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Changes In The Blood-Brain Barrier Permeability In Hepatic Encephalopathy-Induced Rats

SUMMARY

This study was undertaken to investigate how the permeability of the blood brain barrier (BBB)
changed in the rats with liver failure. In the experimental group, 50 rats were injected with carbon
tetrachloride (CCL,) s.c. three times a week for six weeks. CCl, was dissolved in olive oil (3/4 v/v). Twenty
rats were injected with olive oil s.c. for control group. When characteristic findings of hepatic
encephalopathy occurred, evans-blue (%2) was given by jugular vein at a dose of 4 ml/kg under ether
anesthesia. Five minutes later, rats were killed by intracardiac injection of saline. Cerebrum and cerebellum
were removed and evaluated visually and spectrophotometrically.

The concentration of evans-blue in the brain tissues of the experimental group was higher than that of
control (p<0.0005). There was a significant difference betwen cirrhotic rats with hepatic encephalopathy
and cirrhotic rats without hepatic encephalopathy in the levels of brain evans-blue (p<0.005).

In conclusion, we suggest that hepatic encephalopathy increases the BBB permeability in the rat.
Key Words: Hepatic Encephalopathy, Blood-Brain Barrier, Carbon tetrachloride

OZET

Hepatik ensefalopatinin (HE) nedenlerinden biri, karaciger yetmezliginde gesitli maddelere kars kan
beyin bariyeri (KBB) gegirgenliginin artmasi ve bu maddelerin beyinde gesitli etkiler gdstermesidir.
Barsaklarda olugan bazi toksik maddelerin bozulmug bariyerden beyine gegerek klinik tablonun olugmasina
neden oldu@u samlmaktadir.

Ratlarda karaciger yetmezligi olugturmak suretiyle kan beyin bariyerinin gegirgenliginin nasil degisti-
gini ve ensefalopatiye ne oranda neden oldugunu arastirmak igin bu ¢alisma yapildi. Deney grubundaki 50
rata 6 hafta giinasin deri alt1 karbon tetrakloriir (CClg) verildi. CCl4 zeytin yag1 ile 3/4 oramnda (v/v)
kanstinldi. Kontrol grubundaki 20 rata aym siire iginde deri alt1 zeytin yag1 verildi. HE'nin karakteristik
belirtileri gézlenince dietil eter ile anestezi yapilmug ratlara juguler venden evans-blue solusyonu 4 ml/kg
%%2'lik verildi. Beyin ve beyincik ¢ikanlarak gézle ve spektrofotometrik olarak degerlendirildi,

Beyin dokusunun 1 graminda boya miktan (pg/gr) deney ve kontrol gruplar arasinda karsxlgsqnldx-
ginda fark anlamli bulundu (P<0,0005). HE gelismis sirozlu ratlarla, HE'nin tam gelismedigi sirozlu
ratlarin beyin boya miktarlan arasindaki fark anlamliyd: (p<0.005). HE 'nin geligtigi sirotik hayvanlarda
KBB'nin kontrollere gére daha gegirgen oldugu saptands,

Anahtar Kelimeler: Hepatik ensefalopati, Kan beyin Baryeri, karbon tetrakloriir
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GIRIS

Hepatik  ensefalopati ~ (HE)  ndoronal
inhibisyonun artmasiyla karakterize olan kompleks
bir noropsikiyatrik sendromdur. Bu sendrom akut
veya kronik olabilir (1).

Ensefalopati geligmigsse motor fonksiyon,
entellektiiel yeteneklerde ve suurda bozukluk olu-
sur ve sonunda koma geligir. Uyku ritminde bo-
zukluk, mental disosiasyon olusur (2).

Hepatik ensefalopati igin son aragtirmalar
karacierde normalde metabolize edilen toksik
maddelerin kanda birikmesi iizerine yogunlagmig-
tir. Bununla birlikte tek bir toksin tanimlanama-
mustir(3). HE'nin ortaya ¢ikigindan amonyak,
merkaptanlar, yag asitleri ve anormal plazma
amino asitleri sorurnlu olmaktadir(4-6).

Amonyagin HE patojenezinde etken oldugu
yaygin bir inamgtir. Bununla birlikte amonyagin
roli tam olarak belirlenememistir (4). HE'nin
patogenezi kismen merkaptanlar, kisa zincirli yag
asitleri ve fenolleri igerir. Bu atitk maddeler tek
baslanna HE nedeni degildir. Bu maddelerin
subensefalopatik veya subkoma seviyelerindeki
kombinasyonlariin  MSS  iizerindeki sinerjistik
etkilerinin sonucu olarak ensefalopatiye ve komaya
yonlendirdigi kabul edilir(7).

Kan beyin baryeri’nin islevi muhtemelen
santral sinir sistemi (SSS)'ndeki néronlann ig
ortanuni sabit bir gekilde korumaktir. Bu sinir
hiicreleri iginde yer aldiklan havuzun K¥, Cat*,
Mg++, H* ve diger iyonlan yogunluklanna ylesi-
ne duyarhidir ki bunlardaki ¢ok kiigiik degismeler
bile biiyiik degisikliklere neden olur. Ekstraseliiler
stvi (ESS)'nin sabit bilesimde korunmasi viicudun
titm bolgelerinde gok cesitli homeostatik mekaniz-
malarla saglanir (8,9).

Kan beyin bariyerinin ileri siiriilen diger go-
revleri kandaki i¢ ve dig kaynakl toksinlerden
beyini korumak ve norotransmitterlerin genel dola-
sima gegmesini Snlemektir (10).

Beyin dokusu ve menenjlerin enfeksiyonu
(ensefalit, menenijit), beyine radyoterapi uygulan-
masi, beyin arteri igine hipertonik soliisyon
(gliikoz, mannitol ve iire soliisyonlan) enjeksiyon-
lan, yiiksek konsantrasyonda alkol, sitotoksik kan-
ser ilaglan gibi etkenler KBB'ini bozarlar (9).
Buna karsilik gliikokortikoid ilaglar (kortizon ve
benzerleri) artmi§ olan permeabiliteyi azalurlar

an.

Amonyak, serbest yag asitleri, metiloktanat,
konjuge olmamus fenol ve merkaptan etanetol
verilerek yapilan galismada (12), bu toksinlerin

KBB gegirgenligini bozdugu ve noronlarda Nat-
32

K+ATPase1 inhibe etmesiyle gegirgenligi arttir-
diklan gosterilmistir.

Karbontetrakloriir (CClg)'in yaptig1 karaci-
ger nckrozu lipid peroksidasyonu sonucu olur.
Toksik etki

sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin hiicre
membranlarindaki (sitoplazmik ve hiicre organel
membranlandaki) lipidlerin doymamug yag asitleri
ile reaksiyona girmesi membranlan oksidatif
yikima ugratir (13). Aynca, lipid peroksidasyonu
sonucu olusan lipid pargalanma iiriinleri gesitli
enzimlerin ve diger proteinlerin siilfhidril grupla-
nm yok edebilir(14). Bdylece karacigerde
detoksifiye edilemeyen toksik maddeler kanda
birikime egilimi gosterir ve kan beyin bariyerini
etkileyebilir.

Bu ¢aligmadaki amag karbontetrakloriir ile
olusturulan deneysel karaciger yetmezliginde kan
beyin bariyerindeki depisiklikleri incelemek ve
hepatik ensefalopatiye olan katkisim irdelemektir.

MATERYAL VE METOT

Agirliklan ortalama olarak 150-250 gr olan
Wistar-Albino cinsi erkek ratlar kullanildi. 12 saat
giin 15181 alan ve penceresinde havalandirma terti-
bat1 olan bir odada bulunan &zel olarak hazirlan-
mus kafeslerde bakima alindi.

Deney hayvanlannin beslenmesinde Elazig
Yem Fabrikasindan temin edilen ve 6zel olarak
!m_mlamms rat yemi kullamldi. 50 adet rat deney
igin aynldi. Bu gruptaki ratlarda karaciger yet-
mezligi  olusturuldu, Bunun igin  selektif
hepatotoksin olarak CCl4 (MERCK) kullamld:
(14,15). CCl4 zeytin yag1 (SIGMA) ile 3/4 (V/v)
oraninda kanstinldi ve haftada 3 kez 0,15¢c/100gr
deri aluna enjekte edildi. Al hafta siire ile CCly
verildikten sonra bir rat dogrudan kalbe serum
fizyolojik enjeksiyonu ile 6ldirildii. Karacigerin
histopatolojik incelemesi sonucu siroz olustugu
gorildi. Siroz olusumu asamasinda 3 rat 6ldigi
i¢in 47 rat ile galismamz tamamlandi.

Sirozlu ratlar gozlem altina alindi. Ratlarda
denge bozuklugu, uyuklama, hareketlerinde azal-
ma, tilylerinde azalma ve zayiflama gézlenenlerde
hepatik ensefalopati gelistigi sonucuna varildi,

Deney sonunda, dietil eter anestezisi altinda
vena jugularis interna'ya No 24 intraventz kateter
sokuldu. Evans-blue 4ml/kg %2'lik serum fizyolo-
jik iginde verildi (16). Evans-blue vital bir boya
olup hemen plazma proteinlerine ve ozellikle
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serum albumini ile birleserek onun maviye boyan-
masint diger bir deyimle isaretlenmesini saplar.
Normal kosullarda KBB'den gegemeyen albumin,
KBB'de yikilma olursa beyne geger ve gegtigi beyin
bdlgesinin maviye  boyanmasina neden olur.
Evans-blue'nun albumine baglanma kapasitesi 34.2
mg evans-blue/ ml plazma'dir, Bu miktar abuminin
boyay1 bagladign alanlan doyurur (17,18). 5 daki-
ka sonra ratlar intrakardiyak serum fizyolojik ile
oldirildd. Kafatas: siitiralanindan acilds, beyin
dokusunu zedelemeden beyin ve beyincik ¢ikarildi
ve gozle degerlendirildi. ;

Grade 0+: Boya almamus.
Grade 1+: Onemsenebilir boyanma,
Grade2+: Hafif mavi boyanama.

Grade3+: Koyu mavi boyanma olarak de-
gerlendirildi.

Beyindeki boyanin kantitatif hesab1 Oztas ve
ark (19) metodu ile yapildi. Her bir beyin ve beyin-
cik sagital Kesi ile iki pargaya ayrildi. Yanm beyin
pargas tartildi ve fizyolojik pH'da S ml %5'lik 1 N
NaOH igeren fosfat tamponunda homojenize (Ultra
Turrax T 25) edildi. Homojenat 10.000 rpm’ de
10'dak santrifiijlendi (Hettich). Siipernatant1 alina-
rak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1201V )
620 nM'de absorbansi 6lgildd (19). Standart ile
kryaslanarak boya miktan hesaplandi.

20 adet rata 6 hafta siire ile deri alt1 zeytin
yag1 enjekte edildi. Bu iglem sirasunda 1 rat o6ldii-
gii icin kontrol grubu 19 rat ile tamamlandi. Deney
sonunda birinci grupta yapilan iglemlerin aymsi
yapudL

Istatistiki analiz: _

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata
(;iSE) seklinde yazilmustir. Kontrol ve deney
gruplan arasmdaki farklihk “Student's t-testi"
kullamilarak arastinldi. istatistiki analizler bilgisa-
yar istatistik paket programlan kullanilarak yapil-
du

BULGULAR

Hayvanlar intrakardiyak Serum Fizyolojik
enjeksiyonu ile oldiirildiikten sonra, ¢ikanlan
beyin dokulan gorsel olarak incelendi. Grade
0,1,2,3 seklinde olmak iizere boyanma yogunlugu-
na gore degerlendirdigimizde, kontrol grubu
ratlann beyin dokulan ortalama 0.74+ 0.17 grade
olmak iizere az boyandigim, deney grubu ratlann
beyin dokulann da 1.60+ 0.13 olmak iizere daha
yogun boyandiklanm gézlemlendi. Bu iki grubun
gorsel degerlendirmeleri arasindaki istatistiki fark
da anlamli bulundu (P< 0.0005, t=3.69).

F.U.Saglik Bil.Dergisi 1999, 13 (1)

Gruplar arasinda boya alini (ug/g) karsi-
lasunldiginda ; Deney grubunda 1 g beyin doku-
sundaki boya miktan ortalama 3.10+0.14 ng/g,
kontrol grubunda 2.17+0.13 pg/g olarak bulundu
(tablo 1).

Tablo-1: Kontrol ve Deney gruplarinda ortalama
evans-blue ve grade degerleri .

Deney p
(n=47) degeri

Kontrol
(n=19)

Evans-blue(Og/g) .1740.13 3.10£0.14 <0.0005
X +SE

Grade X + SE 0.74+0.17 1.60£0.13 <0.0005

Bu iki grup arasindaki farklilik anlamli bulundu
(P<0.0005, t=3.77).

HE gelisen sirozlu ratlanin beyin dokusunda-
ki boya miktann (4.20£0.20 pg/g), HE gelismemis
sirozlu ratlann boya miktan (2.77+ 0.14 pg/g)
arasindaki fark anlamliydi (P<0.005, t=3.99). HE
gelismis ratlanin beyinlerinin koyu mavi (grade 3)
boyandig gézlendi. Siroz geligsmis fakat HE heniiz
baglangi¢ safhasindaki ratlarin  beyinlerinin agik
mavi ve mavi (grade 1 ve 2) boyandipx tesbit edildi.
Gorsel ve spektrofotometrik degerlendirmede uy-
gunluk belirlendi ($ekil 1,2,3).

Gozle ve spektrofotometrik olarak degerlen-
dirmede HE gelismesi ile dogru orantili bir artis
gozledik . HE ilerlemesiyle birlikte KBB'nin gegir-
genliginin artan bir sekilde bozuldugunu dolayis1
ile boyanma siddetinde bir artisin oldugu kaydedil-
di.

koatrol
deney

Sekil 1. Kontrol vedeney gruplanmin beyin doku-
sundaki ortalama evans-blue miktan (j1g/g)
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y ==-1.056 +.824x +.001x2
e

1 .25 1.5 1.75 2
Kontrol (ug boya)

Sekil 2.Kontrol grupunun beyin dokulanmn grade
ve spektroffotometrik degerlerinin regresyon anali-
zi..

y =-.748 + .949x - .056x2
3 [ ] e [ X ] as L]

Sekil 3.Deney grubunun beyin dokulannin grade
ve spektrofotmetrik degerlerinin regresyon analizi.

TARTISMA

Jonung ve arkadaslan (20), portosistemik
santh  kopeklerde yaptuklan  galismalarda
hiperamonyemi, beyin artan glutamin konsantras-
yonu, plazma nétral amino asit modelindeki degi-
siklik ve Dalh zincirli amino asitler (DZAA)'in
yiiksek oranlanm bulmuslardir. Sinir sistemindeki
bu maddelerin oranlanndaki ariy KBB gegirgen-
ligindeki bir bozulmaya igeret etmektedir. Bu du-
rum ensefalopatinin gelisimine katkida bulun-
maktadir.

Zaki ve arkadaslan (12) Olendrof teknigini
kullanarak metil oktanat, merkaptanlar, fenol,
linoleik asit ve bilinibin i¢in KBB gegirgenliginin

34
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arttifinu rapor etmislerdir. Laktik asit, amonyak ve
oktanik asit verilen hayvanlarda KBB degisiklikle-
ri galaktozamin ile olugturulan karaciger yetmezli-
ginde daha az oldugu gdriilmiistiir. CCl4 ile olug-
turdugumuz sirozda degisiklikleri Oztas ve arka-
daslan (18) kriterlerine gore degerlendirdigimizde
permeabilitede belirgin bir artis gozledik.

Mishchenko ve arkadaslan (21), Wistar disi
ratlarda tetraklorometan ile olusturduklan sirozda,
15tk mikroskobu ve elektron mikroskobu ile
KBB'de peri ve endokapiller degisiklikler oldugu-
nu, ayrica damarsal uzantilardaki astrositlerde de
degisiklikler izlemiglerdir. Yine aymi aragtiricilar
HE'deki metabolik toksinlerin KBB'ini yapisal
degisimlere ugrathgim agiklamiglardir.

Farkli metabolik anormalliklerde plazmadan
beyine bazm maddelerin  gegisi  kantitatif
otoradyografi ile Oolgiilmiigtiir. Beyine gliikoz,
notral amino asitler(22), temel amino asitler ve
keton cisimlerinin akis1 él¢iilerek yapilan ¢aligma-
da, portokaval santh ratlarda beyin transport siste-
minde degisiklikler gosterilmistir. Buna ragmen
sonugta yapisal degisikliklerin daha uygun bir
neden oldugu sonucuna vanlmistir, Bizim ¢ahs-
mamuz HE'de KBB'deki yapisal degisiklikleri des-
teklemektedir. Ciinki evans-blue albumin transport
sistemiyle tagimmamakta, dogrudan bozulmug
3‘_“10“31 hiireleri ve astrositler arasindan gegmekte-

ir.

Sears ve arkadaslan (23), HE'de KBB yiki-
mumun oldugunu diisiinerek yaptiklan  bir ¢alisma-
da farelere amonyum asetat vererek ensefalopatik
tablo olugturmuslardir. KBB biitiinliigii evans-blue
ve alfa-aminoizobiitirik asit ile 6l¢iilmiigtir. Beyin
dokusu koma+ornitin grubunda mavi boyandif1
gorilmiigtir. Beyin dokusu koma+deksametazon
uygulanan grupta agik mavi boyanma gézlenmigtir.
Bu sonuglar gosterir ki hiperamonyemi ile KBB
yl'kmn olugturulabilir. Fakat bariyer biitiinliginde-
ki bozulma koma gelisiminden 6ncedir. Buna
ragmen koma zamam ile uyumlu oldugu gézlen-
migtir (24). Calismamizda beyin dokusunun bo-
yanma derecesi ile HE gelisim oran: arasinda dog-
rusal bir gelisim gozlenmigtir. Ozellikle deney
bitiminde ensefalopati belirtileri gozlenen ve goz-
lenmeyen sirozlu ratlann beyin boya miktan ara-
sindaki fark anlamliydi (p<0.005). Bu durum
ensefalopatinin olusumu ile KBB bozuklugunun
ﬁ(iarlisimi arasinda bir iligki oldugunu gostermekte-

Oztas ve arkadaslan (25), hipotermi esna-
sinda beyin glitkkoz kullammm ve oksijen titketi-
mini incelemiglerdir. Beynin enerji igerigi, iyonla-
rm aktif transportu muhafazasi ve membran potan-
siyel yikiiniin dizeni esnasmdaki tasima ve
eksitasyonlar ile tiketilir. Nat-K* ATPase
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aktivitesi Na* ‘un endotel hiicreleri iginde birikme-
sinden sonra bozulmugstur. Aym durum koroidal
epitelde de gézlenmistir. Boylece endotel hiicreleri
sismig, "Tight-junction"lar arasinda geniglemeler
baglamigtir. Hiicrelerdeki ozmotik sismenin gelig-
mesiyle oranuili olarak aradaki siki baglantilar
acthip evans-blue albumin kompleksi beyin icine
girer. Bu KBB igin agir ve yaygin bir yikimdir.
Beyinde bunlara ilave olarak sitrik asit siklusu gibi
alanin, glutamik asit ve GABA azalir. CCly ile
olusturdugumuz HE'de evans-blue albumin komp-
leksi beyin igine girmistir. Kontrol ve deney grup-
lar arasinda beyin boya miktarlan arasindaki fark
anlamhi olarak bulunmustur (p<0.0005). HE'de
aymnu hipotermideki gibi KBB yikim1 olmaktadir.

Knudsen ve arkadaslan(26), hepatektomize
ratlara i.v. tripan blue verdiklerinde KBB'den ge-
cemeyen D-siikroz, insiilin ve L-glukoz gibi mad-
delerin daha kolay ge¢meye basladigimi gozlemle-
miglerdir.
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