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Amag: Sepsisin farkli fazlarinda, akciger dokusundaki nitrik oksit (NO) iretimi, antioksidan kapasite ve lipid
peroksidasyonu tizerine metilen mavisinin (MM) etkileri rat sepsis modelinde arastirildt.

Gereg ve Yontem: 200-230 g, Sprague Dawley cinsi 60 rat rastgele 3 gruba (n=20) ayrildt: 1. grup, kontrol grubu
(grup K); 2. grup, sepsis (grup S); 3.grup, sepsistMM 25mg/kg intraperitoneal (grup MMS). Sepsis, cekal ligasyon
ve delme metodu ile olusturuldu. Her grup rasgele 10 rattan olusan iki alt gruba ayrildi. Erken sepsis grubu cerrahi
prosediirden 9 s, ge¢ sepsis grubu 18 s sonra sakrifiye edildi. Akciger dokusunda siiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), malondialdehid (MDA) ve total nitrit+nitrat (NOx) diizeyleri
Slciildi. Akciger doku kesitleri 1-4 arast doku hasar skorlamasina gére histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Grup MMS’de, CAT diizeyi erken ve ge¢ sepsis déneminde, SOD ve GSH-Px diizeyi ise sadece erken
sepsis doneminde grup S’ye gére anlamli olarak artt. MM, hem erken hem de geg sepsis dénemlerinde NOx ve
MDA diizeylerini grup S’ye gére anlamli olarak azaltti (p<<0.05). Histopatolojik incelemede grup S’de interstisyel
alanda belirgin iltihabi infiltrasyon artis1 ve alveolar septalarda kalinlagma gériiliirken, grup MMS’de daha az alveolar
hasar mevcuttu.

Sonu¢: MM’nin, NO sentezini azaltict etkisinin yanisira SOD, KAT ve GSH-Px duzeylerini arttirarak lipid
peroksidasyonunu 6nledigi ve boylece erken sepsis fazinda daha belirgin olmak tzere akciger hasarini azalttig

saptandu.
Anahtar Kelimeler: MODS, Akciger hasari, ARDS, Metilen mavisi, Oksidatif stres
The Effects of Methylene Blue on Lung Injury in Septic Rats

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of methylene blue (MB) on NO production, antioxidant
status and lipid peroxidation in lung injury during the different stages of sepsis in rats.

Material and methods:Sixty Sprague Dawley rats weighing 200-230 g, were randomly divided into 3 groups. The rats
of the first group were sham operated (control, group C); the second group, sepsis (group S); the third group
received MB (25mg/kg, i.p.), MBS (sepsis+MB). Sepsis was induced by caecal ligation and puncture method. Each
group was randomly subdivided into two subgroups (early and late sepsis) consisting of 10 rats which were
sactificed at 9 or 18 h after surgical procedure. In the lung tissue, total nitrite/nitrate (NOX), superoxide dismutase
(SOD), catalyse (CAT), glutathion peroxidase (GSH-PX) and malondialdehyde (MDA) levels were measured.
Damage to the lung tissue was graded by a pathologist on a scale of 1 (best) to 4 (worst).

Results: In group MBS, CAT levels increased significantly both in eatly and late sepsis groups, whereas, SOD and
GSH-PX levels increased significantly only in early sepsis groups compared to group S. Methylene blue, significantly
decreased NOx and MDA levels in both early and late sepsis groups compared to group S (p<0.05 ). Group S
showed a matked increase of inflammatory inflammation into the interstisyel space and thickening of the alveolar
septa, whereas the alveolar damage score was lower in the MBS groups.

Conclusion: Besides decreasing the NO synthesis, MB also increased SOD, CAT and GSH-Px levels and thereby
lipid peroxidation was prevented and lung injury was significantly decreased especially during early sepsis.

Key Words: MODS, Lung injury, ARDS, Methylene blue, Oxidative stress.
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Demirbilek ve ark

Endotoksin, sepsisde inflamatuar —mediatotlerin
salinimina ve aktivasyonuna neden olur. Gelisen
sistemik inflamatuar yanit sendromu akut akciger
hasart (ALI) ve/veya akut solunum yetmezligi
sendromu ile (ARDS) iliskilidir. Akciger hasart
patofizyolojisinde, antioksidan savunma sisteminin
olmamasinin veya asirt oksidan dretimi sonucu
antioksidan savunmanin yetersiz kalmasinin  rol
oynadigi distnilmektedir.!? Bu oksidatif
mekanizmalarla savagan ve organizmayr oksidatif
hasara karst koruyan biyolojik savunma sistemleri
vardir. Bunlardan baglicalari, superoksid dismutaz
(SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidazdir
(GSH-PX).34

Metilen mavisi (MM) yillardir klinik kullanimda olan,
toksisitesi distik, kolay ulagilabilir bir ajandir. Ksantiz
oksidaz (XO) tarafindan  elektron transferinde
kullanllan molekiiler oksijen ile yarisarak oksijen
radikallerinin ve stUperoksidin yapilanmasini inhibe
ettigi bildirilmektedir.> Ayrica MM’nin ¢6zinebilen
guanilat siklaz, nitrik oksit (NO), endotelyal NO
sentaz (eNOS) ve indiklenebilir NO sentaz (iNOS)
inhibisyonu yaparak NO etkilerini 6nleyebilecegi
belirtilmektedir.®- Son yillarda yayinlanan
calismalarda MM’ nin ¢ekal ligasyon ve delme (CLD)
metodu ile sepsis veya intestinal iskemi/ reperfiizyon
hasari olusturulan ratlarda, alveolar hasar1 6nledigi ve
arteryel oksijenizasyonu artirdigi bildirilmektedir.%1°
Ayrica  MM’nin sepsisde gelisen hipotansiyonu,
miyokard kontraktilitesini ve oksijen dagilimin
duzeltebilecegi belirtilmektedir.!!

Bu ¢alismada, sepsisin hiper (erken) ve hipodinamik
(geq) fazlarinda, akciger dokusundaki NO tretimi,
antioksidan kapasite ve lipid peroksidasyonu tzerine
MM’nin etkilerinin rat sepsis modelinde aragtirilmast
amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Caligmamiz, In6nii Universitesi Hayvan Etik Kurulu
onayt alindiktan sonra Dicle Universitesi Arastirma
laboratuarindan alinan agirliklart 200-230 g arasinda
degisen Sprague Dawley cinsi 60 disi ratda
gerceklestirildi. 7 gln siire ile hayvan laboratuvarinda
uygun kosullarda yiyecek ve igecekleri temin edilerek
uyum siireci icin beklendikten sonra, deneysel
protokol baslatildi. Ratlar rastgele ti¢ gruba (n=20)
ayrildi. Tk grup kontrol grubu ( grup K); 2. grup
CLD metodu ile sepsis olusturulan grup (grup S); 3.
grup ise CLD ile sepsis olusturulduktan sonra
intraperitoneal (i.p.) 25mg/kg MM verilen grup (grup
MMS) olarak belirlendi. Her grup kendi icinde
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rastgele 10 rattan olusan ikiser gruba ayrildi. Ratlar,
sepsisin farkli evrelerinde gelisen inflamatuar yanitt
incelemek i¢in, cerrahi prosediirden 9 s (erken sepsis)
ve 18 s (ge¢ sepsis) sonra sakrifiye edildi.!? Ratlar, eter
anestezisi altinda, kan 6rnegi alindiktan sonra servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Mikrobiyolojik kultir
analizi icin, periton stvist ve kandan, antioksidan
diizeyi 6l¢imi ve histolojik inceleme igin akciger
dokusundan 6rnekler alindi.

Sepsis CLD yontemi ile olugturuldu.!® Eter anestezisi
altinda abdomen tras edildi, diafragmanin altindan 2
cm uzunlugunda ortahat insizyon yapidi Cekum
ortaya ctkarildt ve barsak pasajint engellemeyecek
sekilde ileogekal valvin altindan baglandi. Daha sonra
16 G igne ile c¢ekuma iki adet delik acildt
Kontaminasyon icin, ¢ekum stkistirilarak gaitanin
deliklerden  ¢tkmasit  saglandi.  Barsak  yerine
yetlestirildikten sonta insizyon 3/0 steril ipek ile ¢ift
kat kapatildi. Tum ratlara cerrahi sonrasinda ve
postoperatif 6. saatde stvi resisitasyonu amactyla
5ml/100g sirt bolgesine subkiitan olarak normal salin
solisyonu (SF) verildi. Cerrahi sonrasinda ratlar a¢
birakildi, fakat su alinimi kisitlanmadi.

Cerrahi iglem tamamlandiktan hemen sonta, MMS
grubundaki ratlara i.p. 25mg/kg 2cc SF icinde MM,
grup K ve S’deki ratlara ise 2 cc SF verildi. Kontrol
grubuna, CLD disindaki tim cerrahi islemler
uygulandi.

Biyokimyasal analizlerde kullanidacak olan dokular
numaralandirilarak aliiminyum folyoya sarildi. Derin
dondurucuda (-80 °C) biyokimyasal
yapilacagi gline kadar muhafaza edildi.

testlerin

Ksantin-ksantin oksidaz
stiperoksitin  nitroblue
tetrazoliumun indirgenmesi esasina dayanir. Olusan
stiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli
formazani olusturur. Bu kompleks 560 nm'de
maksimum absorbans verir.!4

SOD aktivitesi Ol¢imt:
sistemi  ile  Uretilen

Glutatyon peroksidaz aktivitesi 6l¢iimii: Ortamda
bulunan GSH-Px enziminin kataliziyle Hidrojen
peroksit (H20)’in H>O ve singlet oksijene ¢evrilmesi
ve bunun da rediikte GSH't okside GSH'a (GSSG)
gevirmesinin -~ hizi  prensibine  dayanmaktadir.
GSSG'nin olugum hizt deney ortamindaki NADPH'in
NADP'ye c¢evrilmesi ile optik dansitede meydana
gelen azalmanin 340 nm'de takibiyle hesaplanur.!®

KAT aktivitesi 6l¢iimii: H2Op, ultraviyole spektrumu
arahiginda dalga boyunun azalmast ile artan bir
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absorbsiyon verir. Deney ortaminda, KAT enziminin
kataliziyle H»O.'nin parcalanmasi, 240nm'de bir
azalma olarak takip edilir. Absorbansta gézlenen
azalma hiz1 enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.'¢

Malondialdehit (MDA) 6l¢timi: Tiyobarbitirik asit ile
95 °C’de reaksiyona giten MDA, pembe renkli bir
gorinim olusturur. Spektrofotometrede eksitasyon

525 nm, emisyon 547 nm dalga boylarinda
Slciildii. 118

Total nitrit+nitrat (NOx) Ol¢imi: Numuneler
kadmiyum ile 2 saat streyle muamele edildi.
Numunedeki — nitratin =~ (NO3)  nitrite  (NOy)
doniismesinden sonta  Greiss  reaktifi  ile
renklendirildi ve 545 nm’de spektrofotometrik
yontemle oletldi.!®  Protein  Olgimiinde  Lowty
Metodu uygulandt.?’

Akciger  hasarmmin  histolojik  degerlendirilmesi:
%10’luk formaldehid ile sabitlestirildikten sonra
akciger ince kesitleri parafin icine gémildd, kesit
hazirlandi ve hemotoksilen eozin (HE) ile boyandu.
Isik mikroskopunda incelenmeye alindi. Akciger
hasart patolog tarafindan, alveolar ve interstisyel
iltthabi  infiltrasyon  ile  septal  kalinlasma
degetlendirilerek, 1 (en iyi) ve 4 (en kotd) arasinda
derecelendirildi.?

Veriler SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programt kullanilarak analiz edildi. Gruplar arast
karsilagtirmalar bagimsiz gruplarda tek yonli varyans
analizi; grup ici, tekrarlayan Olcim icin tekrarl
Olgiimlerde varyans analizi ve ardindan Tukey post
hoc test ile degetlendirildi. P<0.05 istatiksel olarak
anlamlt kabul edildi. Degerler ortalama =+ standart
hata (ort=SH) olarak verildi.

BULGULAR

Sepsis  olusturulan gruplardan alnan tim kan
kultarlerinde E.coli iredi. Grup S’ de Grup K'ya
gore, SOD, KAT ve GSH-PX seviyeleri hem erken
hem de ge¢ sepsis fazinda anlamli olarak distukti
(Sekil  1,23).  MMS grubu grup S ile
karsilastirildiginda, KAT seviyeleri her iki sepsis
fazinda, SOD ve GSH-PX seviyelerinin ise sadece
erken sepsis fazinda anlamlh olarak yikseldigi
saptandt. MM, her iki sepsis fazinda grup S’ ye goére
NOx ve MDA seviyelerini anlamli olarak azaltt: (Sekil
4 ve 5)(p<0.05). MM uygulanan gruplarda geg sepsis
fazi erken sepsis fazi ile kargilastirildiginda SOD,
KAT ve GSH-PX seviyeleri anlamli olarak digiktd
(p<0.05).

Sekil 1. Gruplarin stiperoksid dismutaz diizeyleri. * p<0.05 grup K
ile karsilastirildiginda (9. s), # p<0.05 grup K ile karsilastirldiginda
(18. s), + p<0.05 grup S ile karsilastirldiginda (9. s), & p<0.05 grup
ici 9. s ile karsilastirldiginda.
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Sekil 2. Gruplarin katalaz dizeyleri. * p<0.05 grup K ile
karsilastirildiginda (9. s), # p<0.05 grup K ile karsilastirildiginda
(18.s), + p<0.05 grup S ile karsilastirildiginda (9. s), x p<0.05 grup
S ile karsilastirldiginda (18, s), & p<0.05 grup ici 9. s ile
karsilastirildiginda.
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Sekil 3. Gruplarin glutatyon peroksidaz diizeyleri. * p<0.05 grup K
ile karsilastrildiginda (9. s), # p<0.05 grup K ile karsilastrildiginda
(18.'s), + p<0.05 grup S ile karsilagtirldiginda (9. s), & p<0.05 grup
ici 9. s ile karsilastirildiginda.

Ghiatyon peroksidaz
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Sekil 4. Gruplarin NOx dizeyleri. * p<0.05 grup K ile
karsilastirildiginda (9. s), # p<0.05 grup K ile karsilasturildiginda
(18. s), + p<0.05 grup S ile karsilastirildiginda (9. s), x p<0.05 grup
S ile karsilastirildiginda (18. s), & p<0.05 grup ici 9. s ile
karsilastirildiginda.
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Sekil 5. Gruplarin malondialdehid dizeyleri. * p<0.05 grup K ile
karsilastirildiginda (9. s), # p<0.05 grup K ile karsilasturildiginda
(18. s), + p<0.05 grup S ile karsilastirildiginda (9. s), x p<0.05 grup
S ile karsilastirildiginda (18. s), & p<0.05 grup ici 9. s ile
karsilastirldiginda.
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Akciger dokusunun histopatolojik incelemesinde;
Grup S’de  interstisyel alanda belirgin iltihabi
infiltrasyon artist ve alveolar septalarda kalinlasma
vardt (Fotograf A ve C). Hem erken hem de geg
sepsis fazinda, alveolar hasar skoru MMS gruplarinda
(strastyla 1.740.21, 1.8%0.13)(Fotograf B ve D),
sepsis gruplarina (sirastyla 2.840.2; 3.1£0.23) gore
daha distkti.

TARTISMA

CLD metodu ile hayvanlarda olusturulan sepsisin,
hiperdinamik (erken) ve hipodinamik (ge¢) bifazik
klinik belirtileri ile insanlardaki sepsise benzedigi
kabul edilir. CLLD’den sonra, hiperdinamik fazin 2-10
s, hipodinamik fazin 16-20 s stirdigl gosterilmistir.?!
Bu nedenle calismamizda erken sepsis grubu icin 9. s,
ge¢ sepsis grubu icin de 18. s tercih edildi.
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Akcigerler, 6zellikli yapist ve fonksiyonu nedeniyle,
inflamasyon sirasinda zarar gorebilecek hedef bir
organdir. Olusan reaktif oksijen ve nitrojen turleri
(ROT, RNT), hem direkt hem de indirekt etkileri ile
inflamatuar hasara katkida bulunur.!  Pulmoner
inflamasyon strasinda, iNOS’un uyaridmastyla NO
sentezi artar. NO, vaskiller diiz kaslarda relaksasyona
ve asir1 Uretildiginde siiperoksid ile reaksiyona girerek
sitotoksik bir oksidan olan peroksinitrit olusumuna
neden olur.’® SOD, stiperoksidi ortamdan uzaklagtirip
NO ile reaksiyona girmesini engelleyerek peroksinitrit
olusumunu 6nleyen giiclii bir antioksidandir.?? KAT
ve GSH-PX, hidrojen peroksidin suya doniisimini
kataliz eder. Tum bu antioksidanlar, serbest toksik
radikallerin sitotoksik etkisini sinirlar.* ARDS gelisen
hastalarda, antioksidan sistemin belirgin = olarak
baskilandig1 bildirilmistir.?

Calismamizda, MM sepsisin erken fazinda daha
belirgin olmak tzere akciger dokusunda antioksidan
diizeyi artirirken, agirt NO dretimini her iki sepsis
fazinda da azalt. MM verilen gruplarda, ge¢ sepsis
fazinda antioksidan enzimlerin azalmaya meyilli
olmasi etkisinin azaldigt seklinde yorumlanabilir.
Ancak, bu etkiye ragmen, lipid peroksidasyonunun
gOstergesi olan MDA diizeyleri her iki sepsis fazinda
da azaldi. Bu bulgular, MM’nin NO dretimini
baskilamasinin yansira oksidatif stresi de azaltarak
akciger hasarini 6nledigini disiindirmektedir.

Galili ve ark,” CLLD metodu ile olusturulan akciger
hasarinda, MM’nin NO’in septik sokta istenmeyen
hemodinamik etkilerini 6nleyerek alveolar hasari
azalttigini gbstermistir.

Galili ve ark,'0 intestinal iskemi/reperfiizyona bagh
akciger hasarinda yaptiklari bir diger ¢aligmada ise,
MM’nin interstisyel ve pulmoner 6demi azaltidy,
noétrofil  sekestrasyonunu  6nledigini  bildirmistir.
Akciger XO dizeyinde bir farkldik bulunmamasi
nedeniyle  bu  etkinin = NO  aktitivitesinin
engellenmesine baglt olabilecegi belirtilmisgtir.

Kirov ve ark,?? endotoksin enjekte edilen koyunlarda,
sadece  inhale NO  (INO) uygulamast ile
karsilagtirildiginda MM infiizyonu  ve  INO
kombinasyonunun, akciger hasarindan korunmada
daha etkili oldugunu géstermistir. Ayrica, INO
uygulamasi kesildikten sonra yararli etkilerin devam
etmesi nedeniyle, asil etkinin MM’ne baglt olabilecegi
bildirilmistir.

Bu c¢alismalarda MM’nin, akciger hasari tzerine
etkileri, genellikle 4 ve 8 s gibi kisa dénemde
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arastirtlmistir.”1023 Calismamizda ise sepsisin erken ve
ge¢ fazlarim da iceren uzun siireli etkileri incelendi.

Dusiik molekiler agithikli ve lipidde ¢6ziinebilen bir
ajan olan MM, hucre ve dokulara kolaylikla penetre

olur?* Uygulanma sekline bagl olarak, farkl
organlarda  kandan daha  yiksek seviyelerde

bulundugu saptanmustir.?> Callaway ve ark,* 10
mg/keg dozda verilen MM’nin, kandan 10 kat yuksek
konsantrasyonda beyinde bulundugunu ve 24 s sonra
ise bu dozun buyik bir kismmnmn organlarda
tutuldugunu  bildirmistir. Calismamizda, MM’nin
akciger dokusundaki diizeyi Olgiilmedi.  Ancak,
MM’nin gec sepsis fazinda akciger hasarini 6nleyici
etkisinin ~ devam  etmesi, akciger = dokusunda
tutuldugunu distindirmektedir.

MM, uzun yillardir klinikte diagnostik girisimlerde ve
methemoglobinemi tedavisinde gtvenle kullanilan
farmakolojik bir ajandir. Calismamizda MM’nin NO
sentezini azaltict etkisinin yamsira SOD, KAT ve
GSH-Px duzeylerini arttirarak lipid peroksidasyonunu
onledigi ve boylece erken sepsis fazinda daha belirgin
olmak tUzere akciger hasarini azalttigi saptandi. Bu
sonuglar, MM’nin sepsis seyrinde gelisebilecek olan
organ  disfonksiyonunun  6nlenmesinde  yararh
olabilecegini distindirmektedir.
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