaniimak tizere %10’ luk formaldehit ¢ozeltisinde
fikse edildi. Antikoagulansiz, EDTA’l ve florlrli tiplere alinan kan numuneleri 3000
rpm’de 10 dakika santriflijlenerek serum ve plazmalar elde edildi. Analiz edilecegi gline

kadar -20 °C dondurucuda saklanildi.
3.5. Histopatolojik Incelemeler

%10'luk formaldehit ¢Ozeltisinde bekletilerek fikse edilen karaciger dokulari
artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Ksilenle yapilan
seffaflasirmanin  ardindan tum dokular parafine gomilerek bloklandi. Parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla lam Uzerine alinan 5 pm’lik kesitler etiivde 1sitilip;
ksilen ve dereceli alkol serilerinden gegirilerek deparafinize ve hidrate edildi. Daha
sonra tim Kkesitler hematoksilen eozin ile boyandi. Gruplara ait tim Kkesitler 1s1k
mikroskobunda histopatolojik acidan degerlendirilerek ve fotograflart mikroskoba

entegre kamera ile cekilerek belirlendi.
3.6. Rutin Parametrelerin Tayini

Serum numunelerinde ALT, AST, laktat dehidrogenaz (LDH), kan Ure azotu
(BUN) ve kreatin seviyeleri, florirli tiple elde edilen plazmada laktat KTU Farabi

hastanesi biyokimya laboratuvarinda Roche otoanalizoriinde tayin edildi.
3.7. Oksidatif Stres Parametrelerinin Tayini
3.7.1. TBARS Seviyeleri Tayini

EDTA’lL tuplerden elde edilen plazmada ve karaciger dokularinda MDA tayini
malondialdehidin asidik ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile pembe renkli bir selat
olusturmasi (TBARS) ve olusan selatin 532 nm’deki absorbansinin 6lcilmesine
dayanilarak yapild: (144, 145).
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3.7.1.1. Plazma TBARS Seviyesi Tayini
Yagi yontemine gore yapildi (144).
Kullanlan Cozeltilerin Hazirlanmas:

1. Sulfirik asit (H2SOa)cozeltisi (0.042 M): 228 puL H2SO4 alimip bir miktar saf
suya pipetlendi, son hacim saf suyla 100 mL’ ye tamamland:.

2. Fosfotungustik asit (H3(W3010)sH20) cozeltisi (%10°luk): 1.11 g fosfotungustik

asit 10 mL saf suda ¢6zuldu.

3. TBA c¢ozeltisi (%0.67°lik): 0.335 g TBA 25 mL saf suya ilave edildi.
Karistiricida folyo ile sarilarak ve isitilarak manyetik bar araciligiyla ¢6ziinmesi saglandi.
Soguduktan sonra tizerine 25 mL glasiyel asetik asit eklendi.

4. Standart ¢ozeltiler: 10 umol/mL’lik tetrametoksipropan ana ¢dzeltisi hazirlamak
icin 82.5 pL 1,1,3,3-tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCI ¢ozeltisine eklendi ve 50
°C’de 1 saat inktbasyona birakildi Hazirlanan 10 pmol/mL’lik MDA standartindan
sirasiyla 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 ve 0.78 nmol/mL’lik standart ¢Ozeltiler

hazirlandi.
Deneyin Yapulist

Numuneler ve standartlar Tablo 6°da verilen sekilde pipetlenerek deney
gerceklestirildi.
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Tablo 6. Plazma TBARS seviyesi 6lciimii icin yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Standart (pL)
Numune 150 -
H2S04 1200 -
Fosfotungustik asit 150 -

Vorteksleme, 5 dakika bekleme
4000 rpm’de 10 dakika santrifiijleme, supernatantin atilmasi

Saf su 2000 -

Standart - 2000
Pelletin vortesklenerek ¢ozilmesi

TBA 500 500

100°C’de 1 saat inklibasyon
3000 rpm’de 10 dakika santrifujleme
250 uL supernatantlarin mikroplakalara eklenmesi
532 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbans 6l¢tlmesi

Standart grafikten (Sekil 11) yararlanilarak plazma MDA konsantrasyonu hesapland: ve

sonuglar nmol/mL olarak verildi.

0800 1y =0,0738x
R>=0.9995

0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbans (532 nm)

0 2 4 6 8 10 12

Standart Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 11. Plazma TBARS standart grafigi
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3.7.1.2. Doku TBARS Seviyesi Tayini

Karaciger dokusunda MDA o0l¢iimi Uchiyama ve Mihara yontemi modifiye
edilerek yapildi (145).

Kullanian ¢ozeltilerin hazirlanmas:

1. Doku homojenizasyon tamponu (0.05 Triton X-100 igeren %1.15’lik KCI
cozeltisi): 5.75 g KCI hassas terazide tartildi, Gzerine 0.125 mL Triton X-100 eklendi ve

son hacim saf su ile 250 mL’ ye tamamland.

2. %1’lik H3PO4 c¢ozeltisi: Bir miktar saf suya 11.77 mL %85’lik HsPOj ilave
edildi ve karistirildi. Son hacim saf suyla 1 L’ ye tamamlandi.

3. TBA ¢ozeltisi (%0.67°lik): 1.34 g TBA tartildi ve 100 mL saf su eklendi. 10
dakika karistiricida isitilarak manyetik bar kullanilarak ¢dziinmesi saglandi. Ardindan

Uzerine 100 mL asetik asit eklendi.

4. Standart ¢ozeltiler: 10 pmol/mL’lik tetrametoksipropan ana ¢dzeltisi hazirlamak
icin 82.5 pL 1,1,3,3-tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCI ¢ozeltisine eklendi ve 50
°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu ana stok ¢dzeltiden sirasiyla 200, 100, 50, 25, 12.5

nmol/mL’lik standart ¢Ozeltiler hazirlandi.
Homojenizasyon Islemi

1. Yaklasik 100 mg tartilan Kkaraciger dokulari 1 mL’lik homojenizasyon

tamponuna aktarildi.

2. Dokular 30 s sureyle, buz kivetinde 5000 rpm’de homojenizator kullanilarak

homojenize edildi.

3. Homojenize edilen doku 4000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan
slipernatant kisim alindi ve TBARS tayini igin kullanild.

Deneyin Yapulist

Slpernatant numuneler ve standartlar Tablo 7°de verilen sekilde pipetlenerek deney

gerceklestirildi.
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Tablo 7. Doku TBARS seviyesi 6lctimi icin yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Standart (pL)
Numune 500 -
Standart - 500
Fosforik Asit 3000 3000
TBA 1000 1000

Vorteksleme ve 100°C’ de 50 dakika inkiibasyon
3000 rpm’ de 10 dakika santrifiijleme
250 pL sipernatant pleytlere aktarma
532 nm’de mikroplaka okuyucusu ile absorbans 6l¢tlmesi

Elde edilen standart grafigikden (Sekil 12) vyararlanilarak doku MDA
konsantrasyonu hesaplandi. Standardize etmek igin doku protein degerlerine bolinerek

karaciger dokusu MDA seviyeleri nmol/mg protein birimi ile verildi.

1,000 +
y = 0.004x

/é\ 0,800 _ R2=0.992
c
AN
g/ 0,600 -
» ®
S 0,400 -
[
2
o 0,200 -
<

0,000 . . . . .

0 50 100 150 200 250
Standart Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 12. Doku TBARS standart grafigi

3.7.2. ileri Oksidasyon Protein Uriinleri Seviyelerinin Tayini

Plazma ve doku AOPP duzeyleri Witko-Sarsat ve ark. (146) tarafindan gelistirilen
metod modifiye edilerek belirlendi. Metodun yéntemi basta albiimin olmak (lizere plazma

proteinlerinin HOCI gibi klorlu oksidanlarla olusturdugu capraz baglanma urtnlerinin
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potasyum iyodurl oksitlemesi ve acgiga ¢ikan triiyodid iyonunun spektrofotometrik olarak

340 nm dalga boyunda 6l¢tlmesi esasina dayanir.
3.7.2.1. Plazma AOPP Seviyesinin Tayini
Kullanlan Cozeltilerin Hazirlanmas:

1. Potasyum Iyodiir (KI) Cozeltisi (1.16 M): 9.62 g KI alimp bir miktar saf suyla

¢ozuldu ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
2. Asetik Asit: Glasiyel asetik asit saf olarak kullanild:.

3. Standart Cozeltiler: 10 mmol/mL kloramin-T ana ¢6zeltisi hazirlamak igin 22.8
mg kloramin-T standartindan tartildi ve 10 mL fosfat tamponuna ilave edildi. Bu
cozeltiden sirasiyla 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.81, 3.90, 1.95, 0.97 mmol/mL’lik standart
cozeltiler hazirlandi.

Deneyin Yapulist

Numuneler ve standartlar Tablo 8’de verilen sekilde pipetlenerek deney

gerceklestirildi.

Tablo 8. Plazma AOPP 6lgum igin yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Standart (uL)
Numune 200 -
Standart - 200
Kl 10 10

2 dakika bekletildi
Asetik asit 20 20

340 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbans 6l¢ilmesi

Elde edilen Kloramin-T standart grafiginden (Sekil 13) yararlanilarak plazma

AOPP konsantrasyonu mmol/mL olarak hesapland.
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1,200 -

y = 0.008x

1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -

Absorbans (340 nm)

0,200 -

0,000 . . .
0 50 100 150

Standart Konsantrasyon (mmol/mL)

Sekil 13. Plazma AOPP standart grafigi

3.7.2.2. Doku AOPP Seviyesinin Tayini

Kullanlan Cozeltilerin Hazirlanmas:

1. Fosfat Tamponu (10 mM pH: 7.4): 545 g NaaHPOs ve 3.023 g NaH2PO4
yaklagik 400 mL saf suya ilave edilerek ¢6zuldi. pH’s1 7.4°e ayarlandi. Son hacim saf su
ile 500 mL’ye tamamland:.

2. Kl ¢ozeltisi (1.16 M): 50 mL KI ¢ozeltisi hazirlandi. 9.62 g K1 alinip bir miktar
saf suyla ¢6zildi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

3. Asetik Asit: Glasiyel asetik asit direkt kullanildi.

4. Standart cozeltiler: AOPP 6l¢imi icin Kkloramin-T standartt hazirlandi. 10
mmol/mL kloramin-T ana ¢dzeltisi hazirlamak icin 22.8 mg kloramin-T ¢6zeltisi 10 mL
fosfat tamponunda ¢6zildi. Sirasiyla 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.81, 3.90, 1.95,
0.97 mmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Homojenizasyon Islemi

1. Karaciger dokular: 70-100 mg arasi tartilip 1 mL’lik homojenizasyon tamponuna
aktarildi.

2. Dokular 30 s sureyle, buz kivetinde 5000 rpm’de homojenizator kullanilarak
homojenize edildi.

3. Homojenize edilen doku 4000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan
stipernatant kistm alindi ve AOPP tayini igin kullanild.
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Deneyin Yapulist

Siipernatant numuneler ve standartlar Tablo 9’da verilen sekilde pipetlenerek deney

gerceklestirildi.

Tablo 9. Doku AOPP seviyesi 6l¢limu igin yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Standart (pL)
Numune 50 -
Standart - 50
Tampon 200 200
KI 10 10
2 dakika bekleme
Asetik asit 20 20

340 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbans 6l¢ilmesi

Elde edilen kloramin-T standart grafiginden (Sekil 14) yararlanilarak doku AOPP
konsantrasyonu hesaplandi. Standardize etmek icin doku protein degerlerine boliinerek
karaciger dokusu AOPP seviyeleri nmol/mg protein birimi ile verildi.

1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000

Absorbans (340 nm)

0 100 200 300 400 500 600
Standart Konsantrasyon (mmol/mL)

Sekil 14. Doku AOPP standart grafigi
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3.8. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Inflamasyon gostergesi olan MPO aktivitesi tayini MPO tarafindan oksitlenen
H202’nin o-dianisidini indirgemesi ve bu indirgenmis Griinin 460 nm dalga boyunda

absorbansinin 6l¢ulmesi esasina dayanir (147, 148).
3.8.1. Plazma MPO Aktivitesi Tayini

Plazma MPO duizeylerinin 6l¢ciimi Bradley ve ark. (147) metodu modifiye edilerek
yapildi.

Kullanlan Cozeltilerin Hazirlanmas:

1. Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM pH: 6): 0.26 g KoHPO4 ve 3.20 g KH2PO4
tartililip bir miktar suda c¢ozuldu. pH:6’ya ayarlandiktan sonra hacim 500 mL’ye

tamamlanir.

2. o-Dianisidin Hidroklorir (0.167 mg/mL)- H202 (%0.0005) Cozeltisi: 16.7 mg o-
dianisidin hidroklorir bir miktar 50 mM potasyum fosfat tamponunda ¢ozildi. 20 pL

H20O2 ilave edildi. Son hacim 50 mM potasyum fosfat tamponu ile 100 mL’ye tamamland.
Deneyin Yapulist

Tablo 10°da verilen sekilde pipetlenemeler yapilarak deney gerceklestirildi.

Tablo 10. Plazma MPO tayini icin yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Kor (uL)
Numune 20 -
Fosfat Tamponu - 20
o-Dianisidin + H202 Cozeltisi 280 280

37 °C’de 460 nm’de mikroplaka okuyucuda 5 dakika boyunca absorbans 6lctlmesi

Kinetik 6l¢iim sonunda elde edilen absorbans degisimi g6z Oniine alinarak ve
asagidaki formul kullanilarak plazma MPO aktiviteleri hesaplandi. Sonuglar U/mL birimi

ile verildi.
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AA  Vtx10°©

Enzim Aktivitesi = — x——
dk exlIlxVs

Vt: Toplam Reaskiyon Hacmi (0.3 mL)
Vs: Numune Hacmi (0.02 mL)
€ Molar absorbtivite katsayisi (e mpo=10062 M.cm™ )

|: Isik yolunun uzunlugu (1 cm)

3.8.2. Doku MPO Aktivitesi Tayini

Karaciger dokularinda MPO aktivitesi Hillegas ve ark. (148) tarafindan Onerilen

metotla belirlendi.
Kullanzlan Cozeltilerin Hazirlanmast

1. Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM pH: 6): 0.26 g KoHPO4 ve 3.20 g KH2PO4
tartililip bir miktar suda ¢ozuldu. pH: 6’ya ayarlandiktan sonra hacim 500 mL’ye

tamamlandi.

2. Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM pH: 7.4): 2.692 g KoHPO,s ve 1.305 g
KH2PO, saf suda c¢ozildi. pH’st 7.4’e ayarlandiktan sonra son hacim 500 mL’ye
tamamlandi. Doku homojenizasyonu igin kullanildi.

3. Hekzadesiltrimetilamonyumbromir (%0.5 HETAB) + EDTA (10 mM): 0.5 g
HETAB ve 0.372 g EDTA tartilip pH’s1 6 olan 50 mM fosfat tamponunda ¢ozuldi. Son
hacim 100 mL’ye tamamland:.

4. o-Dianisidin Hidroklorur (0.246 mg/mL)-H202 (20 mM) Cozeltisi: 24.6 mg o-
dianisidin-hidroklorir pH’s1 6 olan fosfat tamponunda ¢ozuldu ve tizerine 114 pL %50°lik
H>0O2 ilave edilip yine aym fosfat tamponu ile son hacim 100 mL’ye tamamland:.

Homojenizasyon Iglemi

1. Karaciger dokular:1 70-100 mg arasi tartilip 1 mL’lik homojenizasyon tamponuna
aktarildi.

2. Dokular 40 s sireyle, buz kivetinde 9500 rpm’de homojenizator kullanilarak

homojenize edildi.

3. Homojenize edilen doku 20000 x g ’de, 20 dakika santrif(ij edildi. Ustte kalan
stipernatant kisim alindi ve MPO tayini igin kullanild.
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Deneyin Yapulist

Tablo 11°de verilen sekilde pipetlenemeler yapilarak deney gergeklestirildi.

Tablo 11. Doku MPO tayini i¢in yapilan islemler

Reaktifler Numune (uL) Kor (uL)
Numune 30 -
Fosfat Tamponu - 30
o-Dianisidin + H202 Cozeltisi 230 230

37 °C’de 460 nm’de mikroplaka okuyucuda 5 dakika boyunca absorbans 6lcilmesi

Kinetik 6l¢cim sonunda elde edilen absorbans degisimi g6z Oniine alinarak ve
asagidaki formul kullanilarak plazma MPO aktiviteleri hesaplandi. Standardize etmek igin
doku protein degerlerine bollnerek karaciger dokusu MPO aktiviteleri U/mg protein olarak
verildi.

AA  Vtx10°

Enzim Aktivitesi = @— x——
dk “exlxVs

Vt: Toplam Reaskiyon Hacmi (0.26 mL)
Vs: Numune Hacmi (0.03 mL)
€ Molar absorbtivite katsayis: (e mpo=10062 M.cm?)

|: Isik yolunun uzunlugu (0.8 cm)
3.9. Karaciger Dokusunda Protein Tayini

Karaciger doku homojenatlarinda MDA, AOPP ve MPO seviyelerini standardize
etmek icin bulunan degerler doku protein seviyelerine boliinerek degerlendirildi. Protein
tayini Bradford metoduna (149) goére yapildi. Bu metodun prensibi, organik bir boya olan
Coomassie Brillant Blue G250°nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan
mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans gdstermesi esasina
dayanmaktadir.
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Kullan:zlan Cozeltilerin Hazirlanmas:

1. Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 %95’lik 5 mL etanol
ile ¢ozlldl. Daha sonra tizerine 10 mL %85’lik H3sPO4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye saf

su ile tamamlandi.

2. Standart Cozeltiler: Bovin serum albimin (BSA) standartlar: 1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6,
0.5,0.4,0.3,0.2, 0.1, 0.05 mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlandi.

Deneyin Yapulist

10 pL numune ve standart mikroplakalara yiiklendikten sonra 100 pL Bradford
reaktifi eklendi ve 10 dakika karanhkta distk hizda sallanarak bekletildi. 600 nm’de
mikroplaka okuyucuda absorbanslar okundu. Protein konsantrasyonlart mg/mL olarak
hesaplandi. Protein standart grafikleri doku MDA seviyesi icin Sekil 15’de, AOPP
seviyesi icin Sekil 16’da ve MPO aktivitesi icin Sekil 17°de gosterilmistir.

0,700
0600 1 Y= 0.746x
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbans (600 nm)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Standart Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 15. Doku TBARS 6l¢limlinde kullanilan protein standart grafigi
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0,800 -

0,700 4y =0.759x
0,600 1 R2=0.994
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbans (600 nm)

0 0,5 1 1,5
Standart Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 16. Doku AOPP él¢iimunde kullanilan protein standart grafigi

0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000

Absorbans (600 nm)

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Standart Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 17. Doku MPO 6l¢iiminde kullanilan protein standart grafigi

3.10. istatistiksel Yontemler

Veriler SPSS (IBM SPSS 23) programinda istatistiksel olarak degerlendirildi.
Calisma verilerinin normal dagilima uygunluklari Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz
edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla degiskenin degerlendirilmesinde Kruskall-
Wallis testi ve ikili degisken icin Mann-Whitney U testi uygulandi. Sonuglar medyan-
ceyrekler arasi aralik (IQR) ve %95 guven araligi (Cl) olarak ifade edildi. p<0.05
istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik yapilan incelemelerde doku hasar1 skorlamasi, sepsis bulgularinin
karaciger dokusundaki yayginlik derecesine gore gerceklestirildi. Konjesyon 1, 6dem 2,
inflamatuvar hicre infiltrasyonu 3 ve nekroz veya dejenerasyon 4 puan olarak
degerlendirildi. Her preparat i¢in toplam skor (0-10) belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Gruplarda karaciger dokusunda sepsis bulgularinin skorlanmasi

Sican No Kontrol CLP CLP+LT1 CLP+LT2 CLP+LT3
1 1 7 6 6 4
2 2 8 6 7 5
3 2 7 - 8 4
4 2 8 7 6 4
5 1 7 8 5 3
6 3 9 7 7 4
7 1 8 5 6 3

Kontrol grubunda saglikl: hepatositler oldugu ve hasar gelismedigi géruldu (Resim
1). CLP grubunda ise fokal dejenerasyon alanlarinin sik oldugu, cogu bolgede ddem,
damarlarda konjesyon ve inflamatuvar hicre infiltrasyonu gézlendi (Resim 2 ve 3). Yani
CLP grubunun toplam hasar skoru kontrol grubuna gore oldukca yiksekti (p=0.01). LT ile
tedavi edilen gruplarda CLP grubuna gore hasar skoru anlamli disiik (p<0.05) olmasina
ragmen en fazla farklilik yiksek doz ile tedavi edilen grupta tespit edildi. CLP grubuna
gore anlaml: farklilik diizeyleri CLP+LT1 grubu i¢in p=0.027, CLP+LT2 i¢in p=0.008 ve
CLP+LT3 icin p=0.001 olarak bulundu. CLP+LT1 grubunda CLP grubuna gore daha az
nekrotik hepatosit mevcut olsa da 6dem, konjesyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu
devam etmekteydi (Resim 4). CLP+LT2 grubunda fokal dejenerasyon alanlarinda azalma
oldugu ancak 6dem, konjesyon ve htcre infiltrasyonun devam etmekte oldugu goraldu
(Resim 5). CLP+LT3 grubunda diger gruplara kiyasla daha az sayida nekrotik hepatositler
izlenmekte olup fokal dejenerasyon alanlarimin oldukca azaldigi ancak bazi bdlgelerde
O0dem, damarlarda konjesyon ve inflamatuvar htcre infiltrasyonunun devam etmekte
oldugu gozlendi (Resim 6). Tedavi gruplari kendi icerisinde karsilagtirildiginda CLP+LT3
grubunda toplam hasar skoru daha dustk bulundu (p<0.05).
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Resim 1. Kontrol grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf (H&E x400)
CV: santral ven

Resim 2. CLP grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf (H&E x400)
CV: santral ven, d: fokal dejenerasyon alanlari, ok basi: konjesyon
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Resim 3. CLP grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf-2 (H&E x400)
CV: santral ven, n: eozinofilik sitoplazmali ve piknotik niikleuslu nekrotik hepatositler,
d: fokal dejenerasyon alanlari, ok: hepatositlerde vakuol

Resim 4. CLP+LT1 grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf (H&E x400)
CV: santral ven, n: eozinofilik sitoplazmali ve piknotik niikleuslu nekrotik hepatositler,
d: fokal dejenerasyon alanlar1, ok basi: konjesyon
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Resim 5. CLP+LT2 grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf (H&E x400)
CV: santral ven, n: eozinofilik sitoplazmalh ve piknotik niikleuslu nekrotik hepatositler,
d: fokal dejenerasyon alanlari, ok basi: konjesyon

Resim 6. CLP+LT3 grubu karaciger dokusuna ait fotomikrograf (H&E x400)
CV: santral ven, n: eozinofilik sitoplazmal ve piknotik niikleuslu nekrotik hepatositler,
ok bast: konjesyon
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4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Rutin Biyokimyasal Parametrelerin Dlzeyleri

Tablo 13’de otoanalizér ile belirlenen biyokimyasal parametrelerin dizeyleri
gosterildi. Plazma laktat diizeyleri acisindan bakildiginda CLP grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yikseklik belirlendi (p=0.004). CLP+LT verilen gruplarin
tamaminda CLP’ye gore ve kendi icinde istatiksel boyutta anlamli bir farklilik bulunamadi
(p>0.05).

Serum LDH duzeyleri CLP grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml: yuksek bulundu (p=0.004). LT ile tedavi gruplarindan sadece CLP+LT3 grubunda
CLP grubuna gore anlamli disuklik tespit edildi (p=0.025). Theanin gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi (p>0.05).

Serum ALT dizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlenemedi
(p>0.05).

Serum AST dizeyleri CLP grubunda kontrole gore istatiksel anlamli ylkseklikte idi
(p=0.004). CLP+LT1 ve CLP+LT3 gruplarinda CLP grubuna goére anlamli dusiklik
gOzlenmesine (p<0.05) ragmen CLP+LT2 grubunda istatistiksel olmayan diizeyde

(p>0.05) dusuklik bulundu. LT gruplari arasinda anlamu bir farklilik bulunamad: (p>0.05).

Serum BUN diizeyleri CLP grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml:
yuksekti (p=0.001). Sadece CLP+LT3 grubunda CLP grubuna gore anlamh dustklik

goruldi. LT gruplar: arasinda anlami bir farklilik bulunamad: (p>0.05).

Serum kreatinin diizeyleri CLP grubunda kontrole gore anlaml: ylksekti (p=0.04).
CLP+LT1 ve CLP+LT2 gruplarinda ise CLP grubuna gore anlamli dustkti (Sirasiyla
p=0.01 ve p=0.046). LT gruplar1 icerisinde CLP+LT3 grubunun kreatinin diizeyleri diger
LT gruplarina gore anlamli yiksekti (p>0.05).

BUN/kreatinin oran1 CLP grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml
olmamasina ragmen sinirda ylksekti (p=0.054). Sadece CLP+LT3 grubu CLP grubuna
gore anlamli oranda dustktt (p=0.01). LT gruplar: karsilastirildiginda CLP+LT3 grubun
diger LT gruplarina gore anlamli dustklikte idi (p<0.05).
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4.2.2. Oksidatif Stres ve inflamatuvar Parametrelerinin Diizeyleri

Calisma gruplarinda plazma ve karaciger dokusu oksidatif stres ve inflamatuvar

parametrelerinin diizeyleri Tablo 14’de verildi.

Lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA (TBARS) duzeyleri plazma ve dokuda
CLP grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksekti (sirasiyla p=0.004 ve p=0.025).
Plazmada LT gruplarinin CLP gruplarina gore ve kendi aralarinda istatistiksel olarak
anlamlt bir farkliligi bulunamad: (p>0.05). Dokuda LT gruplarinin hepsi CLP gruplarina
gore anlaml dustklukte idi. Anlamlilik dizeyleri CLP+LT1 igin p=0.003, CLP+LT2 igin
p=0.009 ve CLP+LT3 icin p=0.032) olarak belirlendi. LT gruplar1 kendi icerisinde anlaml
duzeyde farklilik gostermedi (p>0.05).

Protein oksidasyonunun gostergesi olan AOPP diizeyleri plazma ve dokuda CLP
grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksekti (sirasiyla p=0.006 ve p=0.003). Plazmada
LT grubunun dizeyleri CLP grubuna anlamhi duslklikte idi. Anlamlilik duzeyleri
CLP+LT1 icin p=0.007, CLP+LT2 icin p=0.003 ve CLP+LT3 icin p=0.004 seviyesinde
idi. Dokuda LT gruplart kendi icinde ve CLP grubu arasinda anlaml:i bir farklilik
gostermedi (p>0.05).

Inflamasyon gostergesi olan MPO diizeyleri CLP grubunda kontrol grubuna gore
plazmada anlamli yiksek (p=0.046) iken dokuda yiksek olmasina ragmen istatiksel
anlamlilik seviyesinde degildi (p=0.055). Plazma ve dokuda LT gruplart CLP grubu ile
karsilastirildiginda CLP+LT3 grubu diizeyleri diisik olmasina ragmen anlamlilik tespit
edilemedi (p>0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Sepsis yuksek 6lim orani ile yogun bakim Unitelerinde kendini gosteren ciddi bir
sorundur. Sepsiste hemostatik denge bozuklugu, endotel disfonksiyonu 6zellikle bobrek ve
karaciger hasari1 olmak (zere organ fonksiyon bozukluklari, kardiyovaskiler bozukluklar,
hicrede hipoksi ve apoptoz gorilur (13). Glnimizde sepsis tedavisine yonelik verilen
antibiyotik tedavisi ve yogun bakim alanindaki son gelismelere ragmen, sepsis yaygin bir
sorun olmaya devam etmektedir. Sepsisin tedavisine yonelik arayislar ise hala devam
etmektedir (150, 151).

Bu calismada Turkiye’de ¢okga tiiketilen siyah ve yesil cayin 6zel amino asidi olan
LT in farkl: dozlarinin Sprague Dawley erkek siganlarda sepsis kaynakli karaciger hasarina
kars1 koruyucu etkisi olup olmadigi belirlenmeye calisildi. Bu amagla serum biyokimyasal
parametrelerinin (laktat, LDH, ALT, AST, BUN, kreatinin) seviyeleri; karaciger ve plazma
oksidatif stres parametreleri olan TBARS ve AOPP seviyeleri, inflamatuvar parametre olan
MPO aktiviteleri ve karaciger doku histopatolojik bulgular: degerlendirildi.

Calismamizda deneysel sepsis modeli olarak kemirgenlerde en yaygin kullanilan
model olan ve altin standart olarak kabul edilen CLP yontemi kullanildi. CLP modeli;
tekniginin kolay olmasi, genel tekrarlanabilirligi ve insan hastaliginin progresyonuna
benzerligi nedeniyle en ¢ok tercih edilen deneysel modeller arasindadir (152). Bu model,
polimikrobik sepsisin indlksiyonu icin gercekci bir modeldir. CLP, orta hat laparotomisi
sonrasi ileogekal valfin altinda baglanmay: takiben ¢ekumun igne ile delinmesi esasina
dayanir (143). CLP yontemi kullanilarak; hemodinamik ve biyokimyasal agidan, sepsis
sonucu beklenen etkilerin ¢ogu ilk 24 saatte elde edilebilmektedir (153). Sepsisin erken
doneminde hiperdinamik evrede artmis organ perfuizyonu, hiperglisemi ve hiperinstlinemi
gorulirken bunu takiben gec hipodinamik evrede azaltilmis organ perflizyonu, hipoglisemi

ve hiperlaktatemi gibi semptomlar gelisir (154).

Calismamizda laktat, LDH ve AST dizeyleri CLP grubunda kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlaml ylksek bulundu (p<0.05) (Tablo 13). ALT seviyelerinde ise
anlamli bir farklilik gozlenemedi (p>0.05). Sepsiste akut donemde gorilen hiperlaktatemi
doku hipoperfiizyonunun bir belirteci olarak kabul edilmektedir. Klinik ¢alismalar, sepsisli
hastalarda laktat seviyelerinin artmasinin 6nemli bir nedeni olarak oksijen tiketimi ile
karakterize doku hipoksisi ve doku hipoperfuizyonunu vurgulamistir (155). Sepsiste hipoksi

durumu meydana geldigi igin anaerobik glikoliz yolu aktif olmakta ve laktat Gretiminde
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artis meydana gelmektedir (156). Sepsis sonucu yukselen laktat duzeyleri literatiirde de
belirtilmektedir. Coklu organ yetmezligi ve Olimunin bir gostergesi olarak laktat
klerensinin incelendigi bir calismada, baslangicta hastalarda yuksek laktat seviyeleri
gozlendigi, ancak 6 saat acil servis midahalesi sonrasi laktat klerensi yiksek olan
hastalarin laktat klerensi dustik olanlara kiyasla daha iyi sonuclar elde ettigi gozlenmistir
(157). Yogun bakimdaki sepsisli hastalarda yapilan ¢calismada, vefat eden hastalarda laktat
degerleri iyilesen hastalara gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (158). Son
zamanlarda yapilan bir metabolik calisma, LPS'nin ekstraseliler sinyal duzenleyici
kinazlara bagl bir mekanizma araciligiyla makrofajlarla glukoz tiiketimini, laktat tretimini

ve inflamasyonu arttirdigini gostermistir (159).

Sepsiste hiicre ici laktatin piruvata oksidasyonunu katalizleyen LDH dizeyinin
yukselmis seviyeleri, reperfiizyon sirasinda olusan bakteriyel toksinlere, iskemiye ve
reaktif oksijen tdrlerine baglhh hicre hasarini iceren cesitli  mekanizmalardan
kaynaklanabilir. Sepsisli hastalarda yapilan bir calismada serum LDH dizeylerinde artis
goralurken, ayn1 zamanda bu artigin laktat degeri ile de orantili oldugu bildirilmistir (160).
Dragica ve ark. (161) CLP metodu ile sepsis olusturduktan 12 saat sonra LDH
diizeylerinde anlaml bir artis oldugunu belirtmislerdir. Tsao ve ark. (162) siganlarda CLP
ile sepsis olusturduktan 18 saat sonra LDH dizeylerinde artis oldugunu ifade etmislerdir.

Siddetli sepsis veya septik sokun erken evresinde serum aminotransferaz
duzeylerinin (ALT ve AST) yukselmesi sepsiste hepatik disfonksiyon tanisi icin 6nem arz
etmektedir (163). Yapilan bir calismada CLP uygulamasindan 20 saat sonra AST, ALT
seviyelerinde kontrole gore anlaml yiikseklik oldugu tespit edilmistir (164). Hu ve ark.
(165) CLP uygulamasinin 24. saatinde yuksek ALT ve AST seviyeleri belirlemiglerdir.
LPS (10 mg/kg, i.p.) ile sepsis modeli olusturulan siganlarda ALT, AST ve ALP
enzimlerinin sepsis grubunda ytkseldigi, LPS’nin karacigerde proteazlar ve serbest oksijen

radikallerinin salinimini artirarak hasar olusturdugu bildirilmistir (85).

Bizim caligmamizda CLP grubunda AST anlamli yiksek iken (p<0.05) ALT
seviyelerinde anlaml: yukseklik tespit edilememistir (Tablo 13) (p>0.05). ALT ve AST
karacigerde ylksek oranda bulunmasina ragmen AST Kkaraciger disinda kalp, iskelet
kaslari, bobrek, beyin, eritrositlerde bulunur. Bu yiizden karaciger hasari icin ALT’nin
daha spesifik bir belirte¢ oldugu belirtilmektedir. Ancak hipoksi durumunda hassas olan

hepatik asintzin 3. bolgesi yluksek oranda AST icerir ve bu bolgede iskemik ya da toksik
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bir hasar oldugunda AST seviyelerinde daha fazla degisim gozlenir. iskemi ya da toksik
etkilere bagl bir karaciger hasarinda enzimin intralobuler dagilimindan dolayr AST
genellikle ALT den daha 6nce pik yapar. Bu yizden ¢alismamizda AST degerinin anlamh
yuksek ¢ikmasi sepsis sonucu gelisen hipoksi durumuna baglanabilir.  Ayrica ALT
karacigerde yalmzca hicresel sitoplazmada bulunurken, AST hem sitozolik hem de
mitokondriyal sistemde bulunur (166). AST dizeylerinin artistnin sepsis kaynakl

mitokondriyal bozukluklarla da iligkili olabilecegi dustinilmektedir (31).

Sepsiste karaciger hasari ile birlikte bobrek hasar1 da goézlenebilmektedir. Bobrek
ve karaciger fonksiyonlarinin duzeni birbirine baglidir. Karaciger hastalarinin %20-25’inde
bobrek hastaligi da meydana gelmektedir (167). Her ikisindeki fonksiyon kaybi ¢oklu
organ hasarina neden olup, ciddi hastaliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir (168). Calismamizda
bobrek fonksiyon testlerinden kreatinin ve BUN dizeyleri CLP grubunda kontrol grubuna
gore anlaml: artis gosterdi (p<0.05). Sepsiste lokal inflamatuvar medyatorler renal
mikrosirkilasyonu degistirerek, endotelyal yapiya zarar vererek bobrek fonksiyonlarini
bozarlar (169). Sepsisin erken evrelerinde renal kan akimindaki azalmaya baglh olarak tire
ve asit klerensinde azalma, asit-baz dengesinde bozulma gorilirken renal tibullerde cok
bir degisim olmamaktadir. Fakat sepsiste gozlenen uzun sireli renal iskemi, tibuler hiicre
hasar1 ve akut tlbdler nekroz gelisimine yol agmakta (43) ve bunun sonucunda idrar
¢ikisinda azalma, kreatinin degerlerinde ise artis gorulmektedir (44). Ayn sekilde trenin
tibuler reabsorbsiyonu ve glomeriler filtrasyonda azalma gibi durumlarinda BUN

seviyelerinde degisime neden oldugu disuntlmektedir (170).

Froon ve ark. (171) yogun bakimdaki sepsisli hastalarda yaptiklari g¢alismada
plazma  ¢Ozunir  TNF  reseptori  konsantrasyonlarimin  plazma  kreatinin
konsantrasyonlariyla orantili oldugunu tespit etmislerdir. CLP uygulanmis siganlarda
yapilan bir calismada, BUN ve kreatinin diizeylerinde artis oldugu ifade edilmistir (172).
Benzer sekilde Yasuda ve ark. (173) CLP islemi ile sepsis olusturduklar: siganlarda serum
kreatinin ve BUN duzeylerinin 6. saatte anlamli olarak arttigini, 24. saatte ise pik yaptigim
gozlemlemislerdir. Calismamizda BUN/Kreatinin oranina bakildiginda CLP grubunda
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmamakla birlikte sinirda yikseklik tespit
edildi (p=0.054). BUN/kreatinin oran: dehidratasyonu belirlemek igin kullanilir. Sepsis
tablosunda, renal yetmezlik gibi bir¢ok hastaliga bagl: olarak dehidratasyon gozlenir (174).

Sepsiste glomeruler filtrasyon basinci ne kadar diistk olursa, o kadar az filtrat Gretilir ve bu
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filtrat uzun slre tubdler sistem iginde hareket eder. Bu durum ise tire emiliminin artmasina
ve BUN/kreatinin serum oraninin artmasina neden olur (175). Bu nedenle ¢alismamizda

CLP grubunda dehidratasyon meydana gelmis olabilecegini séylemek mimkindr.

Karaciger dokular1 histopatolojik yonden incelendiginde kontrol grubunda normal
olarak degerlendirilen histopatolojik goruntiler gozlenirken (Resim 1) CLP grubunda
hepatosit butlnliginin bozuldugu belirlendi. CLP grubunda sitoplazmali nekrotik
hepatositler, hiicre sinirlarinin kayboldugu ¢ok sayida fokal dejenerasyon alanlari, ¢cogu
bolgede 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlendi (Resim 2 ve 3). Konjesyon,
6dem, inflamatuar hucre infiltrasyonu nekroz veya dejenerasyon yoninden doku hasari
skorlamas: yapildiginda CLP grubunda kontrol grubuna gore karaciger hasarinin anlamh
yuksek oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 12).

Histopatolojik bulgular CLP ydntemi ile olusturulan sepsisin basarili oldugunu ve
karaciger hasarinin meydana geldigini gostermektedir. Bu bulgular biyokimyasal bulgular
da desteklemektedir. Akut karaciger hasari inflamasyonun baslamasini ve ¢ogalmasini
tetikleyip, hepatik sentez kapasitenin dismesine ve metabolizmanin bozulmasina neden
olur. ATP tikenmesi ile beraber akut metabolik bozulma meydana gelir ve karaciger
dokusunda nekroz gorilur (176). Ayrnica ATP tikenmesi sonrasinda hicre sismesi,
mitokondriyal depolarizasyon, lizozomal bozulma ve nihayetinde hiicre harabiyeti de
meydana gelir. Hucresel hasar, hucre igi igeriklerin dokulerek ikincil bir inflamasyonunda
baslamasina neden olmaktadir (177). Sepsiste NFxB aracili mekanizmanin aktivasyonuna
bagh olarak, karacigerden salinan TNF, IL-1, IL-6, interferon-y gibi proinflamatuvar
sitokinler de karacigerde sistemik inflamasyonu destekler ve Kkaracigerdeki yapiyi
degistirip anormal hepatosit rejenerasyonuna yol agar (11).

Literattirde de CLP ydntemi ile sepsis olusturulduktan sonra karaciger dokusunda
patolojik degisiklikler oldugu belirtilmistir. Sicanlarla yapilan bir ¢calismada CLP ile sepsis
olusturduktan 24 saat sonra karacigerde santral ven tikaniklhigi, akut hiicre sismesi ve
hepatositlerde nekroz gozlendigi ifade edilmistir (178). Diger bir ¢calismada da CLP
grubunda karaciger orneklerinde 06zellikle sintzoidal dilatasyonlar ve portal alanda
hicresel inflamasyon gozlenmistir (179). Benzer sekilde baska bir ¢alisma da CLP
grubunda karaciger hasar1 gelistigi, yliksek derecede inflamasyon, hicre infiltrasyonu,
nekroz ve hepatosit ¢ekirdeklerinde morfolojik degisiklikler oldugu raporlanmistir (180).

Farelerde CLP ile induklenen sepsiste 24 saat sonra, karaciger dokusunda inflamatuar
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hicre infiltrasyonu, nekroz, dejenerasyon, duzensiz santral ven konjesyonu oldugu

belirtilmistir (181). Tum bu bulgular bizim sonuglarimizla da orantili bulunmustur.

Calismamizda inflamatuvar slrecin bir gostergesi olarak degerlendirilen MPO
aktiviteleri incelendiginde, CLP grubunda kontrol grubuna goére plazmada anlamh
yukseklik (p<0.05), dokuda ise istatiksel olarak anlamli olmayan diizeyde sinirda yukseklik
(p=0.054) tespit edildi (Tablo 14). MPO aktivitelerindeki bu degisiklik histopatolojik
bulgular: desteklemektedir. Sepsiste inflamasyona bagl olarak aciga ¢cikan TNF-a, IL-1B
ve IL-6 gibi inflamatuvar medyattrler, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve MPO gibi
enzimlerin aktivitelerinin artisgina yol acarlar (22, 84). Ayrica notrofil aktivasyonu da
granillerden MPO enziminin salinmasina ve MPO dizeylerinde artisa neden olmaktadir
(182). MPO deneysel sepsis calismalarinda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olarak
kullaniimaktadir (183) ve sepsis, yanik gibi inflamatuvar sireglerde arttigi gosterilmistir
(5). Sener ve ark. (184) tarafindan sicanlarda yapilan calismada sepsis durumunda
karaciger dokusunun MPO seviyelerinde kontrole gore artis gozlenmistir. Kolgazi ve ark.
(185) sicanlarda endotoksemi ile hasar olusturmus ve incelenen dokulardaki oksidan
hasarin MPO aktivitesi artis1 ile paralellik gosterdigini ifade etmislerdir. Sepsisli hastalarda

plazma MPO enzim aktivitesinde artis oldugunu belirten ¢alismalarda mevcuttur (186).

Calismamizda plazma ve karaciger dokusu homojenatlarinda, oksidatif stres sonucu
olusan lipid peroksidasyon Urlinii olan TBARS ve protein oksidasyon drtnt olan AOPP
degerlendirildi. Plazma ve doku TBARS ve AOPP seviyeleri CLP grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu (p<0.05) (Tablo 14). Sepsiste
artan TBARS ve AOPP diizeylerinin nedenleri ise; bakteriyel endotoksinlerin inflamatuvar
sitokinleri aktiflestirmesi ve ROT miktarinda artis meydana gelmesidir (3, 4, 63). Sepsis
sirasinda endotel, ROT salinimi igin bir kaynak olustururken ayni zamanda damar
duvarinda inflamasyonda yer alan hicreler iginde bir hedef olusturmaktadir. Makrofajlar
ve notrofiller blyuk miktarlarda ROT, RNT dretebilirler ancak bu mikroorganizmalara
zarar verme veya oldirme icin 6nemli bir mekanizma saglarken oksijen patlamas: hiicre
hasarina neden olabilir (22, 186, 187). Aktive olmus notrofillerin MPO aktivitesi ile
olusturduklar: radikaller lipid peroksidasyonuna yol agarak hiicre membran hasarina neden
olurlar (83). Ayrica LPS gibi deneysel sepsis modelleri dokularda GSH duzeylerinde
azalmaya neden olurken GSSG’de artmaya neden olmaktadir. Bu nedenle antioksidan

savunma sistemi zayiflamakta ve lipid peroksidasyon hasari engellenememektedir (27).
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Sepsiste asir1 sitokin dretimine bagli olarak olusan oksijen radikallerinin ve bagisiklik
hicrelerinden salgilan proteazlar, proteinin enzimatik hidrolize olan duyarliligim
arttirmakta ve konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir (188). TNF, interferon-y
gibi sitokinlerin induklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonunu indikleyerek NO
uretimini arttirdigr belirtilmektedir (189). NO birikmesi -SH gruplarinin sulfenik asitlere
veya disUlfitlere oksitlenmesine neden olur ve bu durum anahtar metabolik enzimleri

etkisiz hale getirerek geri doniisimsuz hiicre hasarina yol acar (172).

Abu-Zidan ve ark. (188) tarafindan vyapilan calismada plazma protein
konsantrasyonlar1 ve protein karbonil gruplarinin septik hastalarda kontrol grubuna gore
onemli Olglide arttigi, plazma protein karbonil konsantrasyonu ile protein kaybi (protein
indeksi) arasinda gucli bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Koksal ve ark. (190) sepsisli
sicanlarin plazma ve Kkaraciger dokusunun MDA seviyelerinde yikseklik, GSH
seviyelerinde ise dusukluk oldugunu, plazma ve doku MDA konsantrasyonlarinin birbiri
ile orantili oldugunu belirlemislerdir Yine Prauchner ve ark. (191) karaciger dokusunda
CLP grubunda kontrole gére MDA seviyelerinde anlamh artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Kharb ve ark. (192) septik soklu hastalarda yaptiklar: klinik calismada
plazma MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.
Lorente ve ark. (193) siddetli sepsisli eriskinlerde, 6zellikle hayatta kalanlarda, MDA
seviyelerinin arttigin1 bildirmiglerdir. Yenidogan sepsisli hastalarda tukurik ve serum
AOPP duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli yiksek bulunmustur (194). Septik soklu
hastalarda protein oksidasyonunun diger bir gostergesi olan protein karbonil
konsantrasyonunun daha yuksek seviyede olup yogun bakim Unitesi mortalitesi ile iligkili
oldugu ifade edilmistir (195). Diger bir calismada ciddi sepsis veya major travma gegiren
hastalarda protein karbonil konsantrasyonlarinin saglikli yetiskinlere gore daha yiksek
oldugu Dbelirlenmistir (196). Andesen ve ark. (197) vyaptiklarn calismada lipid
peroksidasyon hasarinin sepsisin ge¢ evresinde arttigini, protein hasarinin erken evrede
artip, tepe noktasina ulastigint raporlamislardir. Lipid peroksidasyonunun ve protein

oksidasyonunun arttigini gosteren bu ¢alismalar, bizim sonuglarimizi da desteklemektedir.

Calismamizda etken madde olarak arastirilan LT nin literatirde mevcut olan farkl
calismalar g6z 6nune alinarak 2x250 mg/kg/giin, 2x500 mg/k/giin, 2x750 mg/kg/gin LT
(i.p. 2 doz, 0. Saat ve 12. saat) olacak sekilde uygulanmasina karar verildi. Hepatotoksisite

uzerine etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalarda ardisik ti¢ giin 50 100 ve 200 mg/kg/giin veya
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400 mg/kg/giin i.p. LT uygulanmistir (134, 135, 198). LPS induklu karaciger hasarinda
farelere islemden 6nce 7 gun boyunca LT 30mg/kg/giin dozunda i.p. olarak verilmistir
(11). LT’in nefrotoksisite tzerine etkilerinin incelendigi bir baska ¢calismada LT, bes giin
streyle 200 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak uygulanmistir (139). Sicanlarda LT’in
farmakokinetiginin incelendigi bir ¢alismada 500 mg/kg/giin ve 1000 mg/kg/gun (tek doz,
I.p.) dozlart kullanilmigtir ve plazmada 30 dakika ve 60 dakika arasinda maksimuma
ulastigi gozlenmistir (199). Terashima ve ark. (118) sicanlarda oral yolla 4 g/kg LT
alindiktan 1 saat sonra serum, beyin, karaciger dokularinda LT konsantrasyonunda artis
oldugunu, beyinde 5 saat sonra maksimuma ulastigin1 ve sonra gittikce azaldigini, 24 saat

sonra ise tum dokulardan tamamen kayboldugunu gézlemlemislerdir.

LT’in 6lumcul dozunun ortalama 5g/kg oldugu belirtilse de bu konuda kesin kanita
dayali sonuclar bulunmamaktadir (7). Calismamizda baslangicta 2x1000 mg/kg LT
uygulanmas: planlanmisti. Ancak sicanlara CLP ile sepsis olusturduktan sonra belirtilen
dozda LT verildiginde 10 sicandan yalmzca 4 sican agir durumda da olsa sag kalabildi.
Literattirde bu dozla ilgili toksik olduguna dair bir kaynak bulunmamasina ragmen sepsis
agir bir tablo oldugu icin muhtemelen bu doz yiiksek gelmis olabilir. Bu nedenle etik kurul

izinleri alarak 2x250 mg/kg uygulamasi ile calismaya devam etmeye karar verildi.

LT i.p. olarak verildiginde peritonda da mevcut olan glutaminaz enzimi (200)
burada LT’yi glutamat ve etilamine metabolize edebilir. Siganlarda i.p. ilag enjeksiyonu
sonras1 tasinimin mezenterik-portal dolasim, mezenterik-ekstraportal dolasim ve lenf
damarlar1 izerinden meydana geldigi ileri surilmustur (201). Bu nedenle LT karacigere
LT, glutamat, etilamin seklinde ulagmis olabilir ve bu trunler tizerinden biyolojik etkilerini
gosterebilir. Ayrica glutaminaz enzimi karaciger ve bobrekte de oldugu icin (202) bu
dokularda da glutamat ve etilamine metabolize olabilir. Bu metabolitlerin olusumunun
temel yolaginin bobrekte oldugu ve vicuttan atilim yolunun bobrek vasitasiyla metabolitler
seklinde oldugu ifade edilmektedir (117, 118).

Calismamizda CLP gurubu ile karsilastinildiginda CLP+LT gruplarinda serum
laktat seviyelerinde anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0.05) CLP+LT3 grubunda LDH
seviyesi anlaml dusuk bulundu (p<0.05) (Tablo 13). Literatirde LT’in laktat degerleri
Uzerine etkisini gosteren herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Sepsiste LT’in yakin
analogu olan glutaminin enteral ve parenteral alimmnin etkili oldugu gézlenmistir. Yogun

bakim Unitesinde yatan sepsisli hastalar ile enteral glutamin verilen grup arasinda serum
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laktat duizeyleri agisinda anlamli bir degisiklik yokken, 0.5 g / kg / giin dozunda parenteral
glutamin verilmesinin serum laktat duzeylerinde iyilesmeye neden oldugu bildirilmistir
(203). LT’in LDH dlzeyleri Gzerinde koruyucu etkileri oldugu yapilan calismalarla rapor
edilmistir. Yapilan bir calismada farelere i.p. olarak 10 mg/kg LT verildiginde LDH
duzeylerinin dustigl, rapor edilmistir (204). Hidrojen peroksit ile hasar olusturulan insan
hepatik LO2 hucrelerinde LT’nin H202 indlUklu canlilik kaybini ve LDH salinimin
azaltarak hepatoprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir (205). Alkolik karaciger hasari
olusturulan farelere LT verildiginde LDH seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir
(135).

Karaciger fonksiyon testlerinden ALT, AST dizeyleri degerlendirildiginde; AST
dizeyinin CLP+LT1 ve CLP+LT3 grubunda CLP grubuna goére anlamli distik oldugu
(p<0.05), CLP+LT2 grubunda duslk olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli olmadig:
gozlendi (p>0.05). Bu sonuglara gore LT’in AST dizeylerini disurdiugini, ancak doza
bagimli farklihk olmadigint soylemek mimkindir. LT gruplarinin hi¢ birinde ALT
diizeylerinde CLP grubuna gore anlamli bir degisiklik gozlenemedi (Tablo 13). LT’in
metabolitlerinden olan glutamatin biyosentezinde ALT ve AST enzimleri de rol almaktadir
(206). LT, AST degerini dusurerek glutamat toksisitesine kars1 koruyucu etki géstermis
olabilir. LT ile ilgili yapilan calismalarda da ALT ve AST duzeylerinin dustigine dair
bulgulara rastlanmistir. Gong ve ark. (207) yapilan bir ¢alismada karaciger hasar: sonucu
yukselen serum ALT, AST degerlerinin LT uygulamas: sonrasi anlaml: olarak azaldigini,
bu sonuglarin histopatolojik bulgularla uyumlu oldugunu goézlemlemislerdir. Wang ve ark.
(11) tarafindan yapilan caligmada LPS indukli hepatik karaciger hasarinda kupffer
hicrelerinin  LPS stimllasyonu sonucu proinflamatuvar sitokinlerin asir1 Gretimini
tetikledigi buna bagli olarak da artan ALT, AST seviyelerinin LT uygulamasi ile azaldigin
tespit etmislerdir. Asetaminofen indukli hepatotoksisiteye karsi LT in koruyucu etkileri
incelendiginde ALT, AST enzimlerinin yiikselen seviyelerinin LT tedavisi ile distligu ve
yine bulgularin histopatoloji ile orantili oldugu gozlenmistir (208).

Calismamizda BUN ve kreatin diizeyleri incelendiginde, CLP grubuna gére BUN
seviyeleri sadece CLP+LT3 grubunda, kreatinin seviyeleri ise CLP+LT1 ve CLP+LT2
grubunda anlamli diisiik bulundu (p<0.05). BUN/kreatinin oranina bakildiginda ise sadece
CLP+LT3 grubunda anlamli dustikliik belirlendi (p<0.05) (Tablo 13). Karaciger ve bobrek

fonksiyonlarinin birbirine baglh olmasi g6z 6nine ahndiginda, LT’nin karacigerde
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koruyucu etki gostererek bobrek fonksiyonlarini da indirekt olarak dizeltebilecegi
dustinulmektedir (168). BUN ve kreatinin acgisindan LT’in etkinligine baktigimizda
literatiirde bununla ilgili calisma yok denecek kadar azdir. Doksorubisin ile uyarilmis
nefrotoksisitede LT’in azalan kreatinin Kklerensini dlzenleyerek koruyucu etkinlik
gosterdigi belirtilmistir (139) Altinkaynak ve ark. (140) benzer sekilde doksorubisin
indUklu nefrotoksisite tizerine LT’in etkilerini degerlendirmisler ve nefrotoksisite sonucu
artan serum BUN ve kreatinin dizeylerinin, LT verilen gruplarda disuk dizeylerde
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica BUN/kreatinin oran1 da ayn: ¢alismada incelenmis ve
LT’in dehidrasyonu engelleyerek bobrek dokusu Uzerinde koruyucu etkinlik
gosterebilecegi ileri surilmastir. LT benzer 06zelliklere sahip olan glutaminin de
nefrotoksisite (zerine koruyucu etkinlik gosterdigi yapilan caligmalarda belirtilmistir.
Sisplatinle olusturulan nefrotoksisiteye karsi glutamin verildiginde renal fonksiyon kaybina
kars1 koruyucu oldugu, artan BUN ve kreatinin seviyelerinde ise azalma oldugu rapor
edilmistir (209).

Calismamizdaki histopatolojik bulgularda CLP+LT verilen gruplarda; konjesyon,
6dem, inflamatuar hiicre infiltrasyonu nekroz veya dejenerasyon goéz Onine alinarak
toplam skor degerleri karsilastirildiginda CLP’ye go6re ¢ grupta da istatiksel olarak
anlamlr dustiklik bulundu (p<0.05) (Tablo 12). LT verilen CLP+LT1 ve CLP+LT2
grubunda sepsis bulgularinin yayginhg: orta dizeylerde (Resim 4 ve 5), CLP grubuna
kiyasla daha hafif bulgular gorulmekteydi. Sicanlardan alinan karaciger dokusunda fokal
dejenerasyon alanlart CLP grubuna gore azalmis olsa da nekrotik hepatositlerin varhg;,
0dem ve hicre infiltrasyonu devam etmekteydi. CLP+LT3 grubunda ise karaciger
dokusunda diger ¢alisma gruplarina gore daha az sayida nekrotik hepatositler mevcuttu ve
fokal dejenerasyon alanlari, 6dem ve infiltrasyon diger gruplara gore oldukca azalmisti
(Resim 6). LT’nin karaciger histopatolojisi Uzerine etkili oldugu literatiirde de
belirtilmistir. Wang ve ark. (11) LPS indukli hepatoksisite tzerine yaptiklar ¢alismada
LPS grubunda nétrofil infiltrasyonu, 6dem, nekroz bulgularina rastlarken, LT verilen
grupta tim bu patolojik degisimlerin elimine edildigini ifade etmisleridir. Pérez-Vargas ve
ark. (134) karbon tetraklorir (CCLs4) indukli hepatotoksisite ¢alismalarinda LT’in
hepatositlerin yapisal 6zelliklerini koruyucu yonde etki gosterdigini belirtmislerdir.

LT inflamasyon Uzerine etkilerini karacigerde metabolik (rlnleri olan glutamin

veya glisin tzerinden g6stermis olabilir (118). Glutaminin sepsiste NFkB aktivasyonunu
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azaltarak, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler arasi denge olusturdugu, bdylece
notrofil birikimini azalttigi, intestinal entegrasyon ve immin hicre fonksiyonunu
iyilestirdigi gorulmustir (210). Glisin inflamasyonda yer alan nétrofiller, makrofajlar ve
kupffer hicrelerinde glisin-kapili klortir kanallarini aktive ederek hiperpolarize eder ve
boylelikle Ca kanallarini inhibe ederek sitokinlerin ve inflamatuvar medyatorlerin
uretimini engeller (211, 212). Bu sayede glisinin karacigerde lokosit infiltrasyonunu ve
nekrotik hicrelerin miktarin1 azaltarak koruyucu yonde etki gosterdigi bildirilmektedir
(213). Ayrica glisinin kuppfer hiicrelerinde TLR4 sinyalizasyonunun downregulasyonunu
saglayarak da doku hasarinda koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (214).
Calismamizda LT’in karaciger histopatolojisi yoniinden koruyucu etkileri gozlenmis

olmasina ragmen doza bagimli ¢cok 6nemli bir farklilik gozlenmedi.

Calismamizda inflamasyonun da bir gostergesi olan MPO degerlendirildiginde
doku-plazma degerleri sadece CLP+LT3 gruplarinda CLP grubuna gore dusuk
gozlenmesine ragmen istatiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo 14). Bu bulgulara
bakarak sepsis indukli karaciger dokusunda ve plazmada inflamasyon artmis, LT
uygulamasinin sepsis durumunda inflamasyona dusik dizeyde etkisi olabilecegi
distinulmisttr. LT nin sepsiste artan inflamasyonu; 1L-10 gibi inflamatuvar yanmitin gugcli
negatif regulatorlerin yanitini arttirarak ve interferon-y gibi pozitif regulatorlerin yanitim
engelleyerek azaltabilecegi, inflamasyon slrecinde bozulan immin cevap dengesini
duzelterek koruyucu etki gosterdigi distnulmektedir (11). Farelere oral yoldan LT
verildiginde alerjik reaksiyonlar: inhibe ettigi, NFxB’nin inhibisyonu ve kaspaz-1'in
aktivasyonu sayesinde proinflamatuvar sitokin sekresyonunu baskiladigi belirtilmektedir
(215). Gastrik wlser olusturulmus olan farelere 10 mg/kg LT verildiginde MPO
dizeylerinde distkluk oldugu bildirilmistir (216). Disi farelerin solunum yollarinda ve kan
damarlarinda yapilan bir ¢alismada LT’in ovalbimin ile uyarilan mukus dretimini ve
inflamatuvar hicre infiltrasyonunu engelledigi ifade edilmistir (217). Sican dalak
lenfositlerinde yapilan diger bir calismada ise LT’in interferon-y, interlokinler ve TNF

ekspresyonlarini inhibe ederek antiinflamatuvar etkinlik goésterdigi 6ne surulmustir (218).

Calismamizda lipid peroksidasyonu gostergesi olan TBARS seviyeleri plazmada
LT verilen CLP+LT2 grubunda, CLP grubuna gore dusiik olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlaml farkhilikta degildi (p>0.05). Ancak dokuda tedavi alan 3 grupta da tedavi

almayan CLP grubuna gore anlaml: disuktt (p<0.05). Diger taraftan protein oksidasyon
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gostergesi olan AOPP dizeyleri plazmada, LT verilen 3 grupta anlamli disuk iken
(p<0.05) dokuda CLP+LT1 grubunda dusts gortilmesine ragmen istatiksel olarak anlaml
degildi (p>0.05) (Tablo 14). Dozlar arasinda ise farklilik gdzlenemedi. Bu sonuglara gore
LT’in lipid ve protein oksidasyonunu azaltmada etkili olabilecegini séylemek mimkundar.
LT’in antioksidan etkisini hucreleri oksidatif strese karsi koruyan guclu bir antioksidan
olan glutatyon sentezini arttirarak gosterebilecegi vurgulanmistir (198). Sicanlarda LT
alimindan sonra GSH sentezinde yer alan bir amino asit olan glisin diizeylerinde artis
goruldugi belirtilmistir (118). LT’in sepsiste artan serbest oksijen radikallerini (81, 86, 87)
glisin Uzerinden glutatyonun da yer aldigi GSH-Px seviyesini arttirarak engelledigi ve
antioksidan 0Ozellik gosterebilecegi distunulmektedir (72, 135, 198). Glisinin oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkisinde Ca*? saliniminin kontrolii énemli rol oynamaktadir. Glisin
Ca*? salimmint inhibe ederek sitokin iretimini azaltmakta ve oksidatif hasara kars:
koruyucu rol ustlenmektedir (212). Glisinin karaciger hasarini azalttigi, hepatotoksisiteye
bagl ortaya cikan lipid peroksidasyon hasarini ve glutatyon eksikligini giderdigi de
belirtilmektedir (219). LT’in glutamik asitle yapisal benzerliginden dolay: beyinde L-
glutamik asitin baglandigi glutamat reseptorlerini inhibe ettigi ve bu sayede beyinde
koruyucu etkinlik gosterdigi disuntlmektedir (121). Bu ylzden karacigerde de bulunan
glutamat reseptorlerini de benzer etki ile bloklayip (220) glutamatin toksik etkilerini
azaltabilecegi, oksidatif hasara karsi koruyucu rol oynayabilecegi distintilmektedir.

Li ve ark. (135) yaptiklar1 calismada LT’in farede MDA ve ROT dretimini
engelledigini, glutatyon rediktaz SOD, GSH gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
arttirarak hepatositin antioksidan kapasitesinin geri kazanilmasini sagladigini ifade
etmislerdir. Sadzuka ve ark. (221) tarafindan yapilan bir ¢alismada etanol uygulamasindan
3 saat sonra farelerde lipid peroksitlerde artis olmasina ragmen bu artis LT uygulamast ile
normale donmis, LT’in karaciger hasarina kars: etkili oldugu ortaya koyulmustur.
Farelerde CCls ile olusturulan karaciger hasari calismalarinda LT nin lipid
peroksidasyonunu azalttig: gosterilmistir (134, 198). LT’in protein oksidasyon urini olan
karbonil diizeylerini azaltici etkisini gOsteren beyin lzerinde ¢alismalar mevcutken (222,
223) karacigerde protein oksidasyonuna etkisine ait bir ¢calismaya rastlanmamstir. Ayrica
literatirde LT in Uretildigi yesil cayin protein oksidasyonunu azalttigina dair ¢alismalar da
mevcuttur (224).
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Sonug olarak CLP ile olusturulan sepsisli sicanlarda LT dozdan bagimsiz olarak
karaciger dokusu ve plazmada inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltmaktadir.
Inflamasyonu énlemede yiilksek doz, oksidatif hasar: azaltmada diisiik doz daha etkili gibi
g6ziikmektedir. Sepsis agir bir tablo oldugundan dolay: 24 saatlik tedaviden ziyade daha
uzun sureli tedavi etme durumu olsaydi LT in etkileri daha belirgin gozlenebilirdi. Ancak
LT in sepsiste antiinflamatuvar ve antioksidan etkiler gosterdigini s6yleyebilmek igin daha

fazla parametre ile desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Sepsiste LT’nin insan Gzerinde etkilerini degerlendiren bir ¢alisma olmadig icin,
sepsisli kisilerde nasil etkiler gosterebilecegi henliz bilinmemektedir. Sigan ve insan
metabolizmas: farkli oldugundan dolay: insan Uzerinde benzer etkiler gdstermeyebilir.
Calismamizda siganlarda sepsis Uzerinde olumlu etkiler tespit edilmesine ragmen
insanlarda da olumlu etkilerinin mevcut olabilecegine dair calismalara ihtiya¢ vardir.
Ancak insanlarda zit etki de sergileyebilir. Alinan takviye trtinlerin faydali etkileri oldugu
gibi zararh etkilerininde olabilecegi unutulmamahdir. Bu nedenle LT kullaniminda dikkatli
olunmasi gerekmektedir. Fazla miktarda gayla yiiksek doz LT alinabileceginden, gay i¢imi
de sepsis durumunu etkileyebilir. Ancak cayda LT haricinde diger etken maddelerin de
bulunmasi ve bunlarin sinerjik etki gosterebilecegi g6z oniine alinarak tlkemizde oldukca
fazla tiiketilen siyah ve yesil cayin sepsis Uzerine etkilerine yonelik ¢alismalara da ihtiyag

vardir.
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